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Accién del alfa-tocoferol sobre la ;f [ sisuotess \ S
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ascorbinemia del conejo

Por la Srta. MARIA ANGELICA MALDONADO VELIZ

La accion coincidente de varias vitaminas en los procesos
nutritivos, es comprobacion fisiologica que cada dia adquiere
mayor relievancia en el campo de la biogquimica, dando susten-
taculo a interpretaciones farmacodindmicas. La mayor parte
de las vitaminas acliian en sinergia, de la cual se descubren pau-
latinamente complejas manifestaciones., De ahi que muchos
sindromes avitaminésicos, acompafiados por deficiencias nu-
tricionales, sean a veces {rasunto de una perturbduon de la si-
nergia bmqunmlcd entre distintos factores carenciales.

El resultado del desequilibrio bioquimico se sobrepone a la .
carencia vitaminica propiamente dicha, dependiente de una
aportacién alimenticia deficiente en varias vitaminas.

Las manifestaciones de esa disinergia de la actividad vita-
minica, se comprueba en fejidos y érganos y en muchos proce-
sos morbosos metabolicos. Por otra parte, la falta de vitami-
nas produce verdaderos procesos patolégicos, capaces de res-
taurarse tunicamente por la admmtstramnn oportuna de medi-
camentos de ese origen.

Este trabajo, que trata de la influencia de los mcoferole
sobre la ascorbinemia del conejo, con el fin de llevarlo a cabo
en forma ordenada y metddica, consta de las siguientes partes:
En la primera, hago un pequefio eshozo de las variaciones del
contenido de vitamina C en el organismo, por influjo de otras
vitaminas; en la segunda, trato de los cambios ascorbinémicos
por la exclusiva aceion de los tocoferoles; en la tercera parte ex-
pongo las investigaciones llevadas a cabo en conejos, machos
y hembras, empleando diversas ddsis de tocoferoles; en la cuar-
ta parte comento los resultados obtenides e interpreto las inves-
hgaclones realizadas; por ultimo, formulo las conclusiones e
indico la bibliografia consultada. :

Este trabajo terminé de redactarse en setiembre de 1952.
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Hago constar que el tema lo sugirid el Gatedritico de Far-
macologia y Posologia de la Facultad de Farmacia y Biogquimica
de la Universidad de Tima, Dr. Carlos A. Bambarén, a quien
expreso mi més profundo agradecimiento, por su invaluable ayu-
da en la basqueda bibliografica, que ya es tarea bastante ardua,
¥y por las facilidades que, con su amabilidad tan caracteristica.
ofrece a sus alummnos, salvando las dificuitades que se pre-
sentan en toda investigacion. También agradezco al Dr. Fer-
nando Montesinos por los consejos muy tutiles que me propor-
ciond para la parte practica; igualmente a la Q. . Victoria
Vargas, del Laboratorio de Bioquimica Especial y Bromatologia
Aplicada, que me ayudd en la cuantificacion folocolorimétrica
de la ascorbinemia.

ACCION DE LAS VITAMINAS SOBRE EL ACIDO ASCORBICO
v " DEL ORGANISMO ANIMAL

Los experimentos llevados a cabg por Urbach, Hickman y
Harris (28) sobre la correlacién de varias vitaminas en el plas-
ma sanguineo, son particularmenle inbteresantes. Después de
determinar ‘durante varias semanas seguidas la concCentracién
normal de las vitaminas A, E y C en el plasma hematico de ni-
fios y adultos, administraron a éstos grandes cantidades de una
u otra de estas vitaminas, con resultados sorprendentes. ‘Asi,
por ejemplo, la vitamina C disminuy6é de 10 a 20% a partir
del dia siguiente de administrar vitamina A (51,800 Unidades).
HEs de especial .interés en el caso de la vitamina A, el antago-
nismo con otras vitaminas liposolubles, especialmente con la
vitamina D y con algunas hidrosolubles, como el Acido Ascér-
bico. Este antagonismo se comprueba cuando se dan en ex-
ceso ambas vitaminag al mismo tlvmpo Ya que no se desarro 110
hipervitaminosis A.

En ratas que se alimentan con dielas sin vitamina A, el Aci-
do Ascorbico del corazon y probablemente de los rifiones v del
timo, estd muy disminuido.

