UNIVERSIDAD  RACIONAL  AUTONOMA
DE  MEXICU

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESTONALES
LARAGUZA

EFECTO DEL TRAUMA QUIRURGICO EN NINOS, SUBRE LA
CONCENTRACIUN SANGUINEA DE ACIDO ASCORBIGCO

Tests  Profesional

Yue para obtener el Titulo de
QUIMICO FARMAGCEUTICO BIOLOGO

presentan

ROSAURS PEREZ MEDINA

México, D. F, TESIS CON - 1959
FALLA PE ORIGER -




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



TESIS CON FALLA DE ORIGEN



INDICE

IdTRODUCCION

1.1 Marco histérico

1.2 Quimica y bioquimica de la vita-

mina C

1.3 Requerimientos en condiciones de

salud

1.4 La vitamina C en los procesos
fecciosos

FUNDAMENTO DEL PROBLE:A
PLAWTEAMIENTC DEL PRO3LEMA
OBJETIVOS

HIPOTESIS

HATERIAL Y METODOS

6.1 Material bicldgico

6.2 Procedimientos de laboratorio
6.3 Métodos estadisticos

RESULTADOS

DISCUSIOH DE RESULTADOS

in

Pigina

11

“12

13
14
14
17
24



10,0

11.0

12,0

CONCLUSIONES
RECUMENDACIONES
REFERENCIAS

AHEXOS

48

E1Y

Sl

60



1.0 INTRODUCCION

1.1 Marco histérico
El conocimiento acerca de la eventual presencia del
escorbuto en el hombre,precedid a la sintesis quimica de

la vitamina C,en 3500 afios.

Aun cuando desde el sigle XVIII se sabia que los cfi-
triios curaban el escorbuto,el dramdtico final de la flo-
ta del almirante George A. Ansug.integrada para dar ia -~
vuelta al mundo.motivé a James Lind a realijzar en 1747 su
histdrice experimento en el barco Salisbury.Fue en base a
esta experiencia que el aimirantazgo inglés dictd medidas
pertinentes para que los marineros fuesen abastecidos con

jugo de 1imdn durante sus prolongadas travesias.

En el presente siglo,el escorbuto adquirid resonan--
cia mundial a)l conocerse la noticia de que los integran--
tes de la expedicidn comandada por el capitdn Robert Fal-
con Scott,para explorar el polo sur,fallecieran a conse--

cuencia de esta enfermedad.

En épocas recientes el escorbuto sdlo se ha documen-
tado en forma esporidica,particularmente en nifos lactan-

tes y ancianos. (1).



1.2 Quimica y biogquimica de la vitamina C
La vitamina C,conocida también como vitamina anties-
corbiitica o dcido ascdrbico,se encuentra principalmente -
en las frutas y en algunos vegetales;en la Teche recién -
ordefiada puede encontrarse en una concentracidon que des--
ciende rapidamente,a medida que este alimento es expuesto

a la luz y al aire (2).

S8lo pocas especies animales (los monos y los coneji
1os de indias),ademds del hombre,necesitan de la vitami-
na C que proveen los alimentos.Casi todos los animales es
tin bioquimicamente dotados para sintetizar la vitamina C

a partir de ta glucosa (1,3).

Entre 1910 y 1920,Zilva y sus colaboradores trabaja-
ron intesamente para aislar y sintetizar lta vitamina C.-
Sus estudios perhitieron conocer que esta vitamina no so-
lo previene la aparicion del escorbuto,sino que participa

activamente en el desarrollo de los tejidos dentarios (1)

En 1828 Svirbely y Szent-Gyrogyi lograron aislar del
jugo de naranja,de la col y de las glandulas suprarrena--
les,un dcido que calificaron como "hexzhurdnico".Mientras
tanto King,auxiliade por sus colaboradores,obtuvo Ta vita
mina del jugo de limén y demostrd que el dcido hexahurfni

co era precisamente esta vitamina (17).



Quimicamente el 3cido L-~ase¢drbico,e¢s un compuesto -
altamente soluble en agua,con un peso molecular de 176,
Se le identifica con la f&rmula CSHBOG'E] dcido L-ascOr-
bico es considerado como la forma activa de esta vitami-
na,sin embargo el 4dcido dehidro-L-ascirbico tiene tam---
bién actividad antiescofbﬁtica {(1,4).

