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INTRODUCCTIOAN

El trabajo siguiente es una recopilacidn de datos sobre la vitami-

na Bl en lo que respecta a su Historia, propiedades, usos y and-

2’
lisie; & fin de que personas interesadas en su estudio pucdan encon

trar en €1, la informacidn que les sea util.

Desde que en el afio 1913 aparecid el oconcepto de vitamina, mucho se&
ha dicho sobre la Importancia de estos compuestos, el papel que de-
sempefian en el metabolismo animal y vegetal, dénde se encuentran en

mayor cantidad, etc,

Con el transcurso del tiempo muches de gstas dudas han sido aoclara=
das; existiendo casos gue por lo reciente de su descubrimiento no
ha sldo posible realizar el nimero de investigaciones necesarias pa
ra dejar satisfechos los requerimientos cilentif{ficos. £X£llo trae
consigo un aprovechamiento menog ventajoso y a veces hasta un de she

cho total de las fuentes de esag vitaminas.

4 este ocaso pertenecen muchas de las vitaminas del complejo B, y de
manera muy especial la que ha sido descubilerta mas recientemente,
la vitamina 312 (Cobalamina), descubierta cast simultdneamente por
Smith en Inglaterra y por Rickes y Folkers en los Estados Unidos,
en el afo 1948 trabajando en los principios antiandmicos del hfga-
do de res.

Estudios posteriores sobre la serie de sustanoias oconocidas como GO
balamina y variedades de la misma, llevaron a conclusiones sobre la
importancia nutricional de sstos agentes y el efecto terapéutico de
ellos gobre diversos tipos de anemia, algunos de los cuales eran pro

blemas patoldéglcos de dificil curacidn.



Posteriormente se comprobd la acoidén de €stas vitaminas sobre
otres snfermedades animales Yy humanas y su efecto en el meta-

bolisme de prdétidos, glicidos y lfpidos.

El objeto del siguiente trabajo es la de estudiar la relacidn
del nivel indispensable, para el correcto funcionamiento del
orgaenismo humano y animal, el efecto de su carencia como consg
cuende enfermedad de clgunos sistemas de preparacidn, Como me
die para la incorporacidn necesaria ocomo factor vitaminico al

organisme,



HISYORIA

Fasia 1948, dos esocuelas: la de Rickes (en América) y la

de Lester Smith (Inglaterre) culminaroen una gerie de tra-—
bajoa ocor la obtencidn y atslamiento de la witamira Big de
extractos hepdticos, FEste producto cristalinc, de color
rojo ocomo compuesto de cobalto, habla de comnsiderecrue en
seguida como el "factor extrinseoco antianémico”, JFPoco tiemp
despuds Costle propusc el nombre de Pfactor extringsco” y em
tié su odlebre teorfa es decir, que el "faotor exirinssoco”
sxistente on el Jugo gésirico normel aotds sobre gl Fastor
intringeco que exieste en los alimentos para produsir el
principle antiandémico que se almacena en el higado., Hoy sa
bemos que el foctor extrinseco es de hecho la vitamina BJ?'
£s une vitoming muy extendida en la raturaleza, ds orilgen
riorobloldgico, ye bajo la forma ciano o de hidroxoocobalami_
nes, en miltiples drgenos de animales (higado, rifidn, sgtd-
mago, leche,yems de huevos, queso, harina de soye eto.), a-
8f{ como en cultives de diversss bacterias y hongos y dién, lo
que ¢8 mds curioso, en las mlamas hecss de snfermos Occn ane-
mia perniciosa (felte de ebsorcidn en ellog, al carecer de
Jaotor intrinseco). Los vegetales no la contienen practicg
mente. Sus soluclones son de un bello color rojo violdoeo,
con intensidad, en f{nitima relacidn oon la coneentractidn vita
mfca, Pronto ae demostrd que la vitamina 312 tenfa gran po-

tencia para susoitar complata remisidén hematoldgica Y neuro-—

Tmtnn am Thn momsmda ooawmdadann 21 ~eio aemnm aBdmoow A ~AYmimas ~



PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

dun se¢ desconoce la férmula estruoctural completa de la vitamina
Byp. Su composicidn quifmica aproximada es C 61=64 H 8692 N
l4 8§ 13-P Co, Su peso molecular es alrededor de 1300, £Es una
augtancia que aparece en cristales acicwlares rojosque tiene g-
proximadamente 4,5% de oobalto, en enlace cobalente y no idnice;
el oolor rojo guarda relacidn con el complejo de coordinacidn de
cobalto. Se han ldentificado varios fragmentoe de la mcléculo;
5.6 dimetilbencimidas o en enlace glucosfdico con wunc molécula
de ribosa (en posioidn 1), a su vez fosforada en Cp & Cz, 2 re-
stduocs de aminofranol y un grupo ciano. £l N en la posicién 3
del nidclen de bencimidazol estd unido en coordinacidn con el d-
tomo de cobalto. Kl CN estd unido al cobalto. La molécula es
diamagnétioca, lo que indica que el cobalto es trivelente, Los
datos analf{ticos sustentan las teorfas recientes sobre su férmu
la estructural y asf se ha planteado gue en la vitamina Bjp de-
ben existir amidas carboxtflicas por su comportemiento ante la
hidrdélisis con dcidos y dlcalis y que es imposible que exista
un endace dirscto Co=0=P~, por su comportamiento a los rayos X,
Su analogfa con otros productos naturales, sugiere que el pues—
to entre el grupo fosfdtico y el resto de la molécula debe ser
un aminofrofanol. También se sospecha por su efecto hematold-
gico que la parte bdsica de la molécula tiene estructura de fog
Jorina o poli=pirrol: Pero existen dudas en ese sentido, debie-
do a la ausencia de una banda de SSret en el especiro de absopr-—
cidn de la vitamina y la no formacidn de maleinimidas por oxidg
cidn,

Los metales pesados y los reductores y oxidantes fusrtes destiry
yen la actividad de la vitamina B;,, pero no se aliera si 8e og
lienta en autoclave a 12192C por poco tiempo. Se ha preparado
vitamina Bj,con cobalto y fdsforo radioactivos por bicsfntesia

o en la pila nuclear; esta sustancia ha tenido gran utilidad en



FoRNd Y COLOR:

Cristallza en agujas de color rojo vivo,

LUNTO DE FUSION:

Los oristales se oscurecen a 2109 — 2209 con punto de jusidn

por debajo de 3009 C,

SOLTBILIDAD:

Soluble en alcohol e insoluble en acetona, clorojormo y &ter,

Un gramo se disuslve en 80 mls. de agua.

ESTABILIDAD:

Termostable en solucidén acuosa, Estabillidad mdxima a un pH

de 4,5=-5. Inactivado por deidos y dlcalls.

FPORAULA QUIMICA:

Cs1-64 Pos-92 Y14 %3 Pop

ESTRUCTURA QUIMICA: (ver figurae adjunta)

NOMENCLATURA :

El grupo ciano de la moléoula de vitamina Bjp estd ligado de
manera tan firme al cobalto, que no puede ser separado nil Sus
titufdo por otrog radicales, Sin CN la molécula se denomina
cobalamina y la que posee CN se llama cianocobalamina. La de-
nominacidén B;, se emplea como sindnimo de cienocobalamina, aun
que muchas sustancias congéneres poseen actividades de vitami-
na Byo, BExiste toda una familia de cobalaminas naturales y de
sintesis, segun el radical que sustituye al CN, La vitamina
Bj» es la hidroxicobalamina {acuocobalamina) en la que el ra-

dical CN es reemplazado por un QH; la vitamina Bjpg,es la for-
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Férmula molecuuar: C63H38-C0N,.0,,P_ | Peso molecular: 1.35540



ma amhfdra de la Bippe Cuando el radical CN es reemplazade por
NOp se produce la vitemina Bj;p, o nitrocobalamina. La sustan
cia originalmente descrita ocomo vitamina Bjpg, es, en realidad

Biob. Hay otras cobalaminas: Dicianocobalamina, ticcienateco-
balaminas, clorodobalamina y sulfitocobalamina, Se ha estudia~

do la actividad hematopoyética Yy neurotrbépica de la vitamina BlQ»

Bypp en pacientes de anemia perniciosa en reccida, Yy se ha descy
bierto gque poseen mds o menos la misma actividad que la cianocow-
balamina,



FUENTES NATURALES DE OBTENCION

La cianocobalamina es la primera sugtancia orgdnica natural
tndispensable para la vida en la que se ha encontrado cobalto
4 peso igual a la cianocobalamina es la mds activa de todas
las vitaminas conocidas, La udnica fuente natural de un cOm—
pusato e€s la actividad metebflica de los microorganismos,; no
hay prusbas de gque sea elaborada e¢n los tejidos de animales

¥y vegetales superiores. Casti no existe en log productos veg-
getales excepto en las algas, vegetales de vida acudtica y
8¢ sospecha gque el alto contenido que suelen presenitar 1os g
nimales acudticos se debe precisamente a la ingestidn de los
referidos vegetales; la exilstencia de cianocobalaminag en ios
tejidos animales se debe a la sfntasia microbiana ¢n el twbo
digestivo, Por ejemplo, la flora bacteriana de la janja de
los rumiantes produce vitamina B}p; para el procesv, se neceg
g8ilta cobalto y la deficiencia de cobalto en los rumiantes &8
en realidad, deficiencia de vitamina Byp. En el hombre la
sfntesis de la vitamina se efectda principalmente en el integ
tino grueso, lugar en el gque no se absorbe. Las hecee de 1¢s
animales y el hombre suelen tener gran cantidad de uviitamina
B;p. ILas personas normales y las pacientes de anemic perni-
cio8a excretan por las heces unos 5 microgramog de vitamina
B;» al dia.

La ciarnocobalamina natural estd combinada con proteinas y sue
le ser metabdlicamente inactiva hasta que la combinacidén es
disociada por color o proteblisis., ILa concentracidn de vita-
minas en diversos productos animales y vegetales es bastante
baja; por ejemplo, el hfgado fresco posee menos de una parte
por milldén (alrededor de 500 mgs. por tonelada); la misma con
centracidén hay en el 1fquido de fermentacidn de las especies
de Streptomyces empleadas en el comercio como Sfuente abundan—

te y barata de cianocobalamina,



Son ricos en la vitamina las almejas, el contenido de la pan
2a del carnero y las heoces de algunos animales: Hay una con
centracidn intermedia en hfgado, rifiédn y corazdn de ternera,
cordero y vaca; existe en pequefia cantidad en la ocarne de oar
nero, de res vacuno, cerdo y pollo, en la yema d¢ husvo, algu
nos quesos y la mayor parte de las hortalizas; en la leche sd
lo hay huellas de clanocobalamina; la leche humarna posee 3o0lg
mente 0.4 megs, por litro. El milsculo de vaoa posee de 2 a
10 mcgs. de vitamina 512 por 100 gs. cosa gue explica 3u con
tenido de factor extrinseco de Castle tdentificado como ciang

cobalamina,

La baja concentracidn de la vitamina Eje en el hfgado de mamf
Sferos haoce pensar que el efecto antianémico del hfgado entero
administrado por vfa oral, observado inicialmente por Minot y
Murply en 1926, es atribuible en gran parte al dcido fblico y
no a la cianocobalamina, la que es ineficaxr administrada oral-
mente a las dosis que posee el higado empleado; muchos afios
después se demostrd que el dcido félico tisene efecto hematopo-
yético similar al del extracto hepdtico en la anemia megaloblds

tica.



FUNCIONES METABOLICAS

Las vitaminas By, ejercen numerosos efactos ilmporitantss Yy di-
ferentes sobre el organismo de los mamf{feros. La cianocodalg
mina es indispensable para la nutricidn y el orecimiento ROP-
mal. Por consigulente, nada tiene de extrario guse e nceesite
una oantidad dptima de la vitamina para el funcionwmiento de
un tejido tan active y de tan rdpida regeneracidn como la mé-
dula dsea, que en el hombre normal produce 200,000,000 de eri
troottos por minuto; también es comprengible que la deficien~
cia vitamfnica se refleje prontamente en la hsmatopcyesis anop
mal., ZLa cilanocobalamina es indispensable pare 1a hematopoye~
sts normal por su intervencidn en la sintesia de nuwleoprotef
nas y deido nucleico, que al trastornarse pusde CCusar anemia
macrooltica megalobldstica como la caracterfetica de la anemia

perntciosca.

La cianoocobalamina es esencial no solamente para la maduracidn

normal de los esritrobldstos, sino también para la modurcsidn

de las cdlulas epiteliales; por ejemplo, log pacientes COR reé=

cidiva de anemia perniclosa presentan anormalidades caracteris

ticas de las células de la mucosa gdstrica y oral, Io que no 3se
obsarva en los enfermos con remisidén terapedtica, JLoa animales
oon deficiencia de cianocobalamina sufren reduccidén de la bago-
Silia citopldsmica y del dcido ribonucleico (en las oélulas he=-
pdticas y pancredticas), La deficiencia de Ribonucleoproteina

68 corregida por la administracidn de vitaminag Blga
Aunque lg cianocobalamina es importante para el crecimiento de
diversas especies animales ( cerdo, pollo, rata, etc. ) y para
la puesta y la incubadilidad de ios huevos cuarwio Ja digta &8
defiotente, la afirmacidén de que favorece el crecimignto de

los nifios no ha sido demostrado con rigor. La vitamina tampo-
co ofrecerd el ritmo de crecimiento de 103 nifos premaiuros.

Quizds estos hechos sean simplemente traduccién, de que el tn-—



greéso alimenticlio de cianocobalamina suele ser suficiente,
8l no falte un factor condicionante necesario para sy ad-
sorcidn o utilizactdn, como el factor gdstrico inirinseco

de Castle, por ejemplo.

