GLICOPROTEINAS SERICAS EN RATAS TRATADAS CON DOSIS ALTAS DE VITAMINA K;
(MENADIONA).
Alarcon-Corredor OM, Guerrero Y, Belandria 1.
Facultad de Medicina. Universidad de Los Andes. Mérida. Venezuela

Resumen

En el presente estudio se describe, en ratas Wistar, el efecto de la administracion intramuscular diaria de dosis altas
(10, 30 y 50 mg respectivamente) de vitamina K3 (menadiona), por siete dias, sobre las glicoproteinas séricas. Los
resultados se comparan con los obtenidos en ratas tratadas con solucion salina normal. Las glicoproteinas séricas se
valoraron de acuerdo con las técnicas habituales de quimica clinica. La administracion de dosis altas de vitamina
K; produjo un incremento significativo (p<0.01) en la concentracion de las diferentes glicoproteinas en
comparacion con los controles no tratados. Es un hecho conocido que la vitamina K; a dosis elevadas determina
necrosis, degeneracion, hemorragias, inflamaciéon y vacuolizacién en diversos tejidos y organos de la rata. Los
efectos citotoxicos de la vitamina K; se deben a la formacion de semiquinonas, que reducen rapidamente al oxigeno
con formacion del radical superoxido (O,), y otros radicales libres, y produccion de un estrés oxidativo, que a su
vez determina la lesion titular y las alteraciones en las glicoproteinas séricas, encontradas en la presente
investigacion.
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Abstract
Serum glycoproteins in rats treated with high doses of vitamin K; (menadione)

In the present study the effect of intramuscular administration of high doses of vitamin K; (menadione) (10, 20 and
30 mg/day, respectively) on the serum glycoproteins in Wistar rats is described. The results were compared with
those obtained in rats treated with normal saline solution. Serum glycoproteins were determined with the habitual
techniques of clinical chemistry. High doses of vitamin K; determined a significant increase (p <0.01) in the
concentration of the different fractions of glycoproteins in comparison with the controls non-treated. It is well
established that high doses of vitamin K; determine necrosis, degeneration, hemorrhage, inflammation and
vacuolization in several tissues and organs of rat. The cytotoxic effects of vitamin K; are due to the semiquinone
formation that reduces quickly the oxygen with formation of superoxide (O,’), and other free radicals, and
production of an oxidative stress that, in turn, determines the tissue damage and the alterations in the serum
glycoproteins.
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INTRODUCCION

Aunque las vitaminas K (K;, K, y K3) se consideran
como un factor critico en la coagulacién de la sangre
existen evidencias que apoyan su importancia en la
salud 6sea (Schaafsma et al. 2000 Shearer 2000).
Recientemente se ha publicado que las vitaminas K; y
K, se consideran protectores potenciales contra la
osteoporosis (Tsukamoto 2004), la aterosclerosis
(Adams y Pepping 2005) y el hepatocarcinoma
(Nouso et al. 2005, Otsuka et al. 2004). La vitamina
K; sintética (menadiona), por su parte, exhibe una
marcada actividad antitumoral in vitro e in vivo

contra células cancerosas humanas y de roedores
(Lamson y Plaza 2003, Okayasu et al. 2001, Wu et al.
1993, Juan y Wu 1993). Ademas, la vitamina Kj es
una vitamina de uso muy frecuente para el
tratamiento de diversos trastornos hemorragicos. A
pesar de los efectos benéficos de la vitamina K; para
la salud, su administracion a dosis elevadas produce
tanto en el hombre como en los animales de
laboratorio diversas lesiones, tales como necrosis
hepatica (Smith Jr y Custer 1960), extravasaciones
sanguineas en higado y rifion y deposito de Fe** a
nivel hepatico (Alarcon et al. 1985), alteraciones
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hematologicas (disminucion de la hemoglobina y del
hematocrito, anemia hemolitica, hiperbilirrubinemia
indirecta y neutrofilia, alteraciones enzimaticas
séricas (Villavicencio et al. 1992) y renales (Alarcon
et al. 2003) y cambios en el perfil lipidico (Alarcon et
al. 1995).

