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Introduccion

La vitamina E es un nutriente esencial para el ser humano,
pero a diferencia de la mayoria de los nutrientes no tiene
un papel especifico en las funciones metabolicas. Su prin-
cipal funcién bioldgica es actuar como un antioxidante
no especifico capturando radicales libres y de este modo
interrumpir la propagacion de las reacciones oxidantes.

* Este documento fue publicado en su primera versién en Docu-
mentos de la revista Quimica Clinica 1996; 15(6): 445-449. La
presente version revisa dicha informacion, introduce aspectos nutri-
cionales no tratados anteriormente e incorpora un analisis DAFO
de la situacion actual respecto a la evaluacion del estatus de
vitamina E.

Este documento tiene la conformidad de las otras dos Sociedades

(AEBM-ML y AEFA) como Recomendacion profesional en el ambito
del Laboratorio Clinico.

Los nombres de los componentes de la Comision de Nutricion y
Vitaminas pueden consultarse en el anexo 1.
* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: BOlmedilla@ictan.csic.es
(B. Olmedilla Alonso).
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Numerosos estudios han mostrado una asociacion directa
entre la ingesta de vitamina E y disminucion del riesgo
de diversas enfermedades cronicas. El a-tocoferol podria
actuar de forma directa, inhibiendo la oxidacion de las lipo-
proteinas de baja densidad (LDL) y, de forma indirecta a
través de funciones moleculares especificas relacionadas
con la modulacion de la actividad de enzimas y de moléculas
que participan en la sefializacion celular y expresion génica,
como son la inhibicion de la actividad de la proteina qui-
nasa C, —-implicada en la proliferacién y diferenciacion de las
células musculares lisas, las plaquetas y los monocitos-, la
activacion de la fosfolipasa A2 citosolica y la ciclooxigenasa-
1 que estimula la liberacién de prostaciclina (potente
vasodilatador e inhibidor de la agregacidn plaquetaria)’-2.
Los sintomas y signos clinicos de la deficiencia de vita-
mina E, como las alteraciones neurologicas, son muy raros
y solo se encuentran en nifos y en adultos con sindromes
de malabsorcion grasa o con enfermedad hepatica, en suje-
tos con trastornos genéticos del transporte o de la unién de
proteinas y en los nifios prematuros®. Esta vitamina presenta
concentraciones superiores a las habituales en la leche de las
madres que tienen partos prematuros, y esto permite pre-
venir o limitar algunos de los problemas de salud asociados
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con la prematuridad (p. ej. la anemia hemolitica), princi-
pal causa de muerte infantil en las primeras cuatro semanas
de vida, cuya incidencia va en aumento®. No se ha descrito
una sintomatologia evidente de deficiencia en los individuos
que consumen dietas con bajo contenido en vitamina E'-3.
Por el contrario, el consumo de elevadas cantidades de esta
vitamina puede llevar a multiples cambios metabolicos y
celulares en humanos'>. Asi, tanto concentraciones séricas
bajas de nutrientes antioxidantes, entre ellos de vitamina
E, como elevadas, a partir de cierto valor umbral alcanza-
ble mediante un aporte extra a la dieta, se han asociado
con un mayor riesgo de mortalidad. Este hecho sugiere que
la suplementacion puede ser util solo para aquellos sujetos
con deficiencias nutricionales®.

Objeto del documento y campo de aplicacion

El objeto de este documento es revisar los aspectos principa-
les de la evaluacion del estatus de vitamina E desde un punto
de vista nutricional y analitico, proponiendo unas recomen-
daciones sobre el procedimiento de medida e indicando
las principales limitaciones existentes en la interpretacion
de resultados. Este documento pretende complementar el
documento disponible «Procedimiento recomendado para
la determinacién de a-tocoferol en suero»’, actualizando
dicha informacion e incorporando aspectos no tratados ante-
riormente. El documento esta dirigido a los especialistas
del laboratorio clinico, clinicos y profesionales dedicados al
estudio, diagnodstico y tratamiento de las alteraciones en el
estatus nutricional de la vitamina E.

Naturaleza y fisiologia de la vitamina E

El término vitamina E engloba a una familia de ocho
compuestos homologos, cuatro tocoferoles y cuatro toco-
trienoles, que se encuentran de forma natural en las plantas,
donde son sintetizados a partir del acido homogentisico.
Todos derivan del 6-cromanol y se denominan alfa (a), beta
(B), gamma (y) y delta (8) en funcioén del nimero y posi-
cion de los grupos metilos en el anillo cromanol. Los cuatro
tocoferoles homdlogos tienen una cadena lateral saturada
de 16 atomos de carbono, mientras que los cuatro toco-
trienoles tienen tres dobles enlaces en la cadena lateral
(fig. 1). El grupo hidroxilo del cromanol puede donar un
atomo de hidrogeno y reducir radicales libres y la cadena
saturada lipofila le permite atravesar las membranas biolo-
gicas. Segun la configuracion R o S de los carbonos quirales

Estructura quimica de los cuatro tocoferoles.

2’, 4 y 8 de los tocoferoles pueden existir 8 esteroisome-
ros, pero de forma natural solo se encuentran como RRR.
La vitamina E en forma sintética (dl-a-tocoferol o all-rac-
a-tocoferol), preparada a partir de la union de la trime-
tilhidroquinona con el isofitol, es una mezcla de los ocho
esteroisomeros de a-tocoferol, y se encuentra en los ali-
mentos enriquecidos y en los complementos alimenticios.
La vitamina E es insoluble en agua y soluble en disolventes
organicos y es susceptible de oxidarse frente al aire y la luz'.

Las diversas formas de la vitamina E estan presentes en
diferentes proporciones en los alimentos. Se encuentran de
forma natural en los alimentos de origen vegetal, en mayor
cantidad en aquellos que contienen grasa (aceites, frutos
secos). Por otra parte, la vitamina E en forma sintética es
anadida a alimentos tanto de origen animal como vegetal,
estando también disponible en forma de complementos ali-
menticios.

