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I YT RODUT CTCTION

Las Cobalaminas son compuestos de Cobalto, el cual es
t4 "igado coordinadamente a un radical aniénico Algunas va
riecades difieren solamente en el grupo anidnico existentes
en “a naturaleza y puede ser convertido en otro artificial-
menie,

Existe B,,a, B.,b, B

12 12 12
te :dénticas, son Hidroxicobalaminas, el grupo Cianhidro es

Cc,y las cuales son aproximadamen_

reenplazado por Hidroxilos y pueden ser obtenidos por Hidro
geracién y Oxidacién. ( 23 )
La Vitamina B12 es una Vitamina esencial requerida pa_
los Humanos y animales, para el crecimiento y hematopotesis.
Es una base poliécida débil, rojo vivo en solucién y la molé

cu'a contiene un &tomo de Co. y uno de P,

La Hidrogenacidn Catelitica de la Vitamina 312 de’por
2 ~ultaedo la formacipon de Vitamina 312 a, un compuesto el cy
2. he sido reportado ser menos activo para el creciniento de
' .cterias animnles y en potencia clinica similar, pero diferen
te de la Vitamina B12“

La Vitemina B,,b, activa el crecimiento de bacterias y
animales, ha sido separada de productos naturales. Esta forma
tiene la misma actividad biolégica para microorganismos, pollos

y humanos como la Vitamina Blzh



El andlisis de la Cianoocobalamina potr procedimientos Fisico-Qui
mioos es muy dificil, debido a la concentracidén excepcionalmente ba
Jay en que esta vitamina se haya en la naturaleza . comparada con =

las otrag vitaminas " B "

En conseciencia, este tipo de andlisis puede aplicarse inicamen

te & solucionzs relativamente concentradeas de vitamina B prepara

12?
ciones FARMACIUTICAS y en algunos oagsos, extractos de higado y con=-
centrados de piensps ricos en vitamina 312’ siempre que sea posij

ble separar la vitamina 312 de las impurezas interferentes. ( 21 )

El objetivo de este trabajo es comprobar ldas concentraciones =
especificas d2 vitr-mina B12 en inyectables producidos en el drea -
Centroamericana y poder determinar en base a este control, la nece-

sidnd que existe de un Laboratorio de Control de Calidad en nuestro
Pois,

~.

{




GENBERALIDADES DE LA CIANOCOBALAMINA
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P R OPTI E DA DE S

F I S I ¢ A S

Punto de Fusibn

Higroscopicidad

Abscorcidn M&xima

Rotacidén Optica

Estabilidad

Solubilidad

Debajo de BOOOC.
Muy Higroscépico
278 mm, 361, 550
. 23
Levégira ( )°° 6563 = =59=9
Termostable en solucidn acuosa,

1.25 gr./lOO ml, en agua,
Soluble en Alcohol

Insoluble en Acetona, Cloroformo
Eter, ( 24 ) .




Quimica y Dcterminacidén de Vitamina B12

La Vitamina se ha denominado Cianocobalamina y es un elemen
to del grupo de las Cobalaminas, todas ellas son actividad de Vitami

na 312.

El sompuesto se ha aislado no solo del Higado, sino también
de los liguidos de fermentacién de Streptomeces Griseus, el hongo que
produce la estreptomicina a diferencia de otras Vitaminas, la Vitami-
na 312 no existe en las plantas elevadas, pero puede ser sintetiza -
da por otros microorganismos. El1 Hiagado contiene por lo menos 400 mg

de vitamina por Kg; la carne de buey puede contener hasta 100 mg/ kg.

