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Resumen

Se realizé una serie de experimentos en ratas machos Wistar para estudiar el efecto de la vitamina K; (Bisulfito de
menadiona, sal sddica) sobre enzimas séricas. Se determind la actividad de las enzimas deshidrogenasa lactica (LDH),
fosfohexosaisomerasa (PHI), gammaglutamiltranspeptidasa (GGT), maltasa acida, arginasa y colinesterasa (CHE) en el
suero de ratas tratadas con dosis crecientes de vitamina K,. Los resultados se compararon con los obtenidos en los
respectivos testigos tratados con dosis equivalentes de bisulfito de sodio. La vitamina K, especialmente con las dosis
mayores, increment6 (p<0.05) la actividad de la LDH, PH', maltasa acida y arginasa, con una disminucion igualmente
significativa de la CHE sérica, Estos resultados, sugieren que la hipervitaminosis K; produce lesiones tisulares
generalizadas en especial a nivel hepético. En las ratas tratadas con las dosis méas elevadas de bisulfito se observé un
incremento significativo, aunque no tan acentuado como el de la vitamina K, en la LDH yen la PH' que pudiera deberse
a diversos efectos metabdlicos.

Palabras claves: Enzimas séricas, Alteraciones enzimaticas séricas, hipervitaminosis, vitamina Ks.

Abstract
Serum enzimatic alterations in the acute K3 hypervitaminosis

We have studied the effect of vitamin K; (sodium salt of menadione bisulfite) on the serum enzyme profile in Wistar
male rats. We measured the activity of the enzymes lactic dehydrogenase (LDH), phosphohexoseisomerase (PHI),
gamma-glutamyl-transpeptidase (GGT, acid maltase, arginase and cholinesterase (CHE) in the serum of rats treated
with progresivley larger doses of vitamin.K;. The results were compared with the serum enzyme levels in control rats
treated with sodium bisulphite. The largest doses of vitamin Kj significantly increased (p<0.05) the activity of LDH,
PHI, acid maltase and arginase whereas the activity of CHE decreased significantly. These results suggest that overdose
of vitamin K3 damage several tissues, including the hepatic tissue. The largest doses of sodium bisulphite increased
LDH and PH' too. This suggests that sodium bisulphite alone might have an effect on the biosynthesis of proteins in
general and of enzymes in particular.

Key words: Serum enzymes, serum enzymatic alterations, hypervitaminosis, vitamin Ks.

INTRODUCCION hipervitaminosis K3 produce una marcada al-

teracion enzimatica (Rivera. 1980), lo cual

Las vitaminas K (incluyendo la K3 o me-
nadiona) han sido objeto de numerosos estu-
dios y publicaciones, especialmente en cuanto
a sus manifestaciones carenciales. Sin em-
bargo, los trabajos en relacion con la adminis-
tracion de dosis excesivas de estas vitaminas
son mas escasos y muy antiguos, a tal punto
que los sintomas tipicos de una verdadera
hipervitaminosis K no han sido demostrados
(Deuel, 1957). Entre las manifestaciones
toxicas de la hipervitaminosis K; hay dismi-
nucion del crecimiento corporal, albuminuria,
poifirinuria y extravasaciones hemorragicas
en higado y en rifion (Deuel, 1957), anemia
hemolitica, hepatoesplenomegalia (Molitor y
Robinson, 1940) y eventualmente la muerte,
sea por insuficiencia circulatoria y/o respira-
toria (Deuel, 1957). A nivel hepético la

sugiere que la administracion de esta vitamina
en dosis levadas determina variaciones con-
comitantes de enzimas séricas. Este hecho,
que no ha sido descrito en la literatura consul-
tada, motivo la realizaciéon de la presente in-
vestigacion en la cual se valord la actividad de
diversas enzimas en la sangre de ratas tratadas
con dosis variables de vitamina Kj (grupos
experimentales) y se comparé con lo que
sucede en ratas que recibieron dosis equiva-
lentes de bisulfito de sodio (grupos controles).

MATERIALES Y METODOS
Disefio Experimental

Se emplearon 200 ratas machos Wistar con
pesos que oscilaron entre 160 y 180 g,
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adaptadas al ambiente del laboratorio durante
una semana, como paso previo al inicio de las
experiencias. El alimento fue Ratarina R
Protinal suplementado con vitaminas y mine-
rales. Agua de bebida "ad libitum". Al
término del periodo de adaptacion, se
distribuyeron al azar en los grupos
experimentales y controles que se describen a
continuacion.

