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Lista da abreviaturas utilizadas

.

ARAX: Acíl—coA—retiflOlacil transterasa.

ATEC: a—Tocopherol and j3-carotene Cancer Prevention Study.

AUC: Area de la curva de concentraciones frente al tiempo.

MC: Indice de masa corporal.

CiPE?: ~—carotene and Retinol Ef icacy Trial.

CFS: cuestionario de frecuencias semicuantítativo.

CIC: citología por impresión conjuntiva1.

Omáz.: Concentración máxima. -

cES?: Proteína intracelular “ligadora” de retinol.

CV: coeficiente de variación.

DMID: Diabetes mellitus insulino—dependiente.

DT: oesvíacíón típica.

UI: Estado nutricional.

ItA
1,,: Hemoglobina glicada.

¡¡DL: Lípoproteina de alta densidad.

lnC—CoA—reduCtaBa Hidroximetil-glUtarilcOA reductasa.

I<flC: cromatografía Líquida de Alta Eficacia.

za: Impresión conjuntiva
1 por transferencia.

¡DL: Lipoproteina de densidad intermedia.

WsALUD: Instituto Nacional de la Salud.

LC—MS: cromatografía liquida—espectrometría de masas.

LDL: Lipoproteifla de baja densidad.

LRA~: Lecítin—retinOlacil transferasa.

LRP: Proteína relacionada con el receptor LDL.

bapA: Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación.

St Resonancia magnética nuclear.

21<8: Fhysycian’s Health Study.

RAE: Receptores nucleares para ácido (trans) retinoico.

ES?: Proteína “ligadora” de retinol.

RDA: Raciones dietéticas recomendadas.

EfE: Prueba de respuesta a dosis relativa.

RDE<M): Prueba de respuesta a dosis relativas <modificado~

RE: Equivalentes de retinol.

Efl: Receptores nucleares para ácido <9—cis) retinoico.



+SSODR: Respuesta tras dosis durante 30 días.

TEL: Fracción de lípoproteinas ricas en triglicéridos.

TTR: Transtiretina (prealbúmina)

U!: Unidades de insulina.

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad.

MIO: Organización Mundial de la Salud.



“De interés especial para el médico de clientela con práctica a la

cabecera del enfermo, es todavía el hecho de que las vitaminas pueden

desplegar, además de las actividades propias de toda substancia

activa , otras acciones independientes de las primeras”.

Stepp, Kúhnau y Schroeder (1939)

“In fashioning our chemical world nature

created a marvelous chemical structure, the

double bond”.

... “A carotenoid-free world would be crab to

behold and a retinoid-free world , would be

swathed for us in eternal darkness”. (~)

- J.A. Olson

(*) “Al modelar nuestro mundo orgánico, la naturaleza creó una estructura química

maravillosa, el. doble enlace”.

“Un mundo sin carotenoides seria monótono de observar igual que un mundo libre de

retinoides , nos sumiría en la eterna oscuridad”. U. A. Olson.
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STATUS NUTRICIONAL DE CAROTENOIDES, PETINOL Y TOCOFEROLES

EN LA DIABETES MELLITUS INSULINO-DEPENDIENTE.

1.- INTRODUCCION

.

1.1.- Estado nutricional. Generalidades

.

El estado de nutrición (EN) de un individuo puede definirse

como el equilibrio entre el ingreso y el gasto de nutrientes. El

resultado entre las necesidades nutricionales y el grado en que estas

son satisfechas será el índice de un buen o mal estado nutricional y

su valoración metódica en grupos de población la que proporciona

datos objetivos para detectar situaciones con escasas manifestaciones

clínicas (Rojas—Hidalgo, 1990) y establecer programas de intervención

<Fidanza, 1994>

El presente trabajo se centra en el estudio del status

nutricional de carotenoides y vitaminas liposolubles (retinol, a- y

y—tocoferol) en sujetos con diabetes mellitus insulino—dependiente.

El concepto de vitamina es más fisiológico que químico, y engloba una

serie de compuestos orgánicos responsables de diversas actividades

biológicas en el organismo. En cuanto a los carotenoides, constituyen

un grupo de pigmentos liposolubles Y 600 en la naturaleza)

relacionados con la vitamina A al funcionar algunos de ellos como

precursores de retinol. El hombre no los puede sintetizar y los

ingiere a través de los alimentos, encontrándose en sangre sólo

algunos de los presentes en la dieta.
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Hoy día, el interés en los micronutrientes (sustancias

esenciales para la actividad vital cuyas Recomendaciones de Ingesta

Diaria — RDA — y presencia en la dieta se estiman en i.tg o mg) se

basa en el destacado papel de algunos de ellos como antioxidantes,

así como su intervención en la proliferación, diferenciación celular

y funciones irmiunológicas, lo que ha dado un nuevo impulso sobre la

importancia de su estudio y valoración en el organismo (Van den Berg,

1993a) y su posible papel en la prevención de enfermedades

degenerativas (cataratas, afecciones cardiovasculares, cáncer,

complicaciones tardias de la diabetes, etc)

El estado nutricíonal. es un concepto fundamental cuando se

aplica a poblaciones. No obstante, su validez en el ser humano

implica el estudio de un determinado nutriente, así como las

complejas interacciones con otros nutrientes y no nutrientes de la

dieta. En este contexto, el desarrollo de métodos analíticos

validados para la identificación de biomarcadores de riesgo - como

medida de exposición frente a un estado fisiopatológico— y de

conceptos como biodisponibilidad - proporción de nutriente que se

absorbe y llega a las células para su USO O álmacenamiento— y

bioconversión - transformación a compuesto fisioJiógicamente activo—

resultan fundamentales para establecer el papel de los

micronutrientes en la salud y su relación con ciettas enfermedades,

así como para evaluar la necesidad de intervenciónterapéutica.
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1.2.- Métodos para la determinación del estado nutricional de

carotenoides, retiriol y tocoferol

.

1.2.1.- Generalidades.

El EN puede valorarse a partir de información extraída de los

siguientes métodos:, 1) examen clínico y/o antropométrico, 2)

evaluación dietética y 3) determinación de marcadores bioquímicos

y/o inmunológicos. En la evaluación del estado nutricional

vitamínico, se plantean además cuestiones como qué métodos están

disponibles, cómo interpretar los resultados y qué “puntos de corte”

deben establecerse (Rojas—Hidalgo, 1990)

Los métodos dietéticos y clínicos, aunque son muy utilizados en

la evaluación de riesgos nutricionales a nivel de poblaciones o para

detectar la presencia de deficiencias, en géneral, son menos

específicos y poco sensibles, por lo que son inadecuados a la hora de

determinar estados “marginales” de vitaminas (Van den Berg, 1993a>

En epidemiología nutricional, la estimación de la ingesta de

alimentos y nutrientes es de gran importancia. Mediante métodos

dietéticos puede obtenerse información sobre la cantidad y calidad de

alimentos consumidos por un individuo o población. Estos métodos

aunque sólo aportan datos sobre hábitos alimentarios, bien a corto

plazo o en épocas pasadas (incluso años), pueden ser de utilidad a la

hora de clasificar individuos de una determinada población según la

ingesta de un nutriente. Cada método de evaluación de consumo de

alimentos tiene distintas limitaciones y, hoy día, no existen

“métodos de referencia~~ (Albertí—Fídanza y Forriní, 1994) . La

exposición a un nutriente se puede basar en medidas de ingesta

dietética a partir de alimentos <y/o suplementos nutricionales), o en

la determinación de marcadores bioquímicos de nutrientes en muestras

de tejidos disponibles.
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Los métodos analíticos tradicionales utilizados para la

determinación de carotenoides, vitamina A y vitamina E no permitían

la caracterización y cuantificación de los distintos compuestos que

presentan actividad vitamínica de forma individualizada (Nieremberg y

cols, 1989a) . Convencionalmente, las muestras eran sometidas a

extracción con solventes orgánicos (con o sin saponificación),

seguida de reacciones químicas (reacción de Carr-Price para vitamina

A; reacción de Emmerie—Engel para tocoferol) y medición del extracto

por espectrofotometría. En los años 70, la aplicación de la

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) ,- como método no

destructivo, reproducible y de gran resolución— ha hecho posible la

determinación individualizada de estos compuest¿s permitiendo el

estudio de su distribución en alimentos y tejidos biológicos y

contribuyendo al conocimiento de su metabolismo en el hombre.

Los diferentes enfoques para la evaluación del status de

carotenoides, vitamina A y E se muestran en la tabla 1. De ellos, la

identificación de marcadores bioquímicos se considera objetiva y

especialmente útil para identificar individuos :en situaciones de

riesgo” en estadios tempranos - bajos depósitos corporales sin

síntomas de enfermedad o marcadores de toxicidad vitamínica- (Van den

Berg,1994> . Entre los métodos bioquímicos, se pueden distinguir dos

grupos diferentes (Solomons y Alíen, 1983)

1) Métodos directos o estáticos.— Miden la concentración del

micronutriente o sus metabolitos en un medio biológico accesible

(células sanguíneas, suero, orina o tejidos);

2) Métodos indirectos, funcionales o dinámicos.- Se mide “in

vitro” o ‘Un vivo” la respuesta de un parámetro/función fisiológica

dependiente del micronutriente.

Estos dos tipos de pruebas pueden reflejar dos aspectos

diferentes del estado nutricional vitamínico; el cuantitativo

relacionado con el contenido corporal y el cualitativo de la función

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 muestrah los diferentes métodos disponibles y

recomendados. La elección del método apropiado depende de factores

como el objetivo del estudio, accesibilidad de la muestra, tamaño de

los grupos o poblaciones, etc.

Las pruebas estáticas se consideran útiles y sensibles para el

muestreo rutinario y para la evaluación del estado depleción

/repleción de depósitos corporales (de Pee y cols, 1997) . Así,

concentraciones hepáticas de vitamina A son consideradas como el

mejor indicador de status de vitamina A corporal, aunque no es un

método aplicable a poblaciones. Los métodos bioquímicos - retinol

sérico y MRDR - e histológicos <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 y cols, 1997> . En el caso de la vitamina E, la relación

vitamina E/lípidos constituye un indicador más fiable ya que ajusta

la influencia de los lípidos sobre los niveles de a—tocoferol en

suero (Morrisey y cols, 1993)

Por tanto, la evaluación mediante métodos ~státicos puede no

ser totalmente adecuada en términos de salud pública, especialmente

cuando se aplica a individuos que presentan deficiencias preclínicas

o marginales (ej. vitamina A) (Olson, 1997) . La fiabilidad dependerá,

en parte, del método utilizado y variabilidad analítica e ínter—

individual, aunque los criterios de interpretación (puntos límite o

de corte) y la variabilidad intra-individual juegan un papel

importante (Van der Berg, 1993a, 1994; de Pee y cols, 1997)

Por su parte, el enfoque funcional requiere de una mayor

información sobre la cinética y metabolismo de los distintos

micronutrientes bajo diferentes condiciones dietéticas y situaciones

fisiológicas (Van den Berg, 1993a; Piertzik, 1994) . En este sentido,
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las pruebas funcionales utilizadas (ver tabla 1) requieren una mayor

validación dado que no son aplicables de fornia rutinaria o en

estudios de campo y que algunos métodos <RDR, CIC) sólo son útiles en

determinados rangos de reservas hepáticas de vitamina A <Olson,

1997)

En general, las pruebas funcionales son difíciles de

estandarizar, presentan gran variabilidad intraindividual y suponen

un costo económico excesivamente elevado. Estas pruebas serían utíles

para confirmar alteraciones detectadas con métodos estáticos,

validación biológica de “puntos límite o de corte” de indicadores

estáticos y para definir estados vitamínicos “óptimos” (Van den Berg,

1993a) . Por último, dada la ausencia de parámet~os fisiológicos o

bioquímicos funcionales y cuantificables que respondan

específicamente a carotenoides, hoy día no hay indicadores formales

del status de estos compuestos, el cual se considera sinónimo de

concentraciones en suero o tejidos (Farker, 1997)

1.3.— Carotenoides, retinol y tocoferoles

.

En 1909, Stepp observó que los ratones blandos, sometidos a un

régimen completo pero carente de sustancias solubles en alcohol y

éter, no podían sobrevivir. McCollum y 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 teníanefectos similares,

se pensó que estos pigmentos — más tarde definidos como carotenoides—

podían ser transformados biológicamente en vitamina A <retinol)

Esta conversión biológica fue demostrada por. Moore en 1930,

coincidiendo con la elucidación de las estructuras del retinol y los

carotenoides por Karrer (Stepp y cols., 1939; Machlin, 1984; Olson,

1992)
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Evans y Bishop describen, por primera vez (1922), un factor

dietético liposoluble -denominado en 1924 por Sure, vitamina E—

necesario para el desarrollo del embarazo en la ráta (Stepp y cols.,

1936; Machlin, 1984> . En 1936, Evans y cols. logran el aislamiento de

dos factores químicamente homogéneos (a— y J3—tocoferol), con

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

en 1938, Fernholz establece la estructura química del a—tocoferol

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

Desde el punto de vista químico, los carotenoides (y

retinoides naturales) y tocoferoles pertenecen a la fracción

insaponificable de los lípidos. Forman parte del grupo de los

terpenos clasificándose como tetraterpenos (040, carotenoides> y

diterpenos (020, tocoferoles) . 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.- CAROTENOIDES.

1.3.1.1.- Nomenclatura y estructura química.

El término carotenoides responde a un grupo de pigmentos

liposolubles presentes en plantas y microorganismos que no pueden ser

sintetizados por los animales. Formados en su mayoría por 8 unidades

de isopreno, poseen una estructura de dobles enlaces conjugados

(alternancia de simples y dobles enlaces> y lás moléculas están

característicamente invertidas en su mitad (Zechmeister, 1944, 1962;

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

Se han descrito más 600 carotenoides en la naturaleza con más

de 60 grupos funcionales (Straub, 1987> . Dentro de los carotenoides

se diferencian dos grupos: carotenos. o compuestos hidrocarburados
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(menos del 10%> y xantofilas u oxicarotenos, que presentan oxígeno en

su estructura, generalmente en los anillos, terminales. Los

carotenoides objeto de este estudio se muestran en las figuras 2—4.

Debido a la presencia de dobles enlaces, los carotenoides presentan

isomería “cis—trans” o “Z/E” (isómeros geométricos>, los cuales

pueden ser interconvertidos mediante la luz, energía térmica o

reacciones químicas (Zecbmeister, 1944) . Recientemente, el interés en

las formas “cis” se debe al papel biológico de lqs “cis—retinoides”

(Mangelsdorf, 1994> y la posibilidad de semejante función en los

carotenoides o su actividad como precursores de aquellos.

1.3.1.2.- Fuentes dietéticas e ingesta.

De los carotenoides presentes en la naturaleza, sólo algunos

llegan al hombre a través de la cadena alimentaria, ya sean

inalterados o parcialmente metabolizados (Bendich y Olson, 1989) . En

la dieta de países occidentales, las principales fuentes de

carotenoides son las frutas, hortalizas y verduras (Chug-Ahuja y

cois., 1993; Block, 1994; Varela y cols, 1995), aunque otros

alimentos de origen animal (mantequilla, leche, huevo, salmón, etc),

así como aditivos alimentarios también contribuyen al aporte total en

la alimentación (Block, 1994)

La ingesta de carotenoides - cualí y cuantitativamente- varia

según las poblaciones. En España, según los distintos estudios, la

ingesta oscila entre 3.5—8.5 mg/persona/día (Varela y cols, 1995;

Granado y cols, 1996; Olmedilla y cols., 1997c> y presenta

importantes variaciones estacionales (Granado y cols., 1996;

Olmedilla 1997c, 1997d)

Aunque no suelen darse recomendaciones de ingesta de

carotenoides, éstos se tienen en cuenta al detetminar la actividad

vitamínica A de los alimentos/dietas y estimar los requerimientos de

vitamina A (Food and Nutrition Board, 1991) . Según establece la

Organización Mundial de la Salud (WHO, 1988), la actividad
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provitamínca A (Equivalentes de retinol -RE-> de un alimento a partir

de los carotenoides viene dada por:

~ig RE= 1/6 ~g f3-caroteno + 1/12 p.g otros carotenoides

provitamínicos.

Asimismo, para alimentos con cierto contentdo de grasa (p.e.

leche), la tasa de conversión del ¡3—caroteno a retinol se considera

más eficaz y se establece en 1/3 (Brubacher y Weiser, 1985) . Sin

embargo, estos factores parecen estar sobreestimados proponiéndose

los siguientes factores de conversión dependiendo de la matriz del

alimento (West, 1996> 1/2 para alimentos grasos (grasas, margarina);

1/10 para frutas y batata; 1/25 (1/15—1/50> para hortalizas de hoja

verde; 1/25 (1/15-1/50> para zanahorias. Por otro. lado, dado que el

factor de conversión de g—caroteno en retinol es menor conforme

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

de 1 ¡ig de retinol equivalente a 4 gg , 6 ¡ig o 10 íig de 13-

caroteno según 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 biológica.

En el hombre, la única función probada de algunos carotenoides

— que actualmente explica su consideración como micronutríentes— es

su papel como precursores de retinol (vitamina A> <Parker, 1997) . Del

total de carotenoides descritos, menos del 10% pueden ser

metabolizados a retinol y funcionan como precursores de vitamina A en

mamíferos <Bauerfeind, 1981; Olson, 1989) <tabla 3) . El requisito

estructural para la capacidad provitamíca A supone la presencia de

anillo de 13—ionona intacto unido a una cadena poliénica de 7—15

átomos de carbono.
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En 1960, Glover sugirió que podrían existir dos vías de

conversión de 13—caroteno a retinol: 1) rotura central a nivel del

enlace 15—15’ del 13—caroteno y 2> rotura excéntrida a nivel de algún

otro enlace central y 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) . El enzima, denominado

13—carotenoide—15—15’—dioxigenasa (E.C: 1.13.11.21) requiere oxígeno

molecular como co—sustrato y su actividad, sin embargo, no es

específica para el f3-caroteno ya que otros carotenoides

provitamínicos tambien son convertidos a retinol. Por otro lado, la

rotura excéntrica de 13—caroteno, bajo ciertas circunstancias, puede

generar otros productos de oxidación como J3—apo-13’-carotenona, 13—

apo—8 ‘ —carotenal y otros 13—apo—carotenales

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 prioritario en países en desarrollo, en el mundo

industrializado el interés se ha dirigido hacia otras actividades

biológicas y sus efectos promotores de la salud <Tabla 4), así como

su potencial uso en la prevención de enfermedades crónicas (Parker,

1996a>

Los resultados de numerosos estudios epidemiológicos y de

laboratorio sugieren la importancia del fl—caroteno y otros

carotenoides (tanto en la dieta como en niveles séricos) frente a

distintos tipos de cáncer (Peto y cols, 1981; Ziegler, 1993;

Garewall, 1995; Van Foppel y Goldbohm, 1995; Mayne, 1996; Steinmetz y

Potter, 1996) . Esta asociación inversa parece estar condicionada,

entre otros factores, por el estado nutricional de la población
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objeto de estudio. Así, estudios de suplementación en Linxian (China)

(Blot y cols, 1993; Li y cols, 1993) redujeron la incidencia de

cáncer gastrointestinal (tracto superior) y la mortalidad total en

una población con status marginal de vitaminas y minerales. Sin

embargo, los resultados de tres grandes estudios de intervención con

¡3-caroteno, sólo o en combinación con otras sustancias (retinol, a—

tocoferol, aspirina) (ATBC Study; Physician’s Health Study; CARET)

parecen indicar que en personas con un estado nutricional adecuado

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

exposición al asbesto—), la suplementación con -13—caroteno incluso

provoca un aumento sobre la mortalidad total y deteminados tipos de

cáncer (ATBC, CARET) y no tiene ningún efecto sobre la mortalidad

total (Physician’ s Health Study) y enfermedad cardiovascular (PHS’ 5;

ATBC, CAREl) (Hennekens, 1996; Rowe, 1996; Mayne, 1996>.

Actualmente, los datos disponibles parecen indicar que la

suplementación con 13—caroteno no ejerce ningún efecto beneficioso

sobre la incidencia de los principales tipos de cáncer en los países

industrializados, aunque sí reduce lesiones precancerosas en otros

tipos menos frecuentes (cuello uterino y cavidad oral) (Mayne, 1996)

La principal conclusión es que el beneficio, a nivel de salud

pública, 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, 199~) , y que el uso de

suplementos de 13—caroteno no es recomendable; especialmente en

fumadores (Mayne, 1996; Hathcock, 1997>

Asimismo, estudios epidemiológicos sugieren que dietas ricas en

¡3—caroteno y otros carotenoides pueden tener un efecto protector

frente a las enfermedades cardiovasculares (Gey y cols.,1987; Gaziano

y Hennekens, 1993; Gerster, 1992; Kolhmeier y Hastings, 1995>, aunque

esto no ha podido ser demostrado en estudios de intervención con

carotenoides aislados <Physician’s Health Study), observándose

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

Study Group, 1994; Cmenn y cols, 1996)

Por otro lado, algunos carotenoides de la dieta sin actividad

provitaminica A (luteína, zeaxantina) pueden jugar un papel

importante en la prevención y retraso de dos enfermedades aculares

asociadas con el envejecimiento (catarata y degeneración macular)

conforme a lo observado en estudios epidemiológicos (Jacques y cols,

1988; Gerster, 1989; Bunce y cols., 1990; Taylor y cols, 1995;

Snodderly, 1995>

Aunque los carotenoides han sido “popularizados” como

antioxidantes, existe poca evidencia de que dicha actividad explique

sus efectos anticarcinógenos <Krinsky, 1994; Stahl y cols, 1994)

Diferentes carotenoides, con y sin actividad ptovitamínica A, y

metabolitos (p.e 2,6—ciclo—licopeno—1,5,-diol) ptesentan actividad

antitumoral “in vitro” la cual podría ser mediada a través de efectos

inmunomoduladores, regulación génica de proteínas para comunicación

intercelular, inhibicion de factores de crecimiento y detención del

ciclo celular (Prabhala y cois, 1993; Bertran y cols, 1995, 1996;

Stahl y Sies, 1996a; Sharoni y cols, 1996; Leví y cols, 1996) . Este

efecto lo ejercerían actuando bien como moléculas intactas, como

metabolitos con efectos celulares similares a los retinoides

(Bertram, 1994; Bertram y cols, 1996) o conio precursores de

retinoides activos (Stahl y Síes; 1996a>

1.3.1.4.- Absorción y metabolismo.

1.3.1.4.1.- Aspectos cualitativos de la absorción.

El hombre no parece presentar diferencias cualitativas en la

absorción de carotenoides de la dieta aunque la cinética y transporte

en plasma difiere entre ellos, posiblemente, debjdo en parte a su

polaridad (Van Vliet, 1996) . Una cantidad apreciable puede ser

absorbida mediante difusión pasiva por la mucosa intestinal, siendo
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incorporada sin modificar en los quilomicrones y secretada al

torrente circulatorio (Erdman y cols, 1993; Eowen y cols, 1993;

Parker, 1996a)

Alrededor de 40—50 carotenoides estan disponibles en la

alimentación para ser absorbidos, metabolizados & utilizados por el

organismo humano (Khachick y cols, 1991) . En el stiero humano, se han

identificado alrededor de 34 carotenoides, incluyehdo 13 isómeros y 8

metabolitos (Khachick y cols, 1992; Khachick y cols, 1997) . De ellos,

luteína , zeaxantina, licopeno, ¡3—criptoxantina; a- y 13—caroteno,

representan cerca del 90% o más de los carotenoides circulantes en el

hombre (Bien, 1985) . Sin embargo, no todos los carotenoides de la

dieta se encuentran en plasma (p.e epoxí—carotenoides: violaxantina,

neoxantina) (Khachick y cols, 1991) . Asimismo, la ~usencia de ésteres

de xantofilas en plasma y en quilomicrones (Khachick y cois, 1991;

Wingerath y cols, 1995) tras dietas habituales, sugiere que éstas se

absorben tras sufrir hidrólisis.

Se han descrito distintos factores que afectan tanto a la

absorción como a su conversión a retinol de los carotenoides de la

dieta (El Gorab y cols, 1975: Hollander y Ruble, 1978; Erdman y cols,

1993: De Pee y West, 1996) . Recientemente revisados (De Pee y West

1996), West ha acuñado el término SLAMANGHI para hacer referencia a

estos factores que, en su opinión, condicionan la absorción y

conversión a vitamina A de los carotenoides: eSpecies de

carotenoides (p.e. ~—caroteno), uniones moLeculares (presencia de

ésteres), cAntidad de carotenoides consumidos (mayor respuesta

relativa a menores concentraciones), Matriz del alimento (inclusión

en gotas lipídicas, cloroplastos), modificadores de la Absorción

(grasa, pectina), status Nutricional del sujeto (p.e. nivel de

retinol, proteínas), factores Genéticos (p.e. síndromes de

malabsorción>, factores relacionados con el Huésped (p.e.parásitos

intestinales), e Interacciones (p.e. matriz compleja de alimento +

parásitos + medicamentos)
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Uno de los factores que más afecta la biodisponibilidad de los

carotenoides es su liberación de la matriz física (alimento) en la

cual son ingeridos y su disolución en la fase lipídica (Parker,

1996a) . El tratamiento térmico de hortalizas y verduras, parece

mejorar la biodisponibilidad de los carotenoides én muchos alimentos

<Micozzi y cols, 1992; Granado y cols, 1992; Olme¿illa y cols, 1996b;

Hart y Scott, 1995; Stahl y cols, 1992a; Rodriguez—Amaya, 1997;

Gartner y cois, 1997), probablemente al disociar los complejos

proteina-carotenoide <Parker, 1996a> y promover la rotura de paredes

celulares inducida por tratamiento térmico (Stahl 5’ Sies, 1996b)

Existen diferentes pruebas sobre interacciones

carotenoides durante la absorción e incorporación a quilomicrones. En

humanos, el 13—caroteno reduce la respuesta a la administración de

cantaxantina (White y cols, 1994) y de luteína (Kóstic y cols, 1995)

mientras que aumenta la de a—caroteno y licopeno (Wahlquist y cols,

1994; Johnson y cols, 1997) . Por su parte, Van den Berg y cols

(1996a) han descrito una menor respuesta plasmática a ¡3-caroteno

cuando se administra de forma conjunta con luteína aunque éste efecto

no se produce con licopeno. Respecto a la ¡3—criptoxantína, sus

niveles séricos no parecen alterarse tras 4 meses de administración

de jl-+a—caroteno, sólo o en combinación con a—tocóferol (Olmedilla y

cols, 1997d) y posiblemente, tampoco se afecte por otros

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

- En conjunto, los resultados sugieren que las interacciones

entre carotenoides se reducen a las presentadas entre carotenoides

hidrocarbonados y oxicarotenoides (xantofilas) y que ésta se produce

durante la absorción intestinal en humanos, bien sea a nivel de lumen

intestinal o de enterocito (Paetau y cois, 1997) . Aunque se ha

descrito una absorción y/o incorporacion en lipoproteinas

preferencial de isómeros “trans” (Stahl y cols, 1993a; 1995; Gaziano

y cols, 1995; Parker 1996b; You y cols, 1996) y de luteína y

zeaxantina (Gartner y cols, 1996), el hecho de que el hombre absorba

entre
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una gran variedad de carotenoides con diferentes clases

estructurales, sugiere la ausencia de un transporte discriminatorio

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

1.3.1.4.2.- Aspectos cuantitativos de la absorcnon.

Dado la ausencia de modelos animales apropiados para estudiar

todos los aspectos del metabolismo de carotenoides en el hombre, la

información disponible proviene de diferentes enfoques, entre los que

cabe señalar estudios de balance <ingesta vs contenido en heces),

respuesta en plasma, respuesta en quilomicrones y estudios de

“aclaramiento” en plasma.

En la mayoría de los casos, las estimaciones cuantitativas de

la eficacia de absorción de carotenoides se basan en valorar la

cantidad de carotenoides que entra en plasma o se incorpora en

quilomicrones durante la absorción (frente al tiempo) en estudios de

respuesta a dosis únicas — test de tolerancia— o múltiples -

administración diaria— (Solomons y Bulux, 1993; Patker, 1997)

La eficacia de absorción, según los diferentés tipos de estudio

y dosis utilizadas, varía entre 5—80% y decrece marcadamente al

aumentar la ingesta (Blomhoff y cols, 1992; Erdman y cols, 1993;

Bowen y cols, 1993; Farker, 1996a; Van den Berg, 1993b) . Esta

variabilidad puede deberse, de un lado, a que los valores de “área

bajo la curva” (AUC) plasmáticos, no son proporcionales a la dosis

empleada (Farker, 1996b, 1997) . De otro, a que eJ. tiempo necesario

para alcanzar la concentración máxima (C—máx.) en suero tras

suplementación puede estar relacionado con la estructura química y

polaridad del carotenoide (Kostic y cois, 1995; Van Vliet, 1996) . En

muchos casos, no se tiene en cuenta la conversión en retinol, la cual

puede modifícarse por un status bajo de retinol (Solomons y Bulux,

1993; De Pee y West, 1996) pero no si éste es adecuado (Parker,

1997)
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Mucho de lo que sabemos hoy día sobre el metabolismo del 13—
caroteno en humanos proviene de dos estudios de los años 60 en

pacientes hospitalizados y canulados en el conducto torácico (Goodman

y cols, 1966; Blomstrad y Werner, 1967) En ellos, se señalaba a los

ésteres de retinilo como el principal producto del metabolismo del

13-caroteno en el sistema linfático (61—88% de marcaje recuperado>,

encontrando cantidades variables de ¡3-caroteno inalterado (hasta el

30%) . En sujetos control, utilizando curvas de respuesta en

lipoproteinas ricas en triglicéridos, Van Vliet y cols (1995) han

estimado la conversión de ¡3—caroteno en retínol en un 35—71% —

asumiendo un rendimiento de 2 mol de retinol por rÚol de 13—caroteno.

Novotny y cois (1995) utilizando ¡3—caroteno marcado y modelos

multicompartimentales - con una relación de conversión de ¡3—caroteno

a retinol de 1:1 - estimaron que el 20% del 13-caroteno absorbido

<22%) se transformaba en retinol. La utilización de ¡3—caroteno

marcado con ‘3C (Parker y cols, 1993 y 1996b; Yéu y cols, 1996) y

deuterio (Hoppe y cols, 1996) ha permitido estudiar este aspecto a

dosis típicas de la dieta (1 mg/día) . Así, se observa que,

prácticamente, todos los individuos “responden” a la dosis

administrada y que la eficacia de conversión de j3rcaroteno a retinol

es similar en dosis entre 1 y 15 mg. A dosis farmacológicas (p.e. 50

mg) el porcentaje de conversión decrece y es muy variable según los

sujetos, lo que sugiere que la capacidad de convqrsión a retinol es

saturable <Parker, 1996b)

En general, diversos factores pueden intervenir

interpretación de la respuesta plasmática en estudios

biodisponibilidad (Farker, 1997) : por un lado, bajas respuestas (baja

concentración plasmática) pueden indicar una alta Thasa de conversión

a retinol; por otro, la presencia de concentraciones endógenas de

carotenoides hace necesario utilizar dosis elevadas lo que puede

alterar el balance endógeno y provocar saturáción de procesos

en la

de

31



metabólicos o de transporte. Por último, el ¡3—caroteno no se

transfiere de forma rápida entre lipoproteinas (poáiblemente al estar

en el núcleo) mientras que las xantofilas (posiblemente en la

superficie) probablemente sufran una transferencia más rápida,

resultando en un equilibrio entre IJDL y HDL. El rápido intercambio

entre lipoproteinas influye sobre las concentraciones en plasma y

lipoproteinas frente al tiempo, hecho utilizado para evaluar la

biodisponibilidad de carotenoides.

1.3.1.4.3.- Metabolismo “in vivo”. Eliminación.

Actualmente, no se conoce el grado de metabolismo post—

absortivo de 13—caroteno a vitamina A (hepático o extrahepático) y se

dispone de poca información sobre los carotenoides no—provitamínicos

que se absorben intactos (Parker, 1997)

Algunos de los carotenoides presentes en el suero humano

parecen corresponder a metabolitos formados “in vivo’7. Se ha

detectado la presencia de posibles metabolitos por oxidación de la

luteína, caracacterizados como mono-ceto—mono-hildroxi y dí—ceto—

carotenoides (Khachick y cols, 1992; 1995a; Khachic k y cols, 1997)

La escasa presencia de estos compuestos en la dieta y su aumento en

plasma tras suplementación con luteína y zeaxantina (Khachick y cols,

1995a; Olmedilla y cols, 1997a) sugiere su formación “in vivo”.

Asimismo, se han identificado productos de deshidración de luteína

(anhidroluteina 1 y II) (Khachick y cols, 1992; 1995b; Khachick y

cols, 1997) sintetizados en condiciones ácidas similares a las

encontradas en el estómago (Khachick y cols, 1995b), mientras que el

aumento de zeaxantina tras suplementación con luteína sugiere la

posibilidad de que ésta se forme “in vivo a partir de luteína de la

dieta (Bertram, 1996)

Metabolitos oxidativos (derivados hidroxilados) de licopeno en

suero se han caracterizado como 2,6—ciclo—licopeno—1,5—dioles

32



(Khachick y cols 1995a, 1996) , los cuales podrían provenir del

licopeno-5-6—epóxido de la dieta (tomate y derivados) tras

modificación enzimática o química en el organismo <Stahl y Síes,

1996b)

Asimismo, en estudios administrando 9—cis---¡3-caroteno marcado

(‘3C), la ausencia de marcaje en 9—cis—13—carotenoy 9—cis—retinol del

7~

suero y su presencia en trans”— ¡3-caroteno y “trans”-retinol, indica
que no se trata de absorción preferencial sino de isomerización “in

vivo’ durante la ingestión, absorción y/o secreción al torrente

circulatorio (Parker, 1996b; You y cols, 1996)

Respecto a las vías y cinética de eliminación de carotenoides,

existen pocos resultados en el hombre. Los carotenoides no parecen

ser eliminados en orina (Bowen y cols, 1993) y son eliminados, sin

modificar, en la bilis tanto en condiciones normales como patológicas

(Leo y cols, 1995) . Asimismo, todos los carotenoides descritos en

suero, incluyendo posibles metabolítos e isómeros, se han

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

En ausencia de ingesta de carotenoides, los niveles de

carotenoides en plasma caen al 10-75% de su valor inicial en 2-3

semanas dependiendo del carotenoide y, posiblemente, de los valores

iniciales (tabla 5) . Se observa una intensa bajada tras 2—4 días la

cual es más lenta posteriormente (Rock y cols, 1992a) . Esto sugiere

la existencia de dos reservas corporales con diferente velocidad de

recambio (Rock y cols, 1992a; Micozzi y cols, 1992) . Basados en este

tipo de estudios, Rock y cols (1992a> estimaron. la vida media en

plasma de distintos carotenoides (Tabla 6) ¡

En estudios de suplementación (con dosis únicas o

intermitentes), se han determinado distintos parámetros 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 química del carotenoide

(Ktibler y von Renersdorf, 1993; Eaetau y cols, 1997), varía con la

cantidad administrada (Dimitrov y Ulley, 1989), es más rápido en

hombres que en mujeres <KUbler, 19$9) y en fumadores (Masaki y cols,

1993) No obstante, parece que la disminución de los niveles de

carotenoides en plasma en ausencia de ingesta es similar a la

observada tras administrar dosis únicas (Ktibler, 1989) . En general,

cabe señalar que no existe información respecto a los factores que

determinan su velocidad de recarnbic así como las vías de

eliminación (Parker, 1996a)

1.3.1.5.- Transporte y distribución én tejidos.

En humanos y animales, los carotenoides son transportados en

plasma en lipoproteinas. La distribución de carotenoides entre

distintas fracciones de lipoproteinas parece estar influida por su

polaridad, siendo los carotenoides hidrocarburados (p.e. ¡3—caroteno,

licopeno) transportados fundamentalmente por las LDL, mientras que

los más polares (p.e. luteína, zeaxantina) estarían más uniformente

distribuidos entre las distintas clases de lipoproteinas (Krinsky y

cols, 1958; Parker, 1996a; Traber y cols, 1994; Erdman y cols, 1993;

Clevidence y Bien, 1993; Vogel y cols, 1997)

Aunque la cinética de transferencia de carotenoides entre

lipoproteinas no se ha establecido, estudios de suplementación

parecen señalar que cierta cantidad de ¡3—caroteno es transferido

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 hepático a través de las VLDL o múltiples

compartimentos hepáticos (Parker, 1996a)

Presumiblemente, los carotenoides apolare~ (licopeno, 13-

caroteno) se sitúan en el núcleo hidrofóbico mientras que los polares

(xantofilas) se dispondrían, al menos . en parte, en la superficie de
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las lipoproteinas (Parker, 1996a) . Esta orientacióñ puede influir en

la transferencia de carotenoides entre lipoproteinas, aunque ésta

parece escasa y muy lenta (Traber y cols, 1994)

En sujetos bien nutridos, los carotenoides se distribuyen

principalmente en tejido adiposo (80—85%), hígado (8-12%) y músculo

<2-3%> con concentracionesmenores en otros tejidos (Bendich y Olson,

1989; Parker, 1988; Stahl y cols, 1992b; Kaplan y cols, 1990; Schmitz

y cols, 1991) . Del contenido total corporal, el suero contiene

alrededor del 1% siendo los mayoritarios los siguientes: 13—caroteno,

luteína, licopeno, ¡3-criptoxantina, zeaxantina y a-caroteno, con

concentraciones menores de otros carotenoides oxigenados y polienos

(fitoeno y fitoflueno) (Bendich y Olson, 1989; Khachik y cols, 1991,

1992; Granado y cols, 1991)

Aunque el ¡3—caroteno y el licopeno son’ los carotenoides

predominantes en suero, las concentraciones y porcentajes relativos

de carotenoides para un mismo órgano varían considerablemente entre

individuos (Parker, 1988; Nieremberg, y Nann, 1992; Stahl y cols,

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

niveles altos de ¡3-caroteno y licopeno en hígado, glándulas adrenales

y testículos, con concentraciones menores en pulmón y riñón. A pesar

de que los carotenoides hidrocarbonados son muy lipofilicos, sus

niveles en tejido adiposo son relativamente bajos«en comparación con

otros tejidos como hígado y testículo (Stahl y Sies, 1996b) . Sin

embargo, dado que el tejido adiposo representa’ el 20% del peso

corporal total, su contribución al contenido total de carotenoides es

considerable, constituyendo, junto con el hígado, los principales

depósitos en el organismo <Parker, 1989) . Por ‘otro lado, parece

existir una distribución preferente de carotenoides según los

tejidos. Asi, mientras que en testículo, el carotenoide principal es

el licopeno (Stahl y cols, 1994), en la retina s’e ha detectado una

acumulación selectiva de luteína y zeaxantina con distribución

diferente según la proximidad al polo central (Bone y Landrum, 1992)
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La proporción de isómeros “cis/trans” en tejidos tambien varía.