Loq trabajos llevados g cabo 1)0‘1 B. Sure, R. M. Theis ¥
R. T. Harrelson (35) demostraron que cuando hay deficiencia
de vitamina A, la disminucién de Acido ascorbico en los pulmo-
nes es insignificante, pero en el higado y rifiones alcanza a 19
Y 23 %, respectivamente ,

Con deficiencia de vitamina ‘A el Acido Ascérbico disminuye
en la siguiente formas ‘

Corazén — 20. %
Rifiones — 27.39%
Timo — 24.1¢9,
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En. otros experimentos, obtuvieron ‘las siguientes disminl-

ciones:

Rincnes
Tino
Higado

Suprarrenales

Hipo6fisis
Tiroides

2. %
19.2 %
45. %
12.4 9%
25.8 %
15.3 %

- Continuando sus investigaciones sobre la influencia de la
avitaminosis en el mecanismo de oxido-reduccion del organis-
mo animal, B, Sure, R. M. Theis y R. T. Harrelson (3b), es-

tudiaron durante 3 afios el contenido de Acido Ascérbico de va-
rios tejidos y glandulas endocrinas, en muchas enfermedades
por deficiencia vitaminica. Asi, por ejemplo, en las ratas gue
sintetizan Acido Ascérbico, hallaron gran disminucién de esa

vitamina en ciertos tejidos y gliandulas endocrinas, cuando hay
deficiencia de Tiamina y Riboflavina, demostrandose una defi-
nida correlacion vitaminica.

Cuando hay deficiencia de Tiamina, la disminucién méas pro-

nunciada de Acido AscoOrbico se produce en los pulmones,
los siguientes:

resultados que obtuvieron son

Si la deficiencia vitaminica

Pulmén
Rifhdén
Higado

vitamina C puede llegar a:

Rifién
Higado
Timo

se prolonga, la disminuecién de .

3% %
23 %
18 7%

75

o

4.4 9
27.8 %

Los

-

Tratando de descubrir si el ayuno influye sobre el confeni-
do de Acido ascorbico de los tejidos v slandulas endocrinas, so-
metieron a ayuno a un animal durante 4 dias, a otrg 7 dias, a
dos 10 dias y a uno 11 dias; llegando a la conclusién que no hay
ningun cambio en la concentracién de vitamina C en los tejidos
o glandulas endoerinas.

La disminucién de Agcido aseérbico en los tejidos es mayor

en la deficiencia de Riboflavina, Las siguientes cifras de dis-

-

minucién de vitamina C se produjeron con, deficiencia de Ri-

boflavina:

Higado
Rifén
Pulmén
Timo
Tiroides

4.4 9
45.4
41.2 9
85.7 %
20.T %
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No se comprobaron modificaciones en las suprarrenales e
hipétisis.

Esta gran disminucién de Acido Ascérbico en el Timo, cuan-
do se coloca al animal en deficiencia riboflavinica, comparadas
con las halladas en avitaminosis tiaminica, son importantes.

La sintomatologia escorbitica se atentia y la supervivienicia
se prolonga, si a cuyes alimentados con dieta carente de vita-
mina C se les suministra al mismo tiempo Riboflavina; esto se
prueba cuando la dosis de ésta es de 0.6 a 1 mg.

Minich, Wright y Moore, han observado que la ascorbinemia
disminuye en la arriboflavinosis. Hopking (16) in vitro encon-
ir6 en ausenciag de metales v con pH 7.4 que la Riboflavina au-
menta la sensibilidad de la oxidacién fotocatalitica dei Arcido
Aszérbico. Morganp y Sannazari (22) han comprobadn recien-
temente, en cuyes con dieta completa, que el suministro de un
exceso de Riboflavina aumenty en forma apreciable el con-
tenido de vitamina C de las suprarrenales, gonadas y cerebro,
mieniras que disminuye en el higado.

F. de Felice (7) realizé6 una serie de experimentos con el
fin de -estudiar las variaciones de los 4cidos leve y dehidro-as-
¢orbico de algunos organos; por ejemplo, eje cerebro-espinal,
higado, rifiones, intestino, alero con sus anexos, testiculo y su-
prarrenales de cuyes pequefios (de los dos sexos) y de peso ini-
cial més o menos de 250 gr. con dieta carente de vitamina C,
pero que recibian simultineamente por via oral una dosis coti-
diana de 0.61 mg. de Riboflavina. Esos animales se mataron
en lotes de 2 o 3 sucesivamente después de 10, 15, 20, 25, 30,
y 35 dias de' avitaminosis. Otros cuyes alimentados con sslo
dieta escorbutigena, fueron muertos ya en avitaminosis y sir-
vieron de control.