La vitamina E es liposoluble por lo que su absorcion
dependera de la absorcion de lipidos en el lumen intestinal.
Ademas, requiere de las secreciones pancreaticas y biliares y
de la formacion de micelas para su absorcion. Los esteres de
tocoferol, presentes en los alimentos procesados (a los que
se ha anadido vitamina E) y en complementos alimenticios,
son hidrolizados por esterasas de la mucosa intestinal antes
de su absorcion. En el enterocito, la vitamina E es incorpo-
rada a los quilomicrones, los cuales son secretados por via
linfatica a la circulacion sistémica. Todas las formas de la
vitamina E muestran una eficiencia de absorcion estimada
entre 51 - 86% y subsecuente secrecion en quilomicrones
aparentemente similares. La absorcion de las distintas for-
mas de la vitamina E parece ser independiente entre si y
no se modifica por la presencia de una mayor cantidad de
alguna de ellas. Tampoco parece existir discriminacion entre
los distintos vitameros (p.ej. a- y y-tocoferol) durante la
absorcion®.

Para que las diferentes formas moleculares de vitamina
E, como el y-tocoferol, puedan ser transferidas a los tejidos
periféricos es necesario que los quilomicrones se hidrolicen
progresivamente bajo la accion de la lipoproteinlipasa endo-
telial (LPL). Los quilomicrones remanentes, que contienen
la mayor parte de la vitamina E recién absorbida, son capta-
dos por el higado, donde el a-tocoferol es especificamente
reconocido por la proteina de transferencia de a-tocoferol
(«-TTP) y de esta forma puede ser incorporado casi exclusi-
vamente en las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
secretadas por el higado. El a-tocoferol es intercambiado
entre las diferentes lipoproteinas, y son las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) y las lipoproteinas de alta densidad
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(HDL) las que contienen mas de 90% de a-tocoferol, que es
captado por los tejidos periféricos, principalmente durante
la lipolisis mediada por la LPL de las VLDL, por la captacién
de LDL por la via del LDL-receptor y por la captacion
del a-tocoferol unido selectivamente a receptores SR-BI
(scavenger receptor class B tipo 1) de HDL'"8. Por tanto, es
el higado, por la funcion discriminatoria de la «-TTP, y no
el intestino, el responsable de la presencia preferencial en
sangre del a-tocoferol en el periodo posprandial’.

No hay una proteina especifica para el transporte de vita-
mina E, por tanto, es probable que la distribucion de la
vitamina E a los tejidos esté determinada por los mecanis-
mos del metabolismo de las lipoproteinas.

El exceso de a-tocoferol, no unido a o-TTP, y las formas
no a-tocoferol, con baja afinidad por la «-TTP, son elimi-
nados por la bilis o catabolizados en el higado por la via
del citocromo P450 generandose, como metabolito final,
el compuesto carboxietil hidroxicromano (CEHC) que puede
conjugarse y eliminarse por la bilis o por la orina. Debido a la
accion antioxidante de la vitamina E, los primeros metaboli-
tos estudiados fueron los derivados de la oxidacion del anillo
cromanol. El a-tocoferol puede ser oxidado a radical tocofe-
rilo y, desde este a tocoferilquinona que es posteriormente
reducido a tocoferilhidroquinona. Estos productos son con-
jugados con el acido glucurénico y eliminados por la bilis o
por la orina donde la tocoferilquinona es degradada a acido
tocoferonico. El radical tocoferilo puede ser reducido a la
forma no oxidada por medio de los agentes reductores como
la vitamina C. La principal via de excrecion de la vitamina E
son las heces'’.

Desde el punto de vista nutricional, la vitamina E con-
templa solo las formas 2R-estereoisomeras del a-tocoferol,
ya que las formas 2 S y la forma sintética all-rac-a-tocoferol
no se encuentran en el plasma y tejidos humanos'. La con-
centracion de vitamina E en sangre varia poco frente a un
amplio rango de ingesta dietética’.

Con fines dietéticos, la actividad de la vitamina E se
expresa como equivalentes de a-tocoferol (Ea-T), siendo
1 Ea-T la actividad de 1 mg RRR-a-tocoferol. Para estimar
el Ea-T en una dieta variada que contenga distintas for-
mas naturales de vitamina E, los miligramos de B-tocoferol
se deben multiplicar por 0,5, los de +y-tocoferol por 0,1
y los de «-tocotrienol por 0,3. Un miligramo de RRR- «-
tocoferol en forma acetato es equivalente a 1 Ul de vitamina
E® y para convertir Ul a EaT, las formas sintéticas all-rac
se multiplican por 0,45 y las formas RRR-a-tocoferol por
0,67".

La ingesta media recomendada (RDA) de vitamina E para
ambos sexos es de 15mg de a-tocoferol al dia, en base a
la estimacion de los requerimientos medios necesarios para
prevenir la hemolisis inducida por el peroxido de hidrogeno
(12mg/dia) mas un coeficiente de variacion del 10%. La
ingesta dietética de acidos grasos poliinsaturados (AGPI)
se ha utilizado para adecuar la ingesta de vitamina E en
diversos paises (p. ej. EE. UU., Espaia), ya que los AGPI son
muy susceptibles a la oxidacién y un aumento en su ingesta,
sin un simultaneo aumento en la ingesta de vitamina E,
puede dar lugar a una disminucion de las concentraciones
de vitamina E en el plasma y a elevaciones en algunos
indices de dano oxidativo. Sin embargo, las dietas con
elevado contenido en AGPI suelen contener también una
gran cantidad de vitamina E'.

No hay pruebas de que el envejecimiento altere la absor-
cion y utilizacion de la vitamina E, por ello la ingesta
estimada para personas mayores de 51 afos es la misma que
para adultos jovenes. Al contrario de lo que sucede con la
mayoria de los nutrientes, la concentracion de a-tocoferol
en sangre aumenta durante el embarazo, de igual forma que
aumenta la de los lipidos totales’.