A los grupos experimentales (del 1 al 5) se les
administré V..M. por dia y por espacio de 7
dias: 10,20,30,40 y 50 mg de vitamina Kj
(bisulfito de menadiona, sal sédica, Sigma) en
solucién acuosa/kg de peso corporal/dia, res-
pectivamente. A los grupos controles corres-
pondientes (del 1 al 5) se les administré por la
misma via y durante el mismo lapso, dosis
equivalentes de bisulfito de sodio, en solucion
acuosa. Los volumenes administrados, tanto
de vitamina K3 como de bisulfito de sodio,
siempre fueron de 1 ml. Todos los grupos,
tanto experimentales como controles, estu-
vieron constituidos por 20 animales. Las ratas
se pesaron y se examinaron diariamente en
busca de manifestaciones patologicas. A las
24 horas de administrada la dltima dosis de
vitamina K; o de bisulfito de sodio, segln los
casos, los animales se anestesiaron con éter
etilico, en campana de vidrio e
inmediatamente después se les extrajo sangre
por puncion del seno retro-orbitario, mediante
tubos de micro - hematocrito. Las muestras se
recolectaron en tubos de centrifuga
graduados, sin anticoagulante y despues de
centrifugaron a 2500 rpm, durante 15 mm, a
fin de asegurar la pronta obtencién de los
sueros que se utilizaron para las
determinaciones enzimaticas, que se indican a
continuacion:

Deshidrogenasa lactica (LDH; E.C. 1.1.1.27)
segin la técnica de King (1965); fosfo-
hexosaisomerasa (PHI; E.C.5.3. 1.9.), segun
la técnica de Bodansky (1954); g-glutamil-
transpeptidasa (GGT; E.C. 2.3.2.2), segln el
método de Szasz (1969); maltasa &cida oa. 1,4-
glucosidasa &cida ~.C.3.2. 1.20), segin Hers
(1963), cuantificandose la glucosa liberada
durante la reaccion mediante la o-toluidina

(Ricterich, 1969); la arginasa (E.C.3. 5.3.1)
segun el procedimiento descrito por Mia y
Koger (1978) y la acetilcolinesterasa (E.C.3.
1.8.7) mediante el método electro-métrico de
Michel (1961). Los resultados se expresan en
promedios + las desviaciones estandar. El
andlisis estadistico se realiz6 mediante
ANAVA de dos vias y prueba de Tuckey para
establecer las variaciones significativas entre
los diferentes promedios (Domenech, 1977).

RESULTADOS

En la Tabla 1 se observa que en términos
generales, la vitamina Ks incrementd signi-
ficativamente (p<0.05) las actividades de la
LDH, de la PHI, de la maltasa acida y de la
arginasa a nivel sérico, mientras que disminu-
y6 concomitantemente la actividad de la ace-
tilcolinesterasa, al comprarlas con los respec-
tivos grupos controles. En todos los casos, las
modificaciones enzimaticas se corresponden
significativamente con las dosis administradas
de la menadiona. El bisulfito, por su parte,
indujo un incremento significativo en las acti-
vidades de la LDH y de la PHI con las dosis
de 40 y 50 mg al compararlos con las dosis de
10 a 30 mg/kg/dia.

DISCUSION

Con muy pequefias diferencias, no signifi-
cativas, las actividades enzimaticas séricas
detectadas en las ratas tratadas con 10-30 mg
de bisulfito/dia son muy semejantes a las
publicadas previamente por Cafada de
Zunzunegui y cols (1984), Boyd (1962) y
Spector (1956). Sin embargo, con las dosis de
40-50 mg del compuesto, las diferencias de
las actividades enzimaticas, respecto a los
valores considerados "normales” para la rata,
son estadisticamente significativas, lo cual
probablemente, involucraria al bisulfito
administrado que podria alterar la
conformacion estructural del ADN y de
diversas proteinas (Perrin-Ansart y Hanh,
1989) constituyendo tal vez wun factor
determinante de los cambios enzimaticos
detectados.

La vitamina Ks, en especial con las dosis mas
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elevadas, que sobrepasan en mucho los
requerimientos diarios permitidos para la rata

macho (Doisy y Matschiner,

1970)

incremento significativamente la actividad de

el suero sanguineo cantidades elevadas de
enzimas intracelulares significa que existe una
alteracion funcional u organica de la célula,
que permite la salida de éstas y su pasaje al

las enzimas valoradas, con excepcion de la medio circulante (Bergmeyer, 1976). La
acetilcolinesterasa. El hecho de encontrar en lesion minima es el incremento en la
Tabla 1: Alteraciones enzimaticas séricas en la hipervitaminosis Kz aguda experimental.
Enzimas' Dosis (mg / kg de peso / dia)
10 20 30 40 50

1.- PHI?
Vitamina K 4043 4643 6045 8516 9748
Bisulfito

3242 3613 3743 39+4 4242
2.-GGT®
Vitamina K 8+1 1343 2212 25+3 2712
Bisulfito

20+2 24+3 26+2 28+2 30+3
3.- CHE'
Vitamina K 0.9+0.01 0.8+0.02 0.7£0.04  0.6x0.02 0.4+0.05
Bisulfito 0.8+0.02 0.9+0.03 0.9+0.03  0.8+£0.04 0.8+0.05
4.-Arginasa’ 213 28+4 33+2 45+4 5145
Bisulfito 8+4 1043 12+2 1243 1143
5.- M.AC.°
Vitamina K 1.69+0.01 1.72+0.04 1.77+0.05 2.85+0.04  3.63+0.05
Bisulfito 1.31+0.02  1.35+0.03 1.32+0.02 1.39+0.03  1.35+0.04
6.- LDH7
Vitamina K 768132 836+35 981+37 116340 1803+39
Bisulfito 642128 620+25 650+30 671+33 690£35

1.-Actividades enzimaticas expresadas en promedios £ desviaciones estandar.

