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RESUMEN

Se determinó el efecto de ocho dosis de 10,000, 20,000 y  30,000 UI de vitamina 
D2, administradas día de por medio a tres grupos de ratas, sobre la actividad de algunas 
enzimas a nivel hepático.

En términos generales, el mapa enzimàtico de los animales tratados con dicha 
vitamina se caracterizó por un descenso de la actividad enzimàtica de la G-6-Pasa, la 
glucógeno fosforilasa y  de la arginasa. Asimismo, se observó un aumento de la activi­
dad enzimàtica de la maltasa ácido y  de las transaminasas glutámico-oxaloacética y 
glutámico-pirúvica. Además, hubo también variaciones, dependiendo de la dosis de 
vitamina D administrada, en la actividad de la acetilcolinesterasa y  de la amilasa.

INTRODUCCION

Los primeros trabajos experimentales sobre hipervitaminosis D se de­
ben a Pfannestiel (1) quien, en 1928, al administrar a conejos dosis de 
ergosterol irradiado, observó como manifestaciones tóxicas: caquexia
acentuada y muerte. Ese mismo año, Kreitmar y Molí (2) confirmaron 
estos hallazgos iniciales al producir la intoxicación con vitamina D en di­
versas especies animales. Comprobaron, además, que la respuesta a la 
sobredosificación difería para cada especie en particular. La revisión de la
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literatura concerniente a esta hipervitaminosis indica que los cambios mor­
fológicos más sobresalientes son: alteraciones esqueléticas (3), calcifica­
ción de los tejidos blandos (4-6) y lesiones renales (7-10). Los síntomas 
de sobredosifícación incluyen retardo del crecimiento, pérdida de apetito 
y peso, polidepsia y diarrea sanguinolenta ( 1 1 ).

En la rata, la hipervitaminosis D incluye lesiones esqueléticas (12-15), 
cambios degenerativos y calcinosis generalizada de los tejidos blandos (9, 
16-18), alteraciones en el funcionamiento renal (19-22), lesiones arteriales 
(9), cambios hematológicos (23) y modificaciones en la química sanguínea 
(24, 25). Se ha estudiado con mayor detalle el metabolismo del citrato 
y de ciertos electrolitos, en especial Ca2+ y el P inorgánico (26, 27), así 
como la actividad de la fosfatasa alcalina (28).

La inyección de dosis elevadas de I4C-calciferol induce al hígado a 
acumular la mayor cantidad posible de este compuesto (29), entre 60 y 
80°/o de la dosis administrada a los 60 minutos (30, 31). En cambio, en 
animales hepatectomizados, y sin sufrir prácticamente ninguna modifica­
ción, la vitamina D permanece durante largos períodos de tiempo en el 
espacio intravascular (32). Es un hecho igualmente conocido que esta 
vitamina sufre el primer paso obligatorio de activación a nivel hepático 
(33). Por otro lado, existen publicaciones previas (34-36) que señalan di­
versos tipos de alteraciones histológicas hepáticas, confirmadas mediante 
estudios biópsicos, a consecuencia de la administración de dosis excesivas 
de vitamina D2 o D3, al igual que variaciones en la concentración de algu­
nas enzimas hepáticas en ratas (37). Estos antecedentes indican que el 
hígado podría ser más propenso que otros órganos a intoxicarse (o a mo­
dificar su función y actividades enzimáticas) por sobredosis de vitamina D.

Por consiguiente, el propósito de este trabajo fue el de ampliar los 
estudios previos realizados por Cañada de Zunzunegui et al. (37), y sugerir 
un mapa enzimàtico hepático, característico de una hipervitaminosis D2. 
En este sentido, se evaluó la actividad de las siguientes enzimas hepáticas: 
la glucosa-6-fosfatasa, oc-amilasa, maltasa àcida, glucógeno fosforilasa, 
arginasa, acetilcolinesterasa y las transaminasas glutámico pirúvica y glutá- 
mico-oxaloacética. Asimismo, se evaluó la actividad proteolítica hepática 
total.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas macho de la raza Sprague-Dawley, cuyo peso osci­
laba entre 180 y 200 g, las que se adaptaron al ambiente del laboratorio 
durante un período de 10 días previo al sacrificio. Como alimentación se 
les suministró Katarina Protinal®, suplementada con vitamina y minerales 
y el consumo de agua fue ad libitum. Al finalizar el período de adapta­
ción, los animales se distribuyeron al azar en los grupos experimentales 
que se detallan más adelante.

Para inducir la hipervitaminosis D2 se administró la vitamina D2 Merk 
hidrosoluble (Artículo 5000686) que contiene 100,000 Ul/ml disuelta 
en agua a las concentraciones de 10,000, 20,000 y 30,000 Ul/ml.