E1 dcido ascdrbico es obtenido de frutas y vegeta--
les frescos,particularmente de aquellos que tienen un -
crecimiento rdpido.Los animales sintetizan el dcido asw-
cdrbico a partir de la glucosa que sufre una transforma-
cidn a dcido L-guidnico,de éste a L-gulonolactona,que se
transforma en 2-ceto-gulonolactona,la cual es convertida
en 3cido ascdrbico.Hay evidencias que hacen pensar que -
el hombre no sintetiza Tla vitamina C,en virtud de gque ca
rece de tos sistemas enzimdticos que permiten convertir

la L-gulonolactona en &cido ascérbico (1,2 y 5),

E1 dcido ascdrbico es facilmente destruido por oxi-
dacidn:la exposicidn al aire y a un medio alcalino,al ca
lor y el contacto ccn ¢i cobre o el hierro,favorecen la
transformacidn del icido ascdrbico en dcido diceto guld-
nico,acido oxdlico y otros derivados.Curiosamente,Ta ma-
yoria de los alimentos ricos en vitamina C contienen tam
bién otros &dcidos orgidnicos con actividad antioxidante,

que preservan la vitamina € (2).



Su absorcidn ocurre en el intestino delgado.Cuando
el aporte en 1a dieta es de 50 a 150 mg/dia,e! nivel de
esta vitamina en el plasma se mantiene a una concentra-
cidn de 1.2 mg/dL.£1 umbral renal del &cido ascérioice -
es aproxiﬁadamente de 1.4 mg/dL;una concentracidn mayor

favarace su presencia en la orina,apareciends en su for

ma quimica oeriginal o como sulfato (1,5 y 6).

Por ser &8} dcido escdrbico una substancia que tie-
;e una gran capacidad reductora,forma parte de los sis-
temas enzimiticos de los tejidos donde ocurren proceswvs
de oxidacidn y reduccidn.Participa en la hidraxilacibn
de la prolina para la sintesis del coligeno.Por otro la
do,interviene en la hidroxilacidn del triptefano y en =
ja cunversian de hidroxifenil-piruvato,para dar lugar -~
al 3cido homogentisico en el camino metabblico de la ti
rosina.Participa también en la hidroxilacién y sintesis

de esteroides en las glandulas suprarrenalec (1).

En animales de experimentacién se ha probado su par
ticipacidén en los procesos de regenaeracidn neuromuscular

y cicatrizacidn de los tegumentos (1).

“
La deficiente ingestidn de vitamina C por tiempe -

protongado,da lugar a la aparicion de los sigros y sin--

tomas que identifican al escorbuto.las alteraciones pa-

toldgicas de esta enfermedad,se encuentran relacionados



a los defectos que ocurren en 1a formacidn del tejido cg
ldgeno.Precisamente,el defecto en el revestimiento de los
vasos sanguineos,es debido a la deficiente unidén de las -
c€lulas por anomalfas en el cemento intercelular.Por esta
misma razdn acontecen alteraciones en el tejido osteoide
que conforma la matriz de los huesos y las estructuras -

dentales (5-8).

Desde el punto de vista clinico,el escorbutoc se mani
fiesta por los cambios patoldgicos en 1os vasos sanguia=--
neos,la piel,los huesos,los dientes y las encias;se pre--
senta anemia,fatiga,irritabjlidad,dolor en los huesos,in-

fecciones recurrentes,retardo en la cicatrizacidn de los

tejidos,fiebre y sangrado de las mucosas {5-8).

1.3 Regquerimientos en condiciones de salud

La cantidad de dcido ascdérbico para mantener el orga
nismo en un estado de salud satisfactorio,ha sido motivo
de controversia (9).Experimentos realizados en humanes -
han permitido comprobar que 10 mg/dia de esta vitam{na -
es suficiente para prevenir el escorbuto {10).Mo obstante
esta evidencia,las recomendaciones dadas por organismos
oficiales de diversos paises,han variado entre 30 y 70 -
mg/dia (1l1).La Organizacidn Mundial para la Salud (OMS) ,
conjuntamente con.-la Organizacidn para 1a Agricultura y -

la Alimentacidn (FAO),recomiendan 20 mg/dia para los meng



res de 12 afios,30 mg/dia en caso de ser mayores de 13 a-
fios y 50 mg/dia para mujeres embarazadas y aquellas que

se encuentren lactando (12).