La ingesta maxima tolerable (UL, por sus siglas en inglés)
es de 1.000 mg/dia para cualquier forma de suplementacion
de «-tocoferol en base al efecto adverso de un aumento en
la tendencia hemorragica' o de 300 mg/dia segln la Agencia
Espanola de Seguridad Alimentaria y Nutricion'®.

La vitamina E es conocida por su papel como potente
antioxidante, y como tal, ayuda a mantener la integridad
de las membranas mediante su capacidad para inhibir la
propagacion de las reacciones peroxidativas en cadena que
se producen en los lipidos poliinsaturados. De esta forma
protege a los componentes de las membranas celulares y
a las LDL de la oxidacion producida por radicales libres'-.
Ademas, la vitamina E, independientemente de su accion
antioxidante, esta implicada en la funciéon inmune, como
se ha observado en estudios in vitro en células, y en la
modulacion de la sefalizacion celular y la regulacion de la
expresion génica por interaccion directa y especifica o a tra-
vés de la regulacion del estado redox de enzimas implicadas
en la sefalizacion celular o de factores de transcripcion?.
Por otra parte, en el origen y desarrollo de diversas enfer-
medades cronicas se considera que esta implicado el dafio
oxidativo producido por radicales libres y por tanto, la vita-
mina E podria jugar un papel protector. Asi, en diversos
estudios se ha observado que el a-tocoferol mantiene la
funcion normal de los componentes tisulares implicados en
la aterogénesis y la trombosis (endotelio, células muscula-
res lisas, plaguetas y monocitos) y por tanto, el a-tocoferol
podria tener un papel critico en la prevencién y atenuacion
del dafo cardiovascular''.

Métodos para la evaluacion del estatus
nutricional de vitamina E

En la valoracion del estatus nutricional de vitaminas, se con-
sidera el equilibrio entre su ingreso y gasto, y se estudia
con el objetivo de detectar la prevalencia e incidencia de
situaciones tanto por defecto como por exceso. En general,
esta valoracion se puede realizar por métodos dietéticos,
clinicos y bioquimicos. Los métodos dietéticos y los clini-
cos son menos especificos y sensibles que los bioquimicos.
Los métodos dietéticos se suelen utilizar para valorar el
nivel de riesgo nutricional en las poblaciones y los méto-
dos clinicos para establecer la existencia de deficiencia o
toxicidad, aunque no hay descritos cuadros clinicos especi-
ficos para todas las vitaminas'?. Cada uno de los métodos
directos de evaluacion (medidas antropométricas, examen
clinico, evaluacion dietética y marcadores bioquimicos) pre-
senta ventajas e inconvenientes respecto a su viabilidad,
aplicabilidad en individuos y poblaciones y costes asociados.

En la seleccion de un método de evaluacion nutricional,
es imprescindible considerar el contexto en el cual se van
a utilizar los datos: ambito clinico (p. ej. evaluacion de
la adecuacion nutricional de una dieta individualmente
o valoracion de riesgos en poblacion), ambito de salud
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publica (p. ej. monitorizacion de poblaciones y vigilancia
de poblaciones en riesgo) o de ambito de investigacion (p.
ej. estudios epidemiologicos, de casos-controles)'>.

La valoracion del estatus nutricional de vitamina E
mediante el examen clinico es de limitada utilidad ya
que los sintomas y signos clinicos de deficiencia en los
seres humanos son muy escasos y solo se manifiestan en
ciertas enfermedades hereditarias en las que el metabo-
lismo de la vitamina E esta alterado, en sindromes de
malabsorcion (p. ej. enfermedad hepatica colestasica, fibro-
sis quistica, resecciones gastrointestinales, enfermedad
inflamatoria intestinal, abetalipoproteinemia) y en nifnos
prematuros o malnutridos. Por otra parte, los problemas
musculares y neuroldgicos que pueden estar asociados a la
deficiencia de vitamina E, no son sintomas especificos y pue-
den tardar anos en manifestarse, particularmente en los
individuos adultos con una ingesta extremadamente baja de
vitamina E3.

La evaluacion dietética consiste en medir el consumo de
alimentos y calcular la ingesta de nutrientes que contienen
esos alimentos utilizando tablas de composicion de alimen-
tos, para finalmente compararla con las ingestas dietéticas
recomendadas para evitar la deficiencia en vitamina E. Para
el establecimiento de recomendaciones de ingesta se utili-
zan biomarcadores como indicativos de inadecuacion ante
los cambios de un nutriente, que en el caso de la vitamina E
se basan en estudios de deplecion y replecion en individuos
usando la hemodlisis de los eritrocitos como biomarcador''.

En la valoracion del estatus nutricional, la utilizacion de
marcadores bioquimicos es esencial, ya que son medidas
objetivas y pueden ser exactas. No obstante, muchos mar-
cadores solo reflejan débilmente la ingesta dietética (p. €j.
la concentracion de colesterol en plasma) o el estatus nutri-
cional debido al control metabdlico (p. €j. la concentracion
de calcio en plasma) o a otros factores no dietéticos que
pueden afectar a sus valores (p. €j. biomarcadores relacio-
nados con las lipoproteinas que transportan tocoferoles y
carotenoides en sangre)’:.