2.- Fosolohexosaisomerasa. Unidades Bodanski.
3.- Gamma-glutamiltranspeptidasa. US/ml

4.- Colinestarasa.Uph/h

S.-Arginasa. Ul/1

6.- Maltasa acida. mM glucosa liberados por ml de suero y por hora de incubacidn.

7.- Deshidrogenasa lactica UBB.

permeabilidad de la membrana celular
(Bergmeyer, 1976). Cuanto mayor sea la
injuria celular se afectara de manera
progresiva: Primero, al citoplasma; luego, a
los organoides citoplasmaticos y, por ultimo,

al nucleo; aumentando progresiva-mente la
cantidad de las enzimas que de las células
pasaran hacia la sangre (Waserstein, 1973).
En general puede decirse que cuanto mayores
son los niveles enzimaticos séricos, mayor es
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la lesion celular en intensidad aunque de esto
no se puede inferir exactamente la extension
del dafio y si éste es o no irreversible
(Waserstein, 1973; Bergmeyer, 1976).

Los hallazgos bioquimicos de la presente
investigacioén, de acuerdo con lo anteriormen-
te sefialados, concuerdan con los resultados
histopatoldgicos obtenidos en la presente in-
vestigacion (observaciones no publicadas),
donde se demuestra que la hipervitamininosis
Ksdetermina congestion y tumefaccion turbia
a nivel hepatico, esplénico y suprarrenal;
enfisema y congestion pulmonar concomi-
tante con necrosis hepatica, suprarrenal y
testicular. La disminucién de la actividad de
la acetilcolinesterasa y el incremento
simultaneo de la actividad de la arginasa estan
relacionadas habitualmente con el dafio de la
célula hepética (Mia y Koger, 1978;
Waserstein, 1973) que se exterioriza por la
valoracion de las enzimas hepatocelulares
liberadas hacia el torrente circulatorio
(Bergmeyer, 1976; Waserstein, 1973). De
acuerdo con Mia y Koger (1978) se considera
a la arginasa como un indicador confiable y
atil de dafio (o lesion) hepatica en personas
y/o en animales sean 0 no domésticos.

Llama la atencion el incremento en la acti-
vidad de la maltasa &cida o al,4-glucosidasa
acida, que traduce, por lo general, un aumento
de la labilidad de las membranas lisosomales
0 en su defecto, alteraciones en estas orga-
nelas. Esta enzima lisosomal (Lejeune y cois.,
1963) estd a su vez comprometida en la
fagocitosis y en la destruccion autolitica de
los tejidos (Brandes y cols., 1967). Es
interesante  sefialar el incremento  del
contenido de hierro a nivel hepatico,
determinado por la vitamina Ks (Alarcon y
cols., 1985) ya que, de acuerdo con Peters y
Seymur (1976) este metal, al depositarse en el
BODANSKY 0. (1954). Serum phosphohexose
isomerase in cancer.
1. Method of determination and
establishment of range of normal values.
Cancer. 7: 1191-1196.

BOYD JM. (1962). The comparative activity of
some enzymes in sheep. cattle and rats-normal

higado en grandes cantidades, labiliza las
membranas lisosomales favoreciendo de este
modo la salida de la maltasa acida hacia la
sangre.

Se debe tener presente, ademas, que un au-
mento enzimatico en el suero no siempre
traduce una necrosis celular, ya que en células
escasamente dafiadas, en las cuales puede
realizarse todavia una creciente sintesis
enzimatica y que son susceptibles de regene-
racion, es posible que se eliminen enzimas
(Schmidt y Schmidt, 19-68). Aunque no pare-
ce ser nuestro caso, pues la gamma-glutamil
transpeptidasa, una enzima vinculada con los
mecanismos de regeneracion y defensa celu-
lares (Lawinski, 1968; Ravens y Gudba-
jarsason, 1969) no se incremento signifi-
cativamente en las ratas tratadas con
menadiona.

CONCLUSIONES

La menadiona en altas dosis, al igual que
sucede con las vitaminas D (Cafiada de Zun-
zunegui y cols. 1984), produce marcadas alte-
raciones en las enzimas séricas que exteriori-
zan el efecto toxico de esta vitamina a nivel
de los diversos 6rganos corporales.
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