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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar y evaluar la calidad de las ampollas de
vitamina Bi2 distribuidas en el Centro Medico Naval (CEMENA), asi como hallar la
concentracion e identificar el principio activo hidroxocobalamina presente en las

ampollas.

La técnica fue transversal porque la investigacion se desarrollé en el periodo de junio a

octubre de 2015.

El estudio fue experimental, pues se empled la espectrofotometria Ultravioleta-Visible
(UV-VIS); se utilizaron 10 ampollas de vitamina Bi2 (hidroxocobalamina) que se
distribuyen de manera regular en el CEMENA, especificamente en pacientes con
problemas de anemia perniciosa, anemia megaloblastica y otras enfermedades

relacionadas con el sistema hematopoyético.

Los resultados arrojaron que el contenido de las muestras analizadas presentaron una
concentracion promedio de 0,96 mg/mL, correspondiente al 96,16% de
hidroxocobalamina. Asi también, se midi6é el pH en las muestras seleccionadas, dando

un promedio de 4.0 unidades de pH.



Al finalizar la investigacion, se lleg6 a la conclusion que la identificacidon, concentracion
de la hidroxocobalamina, el porcentaje de principio activo y el pH, cumplen con los limites

establecidos por la Farmacopea Britanica (BP) 2014.

Palabras claves: hidroxocobalamina, anemia megaloblastica, Farmacopea Britanica,

espectrofotometria UV-VIS.



ABSTRACT

This paper aims to identify and assess the quality of ampoules of vitamin B12 distributed
Naval Medical Center (CEMENA) and find the concentration and identify the active

substance hydroxocobalamin present in blisters.

The technique was cross because the study was conducted in the period from June to

October 2015.

The study was experimental, because the UV-Visible (UV-VIS) spectrophotometry was
used; 10 ampoules of vitamin B12 (hydroxocobalamin) which are distributed regularly in
the CEMENA, specifically in patients suffering from pernicious anemia, megaloblastic

anemia and other hematopoietic system related diseases were used.

The results showed that the content of the samples analyzed had an average
concentration of 0.96 mg / mL, corresponding to 96.16% of hydroxocobalamin. Also, the

pH was measured on selected samples, giving a 4.0 pH units.

After the investigation, it was concluded that the identification, hydroxocobalamin

concentration, the percentage of active ingredient and pH meet the limits set by the

British Pharmacopoeia (BP) 2014.
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Keywords: hydroxocobalamin, megaloblastic anemia, British Pharmacopoeia, UV-VIS

spectrophotometry.
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INTRODUCCION

La vitamina Bi2 esta indicada en multiples enfermedades del sistema hematopoyético,
siendo la mas frecuente aquella que es causada por deficiencia del factor intrinseco, la
anemia perniciosa. Esta es empleada también en la profilaxis de anemia macrocitica,
malabsorcion de vitamina Bi2, problemas Opticos (ambliopia por tabaco), anemias

macrociticas asociadas a alteraciones neuroldgicas.

En este trabajo, se utilizé el método analitico por espectrofotometria UV-VIS, por ser un
método econdémico, sencillo, rapido y que permite controlar la calidad del producto
terminado, al utilizar un método analitico previamente validado, lo cual demuestra que el

meétodo es seguro para obtener los resultados previstos.

Se utilizaron como referencia los parametros descritos en la Farmacopea Britanica (BP)

2014, asi como diferentes antecedentes con respecto al tema.

El presente trabajo no solo tiene como objetivo evaluar el nivel de calidad de la vitamina
B12 inyectable distribuida en el Centro Medico Naval, también, garantizar la seguridad y
eficacia que presenta este farmaco, para que su comercializacion y distribucion en los

establecimientos de salud a nivel nacional, no sea un motivo de preocupacion.
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CAPITULO I:

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la Realidad Problematica:
Hoy en dia se tiene como obijetivo reducir la cantidad de farmacos sin calidad como
resultado del mayor nimero de pesquisas y la nueva Ley de Medicamentos 29459,
la cual rige desde el afio 2009 y en la que se establecen requisitos para solicitar el
registro sanitario de los productos farmacéuticos y asi garantizar su eficacia, calidad

y seguridad.

Uno de los informes realizados por el Observatorio de la Calidad de los
Medicamentos de la Direccidbn General de Medicamentos Insumos y Drogas
(DIGEMID) en el afio 2012, arrojé una cantidad considerable de farmacos de dudoso
origen; segun el documento de las 450 evaluaciones realizadas, se tuvo como
resultado la existencia de 123 medicamentos que no cumplen con los estandares de

calidad que establece el Ministerio de Salud (MINSA).

El dato mas impactante de esta evaluacion es que en la actualidad hay 9
medicamentos con una calificacion de deficiente critico, los que en pocas palabras,

ponen en riesgo la salud de la poblacion del pais.

Para poder erradicar y detener esta situacion, uno de los factores es el cambio

normativo que entré en vigencia en enero de 2009 con la Ley de medicamentos y los
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Reglamentos adjuntos, los cuales estan poniendo en orden tanto a los laboratorios

como a las droguerias, en lo que respecta a la calidad de sus productos.

Otra de las acciones realizadas es el incremento de las pesquisas a nivel nacional,
que junto con lo mencionado lineas arriba, buscara reducir aln mas este tipo de
problemas que no solo afecta a nuestro pais, sino también a gran parte de nuestro

continente.!

1.2 Formulacién del Problema:
¢, Cual serd el nivel de calidad de la vitamina Bi2 inyectable distribuida en el Centro
Medico Naval (CEMENA) Cirujano Mayor Santiago Tavara, Bellavista de junio a

octubre de 20157

1.3 Objetivos de la Investigacion:
1.3.1 Objetivo General:
Determinar la calidad de la vitamina Bi2 inyectable distribuida en el Centro
Medico Naval Cirujano Mayor Santiago Tavara, Bellavista de junio a octubre

de 2015.

1.3.2 Objetivos Especificos:
v"Identificar el principio activo hidroxocobalamina presente en la vitamina

B12 inyectable.

16



v" Determinar la concentracion de hidroxocobalamina presente en la

vitamina B2 inyectable.

v" Determinar el pH de hidroxocobalamina presente en la vitamina B2

inyectable.

1.4 Hipotesis de la Investigacién:
1.4.1 Hipotesis General
La vitamina Bi2 inyectable distribuida en el Centro Medico Naval Cirujano

Mayor Santiago Tavara presentaria un nivel de calidad bajo.

1.4.2 Hipdtesis Secundarias

v’ La vitamina Bi2 inyectable no presentaria el principio activo

hidroxocobalamina.

v' La vitamina Bi2 inyectable no presentaria una concentracion de
hidroxocobalamina dentro de los limites especificados por la

Farmacopea Britanica (BP) 2014.

v' La vitamina Bi2 inyectable no presentaria un pH adecuado de
hidroxocobalamina dentro de los limites establecidos por la

Farmacopea Britanica (BP) 2014.
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1.5 Justificacion e Importancia de la Investigacion:
1.5.1 Justificacion de la Investigacion
Los medicamentos de calidad deficiente perjudican las prestaciones de
atencion de salud y son, desgraciadamente, muy frecuentes en muchos
paises.
Existen normas de calidad aceptadas al andlisis de farmacos publicadas en
varias farmacopeas, como la de los Estados Unidos (EE.UU), la Britanica, la

Europea y las Farmacopeas Internacionales.

Los criterios de calidad son: identidad, concentracién, uniformidad de

contenido de la forma farmacéutica, biodisponibilidad y estabilidad.

Todos estos aspectos de la calidad pueden verse afectados por el proceso
de fabricacion, el envasado, el almacenamiento y otros factores. Una calidad
deficiente puede dejar al medicamento sin efecto terapéutico y puede
ocasionar reacciones adversas o toxicas; estas, a su vez, pueden producir
dafios a los pacientes prolongando su enfermedad o induciendo un problema

de salud nuevo, ademas de malgastar recursos limitados.*

1.5.2 Importancia de la Investigacion
Esta investigacion es importante porque nos permite conocer y determinar si
la calidad y la concentracion del principio activo cumplen o no con los

estandares referidos en la Farmacopea Britanica (BP), y de esta manera saber

18



si es un medicamento seguro y eficaz para poder ser distribuido y ponerlo al

alcance de la poblacion.

El control de la calidad es la parte de las Buenas Practicas de Manufactura
(BPM) que consiste en el analisis de muestras de los farmacos para
comprobar si cumplen determinados parametros de calidad. Durante el
proceso de fabricacion, el fabricante analiza en el laboratorio muestras de

farmacos y los resultados se reflejan en un certificado de analisis de cada lote.

La deteccion en esa etapa de muestras de calidad deficiente, que no cumplen
las normas, puede deberse a diversas causas, como al empleo de practicas

incorrectas de fabricacion, almacenamiento o manipulacion.

Los problemas de seguridad de los medicamentos se deben habitualmente a
errores de medicacién, a deficiencias de calidad y a la inseguridad inherente

de ciertos farmacos.

Estos problemas de seguridad se manifiestan como Reacciones Adversas a
los Medicamentos (RAMSs), que pueden producir dafios graves a los pacientes
0 una prolongacion de su estancia en el hospital y ocasionar un gran consumo

de recursos.?
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CAPITULO II:

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la Investigacion:

2.1.1 Antecedentes Nacionales

No se encontraron antecedentes con respecto al tema.