La clanocobalaming también tiene importante GoCidn noidyOs
trdpica. £Es indispensable para log proces3os mete.oliced

sncargados de la integridad funoioral de las fibras mielf
nicas del sistema nervioso central y periférico. En 1a @
nemia perniciosa del hombre, no som rar@é8 las neuropatfas
perijéricas la esclerosis postero lateral de la médula es—

pinal y lag alteraciones mentales,

La vitamina Bl2 también posee efecto hipotréfico. En cler-
tas circunstanciag, corrige o previene la infiliracidén gra=
sa del hfgado causada por alimentacidén deficiente y protege
contra ciertos tipos de lesiones hepdticas provocada por a-—
gentes téxicos, £Este efecto protector guarda relaoidén con
la accidn de la vitamina sobre las reacoiones de transmsti-
lacidn y sobre la blosintesis y el metabolisme de los méto-
dos 1dbilles y posiblemente de algunos otros fragmentos uni-
carbonados. Experimentos efectuados en higado de rata defi
cignte sn cianocobalamina indican que la transmetilacidn ng
cegita la vitamina cao cofactor o precursor., Ia COn3ervg—
ctén en serina requiere vitamina Bj, y doido jélico; la sin
tesis de metionina a partir de la homocistina (por introduc
cién de un radieel metilo tras conversidn de la homocistina
en homocistéina) mecesita cienocobalemina, Como el dcido
Jélico, la vitamina Byjp participe en la utilizacidn de Fragmen
tos uniocarbonados; ambas sustancias permiten el crecimiento
de animales (pollos, ratas) sometidos a alimentacidn correg
ta de metilo 14bil y que tlene hemocigtina como predursor

de la metionina, este efecto se debe a que favorecen la utl

1P ovmnidn Ao niswdtno Prusnmtoo Aol wridtrnl motitIin Ae 1o wotine
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La oilanocobalamina estd encargada de mantensr en forma rédu-—
cida sulfhidrilicos; esta forma es8 necesaria para el funcio=-

namiento de muchos sistemas enzimdticos S-H- activados.

La vitamina estimula la reduccidén de 108 grupos S-5 ) retare
da la oxidacidn de las radiales S-H, Ds este wodo, javorece
la formaoidn de metionina disminuyendo la oxidacsién del radl
cel S=-H de la Homocilstelna, el aceptor de meiilo, También
88 ha superado que la clanocobalamine tiene influencia en el
metabollsmo de las grasas porque facilits la reduccicn de la
Jorma S-S de coenzima 4 a la forma active S=H, La carencia
de cianocobalamina se ocaracterfza popr menguc de Ifa coneen—
tracidn de S-H (principalmente glutatidn) en los eritrooitos
y el higado; este trastorno cede mediante la administracidn
de Bjp: En la deficiencia de acido félico o de hierro no

8¢ observa esta disminucidn,

Quizd por su influencta sobre el metabolismo de las protef-~
nas, la vitamina Bjp contrarresta el efecto catabdlico pro-
tefnico de la cortisona y el retardo del crecimiento conse~
cutivo al hipertiroidismo provocado exparimentalmenie. ILa

cianocobalamina asf mismo tiene importancia en ¢l metabolig
mo de los caerbohildratos y las grasas. La vitamina Bjp tam-—
bién aumenta la esterilizacidn del carotenc y la acumulacidén

de la vitaminag "A" en los tejidos, sea porquse mejora la ab-

sorcién del caroteno o porque favorsce su conversidn enzfimg—

tica.
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PATOGENIA Y NATURALEZA DE LA ANENIA PERNICIOSA

En 1926, Minot y Murply hicileron el importantf{simo descubrimie,
to de que la administracién de hfgado era eficax en el ¥tratami
to de la anemia perniciosa. ZEsta observacidn fundcmental, bas
da en parte en los trabajos en animales de WFrippla, Robsoheit-
Robbins y sus colaboradores, y las aportaciones sudsscuentcs d
muchos investigadores condujeron al desocubrimisnio de la vitanm
na By, y son la mnédula de nuestros actuales conocimicntos sobr
la causa y el tratamiento de la anemia parniciosae Yy Jlcs anemia

megalobldsticas afines.

Segiin se considera actualmente, la oldsica ansmia psrnictiosa
addisoniana es una enfermedad carencialmente del hombre, ocausg
da por la falta de una sustancia especlfica segregada normalme,

te por la mucosa gdstrica.

Egta sustanctia, llamada factor gdstrico intrinseco de Castle,e
indispensable para la absorcidn del factor alimenticio (extrin
seco) ahora identifioado como cianocobalamina (vitamina Bjp) d
la que se necesita una pequefia cantidaed (1 a 2 microgramos dia
rios) para la maduracidén normal de los eritrocitos y otros alt
mentos figurados de la sangre, para la integridad jfuncional de
8istema nervioso central, y para que la mucosa lingual y la de
tubo digestivo permangzcan sanas. Asf{ puss, la anemia pernict
"8a es considerada como el conjunto de sfntomas originedas de u
deficiencia prolongada, como alteraciones caracterfstioas en 1
gua, mucosa gdstrica, médula Ssea y sistema nervioso., Algunos
de los sfntomas y signoa, como debilidad, disnsa, dolor precor
dial, totericia ligera y edemas, resultan de la intensa anemia
megalodldstica; otros son atribuibles al tubo digestivo, ocomo

la lengua lisa y dolorosa (lengua de Huntef), la dispepsia y 1
diarrea; entre los del sistema nervioso central 8e cuentan los

glguientes: Neuritis periférica, esclerosis posterlateral, a—

~e rd s, . . - ~ Y .. > P - R e Y ~——
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alrededor de 80% presentan alteraciones neurolbgicas de oter

ta magnitud y aproximadamente 60% tienen trastornos cerebro-
les., ILIa anemia no causa, por si misma, lesionas nerviosas,

que pueden aparecer antes de manifgstarse ¢l trastorno heng-
toldgico y a veces persisten y evolucionan degpués que s¢ ha mor
malizado en cierto grado el cuadro hematoldgico; cdemds, la
administracidén de dcido félico corrige las manijfesiaciones hg
matolégicas, pero no las neuroldgicas., St la deficisancia no

8e domina, la anemia perniciosa es mortal; ocuando se¢ Corrige

la deficiencia, la remisidn terapéutica es completa y la nuer

te se dijfiere itndefinidamentae,

dntes de descubrirse que la vitamina Bjp esel factor aliment}y
ctlo indispensable para evitar la megalobldstdais de la médula
bsea y otras manifestaciones de anemia perniclosa y que la clg
nocobalamina es la sustancia activa del extracto hepdtico, el
agente desconocido que posee el hfgado se denominada *Princi-—
pio Hepdtico”"Factor antianémico” y "Factor de maduracién eri
trocftica”, De tiempo atrds se gsabia que la dericiencie ali-
menticia prolongadc y las anomalfas intestinalss, solas ¢ en
combinacidn, causaban anemias megolobldsticas: Despuds, gra-
ctas a las notables tnvestigaciones efectuadas durante mds de
un cuarto de stglo por Castle y colaboradores, se descubrid

la importancia etioldgica de un factor gdsirico,

Caatle postuldé que para la formacidén y la utilizacién del fao-

tor antianémico era necesario lo 3iguients:

1- On factor extrinseco presente en los alimentos;
2= Un factor intréuwoo contenido en la mucosa gdg
trica normal y seguera en el jugo gdatrico,

3= Interaccidn de los jactores extrinseccs en al

tubo digestivo, antes de su abgorcidn, de la



4 El almacenamiento de este sustancia en el higa
do y quizd su trasformacidn en la gldndula,

5= Lesién del principto ontianémico a los tejldos
hematopoyétices y utilizacidn e ¢ /ieinQiopo e
8is normobldstica, Consideraramos & CORLIAUG-
aidn cada uno de estos regquisiing nuicando les

modificaciones pertinentes,

l. Factor Extrinseco:

Les trabdajos de Castle indicaban con olaridad ¢ , Faoctor
termoestable alimenticio reaccioneba de algunc wonsre con al
Juge gdstrico normal y formaba el precursor d.ol Tncipio ko
pdtico. E1 procedimiento para descubrir lo procencic del jag

tor axtrinsscoe en determinado alimento era nuy 1aboprloso; HGe
bfa que tratar el alimento con jugo gdstrico normcl y someter
el producto resultante a ensayo en pacientes con anemia perni=
ciosa para valorar su fecultad de producir reaccidn hematold=
gioca satisfactoria. LI factor extrinseco reswlid cspeclalmen
te abundante en los animales ricos en complejo vitaminico B,
pero no se pude identificar con ninguno de los comaonentes 09
nooidos de dicho complejo, Ahora se ha demosirodo que el Jac=
tor extrinseco esta formado por la vitaminag Eie I SUS Predure
sores alimenticics., Adungue e€s bien sabido gue la anemla pere
niciosa no @s caugaeda por alimentacidn d&fectucsa y que el 1n-
greso de vitaminas By, en cantidad que exceda de lo normal no
basta para prevamnir o tratar la enfermedod, es posible que en
ciertos pacisntes la deficiencia alimenticia prolongada sea
Jactor desencadenanie, también existe la posidilidad de que la
carenoia de vitamina Bjp agrande o acelere los trastornes del
Juncionamiento gdstrico caracteristicas del padecinmiento, A=
demds, la dieta suficiente &s de importancia en la prevencidn
v el tratamiento de ciertas anemias msgalobldsticas afines,
aungue en algunas de alles, la deficiencia del deido félico es

de primordial importancia.



2, Factor Intrfnseco:

Castle y asociados demostraron que la alteracidn patolﬁgica
Jundemental en 1a aremia perniciosa €8 la incapucidad de la
mucoss gdatrica para segregar la sustancia que ellas dencmi
naron *Factor Intrinssco®, Hoy se sabe que esis Jacior <&
indispensable para la absorcidn de la vitaming Hyp, For -
Jemple, una dosis oral de cilanocobalamina gque de¢ oilre Ranera
serfa inefticax ( 5 microgramos diarios) susoita recaocidn kg
matoldgioa en pacientes de ansmia parniciosa en rocidiva ai
82 ingisre simultdneamente  con wuna pequefia cantidad de Jiw
go gdatrico normal, (10 oc); el Jjugo gdstrico de los pacien
tes oon anamic perniciose €8 inefioasg, ZEl exosso de jaodor
intrfigece no cumenta la absoreidn de vitaming Py en les pep
sonas normeles, MNo se ha determinado la estrusture Quimica
del Factor intrinseco ni se ha ailglado en forma pura, JSin
embarge, se oonocgn muchas de sus propiedades Quimioan; =8
ineatabls, termoldbil, mo dializable y la digestidén pdptica
lo destruye. Se ha supuesto que el faotor intrinseco 83 a-
poriteing, lesogima, doido félico y aminopolipetidasa, hipd
tesia hoy invdlidag. Queda por precisar 8i @8 mucoproteinas,
musopelisacdrido o ai sencillamente eatd absorbida en unc de
e3ad sugtanolasg,

Lo ggereoidn de faotor intrinseco es $ndapsndiente de la og
paotgod gdstrioa para aegrsgar doidos olorhfdricc y pepsina,
No obatante, en la anemia perniciosa de ordingrio 4l €3tdmam
go no segrega pepsing y ocasil invariablemente, sino ¢s que
siempre, no asoreta doide olorhfdrico libre ni osmo rcaseidn
a la histamina. Egstog hechos pareesen indioar un irastorns
bdsico y generalizade de la funoidn gdeirioca, gque arecta la
seoreotdn de enzimas y la de doido, ZEn lag observacionss g
fectuadas en autopsia, durante la cirugfa o mediante gastrog
copia, se han vigto numerosas anonalfaa gagtrointeatinales,

Sobresale entre ellas la caracterfetioca atrofia de la mucosa
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gastrica, mas marcada en el fondo del Srgano; el epitelio
glandular s delgado o ha desaparecido y a menudo ha sido
reemplazado por epitelio "intestinal®., ILa dooopa (L e

las oélulas acidbfilas explica la aquilic, Huchos enjermos

present an también enteritis ordénica, JLas les.o .o i joral
con la administracidén de cianocobalamina o ext o~ .o g il
co, pero persiste la atrofia de la mucosa Yy nuw .. $2 (Clie-

pera la capacidad del estdmago para secretar factor l.ur
seco, dcido olorhfdrico y pepsina, aungue d2sapure. Con

dos los demds 8ignos y sf{ntomas de la enfermac 0

En el hombre el fondo del estdmago es el principal iugor én
que 8e segrega factor Intrinseco., Aunque las regiones del
cardias y el pf{loro tienen clerta actividad., 4sf, pues, la
localizacidn del prooeso degsnerativo observado histoldgica-—
mente en la anemia perniclosa conougrda psrfeotamente oon el
lugar de secrecidn del factor intrinseco en el estémago nor—
mal, £En el ocerdo, el factor intrinseco es jormado principal
mente en los faudales pildricas del estdmago, pero el duode—
no tambidn es fuente importante; asf{ se explica la sficacie
terapéutica del duodeno y el pfloro pulverizado del cerdo en
la anemia perniciosa. JLa valoracidén del factor intrinseco se
efectia fdoil y rdpidamente administrando simultdncamente por
vla oral el extracto o secrecidn gastro intestinel y cianoco-
balamina con Co,60 (cobdalto radiactivo) a enfermos de anemia
perniciosa en remisién y determinando la cantidad de Co0.60 gli
minada por las heces, 8i hay factor intrinseco activo la ab-
gorcidén de cianocobalamina vuelve a cifras normales, Otros
métodos de coloracién se basa en la cantidad de vitamina con
Co.60 ingerida gque toma el hfgado; la cantidad s¢ mide por cus
tas de destellos efectuadas sobre la proyeccidn cutdnea del hi

gado y el resto del abdomen.,
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3. "INTERACEION" DEL FACTOR INTRINSECO Y EL EXTRINSECO Y ABSORCION
DEL PRODUCTO DE DICHA INTERACCION,

Puesto que tanto el factor extrinseco como el intrinseco son itneficg
ces gl se administra aislados a pacientes de anemia perniciosa y son
muly eficaces administrados simultdneamente, mucho se ha estudiado la
naturaleza de la "interaccidén” entre ambos factores, La idea de Cas—
tle era, que una reaccidn qufmica, Originaba el producto antianémico,
que en seguida era ‘absordido, la demostracién poaterior dc que la oig
nocobalamina es al propio tiempo el factor extrinseco y el principio
hepdtico anuld tal hipbtesis, A pesar de lo mucho que se¢ ha irvesti=
gado, son tncompletos log datos acerca del lugar preciso de la inte——
raccidn (si acaso ésta se efsctia) entre el factor intrinseco y la
vitamina Bjp y acerca de los factores gque la gobiernan £s probable
que oourra principalmente en la pfimera parte del intestino delgado,

es decir, en el lugar de absorcidén de la oclanocobalamina.