La leche de vaca contiene més que la leche humanr, hasta 4 =

mg por litro,

Se cree que el contenido hepético de dcido fblico puede ha =
ber contribuido netamecnte al éxito de los primeros ensayos e¢linicos con

Higado,

Los primeros experimentos sobre el aislamiento de Factor Hepd-
tico eficaz en el tratamiento de la Anemia Perniciosa, tenian la gran
dificultad de que el dnico método seguro para valorar la actividad era

la respuesta reticulositoria de enfermos con Anemia Pernieiosa en eta =

pa de r:acaida,

Las investigaciones en este campo se acelera notablemente, -
cuando se crearon los métodos microbiolégicos de valoraciones de vita =
mina Bl2' Los microorganismos mds frecuentemente utilizados fueron Leew

tobacillus lactis y Eugleno gracilis,
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Los trabajos ulteriores sobre absorcién y utilizacibén de =~
las vitaminas se facilitaron por el desarrollo de preparados marcados
eritopicamente, Se han obtenido diversos preparrdos marcados, pero -
gran parte de la informacidén sobre absorcidén de la vitamina B12 ge -
ha logrado mediante el compuesto marcado con 6OCo. Esto se obtiene =
afiadiendo Cobalto isotépico a2l medio de cultivo de Streptomyces gri -
seus ( 8 )

La vitamina B se absorbe rdpidamente por inyeccidén subecu-

12
t8nea o intramuscular, Cuando falta el Factor Intrinseco de CASTLE =
la absorcidn es escasa por el tracto Gastrointestinal, a este respec-
to no se sabe exactamente el mecanismo por el cual actda el Factor In

trinseco.

La vitamina B12 se deposita en todos los tejidos, especiale=
mente en el Higado, Estbémago, Rifiones y Cerebro. Es eliminado por la
Orina y la rorcién nc absorbida por el Intestino y la formada por sin

tegis Bacteriana en el Colon se excretan por las heces ( 1 )

Todavia no se conoce con exactitud la funcidn de esta vita=-
mina pero sabemos que intervienen en la sintesis de las nucleoprotgi
nas y en la formacién del &cido Ribonucleico, También se considera =
neoesaric para la formacidn de proteinas. Posiblemente interviene en
el Metabolismo de los grupos metilo, hidroximetilo y sulfidrilo., Adn
no se ha dilucidado su mecanismo de accién en la prevencién de las com

plicaciones medulares de la Anemia Pernicicsa,

El Cuadro Clinico de la carencia de la Cianocobalamina es
el de la Anemia Perniciosa, presentado con sintomas gastrointestinee

les y del Sistema Nervioso. El examen del contenido géstrico casi =
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giempre se ve la ausencia de 4cido libre al extremo que si falta -
este sintoma habrd que poner en duda el diagnéstico de Anemia Pernji

ciosa,

La Prueba comunmente empleada para el diagnéstico especifi-
co de Anemiz Pernieiosa es la prueba de Schilling mediante la cual
la administracién oral de vitamina 312 marcada con 6000 vd seguida
al cabo de dos horas por una inyeccién perenteral de un mg, de vi-
tamina B12 no marcada, Las personas normales eliminan més del 6%
de la vitamina marcada, pero en caso de Anemia Perniciosa la Excre

cién no llega a 2% ( 1 )



AN ¥ M I A PERNTICTI O S A

MINOT Y MURPHY en 1926 demostraron la eficacia de la He=

patoterapia en la Anemia Perniciosa,

Poco tiempo después CASTLE, propuso el término de " FACTOR
EXTRINSECO " y emitib su célebre Teoria, es decir que el " FACTOR IN
TRINSECO " existe en el jugo Géstrico normal, actia sobre el FACTOR -
EXTRINSECO que existen en los alimentos para producir el principio Ap

tianémico que se almacena en el Higado, ( 1 )

En 1948 desperté mucho interée la separacibén de un compues
to Cristalino llamado Vitamina B12. Con este reporte fueron presenta
das indicaciones del efecto de pequefias cantidades de la Vitamina, re

mediando el Sfintoma de Amemia Perniciosa ( 2 )