2.1.2 Antecedentes Internacionales

Gonzales O, Rodriguez P, Francis L, Bergado J, (Desarrollo de la
formulacion Compvit-B® inyectable, Revista Cubana de Farmacia.) En este
estudio lo que se buscé fue desarrollar una formulaciéon de vitaminas del
complejo B con una concentracion alta y adecuada para combatir las
neuropatias que en ese momento eran muy frecuentes en Cuba, se
propusieron 8 variantes y solo se escogié una, la cual contenia Tiamina
(B1), Piridoxina (Bs) y Hidroxocobalamina (Bi2), se determiné la
concentracion de esta ultima por espectrofotometria, con un estandar de la
misma al 0,03%. En conclusion, se obtuvo un producto farmacéutico
inyectable, liofilizado de factura llamado Compvit-B®, compuesto por 100
mg de Bi, 100 mg de Bs y 5 000 pg de Biz, que cumple con las
especificaciones propuestas y que exigen los 6rganos regulatorios en la

produccion de medicamentos para uso humano.?®

20



Botet M, Garcia C, Troche Y, Caiizares Y, Moreno B, (Validacién de
método analitico para el control de la calidad de vitamina Biz 10000
inyeccion, Revista Cubana de Farmacia.) En este estudio se validé el
método de anadlisis por espectrofotometria para cuantificar la
cianocobalamina en las ampollas de vitamina B12 teniendo como referencia
la Farmacopea Americana USP 30, del afio 2007. La sustancia de
referencia quimica cianocobalamina fue suministrada por el grupo de
sustancias de referencia del Centro de Investigacion y Desarrollo de
Medicamentos (CIDEM), la cual fue analizada por el método cromatografico
establecido para realizar el control de la calidad de la materia prima, con
una pureza de 99,5 %. El producto terminado en forma de inyectable fue
elaborado en la empresa farmacéutica "Julio Trigo", identificado como el
lote 7001, fabricado en enero de 2007, el cual cumpli6 con las
especificaciones de calidad establecidas para el control de la calidad del

inyectable.

Los resultados del estudio de linealidad realizado muestran coeficientes de
regresion y de determinacién superiores a los exigidos por la USP 30, 2007
y la Regulacion 41-2007 del CIDEM, 0,99 y 0,98 respectivamente, lo cual
demuestra con el valor del coeficiente de correlacion obtenido, cercano a
la unidad, la existencia de correlacién, asi como el grado de relacion entre
las variables concentracion y respuesta detectada por el equipo empleado.
En el estudio de la repetibilidad realizado a una misma muestra, por el

mismo analista, el mismo dia, a través de 6 réplicas, se alcanz6 un
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coeficiente de variacion adecuado (0,59 %), lo que demostré la buena
precision del método, segun el limite para los métodos
espectrofotométricos: CV < 3,0%, esto evidencia que el método era
repetible en las condiciones del laboratorio. Los resultados del estudio de
especificidad, permitieron afirmar que el método fue especifico en relacion
con los excipientes que componian la solucion y que era aplicable al control
de la calidad y al estudio de estabilidad del producto terminado, porque no
se observo interferencia de estos en la determinacion del principio activo,
ya que los valores de absorbancia correspondientes al placebo son
menores del 1 %, con respecto al valor de la sustancia de referencia, por lo

tanto se demuestra la especificidad del método.

El estudio concluye que el método analitico validado por espectrofotometria
UV para la cuantificacion del principio activo del inyectable de vitamina B2
para el control de la calidad y el estudio de estabilidad resulté ser lineal,
preciso, exacto, robusto y especifico, en el intervalo de concentraciones
establecido y puede ser establecido como método de control de calidad

guimico al producto terminado.*

Sanchez J, (Estabilidad de la Hidroxocobalamina en agua para inyeccion
como antidoto contra cianuros.) Se evalué la estabilidad de la
Hidroxocobalamina en ampolla como antidoto para cianuros utilizando la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) utilizando como referencia

la Farmacopea Europea séptima edicion. También se aplico la
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espectrofotometria ultravioleta visible; en este caso se utilizé como
diluyente de las muestras acido clorhidrico 0,01 N, mientras el rango de

longitud de onda fue de 350 a 200 nm.

Se concluyo que la solucion inyectable de cloruro de hidroxocobalamina en
agua para inyeccion a la concentracion indicada como antidoto contra
cianuros, lista para administrar, es estable a temperaturas inferiores a
25° C, al menos durante un periodo de 15 meses. Por su inercia quimica y
propiedades fisicas, los viales de polipropileno constituyen el envase mas
adecuado para esta solucién, que no puede ser autoclavada, y debe ser

preparada por via aséptica sin esterilizacion terminal.®

2.2 Bases Teoricas:
2.2.1 Control de Calidad
El control de calidad consiste en realizar mediciones de parametros del
producto, determinando si los valores obtenidos estdn en concordancia con
unas especificaciones preestablecidas. Generalmente, dicho control de
calidad es aplicado a los productos producidos y utilizados por una empresa,

ya se trate de productos finales, intermediarios 0 materias.
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2.2.2 Evolucion historica de normativa farmacéutica:
e En 1906, la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
legislaba sobre el transporte interestatal de alimentos y medicamentos

adulterados (Acta 1906).

e En 1938, mueren mas de 100 nifios en (EE.UU) como consecuencia de
la comercializacion de una solucion de sulfanilamida en dietilenglicol,
esto dio origen a una enmienda del Acta Federal de 1906 en la cual se

incluy6 el concepto de seguridad de los medicamentos.

e En la década del 60, el desastre de la talidomida marca un punto de
inflexion en lo referente a normativa farmacéutica. Se introducen en
todos los paises desarrollados una serie de leyes que exigen seguridad

y eficacia demostrada con ensayos clinicos controlados.

2.2.3 Departamento de control de calidad

e Cada ente que tenga una autorizacion de fabricacion debe tener un

departamento de Control de Calidad.

e La independencia del departamento de produccion y, de otros

departamentos se considera fundamental.
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e Debe estar bajo la autoridad de una persona debidamente calificada y

con experiencia de uno o varios laboratorios de control a su disposicion.

2.2.4 Requisitos basicos para Control de Calidad
v' Recursos
e Instalaciones fisicas adecuadas
e Personal capacitado

e Procedimientos aprobados

v’ Tareas

e Muestreo

Preparacién de patrones de trabajo
e Inspeccion

e Ensayos

e Vigilancia

e Liberacibn/Rechazo

v" Objetos
e Materia prima
e Materiales de empaque
e Productos intermediarios
e Productos a granel

e Productos terminados

25



e Condiciones ambientales

2.2.5 Requerimientos basicos para Control de Calidad
e Muestreo aprobado por el Departamento de Control de Calidad
e Meétodo de anlisis validado
e Registros
e Revision y produccion de la documentacién de produccion
e Investigaciones de las fallas para todas las desviaciones
e Ingredientes que cumplan con la autorizacion de comercializaciéon
e Ingredientes que tengan la pureza requerida
e Envases adecuados
e Etiguetado correcto
e Liberacioén de los lotes por la persona autorizada

e Muestras de retencion de las materias primas y de los productos

2.2.6 Controles de rutina farmaceéuticos:
v" Ensayos habituales en control de calidad:
e Las analiticas que se realizan en un Departamento de Control
de Calidad son numerosas y variadas, debido al gran nimero de
productos distintos que se analizan y a las exigencias de cada

producto.
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Algunas pruebas son especificas para algunos productos,
mientras que otros ensayos son mas generales y se realizan

para casi todos los productos.

Aspecto: se trata de realizar una descripcion cualitativa sobre el
producto, tanto si es materia prima como producto acabado o
intermedio. Se comprueban distintas caracteristicas del producto
como pueden ser: apariencia (so6lido, liquido, suspensién), color,

forma, tamafio, entre otros.

Identificacion: estos ensayos deben establecer la identidad del
producto analizado y ser capaces de discriminar entre
compuestos parecidos o de estructura relacionada que pueden
formar parte de la muestra. Este ensayo debe ser lo mas
especifico posible. La falta de especificidad de un método de
identificacion puede ser resuelta mediante la combinacion de

varios métodos.

Ensayo de contenido: consiste en una determinacion cuantitativa

del producto, para establecer su grado de pureza o bien para

determinar el contenido de uno 0 mas componentes.
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Sustancias relacionadas: bajo este nombre se recogen posibles
Impurezas que puede contener una muestra, tanto derivadas de
la degradacion de algunos de los componentes de la muestra

como del proceso de produccion.

Propiedades fisico-quimicas: estas propiedades varian en
funcion de la naturaleza del producto. En preparados liquidos
pH, acidez, en solidos tamafio de la particula, dureza, entre

otros.

Ensayo de disolucién: es una medida como el producto es
liberado de la forma farmacéutica. Es una prueba muy
importante en control de calidad de preparados soélidos ya que
da una aproximacién del comportamiento del medicamento, en

el cuerpo.

Ensayo de uniformidad de unidades de dosificacion: es la

medida de homogeneidad del producto.

Ensayos biologicos: este tipo de ensayos se realiza utilizando
organismos microbiolégicos para evaluar determinadas
propiedades del farmaco. Se suelen realizar para muestras

liguidas de las cuales debe evaluarse su esterilidad o su carga
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microbiolégica, o bien para antibidticos y vacunas para

determinar su efectividad.

v Métodos instrumentales

Cromatografia de liquidos de alta eficiencia: aplicacién en
ensayos de contenido, caracterizacion de impurezas (acopladas
con espectroscopia de masas), determinacion de impurezas y

ensayos de estabilidad.

