Distorsion del Mapa Enzimético Hepético en la
Hipervitaminosis K; Aguda.

Oscar M. Alarcon, Tania Silva®, Aleyda Padrén®, Eduar Tauil B.:, Roviro Chavarria’,
Elizabeth de Tata”.

!Departamento de Bioquimica. Facultad de Medicina. “Departamento de Anélisis Clinico. Escuela de Bioanalisis.
Facultad de Farmacia. Universidad de los Andes. Mérida.

Resumen

En el presente estudio se describe el efecto de dosis elevadas de vitamina K; (VK: 10 a 50 mg/Kg/dia) inyectadas intramuscularmente,
durante un lapso de 7 dias, sobre la actividad hepatica de las siguientes enzimas: glucosa-6-fosfatasa, glucogeno fosforilasa, amilasa,
maltasa acida, proteasas acidas y alanina y aspartato aminotransferasas en ratas blancas macho y se comparan los resultados con lo que
sucede en ratas tratadas con dosis iguales de bisulfito de sodio. En los animales tratados con VK se encontrd un aumento significativo en
las actividades enzimaticas sefialadas, con excepcién de la glucogeno fosforilasa, que disminuyé su actividad, y de la amilasa, que mostré
un comportamiento irregular. Se discuten los resultados obtenidos y se concluye que la VK, a dosis elevadas, es potencialmente
hepatotoxica, al igual que las otras vitaminas liposolubles (A, Dy E).
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Abstract
Changes in the enzyme pattern of the liver in the acute hypervitaminosis K.

In the present study we describe the effect of high doses of vitamin K; (VK: 10 mg/Kg/day to 50 mg/Kg/day) injected i.m., for 7 days, on
the activity of the glucose-6-phosphatase, glycogen phosphorylase, amylase, acid maltase, acid proteases and alanin and aspartate
aminotransferases in the liver of male albino rats. The results were compared with that obtained in rats treated with sodium bisulfite. In
VK-treated animals the enzymatic activity of all the enzymes, except glycogen phosphorylase, increased significantly; glycogen
phosphorylase, decreased and amylase activity behaved erratically. We concluded that high doses of VK are toxic to the liver in a similar
way as other liposoluble vitamins, i.e. A, D and E
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INTRODUCCION

Publicaciones previas sefialan que el higado es muy
propenso a modificar su estructura y su metabolismo
normal por efecto de la vitaminas A (Alarcén y cols.,
1986 a), D (Alarcon y cols., 1986 b) y E (Sanchez de
Molina, 1989) que conjuntamente con las K, integran el
grupo conocido como vitaminas liposolubles. Unger y
Shapiro (1948) han sefialado los efectos adversos de la
vitamina K sobre el higado previamente lesionado. Smith
y Custer (1960), por su parte, publicaron un caso de dafio
hepatico inducido por la administracion de la vitamina K
(VK) a pacientes sin enfermedad hepética previa. En el
higado de ratas tratadas con vitamina K; (menadiona),
durante dos dias, se han descrito cambios en su
composicion electrolitica (Alarcén y cols., 1985). Estos
hechos sugieren, por tanto, que el higado es muy
susceptible de intoxicarse y modificar sus actividades
enzimaticas (y/o metabolicas) con la administracion de la

VK a dosis elevadas, incluso durante cortos periodos de
tiempo. Con el fin de comprobar esta hipotesis, en la
presente investigacion se valoré la actividad de las
siguientes enzimas; alanina y aspartato
aminotransferasas, glucosa-6-fosfatasa, glucégeno
fosforilasa, amilasa, maltasa 4cida y proteasas &cidas
vinculadas con los diversos metabolismos intermediarios,
en el higado de ratas tratadas con dosis variables de
vitamina ~ (Grupos Experimentales) y se compar6 con lo
que sucede en ratas que recibieron dosis equivalentes de
bisulfito de sodio (Grupos Controles).