Las ecomprobaciones demostraron que cuando integra la
dieta escorbutigena una dosis de 0.61 a 1 mg. por dia de Ri-

_boflavina, se retarda apreciablemente la disminucion de vita-

ming €, especialmente en el higado, nifiones, intestino y de ma-
nera particular en el sistema nervioso, modificandose en estos
drganos la relacion entre la forma oxidada y la reducida de la
vitamina .. La accion de la Riboflawina se explica aceptando que
actiia como co-enzima, infiriéndose que en tales casos en que
disminuye e] Acidp Ascérbico hay consumo exagerado de esa
vitamina por sustitueidén de su accion genérica o6xido-reductora,
o bien que los mecanismos autorreguladores de la produce 6n
de vitamina C experimenfan en los tejidos en que se iniciy el
proceso de su formacion, una depresién o disminucién como
consecuencia de la falta de Riboflavina.

Es dificil aplicar a la especie humana los resultados de los
experimentos en ratas, puesto que el organismo humano no
dispone de iguales mecanismos auforregulares de produccién
de Acido Aseorbico, que procede en su fotalidad de los alimentos
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“ingeridos, pero no puede excluirse, tampoco, a priori la influen-
cia de la Riboflavina sobre la vitamina G disponible.

En el escorbuto se observa con frecuencia trastornos car-
diacos por focos hemorragicos en el pericardio, a consecuencia
de la discracia sanguinea por carencia de Acido Ascérbico; pero
en mucho scasos se debe en realidad, como demostraron desde
1937 Weiss y Wilkins (37), a la coexistencia de un carencia
de Tiamina, que desde luego acenta ciertos sintomas de los
producidos por falta de vitamina G.

La Piridoxing no inf{uye grandemente en e] contenido de
Acido Ascarbico de los tejidos y glandulas endocrinas.

In vitro Unicamente se comprobé que la vitamina B12 es
incompatible con la vitamina G (36) .

TLas comidas con caroteno, segiin Besséy y Lowry (15), in-
crementan el Acido Ascoérbico en el plasma sanguineo. Dichos
investigadores examinando los alumnos de las escuelas publicas
de la ciudad de New York, encontraron que habia correlacién
entre caroteno en el plasma y vitamina C.

‘W. J. Lingherne (19) ha relatado los detalles del experi-
mento de la Real Fuerza Aérey Canadiense, cuyo personal fué

sometido a influencia de la vitamina €. Dividieron en 4 gru-

pos a los sujetos del experimento: Al primer grupo se le did
una alimentacién basal cuyo andlisis demostrd que proporcio»
naba 8 mg. diarios de Acido Ascorbico; el segundo grupo re-
¢ibid lg misma dieta més un suplemento de col eruda que daba
15 mg. diarios de Acido Asc6rbico, ingiriendo en total 23 mg.
El tereer grupo recibi6 la misma dieta, con la adicién de 70 mg.
de Acido Ascorbico por dia; en fanto que el cuarto grupo re-
cibié la dieta habitual con 78 mg. de Acido Ascérbico al dia.
Después de determinar la cantidad de vltamma C en los leu-
cocitos, los autores concluyen:

.a).— Con la ingestion de 8 a 23 mg. diarios de Acido As-
corbico la cantidad de vitamina G de los glébulos blancos, soélo
se mantiene a la mitad de la alcanzada cuando se toma 78 mg.
por dia.

b) .— Con 8 a 23 mg. diarios de vitamina C hay un déficit
tisular, que llegé a casi 2 mgr. en relacion con la maxima con-
centracion. ' )

¢) .— Cuando los glébulos blancos tiemen la mitad de la
cifra normal de vitamina C, e] Acido Ascérbico sérico esta au-
sente o s6lo ha alcanzado 0.1 a 0.4 mg. % .

d) .— La cantidad de vitamina C en los glébulos blancos,
parece que es indice de la cantidad total de Acido Ascdrbico en
el organismo.

e).— Cuando se suministra una canfidad suficientemente
grande de vitamina C, las cifras de tal vitamina en los gl6bulos
blancos y en el suero, llegan 5 lo normal en 24 hs. porque el
organismo retiene muy grandes cantidades de Acido Ascérbico.

ki«
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ACCION DE LOS TOCOFEROLES SOBRE LA ASCORBINEMIA

En 1930, Matill y Crawford (26), demostraron que !a pra-
pledad protmlora de las oxidaciones que posee el aceite de ger-
men de trigo, se debia a la presenciy de ciertas sustancias gra-
sas con “grupos oxidrilos'.

