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RESUMEN

Poco se sabe sobre los cambios en la actividad de las enzimas séricas relacionadas con
la funcion hepatica durante la hipervitaminosis E. En el presente trabajo se estudié el
efecto de la administraciéon intraperitoneal de 50, 100, 200 y 400 mg de vitamina
E/dia, durante 20 dias sobre la actividad enzimatica sérica en 60 ratas Wistar machos,
de 12 semanas de edad, con pesos entre 180 y 200 gramos. El grupo control estuvo
integrado por 15 ratas Wistar sanas, con edad y peso similares a los animales
tratados. Al final del estudio, se tomaron muestras de sangre para la determinacién de
la vitamina E y la actividad de las enzimas: alanina aminotransferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST), a-amilasa (AMS), arginasa (ARG), fosfohexosaisomerasa
(PHI), fosfatasa alcalina (ALP), y-glutamiltransferasa (y-GT) y 5 -nucleotidasa (5 -N).
La administracion de vitamina E en exceso incrementé de manera significativa
(p<0,05) el contenido sérico de la vitamina E y la actividad de todas las enzimas
valoradas (p< 0,05); mientras que la a-amilasa disminuyd (p< 0,05) al ser comparada
con los controles no tratados. Nuestros resultados proporcionan evidencia que la
administracién a corto plazo de dosis altas de vitamina E, produce un incremento en la
actividad de las enzimas marcadoras de dafio hepatico (como aminotransferasas, ARG
y PHI) y de colestasis (como ALP, 5°-N y y-GT), que se corresponde con la forma
mixta de enfermedad hepatica (dafio+colestasis).

Palabras clave: vitamina E, a-tocoferol, hipervitaminosis E, dafio hepatico, enzimas
séricas

Abstract

Little is known about the possible changes in blood enzyme activity related to liver
function during hypervitaminosis E. In the present work the effects of
intraperitoneal administration of 50, 100, 200 and 400 mg of vitamin E (a-tocopherol)
daily for 20 days, respectively, on the serum enzyme activity in 60 white male Wistar
rats, aged 12 weeks and weighing 180-200 g, were studied. The group control was
integrated by 15 healthy rats with similar characteristics (age and weight) to treated
animals. Excess of vitamin E produced a significant (p<0.05) increase in the serum
content of vitamin E and in the activity (p<0.05) of the following enzymes: alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), arginase (ARG),
phosphohexosaisomerase (PHI), alkaline phosphatase (ALP), y-glutamyltransferase (y-
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GT) and 5 -nucleotidase (5°-N) while a-amylase (AMS) decreased (p<0.05) on
comparing with the control group. These changes depend on the doses given of
vitamin E. In conclusion, our results provide evidence that short-term administration of
high doses of vitamin E produces an increase in the activity of the enzymes marker of
liver damage (as aminotransferases, ARG and PHI) and of cholestasis (as ALP, y-GT
and 5°-N) that correspond to the mixed form of liver disease (injury+cholestasis).

Key words: vitamin E, a-tocopherol, hipervitaminosis E, liver damage, serum
enzymes
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INTRODUCCION

La vitamina E, por lo general, se considera un nutriente relativamente no téxico para el
organismo, aunque su administracién en exceso determina la aparicion de efectos no
deseables, tanto en el humano como en las diversas especies animales (1). La
inconsistencia en los efectos de la vitamina E esta relacionada con la funcion compleja
y el comportamiento quimico de la vitamina, que puede manifestar un efecto anti-
oxidante, neutro o pro-oxidante (2,3). La vitamina E funciona en general como un
antioxidante bioldgico, a cifras bajas de oxigeno, previniendo la oxidacién de los acidos
grasos poliinsaturados y de las proteinas. Por lo que se considera, un importante
elemento protector en el desarrollo de enfermedades relacionadas con los procesos
oxidativos (4,5), aunque a concentraciones mas altas de oxigeno, la vitamina E es un
pro-oxidante autocatalitico que forma un radical estable (el radical de a-tocoferol), que
puede iniciar procesos de peroxidacion lipidica con el subsiguiente estrés oxidativo (2)
que incrementa el dafio y la lesidn tisular (necrosis) por radicales libres (6).