Parece 16ygico suponer que las necesidades de dcido
2scdrbice sean mayores en condiciones fisiol8gicas carag
terizadas por un ipcremento de la masa tisular activa; -
tal situacidn se presenta durante el crecimiento y desa-
rrollo del nifio,es por esta razén que las recomendacio--
nes diarias para este nutrimento son mis altas.Por otro
lado,a pesar de que en adultos se haya encontrade que -
las necesidades de esta vitamina,para proteger a una per
saona del escorbuto,son de 10 mg/dia,se recomienda una -
cantidad tres veces mayor,debido a la variacidn biolégi-

ca que caracteriza a la especie humana (13).

1.4 La vitamina C en los procesos infecciosos

Durante las infecciones por virus que dan lugar a -
manifestaciones de Tas vias respiratorias altas,los cam-
bios en la concentracidén de vitamina C en Jos leucocites
hacen suponer que en estas enfermedades ocurre una drias-
tica reduccidén en las reservas tisulares de esta vitami-
na (14);tal informacidn parece ser congruente con obser-
vaciones que asignan a la vitamina C un efecto benéfico

en la prevencidn de algunas enfermedades de origen viral



(15-17),cuando ésta es ofrecida diariamente a dosis ele-
vadas.A este respecto se ha suscitado cierta controver--
sia deSido a que algunos auvtores ng han podido confirmar
el efecto profildctico o terapéutico del &cido ascérbico

en infecciones de las vias respiratorias altas (18.20) ,

ni en la meningitis viral (21).

En animales de experimentacidn,tampoco se ha podido
comprobar que la vitamina C refuerce los mecanismos de -
defensa del pulmdén en contra de S. pneumoniae (22);sin -
embargo,en conejillos de indias se ha encontradoc que la
deficiencia de este nutrimento altera la funcidn de Tos
Tinfocitos T (23),y al suplementar estos animales con vi
tamina C,a dosis altas,se estimula la actividad mitdtica
de los linfocitos (24).En humanos no se na demostrado -
que el consumo diario de 1 a 3 g de dcido ascdrbico,pro-
mueva la sintesis de los compuestos proteinicos que in--
tervienen en la inmunidad humoral (25),0 de ocurrir un -
incremento en la sintesis de I[9G e Igi,como ha sido in--
formado por algunos investigadores (26),parece no tener

significado clinico.



2.0 FUNDAMENTO DEL PROSBLEMA

La participécién del 3cido ascérbico en los proce-
sos de dxido-reduccidn que acontecen a nivel intracelu-
lar,y el papel que juega esta vitamina en 1a hidroxila-
cidn de diversos compuestos (1),permite suponer que su
demanda biolégica se incrementa substancialmente en si-
tuaciones clinicas caracterizadas por intenso catabolig
mo,como acontece en enfermedades infecciosas y traumati

cas.

En pacientes con lesiones traumdticas miltiples, -
las necesidades de vitamina C aumentan debido a diver--
sos factores,entre ellos:las pobres reservas de este -
nutrimento al suceder el trauma,a 1a severidad del daho,
al hecho de que el enfermo sea manejado con oxigeno,o -
bien,a que éste sea intervenido quirirgicamente (27).To
das estas circunstancias hacen dificil establecer los -
requerimientos de esta vitamina durante ios traumatis--
mos,no obstante esta dificultad,en la experiencia de al
qunos investigadores {(27),los factores antes menciona--
dos pueden contribuir a que se presenten manifestacio--
nes de deficiencia,especialmente en enfermos atendides

en dreas destinadas a "terapia intensiva".



Las observacioncs hechas por Crandon y Col, (28},
hace tres décadas,en pacientes intervenidos quirdrqica
mente,permitieron conocer que durante el periodo inme-
diato al trauma operatorio,ocurre una disminucidn sig-
nificativa en la concentracidn de vitamina C en el -
plasma y en las cé&lulas blancas de la sangre.En el mis
mo informe (28) se hace mencién que 19 de los 47 pa---
cientes en los que acontecidén una dehiscencia de los -
bordes de la herida quirfirgica,los niveles de dcido as
cérbico indicaban una franca deficiencia de esta vita=-
mina.La experiencia obtenida por estos autores les copn
dujo a recomendar una dosis diaria de 300 mg de 3cido

ascérbico en los pacientes quirirgicos.