A estas sustancias antioxidantes les dieron Matill y Oleotl
(21), asi como otros autores, el nombre genérico de inhibitoles.

Desde: los trabajos de Evans y Burr (11), en 1927, se
ha comprobado que las sustaneias antioxidantes no so saponi-
ficables y que por lo tanto las contenidas en el aceite de germen
de trigo, como en otfras grasas animales o vegetales, no perte-
necen al grupo de los esteroides, ni al de los pigmentos carote-
noides, ni a lg vitamina A.

Por otro lado, Olcott y Matill (21), en 1934, asi como Ol-
cott y Emerson (26), en 1937, demostraron que las sustancias
antioxidantes que exislen en el aceite de germen de trigo, te-
nian la actividad biolégica de la vitaming E.

Olcott y Emerson, en 1937, por procedimiento sencillo de
regeneracién a partic de los alofenatos, obtienen los alcoholes
denominados tocoferoles demostrando que hay tres que poseen
en mayor- o menos grado lp actividad vitaminica E. -

Las denominaron alfa, bela y gamma tocoferol; las tres ac-
tian como antioxidantes, pero el alfa-tocoferol, segin Olcoit y
Emerson, seria el mas antioxidante.

En el afio 1938, por primera vez, Karrer sintetizé alfa-toco-
ferol, de modo que se tuvieron tocoferoles sintéticos, con igua-
les propiedades fisioldgicas a la vitamina E; antf's que fuera co-
nocida su constitucion quimica.

Los resultados de las investigaciones de Evans, de una parte,
v Karrer, de otra, demostraron que los ésteres de los tocofero-
les son siempre mas activos que los tocoferoles puros.

Hickman, Woosida, Kaley y Harris (13) han comprobado
que los tocoferoles aumentan la concentracion de vitamina A.
Esta actividad es tal vez ung propiedad gque se extiende, en ge-
neral, mas alld de la vitamina A, razén por la cual se le dena-
ming aclividad ‘“‘covilaminica E.

Davies y Moore (6), en la descripeion de la sinergia de las
vitaminas A-E en el higado, concluyen que el incremento de la
acumulacién se debe a la supresion o disminucién de oxidacién
por el tocoferol, el cual se comporta como antioxidante.

Las verdaderas sustancias antioxidantes inhiben la oxida-
cién sin estar necesariamente relacionadas con las reservas de
oxigeno del medio. En esta clase estarian situados los tocofe-
roles. i
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Los trabajos de preservacién de la grasa y de las vitaminas
a 37¢ en el cuerpo animal cargado con oxigeéno y enzimas oxi-
dativas, son muy dificiles.

La accion de los tocoferoles se debe, prlncipalmente a la

- disminucion de la oxidacién en el tracto mtestmal

E] caroteno y otras sustancias oxidables se recuperan de las
heces en cantidades proporcionalmente mayore S, después de ¢o-
midas simultaneas con tocoferoles. ;

La magnitud del incremento de recuperacion hallada en esos
experimentos, es cerca de 2 a 1, de la misma manera que mejo-
ra la utilizacion del caroteno en la rata, cuando come canfidades
equivalentes de tocoferoles.

La vitamina E, debido a su actividad antioxidante, protege
la vitamina A y el caroteno contra la oxidacién tanto en el trac-
1o intestinal como en las c¢élulas y como estas sustancias son
parlicularmente sensibles a la oxidacién, se puede aceptar, que
\'u proteceién se logrg con un antioxidante como la vitamina

. (2f)C :

T.a vitamina E hace posible que los organismos animajles
subsistan econ cantidades inferiores de vitamina A, logrando re-
servas de dicha vitaming con ingestion que, de otra manera, se-
ria insuficiente para lograrlo. La existencia de un aumento en
el consumo de oxigeno y de actividad de la succinoxidasa en el
musculo deficiente de vitamina E, permite afirmar que es es-
pecifica en los proeesos de respiracion tisular. Moderando el
grado de destrucecion oxidativa de importantes metabolitos (25),
no so6lo economiza sino potencializa a la vitaming A y los ca-
rotenos. 3

Esta propiedad antioxidante de la vitamina E, permite ex-
plicar que 1mp1da el enranciamiento de las grasas (2). :

La misién de la vitamina E de proteger en el metabolismo ce-
lular a las sustancias féacilmente oxidables, contra posibles al-
teraciones, se extiende al metabolismo de los hidratos de car-
hono de los misculos y tejidos y a la vitamina € (12).