Se ha reportado que el exceso de vitamina E, se acumula en el higado, esto conduce a
un incremento de lipidos en este tejido, degeneracién grasa y aglomeracion de
macrdéfagos en los acino centrolobulillares (7,8). De igual manera se ha sefialado, que
la hipervitaminosis E determina en el higado, un aumento de su peso (7), areas de
necrosis focal, dilatacion de los capilares sinusoides y de los canaliculos biliares en los
espacios porta (8), presencia en los capilares sinusoides de células de gran tamafio,
con proyecciones citoplasmaticas. Ademas con el citoplasma cargado de gotas lipidicas
de forma y tamafio variable e incluso algunas libres en el interior de los sinusoides (y
con menor frecuencia, a nivel de los hepatocitos) (9). Todas estas caracteristicas
histopatoldgicas sugieren la existencia de cierto grado de obstruccion intrahepatica y
de lesion (8,9); esto puede distorsionar el mapa enzimatico hepatico (10). A este
respecto, algunos investigadores han sefialado que la administracién de dosis altas de
vitamina E (a-tocoferol) produce incremento en la actividad de las aminotransferasas,
aldolasa (enzimas marcadoras de lesion o necrosis hepatocelular), B-glucuronidasa
(enzima, relacionada con la integridad lisosomal), fosfatasa alcalina, y-glutamil-
transpeptidasa (y-GT), 5'-nucleotidasa (5'N) y leucinaminopeptidasa (LAP) (enzimas
marcadoras de obstruccién biliar) y disminucién en la actividad de la amilasa (10). Sin
embargo, pese a estos hallazgos, la literatura publicada es muy escasa en lo que
respecta a los cambios en la actividad enzimatica sérica en humanos y en diversas
especies animales tras la administracién de dosis elevadas de vitamina E.

Por esta razdén, el presente trabajo pretende evaluar el efecto de la administracién
intraperitoneal de dosis altas de vitamina E (a-tocoferol) sobre la concentracion sérica
de las siguientes enzimas: aminotransferasas, amilasa, arginasa,



fosfohexosaisomerasa, fosfatasa alcalina, y-glutamiltransferasa y 5’ -nucleotidasa en
ratas blancas sanas. Correlacionar los niveles séricos de las enzimas evaluadas entre
los grupos: no tratados y tratados a diferentes dosis de vitamina E. Establecer el
cociente AST/ALT para cada grupo experimental y estimar su relacién con la
hipervitaminosis E.

MATERIALES Y METODOS
Farmacos y reactivos.

Para inducir la hipervitaminosis E se administrdé la vitamina E de los Laboratorios
Merck® hidrosoluble (articulo 500862) que contiene 500 mg de DL-a-acetato de
tocoferol por ml (1 UI= 1 mg de vitamina E), disuelta en agua a las concentraciones de
50,100, 200 y 400 UI del compuesto por mL de solucién. Todos los productos
quimicos empleados en el presente estudio fueron de grado analitico, Sigma-Aldrich y
Merck. Todos los kits empleados para las determinaciones enzimaticas fueron
obtenidos de los Laboratorios Sigma-Aldrich Chemical Company (St. Louis, Mo, USA).