Cromatografia de Gases: aplicacion en ensayos de contenido,
caracterizacion de impurezas (acopladas con espectroscopia de
masas), determinacion de impurezas e impurezas organicas

volétiles (solventes residuales).

Espectrofotometria UV-VIS: aplicacion en ensayos de contenido,

ensayos de disolucion y determinacién de impurezas.

Espectrofotometria en el infrarrojo cercano: aplicacion en

ensayos en proceso.

Espectrofotometria de absorcion y emision atomica: aplicacion
en ensayos de contenido de metales (Na, Li, K) y determinacion

de impurezas metalicas (Al, Fe).
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e Polarimetria: aplicacion en determinacién de pureza Optica y

determinacion de excesos enantioméricos.

v" Nuevos métodos instrumentales:

e Métodos de andlisis térmico: calorimetria diferencial de barrido

(DSC), termogavimetria (TG).

e Electroforesis Capilar: tendencia a reemplazar a la HPLC.

2.2.7 Validacion de métodos de andlisis:

Los métodos de andlisis utilizados en el control de calidad de productos

farmacéuticos deben haber sido validados, previo a su uso, en rutina.

La validacion de un método de ensayo tiene como finalidad demostrar la

idoneidad de dicho método, para llevar a cabo un analisis determinado.

Mediante la validacién de un método se establece si los parAmetros de

calidad satisfacen los requisitos de una aplicacion analitica concreta.

Se requiere experimentacién y comparacién con valores de referencia

bien conocidos.
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Los objetivos de una validacion analitica son:

Garantizar la coherencia entre los resultados obtenidos y las

necesidades.

Asegurar la calidad y constancia de la calidad de la informacion obtenida.

Caracterizar métodos y herramientas analiticas.

Facilitar las auditorias de calidad, fundamentar la transferencia (de

métodos y herramientas) y la armonizacion de los resultados entre los

laboratorios, con el objetivo de conseguir el reconocimiento mutuo entre

laboratorios.

Segun la metddica de analisis que se realice, las validaciones pueden ser:

Prospectivas: para metodicas nuevas.

Retrospectivas: para metddicas muy utilizadas que no han sido
validadas, de las cuales se posee suficiente informacién para ser

validadas.

Revalidaciones: para metodicas validadas en las cuales se han
introducido cambios. El grado de validacion dependera de la naturaleza

de los cambios.
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v Selectividad:
La selectividad de un método, también denominada especificidad, es
la capacidad del método para asegurar que se esta evaluando el
analito de interés en presencia de una matriz con otros
componentes. La conferencia internacional sobre armonizacion de
requisitos técnicos para el registro de productos farmacéuticos para
uso humano (ICH) distingue dos categorias, en la evaluacion de la

selectividad:

e Identificacién: Puede confirmarse con resultados positivos al
comparar con muestras de referencia que contengan el analito,
en conjuncién con resultados negativos con muestras que no lo

contienen.

e Métodos Cuantitativos: Estos incluyen determinacién de
contenidos y ensayos de impurezas. Cuando se valida un
método cuantitativo en cuanto a la selectividad, se debe
demostrar que se discrimina entre el analito a determinar de

impurezas o excipientes.

v Linealidad:
Demostrar la linealidad de un método implica obtener en todo el

intervalo de concentraciones estudiado, una respuesta proporcional
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v

v

v

entre la concentracion del analito y la magnitud fisica medida

descrita correctamente, por el modelo o ecuaciéon de calibracion.

Intervalo:
Es el intervalo entre los niveles extremos de concentraciones que
puede ser determinado de forma precisa, exacta y lineal. ICH
aconseja cubrir intervalos de 80-120 %, para analisis cuantitativo o

bien 70-130 %, para ensayos de uniformidad de dosis.

Exactitud
La exactitud de un método analitico expresa la proximidad entre los
valores obtenidos por dicho método con los valores reales, obtenidos
mediante pesada de un estandar o bien con valores obtenidos por
un método de referencia adecuado. ICH recomienda realizar un
minimo de 9 determinaciones, cubriendo tres niveles de
concentracion (3 niveles x 3 replicados). Para preparados
farmacéuticos puede evaluarse la exactitud realizando un minimo de

6 determinaciones distintas.

Precision
Es una medida del error aleatorio asociado al método analitico. Los
resultados pueden expresarse en términos de desviacion estandar
absoluta o bien relativa (%CV). El nivel de exigencia de los

resultados dependera del tipo de muestra y del método utilizado.
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Segun ICH, tres niveles:
e Repetibilidad
e Precision intermedia

e Reproducibilidad

v’ Limite de deteccion
Se define como la cantidad méas pequefia de analito que puede ser
detectada en una muestra, aunque no sea posible determinarla a
ese nivel de concentracion. Existen diversas aproximaciones para
obtener este valor:

e Inspeccion visual en métodos no instrumentales.

e Cdlculos estadisticos basados en la relacion sefal/ruido,

aplicables a métodos con linea de base.

e Cdlculos estadisticos basados en la desviacidon estandar de la

respuesta obtenida, ya sea de los valores obtenidos o bien de

pardmetros de la curva de calibracién o del blanco.

e [Este es un parametro para métodos de anadlisis de trazas y

puede ser necesario en ensayos de uniformidad y de disolucion.
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v’ Limite de cuantificacion
Es el nivel de concentracion minimo que puede ser determinado de
forma exacta y precisa, bajo las condiciones operacionales
normales. Es un compromiso entre la concentracion del analito y la
precision y exactitud deseadas. Se suelen utilizar para su calculo los
mismos parametros que en el limite de deteccion, aunque con

criterios de aceptacion ligeramente distintos.

v Robustez
Es la evaluacion de la susceptibilidad del método de analisis a
variaciones de las condiciones analiticas, como variaciones en

reactivos y variaciones instrumentales.®

2.2.8 Espectrofotometria UV-VIS
La espectrofotometria UV-VIS es una de las técnicas mas utilizadas en
guimica analitica; se basa en el analisis de la cantidad de radiacion
electromagnética (REM), en el rango de longitudes de onda del ultravioleta y
visible, que puede absorber o transmitir una muestra en funcién de la
cantidad de sustancia presente. En otras palabras, se encarga de estudiar la
interaccién de la radiacion electromagnética con la materia, mide la cantidad
de luz absorbida en funcién a la longitud de onda utilizada, que comprende

la regién entre 160 y 780 nm.
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Para que la radiacion electromagnética incidente reaccione con la materia,
tiene que tener una longitud de onda (A) del mismo tamafio o menor que las
dimensiones del cuerpo irradiado. Es por ello que la radiacion de la regién
ultravioleta nos permite obtener informacion de las transiciones electronicas

de las moléculas.

Todas las técnicas de absorcién suponen que cuando una radiacion incide
sobre una muestra, se produce una absorcion parcial de esta radiacién, lo
que hace que se produzca una transicion entre los niveles energéticos de la
sustancia; atomo, molécula o ion X, pasando esta al estado excitado, X*, el
resto de radiacion es transmitida. Asi analizando una u otra podemos

relacionar la cantidad de especie activa presente en la muestra.

Concluyendo, entonces, que esta técnica nos permite identificar sustancias
quimicas (analisis cualitativo) y determinar su concentracion (analisis

cuantitativo).” 8

v’ Espectrofotdmetro
Es el equipo que utilizamos para medir la absorcién o transmision de

luz por parte de una muestra. Consta de las siguientes partes:

e Fuente de luz: suele ser una lampara que emite una luz (por
incandescencia de un filamento) policromatica, es decir que

contiene distintas longitudes de onda con distintas intensidades.
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Sistema Optico: a través de filtros, lentes y redes de difraccién se

focaliza el haz de luz y se selecciona una longitud de onda fija.

Compartimiento muestra: es donde se coloca la muestra, con un
espesor conocido, normalmente disuelta y en una cubeta de 1
cm de paso optico, sobre la que se hace incidir el haz de luz

monocromatica.

Sistema Optico: recibe la luz transmitida por la muestra, la

focaliza y selecciona por longitudes de onda.

Detector: recibe la sefal de la intensidad de la luz transmitida a

cada longitud de onda y la transforma en sefal eléctrica que un

ordenador pueda procesar.?
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FIGURA N° 1: PARTES Y MECANISMO DEL ESPECTROFOTOMETRO UV-

VIS
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Fuente: espectroscopia ultravioleta-visible. Disponible en: http://ocw.uc3m.es/ingenieria-

quimica/quimica-ii/practicas-1/PR-F-Anexos.pdf

v' Radiacién Electromagnética
Es la propagacion de energia a través del espacio sin soporte de
materia, a través de ondas producidas por la oscilacion o aceleracion

de una carga eléctrica.

Esta radiacion se puede ordenar en un espectro que se extiende
desde ondas de frecuencia muy elevadas (rayos gamma) hasta
frecuencias muy bajas (ondas de radio). La luz ultravioleta — visible
es solo una pequefa parte del espectro electromagnético, visible

(380 a 780 nm) y ultravioleta (160 a 380 nm).8
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FIGURA N° 2: ESQUEMA DE LA RADIACION ELECTROMAGNETICA
(REM)
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Fuente: Radiaciones ionizantes y no ionizantes. Disponible en:

http://www.rinconeducativo.org/radiacio/2radiaciones_ionizantes_y no_ionizantes.html

v' Ley de Beer—Lambert-Bouguer
Esta Ley fue descubierta de formas diferentes e independientes, en
primer lugar por el matematico y astronomo francés Pierre Bouguer
en 1729; luego, por el filésofo y matemético alemén Johann Heinrich
Lamber en 1760; y por ultimo, el matematico y fisico también aleman,

August Beer en el afio 1852.