Es indudable que el faotor intrinseco permite la absorcidn de la vi=
tamina, pero desconocemos el mecanismo del fendémeno. Por las prue—
bas indirectas de que el intestino sdlo absorbe la vitamina E&a com=
binada, 88 ha enfocado la atencidén sobre la facultad del factor in—
trinseco y de otras sustancias para ligar la oilanocobalamnina, ILa vi
tamina combinada no sirve para el crecimiento bacteriano es mds ter—
mosstable que el propio factor intrinseco y facilmente desdoblable

por protedlisis., Hasta en los enfermos con anemia perniciosa la cig
nocobalamina se combina en cierta medida, independientemente del fac
tor intrfnseco, Ademds, la actividad de combinacién de diversas fag
ciones del estémago de ocerdo no guarda relacidén directa con sus acti
vidades de factor intri{nssco y algunas pruebas indican que el factor

de combdinacidén y el intrinseco son distintos,

4. ALMACENAJFE DEL PRINCIPIQ ANTIANEMICO,

La vitamina B;, se deposita en su formacidn original en los tejidos y
no como producto de la interaccidn de los factores intrinsecos y ex—
trfnseco, seqin opinaba Castle, E1 hfgado del hombre y de muchos anj

males domésticos y silvestres estiman la hematopoyesis normal en la g
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El almacenamiento de la vitamina 812 en el hfgado y otros lugares
no es indispensable para la hematopoyesis normal; la médula dsea
puede obtensr directamente la cianoccobalamina de la sangre, £l h£
gado de los pacientes de anemia perniciosa en recidiva careoce de
vitamina Byp lo que se ha demostrado por ensayo microbioldgico u
por ensayo clfnico del extracto de dicho hfgado. ILa falte de almg
cenaje de la vitamina simplemente traduce la insuficiente absorcidn

alimenticia y no es un defecto primario en la anamia pernidiosc,

50, LIBERACION DEL PRINCIPIQ ANTIANEMICO POR EL HIGADQ Y UTILIZACION
DE LA MEDULA OSEA

La vitamina almacenada en el hfgado y otros lugares &s utilizcdu por
los drganos hematopoyéticos para formar gldébulos rojos normales., No
hay pruebas de que en la anemia perniciosa séptica o en cualqulier o=
tra anemia megalobldstica estén alterados la liberacidn de la vitami

nra de los lugares de almacenaje su utilizacidn por la médula Ssea,
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LA MEDULA QSEA EN LA ANEMIA PERNICIOSA Y LA ACCION DE LA CIANOCOBALAMINA
SOBRE EILA,

La carencia de cianocobalamina origina hiperplasia megalobldstica de
lo méduia 8sea porgque no alcangan la madurez los precursores de 108
eritrocitos, De los megelobldsticos prooeden los eritrocitos mecro-
ctitos observados en la sangre periférica; el megalobldsto es wna cé
lula patoldgica que se observa principalmente en la anemia pernicio=
sa, pero también en la anemia por deficiencia de dcido félico. £l
examen de la médula dseazdescubre desarrollo anormal de megasarioc}
tos y leucocitos y detencidn del desarrollo de los precursores leu-
cocitarios, £Esto explica la trombocitopenia y los leucocitos poli-
morfdﬁueleares grandes, "uviejos”, con nmicleo dividido en nuchos 3eg
mentos. A4sf{, pues, la vitamina B;» es indispensable para todas las
Junciones hematopoyéticas de la médula désea; su falta origina una
paumielopatia, y la vitamina estd encargada principalmente del meta=-
bolismo de las células primordiales o quizd de los elementos reticu—~
loendoteltales de la médula Ssea.

Son bien conocidos los efectos morfoldgicos que produce la cianocoba-
lamina en la médula dsea megalobldstica de la anemia perniciosa y de
algunas anemias afines; sin embargo, no se conoce el proceso biogqui-
mico de esta accidén ni la relacidn entre la vitaming ng ¥ otros fag

tores hematopoyéticos, sobre todo el dcido félico.

La vitamina 312 (en cantidades de microgramos) y el dcido félico (en
miligramos), Funcionan como enzinas en la formacidén del doido nuclei
co; los defectos del metabolismo de este dcido impiden la eritropoye

si8 normobldstica y ocasionan megaloblastosis de la médula Ssea,
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ABSORCION, DISTRIBUCION, DESTINQ Y ELIMINACION

A pesar de lo mucho que 8e ha investigado, los datos de la abgor-
cidn, sl dsstino y la exorecidn de cianocobalanina en el organis=

mo de los mam{feros son tnoompletos y se odbtiensn con di,icultad,
oues las oantidades de vitamina son del orden de miorogramos por
centrimetros oubicos en loés lfquidos bioldgicos; el cusrpo del hom
bre adulto normal posee sdlo unos ocuantos miligramos. Lo inspecoidn
de extracto hepdtico de oconoentraoién oonocida de otanocobalamina
produce niveles prasmdticos y urinarios semejantes a los que oabria
e¢sperar oon dosis equivalentes de vitamina Eigortstalizada.

En la exposicidn que sigue nos limitaremos a mencicnar los resulta-

dos obtenidos en el hombre normal y en pacientes con anemia megalo=—
bldstioa,

Absorcidn

La cilanooobalamina se absorbe rdpidamente de los lugares de inyec—
eién intramuscular y subcutdnea, al cabo de una hora de la inyeooidn
intramuscular, la concentracidén en el plasma llega al mdximo. La
absorcidn por el traoto gastrointestinal, reducido hasta en las per-
sonas normales, estd supeditada a numerosos factores, de log cuales
el mds importante es el factor gdstrico intrinseco de Castle. Cuan

do falta esta sustancia, sSe absorbe muy poca vitamina,

£l defecto fundamental en la anemia perniciosa es la carencia de Jag
tor intrinseco. La absorcidn se efectia principalmente en el duode=—
no; en el estémago y parte inicial del yeyuno hay cierta absorcidn,
y ninguna en el {leon. En el Colon, lugar en que la flora microbia-—
na produce cianocobalamina endbgena, la absorcidén es insignificante;
dsto se evidenoia en que e8 necesario administrar grandes dosts por

vla rectal (1000 a 3000 miocrogramos) para suscitar reaccién hematold
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La absoroidn gastrointestinal de la vitamina estd disminulda en

pacientes con reaccidén gastrointestinal extensa, anastomosis in-—
testinal eto. La facultad de absorber vitamina Eje axdgena tam=
bién es menor en los viejos, quizd porque la mucosa gdstrica se~
grega menos faotor intrinseco. La anemia perniclosa €s Sumamerm

te rara en log jévenes,

La cianocobalamina que posee los alimentos estd combinada con pro
tefnas de la gque e¢s separada por las enzimas proteol{ticas en la

primera parcidn del tubo digestivo,

La parte no absorbida es tomada por las baoterias; casi toda esta

fraccidn se elimina con las heces, degradada en parts.

La cianocobalamina es absorbida por el epitelio intestinal s8élo

después de que ha sido ligada. ILa combinacidn es termolddbil y pro
bablemente se efeotie en la luz del intestino o durante el proceso
de absorciény en esta combinacién intervienen otras sustancias, a
demds del factor intri{nseco, puesto que el fendmeno ocurre también

en los enfermos de anemia perniciosa,

La comdbinacidén se hace en el intestino y no en el higado, pues la

inyecoidn intromesentérioa de una dosis determinada de cianocobala
mina libre en personas normales, suscita excrecidén urinaria de vi-
tamina libre comparable en numeros redondos ¢ la eliminacidén provg

cada por la inyeccidn intramuscular, la clanocobalamina combinada

no es eliminada por el rirdn.

Distriducidn y Destino.

La cianocobalamina se deposita en muohos tejidos del organismo, qui-
zd en todos, principalmente en hfgado, estdmago, rifién, ceredbro y
misculos. En el adulto normal el higado posee unos 400 a 1000mogo.
la reserva orgdnica total se ha caloulado en varios miles de micro-

gramog, Como la necesidad diaria de vitamina es de unos @ mlorogra-
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sblo aparecen cuando la reserva ha sufrido una intensa depleocidn,
al punto de gue la concentracidén de cianocobalamina en el plasma

estd por debajo del limite inferior de lo normal, es fdoil compren
der por gue pueden pasar messs o afio8 después de suspender el tra-

tamiento para que aparezca recidiva oclfnica.

Tras la absorcidén aparece clanocobalina en el plasma, en jorma 11
bre y combinada., El1 nivel de vitamina Bl2 en el plasma e8 mayor

en jévenes que en ancianos y hay informes de que 6s superior al nor
mal en los diabéticos., La vitamina estd en combinacidén laxa con la
Sracetdén Alfa globulina del suero; ocuando 8e arade cantidad e¢xcesSi—
va del fdrmaco o suero humane nermal tnvitrio, la cantided de vita-

mina combinade aumenta al doble,

Excresidn

S8lo la cianocobalamina libre es accesible a la eliminacidn. rectal,
£n el hombre la vitamina B12 inyectada por la vena 86 elimina por
Siltracidn glomerular., £&n las personas normales no sometidas a ad-—
ministracién de cilanocobalamina, la excrecidn urinaric total es de
0.2 mogs., al dfa o menos aun, Gran parte de cianocobalaming libre
dada por vfa parenteral es excretada por la orina., El porcentaje e
liminado guarda relacidn ala dosis inyeotada,as!{ se retiene mds vi-
taminas 512 tras la administracidn de dosis pequeflas que de oantidg
des mayores, Como la facultad del plasma para comdatir la cianoco-
balaminica es es8casa y como 8eé necesitan varilas horas para que la vl
tamina se comdine con la alfa globulina, la parte principal se excre
ta en el término de 8 horas., JILa concentracidén urinaria suele norma=—

lizarse al cabo de 24 horas,

La cianocobalamina atraviesa la placenta y pasa de la madré al feto,
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PREPARADOS VIAS DE ADMINISTRACION Y DOSIS

Disponemos de numerosos inyectados y orales para el tratamiento de

la angmia perniciosa y anemiasafines. JLas pruebas actuales inducen
que 1la vitamina 312 es8 la sustancia terapduticamente activa en la g
nemia perniciosa y que el extracto hepdtico obra por la cianocodalg
mina que posee., EI preparado de eleccidn es la vitamina 312 admi-
nistrade por inyeccidn intramuscular, también existen preparados pa
re inyecciones subcutdneas con buena absorcidn, Los preparados org
les son mucho mds oaros; y cuando falta el factor intrfnseco de Castl
la adsorcidn es escasa por el tubo gastrointestinal y no siempre pued
confiarse que produzca remisiones en pacientes graves o que lograran

tener la evolucidn de lesitones neuroldgiocas.

Inyecciones de Cianocobalamina: U,S,P,

Es el preparado de la sustancia gque posee cobalto y es eficazx en la
anemia perniciosa: gse obtiene del hfgado o espeoiaimente COMO Pro=
ducto metabdlico de microorganismos adioionados (bacterias y acting
micetos)., ILa vitamina se presenta en polvo cristalino higroscdpico
de color rojo oscuro, soluble en agua al 1.80. £Ks inactivado por los
dcidos y bases muy fuertes pero es muy estable a la temperatura ambile
te en solucidén salina fisiolbgioca y puede calentarse en autoclave du-—

rante 15 minutos a 1212 C 8in que se altere.