Diseiio experimental

Se emplearon 75 ratas macho Wistar, de 12 semanas de edad, con pesos entre 180 y
200 gramos, provenientes del Bioterio de la Universidad de Los Andes (BIOULA),
mantenidas en jaulas metabdlicas individuales, durante una semana, para su
adaptacidon al ambiente del laboratorio. Los animales tuvieron libre acceso al agua de
bebida y a la comida (Ratarina (Protinal®) durante el periodo de adaptacion. Después
de este periodo de adaptacion, los animales se distribuyeron al azar en 5 grupos, de
15 ratas cada grupo, sin que hubiese diferencias significativas previas entre los
promedios de peso de los distintos grupos. Los grupos 1 al 4 (grupos tratados)
recibieron inyecciones intraperitoneales de 50, 100, 200 y 400 mg/dia de vitamina E,
respectivamente, por 20 dias. Al grupo 5 que se utilizd como control, se le administré
por la misma via, y durante el mismo lapso, solucién salina. Los voliumenes
administrados tanto de vitamina E, como de solucion salina, siempre fueron de 1 ml.
Durante el periodo experimental, los animales recibieron el mismo alimento, tuvieron
libre acceso al agua de bebida y se examinaron para descubrir cualquier manifestacion
patoldgica. Durante la ejecuciéon de la investigacion se siguieron las normas éticas
nacionales (12) e internacionales para realizar experimentos en animales de
laboratorio, establecidas por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Médicas, conjuntamente con la OMS y la UNESCO - CIOMS - (13). En este
sentido se usdé el minimo numero de animales de la especie y calidad apropiada para
obtener resultados cientificamente validos.

A las 24 horas de administrada la ultima dosis de vitamina E o de solucién salinag,
segun los casos, los animales se anestesiaron con éter etilico, se les extrajo sangre
mediante puncion cardiaca con la finalidad de obtener un volumen de 3-5 ml. Las
muestras se recolectaron en tubos de centrifuga graduados, sin anticoagulante y
después se centrifugaron a 2.500 rpm, durante 15 minutos a fin de asegurar la pronta
obtencién de los sueros, que se utilizaron para las determinaciones bioquimicas
correspondientes.

Las actividades de la aspartato aminotransferasa (AST) o transaminasa glutamico-
oxaloacética (TGO; EC 2.6.1.1), alanina aminotransferasa (ALT) o transaminasa
glutamico-piravica (TGP; EC 2.6.1.2), la a-amilasa (AMS, EC 3.2.1.1), arginasa (ARG:



EC 3.5.3.1), fosfohexosaisomerasa (PHI; EC 5.3.1.9), fosfatasa alcalina (ALP, EC
3.1.3.1) y-glutamiltransferasa (y-GT; EC. 2.3.2.2) y 5’-N (5'-nucleotidasa; EC
3.1.3.5) se determinaron de acuerdo con los procedimientos utilizados en estudios
previos (14). La vitamina E en sangre se determind, mediante HPLC (cromatografia
liquida de alta resolucidon en fase reversa por deteccién de diodos), de acuerdo con la
técnica descrita por Brunetto y col. (15). La nomenclatura empleada para cada enzima
es la correspondiente a la Unién Internacional de Bioquimica.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como promedios + desviaciones estandar (DE). Para
evaluar las diferencias en la actividad de las enzimas y el contenido sérico de vitamina
E, entre el grupo control y los grupos tratados con vitamina E (1-5), se aplico la
prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey (post-ANOVA) por ser muestras
de multiples rangos. Se realiz6 el analisis de regresidén lineal para establecer las
relaciones entre las diversas actividades enzimaticas y las dosis administradas de
vitamina E. Se toméd el 95% como indice de confiabilidad estadistica (p< 0,05). Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico STATGRAPHICS
PLUS 5.0.

RESULTADOS

La administracién intraperitoneal de la vitamina E, a las dosis senaladas, incrementd
tanto las concentraciones séricas (p<0.05; r= 0.999) y como hepaticas (p<0.05; r=
0.989) del a-tocoferol. En relacién a los niveles séricos de las aminotransferasas (ver
tabla 1), se observa una correlacion positiva significativa (p<0.05) de las enzimas: ALT
(r= 0.949, r’= 86.97) y de la AST (r=0.997, r’= 93.90%), en relacién a las dosis
administradas de vitamina E. De igual manera, al estimar el cociente AST/ALT de cada
grupo experimental, los valores respectivos (AST/ALT), siempre fueron
significativamente inferiores en los animales tratados (0.21-0.36) en comparacion con
los controles sanos (0.78).

Tabla 1.Actividad sérica de las aminotransferasas y cociente AST/ALT en ratas con
hipervitaminosis E.