Se puede decir que esta Ley se trata de un medio o método
matematico, el cual es utilizado para expresar de qué modo la

materia absorbe la luz. En ¢ptica (Rama de la fisica que se encarga
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del estudio de la luz) La ley de Beer afirma que la totalidad de luz que
emana de una muestra puede disminuir debido a tres fenbmenos de

la fisica, que serian los siguientes:

e El numero de materiales de absorcion en su trayectoria, el cual

se denomina concentracion.

e Lasdistancias que la luz debe atravesar a través de las muestra.

Denominamos a este fendmeno, distancia del trayecto optico.

e Las probabilidades que hay de que el fotbn de esa amplitud
particular de onda pueda absorberse por el material, esto es la

absortividad o también coeficiente de extincion.

La relacion anterior puede expresarse de la siguiente manera:

A=—¢ecd

Donde:

e A= Absorbancia

e E = Constante de absortividad
e D =Recorrido encm

e C = Concentracion

40



A medida que la luz atraviesa un medio que la absorbe, la cantidad
de luz absorbida en cualquier volumen corresponde a la intensidad
de luz que incide, luego se multiplica por el coeficiente de la
absorcion. Frecuentemente, la intensidad de un haz de luz incidente
declina significativamente a medida que pasa a través del medio
absorbente. Cuando esta relacion se expresa como Ley de Bouguer-

Lambert-Beer, tenemos que:

T=10"%4 o T=104

Donde:

e T =Transmitancia

e E = Constante de absortividad
e D =Recorrido en cm

e C = Concentracion

La transmitancia se puede expresar como la intensidad de la
radiacion incidente, esto puede dividir a la luz que emerge de la
muestra. La transmitancia se puede trazar con relacion a la
concentracion, pero esta relacién no seria lineal. Aunque el logaritmo
negativo en base 10 de la transmitancia si es lineal con la

concentraciéon. De esta forma, la absorciéon es medida como:

41



I

A =-logy (E) 0 A=-log,(T)

En resumen, esta Ley nos permite hallar la concentracién de una
especie quimica a partir de la medida de la intensidad de la luz

absorbida.®

v Limitaciones de la Ley de Beer-Lambert:

e Solo describe bien el comportamiento de soluciones diluidas
(menores a 10 Mm), esto se debe a que a mayores
concentraciones, la distancia entre las moléculas disminuye y
son afectadas electrostaticamente, por lo que disminuye su

capacidad de absorcion.

¢ Desviaciones quimicas: son moléculas estables en disolucion y
sin particulas en suspension. No se cumple cuando el analito se
asocia, disocia o reacciona con el disolvente para dar lugar a un

producto que presenta un espectro de absorcion diferente.

e Desviaciones instrumentales: solo se cumple con radiaciones

monocromaticas.1°

42



2.2.9 Vitamina Bi2: fuentes, funciones e importancia
La vitamina Bi2 es una de las vitaminas esenciales y de mayor importancia
en la dieta, guarda relacioén con el acido félico ya que estos actian juntos, en
algunas funciones metabdlicas. La carencia de cualquiera de los dos da por
resultado sintesis defectuosa de ADN en cualquier célula en la cual esté
ocurriendo replicacion y divisién de los cromosomas. Puesto que los tejidos
con la mayor tasa de recambio celular son aquellos que sufren los cambios
mas notorios, el sistema hematopoyético es especialmente sensible a la

carencia de estas vitaminas.

Un signo temprano de carencia es una anemia megaloblastica. Se producen
eritrocitos macrociticos anormales y sobreviene anemia grave. Esta forma de
hematopoyesis anormal, que se reconocié en el siglo XIX, denominada
anemia perniciosa, estimuld investigaciones que condujeron, por ultimo, al

descubrimiento de la vitamina B12 y el acido fdlico.

Incluso hoy, la anormalidad caracteristica de la morfologia de los eritrocitos
tiene importancia para el diagnostico y como guia terapéutica, después de la

administracion de las vitaminas.

v’ Historia
El descubrimiento de la vitamina Bi2 constituye un hecho histérico
gue se inicid hace mas de 180 afios. Las primeras descripciones de

lo que debieron ser anemias megaloblasticas aparecieron en el
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trabajo de Combe y Addison, quienes publicaron una serie de
informes de casos a partir de 1824; todavia es frecuente que se llame
anemia perniciosa addisoniana a la anemia megaloblastica. Si bien
Combe sugirié que el trastorno podria tener cierta relacion con los
procesos digestivos, fue Austin Flint quien, en 1860, describié por
primera vez la atrofia gastrica grave y llamo la atencion respecto a su

posible vinculo con la anemia.

Después que, en 1925, Whipple observé que el higado es fuente de
una potente sustancia hematopoyética para perros con deficiencia de
hierro, Minot y Murphy llevaron a cabo experimentos que les hicieron
acreedores del premio Nobel, donde demostraban la eficacia de la
alimentacion con higado para revertir la anemia perniciosa. Afos
después, Castle definié la necesidad tanto de factor intrinseco, una
sustancia secretada por las células parietales de la mucosa gastrica,
como de factor extrinseco, material similar a la vitamina presente en
extractos de higado crudo. Sin embargo, tuvieron que pasar casi 20
afios para que Rickes, asi como Smith y Parker, aislaran la vitamina
B12 y la cristalizaran; Dorothy Hodgkin recibié el premio Nobel por

determinar su estructura cristalina mediante rayos X.

Investigaciones recientes han demostrado que la vitamina Bai2
purificada en productos alimenticios, no es la coenzima activa en el

ser humano. Durante los procedimientos de extraccion, la forma labil
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activa se convierte en congénere estable de la vitamina, la
cianocobalamina; este debe modificarse in vivo para que resulte

eficaz.

Si bien se ha aprendido mucho sobre las vias metabodlicas donde
actian esta vitamina, persisten muchas preguntas por responder. La
mas importante es la relacion de la vitamina B12 y las anormalidades

neuroldgicas que conlleva este trastorno.

v' Propiedades quimicas
La formula estructural de la vitamina esta dividida en 3 porciones
fundamentales:
e Un grupo planar o nucleo corrina: una estructura en anillo similar
a la de porfirina, con cuatro anillos pirrol reducidos, enlazados a
un atomo central de Cobalto, y extensamente sustituidos con

residuos metil, acetamida y propionamida.

e Un nucledtido 5,6-dimetilbenzimidazolil, que se enlaza casi en
angulo recto con el nucleo corrina unido al atomo de cobalto y a

la cadena lateral propionato del anillo pirrol C.

e Un grupo R variable, cuyo tipo mas importante se encuentra en

los compuestos estables cianocobalamina e hidroxocobalamina
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y las coenzimas activas metilcobalamina y

dexosiadenosilcobalamina.

e Los términos vitamina Bi12 y cianocobalamina se aplican como
sinbnimos para todas las cobamidas activas en seres humanos.
Los preparados de vitamina Bi2 para uso terapéutico contienen
cianocobalamina o hidroxocobalamina, puesto que solo esos

derivados permanecen activos después de almacenamiento.

FIGURA N° 3: ESTRUCTURA DE LA VITAMINA B12
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Fuente: Scientific Psychic. Disponible:

http://lwww.scientificpsychic.com/health/vitaminas-y-minerales.html
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v" Funciones metabdlicas

Las coenzimas activas metilcobalamina y desoxiadenosilcobalamina
son esenciales para el crecimiento y replicacion celular. La
metilcobalamina se requiere para la formacion de metionina a partir
de homocisteina. Ademas, cuando las concentraciones de vitamina
Bi2 son inadecuadas, el folato queda atrapado como
metiltetrahidrofolato para causar una carencia de otras formas
intracelulares requeridas de &cido félico. Las anormalidades
hematolégicas que se observan en pacientes con carencia de
vitamina Biz son resultado de este proceso. La
desoxiadenosilcobalamina se requiere para la isomerizacion de

L-metilmalonil CoA hacia succinil CoA.

v" Fuentes naturales:
Los seres humanos dependen de fuentes exdgenas de vitamina Bi.
En la naturaleza, las fuentes primarias son ciertos microorganismos
capaces de sintetizar la vitamina, aguas negras, agua o la luz
intestinal de los animales y que sintetizan la vitamina. Los productos
vegetales no contienen la vitamina, a menos que se hayan
contaminado con esos microorganismos, de modo que los animales
dependen de la sintesis en su propio tubo digestivo, o de la ingestion

de productos animales que contengan la vitamina.
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La racion diaria recomendada es 3 a 5 microgramos; debe obtenerse
de subproductos animales en la dieta. Al mismo tiempo los
vegetarianos estrictos rara vez presentan deficiencia de la vitamina;
esta, esta presente en legumbres que fueron contaminadas con
microorganismos que sintetizan la vitamina, y los vegetarianos por lo

general, enriquecen su dieta con vitaminas y minerales.

v' Farmacologia
La vitamina Bi2 de la dieta, en presencia de &cido gastrico y
proteasas pancreaticas, se libera a partir de una proteina de unién
salival y alimento, y se une al factor intrinseco gastrico. Cuando el
complejo de vitamina Biz-factor intrinseco llega al ileon, interactta
con un receptor en las células de la mucosa y se transporta de forma
activa a la circulacion. El transporte ileal requiere de factor intrinseco,

bilis y bicarbonato de sodio (pH idéneo) adecuados.