Se expende en frascos de 5-10cc, disuelta en solucidn salina isotdni-
ca para administracidn intramuscular, cada centlmetro cubico posee 10
15,30, 6 50 microgramos de cianooobalamina.> El fdrmaco es mds barato
que el extracto hepdtico para la administracidn parental, produce me—
nos molestias en el lugar de inyecoidn y no susoita reaccidén de hiper
s8ensibilidad,

Cilanocobdalamina en Conoentrado de Factor Intrinseco U,S,P,

Este preparado se expende para uso oral en cdpsulas y tabletas, £s u

na mezcla de vitamina B,, (Faotor extrinseco) y estémas e intestinos
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intrfnseco paroialmente purificado). Que facilita la absoroidn del
primero., La actividad hematopoyética del preparado se valoriza por
ensayo en pacoientes con anemia perniciosa en recidiva y se expresa
en unidades orales USP, De ordinario cada tableta o cdpsula pogee
media unidad oral USP, ILa cantidad equivalente de una unidad oral
USP, tiene aotividad de vitamina 312 gorrespondiente como ndximo a
15 microgramos de cilanocobalamina y no mds de 300 microgramos (sobrs
base seca) del concentrado de factor intrifnseco., El preparado es
caro, ILa unidad sobresallente de este preparado oral es que puede
adminisitrarse a enfermos gque reusan someterse a terapedtica paren—

teral,

Inyeccidn del Higado

(Extraoto Hepdtico para uso Parenteral) USP, Es la solucldén acuo-
8a estertlizada de la fraccidén soluble y termostable del hfgado de
mamiferos; inysotado por vfa intramusoular a pacientes con anemia
prerniciosa, provoca la caracterfstica reacoién hematopoyética., £El
sxtracto hepdtico es eficaz en estos senfermo& gracias a la cianoco-
balamina que posee: es mds, su actividad, segun ensayo microbiold-
B12‘ El hlgado inyeotable se
expende en ampollas de 1, 5 y 10 cc., tiene de 10 a 20 miorogramos
de actividad de cianocobalamina por cc. £1 hfgado inyectable crudo

USP, se produce . suspendiendo el procego de obtenoidén en determinado

gico se expresa en valor de vitamina

estadio de manera que 8l producto final, procede directamente de una
soluctidn que posee no mds de 70% de alcohol en volumsn se expende en
ampolletas de 1, 10 y 30 oe. de solucidén acuosa estdril, Cada co.ca
bico tiene actividad equivalente a 1 6§ 2 microgramos de o¢ianocobala—
mina, Kl preparado estd destinado principalmente al tratamiento de
la anemia macrocftica en lactante mujeres embarazadas, etc. que 81
bien guarda relacidn con la anemia perniciosa, no reacciona neoesa—
riamente a la vitaming 312 0, el extracto hepdtico parenteral muy
purifiocado y concentrado no hay pruebas de que el extracto no refi-
nado posea algunas sustancias necesarias para el tratamiento de la

anemia perniciosa que no exliste en el extracto oconcentrado y purifi

- - - - P - . » . . . VAR



Soluctdn Hépdtica

Extracto Hépdtico lfquido USP, Este preparado oral posee el ex—
tracto hepdtico USP en solucidén acuosa o hidroaloohdélica.Bs oaro,
de sabor desagradable y posee las mismas desventajas que el ex—

tracto hepdtico desecado.
Za dosis minima para €l paciente con anemla perniciosa en remisidén
es de una unidad oral USP al df{a, £Este preparado se¢ emplea rara-

mente,

Estdmago Pulverizado USP

Egte preparado oral es el polvo granuloso disecado obtenido del es-
témago de ocerdo. Su actividad es destruida por el calor, &8 de 8u-
ponerse que el polvo no debe ingerirse ocon lfquidos o alimentos oca-
lientes, Su eficacia se debe al factor intrinseco y el factor ex-

trinseco, Es muy poco usado.

PREPARADOS ANTTANEMICOS DE PREDIGONADOS

A pasar que la anemia perniciosa es poco frecuente, el ruimero de pre
parados comerciales para el tratamiento de esta enfermedad aumenta g
fio per afio, Muchos médicos emplean este medicamente sin disernimien
to; esta costumbre no s8élo ocasiona gastog inidtiles para el paclente,
8ino que puede serle verdaderamente perjudicial puesto que suele os-
curscer la verdadera naturaleza del padecimiento, PFPor ejemplo, la reag
cidn favorable producida por la cianocobalamina en un enfermo con ane-
mia macrocf{tioa derivada al carcinoma gdstrico puede ogourecer y retar
dar el diagndstico exaoto, el empleo de este fdrmaco en el tratamiento
de la reuritis periférica no se ha diagndésticado claramente, puede 08—
curecer la anemia perniciosa subyacente. El1 empleo de mezolas de 8us—
tencias hematopoyéticas multiplica la posibilidad de cometer errores
similares. Muchos preparados antianémicos son una mezocla de hlgado,

estémago y detdo félico, hierro, cobalto, cobre y vitamina 312, muchas
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otras vitaminas y hasta hormonas en gran cantidad, Straus ha
sxpussto las razones que hay para no emplear dichas mezolgs PME1
tratamiento de perdigonada es deplorable por muochas raxonss, La
mayor parte de estas mixturag no poseen la oantidad suficiente
de cualquisra de sus exponentes para producir el efecto mdximo,
E]l ernjermo pega no s8élo la sustancia que necesita sino tambidn
fdrmaces inneocesarios. Jla terapfutica de la aremia con estos
preparadog pueds osourecer en tal medida el cuwadro clinico gque
impoaibilita la valorizacidn precisa de las neoesidades terapéu
ticas subsiguientes., ILa mayorfa de los enfermos con anemia per
rictosa addlsoniana necesitan tratamiento durante toda la vidae,
en tanto que casil todosg los enfermos con anemia por dsficienola
de hierro, una vez mejorados permanecen as{ a menos que reapareg
ca la causa original; por oconsiguiente, a un enfermo en quien no
8e ha diagndsticado oon certeza la anemia perniciosa, se adminig
trard hfgado y hierro y el paciente se restablece, es imposible
saber oudl fue la substancia activa, Si en este momento 86 8uUS=
pende 8l tratamiento, en caso de tener anemia perniclosa el pa=
ciente, mds tarde o mds temprano recaerd, ademds corre el riss-
go Queé esta rescidiva sea fundamentalmente neuroldgica y que a-
vance hasta lestonar de manera irreparable la médula espinal, an=—
tes de que se ildentifique la naturaleza del padéoimisnto, Por Q
tra parte, si la anemia es por deficiencia de hierro y se oonti-
nia al tratamiento combinado de hfgado y hierro, el paoiente 8e
ve cbligado a someterse a los gastos & imcomodidades de tomar un

preparcdo de higado que no necesita.

Vias de Administracidn

Las vfas mds convenientes para administrar cianocobaleming o €x~
tracto hepdtico es la intramuscular., Ya hemos mencionado las mu-—
chas desventajas de la administracién oral en la anemia pernicio=

§aG.,

El precio e¢s el de loe mds importantes tomando en cuenta que el
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que se suministre en grandes dosis (mds de 100 veces la vfa intrg

muscular) o se combins. con una fuente de factor intrinseco, la ad
ministracidn sublingual no ha dado resultado, La experiencia pre—

liminar administrando la vitamina por insuflacidn ha dado rgsulta—

dos alagilerivs; la cianocobalamina se inhala como polvo ( a la mane
ra de rape) o por nebulizacidén disuelta en solucidn salina Jisiold
gicas La absorcidén pulmonar es suficiente y la dosis necesaria para
suscitar reaccidn hematoldgica adecuada son del orden de las inyec—
tadas por vfa intramuscular, FEste procegsedimiento 1nocud poco COS=—
toso, ofrece una alternativa uUtil de la inyeccidn parenteral en pa—

cientes escogidos,

Dosificacidn

La dosificacidn de cianocobalamina o extracto hepdtico en la anemia
perniciosa depende de varios factores: Producto empleado, vfas de

adninistracidén, intenstdad de la anemia, presencia de complicaciones
oomo infeccidn, lesiones neuroldgicas y por Ultimo reaccién terapéu-
tica, Para suscitar remisidén inicial clfnica y hematolbgica satis—
Jactoria en el paciente con anemia perniciosa en recidiva y 8in com
plicaciones, deben administrarse 30 microgramos de cilanocobalamina

por via intramuscular diariamente en dias alterncs, hasta dar 10 do
8l8; a continuacidn se inyectan 15 a 30 miorogramos una 0 do8 Veces

por semana, hasta lograr la remisidn completa. La dosis de manteni
miento es de 40 a 60 microgramos cada dos semanas o bien de 80 a 100
microgramos al mes. Las dosils mayores con mayores intervalos no au—
menta la duracidn de la remisién y son poce satisfaotories, dado que

la mayor parte de grandes dosis se elimanan rdpidamente por la orina.

Los pacientes muy enfermos o que padecen complicaciones infecciosas
o neuroldgicas necesitan intenso tratamiento parenteral; deben em~
Dplearse doeis iniciales y de sosteniﬁiento mayores. Las cantidades
de vitaming Ble necesarias para obtener la evolucidn de lesiones ner
viosas suele ser dos o tres veces la requerida para mantener cilfras
hematoldgicas normales, La administracidén de estas grandes dosis du

rante largo tiempo pueden convertir un fracaso en €xito.
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Hay muohas pruebas que pueden determinar por ccmpleto el dahio ner-
vioso y que si el tratamiento adecuado se hizo temprano y se 808tilg
ne con consgtancia, puede haber considerable mejorfa, £El pactente
sdlo estard a cubierto de sufrir mayor dafo del gistema nervioso
cuando el volumen corpuscular medio alcanza cifras normales., La
cuenta de_\érttrocitos debe mantenerse por encima de 4.5 millones
por milfmeiro cubico y el {ndice de color debe ester dentro de los
1f{mites normales, para saber st el tratamiento es sufioiente s8dlo
puede conflarse en el examen atento y frecuente de la sangre del en
“fermo y en la investigaoidn de signoa flsicos,

Yo debe tratarse de administrar el mismo sistema terapdutioo a todos
los pacientes; cada enfermo se debe tratar segin sus necesidades, Ya
gue el extracto hepdtico y la oianocobalamina administrados por vfla
parenteral, no son muy caros y el tratamiento tnsuficlente, puede
pralongar el tiempo regquerido para el tratamiento o para el rgstable
cimiento y producir incapacidad grave, mds vale adminigtrar désts
exoegivas que dosis Insuficientes. ZLos enfermo3 que no reaoccionan
ocon el tratamisnto usual necesitan terapéutica parenteralea constan-—
tes, empleando dosis muy grendes de cianocobalamina o extracto hepd-—
tico., ZEntre las causas de rebeldlc mds comunes al tratamiento se
cuentan las sigutenies: Infeccidn, mexedema, artritis orénica y a-
ocromegalia, Los pacientes ancianos con médula Ssea arterioesclerd-
tiva, suelen reguerir dosis muy elevadas de vitamina, si el paciente
no reaccions ni con dosts parentéricas muy elevadas, estd justifioca-
do poner en duda la potencia de los medicamentos empleados o la exag
titud del diagndstico,

En resumen, la cantidad necesaria de cianocobalamina o extraoto hepd
tioo varfa en cada enfermo; debe darse dosis suficientes para provo=-
car remisidén sostenida clfnica y hematoldgicamente y para evitar o

detensr el ataque del sistema nervioso. An log pacientes muy enfer—
mos o que padecen lesiones neuroldgicas, sdlo el tratamiento parente-

ral proporoiona resultados satisfactorios., ZEn la ansmia psrniociosa
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2BACCIONES TOXICAS

El uso olfnico de vitamina B eristalina no ha producido efectos

téxtcos secundarios, La inyiici&n es practicaments indolore y no
suscita reaccidén local molesta, los enfermos hipersensibles al éx
tracto hepdtico toleran muy bien la wvitamina ng. Al contrario la
inyecoidn parenteral de extracto hepdtico puede causar recccidén G-
lérgica moderada o intensa. JLa frecusncia de esgtas reaocioncs €8
muy variable en los distintos grupos publicados. La rgzaccidn de
hipersensibilidad puede oourrir daaﬁués de varios arios de adminis—
trar sin troplexos extractos hepdticos o al reanudar lo inyecoidn
después de un perfodo prolongado de interrupcidn. XLusde observap
8¢ manifestaciones alérgicas locales o generales., Loa cfecios lg
cales similares al fendmeno de Arthus., ZEntre las manifestaciones
generales se encuentran las siguientes: Rubor, Cefdlea, Escalo—
Jrfos, Fiebre, Disnsa, Prurito, Urticaria y una reaccidén sazmejan—
te al chogue gue puede ser alarmante. La sustancia alergénica es

especffica para la especie y no para el drgano,

£l extracto de higado de cerdo produce con mayor frecuencia reac—
otdn alérgica gque el extracto de hfgado de res o carmnero., K8 du-
doso el wvalor clfnico de las pruebas cutdneas para descubrir la
hipersensibilidad. ZEn el episodio aegudo estd indicado la Epine-
Srina; se han empleado con éxito como medida profildctica, los
Jdrmacos entihtstaminicos. En algunos enfermosg tiene uttlidad
un curso de desensibilizacidn, Otros mejoran si se cambia la mar
oa de extracto hepdtico. El1 método de eleccidn de los enfermos
con anemia perniciosa es sustituir el extracto hepdtico por vita-

nina 5&2.
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USO TERAPEUTICO

El dnico uso clinico perfectamente comprodado de cianecowalamina y
el extracto hepdtico refinado es al tratamiento de la anemia perni
ciosa, aunque algunas anemias macrocfticas (como meduls (s5ea mega—
lobldstica) reacoiona en grado variado, también tiene valor tera-
peltioo en caso de espru tropical y no troptcal, Asf mismo estd
indicado despuds de realizar una gastroctomfa ante la posibilidad
de deficiencia de factor intrinseco.

Existe otro estado especial de anemia parniciosa provocada por la

tnfecoidn de las lomdrices que sirven de cebo para la pesca (posi=
blsemente sl pardsito utiliza la vitamina 312 en el traoto intesti=-
nal), ZIa ooncentracidn de esta vitamina también suele encontrarse

en las embararadas y los ancianos,

La vitamina 812 88 ha usado favorablemente en el tratamiento de vg
rios trustornos nerviosos no asociados a la anemia perniciosa., ~Se
ha conseguido combatir el dolor en pacientes con neutropatias o

tragtornos de la nutricidn y ciertos ocasos de neuritis diabdtioa y
neuritis dependientes del alooholismo crénico y cirrosis hepdtica.

