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Contribucién al estudio de las vitaminas K *

Por ¢l Dr. RUBEN BRETON MANJARREZ,

académico de numero

En 1929, estudiando Dam e] metabolismo de la colesterina,
mediante dietas especiales suministradas a pollos, observé la apa-
ricion de hemorragias subcutdneas e intrgmusculares. Dicho
investigador las atribuyé a una carencia de vitamina C y, con el
objeto de prevenirlas y de curarlas, suministré a los pollos en
experimentacién, jugo de limdn, medida que resulté initil, pues
las hemorragias persistieron,

Dos anos méas tarde, es decir, en 1931, Mc. Farlane, en cola-
boracién con Graham y Richardson, consignd en el “Biochemical
Journal” una serie de observaciones que hicieron en pollos ali-
mentados con dieta de pescados previamente agotados con éter.
De estas observaciones lag mas importantes para nuestro estudio
gson las siguientes:

L—Que el suministro de aceite de higade de bacalao no su-
primia la aparicién del sindrome hemorragico.

II.—Que la adicién de cereales a la dieta impedia la aparicién
del cuadro hemorragico, v

III.—Que 1a sangre de los pollos sometidos a este régimen
alimenticio presentaba una marcada resistencia a la coagulacidn,

En 1934, Holst v Halbrook hicieron resaltar la eficacia que
tiene el suministro de col en la alimentacién de los enfermos con
tendencia a cuadros hemorrigicos.

Dam y Schénheyder, en 1934, emprendieron nuevos estudios,
encontrando que el tiempo de coagulacién de la sangre procedente
de pollos sujetos a esta clase de dietas estaba fuertemente aumen-
tade. En este mismo trabajo experimental confirmaron la inefica-
cia del dcido ascorbico para combatir estas hemorragias.

Estos dos notables investigadores continuaron por un aiio
mas sus brillantes experiencias, experiencias que los llevaron a la

* Trabajo reglamentario de turno, leido en la sesion del 17 de octubre
de 1945,
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conviccién de que la aparicién de este sindrome hemorragico era
debida a la falta de un factor liposoluble en su alimentacién; este
factor no fué identificado con ninguna de las vitaminas conocidas,
Dam y Schonheyder le asignaron el nombre de vitamina antihemo-
irédgica o vitamina XK, v no porque esta letra obedezea al orden
establecido en la nomenclatura de Me Collum, sino en atencién a
que la letra K es la primera de Ia palabra danesa “Koagulation”.

Halbrook por ese mismo tiempo estudié esta enfermedad en
los pollos, encontrando que 5 grs. de alfalfa desecada o su equi-
valente de extracto etéreo previene la aparicién del cuadro he-
morragico.

Posteriormente, Cook, Scott, Almquist y Stockstad han apor-
tado valiosas investigaciones acerca de los resultados obtenidos al
adicionar a las dietas cantidades variables de diferentes protei.
nas.

En 1936, Dam, Schénheyder v Tage-Hansen por una parte y
Quick por otra, descubrieron la deficiencia protombinica que pre-
sentan los pollos con avitaminosis K v la desaparicién de esty
deficiencia con el suministro de alfalfa.

Quick, Bancroft y Stanley-Brown verificaron la hipoprotrom-
binemia en enfermos de obstruccién ictérica y llegaron a la con-
clusién de que la vitamina K es esencial en la produccién de pro-
trombina.

Dam, en 1938, realizé interesantes investigaciones buscando
el contenido de vitamina K en las plantas; estos estudios le per-
mitieron efectuar hallazgos de gran importancia; por ejemplo, que
Ia hoja de castafio es sumamente rica en dicha vitamina: en cam-
bio las semillas oleosas son sumamente pobres en su contenido.

Para el estudio de la vitamina K, fué de gran interés el des-
cubrimiento de Almquist y Stockstad. Este descubrimiento con-
sisti6 en encontrar que la vitamina K es sintetizada por varias
bacterias, comprobando que el hecho de no aparecer hemorragias
en mamiferos sujetos a regimenes carenciales de vitamina K, era
debido a que esta vitamina la sintetiza la flora intestinal, especial-
mente ¢l género Escherickina Coli.

El afio de 1939 fué el afio de la quimica de la vitamina K.