G. Cimino y A. Bernardini (3), del Instituto de Pafologia
General de la Universidad de Catania, indagaron el comporta-
miento del Acido Asedrbico tisular, en animales tratados con
Alfa-tocoferol. Emplearon con este fin dos especies distintas
de animales, cuyes que no sintetizan Acido Ascérbico y ratas
que, por el contrario, sintetizan. En tedos los animales se de-
termind Acido i\qcorblco en los siguientes Organos: higado, ri-
nones, suprarrenales y bazo. El método empleado fué cl del
azul de metileno de Martini y Bonsignore, con las modificacio-
nes introducidas por Chalopin y Mudry (4), Wharren (38) ¥y
Zimerman (39). : .

Los experimentos [levados a cabo sobre el euy se_realizaron
asi: seleccionaron 40 animales de peso comprendido entre 300
a 400 gr., los alimentos con comida comun de laboratorio y
hojas de col que contienen abundante vitamina G.
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A la semana de tal alimentacion a un lote de 20 cuyes se les
suministré diariamente 10 mg. de Alfa-tocoferol (Ephinal Ro-
che) por via oral, mientras un segundo lote de 20 animales ser-
via de control. 3

Después de tres dias, un tercio del total de los animales fué
muerto al mismo tiempo que un namero igual de los de control
y se procedié a la determinaciéon del Acido Ase6Tbico tisular.
Al resto de 1os animales, tanto a los del experimento, como a los -
de control, se le suspendlo +e] suminisiro de la dieta anterior,
dandoles .dieta escorbutigena de Randoni y Lomba (33). Dias
- mas tarde se mataron estos animales y se determing el Acido
- Ascérbico, encontrandose que habia aumentado 80% en las
capsulas ‘suprarrenales, 57% en el bazo y 45% en el higado.

En experimentos con ratas albinas de 65 gr. de pé€so, 12
fueron sometidas a la accion del toeoferol, recibiendo diaria-
mente 5 mg. durante 30 dias de Alfa-tocoferol (Evion) por via
oral y 6 por via parenteral, (endoperitoneal) .

Este lote fué alimentado con una dieta compuesta de:

Caseina amido — 68%.

Aceite de pepita de algodén hidrogenado (manteca) — 99%.
Mezela salina de Osborne y Mendel — 49%,.

Aceite de higado de bacalao — 19%.

Antes dé suministrar la mezcla alimenticia, con excepcion
del aceite de higado de bacalao, se sometié a 41202 por 4 hs. para
eliminar de este modo cualquier traza de Acido Ascorbico. HEsta
dieta fué integrada oportunamente con un factor del complejo
B.

El resto de las ratas que sirvieron de control no recibieron
tocoferol y fueron alimentadas con la misma dieta.

Los resultados obtenidos después de determinar vitamina C
en los diferentes drganos, permite afirmar que las ratas que
recibieron alfa-tocoferol, incremenfaron el Aeido Ascdérbico en
las suprarrenales; tal accién es mdas notoria si la vitamina E, se
d& por via oral (919% de ineremento); por via parenteral, solo
hay ineremento de 31% .

INVESTIGACIONES EFECTUADAS

Se siguid para la cuantificacién de dcido ascérbico el mé-
todo dado por la Asociacién Norteamericana de Quimicos Vi-
taminolégos (23), v que estd basado en los de L. P. Peplu:)—
witz (27),W. B. Robinson y E. Stotz (31).

ElI método se basa en la decoloracion del 2-6 diclorofenol-
indofengl por el Acido Ascdrbico. En ausencia de sustancias-
que interfieran, la cantidad de Acido Ascérbico presente en la
muestra serd proporcional a la cantidad de reactivo decolorado.
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Reactivos . — Todos los reactivos deben ser Q. P. He uti-
lizado los de la casa Merck de Alemania. ‘

1.— Solucion Buffer pH. 4.— Disolver 30 gr. de ace-

tato de sodio anhidro con 70 ¢c. de agua bidestilada y 100 ¢.c
de acido acético glacial.
Solucién de 2.6 diclorofenol-indofenol.— Disolver 6 26
mg. du la sal sodica del diclorofenol-indofenol en agua bides-
tilada caliente. Esta solucion se conserva en frasco Oscurp y en
la refrigeradora en perfectas condiciones por espacio de 5 a 6
dias.

3.— Solucién de acido metafosférico al 8% .— Esfa solu-
eion debe guardarse en frasco oscure y en la refrigeradora, con-
servandose de este mode por espacio de 6 a 8 dias.