4 8u vez mantiene adecuadamente el control neuroldgioco en humanos y
animales, interviene en la formacidén de la sangre y previene afeccio
nes hepdticas graves, tales ocomo cirrosis y el engrosamiento., KEs un
Jactor étil en la prevencidn y tratamiento de todo tipo de ampliopG=
tfas especialmente tabobdutica y alcohdlica, en los animales aotia
como un agente importantisimo, en el desarrollo y el crecimiento, T
dos los rumiantes se desarrollan bien en ausencia de la vitamina, por

que ellos son capaces de sintetizarla por las bacterias del rumen,

Se ha comprobado 3u reaccidn en el metabolismo de prétidos, glisidos

y 1{pidos en la formacidén de doidos nucleicoc y en los procesos de
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Desde el punto de vista agrfcola, también resulia interesants Cong
cer la dist»ibucidn de la vitamina 312 en las tlerras de cultivo,
pués aungue no Se ha comprobado ampliamente el efecto directo de la
misma sobre los vegetales, se conoce que loa animales gue Lngieren
plantas, procedentes de tierras ricas en ella, no suslen presentar
los trastornos tf{picos de la deficiencia de vitaming D17 uungue el
referido vegetal no acwuss la presencia de cobalaming en los andli-

818,

Una de las observaciones mds importantes encontradas en lo rélati-
vo al metabolismo de las cobalaminas, =8 el alto contcnide en las
hecea da enfermos con anemig perniociosa, AEse heclho dziinz2girG Que
la enfermedad no se debe a un suministro incompleto de la misma,
sino a la pooca capacidad de absorcidén por parte del enfermo Yy €8=
tos pacientes no responden a un tratamiento por vfa digestiva pero

se reponen rdpidamente con dosis menores administradas por via pa-
renteral.

ANEMIA PERNICIOSA

En ocosa de dfas mejoran objetiva y subjetivomente loe enfermos con
anemia perniciosa addisoniana. G quienes 8¢ administra dogis suji—
oientes a oianocobalamina o extractov hepdtice, ceden los tragtornos
gastrointestinales, la mucosa lingual inflamada y atréfica se normg
lizan, Los sfntomas causados por la anemia se alivian y los valores
sanguineos vuslven a lo normal, mejoran las fuerzas, la aotividad
mental y el apetito del paciente, guien al cabo de warias semanas
estd curado sintomaticamente. Sin embargo, persiste la atrofia de
la mucosa y la aclorhidia rebelde para la histamina , no se reoupe-
ra la Sfacultad del estbémago para elevar el wvalor intrinseco de Castle,
Por consigutiente la defieciencia gue ocausa la arnemia perniciosa no es
curada y debe administrarse el tratamiento por toda la vida. JLos en
Jermog con ataque al sigtema nervioso central necesitan mayor tiempo
para mejorar, pero el progresc de la lesidén se detiene immediatamen~

te. La lesidn de fesefoulas loterales de la medilla espinal reésponde
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nds lentamente que las afecciones de las heces posteriores; por oon-
stguiente, al mejorar la funcidn de las hevces posteriores ruedgn apg
recer por ves primeéra la epastuidud, los reflejos exageirados el aig—
no de Babinsky positivos etc, £Esto no debe congsiderarse oomo manifes

tacidn de progreso de la lesidén nerviosa.

Las complicaciones cerebrales desapareccen con lentitud, i reaccidén
hematopoyética es la primera y mds notable fase del reegtadlecimiento
¥y traduce con bastanite exactitud la evolucidn del enferino. La agpe-—
racidn seriada de médula dsea indica gue unas cuantas horas despuds
de la inyeccidén intramusoular de vitamina 312 o extracto hepdtico de-
saparsce la detencidn del proceso de maduracidn y las mejaloblastos
comiengan a transformarge en cédlulas reticuladas madusics Er el tépr=
mino de 48-~72 horas se ha restablecido por completo la hematopoyesis
normobldatica y desaparecen los leucocitos neuiréftlos gigantes y los
megaocariocitos anormales, Conforme progrssa la mejorfa desaparece la
anemia macroc{tica,la leucopenia y la tarombocitapenia. Los oambio8
descritos de la médula bsea pueden ser provocados por una dosis pequs
Aa de oianocobalamina a todas luces insuficiente para lograr una remi,
8idn completa; por lo tanto, el diagndstico puede ger enmasoerado du-
rante muchos meses, sblo debe comenszarse el tratamienito especi{fico
cuando 88 diagnosticada con certeza la anemia perniciosa. L4 dos a
cinco dfas después de comenzada la terapdutica se obseriwn reticulocl
tos en la sangre periférica; por lo general llsgan al adximo después
del décimo dfa, ZILa forma y altura de reticulocitos depsnde de varios
Jaotores: Dosis de cianocobalamina, via de administracidn y, sobre
todo, graovedad de la anemia, E1 valor mdximo de reticulocitos guarda
relacidén directa con la cantidad inicial de eritrocitos; en pacientes
cuya cuenta inicial de hemati{es es inferior a un millén por milf{metro
oddbico no es raro que estas oélulas lleguen a 50-70%. Poco degpués
de slevarse la curva de reticulocitos se inicia ¢l increwcnto de ret}
culocitos, y se inicia el incremento de los eritrocitos, por Udltimo
llega a alcanzar valores de 4.5-5 millones por milimetro ciubico. En

los enfermos graves los glébulos rojos aumentan aproximadamsnie medlio
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milldn por milfmetro odbico a la semanc. La concentracién de hemo-
globina crece con mayor lentitiud gque la cuenta deé eritrocitos, de &
quf resulta que el t{ndice de color elevado (hemaglobina corpuscular
redia) disminuye. £El tamafio de los eritrocitos (volumen ocerpusoular
medio) tambidn disminuye. Haola el final de la tercaera ssmana la
ocuenta de reticuolooltos vuelve a valores semejantes o las que pre=
sentaba antes del tratamiento y los valores hematoldgicos 8SoR NOrmg
les de 2=-4 meaes,

ANEMIA MEQALOBLASTICA DEL EMBARAZQ Y PUERPERIQ

Este sindrome llamado equivocadamente anemia perniciosa suele presen
tar este mismo ocuadro tf{pico en la médula dsza, sin embargo en la san
gre periférica la anemia es normooftrica; el Jugo gdstrico suele pre-
santar doido olorhfdrico libre no hay degeneracidén subaguda de la mé-
dula espinal, De ordinario esta enfermedad es refractoria a la ciano-
oobalamina pero reacciona con el dcido f8lico, el dcido folfnico y el
extraoto hepdtioo orudo.

ANENIA MACROCITICA NUTRICIONAL

Los enfermos con anemie macrocf{tica nutricional no reaccionan con la
ctanocobalamina o el extracto hepdtico purificado a menos que la mé-
dula dsea sea megalobldstica., ZEsta enfermedad se debe a la absorcidn
y asimilacidn deficiente hematopoydtica la abosroidn insuficiente de
vitaming ng puede ser resultado de reseccidn gastro intestinal amplia
enteritis regional mayor, uttlizacidén de la vitamina para wuna flora
bactertana anormal en el intestino, De ordirario la anemia megaloblds
tica nutricional asociada con disfunciones intestinales es causada pri
cipalmente por deficienoia de deido ascdrbicomo Por consiguiente 8i 1
cianocobalamina es ineficaz debe ensayarse el decido félico, puede ser
dtil auxiliar el dcido asodrbico y extracto hepdtico (crudo) oral.

US0S_DIVERSOS

La anemia megalobldstica acréstioca refractaria que antes se orefa caud
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co hepdtico (ahora tdentificado como vitamina 312)’ probablemente
resulte de la deficiencia de utilirzacién de dcido yélico; de ordi
naric en esta anemia ocarecen de efecto la cianocobalamina y 6l ex
tracto hepdtico purificade pero el padeécimiento remite con dotldo
Jélico y doido folfnioco, La anemia perniciosa por “Diphilobacteriun
lgun” (tenia, de los peces) o veces reacciona con claiocobalamina,
La parasitacidén perjudica la absorcidn intestinal cs vilcaina 8,
alimenticia; probablemente porque el bacterio céjalo absorbe la
sugtanola; cuando ge elimina la tenia, desaparece le anemia, Ia
anemia macrocftica asociada acirrosis hapdtica de ordinario no es
megalobléstica, y por lo.tanto, en ella e8 inejficaz la cianocoba-
lamina, sin embargo en casos excepoionales, la mfdula dsea es me-~

galobldstica y en tal caso estd indicada la vitaning B, Lo ma~
du

yoria observada cuando se administra extracto hepdtico ior 3u e~
Jeoto bsneficloso sobre las tensiones nerviosas de la anemia per—
nteciosa, la cianocobalamina se ha empleado en diversos trastornos
neuroldégicos como neuritis periférica, neuralgia dsl trigenio, eg
clerosis miltiple, neuropatfa diabética etc.; no hay pruzbas de
que en estos sindromes hay defictencia de cianocobalamina, Tilene
utilidad en el tratamiento de padecimientos alérgicos y dermatold

gicos y que apresura el restablecimiento de la hepatitis por virus.
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NALISIS

Se ocomenzard a describir el método microbiolégico., KLste ha side
gmpliamente utilizado en la determinacidn ds vitanina del grupo "B”,
Debldo a su gran senaibilidad y su alta e¢spesificided, =stos mEt O
dos son preferidos en muchos laboratorioa, especiclmenie ;ura la

investigacién de vitaminas naturales de origen natural,

El mdtodo miorobioldgico ideal serfa agquel gue dispusicre de un mi
croorganismo que se desarrollara espeoialmente en preccncia de una
determinada substancia y el desarrollo, o su metabolismo dependiera

directanente de la oconcentraoidn de dicha substancia.

MICROORGANISHOS USADOS CON ESTE OBJETO SON

1) Lactobacillus leischmannii 7830
2) Eschiriohia coll
3) Euglena gracilis

4) Ochromonas malhamensis

Utilizando una sensibilidad de un ploogramo igual a 1042 gramos.,
Los métodos microbiolbgicos de valorizacidn pueden ser turbidimdtri

008, volumétricos y Guxanograficos.

Log ensayos microdbioldgicos requicren en general aiencidn constante
al detalle porque la reproduccidn eritosa de los resultados depende
de que se satisfaga todos los requerimientos nutricionaeles bajo la
presidn de un factor unico limitante. Las cantldades extremadamente
pequerias del ocomplejo de cobalaminas que soportan el crecimiento del
organismo Lactobacillus leilchmannii aumenta las precaudionz2s necesd=

rlas pura proveer un ambiente controlado.

Los métodos microbioldgicos para la determinacidn de vitaminas se

basan en la observacidn de que algunog microorganismos de caracte—
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ductos metaddlicos iénicos en presencia de vitaminas de grupo "B",
Estos microerganismos se ocultivan en un medio nutritive gque care-
ce de un compuesto vitamfnico determinado; el crecimiento 8¢ inhibe
totalmente, ouando se ariade la muestra que contiene Big el medio
inicialmente transparente por carencia de crecimiento, la multi-
plicacidn del organismo causa turbidez que es medida fotometrioa=
mente, también pueden determinarse cmantitativamente; por &jemplo
pueden valorarse volumétrioamente la mezela de doidos producidos
por algunos mioroorganismos & partir de la glucosa suplemenitada

al medio,

St ge afaden cantidades crecientes de la muestra problema, la tur
bidez del medio, que refleja el mayor crecimiento 8e inorementa
gradualmente y dentro de un cierto intervalo de concentracidn, es
directamente proporcional a la cantidad de vitamina presente, este
intervalo es llamado de requerimiento para un desarrollo egquivalen
te a la mitad del mdximo "pueden compararse con gran preoigidén los
efectos causadeos por la adicidén de la muestra problema Yy de una

solucidn de referencia que contilenen la vitamina pura.

£l medio de oultivo 1fquido contiene:

0.75 gramos de extracto de agua scluble de levadura
0,75 gramos de peptona
1.00 gramos de dextrosa anhidra
0.2 gramos de fosfato monopotdsico en 60 mililitro de agua
10, Ml, de jugo de tomate
1, M1, de soluoidn de polisosbato 80 (tween 80) agua has-
ta 100 mililitros se ajusta a un pH de 6,8

El medio de cultivo 8d8lido contilene

1,0% glucosa
0.75% de axtracto de levadura

0.75% gramos de peptona de caseina
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1.5% de agar

0.2% de fosfato monopotdsico

0.5% de jugo de tomate

0.05% de Tween 80

PH 6,8, el cultivo se siembra en picadura se encuda a 37°

C. durante 24 horas,

Los reguerimientos que deben satisfucerse pare garaniizar un pro-—
cedimiento senoilllo, reproducible y exacto, limitan notablemente el
ruimero de organismos apropiados para la determinacidén mioro-bidlogi

ca , dichos requerimientos son:

a) El1 mocroorganismo debe ser especffico para la vitamina que se
ha de detsrminar,

b) Las propiedades de la cepa que se emplea deben permanecer absolu
tamente constantes después de un prolongado perfodo de resiembras.

o) Las manifestaciones vitales del microorganisme (crecimiento, for
macidn de productos metabdlicos, etc. ) deben proporcionar efeo-
tos graduales y fdcilmente medibles dentro del intervalo 8ptimo,
para determinar cuantitativamente,

d)Los mioroorgantismos empleados deben pogseer un metebolismo interno,
de tal modo que los andlisis pueden llevarse a cabo en el menor
ttempo posible,

8) Los microorganismod utilizados no deben ser patdgenos, para evi-—
tar 8xponer al analista el riesgo de Infeccidn y hacen innecesa-

riamente diflcil el prooedimiento analitico.

Para el ensayo microbioldgico de la vitamina debe confiarge princl-
palmente en los microorganismos cuyo metabolismo Yy requerimiento nu-—

tritivo son mds similares al hombre y animales.