La valoracion del estatus nutricional de vitamina E uti-
lizando marcadores bioquimicos se realiza habitualmente
mediante la medicion de la concentracion de a-tocoferol
en el plasma. Dicha concentracion de tocoferol en sangre
no refleja necesariamente su ingesta ni las reservas corpora-
les, ya que en la sangre solo se encuentra el 1% del tocoferol
presente en el organismo y por otra parte, la cantidad circu-
lante esta fuertemente relacionada con la concentracion de
los lipidos circulantes. Por ello, la concentracion de vitamina
E relativa a la de lipidos (p. ej. razon tocoferol/colesterol
en plasma) podria ser mas representativa del estatus nutri-
cional de vitamina E. Otro marcador bioquimico (funcional)
para valorar el estatus de esta vitamina, se basa en la pre-
sencia de tocoferol en los eritrocitos y se mide la tendencia
a la hemolisis cuando se expone a agentes oxidantes®. Sin
embargo, los mencionados marcadores no sirven para deter-
minar un estatus nutricional de vitamina E adecuado debido
a los numerosos factores que en ellos influyen (p. ej. edad,
concentracion de lipidos en el plasma). Un marcador que
podria aportar una adecuada informacion es la excrecion
urinaria del metabolito a-carboxietil hidroxicromanol, pero
se precisan estudios mas amplios en relacion con el estatus
de vitamina E o con los beneficios esperados'"'#. Final-
mente, también podria ser valorado el estatus de vitamina

E mediante la medicion de diversas magnitudes relacio-
nadas con los productos de peroxidacion lipidica (p. ej.
malondialdehido, productos reactivos al acido tiobarbitd-
rico -TBARS-, etano, pentano e isoprostanos F2), pero no
son especificos para la vitamina E' y podrian reflejar ade-
mas de un estatus de vitamina E deficiente, un aumento en
la peroxidacion lipidica debido a diversas patologias.

Método recomendado; medicion de
a-tocoferol por cromatografia liquida de alta
eficacia

Para poder predecir clinicamente si existe una deficiencia
de vitamina E es esencial que el procedimiento de medida
empleado para medir su concentracion en el suero o en
el plasma sea robusto y se ajuste al proposito del estudio.
Sin embargo, a pesar de las aparentes similitudes existen-
tes entre la mayoria de los procedimientos utilizados en los
laboratorios, existen factores de confusion que dificultan la
emision de resultados y la estandarizacion de los procedi-
mientos empleados para medir las magnitudes relacionadas
con las vitaminas'>.

Actualmente, el biomarcador mas frecuentemente utili-
zado para evaluar el estatus nutricional de vitamina E es
la concentracion de a-tocoferol en el suero o en el plasma
y el procedimiento de medida de eleccion emplea la cro-
matografia liquida de alta eficacia (HPLC) como principio
de medicion. Este procedimiento proporciona una elevada
especificidad y sensibilidad, y permite la medicion simul-
tanea, a partir de un volumen reducido de muestra, de la
concentracion de varios micronutrientes liposolubles (p. €j.
tocoferoles, retinol y carotenoides). La HPLC se ha apli-
cado utilizando sistemas en fase normal y en fase reversa en
combinacion con los sistemas de deteccion simples, como
los detectores ultravioleta y de red de diodos o mediante
espectrometria de masas en tandem. Otros sistemas de
deteccion incluyen los detectores electroquimicos (permi-
ten detectar el potencial de reduccion de los compuestos)
o los detectores fluorimétricos, que tiene la ventaja de usar
la capacidad fluorescente propia del compuesto permitiendo
asi una deteccion mas selectiva y sensible’.

Consideraciones preanaliticas

Tipo de espécimen
En la valoracion del estatus nutricional de la vitamina E por
procedimientos de medida directos, se ha medido la concen-
tracion de a-tocoferol en muestras de suero o de plasma,
asi como en los eritrocitos, los linfocitos y las plaquetas. En
el caso de utilizar plasma como espécimen es importante
la seleccion del anticoagulante ya que este puede interfe-
rir en el analisis. Por ejemplo, en muestras de plasma que
contienen citrato u oxalato como anticoagulante se obtie-
nen concentraciones mas bajas de a-tocoferol que al usar
muestras de suero o de plasma con heparina’. Asi mismo,
no existen diferencias entre los resultados obtenidos cuando
se emplean muestras de suero o de plasma con heparina de
litio'®.

Aunque las concentraciones de vitamina E en los eritro-
citos y las plaquetas pueden ser un indicador mas sensible
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(reflejan estatus/exposicion a mas largo plazo) del estatus
de vitamina E que las medidas en el suero o en el plasma,
o en los linfocitos, los procedimientos empleados para su
medicion son mas laboriosos de realizar y se utilizan con
menos frecuencia. La medicién de la concentracion de vita-
mina E en el suero o en el plasma es la mas empleada’.
No existen diferencias entre las concentraciones de «a- y
v-tocoferol en el suero y en el plasma (con heparina de
litio) en valores que estan comprendidos en sus respectivos
intervalos de referencia’®.

Las reservas de vitamina E, en el higado y en el tejido
adiposo, se estiman mediante la realizacion de biopsias
en dichos tejidos ya que, debido a su recambio mas lento
pueden reflejar el estatus nutricional de vitamina E a largo
plazo. Pese a ello, aunque pueden aportar informacion de
interés, no son procedimientos muy habituales ya que son
invasivos'’.

Recogida de la muestra y estabilidad

En general, la muestra de sangre debe obtenerse en estado
de ayuno. Aunque los valores de la concentracion de a-
tocoferol son independientes de la ingesta reciente de
alimentos (aunque si que dependen los valores de la concen-
tracion de y-tocoferol), hay que considerar que la vitamina
E es transportada por lipoproteinas y los valores de las mag-
nitudes lipidicas si que se pueden alterar tras la ingesta. Por
ello, un estado posprandial puede alterar la valoracion del
estatus nutricional de vitamina E cuando se emplea la rela-
cion entre las concentraciones de vitamina E y de la mayoria
de los lipidos en la sangre’.

Tras la obtencion del suero o del plasma de la sangre
para la determinacion de a-tocoferol, las muestras pueden
ser procesadas durante un periodo de tiempo maximo de 23
h a temperatura ambiente y en la oscuridad’®, o bien, pue-
den congelarse a - 20°C para su posterior procesamiento.
Si no se separa el suero o el plasma en una muestra de san-
gre se recomienda que, en caso de que transcurran mas de
24 h desde su extraccion, la muestra se mantenga refrige-
rada a 4°C (hasta un maximo de 4 dias). Por otra parte,
aunque no hay informacion sobre cdmo puede afectar la luz
en la estabilidad de la concentracion de la vitamina E, las
muestras se suelen mantener protegidas de la luz cuando
en estas se vaya a determinar también la concentracion de
retinol’.