El ¡3—caroteno se encuentra principalmente en forma “trans” en sangre

(90—95%), mientras que una mayor proporción de isómeros “cis” se

detecta en tejidos periféricos (10—40%) (Stahl y cols, 1992b, 1993b;

Tamai y cols, 1995; Van Vliet, 1996) . El 9—cis— 13—caroteno, presenúe

en tejidos, se detecta a muy bajas concentraciones en plasma lo que

sugiere su formación o acumulación preferencial en tejidos (Stahl y

cols, 1992b) De igual modo, la forma “trans” de licopeno que supone

el 95% del licopeno presente en alimentos, representa alrededor del

65% en quilomicrones y un 45% en suero, mientras. que en testículo

está en cantidades 3-5 veces mayores que las férmas “cis”. Esto

sugiere que es isomerizado ‘Un vivo” rindiendo el patrón típico

encontrado en sangre y tejidos (Gartner y cols, 1997)

1.3.2.- RETINOL

1.3.2.1.- Nomenclatura y estructura química

El término Vitamina A es empleado genéricamente para los

compuestos derivados de la j3—ionona que poseen la actividad biológica

de all-trans-retinol, o están estructuralmente relacionados

<Nomenclature Policy, 1987) (figura 5) . Así, el úrmino incluye al

all-trans-retinol (vitamina A preformada), sus análogos sintéticos y

ciertos carotenoides que se pueden convertir en retinol en el

organismo. El término Retinoides es más amplio y hace referencia

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

o sin actividad de vitamina A)

El all—trans—retinol es un alcohol de cadena larga que se

encuentra en la mayoría de los tejidos animales en forma de ésteres

de ácidos grasos (Blomhoff, 1994) . Los metabolitos activos derivados

de retinol incluyen: retinal <lí—cis--retinal como cromóforo de

pigmentos visuales en retina) (actividad biológica del 75% frente a

retinol), 3—dehidro—retinol (vitamina Al, 30—4ó% de actividad),
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ésteres de retinol <actividad 100%> y derivados ácidos (ácido alí—

trans—retinoico y ácido 9-cis-retinoico> . Estos jlltimos no cubren

todas las necesidades metabólicas del organismo dado que no protegen

contra la ceguera nocturna ni la disfunción reproductora (Machlin,

1991>

1.3.2.2.-Fuentes dietéticas e ingesta recomendada.

Con fines nutricionales, la actividad vitamínica A de los

alimentos se expresa como Equivalentes de retinol (ER> . Se define

como lgg de all—trans—retinol (3.33 Unidades Intérnacionales) y es

equivalente a 6 gg de all—trans- ¡3—caroteno o’ 12 gg de otros

carotenoides provitamnínicos (Foad and Nutrition Board, 1991>

La vitamina A preformada (ésteres de retinílo, retinol,

retinal, 3-dehidro—retinol y ácido retinoico) se presenta en

alimentos de origen animal, fundamentalmente como ésteres de retinol.

Se encuentra en forma de compuestos precursores ‘ (carotenoides con

actividad provitamínica A), principalmente en él reino vegetal.

Fuentes dietéticas de vitamina A preformada incluyen a la leche y

productos lácteos (quesos, mantequilla,etc) huevos, hígado y otras

vísceras (riñones, corazón) así como diÁtintos pescados,

especialmente en aceites de hígado de pescados ¡ marinos (bacalao,

tiburón) . Entre las fuentes de origen vegetal (carotenoides

provitamínicos), cabe destacar la zanahoria, espinacas, acelgas, apio

verde, pimiento rojo, níspero y manadarina (Olmedilla y cols, 1996c)

A nivel mundial, alrededor del 60% de la vitámina A de la dieta

es aportada en forma de carotenoides provitamínicos, mientras que en

países en desarrollo, este procentaje llega al 82% (Rodriguez-Amaya,

1997> . En la dieta española, la ingesta media de ‘retinol preformado

es de 686 ¡dg/persona/día. Los carotenoides provitaminícos

contribuyen a la ingesta media total de vitamina ‘A (equivalentes de

retinol> en un 45% (Varela y cols, 1995) y son aportados por un
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número reducido de frutas y hortalizas, tanto anual como

estacionalmente (Granado y cols, 1996>

Las recomendaciones de vitamina A se basah en estudios que

sugieren que el mantenimiento de un nivel plasmático superior a 20.

¡dg/dl parece ser esencial, mientras que una concentración de 30 ~ig/dl

podría ser adecuada para asegurar unas reservas corporales modestas

de esta vitamina <Food and Nutrition Board, 1991) . Diferentes

estudios han confirmado la necesidad de ingestas de 1200 ¡tg de

retínol o 2400 ~g de ¡3-caroteno para mantener unós niveles séricos

superiores a 30 ~xg/dl (de Pee y West, 1996> . Basados en estudios de

depleción en adultos, el “requerimiento funcional” (ingesta mínima

para prevenir signos de alteración funcional) mínimo se ha estimado

en 500—600 ¡dg/día (Nutrition Working Group, 1990) . Asimismo, basados

en datos epidemiológicos sobre el papel de los carotenoides como

antioxidantes y frente a determinados carcinógenosr se recomienda que

1/3 de la actividad total de vitamina A sea ingerida como

provitamina. En España, la cantidad recomendada en ‘individuos adultos

es de 1000 ¡dg ER para hombres y de 800 ~g ER para mujeres <Moreiras y

cols, 1997)

1.3.2.3.- Funciones y actividades biológicas

El papel de la vitamina A en la visión, reproducción,

crecimiento y procesos de epitelización se conoce desde hace décadas

(Stepp y cols, 1939) . Recientemente, han surgido otras funciones que

implican el mantenimiento de la integridad de la respuesta inmune y

la diferenciación y proliferación celular (p.e. ‘ modulación de la

expresión génica), indicando un efecto “anti—infeécioso” y un papel

anticarcinogénico para esta vitamina (Van den Berg, 1996b>

En la visión, el papel de la vitamina A, se centra en la

actividad del lí—cis—retinal como grupo prostético (cromóforo) de la

rodopsina en células retinianas, el cual se convierte en all—trans—
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retinal durante la absorción de luz (conversión de rodpsina a meta—

rodopsina 1 (Machlin, 1984; Blomhoff, 1994>

Sin embargo, con excepción del proceso visual, los múltiples

efectos de la vitamina A son mediados por sus derivados ácidos (Pfahl

y Chytil, 1996) . Estos derivados afectan a una gran diversidad de

sistemas biológicos incluyendo células embrionarias, linfoides,

nerviosas y musculares, así como programas de desarrollo. La

actividad del ácido retinoico está mediada por receptores nucleares

(RAR’s y RXR’s>, los cuales forman parte de un complejo sistema de

señales que permiten interacciones receptor—receptor, receptor—ADN

así como con otros sistemas reguladores como hormonas tiroideas y

vitamina D2 (Petkovitch, 1992; Pfahl y Chytil, 1996; Hendricks,

1996)

Asimismo, otro derivado, el ácido 9-cis—retinoico, interacciona

y activa receptores nucleares ~XR (Mangelsdorff y cols, 1990; Levin y

cois, 1992), lo que sugiere que la isomerización puede ser importante

no sólo en la visión, sino en la regulación de la transcripción

génica. En este contexto, se ha demostrado que el ácido retinoico

puede derivarse a partir de j3—caroteno en varios’ tejidos (Napolí y

Race, 1988) y que los cis—carotenoides podtían actuar como

precursores de ácido 9—cis-retinoico (Wang y cols, 1994>

Diferentes estudios epidemiológicos señalan una asociación

entre ingesta de vitamina A y riesgo de cáncer. Hoy día, parece

existir evidencia sobre un “efecto protector” entre carotenoides y

fuentes de vitamina A e incidencia de cáncer de pulmón. Hay una

asociación más discreta con el cáncer de mama y poco convincente para

el de cólon, mientras que en el cáncer de próstata podría tener una

incidencia mayor (Hunter y Willet, 1994) .
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1.3.2.4.- Absorción y metabolismo

El retinol (o los ésteres de retinilo trás su hidrólisis)

presente en la dieta es absorbido por el enterocito y reesterificado,

fundamentalmente con ácido palmítico. Posteriormente, incorporado a

los quilomicrones, alcanza la vía linfática’. En cantidades

fisiológicas, el retinol se absorbe, aparentemente por difusión

facilitada y con más eficacia que la mayoría de los carotenoides.

Aproximadamente, la absorción oscila entre < 75% (Blomhoff y cols,

1992> y 90% (Machlin, 1991>, mientras que a dosis farmacológicas es

menor y se realiza por difusión pasiva (Machlin,’ 1991; Blomhoff y

cols, 1992> . En humanos, no existe evidencia de que la absorción de

vítamín A esté influenciada por el status de vitánina A del sujeto

(Biesalski, 1997)

El retinol producido en el enterocito es esterificado para su

transporte hasta el hígado. En este sentido, la presencia de

proteínas celulares que se unen al retinol (CREP II) parecen jugar un

papel central mediando la reducción de retínai a retinol y su

esterificación — mediante LRAT y ARAT—, a concentraciones

fisiológicas (Ong, 1994; Hendricks, 1996)

Durante el transporte de quilomícrones y ‘ su metabolismo a

quilomicrones residuales hacia el hígado, los ésteres de retinilo se

mantienen casi totalmente intactos en estas lipoproteinas. Tales

ésteres son capturados por las células parenquimatosas del hígado y,

en parte, por tejidos extrahepáticos con inténsa proliferación

celular (p.e. médula ósea) (Blomhoff, 1994) . En hígado, los ésteres de

retinilo (forma de almacenamiento) son hidrolizádos y el retinol

transferido al retículo endoplásmico para ser secretado a la sangre

tras su unión a la RPB.

El metabolismo celular del retinol implica tres grandes vías

(Blomhoff y cols, 1992) . En términos cuantitativos, la vitamina A

ingerida se metaboliza siguiendo las siguientes vías (Machlin, 1984;
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Blomhoff, 1994> : 1> Aproximadamente, el 20% no se absorbe y es

excretado, 1—2 días después, en las heces; 2) Del 80% absorbido,

entre un 20-50% es conjugado u oxidado a pro0uctos que serán

excretados en la semana siguiente en heces u orina; y 3) El resto

(30—60%) de la vitamina A es almacenada, fundamehtalmente, en las

células estrelladas del hígado <50—80% de los depósitos corporales)

fundamentalmente como ésteres de retinilo.

En el hígado, el retinol se metaboliza más lentamente para

formar numerosos productos, algunos de los cuales son conjugados con

el ácido glucurónico o la taurina y eliminados en la bilis y la orina

(Blomhoff, 1994) . Su catabolismo es lento con una vida media de 120—

150 días <Olson, 1997) y, probablemente, la mayoria del catabolismo

implica su transformación irreversible a ácido tetinoico el cual

puede sufrir posteriores transformaciones (Blomhoff~. 1994>

1.3.2.5.- Transporte y distribución en tejidos

La movilización de la vitamina A desde el hígado y su

transferencia a los tejidos es un proceso altamente regulado. El

retinol que alcanza la sangre es transferido y almácenado (90—95%) en

las células estrelladas del hígado (constituyendq una reserva para

varios meses>, siendo movilizado cuando la ingesta de retinol es

baja.

En condiciones de estado nutricional adecuado, el 95% del

retinol en plasma se encuentra unido a la RBP (holo—RBP), estando

asociada (95%) a la transtiretina <pre—albúmina>’, en proporciones

1:1, lo que parece prevenir la filtración glomerular del complejo

RBP—retinol <Blomhoff, 1994> . La formación de este complejo es previa

a la secreción hepática (Sivaprasadarao y Findlay,~ 1994), y la unión

del retinol estimula su secreción. La unión de rétinol a RBF es un

proceso muy especifico, siendo el único ligando en condiciones

fisiológicas.
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El retinol se recicla en plasma, higado y tejidos

extrahepáticos, de forma que una fracción del retinol plasmático

proviene de tejidos extrahepáticos (Blomhoff, 1994) . La cinética del

retinol en plasma se ha descrito como un modelo tricompartimental,

representado por el retinol plasmático, los depósitos de recambio

lento (principalmente, hígado), y un tercero d~ recambio rápido

(tejidos extrahepáticos) (Green y Green, 1994)

La captura de holo-RBP por los tejidos <p.e. hígado, placenta)

parece estar mediada por receptores específico~ aunque parece

existir una transferencia no específica, así como una captura de

quilomicrones residuales en tejidos (p.e. médula ósea, leucocitos)

(Blomhoff, 1994) donde el retinol es esterificado o metabolizado

hasta ácido retinoico (Hendriks, 1996)

1.3.2.6- Control homeostático del retinol en plasrrma.

En humanos, en condiciones nutricionales adeduadas, los niveles

de retinol se mantienen en un rango muy definido~ de concentración,

independientemente de la ingesta de la vitamina A (Stepp y cols,

1939; Blomhoff y cols, 1992; Biesalski, 199?) . Sólo cuando las

reservas hepáticas son muy escasas, las concentráciones plasmáticas

reflejan un cambio (Green y Green , 1994) . Los niVeles de retinol se

incrementan desde el nacimiento hasta la edad adulta y, en la mayoría

de las poblaciones, los hombres presentanniveles Élasmáticos mayores

que las mujeres < Murrilí y cols, 1941; Kimbie y cols, 1946;

Underwood, 1984; Thurnham, 1988a; Ito y cols, 1990; Olmedilla y

cols, 1994).

El control homeostático del retinol no es completamente

conocido y es posible que su regulación se derive del equilibrio

entre 8 “pools” diferentes: plasmático (TTR—RBP-retinol, RBP—retinol

y retinol libre), en fluidos intersticiales <TTR-RBP—retinol, RBP—
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retinol y retinol libre>, retinol unido a membranasy retinol unido a

CREEs intracelulares (Blomhoff y cols, 1992; Creen y Creen, 1994>

Esta regulación también está mediada por factorés que afectan el

balance entre la entrada y la salida de retinol en plasma. Así, la

síntesis de RE? por el hígado parece ser constitutiva y la vitamina A

no modula su tasa de síntesis ni su ritmo de degradación. Sin

embargo, la síntesis de CREP sí es inducida por retinol y ácido

retinoico, jugando un papel importante en la captura celular y

almacenamientode retinol (Creen y Creen, 1994)

Por último, dos órganos tienen un papel clave en la regulación

del retinol plasmático: hígado y riñón. El hígado domo procesadordel

retínol de la dieta, almacén de vitamina A y lugar de síntesis de REE

y TTR, determina la entrada de retinol en el plasma. El riñón, por su

parte, está implicado en la reabsorción de retinol. y en la salida de

retinol y RE? (Blomhoff, 1994>

1.3.3. VITAMINAS

1.2.3.1.- Nomenclaturay estructura química.

El término vitamina E debe ser usado como descripción genérica

de todos los derivados del “tocol” y “tocotrienol” que muestran

cualitativamente actividad biológica de a—’tocoferol (figura

6> (Machlin, 1984)

El término tocoferol no es sinónimo de vitamina E, sino que

indica a todos los mono, di y trimetil tocoles , independientemente

de la actividad biológica. La molécula de tocol, núcleo de

hidroxicromanona unido a una cadena de fitilo saturada (en el caso

del tocol>, o con tres dobles enlaces (en el casó del tocotrienol),

constituye la estructura básica de estos compuestos, que se

diferencian por el número y situación de los grupo~ metilo fijados en
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el núcleo (figura 6) . El grupo comprende a-, ¡3—, yr-, y 5-tocoferol y

a—, 13—, y-, y 8-tocotrienol.

Todos estos compuestos se presentan en una variedad de

isómeros; la forma isómera natural con mayor actividad es el RRR— a-

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

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

es racémíca, el all—rac—a—tocoferol (dí— a-tocoferql>

El término Unidad Internacional de vitamina E se define como

la actividad de 1 mg de RRR— a-tocoferol, mientras que la actividad

de all—rac—a—tocoferol es del 74%. Si la actividad biológica se

refiere al a—tocoferol <100%), las actividades: relativas de las

otras sustancias serían: ¡3—tocoferol 25—50%; y—tocoferol 10—35% ; a—

tocotrienol 30% (Food and Nutrition Board, 1991)

1.3.3.2.- Fuentes dietéticas e ingesta recomendada.

Con fines dietéticos, la actividad vitanina~E se expresa como

“equivalentes de RRR—a—tocoferol” (a—TE) . Para el) cálculo de los a-

TE en dietas que contienen sólo formas naturales, se aplican los

siguientes factores: ¡3—tocoferol (x 0.5>; y—tocoferol (xO.l) y a—

tocotrienoles (xO.3> (Food and Nutrition Board, 1991>

La vitamina E sólo es sintetizada por las~plantas. Los ocho

isómeros de las series del tocol y tocotrienol se presentan

ampliamente distribuidas en la naturaleza. En alimentos de origen

animal, casi toda la actividad vitamínica E se presenta como a—

tocoferol, mientras que en alimentos de origen vegétal otros isómeros

se presentan en cantidades sustanciales (Machlín, 1984)
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El contenido en tocoferol de los alimentos varia mucho

dependiendo de los tipos de tratamiento (almacehamiento, cocción,

deshidratación, congelación), dado que los tocofer¿les naturales son

poco estables frente al calor y el oxígeno. Las ptincipales fuentes

de vitamina E están en los aceites vegetales, margarinas, cereales

enteros y frutos secos; las carnes, pescados, grasas animales y la

mayoría de frutas y hortalizas presentan poca cantidad (Stepp y cols,

1939; Machlin, 1984; Sheppard y cols, 1993) . ¡

Las recomendaciones dietéticas de vitamina E se basan en ‘la

cantidad de vitamina E en la dieta (y grasa polilinsaturada>, y su

facilidad de almacenamiento en tejidos. La ingesta recomendada para

adultos varía según el sexo y oscila entre 8—12 rhg a—TE (Nutrition

Working Group, 1990; Food and Nutrition Board, 1991; I4oreiras y cols,

1997) . En España, la ingesta de vitamina E se ha’ estimado en 13.3

mg/persona/día (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 biológicas

La principal función de la vitamina E . es su capacidad

antioxidante “in vivo” protegiendo especialmente a los ácidos grasos

poliinsaturados en membranas biológicas y lipoproteinas frente al

daño oxidativo (Machlin, 1984, 1991; Traber y: Sies, 1996> . La

vitamina E actúa “barriendo” radicales de oxígeno y parando la

reacción en cadena provocada por estos radicales (Burton y Traber,

1990)

El grupo hidroxilo fenólico reacciona con un radical peroxilo

formando el correspondiente hidroperóxido orgánico y el radical

tocoferoxilo, parando la cadena de peroxidación. El radical

tocoferoxilo puede ser regenerado mediante interacciones con

donadores de hidrógeno como ascorbato, tioles, ubiquinol, glutatión
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reducido y carotenoides (Machlin, 1991; Niki y cols, 1995; Rock,

1996; Truscott y cols, 1996; Traber y Síes, 1996) . Los tocoferoles,

especialmente el w-tocoferol, también reaccionan’ con singletes de

oxígeno y óxido nítrico (Traber y Síes, 1996)

Estudios epidemiológicos y de intervencióñ han señalado el

efecto beneficioso de una elevada ingesta o niveles plasmáticos de

vitamina E frente al desarrollo y curso de enfermedades crónicas y

degenerativas (aterosclerosis, cardiopatía isquémica, ciertos tipos

de cáncer, cataratas, diabetes mellitus, envejecimiento) ( Gey y

cols, 1987; Gey, 1994; Knekt, 1993; Reaven, 1995; Taylor y cols,

1995; Steinmetz y Potter, 1996; Traber y Sies 1996;, Giugliano y cols,

1996) y en la modulación de la inmunidad celular (Tengerdy, 1990;

Meidany y Tengerdy, 1993; Zhang y cols, 1995; Traber y Síes, 1996)

Además de la acción antioxidante, se hán descrito otras

actividades de las distintas formas de vitamina E. Asi, el y—

tocotrienol aumenta el recambio del enzima limitahte de la síntesis

de colesterol (R4G—CoA—reductasa> (Traber y Síes, 1996>, lo que

podría explicar el efecto hipocolesterolemiante de la fracción rica

en tocotrienoles del aceite de palma (Qureshí y Qureshí, 1993)

Independientemente de la actividad antioxidante, el a—tocoferol

presenta un efecto inhibidor dosis—dependiente de la proliferación

celular en músculo liso a través de la activación de factores de

transcripción (AP—1) . Asimismo, inhibe la protein~ quinasa C (Azzi y

cols, 1995) y la actividad 5—lipooxigenasa. Por ‘último, actúa como

estabilizador y regulador de la fluidez de nÉembranas y de la

actividad anticoagulante (Traber y Síes, 1996> .

1.3.3.4.- Absorción y metabolismo

La absorción de tocoferoles, a dosis fisiológicas, varía entre

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

hidrólisis> posiblemente por difusión pasiva’, decreciendo el
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porcentaje conforme aumenta la dosis (Machlin, 1984, 1991; Traber y

cols, 1993; Traber y Síes, 1996) . El proceso de absorción depende de

los mecanismos de absorción de grasas, requiriendo esterasas

pancreáticas (para liberar ésteres de tocoferilo> ~
7¡ ácidos biliares.

La grasa en la dieta, especialmente triglicéridos. de cadena media,

favorece la absorción.

En el enterocito, el tocoferol se integra (sin

reesterificación) en quilomicrones para su tránsporte hacia el

hígado. Posteriormente es liberado a la sangre eh las VLDL. Existe

evidencia a favor de la no biodiscriminación durante la absorción

intestinal entre a- y y-tocoferol ni entre esteréoisómeros de a—

tocoferol (Traber y cols, 1993)

La vitamina E se metaboliza escasamente. Menos del 1% de la

vitamina E ingerida se excreta en la orina (denorriinados metabolitos

de Simon, mayormente conjugados con ácido glucurónico), siendo

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

1996> . Las formas de vitamina E no utilizadas préferencialmente (y—

tocoferol, mezclas racémicas>, se eliminan durante la formación de

las VLDL, posiblemente a través de su eliminación en la bilis (Traber

y Síes, 1996; Leo y cols, 1995> . Por vía biliar, la eliminación es

del 75% de la vitamina E administrada (Cohn, 1997)

El principal producto de oxidación es la tocóferil-quinona, que

puede conjugarse como glucuronato y ser excretado en la bilis.

También puede ser degradado en el riñón a ácido tocoferónico y

procesado para su liberación en orina (Traber y Síes, 1996) La

presencia de otro metabolito (2,5,7,8—tetrametili2(2’ carboxietil>—6—

hidroxicromano) en orina, ha sido recientemente descrita en humanos

suplementados con altas dosis de a—tocoferol, sugiriendo que la

excreción de éste compuesto indica la saturación de la capacidad

plasmática de unión de a-tocoferol (Schultz y cols, 1995>
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1.3.3.5.- Transporte y distribución ~n tejidos

Durante el catabolismo de los quilomicrones, la lipoprotein-

lipasa juega un papel fundamental como proteína d~ transferencia de

distintas formas de vitamina E a otras lipopi-oteinas (HDL) y,

posteriormente, a los tejidos (Traber y Sies, 1996> . Los

quilomicrones residuales, que contienen la mayor parte de los

tocoferoles de la dieta, son internalizados : por las células

parenquimatosasdel hígado mediante diferentes vias que implican a la

lipoprotein-lipasa, Apo E, receptor LDL y LRP (Traber y Sies, 1996)

El hígado juega un papel central en el mañtenimiento de las

concentraciones plasmáticas de vitamina E y en la discriminación de

los distintos estereoisómeros. Esta capacidad dependede la proteína

ligadora de a—tocoferol hepática (“Tocopherol Binding Protein”)

(Traber y Kayden, 1989; Kayden y Traber, 1993; Traber y Síes, 1996>

De todos los isómeros de vitamina E presentes en la dieta, el a— y el

y—tocoferol parecen ser preferentemente absorbidos y retenidos. Las

VLDL secretadas por el hígado están enriquecidas en RRR—a-tocoferol

lo que explica que éste isómero constituya el 90% del contenido en

tejidos (Traber y cols, 1993; Traber y Síes, 1996; :Cohn, 1997>

No se han descrito proteínas específicas de transporte en

plasma para la vitamina E, circulando asociadá a lipoproteinas,

fundamentalmente a la LDL. Este hecho determina ~ue los niveles de

vitamina E no dependanexclusivamente de la ingesta dietética sino de

las variaciones en lipoproteinas y que la relación: vitamina E/lípidos

sea más fiable para la evaluación del status¿ especialmente en

situaciones patológicas (Thurhnam y cols, 1986; Maéhlin, 1991; Traber

y cols, 1993> . Todas las fracciones de lipoproteinas contienen a-

tocoferol aunque, en el hombre, las principales transportadoras son

las LDL y HDL. Durante el catabolismo de VLDL á IDL y LDL existe

transferencia de vitamina E a las HDL y de éstas a otras liproteinas

<Traber y cols, 1993>
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La captura de tocoferol por los tejidos varía directamente con

el logaritmo de la ingesta y su concentración en’ tejidos varía de

forma considerable (Machlin, 1984) . Esta transferehcia viene mediada

por diferentes mecanismos: intercambio entre; lipoproteinas y

membranas, transferencia durante lipólisis de lipoproteinas po.r

lipoprotein-lipasa, transferencia desde quilomicrones a fibroblastos,

endocitosis mediada por receptor LDL (Apo 3/E) y captura tísular y

transporte inverso hacia el hígado por HDL (Apo ArI/A-II) (Traber y

cols, 1993; Traber y Síes, 1996) . Cabe resaltar, ~ue los tejidos no

poseen mecanismos de regulación para la captura de~ a—tocoferol dado

que los procesos de transferencia son regulados por las necesidades

energéticas del tejido (en el caso de transferencia catalizada por

lipoprotein—lipasa> y/o de colesterol (transfer¿ncia mediada por

receptores LDL) (Traber y cols, 1993)

El tejido adiposo es el principal depósito periférico

conteniendo cerca del 80—90% del a—tocoferol, junto con el hígado y

el músculo. Las glándulas adrenales e hipofisaria, así como los

testículos y plaquetas presentan las concentraciones más altas

(Machlin, 1984) . Estudios con tocoferol marcado ‘(en ratas) señalan

que la velocidad de recambio tanbién varía de forma importante. Es

relativamente rápida en plasma, hígado, pulmón y riñón, más lenta en

músculo esquelético y cardiaco, y muy lenta en tejido adiposo y

nervioso (Burton y Traber, 1990) . Sin embargo, ningún órgano funciona

como reservorio de a—tocoferol, liberándose según la demanda. Así,

aunque la principal reserva de a—tocoferol está en el tejido adiposo,

la vitamina E no se moviliza fácilmente desde este tejido (Schaefer y

cols, 1983>
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1.4.— Determinantes del status sérico de carotenoides, retinol

y tocoferoles

.

Mientras que para el retinol y a-tocoferol existen rangos de

concentración generalmente aceptados (Machlin, 1984; 1991), se ha

descrito una alta variabilidad intra— e interindividual para los

niveles de carotenoides séricos en distintas poblaciones (Tangney y

cols, 1987; Thurnham, 1988a; Ito y cols, 1990; Asch’erio y cols, 1992;

Rautalahti y cols, 1993; Olmedilla y cols, l994;~ Hercberg y cols,

1994; Tee y cols, 1994> . Este hecho hace menos fiable la estimación

real del compuesto en caso de una única determihación (Tangney y

cols, 1987) y puede llevar a una sobreestimación;de la prevalencia

de valores altos o bajos al utilizar rangos de concentración fijos

(Van den Berg, 1993a, 1994; Olmedilla y cols, 1994>’.

Se han descrito diversos factores dietéticos (tipo de

alimento, absorción y utilización), fisiólogicos y de estilo de vida

relacionados con los niveles de estos compuestos en sangre y que

pueden afectar la interpretación de su distribución en poblaciones.

1.4.1.- Factores dietéticos.

Aunque la presencia de nutrientes en el organismo procedentes

de la dieta depende de su disponibilidad y tasa de absorción, su

concentración en fluidos corporales y/o tejidos pdede estar sujeta a

regulación <p.e. retinol) . Esto supone que carribioá en la dieta o el

status sean contrarrestados por cambios en la eficacia de absorción o

movilización de depósitos corporales manteniéndose constantes los

niveles para las funciones metabólicas (Van den Berg, 1993b) . Por

otro lado, los marcadores bioquímicos (p.e carotenoides séricos) no

representan medidas directas de exposición dietética dada la

presencia de variaciones intra e ínter—individuales en la
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biodísponibilidad de nutrientes y en las concenttaciones en tejidos

(Bowen y cols, 1993; Micozzí y cols, 1992,; Jacques y cols, 1993; Van

Vliet, 1996; De Pee y West, 1996)

La influencia de la dieta como determinante de los niveles

séricos de carotenoides se conoce desde hace décadas (Boeck y Yater,

1929; Stepp y cols, 1939) y estudios con distintas poblaciones

demuestran que los niveles plasmáticos de caroteroides reflejan, al

menos de forma cualitativa, su ingesta en laj dieta (Stacewicz—

Sapuntzakis y cols, 198?; Thurnham, 1988a; Rib¿li y cols, 1988;

Shibata y cols, 1989; Ito y cols, 1990; Tee y cbís, 1994; Scott y

cols, 1996> Sin embargo, existen factores (tabla 7) que pueden

determinar la gran variabilidad en la respuesta entre individuos y

hacen que la relación entre su ingesta y los niveles en suero y

tejidos sea compleja (Rojas—Hidalgo y Olmedilla,1993).

En principio, los niveles en plasma reflejan, la ingesta a corto

plazo (2-3 semanas> (Bowen y cois, 1993; Rock y Swenseid, 1992; Yeum

y cols, 1996>, mientras que sus niveles eh tejido adiposo,

cualitativa y cuantitativamente, parecen reflejar la ingesta a más

largo plazo (Parker, 1989; Nieremberg y cols, 1992> Las

correlaciones observadas entre carotenoides ingeridos en la dieta y

concentraciones plasmáticas (Forman y cols, 1993; Yong y cols, 1994;

Jarvinen, 1996) - aún ajustados por distintos Ñrámetros <ingesta

calórica, colesterol, triglicéridos, edad, BMI, hábito tabáquico,

ingesta alcohólica, suplementos vitamínicos y ~nedicamentos .

varían desde la ausencia de correlación (Nardinal y cols, 1995) hasta

valores de 0.63 <p.e. ¡3—criptoxantina; Olmedilla y cols, 1997c>

Estos resultados parecen indicar no sólo que lbs niveles séricos

reflejan la ingesta a corto plazo, sino que depende del carotenoide

específico y del método de evaluación dietético utilizado <Yong y

cols, 1994)

Para el retinol preformado, en sujeto~ con un status

nutricional adecuado, la correlación entre ingesta y niveles en
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plasma es muy débil debido al control homeostático en sangre, hecho

constatado en ensayos clínicos donde los niveles de retinol se elevan

discretamente sólo si los iniciales son anormalmentebajos (Willet y

cols, 1983; 1984)
.1

Para la vitamina E, se han descrito asociaclqnes significativas

entre su inqesta total y niveles séricos de a—toqoferol aunque sólo

en individuos que tomaban suplementos, siendo débiles en caso de

sujetos que no los tomaban (Willet y cols, 1984;I Ascherio y cols,

1992; Vogel y cols, 1997) . Asimismo, se han des.crito asociaciones

inversas entre y—tocoferol y sujetos que tomaban suplementos de a—

tocoferol (Ascherio y cols, 1992; Behrens y Madere, 1986> lo que

confirma las observaciones de que los suplementds de a—tocoferol

reducen los niveles de y—tocoferol en suero de humanos <Baker y cols,

1986; Handelman y cols, 1994; Olmedilla y cols, 1997a)

1.4.2.- Factores fisiológicos.

Entre los factores que pueden modificar el status de

carotenoides, retinol y a—tocoferol así como s’u relación con la

dieta, se podrían diferenciar aquellos propios ‘del sujeto y los

asociados a su modo de vida, aunque, a veces, amnbo~ se relacionen.

Como factores intrínsecos al individuo, se incluye el sexo como

determinante de los niveles de retinol y algunos carotenoides (Tabla

8) . En la mayoría de las poblaciones, independientemente de los

hábitos dietéticos de la población, las mujeres presentan menores

niveles de retinol y mayores de carotenoides proúitamínicos que los

hombres, mientras que no parece afectar a los niveles de a— y y—

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

ha descrito la influencia de la fase del ciclo menstrual como

determinante de los niveles de retinol y carotenoides (Forman y cols,

1996), aunque este efecto no se ha observado en otros estudios

(Tangneyy cols, 1991; Rock y cols, 1995> . ¡
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El efecto de la edad no se ha observado de fo+ma clara en todos

lo~ estudios (Tabla 9) y es posible que sea un factor determinante

sólo tras ajustar otras variables como ingesta dietética, colesterol

y EMT (Drewnowski y cols, 1997)

Asimismo, se han descrito asociaciones negativas entre Indice

de Masa Corporal <EMI) y algunos carotenoides (Nieremberg y cois,

1989b; Ascherio y cols, 1992; Saintot y cols, 1995; Flagg y cols,

1996; Drewnowski y cols, 1997; Vogel y cols, 1997) ‘aunque no en todos

los estudios (Jarvinen y cols, 1993) . Para el{ retinol, se han

observado tanto asociaciones positivas (Fernánde±—Bañares y cols,

1993) como negativas (Nieremberg, 1989b), mienttas que para a—

tocoferol no se ha encontrado asociación (Vogel y cols, 1997> . La

ingesta de colesterol y alcohol así como colesterél y triglicéridos

séricos han sido descrito como factores determinantes en algunos

estudios (Striker y cols, 1988; Roidt y cols, l988~ Jarvinen y cols,

1993; Saintot y cols, 1995)

1.4.3.- Factores sociales y estilos de vida.

Entre los factores sociales o externos al áujeto, destaca el

consumo de tabaco y alcohol. Estudios “in vitro” han mostrado la

desaparición progresiva de carotenoides y a—tocofdrol séricos al ser

expuestos al humo de tabaco (Handelman y cols, 11996>, ‘aunque las

asociaciones en estudios con poblaciones no son unIformes (Tabla 10)

La relación entre consumo de alcohol y niveles de carotenoides,

retinol y tocoferoles parecen ser todavía más complejas y

contradictorias (Tabla 11> . Así, 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

relación puede ser explicada, exclusivamente, por, diferencias en la

ingesta de dietética dado que el consumo de aldohol se asocia de
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forma inversa con la ingesta de carotenoides. Más aún, estudios con

animales indican que el alcohol puede ejercer un ‘efecto opuesto al

interferir con el aclaramiento del 13—caroteno (Leo: y cols, 1992> , lo

que podría explicar sus mayores niveles en grandes bebedores (Abined y

cols, 1994> . Asimismo, algunos de los resultadós contradictorios

asociados al consumo de alcohol podrían estar asociados a una

alteración del perfil lipoproteico, afectando el transporte de estos

nutrientes en plasma <Drewnowski y cols, 1997)

El uso de determinados fármacos tambien ~e ha asociado a

efectos sobre los niveles plasmáticos de estos compuestos. Cabe

destacar el aumento de retinol, a—tocoferol y ¡3—caroteno y/o

carotenoides asociado a la utilización de diuréticos (Nieremberg y

cols, 1989b; Coates y cols, 1991; Vogel y qols, 1997> y su

disminución con el uso de hipolipemiantes (Erdman y cols, 1993>.

Niveles de retinol elevados se han asociado al uso ‘de anticonceptivos

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

y cols, 1994; Machlin, 1991) mientras que no hay de efecto con el uso

de hipoglucemiantes orales (Nieremberg y cols, 1991)

Otros factores asociados o que pueden alterar los niveles

séricos de carotenoides y a—tocoferol son el ‘origen geográfico

(urbano vs rural), tipo de ocupación, estado civil, (Jarvinen y cols,

1993; Jarvinen, 1996> y exposición al sol (Roe, 1987; White y cols,

1988) . Sin embargo, dado que una menor ingesta de estos nutrientes se

asocia con edad avanzada, sexo masculino, ocupaciones manuales,

consuno de alcohol y hábito tabáquico (Jarvinen, 1996; Brady y cols,

1996>, es difícil difenciar el efecto de estos factores de aquellos

puramente dietéticos.
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1.5.- Valores de referencia y “puntos de corte” (“Cutt-off

points”

)

El objetivo último en la evaluación del status nutricional

vitamínico es clasificar individuos (o grupos) ~egún la ingesta ‘o

niveles séricos de vitaminas en marginales, adecúados o tóxicos, o

bien, en términos de riesgo para desarrollar una enfermedad

relacionada con una deficiencia vitamínica (o ‘toxicidad) (Van den

Berg, 1994) . La fiabilidad de la evaluación d41 status mediante

métodos bioquímicos depende, en parte, del ‘ método utilizado

(variabilidad analítica y metodológica), los criterios de

interpretación (“puntos límite o de corte”> Ñ’ la variabilidad

intraindividual (Van den Berg, 1993a; 1994)

Es común la utilización de percentiles (p.e. 2.5 y 97.5) como

“puntos de corte” de una curva de distribución obtenida de datos

recogidos en una población aparentemente sana, estableciendo como

zona de “riesgo” a aquellos individuos que caen en arribos extremos.

Sin embargo, estos valores obtenidos estadísticamente, carecen de

base biológica o funcional (Van den Berg, 1994> . Dada la

arbitrariedad de los puntos de corte establecido~ estadísticamente,

se deberían definir los criterios de inclusión/exclusión de los

sujetos <tabaco, sexo, edad, estación de recogida de muestra, etc.>

haciendo más fiable el rango de referencia y su comparación entre

poblaciones (Van den Berg, 1993a; Rauthalati y cols, 1993; Olmedilla

y cols, 1994)

Para los carotenoides, no existen rangos de concentración

aceptados en suero. Igualmente, el concepto de deficiencia , en el

sentido clásico, no es aplicable a los carotenoides en nutrición

humana, fuera del uso en términos relativos én un contexto de

evaluación de riesgo frente a enfermedades crónicas (Parker, 1997)
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Niveles elevados de carotenoides en suero (>300 ~ig/dl)

(hipercarotenemia) (Underwood, 1984> no son qausa de ninguna

enfermedad aunque pueden estar asociados a algunos trastornos

(hipotiroidismo, diabetes mellitus, enfermedad hepática o renal,

anorexia nervosa, tumor cerebral> (Stepp y ccli, 1939; Rock y

Swenseid, 1993; Olmedilla y cols, 1995> , ingestión de suplementos y/o

dietas ricas en carotenoides durante períodos prol¿ngados (Bendich y

Machlin, 1988) o incapacidad de conversión de j3—caroteno a retinol

(Sharvill, 1970) . Asimismo, la hipocarotenemia no determina ninguna

entidad patológica, aunque en estudios epidemiológi~cos se ha señalado

como factor de riesgo frente al desarrollo de determinadas

enfermedades (Gerster, 1989, 1992; Ziegler, 1993; Kohlmeier y

Hastings, 1995; Van Poppel y Goldbohm, 1995; Mayne; 1996; Steinmetz y

Potter, 1996)

Debido al control homeostático del retinol, sus niveles

plasmáticos tienden a disminuir cuando los depósitos hepáticos caen

por debajo de 20 ‘g/g de tejido (Maiani y cols, 1993) . Los criterios

comúnmente aceptados para la interpretación deJj status sérico de

retinol en adultos son los siguientes (Machlin, 1984, 1991; Food and

Nutrition Board, 1991; Nutrition Working Group, 1990; Maiani y cols,

1993)

< 10 xg retinol/dí = Deficiencia severa

10—15 ¡dg “ /dl = Nivel crítico (primeros síntomas

de deficiencia> (Nut. Working Group>

10—20 ~.tg “ /dl = Nivel bajo (Deficiencia marginal)

20—30 ¡dg “ /dl = Nivel marginal

20—80 pg “ /dl = Normal o adecuado

>80 pg /dl =Alto

> 100 ~.±g “ /dl = Toxicidad
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Ante un status nutricional de vitamina A normal, los niveles de

ésteres de retinilo suponen 5—10% del retinol circúlante (Underwood,

1984> . Porcentajes superiores de formas éster se asocian a toxicidad,

y pueden estar presentes, sin elevación de retinol, en determinadas

situaciones patológicas <ej. cirrosis hepática) 1 (Maiani y cols,

1993> . La interpretación de estos valores es complicada dado que los

niveles circulantes pueden estar alterados bajo diversas

circunstancias <enfermedad aguda o crónica, enrmedad hepática,

síndromes de malabsorción, uso de ciertos medicamentos, fiebre,

malnutrición energético—proteica, etc.>.