Las glicoproteinas son compuestos constituidos de
proteinas y restos de carbohidratos en los cuales los
azucares estan firmemente ligados a la porcion
peptidica de la proteina; entre los glicidos presentes
en estas macromoléculas encontramos: galactosa y
manosa (hexosas), N-acetil-galactosamina y N-acetil-
glucosamina (hexosaminas), fucosa, arabinosa y D-
xilosa (pentosas) y acido N-acetil-neuraminico (acido
sialico) (Murray et al. 2004). La determinacién de
estos restos de carbohidratos se ha utilizado en clinica
como un indice de los niveles séricos y de las
alteraciones de estas macromoléculas. En la mayoria
de los estudios se han valorado las hexosas (PBH), el
acido sialico y la fucosa unidas a las glicoproteinas y
las mucoproteinas en la sangre, por consiguiente estas
fracciones fueron las investigadas en el presente
estudio.

Las glicoproteinas comprenden un gran nimero de
sustancias de diversa importancia biologica que
incluyen anticuerpos, enzimas, hormonas,
componentes de los grupos sanguineos, secreciones
mucosas, membranas celulares y coldgeno (Murray et
al. 2004). Ademas de sus conocidas funciones
bioldgicas, en la actualidad existe un renombrado
interés sobre el tema de las glicoproteinas por haberse
demostrado que sus concentraciones séricas se
incrementan en multiples situaciones patologicas, a lo
cual se suma el hecho de que existen diversos tipos de
glicoproteinas y que sus concentraciones sanguineas
pueden variar de manera independiente de acuerdo
con el tipo de patologia en estudio (Spiro 1969).

Sin embargo, a pesar de los trabajos publicados en el
area de las glicoproteinas es muy poco lo que se
conoce en relacion a estos compuestos y a la vitamina
K;. En la presente investigacion se estudio el efecto
de dosis altas de vitamina K; (menadiona),
administradas por via intramuscular, sobre el
contenido sérico de diversas fracciones glicoproteicas
en ratas Wistar (grupos experimentales) y se comparo
con lo que sucede en ratas sanas tratadas con solucion
salina normal (grupo control).

METODOLOGIA

Reactivos y elaboracion de las curvas de
calibracion.

Todos los reactivos utilizados (acido sulfurico
concentrado, manosa, galactosa, 4cido sialico,
cisteina, acido acético glacial, NaOH, difenilamina,
acido perclorico, etanol) fueron de grado analitico

(p-a. Merck o Sigma) y disueltos en agua bidestilada
segun las determinaciones a realizar. Las soluciones
patrones (0,1 mg/dl) para cada una de las fracciones
glicoproteicas valoradas se prepararon de los
siguientes reactivos: orosomucoide (4cido sialico,
Sigma; manosa y galactosa, Merck). Los patrones de
trabajo se prepararon mediante las diluciones
apropiadas y se utilizaron diariamente. La elaboracion
de las curvas de calibracion para la determinacion de
las fracciones glicoproteicas se realizd segin el
método descrito por Winzler (1955).

Para inducir la hipervitaminosis K, se empled la
vitamina K3 (Sigma: 2-metil-1,4 naftoquinona, sal de
bisulfito sodico hidrosoluble) diluida en solucion
salina normal (NaCl 0,9% p/v).

Procedimiento Experimental.