Luego después de eso, un reporte similar de la separacidbn
de pequellas Cristales Rojos en forma de agujas con la misma actividad
Clinica fue anunciado en Inglaterra como factor Anémico antipernicio=-

so ( 24 ),

Hoy sabemos que el FACTOR EXTRINSECO es de hecho la Vitami
na B12. A este respecto, trabajos recientes han demostrado que el en
sayo Microbioldgico ( para el Facotr Proteinico animal ) requiere la
presencia de un Factor Esencial que se encuentra en ¢l Higado, E1 -
Microorganismo permite medir la actividad vitaminica de los extractos
Hepédticos y asi, se consiguib aislar la vitamina, Se considera que la
Actividad Hematopoyética de la Cianocobalamina es idéntica a la del =

principio Antianémico del Higado ( 1),
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Se produce Anemia cuando el complicado proceso de la Hemato
poyesis no puede compensar las pérdidas por hemorragias y destruccidn
Sanguinea., L concentracién de Hemoglobina es el indice de mayor va =

lor para calificar funcionalmente la Anemia,

Sin embargo, para el diagnbéstico tiene gran importancia las
caracteristicas del Eritrocitro medio, Volumen globular medio, concen
tracibn globular media de Hemoglobina y Hemoglobina globular media
son de particular interés, La mayor parte de las anemias se pueden =

incluir en unos de estos dos grupos:

lo.) Hipocrémico Microcitico, como en caso de carencia de =

Hierro,

20,) Macrocitico Normacrémico, como en la Anemia Perniciosa,

El primer grupo de Anemia depende de falta de una de las ~
sustancias constitutivas fundamentales, el segundo grupo de trambtor-~
no de los factores de maduracidén necesarios para formar los nuevos He

maties normales,

Estas deficiencias a veces resultan de la insuficiencia agi
milacién de elementos suministrados en forma y cantidades adecuadas,
E1l Adulto normal metaboliza unos 75 mg. de Fe al dia, pero em tan com
pleta la retencidn de esa cantidad que en el vardn adulto es muy raro
la falta de Hemoglobina, atn sometido a una alimentacién pobre en -

Hierro,

Por consiguiente,.la Anemia Hipocrémica suele observarse -
después de intoxicaciones infecciosas, menstruaciones ( hemorragias)
embarazo o lactancia, El desarrollo del organismo en nifios con esca =
sas reservas de Hierro puede disminuir la concentracién de Hemoglobiw
na, En el proceso de maduracién de los hematies intervienen algunos
elementos del complejo vitaminico B, quimicamente relacionados con la
Tiamina y proteinas entre las cuales destacan la vitamina B12 que =

contiene Cobalto y el 4cido Félico,
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En condicicnes apropiadas ambns sustancias estimulan en ma
durrcién de los eritoricots, pero el Acido félico suele agravar las
lesiones neurolégicas de la anemia perniciosa ( afeccidén nerviosa =
con comitante ) La vitamina B12 se comporta como "FACTOR EXTRINSECO"

del Jugo Gastrico normal forma el principio antianémico AAP,

Los Hematdlogos de nuestro tiempo han restringido su concp
to de ANEMIA PERNICIOSA " primitiva de Addison" pues lo limitan al
grupo de anemiamaarociticas ( en la sangre circulante) y megaloblés-—
ticas ( en la médula Osea ) origiandos por carencia de "FACTOR INTRIN
SECO" gdstrico ( o duodenal ) ademds la tendencia actual s es a con=-
siderar este sindrome como causado Unicamente por falta de asmila -
cién de vitanina B12° Este refinado diagnéstico se funda en consi =
deraciones experimentales y mecanicistas, pero por desgracia ese cone-

cepto tan estrecho confunde al médico general de hoy tanto como hu =

biera confundido a THOMAS ADDISON,

Hace un siglo THOMPSON demostrd lo muy complejo del mecanis
mo de la Hematopoyesis, al conservar in vitro elementos celulares de
la médula Osea obtenidas de pacientes de Ancmia Perniciosa en recai-
da, En plasma normal el proceso de moduraci n de estas células medu-
lares sigun hacin 1la etapa normobldstica como en los sujetos sanos,-
Sin embargo, el plasma de paoientes con anemia perniciosa, no favo-
rece la maduracién normal, de hecho, anula el efecto del plasma nor-

mal. Ademds segin ha demostrado LAJTHA ( 14 )