La concentracion de vitamina E en el suero o en el
plasma se mantiene estable tras varios ciclos de congela-
cion - descongelacion’. Adicionalmente, la utilizacion de
nitrogeno antes de la congelacion de las muestras no afade
beneficios. Aunque esta descrito que la concentracion de
a-tocoferol en plasma es estable cuando las muestras se
almacenan a - 70°C durante 28 meses o a - 20°C durante
cinco meses'®, una reciente guia establece que las muestras
(suero o plasma) pueden ser almacenadas a - 20°C durante
un periodo maximo de 6 semanas y a - 70°C durante un
tiempo no superior a un afio'>.

Fase analitica

Extraccion de la muestra

Para llevar a cabo la medicion de la concentracion de la
vitamina E en el suero o en el plasma (conjuntamente o
no con la concentracion de retinol y de carotenoides), solo

es necesario un volumen de muestra de suero o de plasma
comprendido entre 200 - 1000 L. Como estas vitaminas son
liposolubles (E y K) y ademas, se encuentran unidas a las
lipoproteinas plasmaticas por interacciones hidrofobicas, se
necesita llevar a cabo una extraccion liquido-liquido con un
solvente organico (generalmente metanol o etanol). Por otro
lado, es practica habitual tratar, durante todo el proceso, a
los materiales de calibracién y de control de igual forma que
las muestras a analizar. Tras el procedimiento de extraccion,
que en algunos casos ha de ser repetido varias veces, las
fases organicas se recogen y evaporan hasta sequedad bajo
atmosfera de nitrégeno (a temperatura ambiente o hasta
una temperatura <40°C). Seguidamente, se reconstituye el
residuo con un solvente que permita su adecuada solubilidad
(p. ej. la propia fase movil u otro solvente que sea compa-
tible con ella). El volumen de solvente a anadir ha de ser el
suficiente para asegurar dicha reconstitucion (p. ej. un volu-
men equivalente al de la muestra inicial). Posteriormente,
el residuo reconstituido debe ser protegido de la luz hasta
su analisis® ">,

Dado que las vitaminas liposolubles se separan por parti-
cion entre dos fases, su recuperacion variara dependiendo
de la cantidad de solvente polar anadido a la muestra
de suero o plasma (generalmente 1:1) y el volumen del
solvente no polar utilizado en la extraccion, que varia
entre los métodos desde 2,5 a 15 veces el volumen de
la muestra/mezcla del solvente polar’. Por ello, es util
incorporar un estandar interno (p. ej. acetato de toco-
ferilo) y posteriormente, extraer la fraccion lipidica con
solventes organicos (p. ej. hexano o mezclas que conten-
gan dietiléter) para controlar la pérdida o concentracion
de analitos durante la manipulacion de la muestra, pero
sin olvidar que su recuperacion tras la extraccion no es,
necesariamente, equiparable al rendimiento del proceso.
Ademas, durante el proceso de extraccion se pueden anadir
compuestos estabilizadores (ej. hidroxibutiltolueno o ascor-
bato) aunque las ventajas que esto pueda aportar no son
claras®.

Cromatografia liquida de alta eficacia
La HPLC es el método de eleccion para el analisis de los
micronutrientes liposolubles por su elevado rendimiento y
su capacidad para cuantificar, de forma individualizada, las
diversas formas de esos compuestos presentes en bajas con-
centraciones en el suero o en el plasma. Por otra parte, esta
cromatografia es una técnica altamente sensible y repro-
ducible, que puede ser utilizada con diversos métodos de
deteccion y fase mavil (para mas informacion, ver la revi-
sion de Lai y Frankle, 2013)°, que permiten aumentar su
sensibilidad y especificidad.

La correcta seleccion de la columna cromatografica
y de la fase movil son aspectos importantes a tener en
cuenta si se desea obtener una separacion cromatografica
adecuada de diferentes micronutrientes (p. ej. vitaminas
A, E y D). Esta separacion puede realizarse utilizando una
elucion isocratica, siendo rapida, fiable y relativamente
barata. Uno de los tipos de columnas cromatograficas mas
ampliamente utilizadas son las columnas en fase reversa del
tipo octadecilsilano o C-18. Conjuntamente con la columna
es recomendable emplear una precolumna para alargar
la vida (til de la columna. En referencia a la fase movil,
suele emplearse una mezcla de metanol: agua (en unas
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Tabla 1 Datos espectroscopicos y coeficientes de absorcion de diversos compuestos del grupo de la vitamina E
Compuesto Longitud de onda (nm) E qg'cm Masa molar (g/mol) Epsilon
(L/mol x cm)
a-tocoferol 292 76 430,7 3273,3
B-tocoferol 296 89 416,7 3708,6
v-tocoferol 298 91 416,7 3782
d-tocoferol 298 87 402,6 3502,6

Epsilon es el coeficiente de absorcién molar en metanol en L x mol~" x cm~" a la longitud de onda indicada.

Fuente: Pocklington et al.??, Bourgeois?' y Balz et al.??

proporciones del 99 - 90/1-10, v/v). Cabe destacar que
este tipo de fase mdvil no seria apropiada para resolver
los compuestos mas hidréfobos (p.ej. B-caroteno). Actual-
mente se han desarrollado procedimientos de medida
basados en la cromatografia liquida de alta y rapida eficacia
o UHPLC que permiten trabajar con columnas con un
tamano de particula < 2 um. Este tipo de columnas, pro-
porcionan una mayor resolucion y eficacia cromatograficas
en un menor tiempo, permitiendo acortar los tiempos
de retencion. Ademas, este menor tamano de particula
permite que se precise una menor cantidad de muestra
para obtener la misma relacion sefial/ruido aumentando asi
la capacidad de deteccion del sistema cromatografico, el
rendimiento y los costes asociados'®.