En el estudio se emplearon 80 ratas macho Wistar,
con pesos que oscilaron entre 160 y 180 g,
mantenidas en jaulas metabolicas individuales, en el
ambiente del laboratorio de Bioquimica (Facultad de
Medicina, Universidad de Los Andes, Mérida,
Venezuela) durante una semana para las adaptaciones
correspondientes, previas al inicio de las
experiencias. Se les suministr6 Ratarina Protinal
suplementada con vitaminas y minerales y agua "ad
libitum". Al término del periodo de adaptacion, los
animales se distribuyeron al azar en grupos
experimentales y control de 20 animales cada uno. A
los grupos experimentales (del 1 al 3) se les inyecto
diariamente, por via intramuscular, 1 ml de solucién
salina que contenia 10, 30 6 50 mg de vitamina K;
dia, respectivamente, por espacio de siete dias (Dosis
total= 70, 210 6 350 mg de vitamina K3). Al grupo
control se le inyect6 por la misma via 1 ml/dia de
solucién salina normal. Durante todo el periodo
experimental, los animales recibieron el mismo tipo
de alimentacion y tuvieron libre acceso al agua de
bebida. Veinticuatro horas después de la tultima
inyeccion de vitamina K; o de solucién salina, los
animales fueron anestesiados con éter etilico, en
campana de vidrio. Las muestras de sangre (6 ml) se
obtuvieron por puncioén del seno retro-orbitario con
tubos de microhematocrito, se dejaron coagular
espontaneamente a temperatura ambiente, durante 15
min., y luego se centrifugaron a 2.500 rpm, durante
10 minutos, a fin de asegurar la rapida obtencion de
los sueros. Por lo general, las muestras se analizaron
el mismo dia; en caso contrario, los sueros se
congelaron a -20° C, hasta el momento de realizar las
valoraciones analiticas correspondientes.

Para la determinacion de las diferentes fracciones
glicoproteicas (mucoproteinas, proteinas combinadas
con acido sialico, con fucosa o con hexosas o PBH)
se utilizé la técnica descrita por Winzler (1955); el
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procedimiento difiere segun el tipo de compuesto
valorado. Para el caso de las proteinas combinadas
con el acido sidlico, éstas se precipitan del suero
mediante etanol al 95% (v/v). El precipitado disuelto
en NaOH 0.1 N se hace reaccionar con difenilamina,
en medio acido y a 100°C, con aparicién de una
coloracion cuya intensidad se lee en Spectronic 20
B&L a 520 mp. En el caso de las proteinas unidas
con hexosas (PBH), la fraccion glucidica de las
proteinas conjugadas precipitadas mediante etanol al
95% (v/v) a temperatura ambiente (25°C), se
determinan mediante la reaccion del orcinol, con
aparicion de una coloracion cuya intensidad se lee en
Spectronic 20 B&L a 520 my. Las proteinas
combinadas con fucosa se precipitan del suero con

mucoproteinas (r= 0.975; r’= 95.10%), PBH (r=
0.891; r’= 53.61%), acido sialico (= 0.978; r’=
95.67%) y fucosa (r= 0.999; r’= 99.79%). Los valores
de los estadisticos r* indican que el modelo de
regresion aplicado explica la variabilidad de las
mucoproteinas, PBH, 4acido sidlico y fucosa,
respectivamente, en relacion con las dosis de
menadiona inyectadas, lo cual sugiere que existen
otros factores que no fueron estudiados en la presente
investigacion y que pueden haber influido en parte en
los resultados obtenidos.

. ’ o 1
Tabla 1. Glicoproteinas séricas en ratas tratadas con
vitamina K3

etanol al 5% (v/v) y el precipitado redisuelto
con NaOH 0.1IN se trata con una solucidon
acuosa de H,SO,-cisteina a 100°C; el color

Fraccion

Grupo Gl (10 G2
control mg) mg)

(30 G3 (50 mg)

resultante de la reaccion se lee en Spectronic  Mucoproteinas  18+1.51

B&L a 396 y 430 my, respectivamente. Las PBH

mucoproteinas por su parte, se precipitan del ~ Acido sidlico

suero mediante el acido fototungstico y el Fucosa

35+1.66™  4312.33"  6943.82%
149+4.43  246+2.18"  264+4.14"  280+9%

precipitado, redisuelto en medio alcalino, se
hace reaccionar con el orcinol, con la aparicion de un
producto coloreado que se lee en Spectronic 20, B&L
a 520 nm. Los resultados se expresan en mg/dl. Todas
las determinaciones se realizaron por duplicado y
aquellas que variaron en mas de un 5% se repitieron.