Salvo en casos de deficiencia o toxicidad, el retinol

plasmático no es un buen indicador de las reservas corporales totales

ya que dentro del rango normal de reservas de vitamina A (20—300 íig/g

hígado), las concentraciones plasmáticas de’ retinol están

homeostáticamente reguladas (Olson, 1984) . No obstante, se acepta que

niveles > 30 ~.tgretinol/dí, se asocian a reservas hépáticas adecuadas

(Food and Nutrition Board, 1991)

La estimación del status de vitamina E mediante determinaciones

bioquímicas estáticas se basa en estudios de niveles plasmáticos de

a—tocoferol en poblaciones y en el hecho de 4ue niveles de a—

tocoferol en sangre < 0.5 mg/dl se asocian con un aumento de la

hemólisis oxidativa de eritrocitos “in vitro” (Machlin, 1984, 1991;

Mórrisey y cols, 1993) . Los rangos orientativos para la

interpretación del status de vitamina E en plasma en adultos son

(Machlin, 1991)

< 0.5 mg/dl = Deficiencia

0.5-0.7 mg/dl = Bajo

> 0.7 mg/dl = Aceptable
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Dada la estrecha correlación de los niveles de a—tocoferol con

los lípidos plasmásticos, el valor de c¿—tocoferol plasmático como

único criterio es insuficiente (Morrisey y cois, 1993) . Así, la

relación a—tocoferol/lípidos totales, a—tocoferol/colesterol o a—

tocoferol/ colesterol+triglicéridos, es una medida más fiable que la

simple determinación de «—tocoferol (Thurnham, 1986; Machlin, 1984,

1991; Morrisey y cols, 1993; Gey, 1994) . Unal relación de a—

tocoferol/colesterol >2.5 (¡dg/mg), seria considerada aceptable

(Machlin, 1984), aunque para otros autores (Keller :y Salked, 1988) un

valor entre 2.2—3.8 es considerado marginal.

Por último, el hecho de que un status vitamíñí co y antioxidante
“óptimo” se considera como prerequisito para una salud “óptima”, ha

llevado a algunos autores a establecer puntos dd corte de éstos

compuestos en suero asociados con riesgo minimo (“niveles óptimos

deseables”, Tabla 12> de muerte prematura¡ por enfermedad

cardiovascular, cáncer y otras enfermedades degenerativas (Gey y

cols, 1987; Gey, 1994; Keller y Salked, 1988; Diplock, 1993;

Biesalski, 1995) . No obstante, aunque de gran intetés en relación con

la salud, los resultados de los estudios de intetvención con estas

sustancias né permiten establecer, hoy día, cuál es la ingesta o los

niveles séricos adecuados de estos compuestos én relación a la

prevención de determinadas enfermedades, ni el grado de aplicación a

grupos con diferentes características.
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1.6.- Diabetes mellitus insulino-depndieflte (tipo 1)

.

1.6.1.- Introducción.

La diabetes mellitus es un sindrome’ heterogéneo, de

etiología variada y cuya signos patológicos se: caracterizan por

hiperglucemia, déficit o actividad disminuida ¡ de la insulina,

alteraciones en el metabolismo de la glucosa, lípidos y proteínas, y

desarrollo de complicaciones a corto y largo plazo (ADA, 1996a;

Horton y Napolí, 1996)

En la diabetes mellitus insulino—dependiénte (tipo 1) se

presenta un déficit de insulina debido a la destrúcción de células ¡3

del páncreas y la absoluta dependencia de insulina exógena para

prevenir la cetoacidosis y la muerte. Se puede presentar a cualquier

edad, aunque normalmente aparece en la adolescenóia, y suele estar

asociada a determinados antígenos HLA, predisposición a insulitis

vírica y fenómenos autoinmunes (ADA, 1996a>

Las complicaciones a largo plazo incluyen alteraciones

microvasculares (retinopatía, nefropatía>, neuropatía (periférica y

otras afecciones neuropáticas) y macrovasculares (aterosclerosis

acelerada, enfermedad arterial coronaria, cerebrovascular y vascular

periférica) (ADA, 1996b; Horton y Napolí, 1996) . El diagnóstico y

tratamiento precoz de la diabetes se considera de gran valor dado que

las complicaciones pueden reducirse de forma impórtante mediante un

tratamiento adecuado de la enfermedad. El mantenimiento de los

niveles de glucosa próximos a la normalidad es prioritario ya que

reduce el riesgo de cetoacidosis diabética, mejoran los síntomas

(poliuria, polidipsia, infecciones, etc.), disminuye el riesgo de

desarrollo y/o progresión de retinopatía diabélBica, nefropatía y

neuropatía, y se asocia con un perfil lipídico’ menos aterogénico

(ADA, 1996c>
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Se han desarrollado diferentes hipótesis ¡ para explicar la

patogenia de estas complicaciones, implicando la: vía del sorbitol

(Winegrad y cols, 1974>, la glicación no enzimática de proteínas con

la subsiguiente alteración de su función (Brownlee y cois, 1988), y

la participación de radicales libres (stress oÁidativo) bien por

exceso de producción de radicales libres o bieh por un reducido

status/ actividad antioxidante en estos sujetos (Giugliano y cols,

1996) . Sin ser excluyentes las hipótesis planteadas, no explican

totalmente los mecanismos implicados en dichas complicaciones ni la

variabilidad en la aparición y curso de dichas complicaciones en

suj etos diabétícos.

Parece manifiesta la relación entre el control de la glucemia y

periodo de tiempo de desarrollo de las complicaciones. El estudio

multicéntrico Diabetes Control and Complications Trial (DCCT Research

Group, 1993) evaluó en 1441 sujetos la relación entre las

complicaciones de la diabetes mellitus y la hiperglucemia. En los

pacientes asignados aleatoriamente a tratamiento’ intensivo (n=711,

con mayor apoyo médico, frecuentes autocontroles de glucemia, bomba

externa de infusión de insulina o bien 3 o más inyecciones de

insulina/día), tras un seguimiento de siete años, se observó que el

riesgo de desarrollo y/o progresión de retinopatía, nefropatía y

neuropatía disminuía en un 60% en comparación con la terapia

convencional ( 1 o 2 inyecciones/día y control menos ‘riguroso) Esta

reducción era independiente del sexo, edad y duración de la

enfermedad y se correlacionaba con el control glucémico (evaluado por

niveles de HibAlc) producido por el tratamiento inténsivo.

En el tratamiento de la diabetes, la dieta debe ser utilizada

como base para integrar la terapia insulinica, la ingesta

<especialmente de carbohidratos) y la actividad física (ADA, 1996d>

En sujetos diabéticos, los requerimientos nutricionales no difieren

de los de la población general. La dieta debe aportar calorías y

nutrientes suficientes para asegurar el normal crecimiento y
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desarrollo. Cuando la ingesta dietética es adecuada, no hay, en

general, necesidad de suplementación con vitaminas y/o minerales en

estos sujetos, excepto en casos especiales de uso de diuréticos y

otros medicamentos que pueden afectar los requerimientos de estos

micronutrientes <ADA, 1997>

1.6.2.- Carotenoides, retinol y tocoferol en la diabetes mellitus

insulino-dependiente (tipo 1).

La diabetes mellítus insulino—dependiente <DMID) es un

trastorno metabólico que puede modificar el status nutricional de

algunos micronutrientes y compuestos relacionados (p.e.carotenoides

no 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; Mooradian y Morley, 1987; Schorah y cols, 1988; Basu

y cols, 1989; Gaby y cols, 1991; Tamai y cols, 1994; Mooradian y

cols, 1994; Basu y Basualdo, 1997) . Además, estos sujetos suelen

presentar un status antioxidante bajo y/o un elevado stress oxidatívo

(Strain, 1991; Holler y cols, 1993; Carsky, 1993; Wolff, 1993; Tsai y

cols, 1994; Fauré y cols, 1993, 1995; Farré y cols, 1996; Giugliano y

cols, 1996; Ndahimana y cols, 1996>

Numerosos estudios han observado una elevada proporción de

diabéticos (tipo 1> con niveles séricos de retinol subóptimos o

marginales (Tabla 13) . Este hecho podría estar asociado a bajos

niveles de RE? (Basu y cols, 1989; Krill y cols, 1997) y de

transtiretina en estos sujetos <Gebre—Medhin y cols, 1985>, lo que

impediría la formación del complejo retinol—REP—TTR. Tainbien se ha

descrito un status bajo de zinc —cofactor de enzimás reguladores del

metabolismo del retinol e importante en la síntesis de apo—RE?—,

aunque existen datos contradictorios al respecto (Fauré y cols, 1995;

Farré y cols, 1996> . Asimismo, otro factor posiblemente implicado

sería la mayor excreción de RE?, por alteración de la reabsorción
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tubular renal en la diabetes, incluso en ausencia de microalbumínuria

(Catalano y cols, 1993; Dubrey y cols, 1997)

Sin embargo, no se han observado correlaciones entre la

glucemia, glucosuria, acidosis y niveles de retinol (Rallí y cols

1935; Heyman, 1936; Mosenthal y Loughlin, 1944> Tampoco se ha visto

influencia de los niveles de fructosamina y HbAlc ~i excreción de RE?

(Catalano y cols, 1993), aunque sí de la glucemia basal y glucosuria

en estudios de “euglycemic clamp” debidos a la bajada de glucosa en

sangre (Catalano y cols, 1993)

La elevada frecuencia de “xantemia” (carotenemia) y “xantosis

”

(carotenodermia) en diabéticos (“Diabetische Xanthosis”,

“pseudoicterus” en no—diabéticos) es un hecho . reconocido desde

principios de siglo (Von Noorden, 1904; Hymans y Snapper, 1913;

Umber, 1916; Solomon, 1919; Boeck y Yater, 1929; Rabinowitch, 1930;

Heyman, 1935; Rallí, 1935; Stepp y cols, 1939; Murrilí y cols, 1941;

Mosenthal y Loughlin, 1944; Kimble y cois, 1946; Cohen, 1958; Hoerer

y cols, 1974; Gouterman y Sibrack, 1980; Rojas-Hidalgo, 1987> . Esta

xantosis fue asociada con la presencia de “lipocromo o pigmento

carotenoide” en sangre (Hymans y Snapper, 1913> y a “caroteno” en

mayor proporción que xantofilas (Solomon, 1919)

Aunque ya se conocía la influencia de lá dieta (Hymans y

MUller, 1920; Boeck y Yater,1929; Cohen, 1958) y su estacionalidad

sobre los niveles de carotenoides en sangre (Hymans van den Bergh y

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

diabéticos se relacionaba con hiperlipemia (Emerson, 1966> y un mal

pronóstico de la enfermedad (Head, 1921; Rabinowitch, 1930; Cohen,

1958) De hecho, la frecuencia de hipercarotenemia en sujetos

diabéticos disminuía al mejorar el control de la glucemia (Mosenthal,

1944>

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

junto con hipercarotenemia, así como mayor frecuencia de
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carotenodermia en diabéticos, incluso en ausencia de ingesta elevada

de verduras, fue considerada por algunos autores como evidencia de

una alteración del metabolismo de los carotenoides- conversión a

retinol— en estos pacientes (Ralli, 1935; Heyman, 1936; Stepp y

cols, 1939; Murrilí y cols, 1941; Krall y Zorrilla, 1971; Hoerer y

cols, 1974; Krill y cols, 1997)

Sin embargo, los estudios de respuesta a dosis única con ¡3—

caroteno realizados en sujetos diabéticos son poco concluyentes.

Rallí y cols (1935> describieron un aumento bruscq de ¡3-caroteno en

plasma, mayor aumento absoluto y bajada más lenta.’ Por el contrario,

Heyman (1936) observó un retraso en la aparición de ¡3—caroteno tras

su administración, aunque se mantenían elevados durante más tiempo.

Murrilí y cols (1941) no detectaron ningún retraso en la respuesta

plasmática tras la administración de ¡3—caroteno. Asimismo,

Ramachandran (1973) no observa diferencias en la aparición de ¡3—

caroteno tras su administración, observa máximos en plasma a las 6—8

horas y no evidencia alteración alguna durante las 24 horas

siguientes. Para este autor, estos resultados sugieren que no existe

alteración durante la absorción o metabolismo de ¡3—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 mayores,

iguales o menores en diabéticos insulino—dependientes (tabla 13> . Es

posible que estas discrepancias se deban a la falta de homogeneidad

de la población estudiada (p.e. inclusión de sujetos hiperlipémicos)

e incertidumbres metodológicas (Vandewoude y cols, 1987; Mooradian y

cols, 1994; Nnahimana y cols, 1996> . De hecho, al relacionar los

niveles de a—tocoferol con niveles de colesterol, no se detectan

diferencias con controles normolipémicos <Vandewoude y cols, 1987;

Tsai y cols, 1994>
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No obstante, aún con niveles normales de vitamina E, es posible

que la presencia de hiperglucemia modifique la composición

<p.e.glicación) y/o actividad (unión y transferencia de vitamina E a

células endoteliales> de lipoproteinas y antioxidantes en estos

sujetos <Kunisakí y cols, 1993; Kawamura y cols, 1994)

Por último, basados en el posible papel del éstrés oxidativo en

la aparición y/o evolución de las complicaciones a largo plazo de la

diabetes, diferentes autores han descrito efectos ‘beneficiosos de la

adminstración de distintos antioxidantes (Gisinger y cols, 1988;

Ceriello y cols, 1991; Baker y Campbell, 1992; Davie y cols, 1992;

Kahler, y cols, 1993; Fauré y cols, 1995; Reaven, 1995; Fuller y

cols, 1996) . Sin embargo, aunque el papel del estrés oxidativo y la

terapia antioxidante en las complicaciones diabéticas es de gran

interés (Bloomgarden, 1997) y existan razones teóricas para

suplementar con antioxidantes, hay pocas evidenciaÉ que confirmen que

dichas terapias proporcionan algún beneficio (ADA 1997>

64



TABLA 1.- Métodos disponibles para la evaluación del status ~ vitamina A, E y

carotenoides (‘1

VITAMINA E

Evaluación

CAROTENOIDES

clínica

ceguera nocturna

Xerosís conjuntival

Xerosis corneal!

Escaras córneas

Indicadores biolóq

¡ carotencdend.a

i o o ,s

Retinol sérico/plasma

Retinol en leche materna

PSP en suero

concentración en hígado

Adapt.visual a la oscuridad

RDR

RDR (M)

+53QDR

Marcaje isotópico

Estáticos

a—tocoferol sérico/plasma

~—tocoferol en eritrocitos

“ “ en plaquetas

“ “ tej. adiposo

Relación vit. E/lípidos

Funcionales

Hemólisis eritrocitaria

Exhalación de pentano

I4DA en eritrocitos

Oxidación de LDL

Dienos conjugados

In3nunocompetencia

Marcaje isotópico

carotenoides séricos/plasma

“ “ en tejidos

Metabolitos en suero

Protección ADN celular

Oxidación de LDL

Ininonucoitipetencia

Marcaje isotópico

Histológicos

Biopsia intestino

Métodos diatéticos

Evaluación dietética Evaluación dietética EValuación dietética

(fl Adaptado de Maiani et al (1993), Morrisey et al (1993), Rojas—Hidalgo y

Olmedilla (1993), Piertzik <1994), Van den Berq <1996b), Olson (1997), de Pee y

cols (1997), WHO (1998).

VITAMINA A

clc/IcT
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TABLA 2. - Métodos disponibles y recomendados para la evaluación del status de

carotenoides, vitamina A y E (fl

.

Micronutriente Método recomendado “‘Método prometedor”

carotenoides

vitamina A

vitamina E a—tocoferol

estandarizado con

lípidos <5>

(*> Tomado de “Flair concerted Action No. 10 status Papers”

<S): suero.

(van den Berg, 1993a).

TABLA 3.- Actividad provitaminica A relativa de algunos carotenoides naturales (*

>

3—caroteno all—trans

13—cis— 3—caroteno

9—cis— 3—caroteno

a—caroteno all—trans

3—criptoxantina

y—caroteno

¡3—apo—8 —carotenal

¡3—apo—lo —carotenal

a—criptoxantina

Luteína

Zeaxantina

Licopeno

Fitoeno

Fitoflueno

Retinol

<100%>

17

6

8—9

8—10

12

O

o

o

o

O

o

o

3—caroteno

<100%)

loo

50

50

50

50

50—60

o

O

o

o

o

o

o

(fl Adaptado de Zechmeister, 1962; Bauerfeind, 1981; Simpsom, 1983; Khachick y

cols., 1991. <1) Valores de Bauerfeind <1971) y Zechmeister(1944);<2) Rodríguez—

Piraya (1997>.

“Mejor nétodo

disponible”

Perfil de carotenoides

(5)

Retinol (5> RDR

(1

>

100

50—54

5 0—60

4 2—50

72

(2

)

100

53

38

53

57

42
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TABLA 4.- Actividades biológicas de los carotenoides (*

>

FUNCIONES

Pigmentos accesorios en la fotosíntesis

Protección frente a fotosensibilización

Actividad provitaminica A

Mecanismos de protección <mimetismo) y procesos’ sexuales.

ACCIONES (A menudo, inducidas por administración de altas dosis)

Antioxidantes

Inmunopotenciadores

Inhibición de mutagénesis y transformación

Inhibición de lesiones premalignas

ASOCIACIONES (Principalmente, estudios epidemiológicos)

Disminución del riesgo de cataratas ¡

Disminución del riesgo de degeneración macular

Disminución de riesgo de algunos cánceres ¡

Disminución del riesgo de enfermedad cardiovascular

(flAdaptado de Eendich y Olson (1989) y Olson (1993>
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TABLA 5. —Niveles de carotenoides plasmáticos tras dietas pobres o exentas de

carotenoides e’

>

carotenoide

“carotene”

carotenoides

a—caroteno, ¡3—caroteno.

3—cript. , Lut. , Licopeno

f3—caroteno

carotenoides

Lic., lut., 3—cript

~—caroteno, bcaroteno.

Licopeno

Luteína

Zeaxantina

13—cript., licopeno

3—caroteno

Tiempo

1—2 meses

2 semanas

3 semanas

21 días

70 días

21 días

70 días

4 días

4 días

2 semanas

10—12 días

% final alcano

Bajan (1)

60%

18%

8%

54%

37%

71%

48%

Bajan (1>

Bajan (1)

Bajan (1)

65%

77%

72%

86%

Referencia

P~arson, 1967

carughi y cois, 1994

Bowen y cois, 1988

Fuller y cols, 1993

Stahl y cols, 1993a

Stahl y cols, 1992a

Micozzi, 1992

Olmedilla y cois (2>

(fl Porcentaje frente a nivel basal (100%>. (1) Porcentaje no especificado. (2)

Observaciones no publicadas. Pacientes con nutrición enteral (formulas comerciales>

tras lariguectornia (Olmedilla y cols, 1996a)
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rASLA E. - Vida media de carotenoides en plasma según diferentes tipos de estudios

.

Carotenoide Vida media Referencia

Dietas pobres en carotenoides

a—caroteno < 12 días Rock y cois, 1992a

¡3—caroteno < 12 días

¡3—criptoxantina

Licopeno

Luteina/Zeaxantina

< 12 días

12 — 33 días

33 — 64 días

Dosis únicas o intermitentes (cápsulas o ali~ntos>

5 — 6 días Ktibler y cols, 1993

Diniitrov y cols,1989

Micozzi y cois, 1992

Masaki y cols, 1993

Novotny y cols, 1995

Licopeno

cantaxantina

capsantina

¡3—caroteno

a—caroteno

Licopeno

Luteína/ Zeaxantina

Luteína

carotenoides totales

4 — 6 dias

7 — 14 días

11 — 15 días

51 días (~)

13 días (~~>

2 — 3 días

11 — 14 días

14 días

9 días

5—6 días

< 1 día

Recuperación de niveles basales

4 días

7 — 9 días

<7 dias

10 — 40 días

22 días

7 — 9 días

7 días

11 — 14 días

30 días (U

18 días

< 42 días

Kttler y cois, 1993

Stahl y cois, 1992a

Micozzí y cois, 1992

Bro~m y cols, 1989

Oshima y cols, 1997

I<ttler y cols, 1993

Oshima y cols, 1997

Rallí y cois, 1935

Stahl y ::ols, 1993a

Jonh~on y cols, 1992

Diniitrov, 1988

Paetau y colls, 1997

Stahl y cois, 1993a

Stahl y cols, 1992a

Micozzi y cois, 1992

Khachik y cols,1995a

Kostíc y cols, 1995

Yema y cols, 1996

(‘1 Tiempo medio de permanencia en el organismo. (4*) Tiempo medio de permanencia en

un compartimento. <#)Dosis repetidas durante 18—21 días.

3—caroteno
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TABLA 7. —Factores que afectan la relación entre ingesta de carotenoides y niveles

en suero/tejidos

.

a. — Durante la absorción y/o conversión a retinol.

Digestibilidad y método de procesamiento> de la matriz del alimento

Tamaño de la partícula del alimento

cantidad, tipo y estado físico de carotenoides &n la dieta

cantidad ( y tipo) de grasa en la comida

pH gástrico

secreción biliar (y pancreática)

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 proteínas

Status de retinol, Zn
2~ y Fe’>

calorías totales y alcohol.

Presencia de determinadas enfermedades (ej. malabsorción, diarrea>

Presencia de parásitos intestinales.

b.— Afectan presencia y concentración en tejidos.

variabilidad interindividual en la absorción/respuesta:

conversión a retínol <Actividad provitaminica A>

Posible metabolismo “in vivo”.

Isomerizacion in vivo

Absorción y distribución tisular preferente de carotenoides e isómeros.

Interacciones entre carotenoides y otros componentes de la dieta.
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TABLA 8.— Influencia del sexo sobre las concentraciones séricas de carotenoides

,

retinol y tocoferoles e’>

.

Ref

.

Murrilí, 1941

Kimble, 1946

Pearson, 1967

Olson, 1984

Stacewicz, 1987

Thurhnamn, 1988

Shibata, 1989

Ito, 1990

Hercberg, 1994

Olmedilla, 1994

Biesalski, 1997

vogel, 1997

Retinol a-/y-Toc L/Z ¡3-cript. Licopeno a—caroteno 3—caroteno

4(1)

+(1)

o

0

o

o +

o

0

o

+

+

4-

+

+

+

+

0.

o

o

0

+

+

+

+

4-

-4-

+

4-

+

+

+

+

+

-4-

(~‘) (-4-) Mujeres con niveles mayores que los hombres;

menores que los hombres; (0) No diferencia entre

“carotenos”. L/Z: Luteína+Zeaxantina.

(—) Mujeres con niveles

sexos. <1> Referido como

TABLA 9.- Influencia de la edad sobre

carotenoides (*

>

los niveles séricos de retinol, tocoferol y

Ref

.

Pearson, 1967

Fdez—BazThres, 1993

Halltrisch, 1994

Jarvinen, 1996

Ito, 1990

Jarvinen, 1993

Hercberg, 1994

vogel, 1997

Drenowski, 1997

Retinol a-/y-tao =! I3—cript. Licopeno a—caroteno ¡3—carotenc

+

+

+

+

+

+ 4- +

+

o o
0

(fl (-4-)Asociados a mayores niveles; <—) :Asociados a menores

asociación.

niveles. (0): No
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TABLA 10. - Influencia del consumo de tabaco sobre los niveles de retinol

,

tocoferoles y carotenoides en suero e’

>

Ref

.

Nieremberg, 1989b

Thurhnam, 1990

Ascherio, 1992

Edez—Baflares, 1993

Pamuk, 1994

Ross, 1995

Jarvinen, 1993

Hallfrisch, 1994

Riemersma, 1991

Drenowski, 1997

vogel, 1997

Retinol a-/y—toc L/Z j3-cript. Licopeno a—caroteno 3—carote

o

o

+

o

o

o

o

o
o
o

o
o

o

o

(fl (+), asociación con niveles mayores; (—), asociación con niveles menores; (O),

no asociación.

TABLA 11.- Influencia del consumo de

tocoferoles y carotenoides en suero e’

)

alcohol sobre los niveles de retinol,

Ref

.

Rissanen, 1987

Hercberg, 1994

Haller, 1996

Lecoirte, 1994

Ascherio, 1992

Mccauley, 1993

Striker, 1988

Thurhnam, 1988

Abmed, 1994

Vogel, 1997

Retinol a-/y-toc

.

!~¿! I3—cript. Licopeno a—caroteno 3—caroteno

+

+ +

+

o
o

+

+ o o
+ ¡

oo
—(1)

Oo

<*) <4->, asociación con niveles mayores; (—), asociación con niveles menores;

no asociación. (1) Asociado con mayores niveles en grandes bebedores.

<o),
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de Il—caroteno, retinol y(recomendados> a—tocoferolTABLA 12.- Niveles “óptimos”

en suero

.

Compuesto

3—caroteno

hg/dl

Deficiente Marginal Adecuado Optimo

>21

Referencia

Gey, 1987

<16

Retinol

~.tg/dl

a—tocoferol

mg/dl

<28

<0.65

16—37

28—40

0.65—0.86

>37

>40

>0.86

>64
S28—37

>16—21

S7—íí4

>1. 08

>1. 35

Keller, 1988

Oiplock, 1993

Gey, 1993

Keller, 1988

Keller, 1988

Biesalski , 1995
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TABLA 13. — Retinol, a—tocoferol y carotenoides séricos en sujetos con diabetes

usllitus insulino—dependiente e’>

.

Referencia (sujetos

>

Boeck, 1929 (n100>

Rabínowitch, 1930 (n=500)

Rallí, 1935 (n=5>

Heyman, 1936 (n10)

Stepp, 1936

Nurrilí, 1941 (n16)

Mosenthal, 1944 <n114)

Kimble, 1946 <n=116) —

cohen, 1958

Ramachandran,1973 (n=40> O

Lewis,1973 (n=36)

Hoerer,1974 (n= 51)

Anderson, 1980

vatassery, 1983 <n9>

Karpen, 1985 <n=13>

vandewoude, 1987 (n=34>

collette,1988 (n9)

Basu, 1989 (n=25) —

caye—vaughíen, 1990 (n10)

Krempft,1991 (n35) —

I4artinoli,1993 (n60) —

Holler,1993 <n=20> —

Tamai, 1994 (n26> —

Tsai, 1994 (n 19)

Griesmacher, 1995 (n77)

Ndahimana,1996 (n=119)

Krill, 1997 (n=llfamilias) —

Retinol a-tocof. L/Z 13-cript. Licopeno

o
o
+

a—carot. 13—carot

+ 86%

+ 82%

+

+

o
— 68% + 28%

0 <1)

<~> Población no diabética como grupo de referencia. Las citas anteriores a los

años 80 se refieren a medidas espectrofotométricas y los ‘datos de ¡3—caroteno

corresponden a mediciones a 450 nin, referidas como ‘~ carotenos”. valores subrayados

indican % de la población diabética con niveles superiores (+> o inferiores (—) en

diabéticos; (0> no diferencia entre grupos. (1> “total carotene”. (2) Tocoferol más

bajo en sujetos con mayor edad. (3) valores en plaquetas. (4> Elevados en sujetos

con hipercolesterolemia (5> Díabéticos con mayor edad y/o nefropatía.

+

o
o

0/4(1>

0/— <2)

— <3)

+10 (4>

o

+

4

+ (5)

o
+
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CAROTENOIDES
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Figura 2.-
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Figura 5.— Vitamina A. Estructura del retinal y derivadas.
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2.- OBJETIVOS

.

La diabetes mellitus insulíno—dependiente (DMTD) es un

trastorno metabólico que puede modificar el status nutricional sérico

de algunos micronutrientes y compuestos relacionados (carotenoides no

provitamínicos) . Tradicionalmente, los sujetos con DMID se han

clasificado entre los grupos de riesgo frente a un étatus nutricional

bajo de determinadosmicronutrientes y un mayor stress oxidativo.

Una alta ingesta o niveles séricos elevados de carotenoides, a—

y y—tocoferol y, en menor medida, retinol, están epidemiológicamente

asociados como factores preventivos frente a determinadas

enfermedades -ciertos tipos de cáncer, enfermedad cardiovascular,

cataratas. Asimismo, se ha propuesto que la suplementación con

determinados antioxidantes podría ejercer un efecto “preventivo”

sobre el desarrollo y la progresión de algunas complicaciones a largo

plazo de la diabetes.

Hipótesis

La diabetes mellitus insulino—dependiente es un factor

determinante de los niveles séricos de carotenoides, retinol, a— y y-

tocoferol, modificando su absorción (y/o conversión a retinol),

transporte, metabolismo y/o utilización (aclaramiento)

OBJETIVOS:

1.— Estudiar, cuali y cuantitativamente, los niveles de

carotenoides, retinol, a— y y—tocoferol en suero de una población de

sujetos con diabetes mellitus insulino—dependiente y su comparación

con población control no diabética.
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2.- Evaluar en sujetos con diabetes mellitus insulino-

dependienteposibles factores determinantes de los ~iveles séricos de

carotenoides, retinol y tocoferoles: ingesta dietética,

aclaramiento en suero de carotenoides y biodisponibuilidad (absorción

y conversión a retinol) de carotenoides, con y sin actividad

provitamínica, tiempo de evolución de la enfermedal y control de la

glucemia.
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SUJETOS



3.- SUJETOS

La distribución de los grupos estudiados en el presente trabajo

se muestra como organigrama en la figura 7. ¡

Los sujetos no seguían dietas especiales o dé adelgazamiento y

no tomaban suplementos vitamínicos, dietéticos o productos de

herbolario que pudieran afectar los niveles de carptenoides, retinol

y/o a—tocoferol, salvo los anticonceptivos orales que no se

consideraron criterio de exclusión (excepto en el estudio de

seguimiento>

En todos los grupos, los niveles de colesterol total,

triglicéridos y colesterol-HDL estuvieron dentro del rango de

normalidad. La distribución de edades en los grupos se muestra en la

figura 8. Dada la variación estacional en la ingesta de carotenoides

(Granado y cols, 1996) y su impacto sobre lo~ niveles séricos

(Olmedilla y cols, 1994), la toma de muestras en todos los grupos se

distribuyó a lo largo del año (primavera—verano/otoño-invierno>(Tabla

14>

3.1.- Grupo Control

.

3.1.1.— valores de Referencia. ¡

Para establecer “rangos de referencia” de carotenoides en

suero, se estudiaron un total 450 sujetos (210 hombres, 240 mujeres>

con edades entre 5—79 años (mediana: hombres 32; mujeres 32,5),

aparentementesanos, con residencia en Madrid y su provincia (área

metropolitana y rural>
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3.1.2.- Estudio familiar.

Grupo control “familiar”

Se estudiaron un total de 214 sujetos aparehtemente sanos (9-7

hombres, 117 mujeres), con edades entre 6—79 años~ (mediana: hombres

28; mujeres 26>, no diabéticos y familiares en’ primer grado de

sujetos diabáticos insulino-dependientes (n=54) . El índice de masa

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

proporción de fumadores fue de 15% en los homtres y 9% en las

mujeres.

Grupo control “no—familiar”. Relación dieta/suero.

Se incluyeron 236 sujetos (113 hombres, 123 mujeres), con

edades entre 5—76 años (hombres: mediana 35 ; mujeres: mediana 35>,

con BMI de 26.1 +/—4.2 para hombres y 22.5+/-3~ para mujeres. La

proporción de fumadores fue de 38% en hombres’ y- 3l~% en mujeres. Para

la comparación entre ingesta y niveles séricos de carotenoides, como

grupo control se tomaron 67 sujetos entre 25—45 años, no fumadores,

participantes en un estudio de suplementación con carotenoides y

financiado por la Unión Europea (RIR CT/93—0888) . En estos sujetos se

evaluó la ingesta de carotenoides a partir de ftutas y hortalizas

frescas en la misma época del año (invierno> utilizando los mismos

métodos (CFS y registros de 3 días de dieta) que en el grupo de

diabéticos y se evaluó la “validación” y “reproducibilidad” del CFS.

3.2.- Sujetos con Diabetes Mellitus Insulina-Dependiente

.

3.2.1.- población general.

Como población global de pacientes con~ DMID se estudiaron

123 sujetos (60 hombres, 63 mujeres), con edades entre 13—84 años

(mediana: hombres 27,5; mujeres 27>, con residencia en la Comunidad
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de Madrid y atendidos en el Area 6 del INSALUD’. Todos ellos son

pacientes externos del Servicio de Nutrición y Diaihetes de la Clínica

Puerta de Hierro, al cual acuden para el control y seguimiento de la

enfermedad.

El único criterio de inclusión fue la presencia de diabetes

mellitus insulino—dependiente, no teniendo en cuenta el perfil

lipídico, niveles de fructosamina y glicohemoglobina (HbA1~), tiempo

de evolución de la enfermedad, presencia (le complicaciones (micro o

macrovasculares>, BMI, hábito tabáquico, hábitos dietéticos (excepto

uso de suplementos> o status socio—económico. ¡

3.2.2.- Estudio familiar.

Se estudiaron 54 diabéticos (DMID) entre 1>67 años (Hombres:

mediana 27 años; Mujeres: mediana 30 años> duranté el período marzo

1992/mayo 1993. La influencia del tiempo de evolucIón de enfermedad y

la presencia de retinopatía se evaluó dividiendo el grupo con < de 10

años de evolución (n=26; 14 hombres, 12 mujeres> [y > de 10 años de

evolución (n=28; 14 hombres, 14 mujeres> Todos los sujetos fueron

tratados con un promedio de dos injecciones diarias de insulina de

acción prolongada (p.e. HumulinaR, InsulatardR) sóla o mezclada con

insulina de acción rápida (p.e. ActrapidR, velosúlinR) (50% de los

sujetos> Las características de esta población se muestra en la

Tabla 15.

3.3.- Estudio de seguimiento

.

El estudio de seguimiento, se realizó en 63 sujetos con DMID

sometidos a protocolo de tratamiento intensiv¿ de la diabetes

(múltiples autocontroles diarios y ajuste de las dosis de insulina>

Los criterios de selección de estos sujetos a ¡ la entrada en el

estudio fueron edad entre 14-35 años, menos de 5 años de evolución de

la enfermedad, sin remisión espontánea, sin complicaciones clínicas

aparentemente (macro y/o microvasculares), ¡ sin enfermedad
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intercurrente, sin hipertensión ni hipercolesteroleinia, sin presencia

de embarazo ni uso de suplementos vitamínicós, productos de

herbolario o anticonceptivos orales.

Todos los sujetos visitaron el Servicio de Nutrición y Diabetes

de la Clínica Puerta de Hierro cada 3-6 mesest (dependiendo del

control de la diabetes> coincidiendo con la extracción de muestra de

sangre y la evaluación dietética. Las características de los sujetos

a la entrada del estudio se muestran en tabla 16. ¡

Los parámetros lipídicos y glucémicos,’ hierro sérico,

ferritina, trans terrina y cinc fueron determinados por el Servicio

de Bioquímica Clínica de la Clínica Puerta de Háerro. Tarobien se

registraron microalburninuria, ¶41, frecuencia de hipoglucemias, dosis

de insulina, autocontroles diarios de glucemia¡ y aparición de

infecciones.

3.4.-Estudio de aclaramiento y biodisponibilidad

.

Un total de 18 sujetos (10 IDDM y 8 controles) fueron incluidos

en el estudio de aclaramiento, de los cuales 7 diabéticos y 5

controles participaron en el ensayo de biodisponib~tlidad. El estudio

de biodisponibilidad se llevó a cabo mediante doble suplementación

con una cápsula de a+~-caroteno y luteína en cada sujeto, con un

período de descanso de 15 dias entre arribos tratamientos. Sólo 2

controles no pudieron realizar el doble estudio. Las características

de los sujetos a la entrada del estudio se muestra ‘en la tabla 17.

El estudio de depleción de carotenoides en suero con dieta

“pobre” en carotenoides y las pruebas de respuesta~ a dosis únicas se

llevaron a cabo de forma simultánea conforme al si’guiente protocolo.

Para el estudio de depleción, se informó a los participantes sobre la

necesidad de evitar frutas y hortalizas ricas en carotenoides así

como otros alimentos y platos preparados que tuvieran carotenoides en
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su composición <ver Apéndice II) . Los sujetos que realizaron el

estudio de biodiponibilidad, además, evitaron el consumo de alimentos

con vitamina A preformada (retinol> durante las 24 horas previas a la

administración de la cápsula de a+f3—caroteno. Todos los sujetos

llevaron un registro del consumo de alimentos durante el estudio, y

se cuantificó aplicando porciones estándar.

El objetivo de la dieta “pobre” en carotenoidés era conseguir un

aporte de carotenoides totales < 0.5 mg/día y/o -< :10% del consumo de

carotenoides a partir de frutas y hortalizas fresdas en la población

general (Granado y cols, 1996> . El estudio se lThvó a cabo durante

11—21 días, obteniendo muestras de sangre en ayunas los días 0, 1, 2,

3, 6, 11, 15, 16, 17 y 21.

El estudio de biodisponibilidad con a+13—caroteno se realizó el

dia 1, tras 24 horas de dieta libre de retinol. Los sujetos acudieron

al laboratorio tras, al menos, 10 horas de ayuno cogiéndose una vía

para la obtención de sangre a distintos tiempos du=-ante las 8—9 horas

siguientes a la administración de la cápsula. Se tomó una muestra de

sangre en ayunas (basal> e, inmediatamente después, los sujetos

tomaron un desayuno estándar consistente en leche desnatada, pan y

aceite de oliva (40 g) junto con la cápsula coñteniendo extractos

naturales de carotenoides, equivalente al aportado por a> lOOg de

zanahorias cocidas (a+¡3—caroteno> y b> 200g de ¡ espinacas cocidas

(luteína>

Las cápsulas fueron las utilizadas en el Pro~>ecto AIR CT93—0888

de la DE. Los extractos fueron preparados por Uníléver y encapsulados

por Scherer R.F. North America y su composiclon se muestra en la

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

durante un período de 8—9 horas. Dadas las características especiales

de los sujetos díabéticos, todos los sujetos toÑaron una pieza de

fruta (pera o manzana, pelada> a media mañana y Una comida estándar

(sin carotenoides ni retinol> a las 5 horas de iniciar el estudio.
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EJ. estudio de biodisponibilidad con luteína se realizó el dia

15, tras 14 días de dieta “pobre” en carotenoides;y 13 días después

de la administración de a+g—caroteno. El protócolo seguido fue

idéntico al de a+~3—caroteno, obteniendo muestras de sangre cada hora,

a las 24 y 48 horas y 6 días despues de la toma de ‘la cápsula.

3.5.- Consentimiento informado

.

