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Actualidades sobre bioquimica de la vitamina A
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RESUMEN Con el propésito de investigar los compuestos presentes en el higado derivados del
metabolismo, se inocularon intraperitonealmente ratas hembras de 8 semanas de nacida con [11,12°H]-
acetato de retinol en concentraciones fisiol6gicas. Por técnicas cromatogréficas se demostrd la presencia
de tres compuestos radioactivos, dos con caracterfsticas no polar (I y II) y un tercero polar (III). El
compuesto I se identificé como palmitato de retinol, lo cual permite concluir que solamente se almacena
en el higado bajo esa forma. Utilizando técnicas de doble marcaje isotépico, con [3Hz]-retinol y [“C]-
galactosa, 6 [*H]-retinol y [**P]-fosfato, se demostré en el compuesto III la presencia de los tres isétopos.
Porsus propiedades de hidrélisis 4cida y alcalina en condiciones suaves, se concluyd queel derivado polar
III es fosfato de retinil galactosa. Este compuesto podria ser el donador de restos galactosil en biosintesis

de glicoprotefnas. An Venez Nutr 1992;5:69-74
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Estructura y funcién

Vitamina A es un nombre genérico, el cual se emplea
para todos los compuestos diferentes a los carotenoides,
los cuales muestran cualitativamente la actividad biol6-
gica del retinol.

En los tltimos 10 afios se ha empleado el término
retinoides para incluir las formas naturales de vitamina
Ay anélogos sintéticos que tengan o no actividad biol6-
gica del retinol. Algunos de los anilogos sintéticos son
menos toxicos y mas potentes quelos naturales, mientras
que otros son inactivos, indicando esto que hay ciertos
requerimientos estructurales especificos para la activi-
dad. La fuente primaria de vitamina A en humanos son
los carotenoides, siendo los mis abundantes en el suero;
B-caroteno y a-caroteno, conocidos con el nombre de
provitamina A (Gréfico 1). El retinol (Gréfico 1) en su
forma trans, es el compuesto del cual derivan todos los
que forman la vitamina A.

Estructuralmente, la molécula muestra tres hechos
importantes:

1) Una cabeza hidrofébica constituida por un anillo
p-ionona.

2) Una cadena hidrocarbonada isoprenoide en este
sistema de dobles enlaces conjugados pueden ocurrir
isomerizaciones provocadas porla luz, enzimaso calory
asi permitir un cambio en la estructura de la molécula y,

3) Un extremo polar constituido por un grupo alco-
hol primario que puede ser modificado enzimética o
quimicamente y formar ésteres como palmitato, acetato
o fosfato de retinol, derivados glicosilados como retinol
fosfato aziicares; o ser oxidado a aldehido formando
retinal, 0 a un compuesto més polar, el cual es acido
retinoico (Gréfico 2).

Es obvio que una molécula con tan variadas propie-
dades de sus componentes estructurales, puede interve-
nirendiferentesreacciones enzimaticasen el metabolismo
(Gréfico 3). Algunas de estas reacciones pueden ocurrir
endiferentes tipos de células comolas que conducenala
formaci6n de derivados glicosilados; mientras que otras
pueden ser limitadas a células especializadas que contie-
nen enzimas especificas para catalizar las reacciones.

Desde hace alrededor de 80 afios, cuando se reportd
alavitamina A como un factoresencial parael crecimien-
tode ratas (1); la elucidaciéon de su mecanismo de accién
ha sido un problema dindmico para bioquimicos,
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Grifico1. Estructura de carotenos y retinol.

fisilogos, nutricionistas y biélogos celulares. El princi-
pal acercamiento experimental al mecanismo de accién
de la vitamina A se ha basado en la observacién de los
cambios causados en animales experimentales o cultivos
de tejidos por la deficiencia de la misma. Tales estudios
han demostrado los requerimientos esenciales de la
vitamina A para el crecimiento de vertebrados y para la
prevencion de la ceguera nocturna. Ademads, ha sido
reconocido su papel como un importante factor en dife-
renciacion de epitelios, mantenimiento de la capacidad
reproductora y en la biosintesis de glicoproteinas. De
todas estas funciones de la vitamina A, solamente su
funcién en el ciclo visual y en la biosintesis de
glicoproteinas han sido establecidas a nivel molecular.