La carencia de vitamina B12 en adultos rara vez depende de una dieta
deficiente en si; mas bien, por lo general, refleja un defecto en esta
compleja secuencia de absorcion. La aclorhidria y la secrecion
disminuida de factor intrinseco por las células parietales
consecutivas a atrofia gastrica o intervencion quirargica del

estdbmago constituyen causas frecuentes de disminucion de vitamina
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Bi2 en adultos. Los anticuerpos contra células parietales o complejo
de factor intrinseco también pueden ser importantes en la produccién

de una insuficiencia.

Diversas enfermedades intestinales pueden interferir con la
absorcion, por ejemplo trastornos pancreaticos (pérdida de secrecion
de proteasa pancreatica), crecimiento bacteriano excesivo, parasitos
intestinales, esprue y dafio localizado de células en la mucosa ileal
por enfermedad o como resultado de intervencién quirargica.

Una vez absorbida la vitamina B12 se une a la transcobalamina ll, una
globulina beta plasmaética, para transporte hacia los tejidos. En el
plasma hay también otras dos transcobalaminas (I y Ill), cuyas
concentraciones se relacionan con la tasa de recambio de
granulocitos; pueden representar proteinas de almacenamiento
intracelular que se liberan con la muerte celular. La vitamina B12 unida
a transcobalamina Il se elimina con rapidez del plasmay se distribuye
de preferencia a las células del parénquima hepatico. El higado es

un depdsito de almacenamiento para otros tejidos.

En adultos normales, hasta 90% de las reservas corporales de
vitamina Bi2 se almacena como coenzima activa, con una tasa de
recambio de 0,5 a 8 microgramos por dia, dependiendo del sitio de
las reservas corporales. La ingesta diaria recomendada en adultos

es de 2,4 microgramos.
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FIGURA N°4: METABOLISMO Y MECANISMO DE ACCION DE LA

VITAMINA B2
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Fuente: Revista Médica de Chile. Disponible en:

https://dub128.mail.live.com/?fid=flinbox

Cada dia se secretan en la bilis aproximadamente 3 microgramos de
cobalaminas, 50 a 60%, de lo cual no se destina a resorcion. Este
ciclo entero hepatico es importante, puesto que la interferencia con
la resorcion por enfermedad intestinal puede dar por resultado
agotamiento continuo de las reservas hepéticas de la vitamina. Este
proceso puede ayudar a explicar porque los pacientes presentaran
carencia de vitamina B12 en el transcurso de 3 a 4 afios después de

intervencién quirdrgica gastrica mayor; aun cuando no se esperaria
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gue una racion diaria requerida de 1 a 2 microgramos agotara las
reservas hepaticas de mas de 2 a 3 mg durante este tiempo.

El aporte de vitamina Bi2 disponible para los tejidos se relaciona de
manera directa con el tamafio del fondo comun hepatico de
almacenamiento y la cantidad de vitamina Biz unida a la
transcobalamina Il. La concentracion en plasma de vitamina Biz es
la mejor medida sistematica de la carencia de esta y normalmente
varia de 150 a 660 pmol (alrededor de 200 a 900 pg/ml). Debe
sospecharse carencia siempre que la concentracion sea menor de

150 pmol.

La correlacién es excelente, excepto cuando estan aumentadas las
concentraciones en plasma de transcobalamina | y Ill, como ocurre
en una afeccion hepatica o en un trastorno mielo proliferativo.
Tomando en cuenta que la vitamina Bi2 unida a estas proteinas no
esta relativamente disponible para las células, los tejidos pueden
tener insuficiencia cuando la concentracion de vitamina Bi2 es normal
o incluso alta. En pacientes con ausencia congénita de
transcobalamina Il, se presenta anemia megaloblastica a pesar de
concentraciones de vitamina Bi2 en plasma relativamente normales;
la anemia respondera a dosis parenterales de vitamina Bi2 mayores

que la depuracién renal.
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Se han informado defectos del metabolismo intracelular de vitamina
Bi2 en nifios con aciduria metilmalonica y homocistinuria. Los
mecanismos posibles son la incapacidad de las células para
transportar vitamina Bi2 o para acumularla, debido al fracaso para
sintetizar un aceptor intracelular, un defecto en la formacion de
desoxiadenosilcobalamina una falta de isomerasa de metilmalonil

coenzima A (CoA).

v Carencia de vitamina B12
Se reconoce en clinica por su impacto en los sistemas
hematopoyéticos y nervioso. La sensibilidad del sistema
hematopoyético se relaciona con su tasa alta de recambio celular.
Otros tejidos con tasas altas de recambio celular (p. ej., mucosas y
epitelio cervical) muestran necesidades igual de grandes de la

vitamina.

A causa del aporte inadecuado de la vitamina Biz, la replicacién de
ADN se vuelve muy anormal. Una vez que una célula madre
hematopoyética queda comprometida para ingresar en una serie
programada de divisiones celulares, el defecto de la replicacion
cromosomica lleva a la incapacidad de las células en maduracion en
maduracion para terminar divisiones nucleares, si bien la maduracion
citoplasmatica contina a un ritmo relativamente normal. Esto origina

la produccion de células morfologicamente anormales y muerte de
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células durante la  maduracion, fenomeno denominado
hematopoyesis ineficaz. Esas anormalidades se identifican con
facilidad mediante examen de la medula 6sea y de sangre periférica.
La maduracion de precursores eritrociticos es altamente anormal
(eritropoyesis megaloblastica). Las células que salen de la médula
Osea también son anormales, y aparecen en sangre periférica
muchos fragmentos de células, poiquilocitos y macrocitos; el
volumen eritrocitico medio aumenta. Cuando la carencia es notoria,
puede haber afeccion de todas las lineas celulares y sobreviene

pancitopenia pronunciada.

La carencia de vitamina Bi2 por lo general puede diagnosticarse por
medio de mediciones de las cifras séricas de dicha vitamina, o de la
concentracion sérica de acido metilmalonico. Esta ultima es un poco
mas sensible y se ha utlizado para identificar insuficiencia
metabdlica en pacientes con cifras séricas normales de vitamina Bao.
Como parte del tratamiento clinico de un paciente con anemia
megaloblastica, puede utilizarse una prueba terapéutica con dosis
muy pequefias de la vitamina para confirmar el diagnostico. Se
efectuan mediciones seriadas del recuento de reticulocitos, el hierro
sérico y el hematocrito; para definir la recuperacion caracteristica de

la produccién de eritrocitos normales.
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La prueba de Schilling se utiliza para cuantificar la absorcion de la
vitamina y delinear el mecanismo de la enfermedad. Al efectuar la
prueba de Schilling con factor intrinseco agregado y sin él, es posible
distinguir entre insuficiencia de factor intrinseco, por si misma, y

enfermedad primaria de células ileales.

La carencia de vitamina Bi2 puede ocasionar dafio irreversible del
sistema nervioso. Se observan tumefaccion progresiva de neuronas
mielinizadas, desmielinizacion y muerte de células neuronales en la
médula espinal y la corteza cerebral. Esto causa una amplia gama
de signos y sintomas neurolégicos, entre ellos, parestesias de las
manos Y los pies, disminucion de los sentidos de vibracion y posicion,
con inestabilidad resultante, merma de los reflejos tendinosos
profundos y, en etapas mas tardias, confusion, mal humor, pérdida

de memoria e incluso pérdida de la visién central.

El paciente puede mostrar ideas delirantes, alucinaciones o incluso
una psicosis manifiesta. Dado que el dafio neuroldgico puede
disociarse de los cambios del sistema hematopoyético, la carencia
de vitamina B12 debe considerarse como una posibilidad en pacientes
con demencia y trastornos psiquiatricos, incluso en ausencia de

anemia.
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v Tratamiento con vitamina B2
La vitamina B2 esta disponible para inyeccion o administracion oral,
0 en combinacion con otras vitaminas y minerales para darse por via
oral o parenteral. El preparado debe elegirse siempre con base en el
reconocimiento de la causa de la carencia. Aun cuando los
preparados en presentacion oral pueden usarse para complementar
dietas insuficientes, tienen relativamente poca utilidad en el
tratamiento de enfermos con insuficiencia de factor intrinseco o
enfermedad ileal. Si bien cantidades pequefias de vitamina Bi2
pueden absorberse mediante difusion simple, no es posible confiar
en la via oral para el tratamiento eficaz en pacientes con carencia
notoria de vitamina Biz y hematopoyesis anormal o déficit
neuroldgico. Por tanto, el preparado mas conveniente para tratar un
estado de carencia de vitamina Bi2 es la cianocobalamina, y debe

administrarse por via intramuscular o subcutanea profunda.

La inyeccidn de cianocobalamina es segura si se administra por via
intramuscular o subcutanea profunda, pero nunca debe aplicarse por
via intravenosa. Se han emitido raros informes de exantema
transitorio y anafilaxia después de la inyeccion. Si un paciente sefiala
sensibilidad previa a inyecciones de vitamina Biz, debe llevarse a
cabo una prueba cutanea intradérmica antes de administrar la dosis

completa.
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La cianocobalamina se utiliza en dosis de 1 a 1000 microgramos. Su
captacion, almacenamiento y utilizacion en los tejidos dependen de
la disponibilidad de la transcobalamina Il. Dosis de mas de 100
microgramos se depuran con rapidez del plasma hacia la orina, y la
administracion de cantidades mayores de vitamina Bi2 no dara por
resultado mayor retencion de la vitamina. La administracion de 1000
microgramos es util en la practica de la prueba de Schilling. Luego
de la administracion oral de vitamina Bi2 marcada con isotopos, el
compuesto que se absorbe puede recuperarse cuantitativamente en
la orina si se aplican 1000 microgramos de cianocobalamina por via
intramuscular. Este material no marcado satura el sistema de
transporte y los sitios de unién en los tejidos, de modo que durante
las 24 horas siguientes se excreta mas de 90% de la vitamina

marcada y no marcada.