Los procedimientos utilizados en los diferentes ensayos (AIR

CT93—0888 y FIS 97/0966) están de acuerdo con las normas éticas del

Comité de Ensayos Clínicos de la Clínica Puerta de Hierro y fueron

aprobados por el Ministerio de Sanidad. Todos los sujetos fueron

informados y dieron su consentimiento por escrito, con la aprobación

del padre o tutor en caso de menores de edad.
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TABLA 14.- Grupos de población (*) y distribución anual <%> de la toma de muestras

]

Estudio familiar

Familiares No-fam

.

HM H~M

210 240 60 63

32 32.5

(5.79)

27.5 27

(13 .~4)

97 117 113 123 28 26

28 26

(6 .79)

35 is
(5-76)

27 30

(13.67)

p y o i

POBLACTON CONTROL:

Hombres

Mujeres

POBLACION DMID:

Hombres

Mujeres

ESTUDIO FAMILIAR

Familiares en 1«grado:

Hombres

Mujeres

Controlesno ffimiliares:

Hombres

Mujeres

31 13 18 38

37 15 18 31

25 25 27 23

30 24 22 24

50 14 17 19

64 11 16 9

11 12 20 57

16 16 20 48

DMID:

Hombres

Mujeres

52 3 24 21

56 28 8 8

OMID (tiempo de evoluci6nde laenfermedad)

<Ioaños(n28) 43 21

> 10 años(xr26) 65 8

(*) Hombres (ID; Mujeres «vi); primavera (1’),

segundo (7-12)semestredel año.

verano (y), otoño (O), invierno (1). Distñbóción cenfonneal primer (0~6) y

Población

Control

HM

referencia

DMID

HM

n

Edad

(mediana)

(rango)

DMID

HM

(0-6/7-12

)

(p+v 1 O+fl

69 /31

68/32

48/52

54 1 46

69 / 31

73/ 27

68/32

64/36

44/56

52/48

50/50

54 /46

64/36

75/25

23/77

32/68

73 /27

64/36

55/45

84/16

18

15

18

12

61/39

77/23

63/37

73 /27
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TABLA 15..Caracteristicas de los pacientes diabéticos incluidos en el estudio fam¡Iiar (Media (Dcsv.

Standard»

.

Edad (años)

BMI (Kg/m)

Colesterol (mg/dl)

HOMBRES (n28)

32.3 (146)

22.9(29)

186 <58)

MUERES (n=26)

31.9<125)

:24.3 (39)

209(4.6)

c-HDL (mg/dl)

Fructosamina (mmol/L)

HbA,~ (%)

Tiempo deEvolución

(% sujetos) <10años

> baños

Relinoixitia (% sujetos)

Fumadores(% sujetos)

Creatinina sérica(gmol/L)

Mido úrico (mg/dl)

Urea (mg/dl)

Albúmina (gIL)

Insulina (UI/kg/d)

DosisTotal Insulina 1 día

64 (22)

‘384(0.56)

‘10,42 (2,14)

53 (18)

3.61(2.72)

9.81(2.72)

50%

50%

25%

21%

1.02(0.11)

4.1(0.8)

36(7)

4.6 (0.4)

060(021)

40.1(105)

¡ 54%

46%

¡ 270/o

.46%

083 (0.09)

3.3 (1.1)

¡ 34(7)

4.4(0.4)

0.68(022)

¡ 405(139)
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TABLA 16.- Características del estudio de seguimiento. Sujetos en tratamiento intensivo

.

Hombres Muieres

No. sujetosincluidos 32 ¡ 31

No sujetosexcluidos 2 ¡ 4

Causas:Usedesuplementosxitaminicos 1. 2

Anticonceptivos/embarazo 2

Smdetenmnaciónbasal 1

No, sujetos para seguimiento

Tiempomedio deseguimiento<meses)

Media (rango)

No. de abandonos(%)

a 12 meses

a 24 meses

No. de fumadores(%)

Tiempo en Ito. intensivo basta

fl determinación (meses)

30 ¡

15 (0-30)

4/24(17)

13/21(62)

5(17)

0-8

Edad (media)

DM1

HbAi~ (%)

Fructosamina (mmol/L)

Glucemia (mg/dl)

Características de sujetos DMID a la entrada del estudio de seguimiento

Hombres ______

21,7 (6,6) ¡

2,4 (2,7)

7,9 <2,1)

2,7 (0.9)

151 (69)

<media <51)11.

Muieres

20,3 (5,7)

22,0 (2,3)

8,6 (1,6)

2,8 (0.6)

193 (86)

168 (18)

62 (17)

99 (14)

Colesterol (mg/dl)

Triglic&idos (mg/dl)

Cinc (~.tg/dl)

FeITitina (gg/ml)

Creatinma (mg/dl)

Insulina/día (u.i)

Rctinol qtg/dl)

a-toc./col(pg/mg)

86(37) ¡

0,97 (0,13)

42 (15)

39 (9)

6,1 (1,0) ¡

175 (24)

66(17)

98 (11)

38 (29)(*)

0,84 (0,10)(*)

44 (16)

35 (8)

6,2 (1,0)

(*)p.CO 01

27

17 (0.33)

4/22 (18)

7/19 (37)

11(41)

0-6
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TABLA 17.-Caracteristícas de los suietos a la entrada en el estudio de aclaramíento y biodisponibilidad (mediaS»

.

raneol

.

21 IDDMContactados

Incluidos:

“Aclarainiento”

“Biodisponibilidad’

Edad (años)

Sexo

IMC (kg/m2)(*)

Tiempo de evolución

(años; mediana (rango))

Colesterol (mg/dl)

cHOL (mg/dl)

Triglic¿ridos (mg/dl)

Glucemia basal (*)

(mg/di)

HbA
1, (%)(**)

Fmctosannna(*)

(mmol/L)

10113DM

7113DM

DM11) (n=1 O

)

24 <6)

7H ¡ 2M

22.6(1.6)

6

(<1-23)

168 (44)

58(13)

94 (49)

227 (105)

7.7(2)

1.9(0.5)

8 controles

5 controles

Control (¡~=8

)

27(3)

6H/ 1M

25.7(1.3)

178 (20)

61(18)

85 (48)

95 (5)

4.8(0.5)

1.3 (0.12)

H:Honibres; M:Mujeres; (9 p<0.01; (~~) p<0.005.

TABLA 18.-Composición de carotenoides y tocoferoles (mf/cápsula) de las cápsulas administradas

en los estudios de biodisponib¡lidad (9

.

Comnuesto

ct-tocoferol

y4ocoferol

AiI4rans-luteina

13/15cis-luteina

Zeaxantina
a

Licopeno toi~l

a-camteno total

j3-carotcnototal

all4nns.¡3.caroteno

9.cis-13.carotcno

a+13.caroteno

1.75 (1)

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

saponificados.

<1) Cuantificación en extractos

Luteína (1

)

3.3

12.12

3.17

3.70

8.20

4.98

2.42
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MATERIAL Y MÉTODOS



4.- MATERIAL Y I’,ff TODOS

4.1.- Cromatografía Líquida de Alta Eficácia (EPLO>

.

4.1.1.- Equipo de cromatografía

El equipo cromatográfico consistió en un cromatógrafo ALC/GPC

(modelo 201, Waters Associates, =4ilford, MA) equipádo con dos bombas

(modelo 6000A y 1445) e injector manual (modelos U6KI y Reodhyne) . Para

la detección se utilizaron detectores Uy/VIS , niodelo 440 (filtro

fijo), 490 E (longitud de onda variable y programable en el tiempo) y

990 (red de diodos) (Waters Associates) . Las señales del detector se

registraron en M730 Data Module y Milleniun Station~ (version 2.0)

La corrección espectrofotométrica de patrones ¡ se realizó con un

espectrofotómetro de doble haz (Uvicon 930, Kontron~ Instrumnents)

4.1.2.- Estándares y reactivok

Licopeno, all—trans a— y ~—caroteno, all—trans-retinol, acetato

de retinol, palmitato de retinilo, D—a—tocoferol, y-tocoferol y

acetato de D—a—tocoferol se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St.

Louis, MO). j3—apo—8’-carotenal se obtuvo de Fluka:Chemie AS (Buchs,

Switzerland) . Luteína, zeaxantina, y—caroteno, caktaxantina, 9—cis,

13—cis y l5-cis-f3—caroteno, ¡3—criptoxantina, fit¿eno, mutatocromo,

10’—, 12’— y 14’-43—apo—carotenal fueron suninistrádos generosamente

por Hoffmann—La Roche (Basilea, Switzerland) . Muestras de patrones

puros de a—criptoxantina, ~—caroteno , anhidroluteina 1, II y III

fueron donados por el Dr. E. Khachick (USDA, Belstville, MD, USA)

Violaxantina, neoxantina, 13—cis—luteina (neoluteina A) y 13—cis-

zeaxantina (neozeaxantina A) fueron cedidos por el Dr. Tóth (Pécs,

Hungría) . Patrones de ésteres de luteína (monopalmitato, dipalmitato,

dimiristato y miristato-palmitato) fueron suministrados por el Dr.

Stahl (Dusseldorf, Alemania)
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Tetrahidrofurano (THF) se obtuvo de Scharlau (Barcelona,

España), Hidroxibutiltolueno (BHT) y diclorometano de Carlo Erba

(Barcelona, España), metanol, etanol, n-hexano y aqetonitrilo (grado

HPLC) fueron suministrados por Merck (España) y a~etato amónico se

obtuvo de Sigma Chemical (España)

4.2.- Método de análisis

.

4.2.1.- Condiciones cromatográficas

Los análisis se llevaron a cabo mediante cromatografía líquida

de alta eficacia (HPLC) en fase reversa conforme a las condiciones

descritas por Olmedilla y cols (1990, 1992, 1997b) y Granado y cols

(1991) . El sistema cromatográfico consistió en columnas C-18 Spheri-

5—RP—18 (monofuncional) y Spherí-5—ODS (polifunciohal) (5 ¡.nn, 250 x

4.6 mm) , y precolumna Aquapore ODS RF-l8 (7 pIm) (15 x 3.2 mm)

(Applied Biosystems, Inc., San José. CA)

Como fase móvil se utilizaron tres sistémas de solventes

binarios y ternarios premezcíados y elución en, isocrático o en

gradiente. El sistema 1, consistió en una mezcla de

acetonitrilo/diclorometano/metanol (70/20/10) a flujo 1.8 mí/mm y el

sistema II , en acetonitrilo/metanol (85/15) en gradiente de flujo de

1.8 a 3.5 mí/mm. El sistema III, consistió en uh gradiente lineal

mezclando los sistemas 11/1 (98%, 2%) a tiempo cero hasta el minuto

seis (sistema 11/1 ; 2%, 98%) el cual se mantuvo hasta el minuto 15

retornando a condiciones iniciales. El tiempo total de análisis fue

de 20 minutos más un tiempo de reequilibrado de columna de 10

minutos. Se añadió acetato amónico (0.025 M) a ambas fases móviles

para mejorar la recuperación de carotenoides eñ columna (Craft,

1993)

El sistema III separa los siguientes compuestos de forma

simultánea: retinol, acetato de retinol (estándar interno) y

palmitato de retinilo, a—, y— y 8—tocoferol, luteína, zeaxantina,

13/15—cís--luteina, cis—zeaxantina, cantaxantina, J3—apo—8‘—carotenal,

anhidroluteina 1 y II, a- y ~—criptoxantina, licopéno trans, 5/7 o 9
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cis—licopeno, 13/15—cis—licopeno, neurosporeno, 7—caroteno, ~—

caroteno, a—caroteno, all—trans—f3—caroteno, 9—cis--13¡-carotenoy 13/15—

cis—~—caroteno, fitoflueno y fitoeno (Granado et al, 1991; Olmedílla

et al, 1997b)

4.2.2.— Preparación de la muestra.

Las muestras de sangre obtenidas en ayunas fueron centrifugadas

a 630 x g durante 10 minutos. El suero se separó ¡y se almacenó a —

20% ó — 75% hasta el análisis (menos de 5 meses a: -20% y de un año

a -750C) para asegurar la estabilidad de los compuestos a analizar

(Craft y cols, 1988; Thurnham y cols, 1988b)

Brevemente, 500—1000 ¡±1de etanol conteniendo acetato de retinol

y/o acetato de tocoferol como estándares internos se añadieron a 500-

1000 pi de suero. Tras agitar en vortex durante 45~ segundos, se hizo

doble extracción añadiendo el doble de volumen de hexano o

hexano/diclorometano (5:1) estabilizado con BHT (01.01%) y agitando 3

y 2 minutos, respectivamente. Las fases orgániqas se separaron,

juntaron y evaporaron bajo atmósfera de nitrógeno. El residuo se

reconstituyó con 200 IAl de tetrahidrofurano (inyección en sistema 1),

etanol /tetrahidrofurano (3:1) (inyección en sistema II) o etanol

/tetrahidrofurano (1:1) (inyección en sistema Iii, gradiente). El

volúrnen de inyección fue entre 5—10 ¡fi.

La recuperación de los carotenoides en la primera y segunda

extracción así como el efecto del solvente desnaturalizante (etanol

‘rs isopropanol), solvente de extracción, columná y fase móvil y

varios ciclos de congelación! descongelación de la muestra sobre la

isomerización de carotenoides durante la extracción, se comparó con

el método descrito por Stahl y cols (1992b) . El porcentaje de

recuperación fue superior al 95% para todos loá carotenoides. La

recuperación de retinol y a—tocoferol añadidos a la muestra fue de 96

(±8) y 98 (±9) , respectivamente (Olmedilla y cols,, 1992)
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4.2.2.1.- Separación de la tracción de “lipop.?oteínas ricas en

trigúiicéridns (TEL> “.

En el estudio de biodisponibilidad, la cuantificación de ésteres

de retinol y carotenoides se realizó en fraccioneé de TRL según el

protocolo descrito por Griffiths y cols, 1994. Las muestras de sangre

se recogieron en tubos con EDTA (5%) y se centrifúgaron a 2000 x g

durante 20 minutos dentro de los 30 minutos siguientes a la obtención

de la muestra. Alrededor de 0.5—1 ml de plasma se separó para la

cuantificación de carotenoides y ésteres de retinolen plasma total y

2.5—3 ml de plasma se utilizaron para la separación de TRL. Ambas

muestras se congelaron a - 20W hasta su análisis (-‘~z 20 días)

Para el aislamiento de TRL, las muestras se descongelaron

lentamente a 4W, y agitando suavemente. Las muestras se prepararon

por duplicado transfiriendo 0.5 ml de plasma a tubos eppendorf a los

cuales se añadió 0.8 ml de solución de NaCí 0.9% (densidad = 1.006

kg/L) y se sometieron a centrifugación (12.600 x g) durante 2 horas.

La fracción “TRL” de cada duplicado era recogida med’iante aspiración,

lavando las paredes del tubo, y se juntaron para su extracción. La

validación de éste protocolo se realizó comparando los resultados con

la técnica de aislamiento de TRL descrita por Van Vliet y cois (1995)

consistente en ultracentrifugación a 100.00 x g durante 30 minutos

(rotor flotante SW4O Ti (Beclunan)), tanto en sujetos control y

diabéticos para muestras obtenidas durante 8 horas del estudio.

En sujetos control, los coeficientes de variáción, en el día y

entre días, del método de aislamiento de TRL rindiéron valores de 1%

y 6% para «—caroteno, 1% y 2% para aíi—trans—g—cardteno, 9% y 4% para

palmitato de retinilo y 16% y 8% para luteína, r1espectivainente. En

sujetos diabéticos, los coeficientes de variación, en el día y entre

días, fueron de 5% y 1% para a—caroteno, 3% y 9%i para all—trans—1
3—

caroteno, 9% y 10% para palmitato de retinilo y 2% ¡y 4% para luteína,

respectivamente.
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4.2.3.- Detección e identificación de compuestos en suero.

Los carotenoides se detectaron a 450 mi (exce~to para fitoeno a

286 nm, fitoflueno a 370 mi y ~—caroteno a 402 mi>; retinol, retinol

acetato y palmitato de retinilo a 325 mi, a- ¡ y y—tocoferol se

detectaron a 294 mi. La identificación de carotendides en suero se

realizó comparando los tiempos de retención con los mostrados por los

patrones, co—elución al inyectar suero con pátrones añadidos,

determinación del espectro de absorción y longitudes de onda máxima

(principal y mayor longitud de onda) y relación %III/II (Longitud de

onda mayor/Longitud de onda máxima) . Los datos se compararon con

patrones disponibles y datos aportados en la bibliografía (Tabla

19)

La detección e identificación de formas ‘cié” se realizó por

lectura simultánea del pico a 330—340 mi para la mayoría de los

carotenoides — 360—370 mi para el licopeno, determinando la relación

de absorbancia en región “cis”/436 mi y Q—ratio (longitud

máxima/región “cis”) y su comparación con datos de patrones y

bibliografía.

4.2.4.- Cuantificación. Pureza de patronás y curvas de

Calibrado.

Las concentraciones de las soluciones stock se calcularon

corrigiendo las medidas gravimétricas sobre la base de los valores de

absortividad (E 1% 1cm) publicados en la bibliogtafía (Tabla 20) y

por inyección individual en el sistema de HPLC para su corrección por

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

Las soluciones stock de cada carotenoide se prepararon

disolviendo 1—3 mg del compuesto en 50 ml de THF estabilizado con SET

(0.01%), las cuales se almacenaron protegidas de la luz a — 20W y

bajo atmósfera de nitrógeno. Estas soluciónes se diluían

posteriormente hasta las concentraciones próximas a las detectadas

en suero. Las soluciones de retinoides, d-a-tocofe4ol y acetato de d—
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a—tocoferol se disolvieron en etanol hasta obtener concentraciones de

0.05-1 mg/ml. Estas soluciones eran desechadas cuando las lecturas

espectrofotométricas mostraban una disminución de la pureza y, en

cualquier caso, mezclas de todos los compuestos se preparaban cada

mes (2 meses al utilizar Milleniun Station) . Diluciénes de acetato de

retinol (estándar interno> se prepararon semanalmente.

La determinación de las concentraciones de carqtenoides en suero

se realizó en base a curvas de patrones (externa]) conteniendo los

carotenoides mayoritarios presentes en suero (luteína, zeaxantina, 13-

criptoxantina, licopeno, a— y j3caroteno> y determinando área del pico

frente a concentración inyectada. Para la duantificación de

retinoides y tocoferoles, se preparó una curva cohteniendo retinol,

palmítato de retinilo, a— y y—tocoferol. Ambas ¡ curvas contenían

acetato de retinílo y/o acetato de tocoferilo como standards internos

permitiendo la corrección de las concentracion~s de todos los

compuestos por pérdidas o concentración de volumen y variaciones en

la inyección. La cuantificación de cetocarotenoides, cis—luteina y

palmitato de luteína se realizaron frente al patrón de luteína. La

cuantifidación de isómeros de 13—caroteno y licop~eno se realizaron

frente al patrón de all-trans—I3—caroteno y all-trans—licopeno,

respectivamente, mientras que para anhidroluteina (1 y II),

cantaxantina, 13—apo-carotenales y fitoeno se realizaron con curvas

individuales.

Para generar las curvas de calibrado en ¡ ambos casos, se

inyectaron 6—8 puntos a diferentes concentraciones que cubrían un

rango suficientemente amplio al observado en suero. Los coeficientes

de correlación entre área de cada pico y ¡ la concentración

correspondiente del compuesto en la curva de calibrado variaba entre

r = 0.990 — 0.999.
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4.2.5.- Limite de detección en suero.

Utilizando 0.5 ml de suero y siguiendo el métódo de preparación

de muestra descrito, las cantidades mínimas cuantificables <relación

altura de pico/ruido de base =3) expresadas en gg/dl de suero en

sistema ITT son: luteína 1,22; zeaxantina 0,88; J3-.ctiptoxantina 1,29;

licopeno 1,40; a—caroteno 0,38; ~—caroteno 0,56; Iretinol 2,76; a—

tocoferol 55,94; y—tocoferol 17,5 y palmitato de retinilo 1,74.

4.2.6.- Control de calidad.

El control de calidad de los análisis se realiza mediante la

participación en el “Quality Assurance Prograrrime on F’at-Soluble

Vitamins” dirigido por National Institute of Standards and Technology

(NIST) (Gaithersburg, MD ,USA) . Las muestras sofi analizadas tres

veces al año e incluyeron muestras “ciegas” para controlar la

precisión y exactitud, así como reproducibilidad~ a corto y largo

plazo del método analítico.

4.3.- Método para la evaluación de la ingesta

.

4.3.1.— Desarrollo de un Cuestionario de Frecuencia1s Semicuantitativo

para la evaluación de la ingesta de carotenoides.

4.3.1.1.- Objetivos.

Los carotenoides son micronutrientes con una elevada variación

intraindívidual (Tangney y cols, 1987; Ascherilo y cols, 1992;

Hercberg y cols, 1994), aunque esta variación en la dieta se puede

atenuar al utilizar métodos que evalúan el consumo habitual de

alimentos (historia dietética, cuestionarios . de frecuencia>

(Bloernberg y cols, 1989) . Los carotenoides tienen telativamente pocas

fuentes dietéticas importantes. Así, un grupo reducido de alimentos

puede explicar más del 90% de la variabilidad interindividual en la

ingesta de carotenoides en países occidentales (Byers y cols, 1985;

Striker y cois, 1991; Block, 1994) . En nuestro páis, el consumo de
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frutas y verduras contribuye en más del 90% a la ingesta de

carotenoides (Varela y cols, 1995> siendo un número reducido de

frutas y hortalizas los que aportan > 95% de la ingesta individual de

carotenoides a partir de frutas y verduras (Granado] y cols, 1996>

En el presente estudio, se decidió utilizar como método de

evaluación dietética un cuestionario de frecuenciá semicuantitativo

(asignando porciones estándar) debido a: 1> que la frecuencia de

consumo explica la mayor parte de la variación: observada en el

consumo de alimentos (Willet, 1994>, 2> la escasa mejora obtenida al

introducir el tamaño de las porciones consumidas e~i los coeficientes

de correlación para la validación con otros métodoS de evaluación de

ingesta (Willet, 1994> y evitar errores en la ~stimación de las

porciones por los participantes <Garrow, 1995>, y 3> la facilidad de

cumnplimentación, entrada de datos y bajo costo ¡

El cuestionario perseguía los siguientes objet’ivos:

1.- Obtener información (retrospectiva) sobre la ingesta

reciente (15 días> de carotenoides a partir de frutás y hortalizas.

2.— Establecer rangos de ingesta de ¡los carotenoides

mayoritarios en suero y aplicarlo a la clasifícació~ de individuos.

3.- Estudiar las relaciones entre inge$ta de frutas y

hortalizas, carotenoides específicos y sus niveles én suero.

4.3.1.2.- Selección de frutas y hortalizas

La selección de alimentos para su inclusión en el Cuestionario

de Frecuencias Semicuantitativo (CFSC) se realizó en base a los

siguientes criterios:

1.— Alimentos que fueran consumidos por un porcentaje elevado de

la población.

2.— Alimentos cuyo consuno varía en frecuencia y cantidad entre

la población.

3.- Alimentos que contribuyen significativamente a la ingesta de

carotenoides a la dieta por su elevado contenido en carotenoides (ej:

zanahorias>, alta frecuencia de consumo (ej. naranjas) o consumo en

gran cantidad (ej. patatas>.
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La inclusión de alimentos se basó en datos de consumo y compra

en España obtenidos de las siguientes fuentes: Encuesta Nacional de

Alimentación y Nutrición (lETE, 1985, 1994), estudios basados en

“cesta de compra” (MAPA, 1988, 1993) , Evolucióñ de los Hábitos

Alimentarios en España (Moreiras y cols, 1990>, Red de Distribución

Nacional de frutas y verduras (MERCASA, 1993) y Encuesta de Nutrición

de la Comunidad Autónoma de Madrid (Aranceta y cols, 1994>

4.3.1.3.- Diseño del. Cuestionario (ver Apéndice 1)

Un total de 35 verduras y 17 frutas fueron incluidas en el

cuestionario como preguntas “cerradas” (consumo individualizado) así

como preguntas “abiertas” sobre consuno de otras no especificadas y

cuyo contenido de carotenoides pudiera ser significativo (ej.

níspero) . En conjunto, los alimentos incluidos suponen más del 97%

del consumo total de frutas y hortalizas en España> tanto anual como

estacionalmente (INE, 1995) . Las hortalizas se agruparon según el

color de la porción comestible siguiendo la clasificación en algunos

estudios epídemiológicos (Le Marchand y cols, 1989>, la posible

utilidad en posteriores estudios nutricionales, así como la mayor

facilidad al cumplimentar los cuestionarios, procesamiento e

interpretación de los datos.

El cuestionario incluyó preguntas generales (fecha, sexo, edad,

peso, altura, suplementos, tabaco...), cuestiones sobre consumo

general y relevante que pudiera condicionar la biúdisponibilidad de

carotenoides (ej. consuno de grasa, proteínas, rétinol preformado,

alcohol, .0 (Haraldsdóttir, 1993), además de la1 específica sobre

fuentes dietéticas de carotenoides.

4.3.1.4.— Contenido en carotenoides en frutas y verduras.

El contenido de carotenoides de frutas (n17) y verduras (n=22>

utilizado para la cuantificación de la ingesta corresponde a los

análisis realizados en alimentos españoles <Granado y cols, 1992;

Olmedilla y cols, 1993, 1996b> . Los valores utilizados en el cálculo

de la ingesta fueron corresponden a alimentos crudos o hervidos en
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agua - cuando se consumen tras procesos culinariosr y saponificados,

con el fin de estimar la ingesta total de carotenoides disponibles

para su absorción.

La calidad de los datos utilizados, evaluados ~or la Universidad

de Wageningen (Holanda> en cuanto a representatividad de la muestra,

manejo de muestras y control de calidad de los análisis, ha sido

calificada como “altamente aceptables” ( 3% “top sdored”) (Poorvliet

and West, 1993)

4.3.1.5. - Control de calidad, validación y reproducibilidad del

cuestionario de frecuencias.

Como criterios de control de calidad y validación del CFSC, se

utilizaron los siguientes:

1.— Control de calidad (Haraldsdóttir, 1993>

1.a.— Información complementaria: Peso, talla,

consuno excesivo o rechazo de determinados alimentos,

consuno de carne, pescado, lácteos, ‘huevos.

1.b.— Preguntas de calibración y verificación no

cuantitativa:

1 .b. 1.- Calibración: Preguntas. “cruzadas”

<consumo general ‘rs consumo especifico>

l.b.2.- Verificación no cuantitativa: ej. fecha,

consumo estacional y disponibilidad en el

mercado.

l.b.3.- Fiabilidad de las respuestas: Preguntas

“irrelevantes” (ej. dificultad~ para responder el

cuestionario.>

2.- Validación del cuestionario:

1> Se utilizó como método de validación del CFSC

correlación con registros de 3 días <prospectivo>

llevados a cabo dentro de la siguiente semana a la

cumplimentación del Cuestionario, y~ que ambos

métodos comportan distintas fuentes~ de error (Garrow,

1995) y se asumencomo representativos de la ingesta

“habitual” (Freudenheim, 1987)
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2> Correlación con niveles séricos de carotenoides en
muestras obtenidas dentro de la semana, anterior o

posterior, a la cumplimentación del duestionario.

Aunque son válidos cuando estos comp3estosresponden

a la dieta (Jacques, 1993) , se ha de’ asumir que

dichos niveles responden de manera dosis—dependiente

(Freudenheim, 1987)

3) Medias y distribución de ingestas frente a niveles

séricos (referencia> así como % de póblación que se

asigna a cada cuartil, en el mismo cuartil y en

quartiles opuestos (Garrow, 1995> .

La reproducibilidad del método dietético en diferentes

intervalos de tiempo, se llevó a cabo en sujetos ¿ontrol (n=67> los

cuales cumplimentaron los cuestionarios y registros de 3 días con un

intervalo de tiempo de 3 meses <n=55>

4.3.1.6.- Procesamiento de los datos de ingesta.

Para cuantificación de la ingesta de carotenoides se utilizaron

los siguientes criterios:

1.— El número de piezas /raciones consumidas por semana se

refirió a consuno diario tanto en el Cuestionario como en registros

dietéticos.

2.— Se utilizaron raciones estándar aplicando el porcentaje de

porción 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

única categoría tomando datos de la variedad disponible de mayor

consumo (ej, manzana Golden, pera de agua, tomate de ensalada)

Variedades cuyo contenido en carotenoides es significativamente

distinto (pimiento rojo y verde) se cuantificaron ihdividualmente.

4.— Alimentos específicos normalmente consumidos como platos

mixtos o multicomponentes (ej. zanahorias, cebolla~, lechuga, tomate

natural),
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se les asignó un valor cuantitativo medio obtenido a partir de
medidas caseras y recetas.

5.— Los cuestionarios evaluados como “inconsistentes” en base a

las preguntas “cruzadas” o cumplimentados de formá “incompleta”, no

se computaron.

6.- Como control de calidad , las entradas de datos de todos los

cuestionarios y registros de dieta fueron realizadas por duplicado.

4.4.- Métodos estadisticos

Debido a que las distribuciones de concentración de carotenoides

en la población no cumplían los criterios de normalidad (Test de

Kolmogorov>, se utilizaron métodos no paramétricos (U de Mann-Whitney

para datos no emparejados y T de Wilcoxon para datos emparejados>

para evaluar diferencias entre sexos y grupos, influencia del tiempo

de evolución de la enfermedad y presencia o no de retinopatía, dieta,

efecto del control metabólico y presencia de infecciones. La relación

entre variables se estableció mediante el coeficieñte de correlación

de Spearman. El grado de significación se establecit en p<O.OS.

Para el análisis de las interacciones entre variables y

contribución relativa de cada variable, así como la evolución en el

tiempo de las variables estudiadas se utilizaron modelos de regresión

múltiple y logística (“paso a paso” y “emparejado”), ajustando o no

por la variable sexo. Debido a la gran variación en~re sujetos en las

variables evaluadas en el estudio de seguimiento, la variación en el

tiempo de estos parámetros se evaluó mediante ANOVA de medidas

repetidas. El estudio de biodisponíbilidad de ¡3—daroteno y luteína

así como la desaparición de carotenoides en suero tras dietas pobres

en carotenoides, se evaluó mediante el cálculo de área bajo curva de

concentraciones frente al tiempo (AUC) —tras corrección por valores

basales— mediante la regla de la suma trapezoidal. Las diferencias

entre grupos se estudió mediante métodos no paranétricos para datos

no emparejados (U de Mann—Whitney) . El estudio se llevó a cabo

mediante los programas BMDP (BMDP Statistical Softtiare, Los Angeles,

CA, USA) y SF55 versión 7.5 (SPSS Tnc. TL, USA).
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TABLA 19.- Características esoectrales utilizadas para la identificación de carotenoides, retinol y tocofemies en

suero.

Ref. Compuesto

Retinol

Acet. retinol

Palni. retínol

y-tocoferol

a-tocoferol

s,a-caroten-3.3’-diona

3’.OH.c,g.caroten-3.ona

3-OH-¡3,s.caroten.3’ona

Luteína

13-cis-luteina

Zeaxantina

1 3-cis-zeaxantina

f3-apo-14’.carotenal

p.apo-12.carotenal

¡3-apo-lO’- carotenal

f3-apo-8-carotenal

Cantaxanúna

Anliidroluteina 1

Anliidroluteína II

Anlúdroluteína 111

wcriptoxantifla

3-criptoxantina

Licopeno

Neurosporeno

rcaroteno -

~-caroteno

a-caroteflo

jB.caroteno

Fitoflueno

Fitoeno

1

1

1

2

2

3

3

3

5

4

5

4

5

5

5

5

5

3

3

3

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

A máxima <nm)

325

326

326

297

292

420, 442. 472

423, 442. 472

423,448,476

422, 445, 474

423,453.483

428,450.478

433,458.487

392

413

434

452

474

446,476

448,476

466

421,445,475

425, 449, 476

444,470. 502

416,440,470

437, 462, 494

377, 399,425

422, 445, 494

425, 450, 477

331, 348, 367

276, 286, 297

Solvente %III/ll <Q-ratio>

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Eter petróleo

Eter petróleo

Eta petróleo

Eta petróleo

Etanol

Hexano

Eta petróleo

Eta petróleo

Hexano

Eter petróleo

Hexano

Eter petróleo

Eter petróleo

Hexano

Hexano

60

(2.06)

26

‘(202)

60

25

65

40

103

¡ 55

¡ 25

90

lo

A máxima <nm)

HPLC (Sist. ffi) (*)

326

328

328

300

295

418,442,473

418,442,471

449, 476

44’7, 476

(333),442.469

454,481

(343),450,474

406

428

452

459

476

449,476

450,478

467

449,478

457,484

476,507

418,444,474

467,496

382,404,428

449,478

457,483

335,353,370

286,300

Reft.- (1) Machlin, 1984: (2) Merck

Tóth (Hungría); (5) Britton, 1995.(*)

Index, 1983; (3) Khachick y cols, 1992,

Múxinia enregión ultravioleta.

19951; (4) Valoresproporcionados por Dr.
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TABLA 20.- Valores utilizados para la corrección esnectrofotométrica de carotenoides. retinoides y tocoferoles

.

Compuesto Solvente X (orn) E 1= Ref

.

Retinol Etanol 325 1835

Acetatode retinol Etanol 326 1550

Palinitato de retinol Etanol 328 975

a-tocoferol Etanol 292 72 2

y-tocoferol Etanol 297 91 2

Luteina Etanol 445 2550 3

Zeaxantina Etanol 450 2540 3

Cantaxantina Eter petróleo 466 2200 3

~3-apo-8’-carotena1 Eter petróleo 457 2640 3

p.criptoxantina Eter petróleo 452 2386 3

Licopeno Eter petróleo 472 3450 3

y-caroteno Hexano 462 3.100 3

cz-camteno Eter petróleo 444 2800 3

~.~roteno Eter petróleo 453 2592 3

Fitoeno Hexano 285 1250 3

Refs.-(1)Mercklndex. 1983: (2) Machlin, 1984; (3) Dc RitteryPuicelJ, 1981.
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RESULTADOS



5.- RESULTADOS

.

5.1.- control de calidad de los datos. precisión y exactitud

.

La variabilidad, reproducibilidad y precisión del método

cromatográfico se muestran en las tablas 21—23. La precisión y

exactitud del método para los compuestos con valores certificados en

material de referencia (SFM 968b) (retinol, a—tocoferol, jl—caroteno,

luteína y palmitato de retinilo) (NIST) es calificada con valores de 1

y 2, lo que corresponde a las desviaciones estándar de los valores

asignados por el NIST. La variabilidad intra—laboratorio frente a la

mostrada ínter—laboratorios (Favg) en análisis de duplicados “ciegos”

fue < 0.05, lo que implica un control “excelente” a corto plazo

(NIST, Report RR XXXVTII, 1996)

5.2.- Status sérico, cuali y cuantitativo, de carotenoides, retinol y

tocoferol en una población de pacientes con DMID

.

5.2.1.- Análisis cualitativo.

Utilizando la metodología descrita (sistema III>, los pacientes

diabéticos mostraron un perfil de carotenoides, retinol, palmitato de

retinilo, a—, y— y 5—tocoferol en suero, cualitativamente idéntico al

observado en sujetos control.

Los carotenoides presentes (sistema IIT) en la mayoría de los

sujetos, se muestran en la tabla 24 y en la figura~ 9. En general, un

total de 25—30 picos, incluyendo formas “cis” y posibles metabolitos,

fueron detectados en la mayoría de los sujetos, aunque algunos no

pudieron ser identificados. Determinados compuestos sólo se

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

cantaxantina, fitoeno, fitoflueno, 5—tocoferol ¡ y palmitato de

retinilo) . El perfil de carotenoides y su identifitación en suero se

confirmó utilizando otros sistemas cromatográficos: a) Stahl y cois,
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1993b y b> elución en gradiente con columnas C30. No obstante, debido

a la ausencia de estándares para algunos carotenoides y a la falta de

otros métodos de identificación (NMR, LC-MS), la presencia de algunos

compuestos debe ser considerada como tentativa (p.e. ceto-

carotenoides)

En las condiciones ensayadas, no se detectó~ la presencia de

otros carotenoides presentes en la dieta como epoxi-t-carotenoides (ej.

neoxantina, violaxantina, licopeno—l,2-epóxido), anhidroluteina ITI y

formas éster de xantofilas. A excepción de ~3—apo-8’-carotenal,

identificado de forma tentativa en algún sujeto, no se observó la

presencia de otros j3—apo—carotenales.

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

posible presencia de cantidades mínimas de formas cts no eran

resueltas por ninguno de los sistemas ensayados’. y-tocoferol fue

detectado en la mayoría de los sujetos, mientras que 5—tocoferol (297

nm) sólo se presentó en algunos individuos.

Artefactos e interferencias analíticas. ¡

Esta valoración se llevó a cabo utilizando ¿1 método descrito

por Stahl y cols, (1992) y el utilizado para el, presente trabajo

(Olmedilla y cols, 1994; Olmedilla y cols, 1997) . Los resultados

muestran un perfil de carotenoides (formas trans y cis) cuali y

cuantitativamente iguales en ambos métodos, excluyehdo la posibilidad

de formación de artefactos debido al método utilizado. Sólo en el

caso del j3—caroteno se detectó la formación de un 2-3% de 13-cis—j3—

caroteno durante el análisis cromatográfico. ¡

Se han observado posibles interferencias de 13—criptoxantina a

elevadas concentraciones sobre a—tocoferol al co—eluir en la bajada

del pico de «—tocoferol, lo que ha podido contribuir a la

sobreestimación de concentraciones bajas de a—tocoferol. Otras
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posibles interferencias por co—elución de distintos compuestos

fueron: 5,6—dihidroxi—5,6-dihidro--licopeno (metabolito descrito en

plasma) no pudo ser detectado, posiblemente al co—eluir en la región

de los ceto—carotenoides; 9—cis—luteina y all—trans—zeaxantina; 9—

cis-zeaxantina tampoco se detectó al no ser resúelto de la forma

trans; 13-cis--zeaxantina y cantaxantina, cis—a—caroteno y all—trans-

¡3—caroteno, 9-cis—13--caroteno y fitoflueno, y palmitato de retinilo

con 13/15—cis-j3-caroteno. No se observó interferencia entre fitoeno y

ésteres de colesterol.

5.2.2.- Análisis cuantitativo

5.2.2.1.- Población diabética. Comparación con valores de referencia.

En la tabla 25 se muestran los valores de los percentiles 5, 25,

50, 75 y 95 para la población diabética y el grupo control <población

de referencia)

Diferencias entre sexos.—

Se obtuvieron diferencias significativas éntre sexos para

retinol (mayor en hombres) y para a— y j3—caroteno (mayor en mujeres>,

tanto en diabéticos como en controles. j3—criptoxañtina fue mayor en

mujeres sólo en el grupo control, y luteína en mujeres diabéticas,

mientras que la relación a—tocoferol/colesterol fue mayor en hombres

control.

Diferencias entre cliabéticos y controles.—

Los diabéticos, tanto mujeres como hombres, mostraron menores

niveles de retinol y mayores de ¡3—caroteno mientras que a—tocoferol,

j3—criptoxantina y licopeno fueron significativamente distintos sólo
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en hombres. El análisis multivariante (tabla 26), incluyendo todos

los compuestos y la edad, entre el grupo control y diabético,

identificó retinol, ~—caroteno y licopeno corno las variables

significativamente diferentes entre ambos grupos. Cuando el análisis

se llevó a cabo ajustando por sexo, retinol y ~—caroteno se

asociaron a ambos sexos mientras que licopeno entró en la ecuación

sólo en el caso de los hombres.