En la preparacton de estos reactivos he usado agua bidesti-
lada recientemente.

4.— Xileno.— La ecalidad del reactivo Merek es satisfac-
toria.

Es importante que el xileno esté libre de materiales oxi-
dantes.

La prueba para reconocer dichas sustancias, consiste en de-
colorar, una pequedia cantidad de solueién coloreada con Acido
Ascorbico y adicionar 5 ce. de xileno y agitar. Si después de 10
minutos de reposo, no aparece ningun color en el xileno, quiere
decir que esti apropiado para el uso; si aparece coloreado el
xileno debe sér destilado.

Todos los reactivos, a excepcion del xileno, han sido reno-
vados cada tres dias, a fin de contar con soluciones frescas.

5.— Standard de Acido Ascérbico.

Preparacién de la solucién Stock.— Se peso 100 mg. de
Acido Ascorbico (standard de la Farmacopea de los Estados
Unidos), que se disolvig en acido metafosférico al 6% y luego
se completo g 100 ce.

Entoneces, 1 ec. contendri 1 mg. de vitamina C.

Standard de trabajo.— De la solucion anferior se miden 10
cc. que se llevan a 100 c.c. con dcido metafosférico al 6% .

Por tanto, 1 c.e. contendria 0.410 mg. de vitaminas C.

Determinacién de la constante K.-— Se preparan 8 fiolitas
bien limpias y secas de 10 c.¢. y después de numerarlas se mi-
dén en la N° 1 0.4 c.c. del standard de trabajo; en'la N° 2
0.6 ¢.c.;enla N°3. 0.8 ¢c.c.; yasi sucesivamente hasta 1 c.c.,
2 c.c. y 3 c.e. en la fiola Ne 8, Se enrasan fodas a 10 c.c..
con aeido metafosférico al 6% . |

De cada dilucidn se toman b c.'c. que se trasvasan a los tu-

0s de prueba previamente numerados. Enseguida, se agrega

a cada tubo 5 c.c. del buffer, 2 c.c. del colorante y se agita
suavemente, luego se adicionan 10 c.c. de xileno, se tapan los
tubos y se agitan vigorosamente durante 6 a 10 segundos. Se
dejan reposar, decantando después las porciones xilénicas que
asi quedaran listas para llevarlas al fotocolorimetro.
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- Blanco.— Se prepard midiendo en un tubo de prueba 5 e.c.
de dcido metafosforico al 6% 5 c.c. del buffer, 2 c.c. del co-
lorante; agitando suavemente se adiciona al final 10 c.c. de xi-
leno, se tapa el tubo y se agifa vigorosamente durante 6 a 10
begundus

Tanto los standard como el blanco se prepararon al mismo
tiempo, efectuindose la lectura de cada uno de ellos, respecti-
vamente, en el fotocolorimetro de Klett-Summerson, usando el
filtro 500 mu. y ajustando el aparato a 0 de densidad con xile-
no puro

La aprecmmon de los standald y del blanco recibieron “di-
versas denominaciones; asi, para los primeros tenemos Os igual
a densidad 6ptica de cada dilucién, Ot igual a densidad Gptica
del colorante total luego el valor I\ (constante del aparato) se
dotermmo Segun la siguiente formula:

Mg. de Acido Ascorbico por tubo
=

Ot — Os

Teniendo en cuenta €l nimero de standard se obtuvo un pro-
medio de los valores K individuales.

El valor de K promedio hallado en la determinacién de la
constante fué 0.055. Teniendo el valor de K se procede a la
determinacién del problema.

Determinacién de vitamina € en plasma.— Se recibio la
sangre en tubos de centrifuga que contenian oxalato de potasio
al 20%, procurando evitar la hemdlisis que provoca disminu-
cion de vitamina C en el plasma (Kellie y Zilva, Bersook y Cola-
boradores, Buttler, Cushman y Bessey).

Enseguida, se procedi6 a centrifugar durante 15 minutos a
20,000 revoluciones por minuto. Despues, con toda precaucion,

_se mide del] plasma que sobrenada 2 c.c. adicionando a ellos

2 ¢le. de dcido metafosférico al 6% . De esta mezela bien agi-
tada se mide 1 ¢,¢. y completéa 10 c.c. con la solucién de deido
mefafosférico. Habiendo agitado completamente los liguidos
anteriores se filtra a través de papel Whatman N® 12.