McGinn y Hamilton (29) explicaban el descensc de
vitamina C durante el postoperatorio,por el volumen de
sangre transfundida a los pacientes durante el actc -
quirdrgico.Estos investigadores hacen notar la dristi-
ca reduccidn en la concentracidn del dcido ascdrbico -
coentenido en los leucocitos de 1a sangre almacenada -
por siete dias antes de ser transfundida.Sugiecren,sin
comprometerse,que los enfermos que vayan a ser lleva--
dos a un acto de cirugia mayor reciban vitamina C a -

grandes dosis.

Con ta intencidn de aclarar algunas dudas que suy
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gieron de los estudios referidos (28,29),Irvin y Col,.

(30) realizaron un estudio dividiendo a loas pacientyes

segin que el trawma fuese calificado como:ligero,modera
do o severo.Esta investigacidn confirmd que,como conse-
cuencia de la intervencidn quiridrgica,los requerimien--
tos de vitamina € aumentan considerablemente,por lo -
cual se recomienda que los enfermos quirdrgicos reciban

diariamente un suplemento de esta vitamina.



3.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEWA

Las evidencias acumuladas en las pasadas décadas,no
dejan duda a2lguna acerca de la disminucién en las reser-
vas orgidnicas de vitamina C,como consecuencia del trauma

quirdrgico.

Esta informacidn cobra especial interés en paises -
donde. prevalecen altos indices de desnutricidn,debido en
gran parte al consumo de dietas deficientes.Si se toma -
an cuenta gue las experiencias han sido obtenidas en per
sonas adultas de naciones donde la desnutricidn no cons-
tituye un problema de salud pliblica,cabe suponer que lo03
nifios de los paises en desarrollo,donde es comiin la des-
nutricion,el problema puede revertir caracteres de mayor

gravedad.

cste argumento,y la circunstancia de que las obser-
vaciones nechas er adultos no siempre pueden ser extrapgo
ladas a los nifios,planted la necesidad de estudiar este

problema en nifos intervenidos quirirgicamente.



4.0 OuJETIVOS

vetrminar los niveles sanguineos de dcido as-
corbico en nifios,antes y después de ser some-

tidos a una intervencidn quiridrgica.

Conocer en wna situacidn hipercatabdlica,dada
por el trauma quirirgico,el comportamiénto de
los niveles de dcide ascdrbico en plasma,en -
relacidn a la concentracidn de esta vitamina

en los leucocitos.Considerando esta Ultima de
terminacidén como un indicador de las reservas

ergdnicas.

Valorar un método de cromatografia de liqui--
dos de alta resolucidn,para la medicién de &-

cido ascirbico en muestras bioldgicas.



5.0 HIPOTESIS

Si la vitamina C interviene en diversas
reacciones bioquimicas y procesos fisioldgi-
cos,entonces se esperard que los niveles de
dcido ascdrbico en el plaswa y en los leuco-
citos se encuentren por debajo de los nive--
les normales en aquellos pacientes sometidos
a una situacidn hipercatabdlica {acto quirir-

gico).



6.0 MATERIAL Y METODOS

6.1 Haterial bioldgico
La muestra para estudio se integré de 70 muestras
de sangre venosa provenientes de 20 nifios del servicio
de Cirugia General del Hospital Infantil de M&xico "Fg
derico Gdmez",de ellos 8 correspondieren al sexo feme-

nino.

A criterio de los cirujanos,los nifios fueron cla-
sificados en dos arupos:en el grupo A se incluyeron -
las operados por problemas relacionados con anomalias

.de 1a pared del abdomen,o de los planos superficiales,
el grupo B se integrd con 1os nifios que fueron someti-
daos a una intervencidn de "cirugia mayor",de urgencia
o bien que implicaba la reconstruccidn minuciosa de al

gunas estructuras.