Biosintesis y absorcién

La vitamina A puede ingerirse con la dieta bajo la
forma de f-caroteno o ésteres de retinol. Una significati-
va cantidad de P-caroteno y otros carotenoides
provitamina A son convertidos a retinol fundamental-
mente enla mucosa intestinal después de ser absorbidos,
pero también en alguna cantidad en el higado y otros
6rganos (2). La cantidad relativa de carotenoides absor-
bida directamente y metabolizada a vitamina A en el
intestino, varia de una manera particular para cada
individuo. El proceso biosintético envuelve dos reaccio-
nes enzimética: a) una ruptura central en la molécula de
B-caroteno catalizada por la enzima B-caroteno
dioxigenasa, produciendo dos moléculas de retinal (3) y
b) reduccién del aldehido a retinol catalizada por la
enzimaretinaldehidoreductasa (4). Los ésteresderetinol,
ingeridos en la dieta son hidrolizados previamente por
esterasas especificas y el retinol formado es absorbido
por la mucosa intestinal (5).
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Grifico 2. Modificaciones del grupo alcohol primario det retinol.
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Grifico3. Reaccionesenzimaticas del retinol en el proceso visual y la formacién
de derivados glicosilados del retinol. Trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de
adenosina (ADP), nucledtido de azicar (NDP-Sac), difosfato de nuclestido
(NDP), fosfato inorganico (Pi), retinol monofosfato (RP), retinol difosfato (RDP),
guanosindifosfato manosa (GDP-Man), uridindifosfato galactosa (UDP-Gal).
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El retinol libre absorbido o sintetizado del caroteno,
debe ser esterificado con 4cidos grasos de cadena larga.
Los ésteres de retinol asi formados luego son incorpora-
dos a la linfa en forma de quilomicrones (6); del sistema
linfatico pasan a la sangre y son removidos de la circula-
ciénporel higado. Eneste 6rgano, ocurrehidrolisis de los
ésteres de retinol y de nuevo esterificacion, preferible-
mente con dcido palmitico y almacenados dentro del
hepatocito. Sin embargo, la presencia de acetato de
retinol almacenado en higado, también ha sido reporta-
do (6,7). La vitamina A es movilizada del higado a los
tejidos periféricos por un sistema de transporte finamen-
te regulable, donde ejerce su accién. El sistema de trans-
porte estd formado por dos proteinas del plasma, la
proteina enlazante de retinol (RBP) y la prealbtimina; el
retinol se une especificamente a la RBP y ésta forma un
complejo proteina-proteina con la prealbiimina.

Vitamina A y biosintesis de glicoproteinas

El concepto de que el retinol y el Acido retinoico estan
envueltosdirectamente enlabiosintesis de glicoproteinas
fue sugerido de los hallazgos de que la deficiencia de la
vitamina en animales experimentales provocé una dis-
minucién del 79% en la cantidad de manosa unida
covalentemente en glicoproteinas del higado. Este valor
alcanz6 95%, en casos de deficiencia severa de la vitami-
na (8). Por el contrario, experimentos en los animales con
dietasen excesode vitamina A mostraron unaumentode
610% enlaincorporaciénde manosa enlas glicoproteinas
(9). Un efecto menos marcado de las deficiencias de la
vitamina, se encontraron con otros aziicares, debido a
ésto se ha pensado que aparentemente es un efecto
especifico para el proceso de glicosilacién de algunas
glicoprotefnas. Otros autores han reportado evidencias
de que la deficiencia de vitamina A en animales, afectdla
sintesis de glicoproteinas especificas en diferentes érga-
nos, tales como intestino, triquea y cérnea (10). Igual-
mente, una glicosilacién deficiente de o, -macroglobulina
aislada del suero de ratas alimentadas con una baja
ingesta de vitamina A, también ha sido reportada (10).
Tales efectos de la vitamina A sobre la biosintesis de
glicoproteinas puede explicar la variedad de anomalias
en el metabolismo celular en estados deficientes de la
vitamina, puesto que las glicoproteinas son constituyen-
tes naturales de las membranas celulares y cumplen
funciones biolégicasimportantes como sonlaadhesiény
multiplicacién celular y receptores de hormonas. La
diferenciacién de epitelios y el mantenimiento de la
capacidad reproductora son actividades biol6gicas de la
vitamina A, que podrian explicarse a nivel molecular por
su efecto sobre el grado de glicosilacién de las
glicoproteinas. Desde 1970, fue propuesto que el retinol
puede funcionar en su forma fosforilada como transpor-
tador derestos glicosilos enlabiosintesis deglicoproteinas
(11-14).