Diversos preparados multivitaminicos se comercializan como
complementos alimenticios o para el tratamiento de la anemia.
Muchos de ellos contienen hasta 80 microgramos de
cianocobalamina; en algunos casos, combinada con concentrado de
factor intrinseco obtenido de estbmago de cerdo u otros animales
domésticos. Una unidad oral de factor intrinseco se define como la
cantidad de material que se unird a 15 microgramos de

cianocobalamina y la transportara.
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Casi todos los preparados multivitaminicos complementados con
factor intrinseco contienen 0,5 unidades orales por tableta. Si bien la
combinacion de vitamina Biz y factor intrinseco para administracion
oral pareceria ideal para pacientes con insuficiencia de dicho factor,
estos preparados no son confiables. Con el tratamiento prolongado,
algunos pacientes presentan fendbmeno refractario al factor intrinseco
por via oral, quiza relacionado con produccién de un anticuerpo
intraluminal contra la proteina de cerdo. Los pacientes que toman
esos preparados deben someterse a revaloracion periddica a fin de

identificar cualquier signo de recurrencia de anemia perniciosa.

Se ha informado que la hidroxocobalamina, 100 microgramos por via
intramuscular, tiene efecto mas sostenido que la cianocobalamina;
una sola dosis conserva las concentraciones plasmaticas de la
vitamina Bi2 dentro de los limites durante hasta 3 meses. Aun asi,
algunos enfermos muestran reducciones de las concentraciones
plasmaticas de vitamina Bi2 en el transcurso de 30 dias, similar a lo
gue se observa después de administrar cianocobalamina. Ademas,
la administracién de hidroxocobalamina ha dado por resultado la
formacion de anticuerpos contra el complejo de transcobalamina Il-

vitamina B12.

La vitamina Bi2 tiene una reputacion inmerecida como “ténico de la

salud”, y se ha usado en diversos estados morbosos. El uso eficaz

57



de la vitamina depende del diagndstico exacto y de una comprension

de los principios generales del tratamiento:

La vitamina Bi2 debe administrarse con fines meramente
profilacticos cuando haya una probabilidad razonable de
carencia. La falta de esta vitamina en la dieta vegetariana
estricta, su malabsorcion predecible en pacientes sometidos a
gastrectomia, y ciertas enfermedades de intestino delgado
constituyen esas indicaciones. Cuando la funcién
gastrointestinal es normal, puede estar indicada la
administracion oral de un complemento profilactico de
vitaminas y minerales, incluso vitamina Bi2. De otro modo, el
paciente  debe recibir inyecciones mensuales de

cianocobalamina.

La facilidad relativa del tratamiento con vitamina Bi2 no debe
evitar una investigacion completa de la causa de la carencia.
El diagndstico inicial suele estar sugerido por una anemia
macrocitica 0 un trastorno neuropsiquiatrico inexplicable. La
comprension completa de la causa de la carencia de vitamina
Bi2 comprende estudios de aporte de la dieta, absorcion

gastrointestinal y transporte.
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El tratamiento siempre ha de ser lo més especifico posible. Si
bien hay muchos preparados multivitaminicos, el uso de
regimenes vitaminicos de “escopetazo” en el tratamiento de la
carencia de vitamina B12 puede ser peligroso. Dicha estrategia
conlleva el peligro de administrar tal cantidad de acido folico
gque se produzca recuperacion hematolégica, con el
consecuente enmascaramiento de una insuficiencia continua
de vitamina B2, y el surgimiento o agravamiento de un posible

dafio neurolégico.

Si bien la prueba terapéutica clasica que consiste en dar
cantidades pequefias de vitamina Bi» puede ayudar a
confirmar el diagndstico, los ancianos con enfermedad aguda
pueden no tolerar retrasos en la correccion de una anemia
grave. Esos pacientes requieren transfusiones sanguineas
complementarias y tratamiento inmediato, tanto con acido
félico como con vitamina Bi2, para asegurar una pronta

recuperacion.

El tratamiento a largo plazo con vitamina Bi2 debe valorarse a
intervalos de 6 a 12 meses en pacientes que por lo demas
estan sanos. En caso de otra enfermedad o situaciones que

puedan aumentar la necesidad de la vitamina (p. €j.,
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embarazo), la revaloracion debe efectuarse con mayor

frecuencia.

v' Tratamiento de pacientes con enfermedad aguda
El método terapéutico depende de la gravedad de la enfermedad.
Los individuos con anemia perniciosa no complicada, en quienes la
anormalidad se restringe a anemia leve o0 moderada sin leucopenia,
trombocitopenia ni signos o sintomas neuroldgicos, mostraran
respuesta a la administracion de vitamina Biz sola. Ademas, el
tratamiento puede retrasarse hasta haber excluido otras causas de
anemia megaloblastica, y haber efectuado suficientes estudios de la
funcién gastrointestinal, para revelar la causa fundamental de la
enfermedad. En estas circunstancias, una prueba terapéutica con
volumenes pequefios de vitamina Biz por via parenteral (1 a 10
microgramos por dia) puede confirmar la presencia de una carencia

no complicada de vitamina Bao.

Por el contrario, los enfermos con cambios neuroldgicos o leucopenia
o trombocitopenia graves en relaciéon con infeccion o hemorragia
requieren tratamiento urgente. Es probable que las personas de
mayor edad con anemia grave (hematocrito de menos de 20%)
tengan hipoxia histica (tisular), insuficiencia cerebrovascular e

insuficiencia cardiaca congestiva. El tratamiento eficaz no debe
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esperar a la practica de pruebas diagnosticas detalladas. Una vez
confirmada la eritropoyesis megaloblastica, y reunida la cantidad
suficiente de sangre para mediciones posteriores de las cifras de
vitamina Bi2 y acido folico, el paciente debe recibir inyecciones
intramusculares de 100 microgramos de cianocobalamina,y 1 a5 mg
de &cido fdlico. Durante las primeras o primeras dos semanas
siguientes, se administraran a diario inyecciones intramusculares de
100 microgramos de cianocobalamina, junto con un complemento

diario por via oral de 1 a 2 mg de acido félico.

Dado que no ocurrira incremento efectivo de la masa eritrocitica
durante 10 a 20 dias; los enfermos con notorio decremento del
hematocrito e hipoxia histica también deben recibir una transfusiéon
de 2 a 3 unidades de eritrocitos aglomerados. En caso de
insuficiencia cardiaca congestiva, pueden administrarse diuréticos
para prevenir sobrecarga de volumen.

Los pacientes suelen informar incremento de la sensacion de
bienestar durante las primeras 24 horas que siguen al inicio del
tratamiento. De manera objetiva, la memoria y la orientacién pueden
mostrar mejoria notoria, aunque la recuperacion completa de la
funcidon mental puede llevar meses o, en realidad, nunca ocurrir.
Ademas, incluso antes que quede de manifiesto una respuesta

hematologica obvia, el paciente puede informar incremento de la
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fuerza, mejor apetito y disminucién de las molestias en la boca y la
lengua.

El primer cambio hematologico objetivo es la desaparicion de la
morfologia megaloblastica de la médula 6sea. Al corregirse la
eritropoyesis ineficaz, la concentracion plasmatica de hierro
disminuye en grado notorio, conforme el metal se utiliza en la
formacion de hemoglobina. Esto suele ocurrir en el transcurso de las
primeras 48 horas. La correccion completa de la maduracion de
precursores en la médula 6sea, con produccion de un mayor namero
de reticulocitos, empieza hacia el segundo o tercer dia, y alcanza un

maximo 3 a 5 dias, mas tarde.

Cuando la anemia es moderada a grave, el indice maximo de
reticulocitos serd 3 a 5 veces mayor que la cifra normal (es decir, un
recuento de reticulocitos de 20 a 40%). La capacidad de la médula
Osea para sostener una alta tasa de produccion determina la tasa de
recuperacion del hematocrito. Los pacientes con carencia de hierro
complicante, una infeccidén u otro estado inflamatorio, o nefropatia,
pueden no ser capaces de corregir la anemia. Por tanto, es
importante vigilar el indice de reticulocitos durante las primeras
semanas. Si dicho indice no continla a cifras altas, pese a un
hematocrito de menos de 35%, se cuantificaran de nuevo las cifras

plasmaticas de hierro y acido félico, y se revalorara al paciente en
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busca de alguna enfermedad que pueda estar inhibiendo la

respuesta de la médula 6sea.

El grado y la rapidez de disminuciéon de los sintomas y signos
neuroldgicos dependen de la gravedad y la duracién de las
anormalidades. Las que solo han estado presentes muchos meses
tienen probabilidades de desaparecer con rapidez relativa. Cuando
un defecto ha estado presente muchos meses o afios, es posible que

nunca se recupere por completo la funcion normal.

v' Tratamiento a largo plazo con vitamina Bi2
Una vez iniciado, el tratamiento con vitamina Bi2 debe conservarse
de por vida. Es necesario que esto quede claro para el paciente y la
familia, asi como establecer un sistema que asegure inyecciones
mensuales continuas de cianocobalamina. Una inyeccion de 100
microgramos de cianocobalamina cada cuatro semanas por via
intramuscular basta para conservar cifras plasmaticas normales de

vitamina B2 y el aporte adecuado para los tejidos.