Los grupos experimentales, constituidos por 20 animales cada uno, 
fueron los siguientes:
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Grupo I. A las ratas de este grupo, considerado como testigo o normal, se 
les administró 1 mi de agua destilada mezclada en la proporción de 1:1 
con propilenglicol y etanol al 5o/o, cada dos días, hasta completar ocho 
dosis.

Grupo II Experimental. A los integrantes de este grupo se les administró 
un total de 80,000 UI de vitamina D2 (10,000 UI de vitamina D2/kg de 
peso corporal V. I. M., cada dos días, hasta completar también ocho dosis).

Grupo III Experimental. Los animales que integraron este grupo recibie­
ron una dosis total de 160,000 UI de vitamina D2 (20,000 Ul/kg de peso 
V. I. M. cada dos días, hasta completar las mismas ocho dosis).

Grupo I V  Experimental. A las ratas que formaron este grupo se les admi­
nistró un total de 240,000 UI de vitamina D2 (30,000 Ul/kg de peso 
V. I. M. cada dos días, también hasta completar ocho dosis).

Durante el período de ensayo los animales consumieron la misma ali­
mentación. Las dosis de vitamina D2 suministradas en el presente trabajo 
fueron similares a las utilizadas por Thomas y Morgan (15), quienes indu­
jeron hipervitaminosis D, en ratas, mediante la administración de 20,000 
ó 30,000 UI de vitamina D2 /kg de peso/día durante siete a 14 días (dosis 
total: 140,000 a 420,000 UI de vitamina D2, según los casos). Cabe des­
tacar, por otro lado, que nuestras dosis son sustancialmente inferiores a las 
que administraron Clark y Bassett (38) (quienes administraron 600,000 
UI de vitamina Dfe/kgde peso/día durante tres semanas, es decir, 12,600,000 
UI de vitamina D2 en total) y por Hass et al. (39) (investigadores que ad­
ministraron de 100,000 a 400,000 UI de vitamina D3/kg de peso/día 
durante 10 días, esto es, 1,000,000 a 4,000,000 UI de vitamina D en to­
tal). Las dosis utilizadas por nosotros representan, por consiguiente, un 
promedio de las suministradas por los diferentes investigadores consul­
tados.

Recolección de las Muestras

A  las 24 horas de administrada la última dosis de vitamina D2 (o de 
agua destilada, respectivamente) las ratas fueron sacrificadas por decapita­
ción, mediante el empleo de una guillotina Harvard, y se desangraron du­
rante un período de dos a cuatro minutos. El sacrificio se llevó a cabo 
siempre a la misma hora a fin de evitar en lo posible la influencia de 
variaciones circadianas en las actividades enzimáticas.

A continuación se practicó laparatomía mediana, dejando al descu­
bierto los hígados. Estos fueron perfundidos in situ en solución de sacaro­
sa 0.25M fría; y posteriormente resecados, secados sobre papel de filtro y 
colocados en cápsulas de Petri sobre baño de hielo. Se pesaron trozos de 
hígado de 1 g para preparar los homogenatos correspondientes. Todas 
estas operaciones y las siguientes se realizaron en cámara fría o cuarto 
frío a una temperatura de 0 a 4°C.

Los homogenatos de hígado se prepararon al lOo/o (10 g en 100 mi) 
en agua bidestilada, según las recomendaciones de Boyd (40) y de 
Clampitt y Hart (41) y se congelaron de inmediato, con hielo seco. Se
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mantuvieron congelados a la temperatura de -10  a -20°C, y se utilizaron 
para las determinaciones enzimáticas que se señalan a continuación, en un 
plazo no mayor de 48 horas.