Rosso y col. demostraron la sintesis “in vitro” de
retinol fosfato manosa a partir de retinol fosfato y GDP-
manosa catalizada por microsomas de higado de ratas
(15). Peterson y col. (16) reportaron la sintesis de retinol
fosfato galactosa (RPM-gal), en incubaciones de una
fraccién de membranas de mastocitoma en presencia de
retinol fosfato y UDP-galactosa. Estos compuestos
glicosilados de retinol, serian los intermediadores
donadores derestos manosil y galactosil respectivamen-
te en las reacciones de glicosilacién de la sintesis de
glicoproteinas.

En consecuencia de todo esto, si los compuestos
intermediarios son sintetizados “in vitro” deben existir
bajo condiciones fisiol6gicas en animales, por lo tanto es
deimportancia investigar la posibilidad de la sintesis “in
vivo” de tales compuestos. Para ello, disefiamos experi-
mentos con el fin de demostrar la presencia del RPM-gal
en higado de ratas alimentadas con dietas normales. La
inyeccién de una dosisfisiolégica deacetatoderetinol (10
pgr) adicionado de 5 uCi de [*H]-acetato de retinol como
marcador;y ladeterminacién posterior a diferentes tiem-
posdelaradioactividad presente en extractos del higado
(cloroformo: metanol 3:2), demostraron que la incorpo-
racion 6ptima del retinol en el higado fue en unlapso de
45min., después deadministrado por viaintraperitoneal
(13). La naturaleza polar de los compuestos derivados
del retinol, se analiz6 por cromatografia del extracto
hepético en columna de celulosa eluida con n-butanol
saturado con agua (compuestos apolares) y metanol:
agua (compuestos polares). Los resultados demostraron
la presencia de tres compuestos (I, II, III) diferenciados
por su polaridad segiin su elucién dela columna (Gréfico
4). El andlisis posterior de los derivados I, Il y III por
cromatografia en capa fina con diferentes sistemas de
solventes de distintos grados de polaridad revel6 que el
compuesto Les palmitato deretinol, el IIl es un compues-
to con migracién idéntica a los derivados glicosilados de
retinol y el compuesto I no pudo ser identificado con los
sistemas de solventes empleados (resultados no mostra-
dos). Es de hacer notar que en nuestras condiciones
experimentales el retinol fue reesterificado en el higado
exclusivamente al ester palmitato para su
almacenamiento, no habiéndose demostrado la presen-
cia del acetato de retinol como habia sido reportado
anteriormente por otros autores (6,7).

La presencia de galactosa en los compuestos forma-
dos a partir de retinol se investigé mediante el mismo
procedimiento experimental anterior, pero inoculando
el retinol junto con 10 pgr de galactosa adicionado de 5
pCide [**C]-galactosa como marcador, o sea, experimen-
tos de doble marcaje. Los resultados demostraron una
bajaincorporaciondelaradioactividad dela galactosaen
el compuesto I derivado del retinol, siendo el compuesto
Il significativamente marcado con [*C] de galactosa. Al
no existir radioactividad de [**C] en el compuesto II, nos
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Grifico4. Cromatograffa en columna de celulosa del extracto de higado
de ratas inoculadas con acetato deretinol. Las ratas fueron inoculadas con
una mezcla de 10 ug y 5 nCi deacetatode [*H}-retinol y sacrificadas 45 min.
después. Los higados se homogenizaron en 7 vol. de cloroformo:metanol
(3:2) y centrifugados a 2.500 rpm. El sobrenadante fue concentrado bajo
una atmésfera de N, hasta un volumen de 2 ml y cromatografiado en una
columna decelulosa CF-11 Whatman (26 x 1,7 cm). Se colectaron fracciones
de 2 ml y fueron ensayadas para la radioactividad presente.

permite excluirlo como un derivado de la galactosa
(resultados no mostrados).