Correlaciones entre compuestosen suero. -

Independientemente del grupo y sexo, los mayores coeficientes de

correlación se obtuvieron para luteína y zeaxantina, y a— y j3-~

caroteno (r=0.63-0.74) . Valores de r entre 0.01-0.1 se observaron

para retinol y carotenoides provitaminicos, mientras que a—tocoferol

y retinol mostraron coeficientes eñtre 0.31—0.52, excepto en mujeres

diabéticas. a—tocoferol presentó correlaciones significativas con

luteína y zeaxantina de 0.32—0.44 excepto para luteína en hombres

diabéticos. Las mujeres diabéticas mostraron cqrrelaciones altas

entre ¡3—criptoxantina y zeaxantina (r=0.54> y entre ~3—criptoxantina

y fl—caroteno <r=0.59) Por último, los hombres diabéticos

presentaron correlación entre a—caroteno y licopeno’ (r=0.58)

5.2.2.2.- Estudio familiar.)

En la tabla 27 se muestra la media (intervalo de confianza al

95%), mediana y centiles 10 y 90 de los compuestos estudiados.

Diferencias entre sexos.—

Diferencias entre sexos, para ambos grupos, se observaron para

retinol y a—caroteno, mientras que para ¡3—caroteno y

criptoxantina sólo

¡3—
fueron significativas en controles. No se
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obtuvieron diferencias entre sexos para a—tocoferol, y—tocoferol,

a—tocof./colesterol o carotenoides no—provitaminicos.

Diferencias entre controles familiares y no—tamiI.iares.—

El análisis univariante no emparejado entre ámbos grupos mostró

diferencias para la mayoría de los compuestos, excepto para licopeno

en ambos sexos, retinol y zeaxantina en hombres y y—tocoferol en

mujeres. No obstante, cuando se aplicó el análiÉis multivariante,

todas las diferencias desaparecieron excepto para ct—caroteno.

Diferencias entre diabéticos y controles no—familiares.—

Hombres y mujeres diabéticos mostraron niveles menores de

retinol que sus respectivos controles. Sin embargo, mientras que las

mujeres mostraron diferencias en y—tocoferol, los hombres diabéticos

presentaron niveles menores de a—tocoferol y cz—tocof./colesterol y

mayores de ¡3—criptoxantina.

Diferencias entre cliabéticos y controles familiares.—

La comparación (datos no emparejados) entre diabéticos y sus

familiares en primer grado mostró diferencias significativas en

retinol (menores en diabéticos)

<mayores en diabéticos)

y carotenoides provitaminicos

No se observaron diferencias para

carotenoides no—provitamínicos, a—tocoferol, y-tocoferol y a—

tocof./colesterol, en hombres ni en mujeres.

EL análisis de regresión múltiple (hombres + mujeres) (tabla 28)

entre diabéticos y sus familiares mostró al retinol, ¡3—caroteno y 13—
criptoxantina como variables asociadas. Al ajustar por sexo, el

modelo reveló que retinol y j3—caroteno estaban asciadas ~eñ~ainbos~
~~‘is \~<“
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sexos mientras que 13—criptoxantina sólo se asociaba en hombres (tabla

28) . Al aplicar este modelo a los controles no—familiares (hombres +

mujeres), sólo retinol (y el sexo) aparecieron en el. modelo. Al

ajustar por sexo, el retinol se asoció en ambos sexos mientras que

los carotenoides provitamínicos mostaron diferencias sólo en hombres.

Los pacientes diabéticos se compararon con sus familiares dentro de

cada familia <análisis emparejado) . Tras ajustar por sexo y edad, se

observaron las mismas diferencias excepto para «—caroteno en hombres

<no significativo) y a-tocoferol en mujeres <p<0.0’S) . El análisis de

regresión logistica (condicional emparejado) sólo mostró retinol y

¡3—caroteno como variables asociadas a la diabetes en ambos sexos.

Duración de la enfermedady presencia de retinopa tía. -

Cuando los resultados se evaluaron en función del tiempo de

evolución de la enfermedad (< 10 años, > 10 años),’ sólo a—tocoferol

mostró diferencias <p=0.0SY), aunentando con ‘el curso de la

enfermedad, mientras que licopeno mostró un ligero descenso <p=O.O9)

en este grupo.

La presencia de retinopatía <n=14) estaba asociada a personas de

mayor edad (todos con > 10 años de evolución), aunque los niveles de

retinol no mostraron diferencias significativas en función de la

presencia de esta complicación.

5.2.2.3.- Estudio de seguimiento.

A la entrada del estudio el retinol mostró correlaciones

positivas bajas, aunque significativas <p<O.OS), con la edad

<r=0.44), ferritina (r=0.37), y creatinina <r=0.¡39), mientras que

fueron negativas con la dosis de insulina <r= —0240> y HbAlc <r= -

0.35) . La relación a—tocoferol/colesterol no niostró correlación

significativa con ninguno de los parametros evalúados, excepto con

los lípidos. Correlaciones establecidas a lo largo del estudio entre
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retinol y los parámetros evaluados, mostraron valóres significativos

para edad <r=0.36), EMI (t=0.13)j triglicéridos (r~0.16), HlbAlc (r= —

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

((r=0.27) y la relación ct—toc./col. (r=0.19) . Por su parte, la

relación a—toc./col. se correlacionó con la edad (r=0.17), HDL

(r=0.14) y y—tocoferol (r=0.l7)

El análisis de regresión múltiple a la entrada del estudio,

incluyendo las variables correlacionadas, mostró la edad como único

parámetro que entraba en la ecuación. Al excluir la edad, ninguna de

las variables mostró asociación significativa cQn 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 evaluó

atendiendo a parámetros bioquímicos <HbAlc, fructosamina y glucemia)

conforme a los objetivos establecidos como “razonables” por la

American Diabetes Association (1996c> (glucemia <155 mg/dl, HlbAlc

<7.2%) . Dada la estacionalidad y variabilidad de la ingesta y niveles

séricos de carotenoides, el efecto del control glucémico se evaluó

sobre el retinol y la relación a—toc./col., utilizando todos los

valores •obtenidos a lo largo del estudio. Retinol y la relación a-

toc./col. no mostraron diferencias significativas conforme al

“control” de la diabetes según estos criterios. Tampoco se observó

ningún efecto cuando se evaluó según niveles de retinol ±30 gg/dl.

Durante el seguimiento, 5 sujetos presentaron microalbuininuria

intermitente (>20 p.g/min/día> . En el rango normal <microalbuminuria

<20 ~xg/min/día), el retinol áérico no mostró dorrelación con el

retinol. Asimismo, varios sujetos presentaron diversas infecciones

durante el estudio (Candidiasis, vaginitis, etc> asociándose con

niveles menores de retinol <intra—sujeto), aunque éstos no fueron

significativos.
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La evolución en el tiempo de los parámetros eváluados mostró una

tendencia (no significativa) a mejorar los valores de HbAlc y

fructosanina (figura 10), sugiriendo un mejor cont#ol de la glucemia

a nivel de grupo. No se observó ninguna variación en los niveles de

retinol sérico ni en la relación a—toc./col. <figura 10), ni relación

de ambos compuestos con parámetros de control glucémico (figura 11)

El análisis intra—sujeto <ANOVA de medidas repetIdas) sólo mostró

variaciones en el BMI <tendencia a aumentar, p<OOS), fructosarnina

(tendencia a disminuir, p<O.O5> y HbAlc (tendencia a disminuir,

p<O.O6>, sin afectar al retinol sérico ni a la relación cz-toc./col..

5.3.- Ingesta dietética y niveles séricos de carotenoides

.

5.3.1.- Relación ingesta/suero.

En el grupo de diabéticos a lo largo del seguimiento durante 2,5

años, se recogieron un total de 236 cuestionarios de frecuencia y 176

registros de 3—días distribuidos a lo largo de tod¿ el año. De estos,

fueron excluidos del análisis estadístico aquellos que presentaron

“inconsistenciast’ en su cumplimentación, no tenían registros de 3-

días o CFS en alguna de las medidas y/o no se disp¿nía de muestra de

sangre para el análisis, quedando un total de 145 casos con las tres

medidas. En el grupo control, tras aplicar e~tos criterios de

exclusión, se analizaron 6? casos en invierno de los cuales 55 fueron

válidos en medidas repetidas (reproducibilidad)

La tabla 29 muestra los cuartiles de ingesta Ónediante el CFS) y

los niveles séricos de carotenoides en ambos grupos, ajustado por

estación del año (invierno) Se muestran los resultados de hombres y

mujeres de forma conjunta dado el bajo número de sujetos para el

análisis al ajustar por sexo. Aunque las diferentes ingestas de

carotenoides se reflejan en los niveles séricos entre ambos grupos,

estas diferencias sólo mostraron significación estadística para la

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

Los coeficientes de correlación, porcentaje de individuos

clasificados correctamente en cuartiles extremos y asignados a

cuartiles opuestos, en ambas poblaciones, se muestra en la tablas §o

y 31. Tomando los niveles séricos de carotenoides como “valor de

referencia~~ , se observaron correlaciones significativas para todos

los carotenoides, aunque estas dependieron del método utilizado,

grupo de población y la estación del año. En general, se observaron

mayores correlaciones, frente a niveles séricos y entre métodos de

evaluación de ingesta, en diabéticos que en conttoles y en mujeres

en ambos grupos (datos no mostrados)

De forma global, el CFS mostró mayores correlaciones frente al

“método de referencia” (niveles séricos> que los registros de 3—días,

siendo la j3—criptoxantina el carotenoide que mayor coincidencia

mostró con los niveles séricos, independientemente del sexo, grupo y

método de evaluación. En general, el mismo hecho se observó al

asignar a los sujetos a cuartiles extremos y opuestos de ambas

distribuciones (ingesta y suero) , siendo clasificados correctamente

un mayor número de diabéticos que de controles, especialmente en el

cuartil inferior. El porcentaje de sujetos clasificados en cuartiles

opuestos fue similar en ambos grupos en el •caso de luteína,

zeaxantina y a—caroteno, mientras que en el grupo de diabéticos menos

sujetos se asignaron erróneamente en el caso de W—caroteno y más en

el de licopeno.

5.3.3.- Reproducibilidad del método. Variaciones estacionales en

la ingesta.

La reproducibilidad del método se evaluó en medidas repetidas de

ingesta en el grupo control con un intervalo de 3 meses (invierno y

primavera) . Los niveles de carotenoides en suero no mostraron

correlación en medidas repetidas para ninguno de lqs carotenoides, ni
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tampoco entre las medidas de ingesta por ambos métodos, excepto para

a-caroteno al utilizar el CES <tabla 32)

Aunque la ingesta individual de carotenoides no mostró

correlación entre ambas medidas, alrededor dÉ 45—70% de los

individuos fueron asignados a iguales cuartiles extremos en ambas

ocasiones (tabla 33) . El porcentaje menor correspondió a

criptoxantina y el mayor a jl—caroteno. El numero de sujetos

clasificados en cuartiles opuestos. en medidas repetidas varió entre

0% (luteína y ¡3-caroteno) y 7% <licopeno)

La ingesta de carotenoides en diferentes estaciones del año

mostró variaciones estacionales en ambos grupos (tabla 34>, siendo

sólo significativas para f3—criptoxantina (en ambos grupos) y a—

caroteno <en diabéticos) . En el grupo de diabéticos, se evaluó la

incidencia de variaciones estacionales en los niveles séricos,

observándose diferencias significativas sólo para licopeno y 13—
criptoxantina.

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

carotenoides en suero

.

La ingesta de carotenoides en ambos grupos, a partir de frutas y

hortalizas durante la dieta “pobre” en carotenoides, se muestra en la

tabla 35 y en la figura 12. El porcentaje de ingesta de carotenoides

a partir de frutas y verduras fue < 5% en arribos grupos respecto al

grupo control (Proyecto AIR, EU) y diatético respectivamente

<ajustado por estación del año), 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

carotenoides se muestran en la tabla 36.
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El porcentaje para ~-caroteno se estimó a partir del día Y del

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

la administración de la cápsula. Para a—caroteno, se utilizó

también el día Y como basal incluso aunque la mayoría de los

sujetos no recuperaron las concentraciones iniciales. Para los

carotenoides evaluados, diabéticos y controles mostraron curvas de

“aclaramiento” superpuestas, no observándose diferencias entre

grupos en ningún punto a lo largo del tiempo ‘ni en las AUC

<negativas) calculadas frente a valores basales. Én ambos grupos,

y para todos los carotenoides evaluados, las curvas mostraron dos

pendientes distintas reflejando dos ritmos de desaparición en

suero; uno rápido al inicio de la dieta (días 0—?) y otro más

lento (día 7 en adelante) . En ninguno de los grupos, se observaron

cambios en las concentraciones séricas de retinél tras la dieta

“pobre” en carotenoides.

5.5.- Biodisponibilidad de a- + ¡3-caroteno y luteina

.

5.5.1.— Respuesta en “TEL”.

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

mostró respuesta en TRL tras administración de a—+f3—caroteno,

aunque no se le excluyó del análisis final al responder a la

administración de luteína. En el estudio con a-+13—caroteno, dos

sujetos <un control y un diabético) fueron excluidos del análisis

estadístico final al presentar hiperlipemia en ayunas mientras que

en el estudio con luteína, un sujet& diabético fue excluido por la

misma causa.

Tras la administración de a—i-/3—caroteno, se observó un

retraso en la aparición de carotenoides y ésteres de retinilo en

TRL en ambos grupos que, junto con el hecho de que la mayoría de

los sujetos de ambos grupos mostraran el mayor incremento en TEL

tras la ingestión de la comida (a las 6 horas), determinó que no
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se recuperaran los niveles basales, especialmente en el grupo de

diabéticos (figuras 14-16) . Ambos grupos mostraron una gran

disparidad en las respuestas en TEL, la cual se correlacionó con

los niveles de triglicéridos basales en los diabéticos, en ambos

estudios <r>0.8, p<O.O1)

En ninguno de los sujetos (diabéticos y controles), a ninguno de

los intervalos de tiempo de recolección de muestrás, se observó la

presencia de 13-apo-carotenales, indicativos de rotura excéntrica de

a—/ 13—caroteno, ni aumento de 9—cis— (3—caroteno <suministrado en

cápsulas)

La respuesta en TEL (AUC 0—8 horas) a a—cardteno y 13-caroteno

fue similar entre grupos, obteniéndose incrementos relativos para 13-
caroteno y a—caroteno parecidos a su concentración en la cápsula,

aunque los diabéticos “reflejaron” mejor la composidión de la cápsula

mientras que los controles mostraron una absorción relativa mayor

para 13—caroteno. Los diabéticos mostraron AUC de ésteres de retinilo

<palmitato y totales>, a—caroteno y 13—caroteno mayores que los

controles aunque no se observaron diferencias significativas para

las respectivas AUC entre grupos, independientemente de la

inclusión o no de los sujetos con hiperlipemia en ayunas y/o del

control que no mostró respuesta con a—H-f3—carotexo <tabla 37) . El

palmitato de retinilo fue la forma éster predominante en ambos

grupos, contribuyendo alrededor del 65% al total de ésteres

cuantificados <periodo 0—8 horas> (figura 16>

Las curvas de concentración en TRL frente al tiempo mostraron

perfiles distintos en ambos grupos con un aumento continuo en el

grupo de diabéticos <figura 14—16> . Las concer?traciOnes máximas

fueron alcanzadas de forma simultánea en ambos grupos <excepto para

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

para a—caroteno)
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El porcentaje de absorción de la dosis total <a—+13—caroteno) se

estimó asumiendo una bioequivalencia en la capacidád de conversión a

retinol igual para ambos carotenoides, un factor de conversión de 1:1

para ¡3—caroteno y un volumen plasmático de 3.5 L para todos los

sujetos. Este porcentaje de absorción fue similar para ambos grupos

<6(1% en controles, 9% excluyendo el sujeto sin respuesta, y 8,4% en

diabéticos) . De ésta proporción, aproximadamente un 58% en controles

(49—72%) y un 62% en diabéticos <51—74%) se convirtió a retinol. La

absorción de a—caroteno intacto (sin transformar) fue del 1,6% y 2,6%

para controles y diabéticos, respectivamente. Para j3—caroteno

<calculado frente al 13-caroteno total, 8,2 mg>, el porcentaje de

absorción (sin transformar) fue, aproximadamente, del 3% en ambos

grupos.

La actividad relativa de conversión a retinol se estimó mediante

la relación AUC de ésteres de retinol totales / AUC de cz—+13—caroteno,

considerándose una relación alta como indicativo de una conversión

eficiente (Van Vliet y cols, 1995) . Se obtuvieron valores similares

en ambos grupos <1,53 en controles, 1,77 en diabéticos) . Aunque el

porcentaje de absorción total de la dosis mostró relación con

parámetros de control glucémico <mayor AUC a mayores valores de HbAlc

y fructosamnina>, la eficacia de conversión no se, relacionó con el

control de la diabetes.

La administración de luteína (en forma de ésteres) provocó un

aumento de trans—luteína y de la relación luteinaicetocarotenoides,

durante las 8 h posteriores a la administración de. la cápsula. No se

detectaron formas éster y no se observaron cambios significativos en

los niveles de anhidroluteina en ninguno de los grupos. La

concentración máxima y AUC para luteína fueron mayores en controles

que en diabéticos aunque ambos grupos se comportarqn igual frente al

tiempo <figura 17) . Comparativamente, a lo largo del período evaluado

<0—8 horas>, se obtuvieron AUC para luteína menores que para ¡3—
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grupos), luteínacaroteno <en ambos aunque la cantidad de

suministrada fue mayor que la 13—caroteno. Asumiendo un volumen

plasmático de 3.5 L, el porcentaje de absorción de la dosis durante

el periodo de 8 horas fue <1,5% en ambos grupos. Aunque el AUC para

luteína se correlacionó con los niveles de triglicéridos basales

(r>0.9,p<0.0l), no se relacioné con el control dé la diabetes. En

ninguno de los grupos, la respuesta en el primer estudio (a—+13—

caroteno) tuvo valor predictivo sobre la respuesta en el segundo

<luteína)

5.5.2.- Respuesta en plasnia.

Las concentraciones <AUC) de carotenoides, paimitato de retinol

y triglicéridos frente al tiempo mostraron una gran variabilidad

entre los sujetos en ambos grupos(tabla 38). En el periodo de 0-8

horas tras administrar la cápsula, los sujetos diábéticos mostraron

valores de AUC mayores para a—caroteno y palmitato de retinilo, algo

menores para 13—caroteno e iguales para luteína, aunqu e en ningún caso

las diferencias alcanzaron significación estadística (figuras 18-21>

En este periodo, los diabéticos mostraron concehtraciones máximas

mayores de a—caroteno y luteína, y menores de ¡3—catoteno y palmitato

de retinilo.

La respuesta de triglicéridos en plasma fué mucho menor en

diabéticos que en controles <p<O.OS) durante el estudio con a+13—

caroteno, mientras que fue similar en el caso de la luteína.

Asimismo, las respuestas de triglicéridos intra—sujeto en ambos

estudios fueron similares en los controles, mientras que en el grupo

de diabéticos, tres tuvieron AUCs negativas durante el estudio con

«+13—caroteno y los seis mostraron AUCs positivas en el estudio de

luteína. La mayoría de los sujetos, en ambos grupos, mostraron una

mayor respuesta de triglicéridos en el segundo estudio (luteína) que

en el primero <a—+13--caroteno) . Así, al relacionan las AUCs <periodo
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0—8 horas) para cada uno de los compuestos y el AUC de triglicéridos

en cada caso, los diabéticos mostraron valores muy $uperiores para a—

caroteno, ¡3-caroteno y palmitato de retinol, y fueron similares para

la luteína.

La relación AUC a—caroteno ¡ AUC ¡3—caroteno en plasma así como

de las concentraciones máximas alcanzadas fue mayor en diabéticos que

en controles. Durante el estudio con ct-+13--caroteno, en ningún grupo

se observaron cambios en los niveles séricos de retinol más allá de

los atribuibles a las variaciones del método.

Durante el periodo 0-6 días después de la suplementación con

dosis única, las concentraciones máximas en suero se alcanzaron a la

vez en ambos grupos para luteína, ¡3—caroteno <24 horas) y a—caroteno

<48 horas> <figuras 22—24) . Tras ajustar por, concentraciones

iniciales, los diabéticos mostraron incrementos mayores de a—

caroteno, menores de ¡3—caroteno e iguales de luteiná.

El perfil en plasma/suero a lo largo del tiempo mostró una

subida continua para luteína hasta alcanzar los máximos <24 horas> en

ambos grupos, mientras que para a—caroteno y ¡3—caroteno se observaron

bajadas en plasma, especialmente en controles, y posterior subida

hasta las 24—48 horas. A los seis días tras la adráinistración de la

cápsula, los niveles de 13—caroteno retornaron a valores basales

mientras que los de a—caroteno y luteína permanecieron por encima de

los basales, aunque sin mostrar significación estadística.
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TABLA 21.- control de calidad de los análisis. Precisión <reproducibilidad entre

años> y exactitud frente a Material de Referencia Certificado (*>

.

Compuesto pg/dl 02/ <%) % Desviac. frente S1~M

Retinol 34.0 8 +15

51.6 4 +0.4

84.5 4 —5

a—tocofexoi 860 6 +20

1019 8 4-1

1786 9 4-0.3

j3—caroteno (total) 24.9 17 —2

66.6 9 4-6

Luteína 5.6 19 —9

Paintitato de retinol 8.7 4 —12

Licopeno (total) (It) 35.3 2 ——

(trans) (#) 17.3 10 ——

a—caroteno(#) 3.9 6 ——

~—criptoxantina (ft) 5.8 6

18.0 7

Zeaxantifla(#) 5.7 40

y—tocoferol <4> 233 4

381 6

(~)Materia1 de Referencia SRM 968b (NIST, EEUU)

<4> Valores no certificados en el 5PM 968b.
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TABLA 22.- Variabilidad (CV> “en el dia” y a largo plazo <1 año> del, método

analítico (sistema III) (*

>

Cospuesto

Retínol

Palm. retinol

a—tocof crol

y—tocof crol

8—toco feroJ.

3—caroteno

j3—caroteno

(trans)

a—caroteno

licopeno

Licopeno (trans>

3—criptoxantína

a—criptoxantifla

Luteína

Zeaxantina

Lut.+ Zeax.

“en el dia

”

Media <n2> DT

55 0

10.5 0.7

772 2

161 2.1

17 1.4

15 0

14.5 0.7

2.1

64 . 5

31.5

4.8

1.4

11

3

13 . 5

0.9

0.7

2

0.4

0.3

o
0.1

0.7

CV (%

)

O

6.7

0.4

1.3

8.3

O

4.9

45

1

6.7

10

26

o

4.7

5.2

Beproducibilidad

Media (n=2> DT

52 4.6

9 2.0

758 23

169 15

18 2.5

15.3 0.5

14.7 0.5

2.0

59.3

29.3

4.5

1.2

10.7

3.6

14

0.6

.8

.4

0.5

0.3

0.6

1.1

1

(fl Resultados de muestras “ciegas” por duplicado “en el día” (Round Robín 38)

distribuidas por el NI5T. Para evaluar la reproducíbilídad —“entre días”— el mismo

suero fue analizado meses después (Round Robín 39) . concentraciones expresadas

en ~.tg/d1 de suero.

<1. año>

CV (%

>

8.8

29

3

8.8

14

3.7

3.9

32

15

13. 8

12 . 4

26

5.4

31 . 6

7.1
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TABLA 23. - Esquema temporal de análisis de muestras y reproducibilidad entre años

(CV %> del método analítico para muestras “ciegas” distribuidas en distintos años

Distribución temporal del estudio

1992 1993 1994 1995 1996 1997 1999

Población de referencia ¡ Población diabética

4— Estudio Fairtiliar —*

1- Estudio de Seguimiento

4—Biodisponíbilídad-+

Reproducibilidad (media (Da>, CV% (1

Retinol

a—tocoferol

y—tocoferol

3—caroteno (total)

(trans>

1992/ 1996

71 <4>, 6%

690 (38), 6%

214 (40>, 19%

62 <0.3), 0.5%

61 <2>, 3.5%

1993/1696

60 (2), 5%

630 <28>, 5%

290 (49), 17%

44 (3), 6%

1994/1995

87 <16), 17%

2006 (87>, 4%

363 <4>, 1%

108 <12), 11%

96: (9>, 10%

1997

27.4 (—), —6%

688 <—>, —3%

179 (—), 5%

24,3 (—), 1%

21,7 (—>, —2%

(~> Fat—Soluble Assurance Progralfltfle (NIST) . concentraciones expresadas en ~tg/d1 de

suero.
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TABLA 24.— Identificación de carotenoides en suero. Absorción máxima según su orden

de elución en sistema III (e>

.

1

2

3

4

5

6
.7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Compuesto

E,s—caroten—3, 3’—diona

3’ —oH—g,~—caroten—3—ofla

3—OH—It E—caroten—3 —ona

(ah—E) —Luteína

(ah—E) —Zeaxantina

(13—Z> —luteína

(13—Z> zeaxantina ?

No identificado

No identificado

(ahí—E) -Anhidroluteína 1

<all—E> —Anhidroíuteína TI

No identificado

No identificado

(ah—E) —a—criptoxantina

<ah—E>—3—criptoxantina

<ah—E) —hicopeno

(9—Z>— ó (5—Z)—licopeno

(13—Z)—licopeno

<15—Z> —licopeno

Neurosporeno

y—caroteno

~—caroteno a)

b)

o)

23 (ah—E> —ct—caroteno

24 <ahí—E> —j3—caroteno

25 Fitoflueno

26 13—cis—3—caroteno

27 Fitoeno

máxima (niEl>

418, 442, 471

418, 442, 421

423, 447, 472

423, 447, 476

454, 481

<333), 442, 469

<343), 447

447, 471

(352>, 430, 457, 493

447, 476

447, 476

445, 473

428, 449, 476

423, 449, 478

428, 457, 481

450, 476, 507

(367>, 450, 476, 507

<363), 449, 471, 503

<363), 442, 469, 500

418, 445, 469

440, 467, 496

382, 404, 428

382, 404, 428

382, 404, 430

420, 449, 478

425—430, 457, 483

335, 352, 370

(340>, 422, 449, 476

288, 300

%III/II

57

25

101

88

61

16

132

28

65

20

66

65

4g
6

103

36

93

75

61

70

108

<“) Máximos mostrados durante análisis cromatogrático (sistema III>

refiere forma “ahl—trans’; ( —Z> isómero “cis” en la posición especificada.

entre paréntesis indican absorción máxima en región ultravioléta.

X“ cis”/Amáx

0.06

0.09

0.43

0.47

0.06

o . 09

0.08

0.09

0.41

o . 57

0.05

0.04

0.09

0.62

(ah—E)

Valores
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TABLA 25.- Valores de referencia (pg/dl> para retinol, ci-tocoferol y carotenoides

en suero de sujetos control y diabéticos insulino—dependientes

.

CONTROL

HOMBRES MUJERES

Retinol

a-tocof.

a—toc. /col

ji—caroteno

ct—caroteno

3-criptox.

Luteina

Zeaxantina

Licopeno

5%

32. 4

790

3.85

3 . 60

0.86

3.70

4.43

1.14

6.01

25%

44.7

990

5.01

6.98

2.68

9.95

7.40

2.27

12 . 3

50%

53.3

1230

5 . 62

11.59

2 . 52

15.2

10.6

3.47

18.8

75%

61. 0

1480

6.36

16.1

3.76

26.0

14.8

4.55

26.3

95%

.75.3

1980

7.56

29.6

7.84

55.6

24.9

.7 . 50

47.1

5%

28.9

760

4.06

4.67

0.97

5.31

4.43

0.60

5.74

25% 50%

37.8

1010

4.83

9.66

2. 15

11..6

7.96

2.27

12 .3

75%

44.1 53.3

1200 1440

5.46 6.03

14.9 23.6

3.44 5.37

21.7 35.9

10.5 15.3

3.13 5.11

19.3 30.1

DIABETICOS

HOMBRES

Retinol

a—tocoferol

a—toc. ¡col

3—caroteno

a-caroteno

f3-criptox.

Luteina

Zeaxantifla

Licopeno

5%

23.5

570

4 . 13

2.42

0.43

3.26

3 . 07

0.80

25%

34 . 9

870

4 . 63

9.66

1 . 61

11.1

7.4

2.27

50% 75%

41.8 49.0

1015 1340

5.17 6.36

14.8 24.2

2.95 4.83

18.9 33.7

10.2 14.2

3.07 4.55

4.13 14.0 22.5 31.7 75.3 7.90 12~9

95%

69. 9

1780

7 . 13

43.9

12 . 1

79.8

25. 1

8 . 30

49.5

95%

63 . 3

1746

8.84

34 . 4

8.21

86.7

17 . 8

6.99

5%

24.3

790

3.60

6.66

0.75

6.52

4.60

1.25

MUJERES

25%

29.5

1000

4.40

12 . 9

2. 68

11.6

8.53

2.2.7

50%

36.7

1134

5.34

19.3

3.49

24.2

11.0

3 . 35

22.7

~75%

42.7

1440

6.20

29.5

6.44

55.3

15. 9

4 . 55

31.1

95%

53. 0

1810

7 .32

53.0

14.6

84.0

26.8

6.93

49.9
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TABLA 26.- Análisis de regresión logística condicional entre sujetos control y

diabéticos insulino-dependientes

.

HOMBRES MUJERES

j3-Coef. SE Sig. 3-Coef. SE Sig.

Retinol —0.076 0.01 <0.0001 0.085 0.01 <0.0001

3—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 retinol, a-tocoferol y carotenoides (uEIdI) en diabéticos (DMIDV

familiares no diabéticos (F) y controles no familiares (NR

.

HOMBRES MUJERES

Media

(95% IC)

Mediana 10% 90% Media

(95% IC)

Mediana 10% 90%

RETINOL

DM10

NF-control

E-control

43.5 (38.4-48.4)

54.7 (52.7-57.0)

51.8 (48.1-54.4)

40.1 *j’~

55.0 *

50.7 *

32.1

39.2

32.7

63.3

69.6

72.2

36.0(33.2.39.0)

48.1 (45.8.50.1)

43.0(40.4-45.0)

364t~

46.7

40.7*

26.6

34.9

29.5

43.3

62.7

59.9

a-TOCOF.

DM10

NF-control

E-control

1163 (1025.1296)

1339 (1279.1413)

1180(1107.1249)

1098t

1270

1111 *

810

952

801

1559

1761

1675

1240 (1120-13¿5)

1326 (1266-1374)

1128 (1068-1187)

1249

1292

1072*

848

982

762

1589

1701

1718

y-TocOF.

DM10

NF-control

E-control

55(43-68)

43 (37-49)

53 (47-58)

53

36

49

21

23

23

87

74

89

56 (46-65)

33(26.40)

54 (47-60)

~ 1-

49*

31

17

24

85

54

82

LUTEíNA

DM10

NF-control

F-control

10.8 (9.1-12.5)

13.6(11.9-14.8)

10.2(9.1-11.4)

9.7

11.4

91*

6.3

5.7

5.1

15.3

22.7

17.0

12.5 (9.7-15.3)

13.6 (12.5-15.3)

11.4(9.7-13.1)

11.4

12.5

9.1 *

5.7

6.8

5.7

21.6

21.6

18.8

ZEAXANTIN

OMID

NF-control

E-control

3.4 (2.8-4.0)

4.0 (3.44.5)

3.4(3.4.4.0)

3.4

3.4

3.4 *

2.3

1.1

1.7

5.1

6.8

5.7

3.4 (2.8-4.6)

4.0(3.4-4.5)

3.4 (2.8-3.4)

4.0

3.4

2.8 *

1.1

1.7

1.1

6.3

8.0

5.7

LICOP EN O

DM10

NF-control

E-control

22.5 (18.3-26.8)

22.0(19.9-25.2)

20.4 (17.2-22.5)

23.6

18.8

18.8

8.9

7.5

7.5

38.1

37.6

40.8

21.5 (17.2-26.3)

24.1 (22.0-27.4)

20.9(17.7-22.0)

20.9

22.0

18.3

10.7

7.0

7.5

38.7

45.1

40.8
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Q-CRIPTOX.

¡ DMID

¡NF-control

¡ F-control

30.4 (22.7-38.7)

21.6 (18.8-24.3)

18.8 (14.4-21.6)

26.0 ~

17.7 *

13.3 * 4

9.9

6.1

5.5

54.2

39.8

36.5

31.0 (23.2-38.7)’

33.2 (25.4-37.6)

26.0 (21.6-31.0),

27.61?

24.9

17.14

11.1

10.0

5.5

59.7

63.0

61.9

ct-CAROT.

DM10 3.2 (2.7-3.8) 3.2 * 1.6 5.4 4.8 (3.8-6.4) 43 ? 2.7 9.7

NF-control 4.4 (3.2.4.8) 3.2 * 1.1 ~ 4.8(4.3-5.4) 3.8 1.6 9.7

F-control 2.7 (2.2-2.7) 2.2 * * 1.1 4.3 3.8(3.2-4.3) 2.7* 1,1 6.4

3-CAROTENO

DM10 16.6(13.4-19.9) 15.6? 7.5 28.4 23.6 (18.3-29.5) 22.01? 7.0 50.5

NF-control 14.5 (12.9-16.6) 12.9 * 4.8 26.3 20.4 (17.7-22.5) 16.6 7.5 41.3

F-control 11.8(10.2-13.4) 10.2 * 4.3 21.5 17.2 (15.0-19.9) 12.9 ~ 4.8 32.7

Mann-Whitney U test: p<O.OS *Diferencia significativa entre sexos dentro del grupo. t Diferencia significativa

frente grupo no-familiar, ajustado por sexo. 1? Diferencia significativa frente a grupo familiar, ajustado por sexo.

*Diferencia significativa frente al grupo no familiar, ajustado por sexo.
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TABLA 28.- Análisis multivariante entre grupos (estudio familiar>

.

Análisis de regresión logística condicional emparejada (Datos emparejados>.

Familiares vs OMID

Sig

.

.018

.008

13-Coef

.

—0.127

0.079

• Mujeres

• SE

.048

039

Análisis de regresión múltiple (paso a paso

>

(Datos no emparejados> ¡

Familiares Vs DMID

Sig

.

.012

054

.021

Ii- Coef

.

—0.07 3

0. 037

SE

.026

016

Retinol

j3—Caroteno

3—criptox.

ct—caroteno

13- Coef

.

—0—106

o . 097

0.043

—0.545

No-familiares Vs DMID

Hombres

SE Sig

.

.028 .000

.045 .032

.016 .007

.204 .008

Retinol

jB—carot.

13-coef

.

—0.067

0.186

Hombres

SE

.028

.070

Sig

009

042

Retinol

3—caroteno

3—Criptox.

13- Coef

.

—0.048

0. 064

0.029

Hombres

SE

.019

033

.013

Sig

005

.020

NS

j3— Coef

.

—0.175

SE

039

Sig

.000

NS

NS

NS
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TABLA 29.- Inqesta de carotenoides

(invierno> y niveles séricos en sujetos

(pg/persona/dia> obtenida mediante CFS

control (n=67> y diabéticos (n44).

INGESTA

Luteina

Zeaxantina

ticopeno

3—criptoxantina

ct—caroteno

3—caroteno

NIVELES SERICOS

Luteina

Zeaxantina

Licopeno

j3—criptoxantina

a—caroteflo

3—caroteno

CONTROL

Media ± 3D Mediana

15,9 ± 8,7 15,5

4,9 ± 2,5

29,0 ± 16,7 32,1

22,3 ± 17,3 22,8

3,7 ±2,6

19,8 ± 12,4 18,7

Media ± 3D

11,5 ± 5,4

3,6 ± 1,7

21 5 + 14,5

27,7 ± 23,8

2,6 ± 3,8

15,8 ± 13,0

Q25

721

87

765

359

207

1409

Control

Q50

1343

148

2216

700

416

2112

Ql 5

2100

205

3291

1077

666

3326

Q25

584

68

1275

431

64

967

DMID

Q50

1370

93

1785

779

223

1668

Ql 5

2048

181

3236

1186

424

2657

1’

NS

NS

NS

NS

<0.03

NS

man 1’

Mediana

10,9

• 3,5

25,0

26,8

• 3,2

16,4

<0.001

<0.001

NS

NS

NS

NS
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TABLA 30. — Correlación entre ingesta de carotenoides y niveles séricos en sujetos

control y DMID(*

>

Luteina

Zeaxantina

13-criptox.

CES/Suero

Control

0.12

(—0. 02>

—0.11

<—0.14>

0.59*4

(0. 49~~~>

Licopeno 0.29*

<0.22>

a—caroteno 0.26~

<0. 42~)

~-carotenO 0.00

(0.29~>

OHIO

0. 31~

0.70*4*

0.20*

0. 51~~

0. 48~~

3—dias/Suero

Control

0. 14

(—0.22)

0.13

(0.05)

~

<o. 37~)

o.

(0.25)

0.02

(—0.12>

—0. 05

(0.18>

OHIO

0. 18~’

0.10

0.

0.20k

0. 2l~

0.15

Control

0.05

(0.11)

0.22

• <0.15>

0.

~

0. 28~

o . 22

0.19

<0.01)

0.05

<0.03>

CFS/3-dias

OHIO

o~ 43~~

0.37*4*

0.59*4*

0. 22~

0.23*

0.

(‘U Coeficiente de correlación de Spearinan; Grupo control evaluado en invierno

<n67) y, entre paréntesis, evaluado en primavera (n50) Grupo DMID evaluado a lo

largo de todo el año <n—135>;
4<O.OS; ~~=0.01; ~~~=0.00l. ¡

rABIA 31. - Porcentaje de sujetos asignados al mismo/opuesto cuartil de las

distribuciones (niveles séricos como referencia> ¡radiante CES en el grupo control

y OHIO (a>

.

Q—1 (%

>

Luteina

Zeaxantina

~3—criptoxantina

Licopeno

a—caroteno

j3 —caroteno

Control

18

29

53

29

47

12

OHIO

46

40

58

54

47

57

Control

47

18

59

47

47

41

(‘UGrupo control <n=67> ; Grupo DM10 (n143)

Q—4 (%

>

Cuartiles

opuestos <%

>

OHIO

47

40

67

31

51

44

Control

13

16

‘3

6

7

13

Orno

lo

14

1

15

4

3
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TABLA 32. - Reproducibilidad entre ingesta y niveles séricos de sujetos control

<n=55> en medidas repetidas (“1

Luteína

Zeaxantina

j3-criptoxantina

Licopeno

cz-caroteno

3 —caroteno

CFS-1/CFS-2

—0.0.7

—0.03

0.16

—0.02

0.41 **

0.20

3—dias—1/3—dias—2

0.02

—0.03

—0.02

0.26

—0.13 ¡

0.00

suero-l/Suero—2

—0. 22

o . 03

0.07

0.32

—0.16

0.10

yq coeficiente de correlación de Spearman; ~<0.01 ; Inviernol <1), primavera <2>.