Las enzimas cuantificadas fueron: glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa;
E. C., 3.1.3.9.) según la técnica de Harper (42). El P (inorgánico) liberado 
en la reacción enzimàtica se valoró según Fiske y Subbarow (43), expre­
sándose los resultados en jiM de P (inorganico) liberados por mg de tejido/ 
min. La o-amilasa (E. C., 3.2.1.1.) se valoró según la técnica de Me Kelvy 
y Lee (44), y los resultados fueron expresados en unidades de actividad 
(UA) por gramo de tejido. La maltasa àcida (E. C., 3.3.1.20.) se cuantificó 
según la técnica de Hers (45) y la glucosa liberada en la reacción enzimàti­
ca, según el método de los laboratorios Sigma (46) expresándose los resul­
tados en jiM de glucosa liberados por g de tejido y por hora de incubación. 
La glucógeno fosforilasa (E. C., 2.4.1.1.) se cuantificó según las indicacio­
nes de Niemeyer, González y Rossi (47); la actividad de la fosforilasa se 
expresó en UF/g de tejido, definiéndose unidad de fosforilasa como la 
cantidad de enzima que libera 1 juM de P (inorgánico) durante 5 min de 
incubación a 30oC. La arginasa (E. C., 3.5.3.1.) fue cuantificada según las 
indicaciones de Bhide, Shah y Desai (48), midiéndose la urea producida, 
durante la acción enzimàtica, según la reacción de Archibald (49) con 
cc-isonitrosopropiofenona; los resultados se expresaron en juM de urea libe­
rados por g de tejido y por hora. La acetilcolinesterasa (E. C., 3.1.8.7.) se 
determinó de acuerdo a la técnica potenciométrica de Michel (50), expre­
sándose los resultados en UpH por hora de incubación y por g de tejido. 
La proteasa àcida (E. C., 3.4.1.14.) se midió como actividad proteolítica 
àcida total según Dingle, Sharman y Mooie (51). El triptofano y la tirosi- 
na liberados se determinaron según Folin y Ciocalteu (52), expresándose 
los resultados en jug de tirosina liberados por mg de tejido y por hora de 
incubación. Para valorar la actividad de las tránsaminasas ghitámico-pirú- 
vica (TGP; E. C., 2.6.1.2.) y glutámico-oxaloacética (TGO; E. C.,2.6.1.1.) 
se utilizó el método de Reitman y Frankel (53), expresándose los resulta­
dos en U/g de tejido hepático.

Todas las lecturas, con excepción de la acetilcolinesterasa, se hicieron 
en un Spectronic 710, utilizando las respectivas técnicas.

La vitamina D2 , a nivel hepático, se valoró según las recomendaciones 
de Strobecker y Hennings (54) previa separación de la misma mediante 
cromatografía en capa fina. Los resultados se expresaron en jug de vitami­
na D2 por g de tejido húmedo.

En cada caso se calcularon los promedios, las desviaciones y los corres­
pondientes errores tipo, y  la significación estadística de las diferencias 
entre las medias se determinó mediante el análisis de. varianza (ANAVA) 
(55, 56).

RESULTADOS

Las actividades enzimáticas hepáticas, tanto en las ratas normales 
(Grupo I) como en las sometidas a hipervitaminosis D2 aguda, se muestran 
en la Tabla 1 . En la misma Tabla se exponen también las probabilidades 
“P” entre los animales de los diferentes grupos.

En términos generales, la G-6-Pasa tendió a disminuir significativamen-
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te (P <  0.001) su actividad, de 19.56 ± 1.20 en el Grupo I, a 10.94 ± 0.92 
jiM de P (inorgánico)/mg de tejido/min en el Grupo IV (F = 11.68; 
G. L. = 3/57; P <  0.001). Según revelan los datos,la actividad aminolítica 
siempre fue significativamente mayor en los animales del Grupo I en rela­
ción a los tratados con las diferentes dosis de vitamina D2 (F = 8 .17;  
G. L. = 3/57; P <  0.001). La amilasa disminuyó su actividad en los anima­
les del Grupo II, para luego aumentar progresiva y significativamente en 
las ratas de los Grupos III y IV (F = 20. 9 7 ;G. L. = 3/57; P < 0 .001). En 
cuanto a la glucógeno fosforilasa, su actividad siempre fue mayor en el 
Grupo normal, reduciéndose significativamente en animales que recibieron 
las dosis de 160,000 y 240,000 UI de vitamina D2 (F = 27.17; G. L. =3/57; 
P <  0.001). La arginasa, por el contrarío, acusó una tendencia a disminuir 
no significativa, con la hipervitaminosis D2 aguda (F = 2.09; G. L. = 3/57; 
P = no significativo). Los valores de acetil-colinesterasa ascendieron con 
las dosis de 80,000 y 160,000 UI de vitamina D2, para luego descender al 
administrarse 240,000 UI de la vitamina (F = 18.22; G. L. = 3/57; P <
0.001). En los animales tratados, la TGO y la TGP, incrementaron su acti­
vidad en función de las dosis de vitamina D2 y en contraste con el grupo 
de ratas testigo correspondientes (F = 30.22; G. L. = 3/57; P <  0.001 y 
F = 3.54; G. L. = 3/57; P <  0.025, respectivamente).

En los hígados de ratas normales o control, el contenido de vitamina 
D2 alcanzó un valor promedio de 50 jig/g de peso húmedo; la administra­
ción de 80,000 UI indujo un aumento hasta de 385 jig/g del contenido 
hepático; con 160,000 UI de vitamina D2 , el contenido tisular subió hasta 
alcanzar 810>ug/g, y con la dosis de 240,000 UI de vitamina D2 , el conte­
nido hepático alcanzó un valor promedio de 1,480 ug/g de peso húmedo 
(F = 1,280; G. L. = 3.57; P < 0 .0 0 1 ).