Los pacientes con sintomas y signos neurolégicos graves pueden
tratarse con dosis mayores de vitamina Bi2, durante el periodo que
sigue inmediatamente al diagnodstico. Pueden prescribirse dosis de

100 microgramos por dia o varias veces a la semana durante varios
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meses, con la esperanza de estimular unan recuperacion mas rapida

y mas completa.

Es importante vigilar las concentraciones de vitamina Bi2 en el
plasma y hacer biometria hematica a intervalos de 3 a 6 meses, para
confirmar la utlidad del tratamiento. Dado que el fenémeno
refractario ante este ultimo puede aparecer en cualquier momento, la

valoracion debe continuar durante toda la vida del enfermo.

v' Oftros usos terapéuticos de la vitamina B12

La vitamina Bi2z se ha utilizado en el tratamiento de diversas
enfermedades, entre ellas neuralgia del trigémino, esclerosis multiple
y otras neuropatias, diversos trastornos psiquiatricos, crecimiento o
nutricién inadecuados, y como “ténico” para pacientes que se quejan
de cansancio o fatigabilidad facil. No hay pruebas de la validez de
ese tipo de tratamiento en alguna de dichas enfermedades. Se ha
constatado cierta eficacia de un régimen de sostén de vitamina Bi2

para el tratamiento de la aciduria metilmalonica en nifios.'!
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2.3 Definicidn de términos basicos:

Administraciéon de Alimentos y Medicamentos (FDA): agencia del gobierno de
los Estados Unidos responsable de la regulacion de alimentos, medicamentos,
cosmeéticos, aparatos médicos, productos biolégicos y derivados sanguineos.
Anemia megalobléstica: enfermedad caracterizada por deficiencia de vitamina
B12, &cido folico o ambas. El termino megaloblastico se refiere al gran tamafio de
las células precursoras de la medula 6sea (blastos), entre ellos los eritrocitos.
Anemia perniciosa: tipo de anemia megaloblastica caracterizada por deficiencia
del factor intrinseco, el cual es esencial para su absorcion.

Aclorhidria: estado clinico en el que la produccion de &cido géstrico en el
estébmago es inexistente.

Aciduria metilmalonica: enfermedad congénita y hereditaria. Se caracteriza por
la ausencia o defecto de la enzima metilmalonil CoA-mutasa, ocasionando
acumulacioén de acido metilmalonico en fluidos, como la orina.

Anafilaxia: reaccion alérgica grave en todo el cuerpo a un quimico que se ha
convertido en alérgeno.

Biometria hematica: prueba de sangre para evaluar el estado general de salud
y detectar una amplia gama de enfermedades, anemias, infecciones y leucemia.
Cromatografia: método fisico de separacion en el que los componentes que se
han de separar se distribuyen entre dos fases, una de las cuales esta en reposo
(fase estacionaria), mientras que la otra se mueve en una direccion definida (fase

movil).
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Coenzima: cofactor organico no proteico, que unido a una apoenzima, constituye
la holoenzima (forma activa de las enzimas).

Cobamidas: coenzima de la vitamina Bi2

Diurético: sustancia que favorece la eliminacién de liquidos.

Eritrocitos: células sanguineas (glébulos rojos)

Eritropoyesis megaloblasticas: formacion de glébulos rojos anormales
Exantema: erupcion cutanea que aparece de forma aguda, frecuentemente con
enfermedades infecciosas.

Esclerosis multiple: enfermedad auto inmunitaria que afecta el cerebro y la
medula espinal (sistema nervioso central).

Esprue: atrofia anormal de las vellosidades intestinales e inflamacion del
revestimiento del intestino delgado, se relaciona con la malabsorcion.

Factor intrinseco: glicoproteina sintetizada por las células parietales de la
mucosa gastrica, necesarias para la absorcién de vitamina Biz.

Farmaco: molécula inactiva que, al interactuar con otras sustancias y/o
receptores, ejerce una actividad terapéutica en una determinada célula o
conjunto de células.

Granulocitos: células sanguineas (leucocitos) que se caracterizan por la
presencia de granulos en su citoplasma, entre ellas tenemos: neutrofilos,
basofilos, eosinofilos.

Gastrectomia: intervencion quirdrgica que consiste en la remocion parcial o total

del estbmago.
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Homocisteina: aminoacido azufrado importante en la transferencia de grupos
metilos en el metabolismo celular.

Homocistinuria: enfermedad metabdlica caracterizada por presentar un nivel
elevado del aminoacido homocisteina en el plasma sanguineo y en la orina
Hematocrito: examen de sangre que mide el porcentaje del volumen de toda la
sangre que esta compuesta por glébulos rojos.

Hematopoyesis: proceso de formacion, desarrollo y maduracién de los
elementos formes de la sangre.

Hipoxia: estado de deficiencia de oxigeno en los tejidos.

Insuficiencia cerebrovascular: enfermedad caracterizada por la disminucién de
flujo sanguineo al cerebro (isquemia cerebral).

Insuficiencia cardiaca congestiva: enfermedad por la cual el corazén no
bombea de manera normal, de tal modo no se cubren las necesidades
metabdlicas que requieren las células para su Optimo funcionamiento. Es la
incapacidad del corazén de bombear cantidad suficiente de sangre.
Medicamento: sustancia quimica que es util en el diagnéstico, tratamiento y
prevencion de enfermedades, de sintomas o signos patoldgicos, que es capaz
de modificar los ritmos biolégicos. El medicamento es un farmaco util con fines
médicos.

Materia prima: materia extraida de la naturaleza y que se transforma para
elaborar materiales que mas tarde se convertird en bienes de consumo.
Metionina: aminoacido esencial de caracter hidréfobo.

Macrocitos: eritrocitos de tamafio anormalmente grande.
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Nefropatias: enfermedades del aparato urinario.

Neuralgia del trigémino: trastorno nervioso que causa un dolor punzante o de
tipo electrochoque en partes de la cara.

Neuropatias: enfermedades del sistema nervioso.

Parénquima hepatico: componente fundamental del higado, compuesto por
hepatocitos.

Pancitopenia: trastorno que se caracteriza por la disminucién de todas las
células sanguineas (eritrocitos, leucocitos y plaquetas).

Poiquilocitos: células sanguineas desiguales y variables encontradas en una
misma muestra.

Proteasas: enzimas encargadas de la degradacion de las proteinas.
Reticulocitos: células precursoras de los globulos rojos.

Transcobalamina: proteina encargada del transporte y distribucion de
cianocobalamina.

Tumefaccion: hinchazon de una parte del cuerpo.
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CAPITULO I

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 Tipo de Investigacion:

La investigacion es descriptiva porque se utilizé y describieron los procedimientos
para determinar la calidad de la vitamina B2 inyectable, a su vez se expusieron los

resultados obtenidos con su respectivo analisis.

3.1.1 Método

Se utilizé el método cientifico, ya que cumplié con todos los parametros de
una investigacion cientifica. Inductivo porque se tomaron los datos de las

muestras, se analizaron y se compararon los resultados para obtener las

conclusiones respectivas.

3.1.2 Técnica

Es transversal, pues se realizé la investigacion en un periodo de junio a

octubre de 2015.

3.1.3 Diseno

Experimental porque se prepararon muestras en el laboratorio y se
analizaron en el espectrofotometro UV-VIS; para ello, se tomé como

referencia la Farmacopea Britanica (BP) 2014.
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3.2 Poblacion y Muestreo de la Investigacion:

3.2.1 Poblacién

Abarca las ampollas de vitamina Bi2 distribuidas en el CEMENA.

3.2.2. Muestra

Se seleccionaron 10 ampollas de vitamina Ba2.

3.3 Variables e Indicadores:

VARIABLE DIMENSIONES INDICADORES
Identificacion Presenta — no presenta
Calidad de vitamina
Concentracion 95-110%
B12
pH 3.8-55

3.4 Técnicas e Instrumentos:

3.4.1 Técnicas:
Se llevo a cabo el procedimiento sin presencia de luz; se diluyé la cantidad
gue contiene el equivalente de 2.5 mg de anhidrido de hidroxocobalamina
100 ml con una solucién que contiene 0,8% v/v de acido acético glacial y
1,09% w/v de acetato de sodio y se midié la absorbancia de la solucion

resultante a un maximo de 351 nm.1?
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3.4.2 Instrumentos:

Los instrumentos que se utilizaron son:

Espectrofotometro UV-VIS (Hewlett Packard modelo 8453)
Cubetas con 1 cm de paso optico

Fiolas de 100 mL

Pipetas volumétricas

Beackers de 50 mL
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CAPITULO IV:

PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1 Resultados:

TABLA N° 1: DATOS DE LA MUESTRA

NOMBRE HIDROXOCOBALAMINA
N° DE LOTE 141118
LABORATORIO PHARMAGEN S.A.C

Fuente extraida del trabajo de investigacion

TABLA N°2: DATOS DE LA CANTIDAD DE

MUESTRA EMPLEADA DE

HIDROXOCOBALAMINA

MUESTRA VOLUMEN
M1 2,5ml
M2 2,5ml
Ms 2,5ml

Fuente extraida del trabajo de investigacion



FIGURA N° 5: PREPARACION DE LA MUESTRA

[ MUESTRA ]

2,5 ml (equivalente a 2,5 mqg)