Dam y Almquist, independientemente uno del otro, estudiaron 18 i
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constitucién quimica de esta vitamina y llegaron a la conclusion
de gue no era ningin derivado de los esteroles. '

Lograron preparar extractos de una elevada concentracién
y el analisis organico elemental les revelé que estaba constituida
solamente por carbono, hidrégeno y oxigeno.

A fines de ese mismo afio, Dam en colaboracién con el emi-
nente quimico Karrer, determiné el niicleo fundamental de la vi-
tamina K: la naftoquinona. Simultineamente, Doisy y sus colabo-
radores anunciaron el aislamiento de dos vitaminas K, una pro-
cedente de la alfalfa que designaron K1 y otra extraida de sar-
dinas en putrefaccién que le llamaron K, . Almquist, Fieser y Doisy
cerraron con toda brillantez este ciclo experimental al llevar &
cabo la sintesis de estas dos vitaminas.

0
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VITAMINA K,

ITAMINA K
v 1 2- metil—s-digar nesil--4- na{toqu'lnona

“metil-3-{ilil-1- 4-na{lo quinona

fig.-Not, Fig'Nol 2.

La vitamina K  es la llamada etiofiloquinona de Karrer; su
radical fitilo indica sus relaciones con la clorofila, con los carotenos
v con las vitaminas A y E.

La vitamina K, de origen animal tiene un radical difarsenilo,
que le permite esiablecer una relacién con los hidrocarburos la-
mados espinocénicos de férmula general C, H_, que se encuen-
tran en los aceites pesados,

Hstas dos cadenas hidrocarburadas confieren a las vitaminas
ese marcado caricter liposoluble. La vulnerabilidad a la oxidacion
v al calor se debe a las dobles ligaduras que presentan.

En cambio, el niicleo naftoquinénico es perfectamente esta-
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ble; basta mencionar el hecho de que permite el arrastre de vapor
de agua sin sufrir modificacién alguna.

La vitamina Ki es un liquide oleoso ligeramente amarillo,
en tanto que la vitamina K, se nos presenta como sélido cristalino
amarillento.
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Fig. No. 2

La exhumacién de los trabajos de Anderson por Almquist,
relacionados con el aislamiento del pigmento del bacilo de Koch,
lo identificaron eon el phtiocol, e inclinaron a un grupo de inves-
tigadores a ensayar en algunas sustancias que contienen el nicleo
naftoquinénico la accién antihemorrigica, obteniendo resultados

satisfactorios.
Las substancias que se ensayaron fueron las siguientes:
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Menadiona. 2 metil 1-4 naftogquinona. Soluble en aceites.
Tres veces mas activa que la vitamina K. Fué introducida a la
terapéutica por Ansbacher y Fernholz.
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Fosfato de menadiona soédica. Soluble en agua. DPosee la
mitad de la actividad de la vitamina K.

Sinkamin. 4-amino-2 mentil-1 naftol. Soluble en agua. Posee
un poder de actividad igual al de la vitamina K.
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VITAMINA K {hidresoluble, sinfélica)
i-4- naftohidroquinona-2- metil-3-sulfonalo
sodico

: F|9 No . 6.

Hiquinona. 2-meti] 1-4 naftohidroquinona. 3 sulfonato de sodio.
Posee la mitad de la actividad de la vitamina K,  Con esta subs-
tancia llevamos a ecabo nuestros trabajos experimentales.

En 1941, Campbell y Link lograron aislar y cristalizar el agen-
te hemorragico del meliloto v a fines de este mismo afio deter-
minaron su férmula de constitucién,

a?ﬂ o

"""CH;

DICUMARIN A _
3-3- melilenbis-(4-hidroxicumarina)

ng..No. 7

Dicumarina 3-3 metilen bis- (4-hidroxicumarina).