Enzimas Grupos tratados
(unidades) Grupo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Control (50 mg)? (100 mq) (200 mq) (400 mg)
ALT (UI/ml) 29 +4 112 + 15°° | 129 £10™ | 162+ 11 [ 240 + 26°
AST (Ul/ml)| 21 +5° 24 + 3°° 48 + 6% 57 + 6% 8742
Cociente
AST/ALT 0.72 0.21 0.27 0.35 0.36

Los resultados se expresan como promedios + desviacion estandar.

1 mg de vitamina E/kg/peso.

ALT= alanina aminotransferasa. AST= aspartato aminotransferasa.
¥p<0.05 al comparar el grupo control con los tratados con vitamina E.
®h<0,05 al comparar el grupo 1 con los grupos 2 ,3y 4

‘p<0,05 al comparar el grupo 2 con los grupos 3 y 4

4p<0,05 al comparar con los grupos 3y 4

Fuente: Datos de la investigacion



De acuerdo con la tabla 2, la a-amilasa disminuyo su actividad en relacion directa a la
dosis administrada de a-tocoferol al realizar las comparaciones correspondientes (r=-
0.936, r’=87.57%); mientras que la ARG (r= 0.937, r’= 87.76%), la PHI (r= 0.949,
r’=89.99%), la ALP (r= 0.908, r’= 76.48%), la y-glutamiltransferasa (y-GT; r=0.998,
r’= 99.55%) y la 5'N (r= 0.848, r’= 71.95%), incrementaron proporcionalmente
(p<0.05) sus actividades con la cantidad de vitamina E inyectada. El ANOVA de una via
y cinco periodos también demostré que al menos dos grupos tratados con vitamina E,
difieren significativamente al ser comparados entre si (especialmente los grupos con
mayores dosis de vitamina E) y con el grupo control (en todos los casos F= <5.81;
G.L.= 4/45; p <0.001).

Tabla 2. Actividades enzimaticas séricas en ratas con hipervitaminosis E

Enzimas Grupos tratados
(unidades) Grupo Control Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(50 mg)* (100 mg) (200 mg) (400 mg)
AMS (UI/ml) 743 + 23 663 + 22% 653 + 24°° 587 + 297 542 + 24°
ARG (UI/I) 7+3 21 £ 62 32 £ 7°¢ 40 = 7% 52 £ 6°
PHI (UB) 24 £ 1 30 + 4%° 33 + 2°¢ 37 + 4° 42 £ 5°
ALP (UI/ml) 43 + 12 90 + 17% 121 + 11°¢ 159 + 29% 179 + 12°
Y-GT (U/ml) 0.96 + 0.05 1.42 £ 0.77%® 2.84 £ 0.56* 4.68 £ 0.75% 8.34 £ 2°
5'-N (UA) 0.43 £ 0.02 0.93 + 0.01% 1.21 £ 0.05* 1.45 + 0.2% 1.55 + 0.3°

Los resultados se expresan como promedios + desviacion estandar.

! ' mg de vitamina E/kg/peso.

MAS= a-amilasa. ALP= fosfatasa alcalina. ARG= arginasa. y-GT= y-
glutamiltransferasa. 5 -N= 5 "nucleotidasa.

PHI= fosfohexosaisomerasa.

¥p<0.05 al comparar el grupo control con los tratados con vitamina E.
®p<0,05 al comparar el grupo 1 con los grupos 2 ,3y 4

“p<0,05 al comparar el grupo 2 con los grupos 3y 4

4p<0,05 al comparar con los grupos 3y 4

Fuente: Datos de la investigacion

DISCUSION

Nuestros resultados muestran un incremento significativo en la actividad sérica de las
aminotransferasas, a predominio de la ALT, que se trata de un indicador sensible y
especifico, bien establecido, de dano hepatico en ratas (16). El incremento en la
actividad de las aminotransferasas, aunque no significativa, concuerda con los
hallazgos de Dysmsza y Park (17), Wheldon y col. (18), Hale y col. (19), Bendich y
Machlin (20) y Batra y Hidiroglu (21) en ratas, humanos y cerdos tratados con dosis
elevadas de vitamina E por diferentes periodos de tiempo. Sin embargo, Krasavage y
Terhaar (22) y Kappus y Diplock (23) en ratas y Tokuda y Takeuchi (9) en truchas arco
iris tratadas con dosis elevadas de vitamina E, encontraron que la actividad de las
aminotransferasas, a predominio de la aspartato aminotransferasa (AST), en el suero
se mantiene en limites normales, independientemente de la dosis de a-tocoferol.