De este filtrado se miden 5 ¢.c. én tubo de prueba grande, a
esto se adiciona 5 e¢.c. del “buffer”, 2 e.e. del colorante, se
agita suavemente y se agregan 10 c.c. de xileno, tapando el
tubo con un corcho se agita vigorosamente durante 6 a 10 se-
gundos para extraer el exceso de colorante.

Se deja reposar para luego verificar la decantacién del xi-
leno y proceder a la lectura. .

‘La férmula para realizar los célculos es la siguiente:
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mgrs. de Acido Ascorbico per 100 c. c de plasma.
(Ot -0ow x K ‘
= — x 100
¢.c. de plasma usado. '
Ot' - densidad optica a 500 mu. para €l colorante total.
Ou - densidad 6ptica a 500 mu. para la muestra problema.
K - constante del aparato.

Ejemplo:
Leetura de Ot 240. Densidad 0.48
Lectura de Ou 220. Densidad 0.44.

(0.48 - 0.44) x 0.055

Mg.% de vitamina C — — 0.83 mg.%
€¢.25
Precauciones.— El buffer y el xileno deben adicionarse en

forma rapida y seguida, porque el Acido AscoOrbico es inestable
después de ‘la adicion del buffer, y un contacto excesivamente
largo con el colorante permitiria que las reacciones de las pe-
quefifsimas sustancias reductoras se conviertan en apreeiables.
Algunas veees al agitar, se produce una emulsién entre el xi-
Ieno y las proteinas, para remper.dicha emulsién se puede usar
sulfato de sodio anhidro o una pequeia cantidad de filtro super-
cell. Fzie
Para la separacion de la capa xilénica también puede usarse
una pipeta, pero tanto en este método como en el de simple de-
cantacion, debe cuidarse que no se unan la capa acuosa con el
xilol. Si esto ocurriese se centrifuga consiguiéndose una rapida
separacion.

Observaciones.— El tiempo que transcurre entre el final de
Ja tltima agitacion y la lectura debe ser siempre mdas o menos
constante.

Si no se tiene papel Whatamn N® 12 para verificar la fil-
fracion, puede usarse el Ne 40, comQ se hizo, comprobandose que
da buen resultado. Nunca se usa papel de filtro corriente, ya
que siempre pasa el plasma desproteinizado, con aspecto opa-
lescente. ‘

La ultima agitacion o sea después de haber agregado xileno,
debe verificarse con el tubo de prueba.colocado en posicién li-
geramente oblicua, empezando lentamente y después ya en for-
ma vigorosa; si nosse toman estas precauciones, se produce una
emulsion inconveniente .

Los tubos de foiocolorimetro en los que se echa xileno, de-
ben esfar bien secos, aun cuando se use éter con tal fin,' debe
esperarse que se haya volatilizado totalmente.

. Todo el matarial con que se trabaja, debe estar hien limplo,
enjuagado con agua bidestilada y seco.
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DISCUSION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La concentracion plasmética de las vitaminas, es menor
que la concentracién en los tejidos; siendo sus variaciones mu-
cho mas ostensibles que las de otros componentes de la sangre,
segin Krehs (18).

El influjo de los tocoféroles sobre la cauudad de Vitamina
C en tejidos, 6rganos y sangre, es asunto esftudiado por varios
investigadores, que comprobaron incremento indiscutible.

He estudiado las variaciones de la ascorbinemia por accion
de los tocoferoles, comprobando que aumenta en forma bas-
tante notoria, sobre todo cuando la administracion de vitamina
E se efectia por via oral.

Se han usado para los experimentos ampollas y comprimidos
de vitamina E sintética; acetato de Alfa Tocoferol, de la casa
Roche de Nutley (Ephinal “Roche’) ,que lo proporcioné bonda-
samente “La Quimica Suiza’” S. A. de Lima,

Los experimentos- se llevaron a cabo con econejos hembras
y machos, dado que el sexo influye en los requerimienfos de
vitamina E.

Cuando inyecté vitamina-E por via peritoneal, se adminisiré
50 mg. aumentando la dosis gradualmente a 100, 200 y 400
mg. comprobando que la ascorbinemia aumentd en la propor-
¢i6n de 0.047 mg. %, 0.110 mg. %, 0.085 mg.% y 0.170
mg. %, respectivamente a las 42 hs. y 0.067 mg. %, 0.176
mg..%, y 0.120 mg. %, respectivamente a las 24 hs.

La ascorbinemia de los conejos hembras fué menor que la
de los machos; también reaccionan ante diversas dosis de to-
coferol en menor proporcién que los machos.