FIOLA

100 mL

Adicionar solucién de acido acético glacial y acetato de

sodio, homogenizar la solucioén y enrasar a volumen

SOLUCION

_— ESPECTROFOTOMETRO
RESULTANTE

Medir ENSAYO ENSAYO

IDENTIFICACION CONTENIDO

Fuente extraida del trabajo de investigacion. Elaboracion propia.
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TABLA N°3: LECTURAS PROMEDIO DE
LA MUESTRA OBTENIDAS POR EL
ESPECTROFOTOMETRO
MUESTRA ABSORBANCIA
M1 0.46451
M2 0,47013
Ms 0,47186

Fuente extraida del trabajo de investigacion

CALCULOS:

[IM=-2FD
a.c

Donde:

[ ]M = Concentracién de la muestra
A = Absorbancia

a = Coeficiente de absortividad

¢ = Longitud de la celda

FD = Factor de dilucion
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CONCENTRACION MUESTRA 1:
[JM = 0.46451
195 x 1

[[M= 0002382 g x 1000 mg

100 mL 1¢g
[ IM =0,02382 mg/mL x FD 1mg 100 %
[IM =0,02382 x 100 0,9528

2,5

% muestra

% muestra = 95,28%

[ ]M =0,9528 mg/mL

CONCENTRACION MUESTRA 2:
[]M= 0.47013
195 x 1

[[M= 0002410 g x 1000 mg

100 mL 1¢g
[IM =0,02410 mg/mL x FD 1mg 100 %
[IM =0,02410 x 100 0,9644 % muestra
2,5

% muestra = 96,44%

[ IM =0,9644 mg/mL
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CONCENTRACION MUESTRA 3:

[IM = 0.47186
195 x 1
[[M= 0002419 g x 1000 mg
100 mL 1g

[IM =0,02419 mg/mL x FD

[]M = 0,02419 x 100

2,5

[IM =0,9676 mg/mL

0,9676

1 mg

100 %

% muestra = 96,76%

TABLA N°4: CUANTIFICACION DE LA MUESTRA
MUESTRA | CONCENTRACION | HIDROXOCOBALAMINA
mg/mL %
M1 0,95 95,28
M2 0,96 96,44
Ms 0,96 96,76
PROMEDIO 0,96 96,16

Fuente extraida del trabajo de investigacion
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TABLA N° 5: DETERMINACION DEL pH
MUESTRA UNIDADES
M1 3,9
M2 4,1
Ms 4,0
PROMEDIO 4,0

Fuente extraida del trabajo de investigacion

4.2 Analisis e Interpretacion de Resultados:

4.2.2 Especificaciones

Luego del andlisis, se considera satisfactorio el contenido de vitamina B2
(hidroxocobalamina), ya que se encuentra dentro del rango comprendido

entre 95,0y 110,0%, tal y como indica la Farmacopea Britanica (BP) 2014.

Identificacion de hidroxocobalamina: Luego de preparar la solucién, se
midié la absorbancia a 351 nm y a 361 nm, dando por resultado una
proporcién alrededor de 0.6435, muy cercano a lo que indica la
Farmacopea Britanica (BP) 2014, para las longitudes de ondas utilizadas,
alrededor de 0.65. Considerando satisfactoria la identificacion de la

vitamina B12.
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e pH: La medicion del pH se considera satisfactoria, ya que se encuentra
dentro del rango establecido por la Farmacopea Britanica (BP) 2014, de

3,8 a 5,5. Siendo el resultado de 4,0 unidades de pH.
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DISCUSION

Tras haber concluido los andlisis y pruebas respectivas, los resultados obtenidos
durante el desarrollo de la investigacién pudieron establecer la presencia del
principio activo hidroxocobalamina (vitamina Bi12) en las ampollas distribuidas en
el Centro Medico Naval, asi como su cuantificacion mediante el método de
espectrofotometria UV-VIS, cuyos resultados (0,96 mg/mL correspondiente a
96.16% de hidroxocobalamina) lo cual permitio concluir que la muestra analizada
cumplio con los criterios de calidad establecidos por la Farmacopea Britanica

(BP) 2014.

En la investigacion realizada por Martha Botet, Caridad Garcia, Yenilen Troche,
Yanara Cafizares y Barbara moreno, titulada “Validacién de método analitico
para el control de la calidad de la vitamina B12 10000 inyeccién”, se
obtuvieron resultados positivos en todas las pruebas realizadas a las ampollas
de vitamina Biz, al igual que esta investigacion, utilizaron el método de
espectrofotometria UV-VIS, lo que demuestra que es un método seguro y

confiable.

En la investigacion de Olivia Gonzales, Publio Rodriguez, Liliana Francis y José
Bergado, titulada “Desarrollo de la formulacion Compvit-B inyectable”, se
evalud la concentracion de la vitamina Bi2 con un patron de referencia cuya

concentracion fue de 0,03 mg/mL, lo que diferencia de esta investigacion ya que
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al aplicar los fundamentos teéricos de la ecuacion de Lambert y Beer por medio
del calculo con el coeficiente de absortividad de la hidroxocobalamina, se evitd
el uso de estandares de referencia, en algunos casos de dificil acceso y alto
costo. Este procedimiento es valido y es aplicable por las farmacopeas

internacionales.

El método validado es sencillo, rapido y barato al compararlo con otros métodos
analiticos, tales como: métodos por HPLC, pues el tiempo de analisis es menor,
se obtiene la respuesta analitica con mayor rapidez, ademas brinda la posibilidad
de su uso en el control de la calidad y el estudio de estabilidad del producto

terminado.

En la investigacion realizada por Sanchez Ramos, titulada “Estabilidad de la
hidroxocobalamina en agua para inyeccibn como antidoto contra
cianuros”, la vitamina Bi2 fue analizada por tres métodos: HPLC,
espectrofotometria infrarroja y espectrofotometria UV-Vis. Al evaluar la
estabilidad de dicha vitamina como antidoto para cianuros, los estudios fueron
mas amplios y los datos arrojados tenian que ser lo mas exacto posible, podemos
decir que los resultados obtenidos por espectrofotometria UV-Vis fueron
satisfactorios dentro del rango establecido por la Farmacopea Europea séptima

edicién, al igual que la presente investigacion.

Los tipos de investigaciones sobre evaluacion de medicamentos distribuidos en

el Centro Medico Naval son importantes, ya que productos con baja calidad
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podrian afectar el tratamiento de muchos pacientes, generalmente, con
enfermedades hematopoyéticas, tales como anemia perniciosa, anemia

megaloblastica, y problemas en el metabolismo del acido félico.

81



CONCLUSIONES

. Se determind la calidad de la vitamina Biz inyectable distribuida en el Centro
Médico Naval, la cual cumple con lo establecido por la Farmacopea Britanica (BP)

2014.

. Se identifico el principio activo hidroxocobalamina en las ampollas de vitamina B2
distribuidas en el Centro Médico Naval, el cual cumple con los limites establecidos

en la Farmacopea Britanica (BP) 2014.

. Se determind la concentracion de hidroxocobalamina en las ampollas de vitamina
B12 distribuidas en el Centro Médico Naval, la cual se encuentra dentro del rango

establecido por la Farmacopea Britanica (BP) 2014.

. Se determind el pH de la hidroxocobalamina en las ampollas de vitamina B2
distribuidas en el Centro Médico Naval, el cual se encuentra dentro de los limites

establecidos por la Farmacopea Britanica (BP) 2014.

. La hidroxocobalamina, en las ampollas de vitamina Bi2 distribuidas en el Centro

Medico Naval, cumple con la evaluacion de calidad de acuerdo a lo establecido

por la Farmacopea Britanica (BP) 2014.
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RECOMENDACIONES

Realizar diversas pruebas de calidad a las ampollas que contengan hidroxocobalamina;
asimismo, ensayos de bioequivalencia y biodisponibilidad también puede ser ltiles para
garantizar la seguridad, calidad y eficacia de los productos que, no solamente se
comercializan en el Centro Medico Naval, sino también en todos los establecimientos de

salud a nivel nacional.

El analisis y la evaluacion cuantitativa y cualitativa del principio activo hidroxocobalamina,
establecida por la Farmacopea Britanica (BP) 2014, debe ser una prueba de calidad
obligatoria y solicitada a los laboratorios, tanto nacionales como internacionales, al optar
el registro sanitario para poder autorizar su ingreso a los establecimientos de salud y

garantizar su eficacia, seguridad y confiabilidad para el paciente.
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ANEXOS

DATOS OBTENIDOS DEL ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS CON RESPECTO A LA

CONCENTRACION DE LA HIDROXOCOBALAMINA:
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DATOS OBTENIDOS DEL ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS CON RESPECTO A LA

IDENTIFICACION DE LA HIDROXOCOBALAMINA:

Ratio/Equation Report Date 31/08/2015 Time 14:51:11 Page 1l of 1
ENSAYO DE IDENTIFICACION DE HIDROXICOBALAMINA INYECTABLE SEGUN BP 2014

Method file : C:\CHEM32\1\METHODS\CONTENIDO\LTORRES\AMOXIC .M (modified)

Last update: Date 31/08/2015 Time 02:50:52 p.m.
Information : ENSAYO DE IDENTIFICACION DE HIDROXICOBALAMINA INYECTABLE SEGUN BP 2014
Data File : <data not saved>

Overlaid Spectra:
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Equation : Ratio = WL1/WL2
Where : WLl = Abs(361nm), WL2 = Abs(35lnm), Wt = Weight, V = Volume
# Name Dilut. Factor Ratio Abs<361nm> Abs<351nm>
1 MP1 1.00000 0.64276 0.28069 0.43670
2 MP2 1.00000 0.64414 0.28137 0.43681
Report generated by MGO SEGRAEUres o suwwwssenis 9
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