El sistema de deteccion mas comdn es la espectroscopia
de absorcion en el ultravioleta -visible (UV/Vis), a longitu-
des de onda fijas o como red de diodos (PDP). La longitud de
onda de eleccion para detectar, en metanol, el a-tocoferol
es 292nm, la del B-tocoferol es 296nm, y para el y- y
d-tocoferol es de 298 nm. Otros sistemas de deteccion uti-
lizan los detectores electroquimicos y fluorimétricos, sin
embargo, aunque inicialmente se considerd que aportaban
una mayor sensibilidad que el UV/Vis, en la practica cli-
nica el UV/Vis y el PDP permiten un nivel de sensibilidad
adecuado.

La identificacion de los tocoferoles se puede realizar
mediante la coincidencia entre el tiempo de retencion del
patron y la muestra, la coelucién de ambos (muestras con
patron anadido), la comparacion de espectros de absorcion,
la inyeccion en distintos sistemas cromatograficos (fase
movil y columna) o mediante sistemas acoplados de espec-
trometria de masas. La cuantificacion se realiza mediante
curvas de calibracion (4 - 6 puntos) o por factor respuesta,
calculando las concentraciones por areas o por altura de los
picos, con o sin correccion por estandar interno, y/o apli-
cando el porcentaje de recuperacion durante el proceso de
extraccion.

Actualmente, existen kits comerciales que permiten la
medicion de la concentracion de a-tocoferol (p.ej. Tek-
nokroma, Leti-diagnosticos, Chromsystems, Recipe, Biorad)
que utilizan protocolos de extraccion y patrones de concen-
tracion conocida para calibrar los sistemas. No obstante,
cuando la calibracion se realiza en el laboratorio, es reco-
mendable corregir la medida gravimétrica de los patrones
por la absorcion espectrofotométrica (Ley de Lambert-Beer)
y esta, a su vez, por la pureza cromatografica. En la tabla 1
se indican algunos datos espectrales utiles en el analisis de la
vitamina E2°-?2, Actualmente existen los sistemas de extrac-
cion en fase solida (cartuchos) que permiten un mayor grado

de automatizacion de esta etapa y su acoplamiento directo
al sistema cromatografico.

Control de calidad y materiales de referencia

El control de calidad interno debe ser una practica habi-
tual del laboratorio y debe ser incluido en cada medicion
analitica y valorado frente a los criterios de aceptabilidad
previamente establecidos. Es conveniente que este procedi-
miento sea repeti do a diferentes valores de concentracion
de los analitos.

La participacion en los programas de calidad exter-
nos permite valorar el dominio de esos procedimientos
analiticos. Actualmente, existen diversos programas de eva-
luacion externa de la calidad (French Society of Vitamins
and Biofactors, United Kingdom National External Quality
Assessment Service, National Institute of Standards and
Technology [NIST, EE. UU.], entre otros)®> mediante los cuales
se puede conocer y controlar de forma periddica la pre-
cision y exactitud de los métodos utilizados. Asimismo, el
NIST comercializa los materiales de referencia para vitamina
E en suero (SRM-968e) con valores certificados a tres nive-
les fisiologicos. Por otro lado, existen casas comerciales que
ofrecen calibradores y controles con valores asignados que
son trazables a los sistemas de referencia.

Interpretacion de datos

Aligual que para otros micronutrientes, la interpretacion del
estatus de vitamina E depende de la variabilidad metodolo-
gica del procedimiento de medida empleado, la variabilidad
de los resultados obtenidos entre los laboratorios, de la
variabilidad biologica (para la concentracion del a-tocoferol
medido en suero, la variacion intraindividual es del 13,8% y
la interindividual del 15%)?3, de los valores de referencia
y de los puntos de corte establecidos. En este sentido, la
variabilidad atribuible a la utilizacion de los distintos méto-
dos de analisis y los analisis entre diferentes laboratorios
es baja para el a-tocoferol (<5%), tal como indican algunos
programas de control de calidad como el del NIST (EE. UU.).

Valores de referencia

Una concentracion de «-tocoferol en sangre de 20 pmol/l
(0,8 mg/dl) se considera adecuada para los sujetos adultos
aparentemente sanos que consumen una dieta variada'’,
mientras que un valor inferior a 12 pmol/l (0,5mg/dl)
se considera como indicativo de una deficiencia’?. Sin
embargo, la concentracion de a-tocoferol circulante en
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sangre es dificil de interpretar por diversas razones, entre
las que se encuentran el hecho de que el a-tocoferol
es transportado en sangre por las lipoproteinas y por
tanto puede depender de su concentracion (aunque un
metabolismo anormal de las lipoproteinas no conlleva nece-
sariamente un aumento en la distribucion de «-tocoferol
hacia los tejidos). Por otra parte, el «-tocoferol en san-
gre no muestra una buena correlacion con su ingesta
dietética'’. Por ello, se han propuesto diversas razones
de a-tocoferol/lipidos sanguineos para facilitar la identi-
ficacion de la deficiencia en vitamina E, de los cuales,
la razon tocoferol/(colesterol + triglicéridos) es casi tan
potente como la razéon de tocoferol/lipidos totales para
identificar la deficiencia en vitamina E y tiene la ventaja
de que la mayoria de los hospitales no necesitan insta-
lar métodos adicionales para su estimacion?’. También se
recomienda la razon a-tocoferol/colesterol (pmol/mmol)
por su mayor sensibilidad?. Sin embargo, cuando tanto la
concentracion de los lipidos plasmaticos como la del a-
tocoferol estan anormalmente bajas, la correccion de la
concentracion de a-tocoferol circulante dara lugar a una
razon a-tocoferol: lipidos normal y, asumir que esas con-
diciones reflejan un estatus de vitamina E adecuado es
probablemente invalido porque una concentracion baja de
lipidos refleja unos inadecuados transportadores plasmati-
cos de la vitamina E a los tejidos''. También, en el caso
de que la concentracion de los lipidos plasmaticos sea
elevada es util expresar la concentracion de o-tocoferol
en relacion con la concentracion de lipidos para valorar
el estatus nutricional de la vitamina E, el cual se consi-
dera adecuado si es mayor de 2,2 umol «-tocoferol/mmol
colesterol?>?7,