Hay indicios de que el suero y el 1lfquido oefalorraguideo -
de pacientes de Anemia Perniciosa no tratados contiene una sustancia

termo resistentes que impiden la madurncién de los megaloblastos a -~
normablastos en los cultivos de médula osea, In vitro, el dcido fé1i
co y el extracto hep&tico anulan la accidn inhibidora de esta sustan

cia, pero la Vitamina B no posee tal propiedad, apoylndose en es =

12
tos experimentos LAJTHA ha ideado el siguiehte esquema mecanicistas
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Vit~mina B12 en suero Vitamina B12 en intest. Medio In
Fact. Intrinseco, testinal
!
Acido F§
lico,
Factor Hemopoy8tico Neutraliza la accién Inhi l

bidora de

Estructu

ro. Nuclear

De maner~ andloga, GIRDWOOD R. H.: Edinburh M.J. 17;72 =
1950), después de una extensa revisada del problema, cree que la teo
ria gue Se expone a continuacidén es la més simple. El1 dcido félico -
impide la formacidn de megaloblastos en la médula Osea, y la vitami-
na B12 permite en el individuo normal obtenar o utilizar el 4acido fé
lico libre a partir de conjugados de éste en los nlimentos., En cuan=—
to al Factor INTRINSECO G&strico, sin duda hace que puedn ser absor-

bida la wvitamina B aungque se desconcce ¢l mecanismo exacto de como

12
actia este factor.

HALL considern que el Factor INTRINSECO es una engima ings

table, actuaria poniendo en libertad la vitamina B de alguna forma

12
conjugada presente en los alimentos,

En el campo general de las anemias macroocilicas, el meca =
nismo de maduracién de los entrocitos plantea muchos problemas, al -~
parecer hay anemias macrociticas que no responden a la administracién
parenteral de vitamina 312'
E1l tratamiento preferido para anemia perniciosa es usando -

invencinnes intromiseniares de Gianocobalamina es aconseiable amvollas
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de 10, 20 6 50 Mcg por cc. en una dosis correspondiente a 102 Mcg
por dia a intervalos de una o cuatro semanas, La Cianocobalamina -
puede ser administrada por via intravenosa en dosis de 0,5~1 Mcg.

por dia,

La administracidén oral de 5 Mcg. por dia es suficiente para
corregir la dieta dificiente de individuos normales pero los pacien
tes con amemia perniciosa requefirdn de 60 a 100 Mcg a menos que -
sea dado con factor Intrinseco con inyecciones intramusculares de =
10 a 100 Mcgr en individuos normales y en pacientes con anemia per
niciosa, el nivel de sueno y la excrecién urinaria paralelamente a
la dosis 3000 Mcgr dados oralmente es equivalente de 10 a 25 Mcgr,

puestos intramusculares,

En anemia macrocética en recaida, 500 Mcg. dados oralmente -
puede levantar la actividad del suero a un nivel normal y produce -

una respuesta Hematopoyética ( 23 ),
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MATERIALES Y METODOS

I- E1 material es el corrientemente usado en el laboratorio de Ané

lisis de Yedicamentos,

II- El aparato empleado fue el ESPECTROFOTOMETRO " BECKMAN B"

Métodos

Este médtodo fue obtenido de la Farmacopea de los Estados Uni -

dos,.