El valor de los respectivos cocientes AST/ALT, siempre fueron significativamente
inferiores en los animales tratados (0.21-0.36) al comparar con los controles sanos
(0.78). El hecho que la AST se presente en formas diferentes en la célula y en la
mitocondria y que la ALT estd confinada casi exclusivamente a la fraccién soluble del
higado, llevdé a De Ritis y cols (24) a sugerir el uso del cociente AST/ALT como un
medio para distinguir las lesiones predominantemente inflamatorias de los procesos



necréticos hepaticos. Valores inferiores a 1 indican inflamacion; mientras que los
valores superiores a 1 sugieren necrosis, debido a que la AST se libera de la
mitocondria (25).

La a-amilasa, una enzima unida a la fraccidon microsomal del hepatocito, participa en la
produccion de glucosa por las células hepaticas, disminuyd significativamente (p<0.05)
su actividad en las ratas tratadas con vitamina E. Esta hidrolasa se consider6 en la
presente investigacion como marcadora de lesiéon hepatocelular, ya que en la rata ella
se sintetiza Unica y exclusivamente a nivel del hepatocito (26). Este hallazgo
concuerda con los trabajos previos de Alarcon-Corredor y Giménez (10) quienes
demostraron una disminucién significativa de la enzima en el higado de ratas tratadas
con dosis altas de vitamina E. Por su parte, McGeachin y Potter (27) observaron una
disminucién del 50 % en el nivel de la amilasa hepéatica y sérica tras el dafio hepatico
mientras que Bhutta y Rahman (28) en 60 pacientes con enfermedades hepaticas
encontraron que la mayoria de los pacientes tenian valores de la amilasa sérica muy
por debajo de los valores limites. En este caso, las actividades de la amilasa estan
relacionadas con el grado de disfuncién hepatica.

La PHI, enzima que cataliza la conversién reversible de la glucosa-6-fosfato a fructosa-
6-fosfato, incremento su actividad en el suero de los animales tratados con vitamina E.
Este incremento concuerda con lo visto en el dafio hepatico agudo (hepatitis viral
aguda), donde su actividad estd marcadamente elevada durante las primeras 2 a 3
semanas (29).

La enzima arginasa (ARG) tanto en el hombre como en las diversas especies, se ubica
predominantemente en el higado, donde cataliza la hidrélisis de la arginina en ornitina
y urea, por esta razén se considera que es una enzima especifica del higado (30).
Nuestros resultados muestran un marcado incremento en la actividad catalitica de esta
enzima. Incremento que refleja especificamente una necrosis o una lesion de las
células hepaticas (31-33). Si las actividades plasmaticas de la arginasa y de las
aminotransferasas se incrementan de forma persistente, se debe sospechar una lesion
necrosante progresiva (34).

La fosfatasa alcalina (ALP) una enzima que estd comprometida en la hidrdlisis de los
ésteres fosforicos incremento significativamente (p<0.05) su actividad en el suero de
los animales tratados con vitamina E. Los incrementos en las concentraciones
cataliticas de la ALP en el plasma en la enfermedad hepatica son el resultado de una
sintesis incrementada de la enzima por las células que se alinean a lo largo de los
canaliculos biliares, generalmente como respuesta a una colestasis, que puede ser
intra- o extrahepatica. La colestasis, aunque sea de corta duracién, da lugar a una
concentracion catalitica incrementada hasta dos veces el limite superior de referencia
(35).