Analisis estadistico

Se calcularon los promedios y las respectivas
desviaciones  estandar  (promediostDE).  Para
establecer las variaciones significativas entre los
diferentes promedios, se practico andlisis de varianza
(ANOVA) de una viay 4 periodos y test de Tuckey
para pruebas de multiple rango, a un nivel o de
significacion del 0,05 (p<0.05). Para establecer la
relacion entre las variables: concentracion sérica de
las glicoproteinas y dosis de vitamina K; se practico
un analisis de regresion lineal.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se indican en la tabla 1. El
ANOVA de una via demostr6 que las concentraciones
séricas de las diferentes glicoproteinas se incrementan
significativamente (p<0.01) al comparar los valores
de los grupos tratados con el grupo testigo
correspondiente. El test de Tukey post-ANOVA
demostr6 que existen diferencias significativas
(p<0.01) al comparar entre si las diferentes dosis de
vitamina K; administradas. El andlisis de regresion
lineal demostr6 wuna correlacion positiva y
estadisticamente significativa (p<0.05) entre las dosis
de vitamina K; y las concentraciones séricas de

8442.47  103£3.19" 12243.48" 1354+2.88*
10£2.07 314242  67+4.01*  101+8™
" Los resultados se expresan en mg/dl
(Promedios+DE).

* p<0.01, estadisticamente significativo al comparar
con el grupo testigo.

® p<0.01, estadisticamente significativo al comparar
con los grupos tratados con 30 y 50 mg de vitamina
K, respectivamente.

¢ p<0.01, estadisticamente significativo al comparar
con el grupo tratado con 30 mg de vitamina Kj,
respectivamente.

PBH= proteinas combinadas con hexosas.

() Dosis de vitamina K3 inyectada diariamente.

DISCUSION

La vitamina Kj;, en especial con las dosis mas
elevadas, que sobrepasan en mucho los
requerimientos diarios permitidos para la rata macho
(Doisy y Matschiner 1970) incrementd
significativamente (p<0.05) la concentracidon sérica
de las glicoproteinas valoradas.

Se conoce que concentraciones elevadas de
glicoproteinas séricas se detectan en enfermedades
caracterizadas por cambios tisulares, necroticos,
inflamatorios, cancerosos, degenerativos, tromboticos
y/o traumaticos (Carnevali de Tata 1990, Macbeth y
Bekesi 1962, Winzler 1955, Greenspan 1954), a tal
punto que las mucoproteinas se conocen con el
nombre genérico de proteinas de fase reactiva aguda.
Por definicion una proteina de fase reactiva aguda es
aquella cuya concentracion aumenta o disminuye en
respuesta al estimulo inflamatorio. La mayoria realiza
funciones especificas que se tornan muy importantes
durante el proceso inflamatorio (Henry et al. 1974).
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Por consiguiente, el aumento de las mucoproteinas, y
otras glicoproteinas, ocurre en varios procesos
inflamatorios sépticos o asépticos, agudos o cronicos,
localizados o  sistémicos, como neoplasias,
enfermedades del colageno, tuberculosis y otras
enfermedades infecciosas, diabetes, etc. Sin embargo,
su falta de especificidad limita su uso en términos de
diagnoéstico aunque las determinaciones seriadas de
las mucoproteinas han sido utilizadas con relativo
¢xito para verificar la respuesta al tratamiento
(Carnevali de Tata 1990). Omdal y Aurebekk (1984)
han postulado que el incremento en la concentracion
sérica de acido sidlico (proteinas unidas a acido
sialico) en diversos procesos inflamatorios puede ser
una respuesta general del organismo a la inflamacion
y a la lesion tisular y se puede considerar como un
indicador de la actividad de la enfermedad.