La deficiencia de vitamina E es poco comin en los seres
humanos. En los adultos y los ninos, dicha deficiencia puede
causar trastornos neuromusculares y hemolisis'. En gene-
ral, una concentracion de a-tocoferol en el suero o en
el plasma inferior a 12 umol/l (0,5mg/dl) se asocia con
un aumento de infecciones, anemia, retraso en el creci-
miento y alteraciones en el embarazo con consecuencias
para el nifo y la madre. Una concentracion de a-tocoferol
en el suero o en el plasma entre los 12 umol/l (0,5mg/dl)
y los 20 pmol/l (0,8 mg/dl) pueden aumentar mediante un
aumento en la ingesta dietética de vitamina E, lo que sugiere
que en ese intervalo de valores, la «-TTP hepatica no esta
saturada''. No obstante, ante ingestas medias de vitamina
E, la falta de correlacion entre la cantidad ingerida y la
concentracion del a-tocoferol en el suero o en el plasma
indica que hay una regulacion eficaz en el control de dichas
concentraciones'!.

La concentracion de «-tocoferol en el suero o en el
plasma no muestra diferencias entre los sexos. Se han
descrito variaciones estacionales en algunos grupos de
poblacion?®?° aunque no en otros*®3'. En la tabla 2 se mues-
tran las concentraciones de «-tocoferol y y-tocoferol en
el suero o plasma y de la relacion de la concentracion de
a-tocoferol y la concentracion de lipidos para distintos inter-
valos de edad?+2%:31-40,

Una ingesta excesiva de la vitamina E a partir de la
dieta es poco frecuente y no estan descritas situaciones
de toxicidad. La ingesta recomendada para la poblacion
adulta en Espafa es de 12mg vitamina E/dia*' y la UL
es de 300mg/dia’®. En cuanto a los riesgos derivados

de los aportes extra de vitamina E a la dieta, un estu-
dio de metaanalisis de 19 ensayos clinicos en los que
se valoré la relacion entre dosis de vitamina E (16,5 -
2.000 Ul/dia o 11 - 1.334mg/dia) y respuesta de morta-
lidad global, mostré un aumento del riesgo de mortalidad
por cualquier causa cuando la ingesta era >400 Ul/dia
(267 mg/dia)*?.

Interferencias

En la medicion del estatus en vitamina E no hay descritas
interferencias analiticas a excepcion de la posible sobreesti-
macion en la concentracion de a-tocoferol cuando se utiliza
HPLC (p.ej. isocraticos) debida a la presencia de concen-
traciones elevadas de B-criptoxantina, que es extraida de
forma simultanea. Con algunos métodos de analisis pueden
coeluir y aunque la deteccidon de ambos compuestos se rea-
liza a diferentes longitudes de onda (p. ej. 290-295nm el
a-tocoferol y 450 nm la B-criptoxantina), cuando la concen-
tracion de B-criptoxantina es alta, esta también presenta
absorcion en la longitud de onda seleccionada para el -
tocoferol®:.

Andlisis DAFO: debilidades, amenazas,
fortalezas, oportunidades

Debilidades

- Se desconoce la concentracion minima de vitamina E en
el suero o en el plasma que esté asociada con una posible
toxicidad.

- No hay sintomas clinicos especificos que se relacionen con
un estatus nutricional de a-tocoferol inadecuado.

- Laconcentracion de a-tocoferol en el suero o en el plasma
parece estar regulada (para evitar su aumento) mediante
un incremento del metabolismo hepatico y su excrecion.

- No se ha valorado la estabilidad de la concentracion de a-
tocoferol en el suero o en el plasma cuando se almacena
a temperatura ambiente o a 4°C durante cortos periodos
de tiempo (ej. 1 - 2 semanas).

- No hay marcadores bioquimicos especificos (p.ej. meta-
bolitos) de toxicidad.

Amenazas

- Los procedimientos de medida empleados actualmente en
el laboratorio no estan totalmente automatizados.

- Los sistemas de medida basados en la HPLC presentan un
elevado coste y es necesaria experiencia técnica para su
manejo.

- Existe un mercado de suplementos (complementos ali-
menticios) con un limitado control (p.ej. en Internet). Hay
venta sin prescripcion.

- Existe una inadecuada identificacion de los grupos en
riesgo de déficit subclinico de vitamina E (p.ej. por emba-
razo, lactancia, obesidad, cirugia bariatrica, edad avan-
zada, nifios/adultos en exclusion social, inmigrantes).
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Tabla 2 Concentraciones de vitamina E en sangre (suero o plasma) de sujetos control (seleccion de datos bibliograficos)

Vitamina E Concentracion en sujetos control Rango de edad  Espécimen (n.°  Referencias
(wmol/Ll) (anos) Pais sujetos)
Hombres Mujeres
a-tocoferol 27,4 25,52 25-45 Suero £z
a-tocoferol/colesterol 7,02 6,4% (32 H, 32 M)
(rmol/l/mmol/l)
vy-tocoferol 1,12 12 Espana
a-tocoferol 28,6° 27,9° 5-79 Suero &=
a-tocoferol/colesterol 5,6° 5,5° Espana (212 H, 240 M)
(rmol/l/mmol/l)
a-tocoferol 33,52 18 -75 Suero #
Espafia (149 H, 193 M)
a-tocoferol 15 -30 9 - 17 (7 paises  Suero/plasma Z
europeos)
27- 38 Adultos (UK,
Francia,
Finlandia)
a-tocoferol 22,13¢ 23,13¢ 12 -18 Plasma B
10 paises (933 H, 489 M)
europeos
a-tocoferol 24,6 - 33,7 70 -75 Plasma £
8 paises 1682 sujetos
europeos (841 H, 841 M)
a-tocoferol 28,9 28,3 55 -70 Plasma (EDTA, &L
heparina)
29,5 31 70- 85 (195 H, 192 M)
a-tocoferol/colesterol 5,13 4,9 55- 70
(prmol/l/mmol/l)
5,17 4,9 70- 85
Francia, Italia
a-tocoferol 16,97 17,32 12- 17 Suero &
EEUU (153 H, 132 M)
a-tocoferol 30,1 >20 Suero *
a-tocoferol/colesterol 1,03 4087 sujetos
(prmol/l/mmol/l) adultos
~-tocoferol 5,74 EEUU (1911 H, 2176 M)
a-tocoferol 9,3 - 41,84 0-17 Suero ¥
13,9 - 39,54 >18 Valores de
referencia
EEUU
a-tocoferol 21,7-27,2 28,2-33,3 37-58 Plasma 2%
Japon (46 H, 9 M)
a-tocoferol 15,5 15 20 -59 Plasma (EDTA)  “©
a-tocoferol/colesterol 3,1 3,1
(rmol/l/mmol/l)
v-tocoferol 0,29 0,26 Rep. Corea del (33H,73 M)

Sur

H: hombres; M: mujeres.