RECUENTO BACTERIANO

La equivalensia de los indowulos 8e establece sobre la base dsl ruéme ro

de microerganismos biables por mililitro, el que guarda una relacidn
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MEDIO DE CULTIVQ PARA EL ENSAYQ MECROBIOLOGICO

Un medio ds ensayo €8 un medio rnutritivo de composicién dsfintda,
que oonrtiene todos los ingredientes necssarios para el crecimien—
to del micoroorganismo excepio, la vitamina que se pretende deter—-

minagr,

Los Unloos componentes adicionales requeridoe para completar ¢l enm
says son: las muestras problema o solucidn patrdén gue contienen vi
taminas; y el indculo bacteriano. ILog medios de ensayo 36 preparan'
mezolando soluciones de distintos compuestos nuiritives en la prepg
racidn adecuada a la que le llama, solucidn madre o primaria, Des=
wds de mezolar adecwuadamente la soluoidn primaria, se diluye hasta
100 ml. con agua y se ajustan al pH apropiado. FKsta mezola despuési
de filtrado se designa "medio bdsico¥, La solucidn empleada pera la
determinacién microbioldgica en el medio de ensayo que sSe prepara &
partir del madio bdsico por adicidn de la solucién de glucosa en la

proporoidn adecuada.

PREPARACION DE LA4AS MUESTRAS

La vitamina en estudio puede hallarse bien en estado libre o en for
ma combinada. Los mioroorganismos de ensayo responden unicamente a
las vitaminas que se hallan en estado libre y COMn €SCaSAsS €XCEpPCiones
son incapaoces de librarlas de los componentes de alto peso molecular
que pueden formar ( por ejemplo, complejos vitaninicos protidices. Es
por tanto, esencial preparar el material original para el ensayo mi=-
crovioldgico mediante hidrdlisis preliminar, EI1 método para librar
las vitaminags de sus diversas formas combinadas es calentar la mues—
tra en agua o en tampdn pero la hidrélisis enzimdtice o dcido es &l
procedimiento mds empleado habitualmente, Debido a la composicidn
variable de la muestra por ejemplo, la naturaleza y cantidedes de prg
tefnas y almiddén presentes, Cabe la posibilided de que el método des

orito para la liberacidn cuantitativa de la vitaming a partir de 8us
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En consecuencia, las condiciones de hidrolisis (concentracidn de
doidoa, tiempo de calefaccidn, cantidad de enzimas ), empleadas

para un material desconocido, deben modificarse en varias series de
experimentcs paralelos para comprobar st la vitamina se libera cuan
titativamante y cudles son las condiciones Sptimas para ello, la hj
drélisis doilda pueden llevarse a cabo en tiempo comparativamente me

nor pero nho atempre conduce a los mejores resultados.

DILUCIQN DE LA MUESTRA

La solucidén de la muestra o el extracto del matericl en estudio se
diluye de tal modo, gque el resultado aproximado previsio caiga en
la regidén central, mas linsal de la ourva de calibracién., Si la
concentraocidén de la vitamina en la muestra problema es totalmente
desoonocida, la dilucidn Sptima para el andlisis microbioldégico de
be determinarse por experimentos previos. Para el andlisis mioro-
bioldgico se preparan ocomo minimo tres diluciones 6ptimas a partir

de la solucidén problema,

SOLUCION DE CALIBRACION

Ias curvas de calibracidn se determinan para cada andlisis y €38 vd-
lida exclusivamente para el mismo, [Las diluciones de las soluciones
de calidracidén se mezelan oon el medio de ensayc,; s& inoculan y Se

tncuban en las mismas condiotones que las diluciones de la muestra,

SOLUCION CONTROL

£8 aconse jable comprobar en ocada experimento microbioldgico ia este-
rilidad de los medios de cultivo por medio de control, llevando a og
bo eimultdneamente que no se inocula, psro gque se trata de formar i-
déntica a las muestras y solucionss de calibracidn., Cuando ee reall
zan las medidas fotoméirioas ninguno de los oontroles empleados debe

mostrar turbidez medible,
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HEDIDA

La lectura se realiza tan pronto como la solucidn de calibracidn
correspondiente a la menor concentracidén empleada presente carac-
terfsticas medidles (turbidez).

Para la valoracidn nefellmetrioa el contznido de los tubos ge agi-

ta previamente,

Una vez eliminadas las burbujas de aire, la turdider se nide ¢n un
Sotométro apropiado, La turbidez puede expresarse indistirtamente
oomo extinotdn, como tramitancia, o simplemente por lectura en el

galvanémstro, si &8 impesible realizar irmediatamente lasz leoturas,
el cregcimiente posterior puede evitarse pipsteando una gota de una
solucidn de formaldehido al 1%, en cada tubo de cultivo y agltar,

ANALISIS FISICQQUIMICO

El ondlisis de la vitamina Ble por procedimiento flaico-quimioco es
muy diffcil debido a la concentracidén excepclonalmente baja =COmMpa--
rads con las otras vitaminas B~ en gque esta vitamine se halla en

la naturaleza,

En consecuencia, este tipo de andlisis pusde aplicarse unicamente a

soluciones relativamente concentrades de vitaminas 312’

nes farmacduticas y, en algunos casos, extractos de higado y concen

preparacio-—-

trados de plensos rilcos en vitamina BJ2 gilempre que sea posible se-~

parar la vitamina 812 de las impurezas interferentes,

METODOS

Los métodos fisico-quimicos mds importantes para la determinacidn de
vitemina B, , se basan en la absoreidn de la luz de la propiac vitami-
na 812 an soluctdén acuosa o bien en la determinacidén fotométrica del
grupo cianuro de¢ la cianocobalamina,
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ABSORCIQN DE L4 LUZ POR L4 CIANOCOBALAMINA

ANALISIS = ESPECTROFOTOMETRICQ DE LA VITAMINA Bl2

Las soluctones acuosas de cianocobalamina presentan los sigulen—
tes mdximos de absorcidn.

w278 v ( Inm) PP = 115

lom,

.
= 361 nm ( Inm) chm_ = 207

2%
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Concentracifn: 1,76 mg, 100 ml, (aprox. 0,000013 molar): cubeta de 1 cm. de espesor,
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L, absorcidn a 361 nm, de las soluciones de vitamina Bl2 (inyectg
bles, gotas) diluidas a wuna concentracidén de 1-2 mg/ml., se miden

en el esPectrofotdmetro Sfrente al disolvente, en una cubeta de cuar-
zo de 1 cm. St las soluciones de vitamina £&2 contienen aditivos
conservadores que puedan absorber luz en la misma regidén del espec—
tro, no es suficiente emplear agua oomo blanco, ILa industria prepg
radora puede preparar soluciones testigo ouya composicion sea idénr~
tica a la empleada para las soluciones de vitamina 512 (pero omitien
do la adiotdn de este producto), pudiéndose medir, por tanto, la Gb=
sorcidn de la luz frente a estos blancos idéneos en el control analf
tico de las soluciones de vitamina Bl2 o

E 361 = mg., de cianoocobalamina/l100 ml. de solucidn  (cdlculo)
0.207

St la Mabsorcidn ajena® es demasiado pronunciada (quizds debido a

los conservadores que contenga la solucidn), es aconsejadble atslar

la vitamina antes de proceder a la medida espectrofotoméirica. La
determinacidén de la absorcidn roja visible de la vitamina B,, a 548nm
(- 3 nm) puede emplearse, agimismo, para la valoracidn aproximada del
contenido en vitamina Bl2 de una solucidén., KEste procedimiento propor
ciona resultados menos exactos debido a que la extincidn especifica a

548 nm, es comparativamente menor. | ngm = 63 ).

INTERFERENCIA POR OTRAS COBALAMINAS

No debe olvidarse un hecho importante: los espectros de absorcidén de
todas las cobalaminas son muy similares respecto a la posicidn del
mdximo de absorcién. ILa coloracidn de todos los derivados es de un
rojo profundo., El punto de absorcidén mdxima de la acuo—(hidroxo-)
cobalamina, que se forma a partir de la cianocobalamina (por ejemplo,
mediante su exposicidén a la luz) se halla a 351 nm. Difiere, por
tanto, tan sdélo 10 rm., del mdximo de la cianocobalamina., La descompo-
sicidn de la vitamina 312 con formacidén de acuo~(hidroxo-~) cobalamina
puede detectarse iUnicamente si el desplazamiento del mdximo a 361 nm.,

hacia menores longitudes de onda supera los limites de incertidumdre
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de la escala de longitudes de onda del espectrofotdémetro empleado.
La acuo~(hidroxo-) cobalamina puede constituir el 5-10 por 100 de

la cianocobalamina pura sin gue pueda registrarse el desplazamiento
caracterfstico en el mdximo de sorcidén., Se ha demostrado que estas
preparaciones son todavfa activas en el hombre. Sin embargo, apli-
oando un estricto criterio de precisidn, el método espectrofotomé—
trico para la valoracidén de vitamina B, debe considerarse cComo un
procedimisnto que proporciona resultados razonablemenie adecuado Y
niocamente para el control de dosigs en preparaciones farmacduticas.
£1 valor del método es menor cuando se aplica a pruebas de estabili
dad =por ejemplo, despues de su conservacidén en condiciones ambien—
tales en las que predomina un fuerie oalor (climas tropicales)-, ya
que, aparte de la acuo—(hidroxo-) cobalamina todaviae activa, en la
descomposicidén de la vitamina 312 pueden formarse praductog (naoti-
vos que difieren notablemente de las cobalaminas aciivas en su absor
cién a la luz visible y ultravioleta. Por todo ello, cuando el mdxi
mo de absorcidén ya no se localiza a 361 + 1 rm., y 548 + 3rm, debe in
tentarse conseguir el aislamiento de la fraccién de cianocobalamina

pura por cromatografia,

ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO DE LA VITAMINA BlagﬂN MEZCLAS
=

(por ejemplos, en preparados hepdticos y concentrados de plensos).

Ya se ha indicado gque los inyectables o gotas de vitamina 812 pura,
constituyen los unicog casos en 1los que puede medirse directamente

la absorcidén de la cianocobalamina a 361 & 548 nm., ya que las otras
substancias presentes en estas soluciones no afectan la absorcién a
las longitudes de onda critica, Aunque este criterio es vdlido para
las formas galénicas recientemente preparadas, los cambios que pueden
producirse durante su conservacidn o a causa de las condiciones des-—
Sfavorables de temperatura pueden hacer necesaria la previa eliminacidn
de las sustancias interjerentes ael aislamiento de la vitamina 312 .
En la gran mayorfa de los casos, tales como en los complajos vitamint
cos B y en las preparaciones polivitamfnicas, extractos hepdticos y

concentrados para piensos, la separacidén previa es absolutamente ine-
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dispensable para el andlisis exacto de la vitamina Bl2'
Las resinas cambiadoras de iones del tipo "dmberlite” se emplean
habitualmente para el aitslamiento de la vitamina £&2 y para la se
paracidén de los productos de descomposicién de la misma ¢ partir
del exiracto 3 y 4., Puesto que la vitamina 312 es una sustancia
neutra, no es absorbida por cambiadores de aniones ni cationes,
mientras gue ciertos productos procedentes de la descomposiocidn de
la ctanocobalamina y otros oompuestos activos hidrosolubles presen
tes en los preparados vitamfnicos tienen propiedades bdsicas o dci
das y son retenidos, por tanto, por los cambiadores catidnicos o g
nidnicos. JLosg cambiadores idnicos derivados de la célula -—tan am-
pliamente utilizados en estos uUltimos afos en la quimica de proteé-
fnas— son especialmente adecuadas para la purificacién de las soly
clones de vitamina EEQ.
Una desventaja de la purificacidén empleando combinadores idnicos es
que, normalmente, las ocolwmnas deben ser lavadas con voludmenes muy
considerables de agua con el fin de eluir ocuantitativamente la vitg
mina 312 para el andlists espectrofotométrico., kEn consecuencia, la
golucidén de vitamina 552 resulta diluida varias veces en relacidén a
la solucidn original, alcanzdndose concentraciones a las cuales la
extinoién obtenida es insufiociente para una medida espectrojfotomé=
trica exacta, Sin embargo, puede concentrarse la vitamina B o por

1
extraceidn con fenoles. Las pérdidas de vitamina B tienen lugar

a lo largo del proceso de purificacién por cromatogiif{a de ibén=cam
bio pueden conocerse con exactitud mediante la adicidn de cianocoba
lamina marcada con cobalto radioactivo y la determinacidén subsigulen
te del factor de recuperacidén por medida de la radiactividad antes y
después de la purificacidn. FEste método es laborioso y requiere dis
poner de las instalaciones adecuadas para trabajar con sustancias rg
diactivas, Van Mello ha descrito un método senoillo para el aisla-
miento de la vitamina E&g por filtracidén a través de una columna de
Ambarlite XE-97, en el cual se evitan en gran medida las pérdidas de

materiales., Aunque la columna congiste en una resina de i16n ocambio
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en la parte superior de la columna y se eluye especlficamente sélo
cuando se adiciona una mexcla de dioxano—dcido clorhfdrico o de te
trahf{drofurano-dcido clorhfdrico la mayorfa de las impurezas y o=

tras sustancias interferentes presentes en el extracto sg eliminan
previamente de la columna mediante tratamiento con diversos disol-

ventes, IDado gque la vitamina se eluye rdpidamente con una pe

512
quera cantidad de lfquido (forma una banda muy estrecha y concreta),

3e consigue simultdneamente un enriquecimiento de la solucidn. La
experiencia ha demostrado que este método, conoebido originalmente

para el andlisis de vitamina Bl2

emplearse también para el andlisis de vitamina 812 en concentrados

de piensos. Incluso en el caso de productos crudos de fermentacidn,

en preparados farmacéuticos, puede

cuyos extractos tienen una coloracidén parda de mayor o menor inten-

sidad, se consigue una purijficacidn tan completa de la vitamina 312

que su curva de absorcidén se corresponde totalmente oon la de la vi
[ B

tamina 1o patrdn,

REACTIVOS

Amberlite X& - 97, producida por Rohm & Hass, Philadelphia, USA,
Hidréxido sdédico 1 N

Acido clorhfdrico 0,1 N,

Diaxano~-dcido clorhfdrico: se mezclan 60 ml. de dioxano para cromate
graffa con 10 ml. de dcido clorhidrico 1IN y 30 ml. de agua.
Tetrahidrofurano—-dcido clorhidrico: Se mezxlan 60 ml. de tstrahidro-
Jurano para cromatografia con 10 ml. de dcido clorhfdrico 1 N y 30 a
de agua,

Acetona 85 por 100: 3¢ mezclan 85 ml. de acetona G,R, con 15 ml. de
agua,

Solucibén de cianuro potdsico al 5 por 100: se disuelven 5 g, de cia
nuro potdsico G.R, en 95 ml, de agua.