MATERIALES Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

Se emplearon 200 ratas machos Wistar con pesos que
oscilaron entre 160 y 180 g. adaptadas al ambiente del
Laboratorio durante una semana, como paso previo al
inicio de las experiencias. Como alimento se les
suministr6 Ratarina Protinal R suplementada con
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vitaminas y minerales. Agua de bebida «ad libitum». Al
término del periodo de adaptacion, los animales 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 K; (bisulfito de
menadiona, sal sédica, Sigma) en solucion acuosa / Kg
de peso corporal / dia, respectivamente. A los grupos
controles correspondientes (del 1 al 5) se les administro,
por la misma via y durante el mismo lapso de tiempo,
dosis equivalentes de bisulfito de sodio, en solucién
acuosa. Los volimenes administrados, tanto de vitamina
K3 como de bisulfito de sodio, siempre fueron de 1 ml.
Todos los grupos, tanto experimentales como controles,
estuvieron constituidos por 20 animales. Las ratas se
pesaron y se examinaron diariamente en busca de
manifestaciones patolégicas. A las 24 horas de
administrada la udltima dosis de vitamina K; o de
bisulfito de sodio, segin los casos, los animales se
anestesiaron con éter etilico, en campana de vidrio e
inmediatamente después se decapitaron mediante el
empleo de una guillotina Harvard y se desangraron
durante 1-3 mm. Se practico laparotomia y los higados
fueron perfundidos «in situ», con sacarosa 0.25 M fria,
siendo después resecados y colocados en capsulas de
Petri, sobre bafio de hielo. Se pesaron trozos de 1 g en
balanza de precision y se procedid a la preparacion de los
homogenatos correspondientes. Se determind la actividad
de las siguientes enzimas: glucosa 6-fosfatasa (E.C.
3.1.3.9) segun la técnica de Harper (1963); glucdgeno
fosforilasa (E.C. 2.4.1.1) segin el procedimiento de
Niemeyer y cols. (1961); amilasa (E.C. 3.2.1.1) segun el
método de Rinaudo y cols. (1966); maltasa acida (E.C.
3.2.1.20) segun la técnica de Hers (1963) mientras que la
proteasa acida (E.C. 3.4.1.14) se cuantificd segun el
procedimiento descrito por Dingle y cols. (1966). La
aspartato aminotransferasa (TGO; E.C. 2.6.1.1) y la
alanina aminotransferasa (TGP; E.C. 2.6.1.2) se
valoraron por el procedimiento de Reitman y Frankel
(1957). El fosforo inorganico (Pi) liberado durante la
reaccion de la glucosa-6-fosfatasa y de la glucégeno
fosforilasa se determind segin Fiske y Subbarow (1925).
Los resultados se expresan en promedio + 2 desviaciones
estandar. El andlisis estadistico se realizd mediante
ANAVA de dos vias y prueba de Tuckey para establecer
las variaciones significativas entre los diferentes

promedios.

Tabla 1. Efecto de la Vitamina K y Bisulfito sobre la
Actividad de Diversas Enzimas Hepaticas Relacionadas con
el Metabolismo Glucidico (Mérida,1994).

Enzimas Dosis Bisulfito VIT. K “p”t
Glucosa -6- 10 11+1.39 8+1.30 N.S
fosfatasa 20 12+2.73 12+1.95 N.S
30 10£3.00 12+1.95 N.S
40 12+2.50 15+1.30 <0.05
50 11+2.19 18+4.38 <0.05
<0.05%
Glucégeno 10 183+38 175+34 N.S
fosforilasa 20 143+30 146+30 N.S
30 135+26 12528 <0.05
40 13233 11335 <0.05
50 11137 108+28 <0.05
<0.05% <0.05%
Amilasa 10 0.40+0.22 | 0.49+0.49 N.S
20 0.61+0.22 | 0.48+0.36 <0.05
30 1.14+0.94 | 0.99+1.03 <0.05
40 0.78+0.58 | 0.65+0.54 N.S
50 1.354¢1.02 | 0.55+1.20 <0.05
<0.05% <0.05%