En los cuadros ! y 2 se presenta la informacifn -
detallada acerca de los nifos,incluyendo la valoracidn
del estado da nutricidén de acuerdo al criterioc de Gémez
(31);con esta finatidad se calculd el porcentaje de pe
so,con respecto al valor ponderal sugeridc para la e--

dad cronoldégica en las tablas de Ramos Galvan (32).



Lusoro 1

CARACTERISTICAS SOMATICAS Y TIPQ DE INTERVENCIOWN QUIRURGICA REALIZADA
Eit LOS WIa0S QUE INTEGRAROHN EL GRUPO A

EDAD PESO  PESG

Ne REGISTRO  SEXO anos neses (¥g) (%) INTERVENCIOY

1 638345 F - 12 5.1 34,4 Cierre de colostomia

2 630852 M 12 0 53.8 135.3 Extirpacidn de hemolinfangioma

3 437278 F - 4 4.3 756.9 Peseccidn de linfangioma axilar

4 641031 F 5 7 16.0 78.7 Hernia inguinal

5 w379s3 “ 11 0 44,0 124.4 Extirpacion de linfangioma inguinal

[ 521873 " 9 0 15.5 54.0 Descenso testicular por criptorquidea IV
7 6358608 A 8 0 29,5 114.1 Descenso testicular por criptorquidea II 3
8 641334 M ] 3 31.0 1og.0 Hernia inguinal y orquidopexia

T 7 0 25,35 97.3

s 4 1 16.23 25.8

De acuerdo a las tablas de Ramos Galvdn (Somatometria pedidtrica) Arch Inv. Med Méx, 1975;6:
Supl. 1. .



CUALRG 2

CARACTERISTICAS SOHATICAS ¥ TIPO DE INTERVTHCION QUIRURGICA REALIZADA
€4 LOS NIADS QUE INTEGRARGH EL GRUPO B

EnAp PESO  PESO”

ae REGLISTRO SEX3 afios mescs {kg) (%) INTERVERCION

1 641674 K] 7 9 23.5 31.4 Cotostomia y orquidopexia

2 646631 F 16 3 b52.5 taparotamia por tumoracidén abtdominal

3 640763 it 5 2 2¢.¢ S€.8 Corveccidn da epi

4 ciuBUs i 13 3 8.4 55.6 Laparotonia exploradora pur tumoracidn ad
dominal y sangrade de tubo Jigestivo

5 643347 F 8 0 12,3 63.3 Salpingitis aguda,drenzje de cavidad,cie-
rre de perforacidn y apendicectonia

@ 638u0) i1 1 9 11.5 ¥5.8 Fistula rectan-escrotal y cierre ds colos- |
tomia

7 641540 B 10 7 23.5 66,4 Duplicacidn vesical ¢ incuntinencia anal- ¢
urcetral

8 639532 Kl 4 y 15,5 §4.9 Coleciomia ascendeate, colostomia y sigmof
doscopia subtotal

9 591ic¢yl F Y 7 19,3 70.3 Cierrce de colostonia y tistula recto-uri-

. naria

1 bd3du8 F 13 4 »3,5 101.% Reseccidn de puiste de ovarig

il ta0l73 “ - 3 1.3 72.0 decrosis intestinal can perforaciones maJ}
tiples

12 546130 F - 4 5.3 85,4 Cierre de ilevstomia y rascccidn de este-
nosis con anastomosis

X 7 4 22,3 77.¢

E) B iv.3 lo.y

UJe acuerdc o 1as tablas de Rames Galvda {Somatometrfa pedidtrica} Arch inv ded ldéx, 19753
Supt. 1.




Las muestras de sangre para la determinacidn del i-
cido ascdrbico fueron obtenidas durante el transcurso de
las 24 h previas a la intervencidn quirirgica,a las 24 h
del postoperatorio y a los 7 dias.En el grupo B se obtu-
vo ademds una muestra a las 72 h.Para cada muestra se -
realizaron determinaciones en el plasma y en los leucoci
tos.Tan prontc como se obtenfan las muestras de sangre,
eran trasladadas al Jaboratorio para su procesamiento.