Soluctdn de decido cftrico: se disuelven 10 g. de dcido cftrico en 9(
ml, de agua,

Soluocidn tampdén pH 4. 65 g. de citrato sédico G.R. y 50 g. de decido

cftrico se disuelven en agua hasta 1.000 ml. Si e8 necesario, 8e a—

4 Ve | IR A Y
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Lana de vidrio (LAB)

p—clorofenol crist.

Mezcla para la extraccidén de vitamina 312 a partir de las 8oluciones
acuosas: se disuelven 50 g. de p-clorofenol en 100 ml, de tetraclo-
ruro de carbono G,R.

l-Butanol para cromatograffa.

dcido suljfurico diluido: wna parte (v/v) de dcido suljfurico 95-97
por 100 (d=-1.84) G.R. se adiciona cuidadosamente, enfriando y agi-—

tando, a nueve partes de agua.,

Papel indicador universal.

Vitamina 312 (cianocobalamina) para bioquimica,

Se agita la resina dmberlite XE 97 con agua Yy 8e deja reposar la mez
cla durante toda la noche, Se decanta el l1fquido turbio sobrenadan—
te y la resina se agita de nuevo con agua, Transcurridos diez minu—
tos, se decanta de nuevo el sobrenadante., Se repite este lavado hag
ta que los 1fquidos sobrantes sean prdcticamente transparentes e incg

loros,

Cuando se ha decantado la uUltima porcidén de l{guido de lavado, se a-
Rade hidréxido sddico 1 N y se deja actuar sobre el cambiador idnico
durante media hora, aproximadamente., Se elimina el alcall y la resi=-
na se lava con agua hasta que los lf{guidos presenten un pH neutro. Se
decanta el agua y la resina se mantiene sumergida en tampén pH 4 du=
rante algun tiempo, Se vierte la cantidad suficiente de ssta mezcla
en el tubo cromatogrdfico (de 2 cm. de didmetro aproximadamente) has-—
ta que se obtiene una columna de alrededor de 10 cm. de altura, una
vez la resina ha sedimentado totalmente, Se elimina el 1f{quido y se
afiade nueva cantidad de tampén pH 4, Se cierra la columna y se ladea
adecuadamente para conseguir una fntima mezcla del adsorbente con la
solucidn tampdén, dejando acto seguido que la columna de resina sedimsr
te lentamente, La solucidn tampén se elimina gota a gota, abriendo Ic
llave inferior de la columna. E1 pH de los 1lfquidos efluyentes debe

ser = 4, aproximadamente, El tratamiento con tampén pH 4 debe repatt)
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se, &8i fuera necesario, hasta que se alcance este pH en los 1fquidos
efluyentes. Finalmente, se elimina el liquido hasta que su nivel
quede a unos mm. por encima de la parte superior de la columna de reg
sina, £n este momento, el cambiador idnico estd dispuesto para su

empleo.,

ALSLARIENTQ Y DETEKRMINACION DE L4 VITAMINA ng

En el caso mds sencillo, es decir, cuando la solucién de cianocoba~
lamine no contiene otras cobalaminas ni productos de descompoaicidn
de la vitamina Eig se pipetea directamente sobre la columna un voly
men exactamente medido de la misma, JLa solucidn debe contener entre
100 y 250 ug. de cianocobalamina y hallarse a un pH comprendido entr

4 1y 6.

Para el andlisis de la vitamina 312 total, expresada en cianocobalq=~
mina (por ejemplo, cuando se contradan los niveles de cobalamina en

extractos hepdticos o en soluciones de vitamina Bl2 que contienen pr
bablemente cierta cantidad de acuo~ o hidroxacobalamina), 8e convier
te previamente todas las cobalaminas en ctanocobalaming por tratamie
to con cianuro potdsico. En un vaso de precipitados se trata una 80
lucidén que contenga alrededor de 100 a 250 ug. de vitamina BlQ oon
ml. de solucidn de cianuro potdsico; se ajusta el pH entre 4-6 (aon
papel indicador universal) empleando una solucidén de dcido cltrico (
tencidén: trabdjese en vitrina) y se conserva en una vitrina de gases
de buen tiro durante quince-veinte minutos, 4 ocontinuacidén, la solu
cidén se vierte sobre la columna de resina debidamente preparada. El
vago de precipitados se lava con unos pocos mililitros de una mezcla
compuesta por 40 ml de tampén pH 4 y 60 ml. de agua y los lfgquidos de

lavado sz arfiaden a la columna.

ANALISIS DE COMPRIMIDOS Y GRAGEAS,

Para analizar, la vitamina 312 en comprimidos o grageas, gque conten~-
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mente ., &1 polvo obtenido se dispersa con agua Yy la suspensidén
obtenida se trasvasa a un matraz Erlenmeyer, lavando adecuadamen
te con 30-50 ml. de agua. Se afiaden 5 ml. de la solucidn de cia
nuro potdsico y la mezcla se calienta en baAo de vapor durante
quince, veinte minutos., La suspensidn se enfria y se ajusta a pH
4-6 con solucidn de dcido citrico (atencidn: reallcese zsta ope-
racidn en vitrina, debido a la produccidén de dcido cianhfdrico);
se mantieng en la vitrina durante veinte minutos aproximadamente
y la solucidén sobrenadante se vierte sobre la columna de¢ resina
debidamente preparada. Kl residuo se lava con dos poiciones de

5 ml. de agua. Los liquidos de lavado se centrifugan y el sobran

te s8¢ deoanta, asimismo, sobre la columna,

ANALISIS DE VITAMINA Blﬂ EN PIZNSOS CONCENTRADGS
=4

La extraccidén de la vitamina 812 a partir de concentrados dé pien-
808 se realiza de jforma similar, Se disgrega con agua una canti-
dad del concentrado que contenga previgiblemente entre 100 y 250ug.
de vitamina Blgo La suspensidn acuosa se traslada a un vaso de pre
cipitados con la ayuda de 20-50 ml, de agua, se araden 2 ml. de la
solucidn de cianuro potdsico y la mezcla se calienta sobre ba#fio de
vapor durante treinta minutos. Este tratamiento no sdélo convierte
la vitamina Eig existente a la forma ciano, sino que libera a la
vitamina de sus formas combinadas con protefnas. Una vez enfriada
la mezcla, se ajusta a pH 4-6 con solucidén de dcido c{trico (papel
indicador universal, procédase en vitrina) y se deja permanecer en
la vitrina durante 20 minutos. Acto seguido, se centrifuga a la ve-
locidad suficiente para permitir una separacién completa, La solu-—
cidn sobrenadante se vierte sobre la columna de resina ya preparada
y el residuo se lava con dos porciones de 5-10 ml, de agua., Los 17
guidos de lavado se centrifugan y los sobrenadantes se adicionan, &

gimismo, a la columna.
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La cianocobalamina puede también determinarse, con excelertes re-
sultados, imediante el procedimiento de la resina combiadora de idnes,
cuando se halla ern soluciones dilufdas de vitamina 512 (alrededor de
1-2 ug.de vitamina Bl2 por ml.), £En este caso, el volum:n de la so-—
lucién problema percolado a travds de la columna debe ser de 50 a

100 ml., o incluso mayor. No existe inconveniente alguno gue impida
tratar con el cambiador idnico una solucidén acuosa pura de la concen
tracidén indicada. Sin embargo, estas concentraciones tan dajas (l—2

wg/ml.) de vitamina no se hallan normalmente en scluciones de vi

E&Q
tamina 312 pure, sino en preparaciones combinadas tales como jarabes
0 gotas para su empleo oral, es precisamente ocuande se nanejan estas
preparaciones farmacéutioas, cuya vigcosidad es notablemznte alta,
ocuando la filtracidn a travéds de la columna de resina es mds dificil
¥, a veces, impracticable. £En estos casos la vitamina 312 puede en—~
riquecerse por extraccién con tenoles antes del tratamiento en la cgQ
lumna de resina, £1 método consiste en ariadir dos gotas de la solu-
cidén de cianuro potdsico a un volumen de la solucidén (diluido a 50-
100 mI. con agua, si la viscosidad es alta) que contenga, como mini-
mo, 50 ug de vitamina Bl12 en un embudo de separacidén (Squibb). La
mezcla 8e agita vigorosamente., La solucidn resultante se extrae pri
meramente con 10 ml, de la mezcla de c.orofenol y otras dos veces
con 5 ml, de la misma. JLos extractos clorofendlicos se combinan en
otro embudo de decantacidn, se diluyen con 10 ml. de carbono y 10 ml.
de I-butanol y la mezcla se agita vigoramente con dos porciones de

5 ml.de agua, dejando que se separen perfectamente las fases después
de cada adicidn de agua. Las capas acuosas se adaden sobre la colum
na de resina debidamente preparada. Una vez eliminada la fase acuosa,
la ampolla de separacidn se lava con unos pocos ml. de tampén pH di-
luido (40 ml. tampén pH 4 y 60 ml, de agua) y los lfguidos de lavado

se vierten, asimismo, sodre la columna de Amnberlite ,

Tan pronto como la solucidén muestra que contiene la vitamina 812, ha

percolado a través de la columna y sw nivel se halla unicamente 1-2 mm.

por encima de la suverricie de la resina. se arnaden sucesivamente por
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fluyentes emerjan prdcticamente desprovistos de coloracidén. LEn-
tonces la columna se lava con 50=100 ml. de acetona al 65 por 100

v, finalmente, con otra porcidén de dcido clorhidrico 0.1 V.

Es muy importante, cuando lo columna se lava cohn dcido clorhidri~
co, acetona y de nuevo dcido clorhfdrico, que los liquidos sfluyen
tes finales se hallen totalmente desprovistos de coloracidn., En
consecuencia, el volumen de los 1fquidos de lavado dependerd excly
sivamente de la naturaleza y cantidad de las impurezas presentes,
Aparte del color rojizo preapie de la vitamina B

12
localiza principalmente en la parte superior de la colimwic- , no de-

absorHida =que S

ben permanecer otras coloraciones extrarasg en la resina ccmbiadora,
Cuando ello se consigue, la elucidn de la witamina E&E proporociona,
habitualmente, wun c¢luato transparente gque presenta el color tfpico

de la cianocobalamina y que contiene este producto prdcticamente pu

lalelS

ELUCION

Cuando el lavado de la columna ha finalizado y el dcido clorhidri-
oo empleado en el iultimo lavado se halla uUnicamente a 1-2 mm, por
encima de la superficie de la resina, se pipetean sobre 1a misma

20 ml. de dioxano dcido clorhidrico o un volumen gimilar de tetra-

hidrofurano-dcido clorhidrico para la elucidn de la vitamira Ei?'

DIOXAMO - HCI

La mezcla de dioxano~dcido clorh{drico se utiliza siempre gue la
vitamina 312 situada en la parte superior de la columna tenga el cQ
lor rojo caracteristico y no se observen otras sustancias de tonalj
dad parduzca en la columna. £sSte es el casc que se pregenta normal-—
mente cuando se emplean preparaciones farmacduticas simples Yy que
contienen cantidades relativamente elevadas de vitaminas 312 sitempre
gue la columna haya sido cuidadosamente lavada.
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TETRAHIDROFURAN O=HCT

En cambio, es necesario la elucidén con tetrahidrojurano-dcido
clorhidrico cuando se analiza la vitamina 312 en piensos CoOn~
centrados. Incluso en el andlisis de especialidades farmaody
ticas puede darse el caso de que clertos materiales acompang
aog de coloracidn pardo-amarillenta no pueden e¢liminarse jfdeil
mente de la banda propia de la vitamina 5.2 a pesar dooun lavg

do ocutdadoso y repetido,

Fstas sustancias se comportan en la columna de forma andloga a
la vitamina Bzg; asimismo, gcomparian a la vitamina cuando se g
luye con dicxanodcido clorhfdrico. Se eliminan wlteriormente

durante la extraccidén con clorofenol,

Tan pronto como la primera porcidén de eluyente (dioxano- o te—
trahfdrofurano=dcido clorhidrico) pasa a travdes de Ia columna,
se forma un anillo rojo bien definido gque se desplaza gradual-
mente hacia abajo, Inmediatamente antes de que ésta banda al-
cance la lana de vidrio que sustenta la columna de resine, se

elimina con papel de filtro el l{quido que pueda permanecer e€n

el tudbo de salida.

Si ge emplea dioxano=dcido clorhf{drico como ligquido eluyente,

ge recoge el eluato colorsado en un matraz aforado de 10 ml,

Se sigue pasando la soluoidn elﬁyente hasta que el l1fquido flu
ye totalmente desprovisto de la coloracidn caracteristica (sug
le conseguirse despuds de recoger 5 ml. de eluato, aproximada-
mente), £Ks importante proourar que exista gliempre una capa de
dioxano-dcido clorhfdrico por encima de la columna mientras se
estd recogiendo el eluato de vitamina BJ2 si fuera necesarto,

debe criadirse mayor cantidad de ligquido para gque no se seque el
extremo superior de la columna. Después de la adicidn de 4 ml,

de deido clorhidrico 0,1 N, el contenido del matraz cforado Se
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diluye hasta la seral de aforo (10 ml., ) con dcido cliorhfdrico

dioxano,

Se filtra, si es preciso, a través de un buen papel de filtro.
(banda azil).