TABLA 33.- Porcentaje de sujetos (n=55>

en medidas repetidas utilizando aB

.

asignados a cuartiles extremos de incesta

Luteína

Zeaxantina

13 -criptoxantina

Licopeno

a—caroteno

13 —caroteno

Q—1 (%

>

67

58

29

43

62

.75

Q—4 (%

)

57

47

60

64

64

64

Cuartiles opuestos

O

5

‘4

‘7

2
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TABLA 34.- Variaciones estacionales en la ingesta (pg/persona/dia> y niveles

séricos (ixg/dl) de carotenoides en sujetos con DMID y controles (

)

INGE STA

(mediana>

Prtnav. Verano Otoño Invierno Primav. Verano
1

724 8.73 11,3 10,8

2073 1785

1370

(1343>

62 82 93

(148)

1785

<2216>

152 428 .779t

<700)3

217 2851 223

(416>

1667

<2112>

1235 1687

4,4 3,0

27,3 39,O1~1&

17,2 16,4

3,1 3,1

20,3 17,2

883

(158.7)

Zeaxant. 106*

<149)

licopeno 1785

(2981>

3—cript. 450

<288)

a—carot. 215

(439>

13—carot. 1251

(2652)

Población

*

diabática:

Diferente

Diferente de verano;

Primavera (n

de invierno;f

38) ; Verano

Diferente de

n=22) Otoño (n45); Invierno

primavera. verano y otoño;

ferente de primavera, verano y otoño

;fl Diferente de otoño e invierno.

TABLA 35.- Inqesta de carotenoides

pobre” en carotenoides (~

)

Luteína

Zeaxantina

3 -criptoxan tina

Licopeno

a-caroteno

13—caroteno

(mediana; Ixa/,,ersona/dia>

DNID (nlO

)

72 <5%)

18 (19%)

12 (2%)

0 <0%>

0.2 (0%)

33 <2%)

durante la “dieta

• Controles (n=8

)

51 <4%)

• 16 (11%>

• 5 <2%)

0 (0%>

• 0.7 (0%)

18 (2%>

frente a grupo diabático y control o, respectivamente,

del año <invierno) <Tabla 29)

ajustado por estación

Luteína

SUERO (DMID, mediana>

Otoño

11,1

3,0

27,0

13,6

3,5

16,0

Invierno

10,9

3,5

25,0

26, 8t

3,2

16,4

1 Diferente de verano;t Di
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TABLA 36.— Carotenoides en suero (%) tras una dieta “pobre” en carotenoides

Días de dieta

Luteína

Zeaxantina

13-criptox.

Licopeno

Control

15

15

21

DMID

15

15

21

21 21

% final

alcanzado (~

>

Control DMID

62 65

66 58

44 46

35 33 NS

E Vida media (**

)

(dias)

Control OHIO

NS >21 >21

NS ½: >21

NS ~rl
8 12—18

10 10

ct—caroteno

13 —caroteno

11

11

11

11

59

52

55 NS 12—13

52 NS 12~14

(total>

(ft) control (n8) , DI41D (n10) . (t Porcentaje frente a concentración a la

entrada del estudio. <**) Tomado como 50% de concentraciones’ basales. Estimada a

partir de ajuste exponencial o curvas de regresión logarítmica.

TABLA 37.- Concentración frente al tiempo en “flL” (~>

.

CONTROL

AUC Cmáx. (t> AUC

OHIO

Cmáx. (t> 1’

a—caroteno

3—caroteno

Palm. Retinol

Total esteres

retinol

Luteína

(j.tg/dJ. h>

0.21± 0.19

(0.009—0.41)

0.85 ± 0.80

(—0.21—1.68)

1.22±1.08

(0.0—2.52>

1.72 ± 1.69

<0. 0—3. 96)

0.49±0.20

<0.30—0.82)

(jiq/dl>

0.23 V7h)

2.45 <7h)

4.41 (7h>

6.59 (7h>

1.27 <8h)

(pg/dl lO

0.34±0.38

<0.05—1.02)

0.92 ± 0.83

(0.20—2.34)

1.55 ± 2.0

(0.32—5.55>

231± 2.99

(0.49—8.29>

0.34± 0.22

(0.08—0.69)

0.92 (8h) NS

1.95 (.7h)

3.40

NS

(.7h) NS

5.25 (.7h) NS

0.93 (Bh) NS

<‘U sujetos con hiperlipemia

luteína), DMID (n=6 en ambos

excluidos (control (n4 con a—+3—caroteno

estudios)

4*>

(total>

12—13

12—14

n5 con
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TABLA 38.- Biodisponibilidad de caroternoides en plasma/suero

.

CONTROL DM10

a—car. 3—car. Palm.ret Luteina a—car. j3—car. Palm.ret Luteina

Niveles 0.62 8.77 1.72 5.60 2.11 14.0 ¡ 0.72 9.76

basales

(1>

AUC <~> 36 20 5 23

Triglicer.

AUC (**> 0.36 0.76 0.69 1.18 0.57 0.67 2.91 1.21

0—8 horas ± 0.34 ± 1.22 ± 1.93 ± 0.78 ± 0.50 ± 1.36 ± 2.7 ± 0.82

cynáx. 1.58 3.68 6.17 3.39 1.75 2.93 • 5.47 5.21

(0—8 <8h> <7h) (7h) (9h> (8h) (8h> (7h) (9h>

horas>

cmáx. (A> 2.79 6.80 — 8.74 3.34 4.96 9.00

suero (48 h) <24 h> <24 h> <48 h> (24 h> (24 h>

AUC/AUC 10 21 19 59 114 134 ¡ 582 52

<trigí.>

<0—8 h>

cetA>

Sujetos con hiperlipemia excluidos (control (n=4 con a—+13—caroteno, n=5 con

luteína>, DMID (n6 en ambos estudios. <1) concentración (>4/di) en ayunas,

antes de la ingestión de la cápsula ; (‘U mg/dl.h; (~~) gg/dl.h; (ft) j.tg/dl,

corregido por valor basal; (##) ng/mg. AUcs no significativas entre grupos,

excepto pata triglicéridos en el estudio de a+13—caroteno (p<0.O5>
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6.- DISCtJSION

6.1.- control de calidad de los análisis

.

Para interpretar correctamente las concentraciones de

carotenoides, retinol y a—tocoferol, establecer rangos de referencia

y detectar grupos de riesgo en una población, se debe utilizar un

método validado y conocer la distribución de los compuestos en la

poblacion.

La utilidad del método analitico depende de la incertidumbre de

la medida (variabilidad del método) y de la : distribución del

“analito” en la población (Sharpless y Duewer, 1995) . La precisión y

exactitud del método empleado en este trabajo, a ló largo del tiempo

del estudio, a concentraciones típicas de la población donde pueden

tener un significado clínico (valores altos o bajos), están en

general calificadas por el National Thstítute ‘of Standards and

Technology (NIST> (EEUU) como “excepcional” y “aceptable” (± 1 o 2

SD) para los compuestos con valores certificados (retínol, a—

tocoferol, 13—caroteno, luteína y palmítato de retinilo)

La distribución de concentraciones de estos compuestos en dos

poblaciones es una combinación de artefactos de medida, muestreo de

la población y diferencias intrínsecas de las poblaciones (Sharpless

y Duewer, 1995> - El método analítico utilizado mostró para retinol y

a—tocoferol una variabilidad muy baja en el rango completo de

concentraciones. No obstante, la exactitud (% desviación frente a

valores certificados) mostró valores de entre +15-20% a

concentraciones bajas de ambos compuestos en materiales de

referencia. Dada la distribución observada de estos compuestos en las

poblaciones, este hecho afectaría a un porcentaj:e bajo de sujetos

control mientras que en sujetos diabéticos provocaría una

subestimación de la prevalencia de valores marginales de retínol (<

30 gg/dl) en la población diabétíca. En el caso del a—tocoferol,

esto afectaría a un porcentaje bajo de arabas poblaciones (percentil

5%)
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Para el f3—caroteno, la exactitud frente al valor certificado

fue -2% y la variabilidad dentro del año < 4% a concentraciones

próximas a la mediana de todos los grupos. Aunque el coeficiente de

variación entre años fue >10% a concentraciones próximas a las

medianas de los grupos, su posible efecto podría éstar atenuado al

afectar a una proporción de sujetos similar en ambos grupos

<ajustados por sexo) y por el análisis aleatorizado de los grupos a

lo largo del tiempo.

A concentraciones bajas tanto la reproducibilidad como la

exactitud mostraron valores altos para determinadoscompuestOs. Así,

para a-caroteflO, a—criptoxantína y zeaxantina se obtuvieron

coeficientes muy variables <5—45%) . Este hecho se puede relacionar

con las bajas concentraciones encontradas en los sudros certificados,

próximas al límite de detección, que fueron • utilizados para

establecer la reproducibilidad, a interferencias con otros compuestos

y, en algunos casos, a pérdida de resolución de los compuestos a esas

concentraciones (ej. luteina/zeaxantina) . Aunque eáto parece afectar

por igual a todos los grupos, sin embargo, la presencia o ausencia de

diferencias estadísticas pueden ser debidas, al menos en parte, a

efectos de medida y no necesariamente a diferencias propias de las

poblaciones.

El análisis aleatorízado de las muestras (controles y

diabéticos) y los valores de reproducibilidad y exactitud analítica

obtenidos, permiten establecer, con un grado de certidumbre

razonable, que las diferencias observadas para la mayoría de los

compuestos analizados son debidas a variaciones intrínsecas de las

poblaciones estudiadas excepto, posiblemente, para a—caroteno y

zeaxantina. En el estudio familiar, dado que la recolección de la

muestra y el análisis se realizó el mismo día para~ cada familia, las

diferencias observadas dependen sólo de la baja variabilidad

analítica en el día y, por tanto, estas diferencias reflejan

variaciones intrínsecas en la distribución de los compuestosentre

grupos.
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6.2.- Grupos de poblacion

.

• Independientemente de los artefactos de medida, sesgo en el

muestreo y diferencias propias de lá población (Sharpless y Duewer,

1995) , la variabilidad intraindividual es otro factor que determina los

niveles de carotenoides en sujetos y su distribución en la población,

afectando su interpretación y comparáción con otros ‘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 población pertenecían a la

misma localización geográfica (Madrid) y presentabanuna distribución de

edad similar. Asimismo, los sujetos fueron seleccionad¿saleatoriamente

a lo largo del año, ajustando la estacionalidad como factor determinante

de los niveles de carotenoides en suero (Olmedilla y cols, 1994) . Aunque

la proporción de fumadores no se pudo ajustar entre grupos y sexos, las

diferencias observadas sugieren que este no fue un factor determinante

en la distribución de las concentraciones en los grupos (ver más

adelante) -

Por otro lado, el hecho de que diferencias similares entre sexos y

entre grupos (controles vs diabéticos) han sido descritas en otros

grupos de población (“validación externa”) (Thurnhamn y cois, 1988; Ito y

cols, 1990; Rojas—Hidalgo y Olmedilla, 1993; Basu y coú, 1989; Krempf y

cois, 1991; MartinOlí y cois, 1993) y la ausencia de criterios estrictos

en la inclusión de los sujetos, hace que los grupos estudiados puedan

ser considerados representativos y, posiblemente, tías diferencias

observadas extrapolables a una población mayor.

En el estudio familiar, se asumió la existencia de caracteres

genéticos compartidos y patrones alimentarios similares. Además, se

realizó la extracción y análisis de sangre tanto del diabático como del

familiar en la misma época del año y día, lo cual anula prácticamente la

variabilidad analítica. Así, el efecto del muestreo de la población se

comprobó al estudiar el grupo control no—familIar y controles

familiares. Al comparar ambos grupos, el análisis univariante mostró

diferencias en la mayoría de los compuestos mientras que el estudio
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multivariante eliminó estas diferencias excepto para el a—caroteno.

Asimismo, al comparar el grupo no—familiar con ‘los diabéticos,

desaparecenlas diferencias en los carotenoides provitaminicos (excepto

f3—criptoxantina en hombres) lo que puede relacionarse, dada la baja

variabilidad analítica, con factores poblacionales (mayor desviación

estándar en el grupo no-familiar) . Al igual que en el eátudio de valores

de referencia, el análisis multivariante reveló mayores niveles de

carotenoides provítamínicos asociados a la diabetes, especialmente en

hombres.

6.3.—Prevalencia de valores marginales y “óptimos” en sujetos con

diabetes mellitus insulino-dependiente

.

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

diabéticos la prevalencia de niveles marginales y “óptimos” para

retínol, a—tocoferol /colesterol y ¡3—caroteno, compuestos para los

cuales se han sugerido niveles “óptimos o adecuados” para la prevención

de deficiencias y enfermedades crónicas.

No se encontraron niveles deficientes de vitaminá A y E (< 10 gg

retinol /dl; < 0.5 mg a—tocoferol/dl) ni en controles ni en diabéticos.

concentraciones marginales de retinol (20—30 ~ig/dl) se observaron en el

2% de hombres control y 5% de las mujeres control, algunos de los cuales

pertenecían a individuos muy jóvenes en los cuales se pueden considerar

normales (Machlin, 1984; 1991) . Por el contrario, en el grupo de

diabéticos, una mayor proporción de sujetos se encúentran en estos

rangos, siendo las mujeres el grupo de mayor riesgo (aproximadamenteel

9% de hombres y el 23% de mujeres) . Es posible que estos porcentajes

sean algo mayores dada la sobreestimación de los niveles de retinol en

el rango bajo de la distribución.

En el rango bajo de vitamina E (0.5-0.7 mg a—tocoferol/dl) se

hallaron aproximadamente el 10% de hombres diabético~ y el 3% de las

mujeres diabéticas y de controles (hombres y mujeres),. No obstante, al

considerar la relación a—tocoferOl/colesterOl, prácticamente todos los

sujetos presentaron relaciones > 25 (pg/mg), valor considerado en
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general como adecuado (t4achlin, 1984, 1991) . Sin embargc, de acuerdo con

Keller y Salked (1988), cocientes entre 2.2 y 3.8 son considerados como

marginales, por lo que sólo un 2—3% de los controles y el 5% de las

mujeres diabéticas estarían en este rango, mientras que los hombres

diabéticos tendrían valores >3.8.

La asociación entre una ingesta y/o niveles séricos elevados de

estos compuestos y un riesgo relativo mínimo de muerte prematura por

enfermedadcardiovascular, cáncer y otras enfermedadesdegenerativas, ha

llevado a algunos autores a proponer valores de concentración “óptima”

deseable para estos compuestos en sangre (Keller y Salked, 1988; Gey,

1994)

Según la distribución de retinol en estos grupos, sólo el 2% de

hombres y mujeres diabéticas mostrarían niveles considerados como

“óptimos” (>5’? ~ig/dl) frente al 35% de hombres y 15% dehnujeres control.

Respecto al 13—caroteno, un mayor porcentaje de la población diabética

(30% hombres, 42% mujeres) frente al grupo control (13% hombres, 30%

mujeres) mostrarían concentraciones séricas “óptimas” (>21 gg/dl) según

Gey y cols (1994>. Por el contrario, menos del 4% en ambos grupos

estarían dentro de esta categoría de acuerdo a los valores de geller y

Salked (1988) (>64 ¡tg/dl) . Respecto a la relación a—tocoferol/colesterOl

(parámetro que muestra de forma más consistente la correlación inversa

con enfermedad coronaria), y tomando como referencia el valor de 5.2

(geller y Salked, 1988; Gey, 1994), aproximadamente =50%de los sujetos,

tanto controles como diabéticos, presentan relaciones superiores a este

valor, indicando que más de la mitad de la población estudiada presenta

una situación de bajo riesgo cardiovascular conforme a éste parámetro.

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

carotenoides, retinol y tocoferoles

.

La concentración de carotenoides en suero está determinada tanto

por la ingesta dietética como por factores no dietéticos. Los estudios

de prevalencia llevados a cabo (valores de referencia, estudio familiar)

muestran, en general, niveles mayores de carotenoides provitamínicos en
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la población diabética y menores de retinol, mientras que carotenoides

no—provitamínicos, a— y y—tocoferol y la relación a—

tocoferol/colesterol, no se diferencian. Asimismo, el análisis

multivariante mostró de forma consistente al retinol y ¡3—caroteno como

variables asociadas a la diabetes, mientras que a-caroteno, j3—

criptoxantina y licopeno sólo se asociaron a la diabetes en hombres. En

general, estos resultados coinciden con lo descrito por otros autores en

sujetos con DMID (ver tabla 13) -

Teniendo en cuenta que los pacientes con diabete& y sus familiares

comparten factores genéticos y, posiblemente, patrones dietéticos, las

diferencias entre grupos pudieran indicar una alteración del metabolismo

de carotenoides en estos sujetos como se apuntó en lqs años 1930-1940

(Rallí y cols, 1935; Murrilí y cols, 1941) . Sin embargo, los mayores

niveles de carotenoides provitaminicos en diabéticos púeden reflejar un

mayor consumo de determinadas frutas y verduras <p.e. zanahoria,

naranjas), incluso dentro del mismo hogar. No obstante, mientras que

esto pudiera explicar las diferencias en ¡3—criptoxantina (dado que el

85% de su ingesta depende del consumo de naranjas en invierno y

primavera), no parece probable en el caso de ~—caroteno, determinado en

la población española sólo en un 25% por el consuno de zanahorias y en

más del 50% por verduras y tomate (Granado y cols, 1996) - Así, el hecho

de que los niveles de luteína y licopeno (aportados por verduras y

• tomate) no varían entre estos grupos, sugiere que la ingesta dietética

no es tan distinta entre grupos como para explicar todas las diferencias

encontradas en las concentraciones séricas de carotenoides. Por otra

parte, los análisis multivariantes mostraron a ¡3-criptoxantina y

licopeno como variables asociadas a la diabetes sólo dn hombres, lo que

sugiere la presencia de patrones dietéticos distintos entre sexos.

El hábito tabáquico 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 encontrádas en el estudio

familiar puesto que los menores niveles de a—, j3-caroteno y j3—

criptoxantina no se presentan en los grupos con mayor proporción de

fumadores como sería de esperar.
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Los mayores niveles de carotenoides en diabéticos, pueden reflejar

mayores concentracionesde lipoproteinas (específicamente, LDL) como sus

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

los niveles de lípidos entre grupos y la relación ~-óaroteno/LDL fue

mayor en diabéticos que en sus familiares control, ajuÉtados por sexo,

lo que indica que mayor cantidad de 13—caroteno pot mg de LDL se

transporta en diabéticos. Asimismo, si los mayores niveles fueran un

efecto paralelo de los niveles de lípidos, cabria esperar que otros

compuestostransportados de forma preferente en las misr~ias lipoproteinas

(p.e. licopeno, a—tocoferol) también mostraran diferencias entre grupos,

hecho que no se observó en el presente estudio.

El grupo de pacientes diabéticos presentan niveles más bajos de

retinol <aunqueno valores de deficiencia> como se ha descrito desde los

años 40 <Murrilí y cols, 1941; Mosenthal y cols, 1944; Kimble y cols,

1946) . Este hecho no parece determinado por una menor ingesta de

retinol—equivalentes dada la presencia de mayores niveles de

carotenoides provitamínicos en este grupo. Así, podría estar asociado a

una alteración en el metabolismo de carotenoides (Ralli y cols, 1935;

Murrilí y cols, 19941; grilí y cois, 199?), deberse a una alteración de

la síntesis de RBP (Basu y cols, 1989; Basu y Basualdo, 199?) y/o

menores niveles de transtiretina (Gebre-Medtin y cois, 1985) la cual

podría afectar la formación del complejo con RBF—retinol y/o aumentar la

excreción de RBP.

Aunque en el estudio familiar no se evaluó la presencia de

microalburtinuria en los sujetos, ninguno de los diabéticos estaba en

hemodiálisis o mostraba signos de retención de nitrógeno, presentando

niveles de creatinina sérica, urea y urato dentro de la normalidad. De

acuerdo con otros autores (Martinolí y cols, 1993; Ha j cols, 1996), si

los pacientes diabéticos hubieran presentado macroalbuminuria o fallo

renal, seria de esperar que mostrasen niveles más altos de retinol que

los controles.

Por otro lado, como se observó en el estudio de seguimiento, con

valores normales de microalbumainuria, el retinol no mostró relación con

ésta variable. Es posible que en los estudios de refe=enciay familiar,

algunos de los pacientes desarrollaran signos tempranos o intermedios de
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nefropatía -con microalbuminuria intermitente dependiente de la

hiperglucemia- mostrando niveles menores de retirol bajo estas

condiciones (Martinoli y cols, 1993) . Sin embargo, cabe señalar que la

excreción urinaria de albúmina y RBF son indicadores distintos de la

función renal (función glomerular y tubular, respectivamente) y que la

diabetes insulino-dependiente puede afectar la función’ tubular incluso

en presencia de una función glomerular normal (Dubrey y cols, 199’?),

pudiendo existir una mayor excreción de REP, incluso en ausencia de

microalbuninuria (Catalano y cols, 1993; Dubrey y cols, 199’?)

Las concentraciones de retinol menores en diabéticos pudieran

reflejar una respuestade fase aguda, episodios de fiebre o infecciones,

las cuales disminuyen las concentraciones de albúmina y transtiretina

séricas y aumentan la excreción de RBP (Thurhnam, 1990; Stephenseny

cols, 1994> . En los estudios de prevalencia, no se determinaron

proteínas de fase aguda (p.e. proteína C reactiva), aunque los sujetos

estaban, aparentemente, libres de infección y fiebre y mostraron niveles

de albúmina en el rango normal. Asimismo, aunque eh el estudio de

seguimiento, la presencia de infecciones (con o sin périodos febriles)

se asoció, con valores de retinol sérico intra-sujeto más bajos, parece

poco probable que los menores valores de retinol observados se puedan

relacionar con una mayor presencia de infeccionés en pacientes

diabéticos.

Respecto al a—tocoferol, en sujetos diabéticos se han descrito

tanto niveles elevados como normales (ver tabla 13) lo que puede

reflejar la inclusión de sujetos con hiperlipidemia y/o heterogeneidad

de los grupos analizados, y un mal control de la di’abetes (Holler y

cols, 1993; Mooradian y cols, 1994; Ndahimana, 199~), dado que al

estandarizar con colesterol, los niveles no son diferéntes de aquellos

mostrados por sujetos normolipémicos (Vandewoude y co•ls, 1987; Tsai y

cols, 1994) - En el presente estudio, a—tocoferol, y—tocoferol y la

relación a.-tocoferol/colesterOl no fueron diferentes entre los sujetos

diabéticos y sus familiares en primer grado, ni fueron asociados a la

diabetes mellitus en los modelos de regresión múltiple.
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6.4.1.- Tiempo de evolución de la enfermedad y presencia de

retinopatia.

Los sujetos con más de 10 años de evolución de la enfermedad

mostraron niveles de a-tocoferol ligeramente más elevados y menores de

licopeno. concentraciones elevadas de a—tocoferol, junto con niveles

altos de retinol, han sido descritos en diabéticos con nefropatía

(Martinoli y cols, 1993) y menores de licopeno en sUjetos con fallo

renal crónico (Ha y cols, 1996) - Aunque los resultados obtenidos en

nuestro estudio pudieran relacionarse con la presencia de alteraciones

renales en estos sujetos, esto no parece probable ya que no presentaron

concentraciones séricas elevadas de retinol asociadas a nefropatía

(Martinolí y cois, 1993)

Mientras que diferencias en el perfil lipídico podrían explicar

los mayores niveles de a—tocoferol en el grupo con más de 10 años de

evolución, esto no explicaría los menores de licopeno dado que ambos

compuestos presentan una distribución similar en lipoproteinas. En

nuestro estudio, los menores niveles de licopeno podrían ser debidos a

un sesgo estacional en la selección de los sujetos dádo que una mayor

proporción de sujetos fueron seleccionados en primavera en el grupo de

más de 10 años, mientras que en el grupo de menos de 10 años, más

sujetos se seleccionaron en verano, coincidiendo con una mayor ingesta

de alimentos ricos en licopeno (Granado y cols, 1996)

Por otro lado, la presencia de retinopatía se asqció a sujetos de

mayor edad y tiempo de evolución de la enfermedad, aunque no se

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 intensivd, los valores de

fructosamina y HbAlc mostraron una tendencia a disminuir, acercándose a

valores de referencia, aunque los niveles de retiriol y la relación a-
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tocoferol/colesterol no mostraron cambios significativos. Aunque el

retinol sérico mostró una correlación negativa con HbAlc y la dosis

total de insulina/día, pero no con la fructosamina, al éstablecer puntos

de corte basados en objetivos razonables de control de la enfermedad

(glucemia <155 mg/dl y HbAlc <7.2%) (ADA, 1996c) , no se observaron

cambios significativos en los niveles de retinol ni en la relación a—

tocoferol/colesterol, y ninguno de los parametros se asoció al retinol

en modelos de regresión múltiple. Estos resultados Sugieren que el

control glucémico en la diabetes, según estos paráinetro= y los puntos de

corte establecidos, no parece ser un factor determinante de los niveles

de retinol ni de la relación «—tocoferol/colesterol en suero en este

grupo.

Por otro lado, los niveles más bajos de retinol en diabéticos

podrían relacionarse con un status bajo de proteínas, hierro o zinc

(Machlin, 1991; Basu y Basualdo, 1997) . En el estudid de seguimiento,

los sujetos diabéticos no mostraron signos bioquímicos de status

nutricional deficiente aunque, de forma individual y temporalmente,

algunos presentaran valores bajos en suero de cinc y/o ferritina.

Aunque, el retinol se relacionó con ferritina (indicador de status

nutricional de hierro) y cinc (cofactor en la síntesis de RBP), ninguna

de estas variables se asoció como determinante de los niveles séricos de

retinol en modelos multivariantes.

Por último, la ausencia de variaciones significativas en la

relación a—tocoferol/cOlesterOl, en función del control’ de la enfermedad

y a lo largo del tiempo, puede deberse a la utilización de ésta

relación, como medida más fiable del status de vitamina E, y a los

criterios de inclusión 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; Tsai y cols, 1994>
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6.5.— correlaciones entre compuestos en suero

.

En el análisis de las poblaciones control y diabática, se

encontraron correlaciones altas (>0.6, p<O.OOOí), independientemente del

sexo y de la presencia de diabetes, para a—/f3-caroteno y

luteina/zeaxantina, siendo similares a los observados en otros estudios

(Ascherio y cols, 1992) . Estas correlaciones pueden ser debidas a la

presencia simultánea de estos carotenoides en frutas y verduras de

frecuente consumo (Granado y cols, 1992; Hart y Scott, 1995; Olmedilla y

cols, 1996c) . Sin embargo, luteína y Il—caroteno, carotenoides presentes

de forma invariable en verduras (Granado y cols, 1992; Olmedilla y cols,

1996), presentaron una correlación baja (<0.30) lo que puede estar

relacionado con la capacidad provitamínica A del 13—caroteno.

Valores relativamente altos (r>0.50) se observaron para licopeno/a—

caroteno en hombres diabáticos y jl—criptoxatina/ ¡3—caroteno y zeaxantina

en mujeres diabéticas. Correlaciones similares a las observadas entre

licopeno/13—caroteno han sido descritas por Ascherio (1992) quien

sugiere, dada la ausencia de correlación dietética, un nexo absortivo o

metabólico entre ambos carotenoides. No obstante, en nuestra población,

el consumo de tomate contribuye de forma significativa a la ingesta de

ambos carotenoides (Granado y cols, 1996) - Este hecho, junto con el

aumento de absorción de licopeno en presencia de ~—ca~oteno (Johnson y

cols, 1997), pueden explicar, en parte, la correlación observada.

Correlaciones entre 0.01—0.1 para retinol y cada uno de los

carotenoides provitaminicos se pueden explicar a pattir del control

homeostático 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 diabáticas, ligeramente superiores a las observadas por otros

autores (Tee y cols, 1994) - a—tocoferol se correlacionó con luteína y

zeaxantina en todos los grupos excepto con luteína en hombres diabéticos

(0.09, p<O.S) . Dado que tocoferoles y carotenoides son transportados por

lipoproteinas, aunque con distinta distribución (Jonhson y cols 1992;

Traber y cois, 1994), se podrían esperar similares cérrelaciones para

otros carotenoides vehiculizados por las mismas partículas, aunque éstas

fueron menores.
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En general, las correlaciones observadas entre sex9s y entre grupos

(ajustados por sexo) parecen indicar que la relación entre estos

compuestos en suero no está asociada con problemás metodológicos

(Sharpless y Duewer, 1995) sino que reflejan diferencias entre grupos

debidas a hábitos dietéticos y/o efectos metabólicos.

6.6.- La dieta como determinante del status sérico de carotenoides

.

6.6.1- Validación y reproducibilidad del CFS.

En la validación de los métodos de ingesta, ‘se utilizó como

referencia los niveles séricos de carotenoides — considerados como

marcadores bioquímicos- ya que presentan errores de medida

independientes (Vant Veer, 1993), y aunque esto~ marcadores no

representen medidas directas de exposición dietética dada la variación

intra— e inter-individual en la biodisponibilidad de ¡ nutrientes (Van

Vliet y cols 1996; De Pee y West, 1996; Parker, 199’?)

Las correlaciones obtenidas con ambos métodos indican, globalmente,

una mejor relación entre niveles séricos e ingesta evaluada con el CFS

que con registros de 3 días, en ambos grupos, lo que puede deberse a un

numero insuficiente de días registrados. Diferent~s estudios han

encontrado correlaciones significativas entre ingesta de algunos

carotenoides y suero usando cuestionarios de frecuencia (Coates, 1991;

Ascherio, 1992) mientras que otros no evidenciaron relación para

licopeno, f3—caroteno y luteína y zeaxantina (Coates, 1991; AscheriO,

1992; Forman, 1993; Kaardinal, 1995) - Las correlaciones observadas

fueron mayores en diabáticos y en mujeres (en ambos grupos) lo que

pudiera relacionarse con una mayor fiabilidad en la evaluación de la

ingesta en estos sujetos y/o una diferente biodisponibilidad debido al

consumo de distintos alimentos en estos grupos. Así, las bajas

correlaciones para licopeno podrían estar relacionadas con la menor

biodisponibilidad de este carotenoide a partir de fuentes no procesadas

(Stahl y cols, 1992a) así como con una mayor variabilidad en el

contenido de licopeno de las principales fuentes en la dieta (Granado y

cols, 199’?; Olmedilla y cols, 1998)
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Además de los factores implicados en la relación dieta-suero

(variación inter—individual en la absorción y entre carotenoides,

• diferentes matrices de alimentos, tipo de procesamiento, etc), la gran

variabilidad intra e inter-individual tanto en el consumo como en los

niveles séricos de vitaminas, hace que las correlaciones entre ingesta y

suero sean, en el mejor de los casos, modestas (Bolt¿n—Smith y cols,

1991). En el presente estudio, se obtuvieron valores “aceptables” de

correlación (>0.5—0.6; Jarvinen, 1996> para ¡3—criptoxántína, en ambos

sexos y grupos, mientras que para otros carotenoides sólo se obtuvieron

en el grupo de diabáticos utilizando el CES. En gáneral, la menor

correlación para 13—caroteno y luteína puede relacionarse con el mayor

número de frutas y verduras que aportan estos carotenoides, así como con

la capacidad provitamínica del ¡3-caroteno, mientras que para a-caroteno

y ~—criptoxantina, la mayor correlación se deba, posiblemente, al menor

numero de alimentos que aportan estos carotenoides. Asimismo,

variaciones estacionales en el consuno de frutas y verduras también

afectan las correlaciones con suero debido a que las fuentes son

distintas y pueden afectar la biodisponibilidad de los carotenoides

(Scott, 1996), hecho observado para f3-caroteno, a—caroteno y licopeno en

el grupo control.

En general, el CFS asignó correctamente en cuartiles extremos un

mayor número de diabáticos que de controles, especialmente en el cuartil

inferior, excepto para f3-criptoxantína la cual iñostró la mejor

correlación con el suero, coincidiendo con lo descrito por Forman y

cols. (1993) . En el caso de luteína, zeaxantina, g-caroteno (en

controles) y licopeno (en diabáticos), el porcentaje de sujetos

asignados a cuartiles opuestos fue el esperado por el azar (Garrow,

1995) . Este hecho puede indicar tanto que el método utilizado no es

válido para estimar la exposición real a estos compuestos, discriminando

los sujetos según su ingesta, como a que los niveles séricos no reflejan

la ingesta real de manera dosis—dependiente.

En la evaluación de la reprodncibilidad del CFS (ingesta en

invierno y primavera en el grupo control), se observó ausencia de

correlación entre las medidas repetidas de la ingeáta lo que puede

indicar una baja reproducibilidad del método utilizado, incapacidad de
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los sujetos para reflejar su consumo de alimentos y/o variaciones en el

consumo de alimentos (Jarvinen, 1996) . Sin embargo, estas variaciones se

presentaron tanto en la ingesta como en los niveles séricos de

carotenoides lo que parece indicar que esta falta de reproducibilidad se

debe a cambios dietéticos que se reflejan en los niveles séricos de

carotenoides.

Aunque, no se puede descartar un “efecto de apreñdizaje” en este

grupo, que implicaría un aumento de la variabilidad intra—individual,

aumento de errores y correlaciones disminuidas (Goldbobrn y cols, 1995),

la baja proporción de sujetos asignados a cuartiles opúestos en medidas

repetidas, parece indicar tanto que una elevada proporqión de sujetos

mantienen sus patrones dietéticos a lo largo del tiempo así como que el

método (CFS) es razonablemente útil para identificar sujetos en rangos

extremos de ingesta, independientemente de las variaciones estacionales

en el consumo de determinados alimentos.

6.6.2.- Ingesta dietética y niveles séricos de carotenoides.

Los CES suelen sobreestimar la ingesta, especialmente de frutas y

hortalizas, aunque son válidos para clasificar ingesta dietéticas entre

grupos y sujetos (Block, 1992) . Así, los resultadés observados no

proporcionan necesariamente medidas cuantitativas sino, más bien,

cualitativas de ingesta entre grupos.

Los sujetos control mostraron ingestas de carotenoides mayores que

los diabéticos, excepto para luteína y ~3—criptoxantina y los niveles

séricos reflejaron los patrones dietéticos entre grupos, excepto para

luteína. La falta de coincidencia en las diferencias significativas

entre dieta y suero pudiera estar relacionada con errores de medida

dietética (especialmente en controles), interferencias en suero (p.e.

luteina/zeaxantina), el bajo número de sujetos en los 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)’ aunque 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 sobreestimación de la ingesta mediante

el uso de CFS, la menor correlación entre ingesta y suero en el grupo

control y/o la diferente biodisponibilidad a partir de distintos

alimentos. Asimismo, en el estudio con diabéticos a lo largo del tiempo,

las variaciones en la ingesta de carotenoides en distintas épocas del

año se reflejaron en los niveles séricos, coincidiendo con observaciones

previas en nuestra población (Granado y cols, 1996; Olmedilla y cols,

1994>

Por otro lado, tras dietas “pobres” en carotenoides, tanto los

sujetos diabéticos como controles presentaron descensqs significativos

de todos los carotenoides en suero, coincidiendo con lo descrito por

otros autores respecto a que los niveles séricos reflejan la ingesta a

corto plazo (Rock y Swenseid, 1992a; Bowen y cols, 1993; Yeuxn y cols,

1996> - El ritmo de desaparición en suero presentó dos velocidades

distintas y coincide con lo descrito en otros estudios <Rock y cols,

1992a; Stahl y cols, 1992a>, sugiriendo la presencia’ de dos reservas

corporales con velocidades de recambio diferentes (Rock~ y cols, 1992a)

El ritmo de desaparición en suero fue distinto para los diferentes

carotenoides y se relacionó, en parte, con las concentraciones séricas

iniciales (más rápido a mayor concentración) . No presentó diferencias

entre diabéticos y controles, alcanzándose porcentajes finales similares

para todos los carotenoides y valores de vida media dé carotenoides en

suero iguales para ambos grupos y similares a los • descritos en la

bibliografía (ver tabla 8b)

En conjunto, estos resultados indican la dietÑ como un factor

determinante de las diferencias en carotenoides séricos entre los grupos

analizados, sin descartar el efecto de otros factores <p.e.

biodisponibilidad) en la relación dosis—dependiente entre ingesta y

suero. Asimismo, en ausencia de su aporte en la diéta, el ritmo de

desaparición de carotenoides en suero, y recambio • de las reservas

corporales, es independiente de la presencia de diabetes insulino—

dependiente.
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6.7.- Biodisponibilidad de carotenoi&s

.

En los estudios de biodisponibilidad, el área de concentraciones

frente a tiempo (AUC> proporciona una medida de la cantidad de nutriente

absorbido a partir del tracto gastrointestinal <Kostic y cols, 1995),

especialmente en fracciones de lipoproteinas ricas en triglicéridos -

“TRL”—(Van Vliet y cols, 1995). Asimismo, el perfil de: la curva frente

al tiempo puede proporcionar información sobre velocidad de absorción,

mientras que la concentración máxima alcanzada y el tiempo requerido

para alcanzarla dan idea del momento en que la velocidad de absorción y

desaparición se igualan. Sin embargo, cabe resaltar que estos parámetros

(AUC, concentración máxima y tiempo para alcanzarla, vida media) son

farmacológicos y que su aplicación al estudio de hutrientes no es

totalmente comparable dada la presencia endógena de esos nutrientes.

La respuesta en TRL a la administración de carotenoides mostró una

gran variabilidad entre sujetos en cada grupo, coihcidiendo con lo

descrito en otros estudios <Stahl y cols, 1995; Van Vliet y cols, 1995;

Kostic y cols, 1995; Wingerath y cols, 1995; Jonhson y cols, 199’?;

Gártner y cols, 1997; Pateau y cols, 1997) . Como ha sido señalado por

Van Vliet y cols <1995), la comparación cuantitativa 4e los distintos

estudios de biodisponibilidad descritos en la bibliografía es poco útil

debido a la gran variabilidad en los diseños utilizados (dosis, patrón

de comidas, cantidad de grasa, esquema de la toma de muestras,

características de los sujetos, tipo de muestra evaluada (TRL, suero))

En el presente estudio, la ausencia de 9—cis—W-carOteno, j3—apo-

carotenales <indicadores de rotura excéntrica) o formas: éster de luteína

en TRL y plasma durante el período de 8 horas tras la administración de

las cápsulas, 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)

cualitativamente, ambo5 grupos se comportaron de forma similar

aunque los diabéticos mostraron una mayor absorciór4 relativa de a—

caroteno frente a ~—caroteno (AUCs y C.máx), tanto en TRL como suero,

reflejando mejor la composición de la cápsula administrada. Aunque estas
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diferencias no fueron significativas, pueden estar relacionadas con una

absorción, incorporación a quilomicrones y/o utilización preferencial

como sustratos precursores de retinol. Asimismo, el aumento de alí—

trans-luteína y de la relación luteina/cetocarotenoides observada en TRL

en ambos grupos parece indicar que los cetocarotenoides no se forman

durante la absorción de luteína y/o preparación de la muestra sino

posteriormente ‘Un vivo”, lo que concuerda con lo observado en otros

estudios de suplementación con luteína (Khachick ~ cols, 1995a;

Olmedilla y cols, 199’?a)

Al comparar con estudios de biodisponibilidad similares, se observó

un retraso en la respuesta en la mayoría de los sujetos de ambos grupos,

posiblemente relacionado con el protocolo utilizado 4atrón típico de

comidas y sin periodo de ayunas durante las 8 horas de estudio),

provocando un retraso en el vaciamiento gástrico y en la lipemia

postprandial debido a la cantidad y tipo de grasa <40 g de aceite de

oliva) administrada con la cápsula (Fielding y cols, 1996; Borel y cols,

1997) . La concentración máxima de carotenoides, ésteres de retinilo y

triglicéridos coincidió en el tiempo y se presentó, én ambos grupos,

inmediatamente después de ingerir la comida coincidiendó con lo descrito

por Fielding y cols (1996) quienes apuntan que este tipo de respuesta

sugiere la liberación de quilomicrones preformados • (en la primera

comida), más que el procesamiento completo de la grasa en el lumen

intestinal.