Segln los trabajos de D’Alessandro efectuados en 1942, esta
dicumarina inhibe a la vitamina K. Esta observacién fué muy
interesante pordue solamente “in vivo” es en donde se realiza en
tanto que “In vitro” resulta ineficaz,
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La investigacién de IYAlessandro dié origen a que en 1943
Link y sus colaboradores emprendieran nuevag investigaciones,
encontrando que ratas con una dieta escasa de vitamina K y adi-
cionada de acido salicilico presentaron hipoprotrombinemia; esto
jos indujo a pensar que el verdadero agente hemorrigico del “Sweet
Clover disease” no es ia dicumarina sino el acido salicilico produ-
cido en su degradacion,

Day y Wakim, en 1943, en el Departamento de Quimica y Far-
macologia de la Universidad de Indiana, lograron, mediante ratas
recectomizadas, localizar la principal fuente productora de vilamina
K, que es el ciego, asi como también lograron eliminar la accidn
inhibidora de las sulfas en la sintesis de la vitamina K con 4cido
para-amino-benzoico.

El afio pasado, es decir, en 1944, la eminente investigadora
Natacha Horkewich demostré que la vitamina K tiene una accién
activante en la formacién de la tripsina.

Richert comprobé que la forma 2 metil 1-4 nafto-quinona es
la que tiene mayor estabilidad en el organismo.

Kower y Koller han descartado a los phtalatos como factorss
determinantes en la formacién de la vitamina K, asi como también
les han negado validez en la accién antihemorragica.

De lo anteriormente expuesto, se desprende la gran impor-
tancia que tiene esta vitamina en el proceso de Ia coagulacién
sanguinea, va sea que se acepte la teoria de Morawitz, de Howell o
de Mellanby.

Pero el mecanismo bajo el cual actia est4 aun confuso y
oscuro. Algunos investigadores, entre ellos Snell y Keller, han
tratado de justificar la intervencién de la vitamina K como un
factor constituyente de la protrombina, cuya sintesis se lleva a
cabo en el higado, es decir que la molécula de vitamina K es frag-
mento de la molécula de protrombina. A esta teoria se le pueden
hacer las siguientes objeciones:

[—Experimentalmente Schmidt ha demostrado que los pro-
ductos de desdoblamiento de la protrombina no tienen ninguna
accién antihemorragica.

[I.—La vitamina K no provoca la coagulacién sanguinea por
sustitucién de la protrombina.
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III.—La protrombina es una sustancia de naturaleza proteiea,

IV.—La vitamina K tiene cadenas laterales que le confieren
solubilidad en los aceites, propiedad de la que carece la protrom-
bina, la cual es goluble en agua.

Berheim y Baumberger dieron a conocer una teoria, fundada
en las propiedades éxido-reductoras del niicleo naftoquinénico
{rente a Ins agrupamientos sulfhidricos del fibrinégeno.

Esta teoria se funda en la forma queténica que actiia en el
nicleo naftoquinénico, frente al fibrindgend, para oxidar a la
funcién sulfhidrilica v formar la fibrina.

El siguiente esquema (fig. 8) explicaria la reaccién:

by

FIBRINA

FIBRINOGEND
Fig. No. 8.

Hace unos cuantos meses el notable investigador Henrik Dam.
al referirse a la vitamina K, decia:

“Futuras investigaciones nos aclararin mejor la forma en
“que la vitamina K actua para promover la formacién de protrom-
“bina, que es uno de los constituyentes quimicos esenciales de la
“sangre para su coagulacién normal en las ocasiones en que puede
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“haber un desangramiento. S6lo se sabe que el proceso de for-
“macién se Heva a cabo en el higado. También se espera todavia
“al descubrimiento del papel gue la vitamina K juega en los vege-
“tales y en las bacterias”.

El objeto de este trabajo es dar a conocer algunas experiencias
encaminadas a investigar precisamente esta forma intima de ac-
tuar de la vitamina K.

Nuestras investigaciones las realizamos en 60 muestras de
sangre, de las cuales 42 fueron proporcionadas por el Banco de
Sangre del Hospital General, y las restantes fueron de procedencia
particular.

Colaboraron mis ayudantes las quimicas Margarita Lopez
Reyes y Blanca Gavito.

Los trabajos se llevaron a cabo con la clasica prueba de Quick,
a la cue se le adicionaron diferentes cantidades de la vitamina K
soluble (2 metil 1-4 naftohidroguinona sulfonato de sodio), obser-
vandose un marcado descenso del tiempo de coagulacién, descenso
proporcional a la cantidad de vitamina K adicionada, obteniéndose
el mayor con 10 miligramos.