La y-GT, una enzima microsomal ampliamente distribuida en los tejidos, incremento su
actividad significativamente en el suero de las ratas tratadas con vitamina E, que
concuerda con los hallazgos previos de Abdo y col. (7). La fuente predominante de y-
GT en suero es el higado. La entrada de la y-glutamiltransferasa en el suero ocurre por
la solubilizacién y la liberacién de la enzima unida a la membrana o por la muerte de
las células del epitelio biliar (36). En este sentido, la concentracion catalitica de la y-GT
en el plasma estad incrementada siempre que exista colestasis, y es un indicador muy
sensible de alteracién hepatica. En la lesién hepatica aguda, los cambios en la
concentracion catalitica de la y-glutamiltransferasa en el plasma son paralelos a los de



las aminotransferasas (35). Aunque, la y-GT sérica es un indicador sensible de la
presencia de lesiones en las vias biliares o del higado, su uso esta limitado por su falta
de especificidad, ya que muchos trastornos no hepaticos pueden conducir a su
elevacién. Por lo tanto, los niveles séricos de esta transferasa pueden ser clinicamente
Utiles para determinar si una elevacion de la fosfatasa alcalina es de origen hepatico o
de hueso (36). En nuestro caso, el incremento en la actividad de la «y-
glutamiltransferasa confirma el origen hepatico de los niveles séricos elevados de la
ALP, porque la enzima no se incrementa en pacientes con enfermedades déseas (35).

En la presente investigacion se encontré un marcado incremento en la actividad
catalitica de la 5°-nucleotidasa, una enzima que cataliza la hidrdlisis de los
nucleédtidos, tales como la adenosina 5'-fosfato y la inosina-5'-fosfato. En el higado, la
enzima se encuentra unida a la membrana canalicular y sinusoidal de los hepatocitos.
Su actividad es paralela a la de la ALP, probablemente un reflejo de su ubicacion
similar en los hepatocitos (37). La valoracion de la actividad sérica de la 5°-
nucleotidasa y/o de la y-glutamiltransferasa se puede utilizar para confirmar el origen
hepato-especifico de una elevacion de la fosfatasa alcalina sérica (35,38).

De acuerdo con Sahuquillo-Frias y Lépez-Gutiérrez (36) existen muchas causas de
enfermedad hepatica, que en la clinica generalmente se presentan agrupadas en tres
grupos: enfermedad hepatocelular, colestdsica o mixta. En las enfermedades
hepatocelulares (como hepatitis viricas o alcohdlicas) predomina la lesion, la
inflamacion y la necrosis hepatica. En la enfermedad colestasica (colestasis, cirrosis
biliar primaria o enfermedades hepaticas inducidas por farmacos) predomina una
inhibicion del flujo biliar. En la forma mixta (forma colestasica de la hepatitis virica y
en trastornos hepaticos inducidos por farmacos) se observan signos de lesidon
hepatocelular y colestasis. Los resultados de la presente investigacién que muestran
un incremento en la actividad de las enzimas marcadoras de lesion hepatica (como las
aminotransferasas, ARG, PHI, etc.) y de colestasis (como ALP, y-GT, 5°-N) se
corresponden con la forma aguda mixta de enfermedad hepatica senalada por
Sahuquillo-Frias y Lopez-Gutiérrez (36).

En conclusién, la administracién de vitamina E por via intraperitoneal a dosis
superiores a los requerimientos diarios permitidos para la rata macho, incremento
significativamente (p<0,05) la concentracion sérica de la vitamina y determind una
marcada alteracion en la actividad de diversas enzimas vinculadas con la funcién
hepatica. El incremento en la cantidad de vitamina E en la sangre de los animales
tratados es un hecho reconocido en la literatura consultada (39) y es un factor de
riesgo para determinar una hipervitaminosis E. En base a nuestros resultados se
sugiere que la determinacidn de los niveles séricos de aminotransferasas (en especial
ALT), AMS, ARG, ALP y y-GT; son particularmente Utiles para caracterizar el efecto de
la vitamina E a dosis elevadas, sobre la funcién hepatica.
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