Actividades enzimaticas: Glucosa —6- fosfatasa: uM Pi/g de tejido /
minuto. Glucégeno fosforilasa: U.A. Amilasa: uM glucosa/g de
tejido / hora. Los resultados se expresan en las unidades de
actividad enzimatica sefialadas (medias +2D.E.). Dosis: mg/Kg/dia
1p<0.05 estadisticamente significativo al comparar con los controles
correspondientes.  ®p<0.05 estadisticamente significativo al
comparar entre si las diferentes dosis

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 1,
2y 3. En los animales tratados con menadiona (vitamina
K3) las aminotransferasas (TGO y TOP), la glucosa-6-
fosfatasa, la maltasa &cida y la proteasa &cida (dos
enzimas lisosomales) incrementaron progresivamente sus
actividades a diferencia de la glucégeno fosforilasa que la
disminuy6. La amilasa, por su parte, mostr6 un
comportamiento irregular obteniéndose una maxima
actividad con la dosis de 30 mg de vitamina K; ,al
comparar con los respectivos grupos control. En todos los
casos, con excepcion de la amilasa, las modificaciones
enzimaticas se corresponden significativamente con las
dosis administradas de la menadiona. El bisulfito, por su
parte, disminuyé significativamente la actividad de la
glucogeno fosforilasa, aunque en menor proporcion que
la menadiona, e increment6 significativamente la
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actividad amilolitica, en especial con los 50 mg.
Tabla 2. Actividad de las Enzimas Lisosomales Hepaticas en
Ratas Tratadas con Vitamina K y Bisulfito (Mérida,1994).

Enzimas Dosis Bisulfito VIT. K “p”t
Maltasa 10 2.231£0.85 1.78+0.54 N.S
acida 20 2.78+£1.03 2.35%0.80 N.S
30 2.31+0.72 2.60£0.58 N.S
40 2.00+0.67 2.83+0.67 <0.05
50 1.90+0.67 3.09+0.72 <0.05
N.S <0.05°
Proteasa 10 4.75+0.88 3.66+0.36 N.S
acida 20 4.70+0.62 3.89+0.30 N.S
30 4.77+£0.35 4.02+0.26 N.S
40 4.03+£0.34 5.90+0.84 <0.05
50 4.25+0.33 6.42+0.45 <0.05
N.S <0.05°

Actividades enzimaticas: Maltasa &cida: uM glucosa/g de tejido /
hora.. Protesas acidas: ug de tirosina/mg de tejido / hora. Los
resultados se expresan en las unidades de actividad enzimatica
sefialadas (medias £2D.E.). Resto de la Leyenda igual a la Tabla 1.

DISCUSION

Con muy pequefias diferencias, no significativas, las
actividades de las enzimas cuantificadas en las ratas
tratadas con 10-40 mg de bisulfito / dia son muy
semejantes a las publicadas previamente por Alarcén y
cols. (1986b) y otros (Harper, 1963; Niemeyer y cols.,
1961; Rinaudo y cols.1966; Hers, 1963; Dingle y cols.,
1966). Sin embargo, con la dosis de 50 mg del
compuesto, las diferencias de las actividades enzimaticas
hepaticas, con respecto a los valores considerados
“normales” para la rata, son estadisticamente
significativas, lo cual se debe al bisulfito administrado
(Perrin-Ansart y Hahn, 1989).

La administracion de la vitamina K3, que sobrepasa en
mucho los requerimientos diarios permitidos para la rata
macho (Doisy y Matschiner, 1970), durante cortos lapsos
de tiempo modifico significativamente las enzimas
valoradas en la presente investigacion, con excepcion de
la amilasa (que mostré un comportamiento irregular). El
grado de variacion de la actividad enzimatica se
corresponde positiva y significativamente con el
contenido hepatico de la menadiona o vitamina Ks. Los
hallazgos presentes permiten concluir que las dosis
elevadas de la vitamina K incluso por breves periodos
(hipervitaminosis K aguda) determinan una marcada

distorsion de las actividades enzimaticas hepaticas. Esta
alteracion del metabolismo normal del higado explica su
facil tendencia a intoxicarse con la sobredosis de
vitamina K3y los hallazgos histopatol6gicos y de quimica
sanguinea descritos por diversos investigadores (Smith y
Custer, 1960; Alarcén y col., 1985; Carrillo de Quintero,
1989).