DISCUSION

Con muy pequeñas diferencias, las actividades enzimáticas detectadas 
en el Grupo Control, son muy semejantes a las publicadas por Boyd (40), 
Clampitt y Hart (41), Firenzuoli y Zanobini (57), Harper (42), así como 
por Niemeyer, González y Rozzi (47), al igual que el contenido de vitami­
na D2 por g de tejido húmedo (58). La administración de dosis elevadas 
de vitamina D2, durante cortos lapsos de tiempo, modificó la mayor parte 
de las enzimas sometidas a estudio, con excepción de la arginasa, incre­
mentándose de igual manera el contenido hepático de la vitamina. En la 
mayor parte de los casos, el grado de variación en cuanto a actividad enzi­
màtica se relaciona con el contenido hepático de la vitamina D2. Los 
resultados obtenidos por nosotros confirman el trabajo previo de Firen­
zuoli y Zanobini (57), quienes encontraron alteraciones en diversas enzi­
mas relacionadas con la glicólisis y con el ciclo de Krebs en hígados de 
ratas blancas tratadas con 900,000 UI de vitamina D2 (30,000 Ul/día/vía 
oral, por el término de 30 días). Estos hallazgos permiten concluir que las 
dosis elevadas de vitamina D2 , incluso por períodos breves (hipervitamino­
sis D2 aguda), modifican el mapa enzimàtico del hígado. Se produce,en 
consecuencia, una alteración de su metabolismo normal, lo que explica 
así la fácil tendencia de este órgano a intoxicarse con la sobredosis de vita­
mina D2.
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Indiscutiblemente estas alteraciones metabólicas, a su vez, podrían 
influenciar en una forma u otra los resultados previos de Wataria, Tori- 
zawa y Zaeki (35), así como los de Cambria y Billiteri (34), investigadores 
que han descrito diversos tipos de alteraciones histopatológicas en el híga­
do, confirmadas por estudios biópsicos y en los informes de Cañada de 
Zunzunegui e t al. (37), quienes demostraron variaciones en el enzimogra- 
ma sérico hepático de ratas con hipervitaminosis D2. Tal como se pudo 
observar, el grado de severidad de la lesión enzimàtica tisular, parece de­
pender de la dosis del compuesto administrada y dél tipo de enzima valo­
rada.

Basándonos en estudios previos de otros investigadores, se podrían 
sugerir algunos posibles mecanismos de producción de estas alteraciones 
enzimáticas. Por ejemplo, el efecto directo de la vitamina D2 sobre las 
membranas de los lisosomas y de las otras organelas citoplasmáticas (59), 
alteraciones en la distribución electrolítica tisular (60); y sobreproducción 
de diversas enzimas en aquellas áreas hipóxicas cercanas al sitio de lesión 
(61).

Es cierto que la mayoría de los resultados obtenidos son inespecíficos 
y no pueden ser adscritos de manera definitiva a las dosis excesivas de vita­
mina D2 , pues podrían ser similares a los inducidos por dosis excesivas de 
las otras vitaminas liposolubles. Consideramos, no obstante, que a pesar 
de esta posibilidad, se abren nuevas vías de investigación con respecto al 
efecto que esta vitamina ejerce sobre otros órganos (por ejemplo, pulmón, 
bazo, suprarrenales, corazón) y otras rutas metabólicas que no se mencio­
nan en la literatura consultada. Incluso, el mapa enzimàtico hepático 
descrito puede ser ampliado y sustentado mediante la valoración de otras 
enzimas “marcadoras de lesión hepatocítica” (62), tales como la glutámi- 
co-deshidrogenasa, sorbitol-deshidrogenasa, ornitina-transcarbamilasa, etc., 
o “marcadoras de colestasis”, tales como la fosfatasa alcalina, 5’nucleoti- 
dasa, leucinaminopeptidasa y gamma-glutamiltranspeptidasa.

SUMMARY

EFFECT OF HYPERV1TAMINOSIS D ON THE ACTIVITIES OF SOME 
ENZYMES IN THE LIVER OF RATS

The effect o f  eight doses o f  10,000, 20 ,000 and 30 ,000  UI o f  vitamin D2 admin­
istered every other day to  three groups o f  rats, on the activities o f  some enzymes 
in the animals’ liver was evaluated.

In general terms, findings revealed a decrease in the activities o f glucose-6- 
phosphatase, phosphorylase and arginase. Likewise, an increase of the activities of 
maltase and o f  glutamic oxaloacetic and glutamic pyruvic iransaminases was observed. 
Furthermore, the activities o f  cholinesterase and co-amylase also varied depending on 
the vitamin D2 dosis administered.
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