@ Media.
b Mediana.

¢ Nivel adecuado: 12 -46 umol a-tocopherol/L.
d El nivel de deficiencia si la concentracion de a-tocoferol en sangre es <0,3 mg/dl en adultos, <0,2 mg/dl en prematuros y neonatos,
y <0,3mg/dl en nifios entre 3 meses y 2 anos. El nivel de posible toxicidad en adultos es > 4mg/dl.
1 mg a-tocopherol/dL x 23,22 = umol a-tocopherol/l.
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Fortalezas

- Existen una multitud de procedimientos para evaluar el
estatus nutricional, tanto a nivel individual como pobla-
cional.

- Existen procedimientos de medida (p.ej. HPLC) especifi-
cos, robustos, estandarizables y trazables para evaluar el
estatus nutricional de la vitamina E.

- Existe la posibilidad de automatizar los procedimientos de
medida, incluidos los procedimientos de preparacion o de
extraccion de las muestras.

- Hay disponibilidad de programas de evaluacion externa de
la calidad y de materiales de referencia en suero.

Oportunidades

- La metaboldémica permitiria una mejor interpretacion del
estatus nutricional de vitamina E.

- El conocimiento de los polimorfismos genéticos como
determinantes de niveles circulantes de biomarcadores.

- La medicion simultanea de la concentracion de diver-
sos micronutrientes relacionados (p.ej. vitaminas Ay D,
carotenoides) en el plasma o en el suero puede ser de inte-
rés en determinadas situaciones clinicas en las que haya
malabsorcion de grasas (por €j. fibrosis quistica, enferme-
dad inflamatoria intestinal).

Conclusiones y recomendaciones

Los métodos bioquimicos son objetivos, especificos y sen-
sibles, estan exentos de los errores asociados a otros tipos
de abordajes, como puede ser la evaluacion dietética. El
biomarcador mas frecuentemente utilizado para evaluar el
déficit de vitamina E es la concentracion de a-tocoferol en
el suero o el plasma, aunque su interpretacion presenta limi-
taciones debido a su relacion con los lipidos plasmaticos y
la influencia de otros factores.

Actualmente, para la medicion de la concentracion de
a-tocoferol en el suero o el plasma, los procedimientos de
medida de eleccion son aquellos que estan basados en la
HPLC ya que proporciona una elevada especificidad y sen-
sibilidad. Para llevar a cabo una correcta medicion de la
concentracion de a-tocoferol en el suero o el plasma y
realizar una adecuada interpretacion de los resultados obte-
nidos, se establecen las siguientes recomendaciones:

- La extraccion de la muestra debe realizarse en estado de
ayuno.

- Las muestras de sangre deben recogerse en un tubo sin
aditivos o con gel separador (suero) o en un tubo que
contenga heparina de litio como anticoagulante (plasma).

- Manejar las muestras (extraccion) en condiciones de luz
tenue.

- Procesar la muestra en el dia de su recogida o mantenerla
refrigerada si se van a procesar en un periodo de tiempo
< 24 h. En su defecto, almacenar el suero o el plasma a
< 20°C (estable durante un periodo de tiempo < 5 meses)
0 a - 70°C (estable durante un periodo de tiempo < 12
meses) hasta su procesamiento.

- Incluir un estandar interno (p.ej. acetato de tocoferilo, si
la deteccion es UV/Vis) para corregir las posibles pérdidas
o concentracion de la muestra durante la manipulacion.

- Realizar una preparacion de la muestras mediante una
precipitacion de proteinas (p.ej. con etanol) y una
extraccion liquido-liquido con solventes organicos. Segui-
damente, evaporar la fase organica a <40°C y reconstituir
el extracto con un solvente adecuado (p.ej. la fase movil).

- El analisis cromatografico se puede realizar en columnas
C18, fases moviles con metanol (90-100%) y elucion iso-
cratica. No obstante, existen multiples aplicaciones que
combinan otro tipo de columnas, tamano de particula y
fase movil, tanto en modo isocratico como gradiente. Rea-
lizar la deteccion de tocoferol y acetato de tocoferilo
(estandar interno) a 292 nm.

- Utilizar calibradores (patrones) comercialmente dispo-
nibles. Se recomienda al menos corregir las medidas
gravimétricas por lectura espectrofotométrica para con-
firmar la pureza. Realizar calibraciones de 4 - 6 puntos.

- Se recomienda la utilizacion periédica de materiales de
referencia y la participacion en programas externos de
control de calidad analitico.

- Expresar la concentracion de tocoferol en unidades inter-
nacionales (wmol/l). No obstante, muchos laboratorios y
programas de control de calidad utilizan otras unidades
de medida (pg/dl, ng/mL).

- Para la interpretacion de los resultados: es recomendable
calcular la relacion entre la concentracion de vitamina
E y la concentracion de lipidos en el suero o el plasma
(p. ej.: la concentracion de colesterol en el suero), asi
como estratificar los valores de referencia por intervalos
de edad.
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tina Cérdoba Chicote, Ramén Deulofeu Piquet, Fernando
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Alonso, Maria Victoria Pardos Barra, José Ruiz Budria (Presi-
dente).
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