Véase cuadro nim, 1,

TIEMPO DE COAGULACICN (ON LAS SIGVIENTES

gg e CANTIDADES EN MiLiGRAMos DE VITAMINA K
w2l siglo[1]2]a]4][slel7 |8 ]9 |10
1t looMmia tiz fujio |9 |8 |7 (6561655
9 90M|i5 (i3 |njio|9iale|514[3]12
330/F |11 |9 (a7 [5[4[35/313(25/2
ARF (3 n|a|7|6]|5|4]|3|2512)2
sloe|¥ l12liolo 8|7 6|5, 4|35 3 |25
655|F [lo|9 B |7 |6|6 .55 5 |45| 4135
TI122|F |ia12 ] |wo|B]7 (6|5 |45/35(25
8135 |F [is[t4a]3[2lvj0ojo|®d 6|5 |4
g2tiF[njojg|8 7|6 |5]4 i35 3 |25
1wol3maMi2lio|g|7]|e|4]3 3|26 2|2
TlssM[nlols|e|s 4363 |26/2]|2
12531 Mliofejal7|5 (454|363 25 2
1555M|a|ooa7054.5432
Cuadro No. 1
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Con el objeto de investigar si la vitamina K permanecia
integra desde el punto de vista quimico y conservaba su actividad
figiolGgica, se procedié a dializar 20 coagulos de Quick con dife-
rentes cantidades de vitamina K, dogificando la concentracién por
medio de la técnica de Pinder y Singer del ciano-acetato de etilo;
los otros dializados se emplearon en nuevas pruebas de Quick con
resultados satisfactorios.

Véase cuadro No. 2. - .

PRUEBA DE QUICK + VITAMINA K

CASO ;‘i:i‘:(ﬂwmmua T'f,':m ty v”“‘:"“"
NUM KORMAL K [LOAGUL ACION ~ ENCONTRADA]
1 12 10 2 12 10
2 15 10 3 = 10
3 14 10 2 | w| 10
4 11 8 25 | < 8
5 10 8 3 IQ x| 8
6 12 8 35 | o 8
7 | 15 | 6 4 v x| e
8 12 6 5 |~ 6
9 14 4 8 v J[| 4
10 12 4 6 I~ 4

__|CONTROLED N
| 10 < 10
2 10 ~ | Yo
A 10 Q 10 |

Cuadro No. 2.

De las experiencias anteriores se deduce que la vitamina K
conserva su integridad quimica y fisiolégica en el proceso de la
roagulacién sanguinea, tomando parte en la formacién de la pro-
trombina al nivel hepatico y en la formacion de la fibrina.
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Su intervencién es meramente por presencia y cumple exacta-
mente con las exigencias gue se requieren para asignarle el papel
de catalizador. Segun Ostwald, se llama catalizador "a la sustan-
“cia que altera la velocidad de reaccién, pero que no aparece com-
“binada con los productos finales de la misma’”.

%= mgs. da vitamina K

112 |3 (4|56 |78 {9 |t0
FyLL CUADRO DE ?
EM L CORRELACION LIEA
a3 |31 4 la
“12 16| 2|1 9|
Sft]se|1]1 13 | 5
sl10f20i5 (731 34|
alofwafwfaleia] 415
aBl3ulir]s5]e 1 4612
T 31161685 {7 |1 A8
316 4l1ej1n]6|6]5 Lraks
215 515118836 |2 5T|¢
El 4 6 (14 (23176 |5 7118
= 3 4 [11]20(23 17758
~ 2 5 |15 |28 4615
" bwwg50 |50 [50 |50 (5050 505050 [50 ~

Mc|ioza| 9 | 802 [ 6.96)6.00 | 504|432 )3.84326 (266

Cuadro No. 3.

De acuerdo con la funcién catalitica que tiene la vitamina K,
procedimos a determinar bioestadisticamente la funcidén que rige
entre la concentracién y la velocidad de la reaecion,

Véanse cuadros 3 y 4.
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Cuadro No. 4.

Esta investigacién es la primera que se efectlia en la vitamina
K para asignarle un mecanisme catalizador, quedando con esto
explicado el papel que también desempefia en el metabolismo bac-
teriano.