Basandonos en investigaciones realizadas en nuestro
departamento (Rivera, 1980) se podria sugerir algunos
posibles mecanismos de produccién para estas
alteraciones enzimaticas. Por ejemplo: el dafio oxidativo
(Thor y cols., 1982) determinado por la VK; la acidosis y
la hipoxia tisular, consecutivas a la disminucion en el
aporte de oxigeno a los tejidos, inducidas por las
alteraciones en la hemoglobina (Shimkin, 1941; Deuel,
1957), hallazgos tipicos de la hipervitaminosis K. Entre
otros también cabe citar las alteraciones en la distribucion
electrolitica tisular Alarcon y cols., 1985) y la
sobreproduccion de diversas enzimas en aquellas areas
hipoxicas cercanas al sitio de la lesion (Ticktin y Trujillo,
1966).

El incremento en la actividad de las hidrolasas &cidas
(maltasa y proteasas) se debe le efecto, comprobado “in
vitro”, de la vitamina K; sobre las membranas
lisosomales (de Duve y cols., 1962): Efecto que es
potenciado por la anoxia y la acidosis intracelular
(Rivera, 1980). Estas enzimas lisosomales estan
comprometidas en la fagocitosis y en la destruccion
autolitica de los tejidos (Brandes y cols. 1967). Es
interesante sefialar el incremento en el contenido de
hierro a nivel hepatico (Alarcén y cols.,, 1985) de
terminado por la vitamina K3 De acuerdo con Peters y
Seymur (1976) este metal, al depositarse en el higado en
grandes cantidades, labiliza las membranas lisosomales
favoreciendo de este modo la salida de sus enzimas hacia
el citoplasma celular.

Los resultados obtenidos son muy parecidos a los
inducidos por la dosis excesivas de las otras vitaminas
liposolubles (Alarcon y cols. 19868 b; Sanchez de
Molina, 1989). Consideramos, no obstante, que a pesar
de este hecho, es necesario estudiar el efecto de esta
vitamina sobre otros drganos (p.e. rifion, brazo, etc.) y
otras rutas metabolicas. Incluso el mapa enzimatico
puede ser ampliado y sustentado mediante la valoracién
de otras enzimas «marcadoras de lesién hepatocitica»
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ylo «marcadoras de colestasis», como por ejm. la
fosfatasa alcalina, la 5'nucleotidasa, la leucinami-
nopeptidasa y la gammaglu-tamiltranspeptidasa.

Para finalizar debemos tener presente que la vitamina
K3 es potencialmente téxica, para el higado como se
desprende de los resultados obtenidos.

Tabla 3. Actividades de las Enzimas Marcadoras de lesion
en el Higado de Ratas Tratadas con Vitamina K y Bisulfito
(Mérida,1994).

Enzimas Dosis Bisulfito VIT. K “p”?t
TGO 10 2.23+0.85 1.78+0.54 N.S
20 2.78+1.03 2.35+0.80 N.S
30 2.31+0.72 2.60+0.58 N.S
40 2.00£0.67 2.831£0.67 <0.05
50 1.90+0.67 3.09£0.72 <0.05
N.S <0.05°
TGP 10 4.75+0.88 3.66+0.36 N.S
20 4.70£0.62 3.89+0.30 N.S
30 4.77+£0.35 4.02+0.26 N.S
40 4.03+0.34 5.90£0.84 <0.05
50 4.25+0.33 6.42+0.45 <0.05
N.S <0.05°

Transaminasas glutdmico-oxaloacética (TGO y glutamico-pirivica
(TGP): Unidades/g de tejido / hora. Los resultados se expresan en
las unidades de actividad enzimética sefialadas (medias +2D.E.).
Resto de la Leyenda igual a la Tabla 1.
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