Es un hecho conocido que la hipervitaminosis Kj
determina, en humanos y en animales, necrosis
tisular, hemorragias, trastornos inflamatorios y
cambios patologicos en diversos 6rganos. Chiou et al.
(1997) demostraron que la administracion intravenosa
de dosis Unicas o multiples entre 50 y 100 mg de
menadiona produce lesiones en rifidn, corazon,
higado y pulmén de ratas Wistar. Las lesiones renales
incluyen dilatacion tubular, presencia de cilindros
proteicos en la luz de los tubulos, depositos de Ca**
en el parénquima, vacuolizaciéon en los tuabulos
proximales y distales, degeneracion granular en la
corteza y necrosis. Las lesiones en corazén incluyen
inflamacion, hemorragia, vacuolizacién, edema y
necrosis. Las lesiones hepaticas se caracterizan por
inflamacion, degeneracion, vacuolizacion y necrosis
mientras que la unica lesiéon observada en el pulmén
es la hemorragia. Todas estas lesiones incrementan
las concentraciones séricas de las glicoproteinas y
explican los hallazgos de la presente investigacion.

Se dispone de una considerable informacién acerca de
los mecanismos que determinan los efectos toxicos de
la menadiona sobre los tejidos. La toxicidad de las
quinonas ha sido atribuida al estrés oxidativo
inducido por el proceso de redox ciclico de estas
drogas en las células. Su metabolismo puede ocurrir
por un proceso de reducciéon determinado por uno o
por dos electrones. La reduccion de la menadiona por
un electron determina la formacion de un radical
semiquinona, que puede ser oxidado por el oxigeno,
con produccion de un radical superéxido (O7) y otros
radicales libres (Jewell et al. 1982, Thor et al. 1982,
Tzenget al. 1994). Estos radicales dafian las
membranas plasmaticas y las de las organelas, entre
ellas los lisosomas y las mitocondrias. Las
mitocondrias y los lisosomas alterados liberan, a su
vez, diversas enzimas hidroliticas. Por consiguiente,
la hipervitaminosis K; determina la liberacion de una

gran variedad de hidrolasas acidas (manosidasas,
catepsinas, ribonucleasa, desoxirribonucleasa,
fosfatasa, a-1,4-glucosidasa o maltasa acida, proteasa,
B-glucuronidasa y sulfatasa, entre otras), que de
acuerdo con De Duve et al. (1962) se encuentran en
los lisosomas. Dingle (1963) comprobd que este
complejo enzimatico es el responsable de muchos de
los cambios observados en los tejidos tratados con
dosis excesivas de vitamina A u otras vitaminas
liposolubles. Kokkola y Tani (1972) también han
sefalado que en los procesos de hipoxia, anoxia y
dafio tisular, ocurre la depolimerizacion de los
mucopolisacaridos 4acidos y los compuestos de
proteinas unidas a diversos carbohidratos, que se
originan de la destruccion tisular, llegan a la
circulacién y su contenido sérico se incrementa; la
hipoxia, a su vez, es un hallazgo caracteristico de la
administracion de menadiona a altas dosis (Alarcon et
al. 1991).

CONCLUSIONES

La administracion de dosis altas de vitamina K3 eleva
significativamente (p< 0.05) los niveles de Ilas
glicoproteinas séricas. Este incremento se debe a las
lesiones tisulares determinadas por la administracion
de la menadiona a los animales experimentales. La
vitamina K es potencialmente toxica para la rata, y
para el hombre, y por consiguiente se debe
administrar con mucho cuidado en las situaciones
clinicas que lo ameritan. Los resultados obtenidos
pueden proporcionar informacion util para futuros
ensayos clinicos sobre la menadiona en el tratamiento
del cancer y de otras condiciones clinicas, ademas de
servir como ejemplo para el estudio de los efectos del
estrés oxidativo inducido por la menadiona in vivo.
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