Experimentos de doble marcaje con [*C]-retinol y
[*?P]-fosfato demostraron que sélo el compuesto III con-
tenfa radioactividad [*P] (resultados no mostrados).
Estos resultados permiten sugerir que el compuesto I,
de naturaleza polar y el cual contenia los tres isétopos
administrados, posiblemente sea RMP-gal.

La hidr6lisis 4cida y alcalina del compuesto III bajo
condiciones suaves, permitié establecer definitivamente
sucomposicién. La cromatografia en papel conel solven-
te butanol: piridina: agua (60:40:30) de los productos de
hidrolisis bajo condiciones 4cidas revelaron la presencia
deretinoly galactosa, y bajo condicionesalcalinas retinol
y galactosa-1-fosfato (Gréfico 5). Estos resultados nos
permiten concluir que el compuesto Il es RMP-gal, ya
que tiene en su estructura retinol, fosfato y galactosa.
Ademas, en la cromatografia se puede observar que la
galactosa inyectada a la rata no ha sido convertida a los
otros azicares corridos como patrones, ya que sélo se
demuestra la presencia de galactosa. Este derivado dela
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Grifico5. Registrode["C] y [*H}radioactividad dela cromatografia en papel de
hidrolizados del compuesto III (Fig. 5). Una preparacién “in vivo” del compuesto
III doblemente marcado, fue aislado por cromatograffa en celulosa (Fig. 5) y
evaporado hasta sequedad. El compuesto se sometié a hidroélisis 4cida con 1 ml
de HCl 0,IN durante 30 min. a 97°C. La hidrélisis alcalina se realizé en 1 ml de
1-propanol afiadido de 1 ml de Na OH 0,2N durante 25 min. a 60°C. Alicuotas de
los hidrolizados dcidos (A) y alcalino (B) fueron cromatografiados por separado
en papel Whatman N?3empleando comomezcla desolventes butanol: piridina:agua
(60:40:30) durante 16 horas. La radioactividad fue registrada en las tiras del papel.
Las posiciones de las flechas, indican el sitio donde migran patrones auténticos de
retinol monofosfato (RMP, Rf = 0,04); galactosa-1-fosfato (Gal-1-P, Rf = 0,196);
galactosa (Gal, Rf = 0,30): glucosa (Glu, Rf = 0,40); manosa (Man, Rf = 0,44); retinol
(Ret, Rf = 0,93). Origen de la cromatograffa (0); frente del solvente (F).

vitamina A, ha sido sintetizado mediante la inoculacion
de niveles fisiologicos del retinol, lo cual permite inter-
pretaciones de eventos moleculares que tienen lugar en
las glicosilaciones a nivel molecular enlos tejidos. Estoes
sumamente importante, porque muchos de los trabajos
sobre el metabolismo de la vitamina A han sido realiza-
dos en animales con dosis altas (no fisiologicas), los
cuales deben interpretarse con sumo cuidado, porqueya
a esos niveles existe toxicidad de la vitamina A debido a
su intencion indiscriminada con las membranas celu-
lares.
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Biochemistry of vitamin A: a contribution

ABSTRACT Female rats were injected intraperitoneally with a physiological dose of [11, 12 *H]-retinol
acetate in order to investigate in the liver the presence of retinol derivatives. Chromatographic analysis
revealed the presence of three radioactive compounds, two of them were non-polar (Iand IT) and the third
was polar (III). The compound I was identified as retinyl palmitate, and we conclude that retinol was
esterified with palmitate and stored in the liver. The compound Il was notidentified. In other experiments
reported here, rats were injected with [’H}-retinol and [**H]-galactose or [*H]-retinol and [*’P]-phosphate.
The results demonstrated the presence of the three isotopes only in the compound I1I. On the base of mild
acid and alkaline hydrolysis of the isolated compound III, we conclude that it is galactosyl retinyl
phosphate. This compound formed under physiological conditions could function as a donor of
galactosyl rest in glycoprotein biosynthesis. An Venez Nutr 1992,5:69-74

KEY WORDS: Vitamin A, retinoids, carotinoids, vitamin deficiency.