El porcentaje estimado de absorción de a+fl—caroteno en TRL durante

el período de 8 horas no se diferenció entre grupos (8—9%, excluyendo al

sujeto control que no respondió), y coincide con lo descrito en sujetos

con diabetes (tipo MODY) (Ramachandran, 1973) . Sin embargo, este

porcentaje es algo menor al descrito en otros estudios (Van Vliet y

cols, 1995; Novotny y cois, 1995> debido, posiblemente, al retraso

observado en la respuesta. De la cantidad absorbida, aproximadamente un

60% apareció como ésteres de retinol (% de conversión) en ambos grupos.

Aunque estas estimaciones son meras aproximaciones y deben 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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El perfil de la curva de concentraciones frenté al tiempo fue

diferente para a-+j3—caroteno y luteína. La menor absorción relativa de

luteína frente a a-+13—caroteno y el perfil de absorción frente al tiempo

observado (en arribos grupos) indica diferentes cinétidas de absorción

para estos carotenoides (Kostic y cols, 1995; Van Vliet, 1996; Pateau y

cols, 199’?> y puede estar relacionado con la capacidad provitamínica A,

estructura química y transferencia entre lipoproteinas para ambos

carotenoides (Kubler y von Renersdorf, 1993; Pateau y cols, 199’?;

Parker, 199’?)

La respuesta con luteína (en TRL y plasma) fue dimilar en ambos

grupos mostrando un aumento continuo a lo largo del estudio lo que

coincide con lo observado en suero por Kostic y cois <1995) Sin

embargo, la respuesta con a—+13-caroteno en TRL mostró un perfil a lo

largo del tiempo distinto según los grupos. Los diabéticos mostraron un

aumento constante durante las 8 horas mientras que los controles

presentaron una curva de absorción más definida en el tiempo, retornando

a valores próximos al basal al final del período de 8 horas. Aunque esta

diferencia pudiera indicar una velocidad más lenta de absorción y/o

incorporación en sangre de los carotenoides provitánínicos en los

diabéticos, es posible que este perfil en el tiempo refleje el

aclaramiento más lento de quilomicrones en sujetos con diabetes mellitus

insulino—dependiente (GeorgopoulOs, 1994; Georgopoulos ~‘ Saudek, 1994)

Estos autores, utilizando ésteres de retinilo domo marcador de

lipoproteinas de origen intestinal, observaron un aumento de partículas

de origen intestinal (correspondientes a quilomicrones residuales) hasta

10 horas en el periodo post—prandial (Georgopoulos y Saudek, 1994> . Este

efecto es independiente del control glucémico de la enfermedad y estaría

relacionado con la vía de administración de insulina (subcutánea)

provocando una mayor insulinemia periférica y una menor estimulación de

receptores LDL o LRF hepáticos (GeorgopOulOs, 1994) . Por otro lado, el

comportamiento similar de ambos grupos en el estudio con luteína, podría

deberse a la diferente cinética de absorción de este 1 carotenoide, así

como su posible transferencia a otras lipoproteiflas que no reflejan

directamente el metabolismo lipidico post—prandial <p.e. HDL)
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La velocidad de absorción condiciona el tiempo~ necesario para

alcanzar la concentración máxima así como la recuperación de niveles

basales. Esto podría explicar, en parte, las mayores AUCs con menores

C.máx observadas en fracciones TRL de diabéticos y hac&probable que las

AUC para a—+j3—caroteno y ésteres de retinilo en diabéticos estén

subestimadas, lo que implicaría que estos sujetos presentan mayor

absorción en comparación con los controles.

En plasma, las AUCs observadas durante el periodo~0-8 horas fueron

diferentes a los encontrados en TRL. Sin embargo, hay, que señalar que

los niveles plasmáticos, incluso en el periodo 0-8 horas, no reflejan

fenómenos de absorción y/o conversión a retinol <Van Vliet, 1996) - Por

otro lado, mientras las C.máx alcanzadas a las 24—48 horas para a—

caroteno y luteína entre grupos coinciden con lo observado en los

estudios de prevalencia, esto no ocurre con el j3—carot~no. No obstante,

las Cmáx observadas a las 24-48 horas reflejan niveles alcanzados tras

suplementación con dosis única y es posible que para el 13—éaroteno no

sean totalmente comparables a los niveles alcanzad~s tras ingestas

prolongadas <p.e. dieta habitual) - Cabe señalar que lÉ concentraciones

séricas a las 24—48 horas tras la administración de éápsulas, indican

el recambio hepático a través de las VLDL o múltiplés compartimentos

hepáticos <Parker, 1996a) y que los niveles plasmáticos reflejan

variaciones en diferentes puntos del metabolismo d~ carotenoides -

absorción intestinal, liberación y aclaramiento en plasma, distribución

a tejidos y liberación de depósitos corporales- que puede ser diferente

entre carotenoides (Jonhson y cols, 199?)

La respuesta en plasma se asoció con los niveles de triglicéridos

en ayunas. Aunque en ambos estudios el protocolo seguido fue igual, la

lipemia post—prandial en los diabéticos durante el ‘estudio de a—+13--

caroteno fue baja debido a las AUC negativas en algunos sujetos. Así, al

relacionar la AUC de a—, ~—caroteno y ésteres de retinilo con el AUC

para triglicéridos, esta relación fue superior en diabéticos mientras

que ambos grupos se comportaron igual en el caso de luteína. Este hecho,

junto con la presencia de respuesta de a-, ~3—carot9no y ésteres de

retinilo en diabéticos incluso con lipemias “negativas”, pudiera indicar

una mayor eficacia de absorción de estos carotenoides en diabéticos.
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En este sentido, el control de la glucemia~ puede ser un

determinante de la mayor absorción de carotenoides provitaminicos,

posiblemente, a través de su repercusión sobre el metabolismo lipídico

post—prandial (Georgopoulos, 1994; Georgopoulos y Saudek, 1994),

coincidiendo con lo observado en diabéticos con un mal control de la

enfermedad (Head, 1921; Rabinowitch, 1930; Mosenthal, 1941; Cohen, 1958;

Emerson, 1966) . Sin embargo, los menores niveles de retínol, en el grupo

de diabéticos evaluado, no parecen estar relacionado~ con el control

glucémico ni deberse a una alteración en la conversión a retinol de

carotenoides (Ralli, 1935; Murrilí y cols, 1941; Hoerer y cols, 1974;

Krill y cols, 1997) sino, posiblemente, asociados a factores genéticos

<Krill y cols, 199’?) y a fenómenos de transporte y/o eliminación <Basu y

cols, 1989; Gebre—Medhin y cols, 1985; Catalano y cols, 1993; Dubrey y

cols, 199’?) -

Por último, la biodisponibilidad de algunos carqtenoides implica

tanto su absorción como su conversión a retinol (Párker, 1997) . En

conjunto, los resultados sugieren posibles diferencias en la absorción

de carotenoides provitaminicos pero no en su conversi4n a retinol o en

carotenoides sin actividad provitainíruica A. El diferente comportamiento

de los diabéticos pudiera indicar una diferente bio¿isponibilidad de

carotenoides con o sin actividad provitanínica A • respecto a los

controles, coincidiendo con lo reflejado en los estudios descriptivos.

Aunque el número de sujetos es comparable al de otros estudios de

biodisponibilidad, la gran variabilidad observada y el reducido número

de sujetos por grupo hace que estos resultados deban considerarse como

tentativos y pendientes de confirmación en un número mayor de sujetos.
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CONCLUSIONES

1.— Los sujetos con diabetes mellitus insulino-dependiente

presentan un perfil de carotenoides en suero ‘ cualitativamente

igual que los sujetos control. De forma cuantitativa, presentan

mayores niveles de carotenoides provitaminícos <a-caroteriO, ¡3-

caroteno y ¡3—criptoxantifla) e iguales de no—provitamínicos

(luteína, zeaxantina y licopeno)

2.— Las diferencias en el perfil de carotenoides entre grupos no

se deben a variabilidad analítica o sesgo en el muestreo sino, más

bien, relacionadas con patrones dietéticos distintos.

3.- El cuestionario de frecuencias semicuantitativo diseñado es

útil para clasificar sujetos en rangos extremos de ingesta y en

distintas épocas del año. La mayor correlación entre ingesta y

niveles séricos de carotenoides en diabéticos puede estar en

relación con la mayor fiabilidad de las respuestas así como con

una mayor biodisponibilidad en estos sujetos-

4.— La diabetes insulino-depefidiente no modifica la tasa de

aclaramiento de carotenoides y/o el recambio dé carotenoides de

depósitos corporales ni la vida media en sudro, aunque estos

sujetos parecen presentar una mayor eficacia • de absorción de

carotenoides con actividad provitamír’ica A, posiblemente~ en

relación con el control de la glucemia.

5.— La diabetes mellitus insulino—depefidiente constituye un factor

de riesgo para un status sérico marginal (pero no deficiente) de

retinol, especialmente, en mujeres. Este hecho no se debe a un

menor aporte en la dieta ni a una alteración én la capacidad de

conversión de carotenoides provitamínicos a retinol sino,

posiblemente~ relacionado con fenómenos dé transporte y/o

eliminación.
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6.— La normalización de los parámetros de coñtrol glucémico,

tiempo de evolución de la enfermedad y presencia de retinopatía no

modifican el status sérico de retinol.

‘?.- La diabetes mellitus insulino—dependiente no parece ser un

determinante de indicadores del status séricol de vitamina E

(relación a—tocoferol/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 mayór prevalencia y

severidad de infecciones en este grupo.

9.— Las concentraciones de carotenoides y la reláción a—toc./col.

observada en diabéticos, como parte del status sérico de

antioxidantes, no apoyan la hipótesis de un status antioxidante

liposoluble bajo en estos sujetos.

10.— En base a estos resultados, la utilización de algunos de

estos compuestos en la prevención de las complicaciones a largo

plazo de la diabetes parece, cuando menos, ¡ prematura. Cabe

señalar, sin embargo, que los niveles séricos de estos compuestos

pueden no reflejar de forma fiable la situacion en tejidos y que,

tanto la hiper— como hipoglucemia en estos sujetos, puede

modificar la actividad de estos compuestos.
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APÉNDICES



AP~CICE 1.— CuestionariO de frecuenciassemicuantitativq pata la evaluaci.&’

de la ingestade carotenoides.

Encuestador /Auto-adffiifliStrado

Edad: Sexo:
(Si es mujer, indicar si toma

antíconcepti¡V05 orales) <CE>

Taus:

¿Toma vitaminas de algún

¿Cuál ? ¿Con

¿Toma algún medicamento?

ti po? SI/NO
qué frecuencia?

(NO CONTESTAR>

¿Evita algún alimento en especiai? ¿ cuál/es?

<. Está haciendo o ha hecho recientemente
dieta? SI/NO <CE> ¿ Cuál ? (NO CONTESTAR>

algun

<.. Tiene preferencia o consume más frecuentemente
de alimento? SI/NO ¿ Cuál/es?

tipo de

algún tipo

¿ Cuantas piezas de fruta suele tomar al día?

¿ Cuantas veces suele
a la semana.

tomar verduras,hortalitas o ensaladas
<oc-lp

<, Toma a diario o habitualmente vino/cerveza
bebidas alcohólicas. (Si/NO)

<SI/NO>

¿ Cuántas veces por semana come menestra,
verduras o puré de verduras?

¿ Fuina? SI/NO
¿Cuánto (aprox.)

u otro tipo de

panaché, sopa de
<QC-l>

CF-CAROT

Nombre y apellidos:

Fecha:
(QC-2)

Peso:

A)

¿ Hace cuánto tiempo?
al día?
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E) Por favor, complete el
alimento/s y marque con un
cada grupo (considerados

siguiente cuestionario.
circulo la frecuencia de

en su conjunto>

Subraye el
consumo de

1> HORTALIZAS/VERDURAS
(QC-1> (Número

- De color verde

* Espinacas <1)

* Acelgas (2>

0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, más de 7

0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, más de 7

• Judías verdes,alcachofas,
coles de Bruselas, lechuga,
espárragos trigueros,
pimientos verdes. (3>

0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, más de 7

OTROS: guisantes (4>
Brdccoli (5>
escarola (6>
apio(7), Habas (9>

0, 1, 2,
0, 1, 2,
0, 1, 2,

3, 4,
3, 4,
3, 4,

-De color ro la-anaran lado

Zanahoria (BM> (10>

Tomate natural (ensalada> (11>

Frito o ketchup <12>
(BM>

0, 1, 2, 3, 4, 5, 6,

0, 1, 2, 3,

0, 1, 2, 3,

7, más de 7

4, 5, 6, 7, más de 7

4, 5, 6, 7, más de 7

Pimiento rojo,(13> 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, más de 7

OTROS: Lombarda( 14>
calabaza(15>

0, 1, 2, 3, 4,
0, 1, 2, 3, 4,
0, 1, 2, 3’, 4,

5, 6, 7, másde 7
5, 6, 7, más de 7
5, 6, 7, más de 7

-De color blanco-amarillentO

Co]iflor, repollo, cebolla,
calabacín, pepino) (16>

Patata (cocidas, fritas etc.
(17> (BM>

Maíz (cnsa]adas, mazorcas...>
(18> (BM>

OTRAS: Puerros, nabos,
endivia, cardo,
berenjenas( 19>
Aguacate <20)

Setas, champiSon, nfscalos...(21>

0, 1, 2, 3, 4, 5, 6,

1, 2, 3,

0, 1, 2, 3,

0, 1,
0, 1,
0, 1,

0,

4,

4’,

0,

7, másde 7

5, 6, 7, más de 7

5, 6, 7, más de 7

2, 3, .1, 5, 6,
2, 3, 4, 5, 6,
2, 3, 4, 5, 6,

1, 2, 3, 4, 5,

í, más de 7
7, más de 7
7, más de 7

6, 7, más de 7

Frecuencia semanal
de veces por semana)

5, 6, 7,
5, 6, 7,
5, 6, 7,

más de 7
más de 7
más de 7
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Nthnero de piezas/porciones a la semana
<Marque SOLO las frutas que consume en estas fechas>
(QC—2>

FR L TAS

Naranja BM (22>

MandarinaliH? (23>

Plátano (24>

Manzanas <25)

Peras (26>

Melocotón (27)

Albaricoque (28>

Fresón/Presa <29)

(np dc veces/semana>

SandIa (30>

Cerezas (31>
(NQ de veces/semana>

OTRAS: Melón (32), p15a
(33>, ciruelas (34>
Granada<35), kIwi (36>
pomelo(37>, kaki <38>,

0, 2, 2,

0, 1, 2,

0, 1,

0, 1.

0, 1,

0, 1,

0, 1,

0, 1,

3, 4, 5, 6,

3, 4, 5, 6,

2, 3, 4, 5,

2, 3, 4, 5,

2, 3, 4, 5,

2, 3, 4, 5,

2, 3, 4, 5,

2, 3, 4, 5,

0, 1, 2, 3, 4, 5,

0, 1, 2, 3, 4, 5,
0, 1, 2, 3, 4~ fi.
0, 1, 2, 3, 4, 5,

7,

7,

6,

6,

6,

6,

6,

6,

más

más

7,

7,

7,

7,

7,

7,

de 7

de 7

más

más

UdB

más

más

más

6, 7, más

6, 7, más

6, 7, más de
6, 7, ada de
6, 7, más de

3> LÁCTEOS <Subraye el

Leche (desnatada <39>,
semidesnatada (40>,
entera <41)>

Yogures o similares
(42)

Queso
(fresco, normal ,curado>

(43> (44) <45>

Mantequilla
o margarina
(46)

tipo de leche/queso y la frecuencia>

diario/frecuente/alguna vez/(casi >nunca

diario/frecuente/algur~a vez/<casi >nunca

diario/frecuente/aigura vez/(rasi >nunca

diario/frecuente/alguna vez/<casi )nunca

2>

de

de

de

de

de

de

7

7

7

7

7

7

de 7

de 7

7
7
7
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4> OTROS (Subraye el tipo de alimento y marquella frecuencia)

djario/frecuente/algufla vez/<casi )nunca

diario/frecuente/alguna
diario/frecuente/alguna

vez/(caSi>nunca
vez/(casi >nunca

Salmón o trucha
<incluido patés>
<BM> (47>

Aceite de Oliva (48>
Otros aceites

diario/frecuente/alguna vez/<casi >nunca

~jarjo/frecuente/algUfla vez/(casi>fluflca

~j~~jo/frecuente/&lgUflA
diario/frecuente/alguna
diario/frecuente/alguna

vez,
vez,
vez/

Huevos (¿ Cuántos a
<49>

la semana?)

Vísceras
(Hígado, rifiones, sesos

t50>

Zumos envasados
<Indicar de qué fruta>

<, Le
cuestionario?

djarjo/frecuente/algufla

di~rio/frecuente/algUfla
~jarfo/frecuente/algUfl,a
diario/frecuente/alguna

ha parecido difícil/complicado

SI (mucho / poco

vez/<casi >nunca

vez/< casi
vez/< casi
vez/(casi

rellenar

nunca
nunca
nunca

este

<oc>

NO

GRACIAS POR SU COLABORACION

Carne

Pescado: azul
blanco

<casi>nunca
(casi> nunca
(casi )nunca
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AV~~DI~ II. — Recoxmndaciofles dietiticas durante ej. estudio de Biodisponibilidad.

DIETA POBRE EN RETINOL (sólo durante el primer día)
Se EVITARáN los siguientes alimentos:

vísceras (hígado, riñón, etc), leche entera o semidesnatada,
yogures, quesos, mantequilla o margariha, otros derivados
lácteos, huevos o derivados, croquetas, empanados

DIETA POBRE EN CAROTENOIDES(durante los 12 días del estudio)

Se EVITARAN los siguientes alimentos (en general, todos los
que tienen colores):

Hortalizas: espinacas, acelgas, judías verdes, alcachofas, coles
de Bruselas, berza, lechugas, espárragos trigueros, pimientos
(verdes, rojos o amarillos), guisantes, brócolí, escarola, apio
(blanco o verde>, habas verdes, zanahoriá, tomate (natural,
frito, zumo, salsas, en sopa, . . ), grelos, cardo, calabaza,
maiz, puerros, endibia, nabos, berenjenas, perejil, berros.

EntÉ&: naranja, mandarina, plátano, melocotón, nectarina,
albaricoque, sandia, melón “francés” (interior anaranjado), pina,
frambuesas, arándanos, ciruelas (de cualquier color), kaki,
nísperos, granada, pomelo, aguacate, mango, lichi, frutas secas o
en mermelada o confituras.

Otros: helados o sorbetes (de colores), yema de huevo, quesos (de
color amarillento o anaranjado), yogures o derivados lácteos con
frutas, natillas, flanes, mantequilla, vísceras, gazpacho,
chorizo, sobrasada, patés, mariscos, salsa para cóctel, ketchup,
pizzas, empanadillas, zumos comerciales de frutas, refrescos
(tipo Fanta o Trinaranjus), trucha, salmón
Complejos vitamínicos <excepto los expresamente recomendados por
su médico), productos de herbolario, alimentos suplementados con
vitaminas o carotenoides.

SI ALGUNA VEZ COMENALGUNODE ESTOS AtIMENTOS, POR FAVOR,
ANÓTELO Y COMUNIQUENOSLO.

Alimentos que SI puede comer:
Hortalizas: coliflor, repollo, lombarda, •cebolla, pepino (sin
piel), calabacín (sin piel), patatas, níscalos, setas, champiñón,
espárragos blancos, rábanos

Frutas: peras (sin piel), manzanas (sin piel), limón, fresón,
cerezas, melón (tipo Villaconejos), kiwis, chirimoya, uva blanca.

Otros: arroz, pasta, pan blanco o integral, queso fresco, leche,
yogur natural, cuajada, requesón, nata, clara de huevo, ajo,
garbanzos, judías blancas o pintas, lentejas, carnes (todas,
excepto las adobadas), aves, caza, pescadós “blancos o azules”,
sepia, calamares, atún o bonito, bacalao, ostras, chirlas, pulpc.
(no añadir pimentón), embutidos (sin pimentón), croquetas, cremas
de espárragos o de champiñón, frutos secos (no frutas secas),
vinos, cerveza, refrescos (tipo ‘Gaseosa”, tónicas c.
similares)
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Reference values for retinol, tocopherol, and main
carotenoids in serum of control and insulin-

dependent diabet¡c Span¡sh subjects
BEGOÑA OLMEDILLA,* FERNANDO GRANADO, ENRIQUE GiL-MARTíNEZ, INMACULADA BLANCO,

¿md ENRIQUE ROJAS-HIDALGO ¡

Tu establislí reference ranges fur use in clinical ¿md
epideniiologicaL studies. we determined concentrations
of retinol, a-tocopherol, ¡3-carotene, a-carotcnc, ¡3-cryp-
toxanthin, lulein, zeaxanthin, ¿md Iycopene in 450 Span-
ish control subjects and 123 Spanish patients witlí
insulin-dependent diabetes mellitus (¡DOM). Results
were grouped according lo sex, and samples were col-
lected throughout Ihe year. Concentrations of retinol
were significantly Iowa and fi-carotcnc ¿md a-carutene
were higher iii women Ihan in ¡neo, both in controis ¿md
10DM subjects, whereas ¡3-cryptoxanthin concentra-
tions were higlíer oniy in control woníen. Conditional
logistic regression analysis showed thaI retinol, ¡3-caro-
Lene, and Iycopene were the variables associatcd with
diabetes. In comparison with other populations, our
controis showed, lo general, ordinary concentrations uf
retinol, comparatively low ¡3-carotene and high ¡3-cryp-
toxanthin concentrations, and a reiativeíy high a-Lo-
copherol/cholesterOl ratio.
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and cataracís ¡9—12).
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iv is ev¡dent ‘3 tarttt neití serillo coiiceiitr.111tt115 rení
var¡ous po}íulations 11 4 ¡ l8¡,ahlct thai has made it
ditfict¡lt lo est.3blislí tonselISLIS ctitt’tÍ poil3ts kw applica—
tion te dillerení 1íepuí.ítions ant’ lo, iritoqirctatioii nl

ca ¡eteiií íd CtiiiCOLit ¡a t it ‘<3 iii t líe Co fl tos t uf ti ¡sease p leven—
tiolí.

Subjects ~vit h ~ tiI iii —d 2pt’iid cnt ti iabt’tt’s 33C1 ti tus
(lIiI)M ) ah aulleI3g 1130 greílps .ít r¡sk el líaving t’t~,

títa ¡Ti e colicelí t r.3 ti otis ¡ ¡9, 2<)). Desp te t 3(2 la ¡ge a nieu it

el literature tiealiiig x~itli (líe role el dietan conipesitiOlí
u a ‘n t rol ‘1 di abetos mclii u 5, oil a ti vol y low st ud les ti tal

;vitli llie oliects of 1130 tliso.ise 0<3 131iC¡t,1311t¡it’13t status 113

líese pat lee ts. 113050 tlía t tib a rt. i eCol3Cl t15i ve /21, 22!.
[>3(2presení siutí y ~vastlt’sigl3ed tu, estabí 513 relerence

\<ltltts leí tliese ct’li3petIntlS ‘3 eur poptiLatioai br use 113

c0133p13ri50135 ;vith etlier control populatiouis, ter inteipiel—
i3g val tíos 3 di Ile rei3 t cliii ¡cal cené it ieuis, a <3d br a ppl —

tatíeii iii tIit~t ,113t
1 iii l3itaItIi ,iiui ilíscaso ep¡uieiiiiologicai
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ti ia ¡3~ 133a los 32 vea rs, le ma les 325 xea rs). Iliov liad
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sex (210 niales ané 240 bernalcsy aíié seruní san3ples were
¿a kcn ant] averagctd ¿Ji reí’ giieo 1 ¿lío vea r (sp<< ng—su m ni c’r
a eti a u tu nííi—w i e ter), gi ~‘t1n 1l3a t seasona 1 it y nia V hill u —

0300 llie Ce<iece Ira 1 bis ob seve ¡al ob t lío a <ial y tes bol <3 g
inves¿igated /16/.

Also recruited xvere 123 <isul in-depenéent ti iabetics,
ages 13 te 84 vea rs (<red ¡a ti: ni a los 27.5 vea rs, bcnia les 27
vears). Gret~ps ‘vero estatilíslied accertfing te seN (citY
males ané 63 females) ané saníple celleclion xxas evenlv
disíributed throughou t dic vear.

Tlíe age éisiribulioíís aid proportierís of sniokers x~’cre
sj ni 1 Li r iii boIb greo ps. i3ieed san) pl i~s wQi’c col lected a flor
¿ni overnighl fast ané ceetribugeé .íl 63Og br 10 níin; tlíe
seruní xvas removed antí síereé al —24 0C ueti 1 ar,alvzed
(xvi ¿b iii 5 m ~3¿13$). fl

3~t pn íced it ¡cts oseé wc’re i ti accer—

éau3ce with dic cíhical stanéa ¡tis ob 113(2 Etluical Committee
of Clinical investigalion ob Cli<íica Puerta tic Hierre.

SAMPI.E PUEPARATION AND CIIROMATOC.RAI’i!Y

Tlíe HI’LC níciheé mié saníple preparalion useé in Ibis
sttitly xveie sligiitlv niodí ficé frouií Ihose previeuslv tic-
soribeé 1181. Brieflv, 800 it ob ellIaliel conla’níng retinví
acelale (0.4 mg! L) ané tecoplíerví acoLite (01 g/L) as
inlernal standarés xvas adécé te 800 gL of serum. Abler
xortctx.mix ng fin 45 s, toe ext racied ¿lic st-ra ¿teice tvi¿

13
IRxanu. (2 níL, síabilizeé xv ¡tlí 0.1 g/l. btu Ivíated Iíx’é mxv-
toluene), vorlex—níixiííg [líe extracís bor 3 ané 2 mm,
respectívelx’. ‘Elle ergaíiic phases wore removed, peoled,
a íd e”a pera teé ti litio ni 1 rogee aln3tispliere, ¡etjO<ist it u tt’ti

xvi th 300 ML ob ¿iii eqtix’oltuníe sol u Lien ob telrahvd re-
furan:ethanol, antí iuijecteé (75 4.) ojíto (líe E-] tIC sx’s-
terii.

Tlíe cliron3atograpliic svsteni censisteé ob a Spht’ri—5-
RE-ls er Splíeri-5-ODS (5 gn3) coltírne (Applieé l3iosvs-
¿oms, San Ji ,stt, CA) ííscd xvi th g raíl cii ¿ cliii en al 1 .8
níL 1 níin broní a,íimeuiitu ni acetato, 0.2 g ¡ L iíí acetonitri le:
diclilorornethane:níetliauiel (85:15 liv vol), br 5 muí tú

ariímenuorn aa~¿atc’, 0.2 g/L e acohinitfl ltt:mt.tlianol (70
20:1<) liv vol), ber 20 ¡T3i<3.

The following computinés xvere analvzeé: carolenciés
(lutein, zeaxaníhin, $-crvptoxaetliun, lx’cope<ie. <y-caro-
lene, atié ¡3.caroleíie), rv—toceplierol. a<ié retijiol. Ollíer
iéenlifieé coiiiptiti uds unclutied y—tocoplierol. retiíivl
palmilate, ~-crvptoxantlii<í. phix’toene, phvíofltíene. can—
laxan liii e, a <íd iso,ííers <ib ¡3—ca relene a íd 1 vco pene.

A MediA 490 prograrnmable mtmltuxx’aveieuigtli detector

and Model 996 photeéiode arrav detector wiíh a Mille-
tiititii dala statioii ivere oseé (alí froní Waters Associates,

Miiborti, MA). Ca roleuieltis “‘ere tielectetí at 450 ecu,
retine1 auíd retinví acetate al 313 ini, aid toOepl3CrOi antl
locophcrvl acctah=al 294 <ini.

TIíe preci Siolí of ¿ líe a <ial y tu cal <iiltt 130(15 u sed xxas
eVa tu a letí ;~ie rieti ic~í IIy Ilí reugí 1 i>t’ r pa rl i0i >3al 0<3 lii tío

Qo a litv Asst ¡a<300 1 ‘¡tIgra nl ce cié tictetí bv ¿Ho Na tic, ea 1
lnstilt’ te of Stantlarés aítl Toclinologv (N IST; C.ailhers-
burg, MI)).

STATISTICAU METiIODS
Síatistical comparisoes betwee,i ¿he resolts íor males ané
bemales, in bolh Ihe conírol ¿md Ihe diabelic groups, wcre
ca ricé cuí willí nonparametric methods (Mann—Whilnev
LI- es¿). Control mié diabetic groups xvt’re conipared bx’
os ng conditional logislic regression analysis.

Res uits
I~ ble 1 shows 1K median yalues ané íK 51W 2511i, 75t1í,
a d 9Sílí percenliles for control ¿md diabetic groups.
a ording ¿o sex. Significant sex-related difíerences were
fe md lcr relinol <liiglíer in males), botE le (líe conírois
(1 = 0.001) ¿md ihe diabeíic group (P = 0.01), whereas
fe ales liad higher concenhrations of /3-carotene (control,
1’ 0.001; 10DM, P = 0.008) and <y-carolene (control, 1’ =

0)01; 10DM, 1’ = 0.018). fitCryploxaetlíie concenlrations
w re alse líiglíer le fen-iales buí onlv in ¿he control group
(1 = - 0.001). Lulein was slalislicallv higber in diabetio
&males (1’ = 0.037) lEan in diabetic males, whereas lEe
x’ tamin E!cholesterol ratio was significantly higher (1’ =

0. 22) onlv in lEe control group males.
Statistically significad diflerences belween conírois

a d é¡abetics were observed for retinol (1’ = 0.001) and
/3 carotene (P 0.001), iii botE sexes. In adéition, control
a d diabetio males had signibicaníly difíerení conceníra-
tions of a-tocoplieroi (1’ = 0.001) ¿md ¡3-cryptoxanthin and
1. copene (1’ = 0.05).

Tlíe higlíesí correlation coefficients (r 0.63—0.74)
x’ere obtaiííed br lutein vs zeaxaníhin and br j3-carotene
~s a-careteee, regardless .sex or group. Correlations (r =

(.01—0.1) were very low belween retine! ¿md cacE of the
rovitaniin caretenolés </3-caroteííe, a-carotene, b-crvp-
xaíít¡iiíí). RetienE ané a-tocoplíerol showeé corre!ations

U r = 0.31-0.52 in alí cases excepí in 10DM women (r =

.01). n-Tocopherol showed correlation coefficients of

.32—0.44 witli lutein and zeaxaííthin (excepí lcr lutein in
abello cíen, r = 0.09).
1-11gb correlation coefbicients were also observed (le

0DM women only) between f3-cryptoxantlíin and zea-
antliin (r = 0.54> mié between /3-c.irotene ¿md ¡3-crvpto-
anthin <r = 0.59) or zeaxaníhin (r = 0.51). Finally, 10DM
íen showed a correlation belween lycopene and a-caro-
cnt’ (r = 0.58). ¡

Conéutional logistic regression analysis (including ah
nalyles and age) belween control and diabelic groups,
elected retinol, j3-caroteno, ant] lycopene ¿*s ilie variables
insí signibicantlx’ differenl between ihese groups. WEen

llie analvsis was carried ‘oul according lo sex, ¿he entry
rda (/3 coc’fficierít) in dic equation was retine1 (males:

4)076 t 0.01, 1’ <0.0001; females. —0.085 t 0.01, 1’
<0.0001) ané f3-carolene (males: 0.033 t 0.02, P 0.066;
females: 0.024 t 0.0!, 1’ 0.012) in botE sexes, followed
bvlvcepeuíe cclv le niales <0.021 1 0.01, 1’ = 0.046).

Discussion
Te correctlv interprel lEe serum concentratices ob bat-
soluble vita:ííin-reiateé compeunés, estabhislí rebercuice
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can ges. a e ti éelect greo ps al ri sk iii a ¡3obitu L.it temí, eec
niust kííew tlíc tiistiibutu<ií tu eacli aíialvte 1<3 co<ilrOl
subjec t s a s xvel 1 a s x’ al itia te líe íiíetliod elegy tised
iii rotí glí o o r pa ¡ti ci pa tio<i lcr severa 1 vea rs o ¿líe Pat—
Sol tibe Vi U1331 uí Qua Li lv Asstí ¡ancc 1 ‘logra iii ceutí ucleé
bx’ Nl ST, we lía “e dele ¡<33 ineé día t ¿lío accti racv .3nti
precisi(i<i tíb cur aiialvtical mellIcés bor retinel, ~—tocopli—
o rol, a <íd (3—ca ¡o teííe lía xc tic-cuí xxi tlí le acceptable x’a 1 tIós
(perb ercí a ece rateé as 1 or 2,133 cauii<ig williiui 1 (ir 2 SD ob
llie .issigneé N IST values).

As reporteé bv otlie¡ ati tlíors ¡23—26/ tusing (líe de—
scribeti me t liodel ogv, clic can iéeet i bv i e al sera mit cii ix’

tlíe abux’e—qtía u ti ficé coní potu etis, buí aIso die bol lcxx’i ng
conípounds: a-crvptoxa<ítliin, c,s-(3-carcteee (1 3-cis), cis-
ly’copeííe (at casi (Erce ise<iicrs), cis-lotein ¡ zeaxa¡ítlíin;
y—tecoplíerel, 2,3—a elívé rol ti tel e, ¿—ca r~,teee, ané (líree Ko—
t<icar<iteuieitis 1241; sexeimí uíiiéemitibíeti peaks are also
y is ible. Ollier cou3ipotl <íd 5 mieL al xv¿iy’s presemí (, or t lía 1
iieeé lo be cciiISeii ¿raleé iii llie 50<33 píe lcr tie(ecticui,
iecl ti de ca u t.ix¿iiitlii e, y—ca ¡ Icee, pi3v loemie, phv lo bí tiene,
retieví paleíitale. ant1 ecliluieuíemie.

\‘Vlicii éeter<iiiuiiíig ¿lioso cciiipetiuitis, llie preSeuict= tít

iuíterberiííg stubs(auíces caí3 l~ati lo ox’erosliuii¿ítiee ob llie
c(iuiceiitratieui of a givee coíiipctiuid. luis depenés iiot

uní>’ cii tlíe aealyticai uíietiied oseé but also cuí lEe
¡cia ti ve coeceuit ra ti 0135 ob (líe anaív le mié llie iííterfereuí 1.
lii otír control groups, ‘ve have observeé pcssible inter—
berences between a—iccoplíefcl auié nor<iial ccnceuitratioiis
ob (3—cr~’ ptcxa nilíl 3 o<í (líe tiexv:íslopc ob (líe a—tocoplíerol
peak thaI, giveui (líe abserbance of (3—cryploxauitliin al 294
<ini, caíí lead lo overesliiílaliee of a-tocoplie¡ol wiíen
t1LIantibled by peak arco. Kliaclíik el al. 1271 tiescribeé a
lack (ib 1 uiterbereece betxveeui y-tocephierel aííé ¡3—crypttíx-
aíilliiii, tiesbilte (líe ctíieciécuíce ob llie pcaks; tuis max’ be
doc (ti tlíe loxx’ couice<itratloui ob f3-crx’p(cxaíilliin.

KIRI’ERENCE VALUES IN CONTROL I’Oi’ULATIONS
Table 2 suníníarízes tiata reporteé lcr stuéies braní éibfer-
cuí couetries, xvlíeíí saniplé size xvas >100 stubjects aííé
¡esulis xvore tI 1 Iferentiated bv scx. lcr x’ilaíííiíís A ¿nítí E,
bor wlíiclí accepted ‘ normal” ramíges cxist, 7 tíb ¿líe 10
poptí laticuis iii Table 2 líave mean or ricé iaíí values iii ilie
tu pper fiarí (ib dic rebereuíce ¡auge bor retine

1. A coíísisleet
sex—ti epcuiée <it ebbcct (ni a l~ lii glíer ¿lía ti berna les) iii re ti—
ud coecentraticuis was seeuí iii al 1 llie pepulatiomis usted,
os well os iuí ¿líe diabe(ic grcup luí tuis sluéy.

WI(lí regaré te <<—tocopliérol. ¿líe mca<í yaItíes ebserved
luí a II peptí la (buís Ial E xvi di le a mía u-rowcr r¿i¡íge thaíí ber
retine1 amíd is ¡líe sanie lot botlí sexes. Tlíe carotenciés,
liowex’er, slíoxx’ éibbereuíce’s ob txx’o- ¿e bivebolé le (líe
values reFiertetí, os xvell - as variabili(v iii (líe yaItíes
reporteé Itír a giveuí coumílrv; lhíis íííav rellecí duflereecos
belweeíí aííd xx’itliilí popu~alieuis ¡cotuiitries, seasoíialilv,
ané interlaboratorv analx’ligaI variability.

As “‘os 1 lic case lcr otí r couit rels, Ii iglíer comícelí ira ¿leus

ob provitouííin A carotenoitis iii wo<íiee Ilion iii mcii (Table
2) are also reporteé iii other púpulatices, regardless cf
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France 7
442M/552F.

6—97y
Germany (28]

862M/1144F. l8—>5Oy
Japan (29 1*

65M/60F. 22—SGy
Japae (27 0.62 0.69 038 0.50 0.36

618M/1196F. 7—86y
Malasia (30] 0.56 0.56 0.31 0.40 0.53

58M/42F, 17—78y
Spain (presení study) 0.19 0.18 0.06 0.06 0.35 0.36 0.28

210M/240F. 5—7%’
Spain (31]’

52M/62F, 18—82y
Switzertand (32]

75M/75F, =~lSy
11K. (Englaed> [11 0.29 0.29 025 0.25 0.13

944M/938F. adults
11K. (Scotlaed> (33P 0.48 0.52 0.1

100M. 50—5%’
USA (34]’ 0.31 0.34 0.39 0.35 0.15

55M/55F. 49—69y
USA (35]’ 028 0.27 0.07 0.06 0.82 0.76

121M/186F. 45—65y
Popula¿ion studied is deseribed by sex malo. M. and female. E> and age rango lyeas. VI.
Luteilí zeaxan¿tíifl, excep¿ ter referenCeS thai reported separata values for eactí.

0.64 0.72

0.43 0.61

0.28 0.54

0.60 0.12 0.18 0.35 0.64

1.85 1.68 23.5 24.3

29.2 29.2

1.68 1.50 16.6 18.3

2.91 2.33 23.0 24.1

0.51 0.14 0.16 0.40 0.52 2.67 2.46

039 0.05 0.06 0.22 0.28 1.86 1.54 28.6 27.9

0.41 0.55 1.91 1.66 26.0 24.6

0.53 0.69 2.34 1.76 30.0 26.5

0.16 0.06 0.07 0.24 0.32 2.21 1.90

0.1 0.54

0.18 0.05 0.07 0.31 0.44 2.60 2.29

0.11 0.12 0.46 0.58 2.13 1.91 27.1 26.2

éielorv líabits (171. Fer Ituteirí 1 zeaxa<illiili oiié lvcopene
(ííonprovilamin A caretenoltis). otlier sttuéies reporteé no
ti 1 bbereuíces luí ci ilíer auíí ce g cciii r(il gmu ps.

iDDNI CReul’ VS CONTROL CROO!>

IDDM stubjecls seení te belíave iii a ti ibferent wav. Al-
tlieti glí ccli <íd is cernís1 sleuí (Iv lii glíer iii etu r 10DM moles
ílion le the 10DM fcrnales, bollí sexes líave iewer coecen-
tralions Ihan lucir sex-matched cenírois, os lías been
observeé prex’iously ¡36—.381. Tuis oppears lo be associ-
oled xvilli low concentrations of retieoi-binéieg protein
ané (er) reduced mobilization of x’ilamin A frcm dic liver
in IDDM paticeis (361. Resulís reporteé bor vitamie E are
coefusieg, having been síateé as higlíer or similar le
ti jabeles polieiits luí comp¿íriseui W1tl3 conírois. possiblv
becatíse (ib ieclusioíi (ib iíyperiipeníic subjects (ir inlienie—
geneil>’ ob the sampie (or botE) 122, 391; Míen normalized
with respecí lo cholesterol coecentralions, tlíe a-tocoplí-
ercí concentralloes in diabelics wcre ncít éibferenl from
lliose of ncrmtílipeniic co¡ílrels 140).