El aumenio de la ascorbinemia es mayor cuando se admi-
nigtra‘la vitamina E por via oral, pudiendo explicarse esta reac-
cion teniendo en cuenta \que los tocoferoles, en este caso, ac-
tian desde el intestino, impidiendo la oxidacién de la vitamina
C que trae consigo su destruceion, razén por la cual la ascorbi-
nemia es reducida. Ademaésy por via digestiva, los ésteres de 10s
tocoferoles se descomponen dando Tocoferol libre, que posee
gran poder antioxidante que impide la destruccién del Acide
Asedrbico y la consiguiente hiperascorbinemia.

Quackembush y sus asociados (30), han dicho que el toco-
ferol funciona como un antioxidante en el tracto gastro-intes-
tinal, mas bien que como usa vitamina, regulando esta fase del
metabolismo. El tocoferol actiia sohre la vitamina C con ca-
racter quimico, ya que evita que enzimas y otros agented oxi-
dantes ejerzan su accién sobre el Acido Ascorbico durante la
digestion intestinal. :

Samuel H. Epstein y Sergius Morgulis (9), con el fin de
eliminar los factores variables de la destruccién intestinal, han
hecho una serie de experimentos con-inyecciones intramuscula-
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res, del acelato de Alfa-focoferol, comprobande que las ratas
aparentemente utilizan el éster inyectado. También Knowlton,
Hines y Brinklous (17), afirman que las ratas utilizan el éster
tocoferol inyectado, y aunque era razonable suponer que los
conejos también tubiesen esta aptitud, Mattill (20) probo que
las inyecciones de los éster acetato de tocoferol eran ineficientes
- en los conejos con distrofia muscular. En 12 conejos inyectados
con 5 a 10 mg. no comprob6 ningtn efecto curativo, siendo
necesario administrar 20 mg. para gue se recuperase el animal
distréfico. Mattill sugirié que posiblemente el éster de tocofe-
rol que se utiliza debe primero hidrolizarse, siendo necesario

intervencion de una enzima que sélo se encuentra en el intestifiel*—-

.

CONCLUSIONES

la.— Se ha estudiado por primera vez en el Perq, las va-
riaciones en el conejo de la ascorbinemis por accion del Alfa-
tocoferol.

2a.— Se empled la téc nica de la Asociacion Norteamericana
ae Quimicos Vitaminologos, usando e] fotocolorimetro de Klett-
Summerson y filiro de 500 mu. para determinar el contenido
de vitamina C en la sangre, comprobande que aumenta el Acido
ascorbico por‘aceién del Alfa-tocoferol.

3a.— El mayor aumento de vitamina C se comprueba al ad-
ministrar Alfa-tocoferol por via oral a conejos machos, asi lo
prueban las determinaciones Ilevadas a cabo 12 y 24 horas des-
pués de administrar Alfa-tocoferol, que encontraron 0.836
mg. %,y 0.88'mg. % hasta 1.99 de ascorbinemia.

4a.— Los conejos hembras, en general, ofrecen menor in-
cremento de ascorbinemia, pues sélo llegaron a 1.7 mg. % por
accién del Tocoferol.
juando se administré Alfa-tocoferol por via parenteral
. (peritoneo), solo aumenta hasta 1.3 mg, % para los conejos’

machos y 1.418 mg. % para las hembras.
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La Pharmacopoea Internationalis (2 voltimenes) — la pri-
mera farmacopea internacional — gontiene la nomenclatura v
las normas lDttI‘H&CIOI’lﬂl(“S gue se recomiendan para las prepa-
raciones farmacéuticas de uso general.

El volumen I consta principalmente de: 199 monografias,
que dan normas para varios medicamentos y preparaciones, in- -
cluyendo los sueros antitoxicos y algunos de los mas recientes
antipaludicos; y 43 apéndices donde se facilitan pormenores so-
bre reactivos y soluciones reactivas, soluciones utilizadas para
analisis volumétricos, pesos y medidas, pesos atémicos inter-
nacionales y dosis usuales y maximas para adultos, de los me-
decamentos incluidos en el volumen I. También se describen
en estos apéndices los métodos de verificacion y determinacién
de las actividades de ciertas sustancias mencionadas en las
monografias. El volumen contiene, ademéis, instrucciones ge-
nerales, la explicacién de ciertos términos empleados y un in-
dice alfabético.

La Pharmacopoea internationalis, la ha elaborado un grupo
de técnicos/de la Organizacién Mundial de la Salud.
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