Cianocobalamina~ Inyectables

Un equivalente a 2 mg. de vitamina B12 se transfiere a un matraz

aforado a 50 cc, con ayuda de 15-20 co, aliadase agua para obtener -

50 cc., y mézclese bien,

Determinar la absorbancia de la solucidn a 361 mm.

El rango permitido por la Farmacopea de la Cianocobalamina es de

95-115 %,
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CONTROL ESPECTROFOTOMETRICO

Las muestras analizadas son nueve y se les determind la ab
sorbancia a diferentes longitudes de onda, con el objeto de compro-

bar los méximos de absorcidn de la Cianocobalamina ., '

MUESTRA No, 1

)< PROBLEMA  ESTANDAR PROBLEMA ESTANDAR

ABS - ABS - G - % T
361 0.54 0.70 29 17
380 0,22 0,28 66 53
400 0.12 0,17 76 68
480 0.15 0.22 71 60
500 0.18 0.28 66 53
548 0,24 0.38 58 42
600 ' 0.07 0,10 85 80

/'::;;;t\(}

3 )
B

>
';3MMmaumﬂg)
=) »
\ | s SALVAROE, //

A
a3 ¥
JF 1)
LD

TSN




15~

MUESTRA # 2
/AL PROBLEMA STANDAR PROBLEMA STANDAR
' ___ABS ABS % T % T
361 . | 0.70 ; 26 L;ﬁ 17
380 | 0.20 | o0.28 63 e
400 R | 0.17 | 76 | 68
480 0.16 | o2 | 69 I
500 0.20 0.28 | 63 i 53
548 0.26 0.38 | 55 i 42
600 0.08 0.10 \ 83 80
MUESTRA # 3
/( ___PROBLEMA STANDAR ___ PROBLEMA STANDAR
ABS ABS - % T % T

361 0.50 | 0.70 ! 31 T 17

380 0.16 | 0.8 f 70 | 53

400 0.11 0.17 | 19 ; 68

480 0.15 | 0.22 ! 71 60

500 0.18 0.28 l_ 66 | 53

548 0,23 038 _ 1 59 42

600 0.065 0,10 l 86 80
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MUESTRA # 4
/A< PROBLEMA ESTANDAR PROBLEMA ESTANDAR
{ ABS ABS % T % T
361 | 9.54 0.70 i 29 17
380 i 0.20 i 0.28 J 63 53
400 ' 0.12 0.17 76 68
480 0.15 0.22 ! 71 60
500 0.19 I 0.28 65 53
548 0,25 0.38 56 42
600 0.09 0.10 82 80
MUESTRA # 5

/K; PROBLEMA ESTANDAR PROBLEMA ESTANDAR !

ABS ABS % T % T
361 0,50 0,70 | 31 i 17
380 0,16 0.28 70 | 53
400 0.17 ‘ 0,17 ] 68 | 68
480 0,22 0.22 | 61 l 60
500 ] 0.20 ! 0.28 63 53
548 0.27 0.38 54 ; 42
600 0,045 0.10 90 80
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MUESTRA # 6

/< PROBLEMA ESTANDAR | PROBLEMA ESTANDAR
l ABS ABS % T 4 T
361 0.56 | 0.70 | 28 | 17
380 0,22 0.28 60 53
400 0.14 0.17 13 68
480 0.18 0.22 66 60
500 0.22 | 0.28 61 53
548 0.29 | 0.38 51 42
600 0.055 0.10 88 80

MUESTRA # 7

/< | PROBLEMA | ESTANDAR PROBLEMA ESTANDAR
ABS ABS % A
361 | 0.54 0,70 29 17
380 0,20 0,28 63 53
400 0.12 | 0.17 76 68
480 0.14 | 0.22 73 60
500 000 | 0.8 65 53
548 0.24 ! 0.38 58 42
600 0.095 | 0,10 86 80