Sex-relaled difbereííces fcr retinol ané provilamin coro-
ienoids are similar. lo ihose observeé ie conírols, excepí
f(ír (3—crvpte>ti<illiiui. alíhotuglí lulciui is éistinc¿lx’ preserít.
letal Ixa peuie couicce (rol i 0<35 di fberetí crí lv bct wecri cori—
trol niales oné 10DM niales, os xvas also seen in (líe
conéitional logislic regressioe aealysis. Moreover, lyco-
pene is the ccl>’ carelenoid thaI seenís te be obbecled bx’

ilie duration ob diabetes (411. However, ¿líe difference is
enE’ qtmantitative and ud qualitalive, dic probile of iyco-
pene isomers le 10DM subjects being Ihe same os in aur
controis ond also described le olber studies (26).

CORRELATIONS AMONG ANALYTES

Regardluss ob sex aud diabetic condition ob lEe subjects,
we obíained lilgE correlation coefbicients (r >0.6, P

<0.0001) belweee a- aoci /3-carolene os weli os between
Itítein aed zeaxanthin and ¿lic correlations were ver>’
similar ¿o iliose described carlier [35).This may be dueto
llícir simtultaneous occurrence in severa1 vegetables ¿md
bruits—aithough ibis explanation is nol equalí>’ reflected
le ¿he cose ob lutein and f3-carotene, botE of which are
levariabí>’ present le green vegetables. A similar corroía-
¿ion be¿weee lycopene aud j3-carotene has been described
by Asclierio el al. 135). Wbo, on finding no correlation wilh
éielary intake, suggested a metabolic or absorpílve link.

As would be expected, dic lowest correlalions were
eblaineé between reuno1 aed cadi ob Ihe provitamin
carotenoids, ogreeing with diese reporled by others
19, 351. Neverlheless, os described by Ge>’ et al. (91, retinol
aeé tr-teceplíerel slíoweé correlolion coebbicients, excepí
le IDDM bemajes, ob between 0.31 aud 0.52 (P <0.0001 le
controls; P <0.02 in IDDM males» slightly higlíer iban
previotís]>’ described 130).

Table 2. Medían or

Country (refj”

(7

mean <~) carotenoid, retínol. and a-tocopherol concerutratlons <pmál/L) luí serum (1,2, 30, 341 or
plasma (1, 28, 29. 31, 32, 33, 351 In dlfterent populatlons.

Lujteln Z,axanthln Lycopene fI.Cryptoxanthln a-CaroteflO jí-Caroteno Retiu~Oi o-TocoulherOu

M F M F M F M E M E ¡M E M E M E
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le summar>’, considering ihe possible implicatien luí tus-
case prevention of several conipeunés oealyzed mí tuis
stuáy’, 10DM subjects can be considered os an at-risk
group for low-retinol status, a situation specibically linkcé
lo diabetes. Thai concentraliens ob f3-caroteuie ané lycc-
pene are íiigíier le Ihe patienis Ilion le llie cuetrols also
shows a strong associatioe of Ihese compounds witií
diabetes. On Ihe other haná, the a-tocopherol/choiesletol
ratio 15 as high os in IDDM os in controis acá is ííot
affected b>’ lEe disease. From diese dato, we conclude thaI
10DMsubjects, oitliough classicaliy considered as a greup
al risk bor cardiovascular disease, do nol differ brom
maiched controis with regará lo antioxidaní status, a peor
antioxidaní status being associated with a high risk for
several chronic ond degenerotive diseases. The normal
concentrations of relinol, relativel>’ líigh a-íocopherol/
cholesterol ratio, and comparativel>’ low /3-carotene status
shown b>’ our control group le comparison witlí ollíer
populatices couid be compensateé or ijífluenceé, iii part.
by higlier concentrations ob other corotenoitis (i.e., [3-crvp-
toxaníhin).

Ibis work has been partialí>’ bunded b>’ a graet broní
Fondo de Investigaciones Sanitarias (FIS no. 92/0720),
Spain. Wc acknowledge Pilar Marlinez and Teresa MeLilla
for iheir ebforts in recruilmení ob voiunteers acá biocé
drawing and Isabel MillAn mr her síatistical advice ané
work. Wc are also in debí lo Marta Messmaen for
preparing lEe manuscripí. Several carotenoid siandartis
were a gifí from Hoffmann-La Roche (Baste, Switzerland).
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Carotenoids, retinol and tocopherols in pat¡ents with insulin-
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1. Patients wltb insulin-dependent diabetes mellitus
are classified arnong tbe groups at risk for low vita-
mm status, aud recent studies suggest that sorne
degree of supplementationwitíi antioxidauits may be
beneficial jo helpiuig to prevent certain long-term
complications of diabetes mellitus. Our objectivc
was to compare the status of tbe fat-solubie vita-
miris and antioxidant-relattd compounds ¡o
patients with well-defined insui¡n-dependent dia-
betes mellitus wítli that of tlueir furst.degree reía-
aves,controlling seasonalauid analytical variability
as factors infiuencing the interpretat¡On of tbe data.
2. Fifty-four patients whb insulin-dependent dia-
betes mellitus, 214 non-diabetie, first-degree reía-
tives (controis) and 236 unrelated controis were
analysedfor retinol, tocopberols (i and y) and rna¡ul
carotenoids in serum (fi-caroteule, x-carotene,
p-cryptoxantbifl, lutein, zeaxantbin aud Iyeopene)
by means of a validated HPLC method.
3. Insulin-dependent diabetes mellitus was assocí-
ated witb Iower retine1 leveis auid higlier leveis of
¡1-carotene, ~-carotene and fl-cryptoxanthin timo
sex-matched,furst-degree relatives.i-Tocopherol, the
i.tocopherol/cbolCStCrOl ratio, y-tocophcrol, [tiLdo,
zeaxanthin and lycopene showed no dilTerences.
Retinol arid ¡$-carotene were the variables most
closely associatedwith diabetes.
4. Patients with ¡nsuuin-depdndent diabetesmellitus
sbowed lower serum retinol status together w¡th
higher conceotratioos of provitamin-A carotenoids.
Serum fat-soiuble antioxidant leveis were greater
timo or equal lo Ihose in controis. Aecording tu Ihe
serum status observed, individuals with diabetes do
not require supplernentatiOfl with 2-tocopílerol or
caroteno¡ds, altbough tIte oecd for retinol supple-
mentation lo patienís with marginal serum leveis
should be evaluated.

oxidative stress has been reláted te ílíe aetioiogy of
diabetie cempl.eations through diffcrent biochemical
paílíways (giucose auto-oxidation. ¿líe polyol path-
way, protele glyeation) [5! whiclí níay be affeeted by
an impaired cutritiouíal satús. Rcceuit stuáies sug-
gest tlíat sonie degree of supplcuíícntatíec w¡th acti-
oxidacts may be heneficial ie líclpung te prevení
certain lotíg-tcrni complicaticuis of diabetes uííellitus
16—91. although therc is little evidence te conlirm
¿líaL such hcrapy lías any beneljis <1<)].

Aithough there is a Unge arneuíít el literature
dcaling with tlíe role of dic¿ary coníposition in ¿líe
control cf diabetes <~~eíí~tusL kw s¿uéies tical with
tlíe e ffect cf ¿líe d ise ¡use oc ¡ lic <13 icrocu 1 ri cnt status
in these patiects, acá ¿líe rcports ¿líat do exist are
nol conciusive [II—lS]. Differences in patiení popu-
lations acá níethoáologícal uuicertailltiCS <~‘W
acceuní for tlíe discrepancies e cíesí reporís [5. 15].

le this regará. alíheuglí áict is an irnportauít factor
influencing dic preseece and proportices of carote-
eciás, tocopherols acá ceded le scrum, otlíer deter-
minants suelí as sex, seasonality. smoking aná
árinkieg habits, drug and - supplement use. boáy
mass mdcx. etc., ¡ray also affcct micronutrient status
[Ib—19].

Given ¿hat several of tlícse compounás may aet
simultaneously, le this repoh wc focus en ¿líe levels
of dic níajer carotenotás. rct col, ~-tecopherol acá
;--tocopherol e serucí, couítrolliíic seasocal acd ana—
ly¿ical variability as faetors tlíat níay influenee the
interprctation of ¿líe data. fór ¿líe purpose of asscss-
ing ¿he cffcct of diabetes nicílitus en carotecoid and
bat-soluble vitaníle status in a well-deiineá group of
patienis with insulin-depcndent diabetes níellitus
(10DM). ami comparing it with ¿líe status oliserved
in tirst-degrec relatives.

A portion of this work w¡ís prcseííted al ¿he
Sceond International Conférence: ‘Antioxidael vita-
mies acá beta—carotene luí disease prcventi(ic heid
in Berlin, Gerníaííy en 1<)— 12 October. 1994.

INTRODUaION
Diabetes mellitus is a metabolie disorder that can

modify thc nutritional status of affcctcd patienís,
traditionalí>’ elassifleá among the greups at risk fer
low vitamin status [1—4]. i-Iypergiyeaemia-indueed

SUBJECTS AND METHODS
The characteristies of tlíe diabetie popuiation.

aceording ¿o scx. are shown in Table 1. A total of 54

Key words: carouenoids, iesulie-dependeiut diabetes ruiellitus, lirst-dezree relauives. retinal, tocopherols.
Abfr.vi.tiouts: IDDM, insuuin-dependent diabetes melliws; ¿DL. law.densiry lipopo-otein; RS?, reúnol-biuiding pratein: ~-T/C.

2.yacaphaol/choleuteraL rabo.
Counspondence Dr F. Granado.
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Tále 1. Chancteristics of dic patlents witb IDDM. Values are mean,
(SO).

Men<n28) Wameo,(o,26)

Age <#an> 323 <14.6> 11.9 <125)
Body reass irude, (kg/m’) 12.9 (2.9> 24.3 (39)
Cholesteral (mmol/l) 480 (1.5) 5.41(1.2)
Higlí.deuísitylipoprattifl 1.37 (051) 166<0.57)

chalesterol (mmd]))
Feactosareine (ruímol/l) 3.61 (0.69> 384 (056)
HbAo, <%) 981 (2,72) 10.42 (214)
Duradon of <he disease <% subjects)

<lO ye
>10 yen

Retlnopty (96 cl subjecti>
Serumn cre.inine ~~moII1)
Unte (peídA>
Seoum urea <pnidA)
>ibwiíin (¡A>
Seío&en <96 of subjects>
ln,utn <Lu.daf’ kg<)
Total insulin dose/day

patients with ¡DOM betwccn 13 acá 67 years of age
(men: mean 32.3ycars aná median 27 years; woníen:
mean 31.9years acá meálan 30 ycars) werc included
in dxc study. AH subjeets werc treateé with, oc ayer-
age, twa áaily injections of long-acting insulin
(HumulinaTM, InsulatardTM) aloco or in cantina-
han with short-acting insulie (Actrapiá<M, Velosu-
lin~) (50% of dic subjects).

Two-hueárcá aná fourtccn non-á¡abetuc, first-
degree relativos of ihe áiabetic patients (97 men aná
117 women), aged betwecn 6 aná l9years (men:
mean 34.9 years aná median 28 years; wamcn: mean
32.8 years aná meáian 26 years), were used as
‘familial’ controis. Fifteen pcreeet of the mcc acá
9% of the women were smokers. lEe mean boáy
mass ieácx was 25±4.8 for men acá 23.8+6 for
womec.

Twa-hunárcd aná thirty-six subjeets (113 mcc acá
123 women), ageá between 5 aná 76 years (mcc:
meáian 35 years; womcn: meáian 35 ycars) were
ecrolled as con-relaicá or ‘non-familial’ coetrols. le
this group, 38% of lEe mcc aná 31% of ¿líe wemee
were smakers. The mean boáy mass mdcx was
26.1 +4.2 for men acá 22.5+3 for womcc.

Total ehalesterol, triaeylglyeerol aná high-dccsity
lipoprotein cholesterol felí within normal rangos in
alt groups. Nono of dxc patienis was taking vitamin
or carotcnoiá supplements. -

The praeeáures uscá were in aceardacce with the
cíhical síandarás of ihe Lihical Committec of dm1-
cal Investigation of Clínica Puerta ác Hierro, acá
informeá consent was abíaincá fram alí dxc subjects.

Given the seasonal variatian in Ihe carotecolá
intake aná serum leveis in aur eouctry [19, 20], sub-
jecis from lEe tErco graups were sereened similarly
al difforent times of ihe ycar, two-thirás áuring
winter aná spring aná ihe remaining thirá during
summer and autume. TEo patiení acá alt mcmbcrs

50
50
25
89.9 (9.9)

246.1 (49.4)
12.9 (2.4)
46.4 (3.9)
21
0.60 (0.21)

40.! (10.5)

54
46
27
73.3 (7.9)

194.5 (68.5)
12,2 (2.4)
44.! (4.1)
46
0fl (022)

40.5 (13.9)

of dic fzumily wcre sampled oc thc saíne day. so ¿lic
seasenal effcct ceulá líe avoided. No seasonal bias
was detected betwcee sexes luí aey of tlíc groups.

Bloed saníples wcre colleeted after ovcrciglít fast-
¡ng using Vacutainer ¿ubes coctarnucg no actieeagu-
laíít. AII saciples fer cadí fauníily werc aealysed tlíe
same day acá within 5 eíocths after collection
(stored at — 200C).

The l-IPLC methed acá saníple preparation uscá
1 duis study huye bece describeé prcviously ¡151.
The following compoúnás were analyscd: previta-
mm-A caretecoids (fl2carotcne, ~-carotenc. fI-cuyp-
toxaethin), con-provutamic-A carotecolás (lutein,
zeaxantliic. lycepeee» ~-iecoplicrol. y-tecophcrol
acá retinol.

Thc accuracy aeá - precision of Ihe analytical
methcá employeá was ehcckeá pcriodically through
our parílcipation in the ‘Ouality Assuracec Pro-
gramme’ coeducted by ¿lic Natiecal lestitute of
Stanáarás acá Teclicelogy (Gaitlíersburg. MD.
U.S.A.). Wc liave testeé cur acalytical níethoá for
retinol, ~-tocopherol acá /i-carotccc over several
ycars acá ¿he resulís werc rateé, accordicg te the
Natiocal Instituto of Standarás acá Teclicology, as 1
oc 2 (meacieg exceptuonal oc acceptable Values).

Statistical analysis -

Univariate aealysis, lcr comparison betwcec mcc
aná womcn acá amocg groups, acá ¿o siuáy the
influence el the duration of <he áisease acá ¿líe
presecce of re¿icopathy, was carneé out usicg non-
paraníctrie methoás (Mace—Whitney U-tost lcr
unpaireá dala aná Wilcexoc’s í-tcst for paurcá data).
Multivariate acalysis, forwará stcpwise logistic muí-
tiple regrcss¡oc analysis acá matehed cocáitional
logistie rcgressioe acalysis werc also used both in
¿he group ns a wlíole (cien plus woníee) acá aájus-
teé lcr scx. ¡

The síatistical stuáy was carneé out by thc BMOP
Programmc (BMOP Statistical Software, Los
Aegeles. CA. U.S.A.)J

RESULTS
Table 2 slíows ¿líe nican (95% coeliáence mIer-

val), meáian acá lotE acá 9Oth percectiles of alí
compoucás in patienís with 10DM, first-dcgrce
relatives acá cee-related ecuitrels. according te sex.

Sex-related differences

Differccces between mcc acá women were
observcá br retinol acá ~-earotccc le alí groups,
whercas for ¡3-carotece acá /i-cryptoxanthin, áiffer-
eccos wcre cot statisiically significad in ihe patiecís
with [DOM. No •scx-rclatcá éifferccees were
ebserveé in acy of: the groups fon ~-íocopherol,
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y-tocophenol, the cc.tocopherol/ehOlCStCrOl (cc-T/C)
natio or coc-provitamifl A carotecciás (lutein. zea-
xantlíin aná lycopece).

Related venus non-related controls

Univaniate analysis lo compare relatives acá cori-
nelated coctrols (ucpaineá dala) sluowed áiffercccos
(PcO.O5)in most of lEo compaucás exeept fon lycc-
pene in botE sexes, fon rotinal aná zeaxactEic iru
men ¿md fon y-toeopheroL iii womon (Table 2).
Novortholoss, wEec multiple rcgressiofl acalysis was
usod, statistically signiflcact áiffercnecs were
obsorvod only for a-canotene (nesults col shown).

10DMvenus non-related controis

Ilie mec ané wcníec witlí IDOM slícwed sigcifi-
cactly lowcn levels of neticol -¿lían tIucir scx-rnatehed.
con-related coctrols (P<0.OÚl). Hcwcven, while
womec difícred ocly with regará te y-íocopherol.
men witlí ¡DOM showcd lower cc-tocoplierol levels
acá cc-TIC ratio acá higEer léveis of /I-cryptoxacthin
(P.< 0.05).

[DOMvenus relative controls ¡

Oc companicg tEe áiabetic gnoup aná tlíeir finst-
degree relatives (ucpaireái data), the cíec acá
wamec witE [DOM showeá kigniticactly lower levels

Tále 2. Sen.m retinol, tocopherol asid caroteutold leveis ¡it patients witl 10DM, funt-dere relatives <R.cootrol) and non-related controis (NR-control). CI.
confidence inierval. Mann—Whitney IA.tess: P -c0.05. Significant diftereotce betweeoí sexes w~Úuin grooip. tSogu<fucsnt dolference venus sex-matched nan-relasove group.

*Significajit difference venus sex-m.tchtd relatÑe group. §Signifocasít difí trence venus uex-rnatched non-relatÑe gra.ip.
WomenMen

0% 90% Mean (95% CI> Median 10% 90%

Reino! OuníoIA)
¡DOM
NR-control
R-control

e.Tocopherol (pmolA)
DOM
NR.cootrol
R-control

y-Tocopltorol <¡inicIA)
10DM
NR-control
R-couítrol

Lutein (pmol/I)
DOM
NR-control
R-conirod

Zeaxa,ícÑn (umolA)
DOM

NR-control
R.coonol

1.52<1.34—1.69)
191 (1.84—1.99)
1.81 (l.68—l.9O>

27.0 (23.8—30.1)
31.1 (29.7—32.8)
27.4 (25.7-29.0)

1.32 <1.03—1.62)
1.03 (0.89—1.17)

26 (113—1.39)

0.19 (0.16—022)
0.24 (0.21—0.26>
0.18 (0.16—0.20)

0.06 (0.05—0.07)
0.07 <0.06—0.08)
0.06(0.06-0.07)

I.4rt$
1.9?
1.77’

255*
29.5
25.85

¡.27
0.86
1.18

0.17
0.20
0.165

ao6
0.06
0.06

1.12 2.21 1.26(1.16—1.36>
¡.37 2.43 1.68 (1.60—1.75)
1.14 2.52 1.50(1.41—151)

8.8 36.2 28.8<26.0—31.7)
22.1 40.9 30.8 (29.4—31.9)
18.6 38.9 26.2 (24.8—27-6>

0.51 2.08 1.34(110—1.57)
0.54 1.77 0.79 (0.63—0.95>
055 2.13 l.29(l.13—¡.45>

0.11 027 0.22 (0.17—027)
0.10 0.40 0.24(0.22—027)
0.09 0.30 0.20 (017—0.23)

0.04 0.01 0,06 (0.05—008)
0.02 0.12 0.07 (0.06—0.08>
0.03 0,10 0,06(0.05-0.06>

0.16 0.71 0.40 (032—0.49>
0.14 070 0.45 (0.41—051)
0.14 0.76 0.39 (0.33—0.41)

039 0.20 0.72
041 013 0.84
0.34 0.14 076

fi.Csyptoxmnthine (pinol]))
DOM
NR-control
R-cauítrol

e-Caroteo,e (pinol!!)
[DOM
NR.coctrol
R-control

fl-Carotene <¡~ztídA)
10DM
NR-cooítrol
R-contrd

0.55 (0.41—0.70)
0.39 (0.34—0.44)
0.34 (0.26—0.39)

0.06 <0.05—0.07)
0.08(0.06-0.09)
0.05 (Orn-O-OS)

0.31 (0.25-0.37)
0.27 (0.24—0.31)
0.22 (0.19-0.25>

047ff
0.32’
0.241

0.06*
0.06’
0.041

0.29*
0.24’
019’5

0.18 0.98 0.56 (0.42—0.70>
0.11 072 060(0.46—0.68)
0.10 0.66 0.47 (0.39—0.56>

0.03 0.10 0.09 (0.07—0.12)
0.02 0.14 0.09(0.08—0.10)
0.02 0.08 0.07(006—0.08)

0.14 0.53 0.4-4 (0.34—0.55)
0.09 0.49 0.38 (0.33—0.42>
0.08 0.40 0.32 (0.28-0.37)

Mean (95% CI) Median

27ff
-. 1.63

¡.425

29.0
- 30.0

24.95

1.20*
078
~185

020
0.22
0.165

0.07
- 0.06

005 5

0.93 1.51
1.22 2.19
1.03 2.09

19.7 36.9
22.8 39.5
17,7 39.9

0.74 2.05
040 1.30
0.58 1.96

0.10 0.38
012 038
0.10 0.33

0.02 0,11
003 014
002 010

Lycopene (pmo!]))
DOM
NR-control
R.coatrol

0.42 (0.34—0.50)
041 (0.37—0.47)
0.38 (0.32—0.42)

0.4-4
0.35
0.35

0.20 1.08
o.¡8 1.14
0.10 1.12

0.50*
0.43
0.31 §

008*
0.07
0.055

0,41*
0.31
0.245

0-os
0.03
002

0-la
0.18
0.12

013 0.94
0.14 0.77
0.09 0.61
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of neticcí (P-c0.005) acá lílgher leveN of provita-
mic-A caretecolás (cc-carotece. /i-caroteuíe ucd
fi-eryptoxacthic) (P<tJ.05). No difierences un uiouí-
provitamin A carotenciás, cc-tocopherol, y-íocoph-
eral en the cc-TIC natie were observed amecg eitlíer
mcc or women.

TIuo fináicgs ic patiocts with 10DM acá thein
first-áegree relatives wcre compared wiihic cacE
family by paircá data analysis; alter aájustmoct lcr
sex acá ago, the same dilferences werc feucá except
with respeel te a-carotene in mcc (ccl significant)
acá a-toeophenol in womcn (P-<O.05) (resulis cot
showc). In Uds caso, oc applyicg mateficá conál-
tional logistie regrossioc acalysis (Table 3). ocly reIl-
nal aná fi-carotenc wcre shewc te be associatcá with
áiabctes.

Multiple negression analysis te compare patients
with [DDM acá thcin first-ácgree nelatuves (mcc
plus women) slíawed neticol, fi-carotcce acá fi-cryp-
toxacthin te be asseciateá variables (results cot
shown). WEen thc acalysis was perforcíed accoráicg
te sex (Tablo 3), lEe model showed reticol and
¡3-carotece te be significad variables ic botE sexes.
wheneas fI.cnyptoxanthic showeá signilicaccc ccly in
mcc. Oc applying this acalysis lo the coc-related
graup (men plus womec), ocly retinol (acá sex)
appeaneá to be significant in the meácí (resulís not
shown). Aftcr aájusticg lcr sex (Table 3). ¡cUriel
showeá statistical sigcificacec ic botE sexes, whereas
provitamin-A carotenciás (cc-earetece, fI-caretece
aná jl-euyptoxanthic) were sigcificactly different
ocly ic men.

Tabla 3. MuItivarlate .naiyu¡u b.tween groups. S¡g - sígnírícance: NS, no: significan:.

Matclíod condicional logisdc regicasion analysis (paired daca>
Relativas versus ¡DOM

Duration of the diabetes mellitus and presence of
retinopathy

Wlíen ¿lic rcsults wcre assesscd iii tcnms of tlue
duration cl tlíc disdase ( < It) yeans. tu = 29; >10
years. u = 25). only~ ~-¿ocoplíerol was bucé te
uricrease sugc ilicactly (I’<0.(>31) oven ¿líe course of
time. wlíile lycopcce slíoweá a sílgEl deenease
(P-c~0.09). ¡

Retiriopatlíy was presecí in cíder ¡tiáividunis
(ti = 14. alí of wlíom liad liad 10DM fon more tlíac
lO years). but ¿lucre were tío diflerecces in reticol
levels betwcen 10DM paticcts with acá without
rcticopathy.

DISCU SSíON

Previcus resulis froní our group 1151 showed ¿líe
status uf fa¿-soluble vitamics acá aritioxidan¿ relateé
co¡íípounds ¿o tic altered luí tlíe serucí of patiec¿s
with 10DM wluen ceuií1iareá witlí a reference pepu-
latien. Tlíus, we decided te earry cuí u prevalecee
s¿udy usicg ice-diabetie, first-ácgree relatives of ¿líe
population wi¿lí 10DM i n orden ¿o control unore
closely certain fac¿ors (sluarcd gecetie factors.
áietary liablís. seasócal ictakc acá analytical varia-
bility) tlíat ceulá affcct ¿be interpretatiOn of the sta-
tus of ¡líe ct)uii pou mis a <íd ¿lic reí lalíl Ii (y of ¿líe dala
geceraled. Wc als compared the síudy paliects
with ac unrelated - con-diabetie pepulation as a
secocá control group lcr wlíich ¿hese variables were
col adjusteá.

Men - Won,en

Jl-C03Inhcient SE Sig- ¡I-Caefliclent SE Sig.

ReUno! —0.067 0028 0.018 —0.127 0048 0.009
fl-Carocene 0186 0070 0008 0079 - 0.039 0042

Fornid scepwise niutople regrestion analysis (unpaired daca>
Relatives versus iDDM

fi-Caefficient

Retinal —0.048
ji-Cao-otee. 0.06-4
(l.Cuyptoxanduin 0.029

Non-relatad concrais venus DOM

g-coalr¡óenc

ReUno! -0106
$-Carotene 0.097
fi.Crypioxacdkiin 0.043
s-Cao-otacie —0.545

Mee

SE Sig.

0.019
0033
0,013

0.0 2
0.054
0.021

Meo

SE

0.028
0045
0.0 6
0.204

Sig.

0.000
0032
0.007
0008

Womcn

¡l-C~f¡cient SE Sig.

—0013 ¡¡ 0026 0005
0.037 - 0016 0020

— NS

Woníen

Ji.cadricianh SE Sig.

—0.175 0.039 0.000
NS
NS
NS



Seruní caretenejás are kcown ¿o be afbeeted by
several áielary acá ceri-áie¿ary factors [15—191.[e
Spain, ¿he seasonal cocsumption of several fruits
acá vegetables tEat coritnibule te caretecoid ¡lake

[20] is reflocted iri the sorum levels of some of ¿bese
substaceos [191. lri Ihe presecí study, because tlue
distnibulien tEreughcul tbe ycar of ¿he screeccd
subjeets was ¿be same in alí dio groups. ¿he dilfer-
onces ic canetonelá lovois observeá amecg tEení do
cet seom te be áuo te a seasecal bias in sample
celloctien. Taking hito accouct tEat patiects with
10DM acá Ibeir relatives slíaro genetie traits acá, ¿o
sorno extoní, áiotany pattorns, tbo áifferecces feuná
botweec Ibo lwo groups mighl nefiecí an ucácrlyucg
abcermality in tEe caretecoid metabelism of mdl-
viáuals with áiabelos, as was prapesed in lEe 1930s
acá 1940s [21, 22]. Iri this respoct, bighor levels of
caretoco’ [21—251acá, specifieally, ¡J-caroterio [15,

26, 27] flavo been reperted in 10DM.
Despite Ibis, ¿he líigher levels of a-carotece,

fI-carelece acá fI-cryptoxarilhin in patienís witb
¡DOM wbec compared witE thoir tinst-degree reía-
tives ceulá alse be áue te áiffcrences in Ibeir cori-
sumplien of spoeifie fruits acá vegetables (j.c.
carrels acá oranges), even witbic tho sanie Ecuse-
helá. Howevor, wEile Ibis migEt be true lcr f1-cryp-
texantbic, givoc thaI dio Spanish áieí is Iargoly
áoponáect (85%) en a singlo contributor in wicter
aná spnicg (oranges), tEo relatienship is lcss clear in
the caso of ¡3-caretone, ocly 25% of whieb is
supplieá by earrots, with ayer 50% beirig previácá
by greoc vegetables aná tomate [20]. In this respeet,
tho fact that ¿be levols of lutein acá lycoperie, which
are maicly pneviáeá by groen vegetables acá tomate
respecíively [28], de net áiffer sigciticacíly amocg
¿bese greups, suggosls that tbo amaunís eecsumed
by each greup do not vary te tbe extent tlíat diflon-
erices ic their /%caratene eoneoclratiocs woulá be
determiced by disticel áielauy iníake. Monoever.
whec paircá data witEin eaeb family (10DM patierit
versus relativo) were aájusteá fon sex acá cocípared,
ccarly tbe samo carotecoiás remaiccá sigcificactly
áifferorií ic botE sexos, regardless of wbetben tbe
relativo was age-matehod en solected aL racáom
from amocg tho family. [c tbe multiple negressioc
acalysis, reticol acá (i-earotoce wero asseciated with
diabetes, whoreas tbe cempanison betweec groups
disclascá cectrasís in ¿lic f1-eryptoxacthic levels
ebsorved luí mon acá womec wbich may icáicate dif-
fonicg áiotary ictakos.

Altheugh smoking is associateá with lowor carote-
ceid status [16], Ibis fact is prebably cet a áctermi-
cant of ¿he áifferences feuná in Ibis sluáy, as tbe
lowost levols el cc-carotene, /3-careteco acá f)-cryp-
íexacthic de cet eaineiáe with lEe groups wi¿h ¿he
highost porceníage of smekcrs, as woulá be
expoeted, oithor among mcc en wemon.

1-Iighor lovols of earetonaids iri 10DM may be a
refloction of higher ceneentnatiecs el lipiás, er
spoeifleally of low-áensily lipopretoin (LOL), as tho
main oarriers of caretonolás ic serum. In this

respecí. ¿lícre are nc differceces líctweec ¿líe lipid
levels luí patieuíts wiílí 10DM :uuíd coetrols. acá ¿lic
fi—caro ¿clic ¡LO L rato is sigul i licact y Eighe r iii iuídi —

viduals wiíh 10DM ¿lían in ilícir sex-cíatcbed rela-
tivos (resulis riel slíowc), iu=diealing ihat a greater
amou¡íl of fI-carotcne 5 tnaíísperted por <ng of LOL
iii ¿líe 1 DO NI greulí. Similarí>’, ¡flEo líiglíer caroto—
coid levels associateá wi¿lí 10DM were a refleetion
of ¿be higber ¡pU levels in ¿bis greup, LEe coricen-
tratioris of otben analyles wlíieh, like (¡-carotece. are
also ¿ransportod maicly by LDL (cg. cc-¿ocophorol
acá lycopcce) would be exhiec¿oá ¿o be elevated. a
circumstaneo ¿bat was not observed.

Whec pa¿iects witb [DOM are cocíparcá wi¿h
coc-relaíeá coctrols, dilferecces e ¡I-canotene.
cc-carotorie acá fI-crypíoxacthic levels disappear.
wiíb ¿líe exception el fi-eryptexactlíin in mcc. Wlíile
this findicg ceulá be relateáto day-ío-day acalytieal
variability acá/en groaten variabilily within ¿he con-
related gnoup (as reflectod by ¿be standard devia-
tien). multiple rogressioc analysis again reveals a
strocg sox-related clfect acá indicates thaI lower
reticel acá higber fi-carotece acá fI-cryp¿oxactbin
levols aro assee¡a¿ed widí diabetes in mcc, but thai
ocly reticol is a factor iii womcn.

luí LEe case of cc-íocopberol. botb elevated [3,
29—31] acá normal levels [II, [5. 26, 32—34] bayo
been reperted in patienís with ¡DOM. TEis situatuon
níay rellect tho icelusion of byperlipidaeniic subjocts
acá/or a laek of homogeceity luí ¿he sample
screeced [3, II] acá peer c9ctrol [14], givoc tEal, oc
staridardization witE eholosterol, ¿be loveis ano ce
áifferect from ¿lioso of riormolipiáaeníie subjects
[30, 32]. In the prosect stuáy, coilbor cc-tocapberel
acá ;‘-íocopberol iri sorum con ¿he cc-TIC ratie show
sox-doponden¿ diflereccos luí any of the groups or
when cempanod ic patiecís with 10DM acá ¿heir
relalives.

Witb regará ¿o sorum retine! levels, ¿bose of
patiects witlí diabetes ano ¡ eocsisien¿ly lowen ¿lían
¿lioso of scx-malched relativos aná con-nelated con-
¿rols. It is iriteresticg ¿o cote ¿bat womec shaw
lower levols of retine! acé, generally, bighcr levels
of provitacíic-A canotocciás ¿bac <nec, rcgardless of
¿he group ¿hoy bolong ¿o. a fináing thaI lías been
observed bofare [15,19, 22,35].

Low, buí cot deficicct« seruní retine! levels in
patiecís wiib 10DM hayo1 long ticen reporlod by
otber autbers [15, 25—27, 36. 37] acá ceulá refiect
ac alíenation le synthesis ~cd/or transperí by retí-
col-bicáicg protein (RI3P)’ [36]. presoece of lower
levels of íracsthyretin [38] whiicb cuigbt affect the
lormation of tbe complex witE RBP—retiriol, acá/en
increased RBP exoretion ratos, evon 1 LEe absocce
of níicroa!Líucíicunia [39, 40]. Altlíougb luí tho
presoní síudy, mieroalbuminunia was riot nícasured,
carie of the diabetie patiects was oc baemodialysis
er sheweá clinloal signs of nitrogen relection, bavicg
sorum ereatinice, unoa ácd urato levels wi¿hin
normal rangos. Neventhelcss. sorno of ¿he subjoets
may flavo doveleped oarly~ en ictonmediato signs of
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nephropathy (with Eyperglycaernia-depeniáe<ít
miere-albumicunia), although ceder diese ceedi-
tices, lewer reticel levels bayo boce reporteé ~
le additiec. aceendicg te otEen authons [37, 41].
patiecís witb [DOM woulá be expected te sbow
bigher retinel levels le the presecce of macro¡ulEu-
micunia en recaí failure.

Lower reticol leveis in the patienís wíth ¡DOM
may alse be a consequecce of ac acule phase
response, febnile episodes en lefectioris, which also
decreaso albumie acá íransthyretie ceceectratloes
acá menease reíicel-bináicg protoin exonetien [42,
43]. lc the preseril stuáy, alíhaugh acute phase pro-
teics (le. reactive C-preteic) wero col measured. alí
the patients wiíh diabetes weno apparently free of
icfectioc acá foyer, acá sorum albumiri coccoctra-
tiens felí withic lEe corma! racgo.

Fically, while alí ¿he above-meritioced mochan-
isnís may play a role iri áetermiriicg serum neticol
levels luí ¡DOM, it is alse worth coticg thaI we
feucá ce signilicaril cornelation with glucose mcta-
bolle control (HbAu~, fructesamico), arid that a low
dietauy pnovitamic-A careteneid ictake is probably
col lEe cause, as refleeted by tbo carotocoid lovels.
l-lowevor, íhe possibility of ac altored bioavailability
of canetenolás (iccluáing cenversion irite reticel)
cannol be ruled out, although confliotirig resulís
Enve beeri reported iri this regará [21.22, 44, 45j.

Alocg with Eighen rotinel levels, increased
cc-toeepherel eoceentratiecs flavo been neponled luí
IDDM pationts witlí nephnopathy [37] aná lewer
lyeopone levels in iná¡viduals with ehnecic renal
failure [41]. luí our síuáy, a Eistory of diabetes of
mene than 10 years’ duratien is assoeiaLeá with
biglíer a-toeephenel aná sligbtly lower sorum lyon-
peco levels. This fináicg ceulá be nelated lo the
presenee of subjeets with renal alteratiens le ¿his
group; Eowever, the pationís presonted lewer ratEen
lEan higher reticel levels. Changos iri lEe liplá pro-
file ceulá explain áiffonocees in cc-teeopbenel but, iri
this Case, botE acalytos aná albor canetenolás woulá
hayo behaveá similanly. In aun stuáy, tho sligEtly
lewer levels of lyeapene migbt be explaiced by a
small blas in sample colícetion given thaI a higher
preportien of subjects were sereened in spnicg
(gnoup with diabetes > 10 years), wheneas samples
were takec from mere icdiviáuals (diabetes
-cíO years) in summer, eeinciáiuíg with a highen eec-
suníption of lyeopene-nieh faeás among the Spacisb
population [20].

From a elinical viowpoint, the lowen levols of reti-
ne! in 11w IDDM greup place ¿foso subjeets al
highor nisk fon marginal serum neticol status.
Regaráless of the unáerlying reaseris, it seems pos-
siNe thaI retinel may be less available ¿o tissues
aná/or netinol turnevor might be altened, affecting
tho physiolegieal funotions of retinol acá rotinolás.
In this rospoet, áue te the implieatiens of vitamin A
in ecli áifferentiatien, proliferation aná inímune
responso, a marginal serum rotinol status ceulá play
a role in, en refleet, the groaten predispesition te

infectices acíd skrnui alturutices oliserved le diabotic
sulíjects. Tlíe u uícrt. isud ‘.usccpt ibility te LD L oxitia—
¿ion ¡u <íd groutc r oxuddtuvo strcss reporteé iii sulíjecís
wi tE ID DM [1 3’] unu. íd 1<1 uccerda eco xvit h lEe
soruní coecectratloes of carotenelés ucd tocophor-
cís obsorved <u ¿lius s¿udy. Ncventhíeless. lEe
presocce cf hvporglycaecíia níuy hayo un impael oc
LDL cemposition (¡tÉ. glycated LOL) [46] ané/on
the deliveuy ¿o tíssues [47]. uffeclicg lEe role of
¿lioso coriípeucds iii ¿argot tissucs ucd contnibuticg
lo tbe uccelerated vascular disease observed ¡e
patienís wiíh diabetes.,

luí coeclusion, pátienís wiíh 10DM showeá
normal or oven bigber ful-soluble untioxidací levels
e seruní acá lower relicol coccentratiocs Iban sex-

(acá ago-) matehod ~elativesucd con-related con-
trols. Oc ¿he basis of tEoso dala. we consider that
supplomectatioc with - fal-soluble untioxiáan¿s is col
cecessary le tEoso pationts, ucd that reticol coceen-
tratices sIuculé be cí¿ni¿oned. ucd supplomented if
neeessary.
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