Cuando se emplea tetrahfdrofurano~dcide clorhidrico para eluir,

dos 1iguides efluvcnics no se recogern en un matiriz aforado, 8ile
no e un pequerlo matres de fondo redondo., Tam pronto como el
efluyente s¢ halla totalmente desprovisto de la coloracidn o
racteristica de la vitanina 51 00 3e araden 3-4 ml. de agua al

contenido del matraz y se elimina el tetrahidrofurano por eva-—
poracidn, realizada a bajo presidn y con calefeccidn suave. ILa

solucidn clorhidrica residual de vitamina B se trans/iere a un

emdudo de decantacidn, lavando adecuadamentigoon un poco de agua
¥ se extrae con dos porciones de 3 ml. de la mezsola de clorofeé=
nol los extractos clorofendlicos combinados se lavan con 5 ml.de
dcido sulfurico 2 N, La capa de olorofenol lavada se trata con
una gota de solucidn de otanuro potdsico, 20 ml de cloroformo,

5 ml, de I=butanol y 5 ml, de agua, A4l agitur, la vitamina 812
retorne ouantitativamente a la fage acuosa (capa superior ) cuan
do las fases llquidas se han separado perfectamente, La capa or
gdrnica se extrae de nuevo con 5 ml,de agua y la fraccidén corres—
pondiente se afiade al extracto acusgso obtenido anteriormente, Eg
ta solucidén se filtra a través de un pequefio filtro de "banda a-
zul?f, recogiendo el filtrado en un matraz aforado de 20 ml., Se

diluye hasta la seral de aforo con los 1iquidos procedentes de un
cuicdadoso lavado del jfiltro con agua, mezelando completamente me-—

dicnte agitacidn,

B

EEDIDA

!

Las soluciones que se hain diluido haste la sefal de aforo en los
matraces aforados respectivos se valoran jfrente ¢ cgua en un €38=-
pectrofotimetro, empleando cubetas de 1 cm., en €l primer caso

(matraz aforadc de 10 ml,) y de 2 cm. para el segundo (matraces
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O. 2017 do’zde .E’_K 1 ex lnCl(fn a 36‘1 nmn de eLu to e

dioxano-dcido clorhidrico diluido hcsta 10 md.
y medido en una cubeta de 1 cm, o axtincidn de
la solucidn obtenida por el método ael tetranl
drofurano, diluida hasta 20 ml. ¥ medida c¢n una
cubeta de 2 emy; 0,207 = extinoidn a 361 nm, de 100 wug de ciano=

cobalamina en 10 ml. de solucidn, medida en wna cubeta dz .1 om,

(Eéf; = 207).

OBSERVACIONES

Cuando la fraccidén de vitamina 86 purifica por extracoién ocon

B
12
la mezola de clorofenol, puede @casionarse un pérdida del 5. al

10 por 100 de la vitamina St este método se emplea para dg=

B2
terminaciones sistemdticas es aconsejable oconducir simuwltdneamen=
te una valoracidn comparativa en la cual se trate unc solucidn de
octanocobalamina pura, De esta formo puede corregirse la pérdida
observada en el andlisis de control al realizar el cdloule del
contenido en vitamina Big de la muestra. Sin embargo en la ma—
yorfa de 1os casos es suficientemente exacto referir todog los
andlisis a un factor de pérdida inicialmente determinado y e¢sta=—
blecido, Por ejemplo, sl se pierde el 10 por 100, los resultados
8e multiplican por el factor 100/90; si se plerde el 5 por 100, 8e

multiplican por el factor 100/95.,

TIEMPO REQUERIDO

El andlisis de vitamina 312 en preparaciones complejas, tales como

los concentrados de piensos, que deben eluirse con tetrahidrofura—

no=dcido clorhfdrico y extraerse después tal como se ha indicado,



54

requiere aproximadamente wuna jornada completa de trabajo, Si

la determinacidn no puede completarse en un sélo dfa, puede in
terrumpirse bien sea antes de la elucidn de la vitamina (siempre
gue la columna se deja en medio clorhfdrico 0.1 N; la acetona de
be desplazarsa completamenée con doido clorkhfdrico) o bien des=-
pués de eliminarse el tetrahfdrofurano del eluato de vitamina

B,, por destilactén, La solucibn de vitamina B, dejada la vig

péra en dcido clorh{drico es estable hasta el pi?ximo dfa, Sin
embargo, la vitamina Eﬁe no es estable en las soluciones que con
tignen dioxano o tetrahf{drojurano., Si el mdximo de la solucidén
problema no corresponds a 361 = 1 nm, y 82 plantecn dudes acerca
de la pureza de la fraccidén de vitamina Big que 3¢ estd valorando
e8s aconsejable determinar la curva de absorcidrn de la solucidn
problema entre 330 y 600 nm. St no se dispone de un copeotofotd
matro con registrador acoplado, es suficiente medir la absoroidn
en el minimo a 430 nm, y en el mdximo a 548 = _+ 3 nm. , Junto
con la determinacidn a 361 nm., La relacidn E348 debe hallarse
comprendtda entre 3,0 y 3,5 y la relacidn E3

48 E¥3O
¥ 3.0, St los cocientes obtenidos caen dentro de estos limites,

entre 2.4

La fraccidn de vitamina 522 es suficientemente pura, £Fl conteng
do en vitamina 372 calouladoe de acuerdo com la fdrmula indicada
anteriormente, proporcionard unog resultados muy cercanc8 al vVQ-

lor real,

No siempre es posible purificar la Pitamina 312 mediante paso a
través de columna y la subsiguiente extraccidn, de tal modo que
la curva de absorcidn de la solucidn problema corresponda exacta—
mente con la solucidn de cianocobalamina pura, Este caso puede
presentarse tanto en el andlisis de productos crudos de fermenta=—
cidn (piensos concentrados con vitamina ng)tbmocuando s8e valo-
ran preparaciones farmacéuticas de vitamina 812 parcialmente ale~
teradas. Las impurezas interferentes — productos de degradacidn
Yy otras cobalaminas presentes en productos naturales- muestran

con frecuencia unas caracteristicas de absorcidn muy similares a
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las de la vitamina 812. Su influencia sodre la forma de la Cur-
va de absoroidn de la solucidn problema de vitamina BJZ €8 nore—
malmente muy escasa, pero originan las suficientes para que pueda
detectarse con certeza que se comportan de forma parecida a la
vitamina BJ2 activa. En estos casos, es aconsejable comprobar 108
reswltados analfticos por la determinacidn microbioldgica de la
vitamina 812 .

Otros métodos para confirmar los resultados analf{ticos es el 8i=
guiente: Se neutraliza exactamente el eluato de tetrahidrofurano
~dcido olorhidrico (pH 7.0, medidor de pH electrodo de vidrio)
con hidréxido sddico 0,1 N. No es necesario eliminar el teirahi-
drofurano por destilacidén. La golucidn neutra se percola o tra-
vés de una columna de 1.5 cm. de didmetro y 5 cm, de altura de
cambiador celuldsico., ILa colwmna se compone, concretamente, de
partes iguales de P-celulosa (celulosa fosforilada) y de CM—ce—
lulosa (carboximetilcelulosa), y retiene las sustancias catibniw=
cas., La olanocobalamina es neutra Yy, en conseauencia, no 63 re-
tenida por esta columna cambiadora de cationes: al tratar oon
agua libre de anhidrido carbddnico (previamente hervida y enfriada
rdpidamente ) se recupera cuantitativaemente en el matraz receptor,
&1 eluato odtenido se diluye con agua en un matrag aforado de 50
ml, hagta la sefial de aforo. La medida se realiza a 361 nm., en
una cubeta de 5 cm. frente @ agua. Cuando las sustancias inters
ferentes son de naturaleza catidnica = lo cual, de acuerdo con
nuestra experiencia, constituye el caso mds frecuentey Ia curva
de absorcidn del eluato acuoso de la columna de celulosa corres=—
ponde perfectamente con la curva cobtenida con vitaminoe Bj2 pura,
Dado que la solucidn inicial debe diluirse considerablemente al
eluir la columna con agua, suele ser necesario concentirar de nug
vo la solucidn dilufda por extraccidn con clorofenol antes de

proceder a la medida eSpectrofotométrioao
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ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO DE L4 ACUQ= (HIDROX Q) COBALAHINA

(VITAMINA Bl 5 )

ABSORCION DE LA LUZ

£l mdximo de absorcidn del acetato anhfdro de acuocobalamina en

solucidén acuosa es el siguiente:

1% _
X =274 nm (_+ nm) , E G om, =145
- 35 1%
X =351 am (+ nm) , B Jem. 188
1%
X =522 nm (+ rnm) , F Jom = 60

Las correspondientes extinciones especificas de la Hidroxocobalg
mina, ocuyo peso molecular (1.346,39) es menor que ¢l del acetato
de acuocobalamina (1.406,44) debido al peso molecular del deido
acético, son superiores a las del acuo=derivado (factor 1,045),
pero los médximos de absorcidn se hallan localizados en 1as mig—
mas longitudes de onda. Unicamente el pico a 351 nm e3 adecua=

do para el andlisis espectrofotométricos

La determinacidén de acuocobalamina en inyectables que nc conten~
gan otros componentes activos ademds de esta vitamina, es extre-—
madamente sencilla, Se diluye la solucidén, 8i es necescrio, has=—
ta alcanzar una concentracibén de 1 mg. de acuocobdbalamina en 100 ml,

y se mide frente a agua en un espectrofotdémetro, a 351 nn (+ 1 nm).

Eﬁﬁlﬂ_ _mg. de acetato de acuocobalamina en 100 ml, de la solu-
0.188
cién problema,

Eiﬁl = mg. de acuocobalamina base (o hidroxo=cobalamina) en 100

0,196
ml.de la solucidén problema,
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Légicamente, este método tan sencillo Unicamente proporciona
resultados precigsosa con preparados que contengan exclusivamen
te acuo=cobalamina purae o sales puras de acuocobalamina. La
curva de absorcidn entre 300 y 600 nm da unc idee aproximada

de la purerza del cemponente activo,

La conversidn de la acuocobalamina a la forma cicno {CiLGnoco=-
balamina) mediante adicidén de cilanuro, constituyen un mgtodo

de control muy Util cuando se emplea el procedimiento que acg
bamos de desoribir. En un matraz aforade de 100 ml, se aAade

1l ml, de la solucién de cianuro potdsico a un volwmen de la 39
lucidén problema que corresponda a 1 miligramo de acuocobalami=
na, aproximadamente, 4 continuacidén se adiciona, goia ¢ gota,
la solucidn de dcido cftrico hasta que el pH de la solucidn

sea alrededor de 5.7 (vitrina). Se diluye la solucidn con
agua hasta la sefial de aforo y se realiza la medida en el espec
trofotémetro a 361 nm. (mdximo de la cianocobalaminae) frente a
agua. Sl se emplea una cubeta de 1 cm., el contenido en acuoco

balamina se calcula como sigueg

E
361 X 4 = mg de acuo—~ (hidroxo-) cobalamina en 100 ml, de la
0.207 '

solucidn problema donde 4 = p,mol, acuocchalamina
D.mol, cianocobalamina

Cuando se calcula el contenido en acetona de acuocobalamina, el
Jactor 4 es igual a 1.038., Para la acuocobalamina base e hidroxg

~cobalamina, se emplea el factor A= 0,933,

ANALISIS EN MEZCLAS

Si la solucidn problema contiene otras sustancias que pueden ab=
sorber en la regidén de 350 nm. la acuocobalamina puede oislarse
normalmente, empleando una columna de Amberlita y determinarse
espectrofotométricamente después de proceder a Su elucidén con

dioxano—~dcido clorhfdrico, Indistintamente, la vitamina 8,,
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puede purificarse como jforma acuo o bien convertirse en ciano-—
cobalamina por tratamiento con cianuro, realizando lta medida

de la forma oiano.

PURIFICACION CON CAMBIADORES DERIVADOS DE CELULOSA

Los ocambiadores idénicos derivados de la celulosa son apropiados
pora el atslamiento del catfon acuo—cobdalamina a partir de mez-
clas con cianocobalamina y otros factores vitaminicos 5:2 ! pa-
ra la separacidén de productos de degradacidén. Las cobalaminas doi
das que pueden producirse por descomposicidn hidrolf{tica, son
retenidas cuando se emplea dietil-aminoetil-celulosa (cambizdor
idnioco), mientras gque la ciano- y como cobalamina pasan sin ad-
sorberse a través de la columna. KEstos dos derivados sSg Sepa-
ran ulteriormente utilizando cambiadores catidnicos derivados

de celulosa, siendo preferible el empleo de wuna mercla de carbo
xi-metil-celulosa y fosforilada (CM-celulosa y P-celulosa). £Es
ta columna adsorbe la acuocobalamina, pero no la cianocobalamina
La acuocoblamina retenida puede eluirse con dcido acético dilui-
do, determindndose luego en el eluato por valoracidén espectrofo-
tométrica, FEl1 comportamiento de la "witamina BlQa” en 1as oolum—
nas cambiadoras de cationes demuestra claramente que este deri-
vado posee propiedades catidnicas en soluciones neutras y débil
mente dcida y que se halla al estado de acuocobalamina y no como

hidroxo~cobalamina,

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

La acuoocodbalamina puede diferenciarse de la clanocobalamina em-
pleando placas de Silica-gel G, Para la deteccidén cualitativa

se aplican a una placa activada de Silica—-gel G, alrededor de 20
ml. de una solucidn problema que contenga 5-10 ug. de acuocobala
mina, Se procede al desarrollo ascendente de la placa hasta unos
2/3 del rccorrido total con 1:1 metanol ¥ agua (tiempo de desarro
llo: aproximadamente wuna y media noras), La acuocobalamina perma
nece inmediatamente enocima del punto de partida, mientras que la

cianocobalamina se desplaza hasta la zona media de la placa,
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