MUESTRA # 8
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__PROBLEMA

/< ESTANDAR _ | PROBLEMA | _DESTANDAR |
ABS ABS 9 %1 | A\ |
361, 0.58 0.70 | 26 | 17 ;
380 0.20 0,28 63 53 |
400 _ 0.13 0,17 | 74 l 68 E
480 0.15 0.22 .1 71 | 60 |
500 0.19 0,28 65 | 53
548 0.26 0.38 55 } 42 ;
600 0.055 0.10 88 | 80 |
MUESTRA  # 9
/K; PROBLEMA ESTANDAR | PROBLEMA |  ESTANDAR
ABS ABS | %r | i
361 0.48 0.70 ] 34 | 17
380 0.14 0.28 ! B | 53
400 0.13 0.17 é__ 74 ! 68
480 0.21 0,22 | 62 | 60
e ‘
500 0.16 0,28 | 69 53
548 0,25 0.38 | 56 l 42
600 0,045 0.10 | 90 i 80
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CONCENTRACIONES DE CIANOCOBALAMINA EN LAS DIFERENTES MUESTRAS

MUESTRA CONCENTRACION| CONCENTRACION
No, SUSTANCIA TEORICA PRACTICA %
1 Cianocobalamina | 1000 Mcg/cc, T71l.4 Mcg/cc 77.14
2 " " 1000 Mcg/cc, | 828,5 " 82.85
3 " " 1000 Meg/cc. | 714,2 n 71.42
4 " " 1000 Mcg/ce 771.4 " " 77.14
5 " " 1000 Mcgfcc. | 714.2 " " 71.42
6 Hidroxicobalsminal 1000 Meg/cc. | 800 noon 80.00
7 Cianocobalamina | 1000 Mcg/cc. 771,14 " " 77.14
8 " " 1000 Meg/cc. | 828.,5 " M 82,85
9 " " 1000 Mcg/cc. | 685,7 m 68.57
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MUESTRA NO.2 29 ..

00 550 500 450 400 350 A

Espectro de Absorcién de: Cianocobalamina inyectable ( curva inferior)

Y de Cianocobalamine Standar en solucidn Acuosa, ( curva superior).
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550 500 450

a

400 30 /<

Espectro de Absorcién de : Cianocobalamina inyectable ( curba inferior)

Y de Cianocobalamina Standar en solucidn

Acuosa, ( curva superior )
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Espectro de absorcibén de: Cianocobalamina inyectable ( curva inferi

Y de Cianocobalamina Standar en solucidén acuosa, ( curva superior)
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97 MUESTRA No. 6
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Espectro de absorcién de : Cianocobalamina inyectable ( curva infex

Y de Cianocobalaming Standar en soluoidn acuosa,
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Espectro de absorcidén de: Cianocobalamina inyectable ( curva inferi

Y de Cianocobalamina Standar en solucibn acuosa ( curva superior ).
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MU TSTRA

9
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g

600 550 500 150 400 350 /60

Espectro de absorcidn de: Cianocobalamina inyectable ( curva inferior)

Y de Cianocobalamina Standar en solucibn acuosa { curva superior ).
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Espectro de absorcién de: Cianocobal mina inyectable ( curvg infem

rior ).

Y de Cianocobalamina Standar en solucidn acuosa, ( curva superior)
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Cc 0Oy C L U S I 0O0NUE S

La Farmrcopea admite un méximo de concentracién de 115%

y un minimo de 95%., En base a esto comprobamos ques

10.)

20.)

Ninguna de las nueve muestras tiene la cantidad ro-

tulada,

Como consecuencia de lo anterior, se concluye, que

en nuestro Pais es necesario que esista un Laborato
rio de Control de Calidad de Medicamentos, tanto Na
cicnales come Extranjeros, ya que de este modo se -
evitard el consumo de Medicamentos que no ccntienen
la cantidad especificada en la villeta y por lo tan-—
to va contra la salud del parciente, ya que son tales
concentraciones la Anemia Perniciosa y las demds en

fermedades producidad por su carencia no cederén,
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