6.2 Procedimientos de laboratorio

La determinacidn del dcido ascdrbico se hizo median
te un procedimiento de Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucidn (fase reversa y par de iones),sugerido por -
tee y Col. (33).El procedimiento se adaptd para ser desa
rrollado en un cromatégrafo Perkin Elmer,modelo Series -
2/2 (Perkin Elmer Co.,lorwalk Conn.),equipado con una cpo
Tumna analitica CIS'ODS para fase reversa y un detector
espectrofotométrico Perkin Elmer modelo LC-75 (Perkin EJl
mer Co.).La determinacidn de dcido ascdorbico se hizo se=-

paradamente en el plasma y en los leucocitos.

La identificacidon y cuantificacién de dcido ascdrbj -
co en el perfil cromatogrédfico se reaiizd cotejando el -

trazo de las muestras problema con respecto al obtenido



con una solucidn estdndar de acido ascdrbico,tomanda co-
mo referencia el tiempo de retencidn en el que aparece -

el dcido y la altura de ambos "picos" en el perfil croma

tografico,

o3 resultados obtenidos se expresaron en miligra--
mos de dcido ascérbico por decilitro de plasma (mg/dLlL).
Para la determinacidn de este compuesto en 190s elementos
figurados de la serie blanca presentes en la sangre,se -
separaron las céluias mediante un procedimiento de sedi-
mentacidn diferencial,utilizando un ageate quimico (Dex-
tran T-500,Pharmacia Fine Chemicals AB,Uppsala Sweden) -
para lograr una mejor separacidn,tal comec lo recomienda
Denson {34).Los resultados obtenidos en leucocitos se ex
presaron en microgramos de acido ascirbico por 108 célu-
las (ug/lD8 cél).La cuantificacidn de estas células se e
fectud por un procedimiento rutinario (35).En la figura
1 se ilustran a manera de ejemplo,dos de los trazos obte

nidos con muestras probliema.

6.21 Separacidn de leucocitos y extraccidn
del dcido ascorbico
1.- Extraer 5 mL de sangre venosa con los cuidados

recomendados de asepsia en un tubo de vidrio con anticoa
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Figura 1 perfil cromatogridfico para la identi=-
ficacibn del acido ascdrbico en el plasma y en tos ley

cocitos.



gulante (1 mg de EDTA/mL de sangrel.

2.~ Con una pipeta depositar,gotz a gota,3 ml de -
sangre homogenizada sobre 12.5 mlL de diluyente en un tu-
bo para centrifuga de 15 mL y mezclarlo por inversifn '«
lenta.

3.~ Conservar el tubo a temperatura ambiente duran-
te &0 min.En los 2 mlL de sangre restantes determinar la
cuenta de leucocitos y el resto centrifugarlo a 3000 rpm
por 10 min.,recuperar el plasma y conservarlo en refrige
racién para la determinacidn cromatografica de éé%do as-
cdrbico.

4,- Del tubo del paso 2,separar la capa superior =
clara (12-13 mL) y depositarla en un tubo cénico para -
centrifuga.lDesechar la capa inferior de eritrocitos,

5.- Centrifugar a 3000 rpm por 30 min.

6.~ Desechar el sobrenadante ¥y lavar el botdén celu-
lar{glébulos blancos y unos cuantos gldbulos rojos) con
5.7 mL de solucidn salina amortiguadora de fosfatos para
eliminar residuos de diluyente,centrifugande a 3000 rpn
por 5-10 min cada vez.

7.- Eliminar los glébulos rojos del botén cefular -
homogenizado agregando 10 mL de agua destilada fria y a-
gitando el tubo por inversién lenta.Inmediatamente agre-
gar 5 mL de solucidn salina fisioldgica vy agitar.

8.- Centrifugar a 3000 rpm por 10 min y recuperar -



el botén celular dejdndolo escurrir para eliwinar 1o mds
posible de Tliguidos.

y¥.- ilomogenizar el botdn celular y adicionarie -
0.275 ml de solucidn amortiguadora de fosfatos U,0d3 i
triu 'y Uiudo sk ue Jcido percldrice concentrado.

lu.- Lubrir el tuvo ¥ agitarle en 21 "mixer" Juran
te 1U min a md«iug velocidadl,

11.- Congelar el tubo a -40° C por 1U-20 min y Jdes
congelarlo a temperatura ambiente.

12.- Centrifugar a 3000 rpm por 10 min.Recuperar -
el sobrenadante para el ensayo cromatografico.Si el ex-
tracto no se analiza inmediatamente mantenerlg en conge
lacién a -40 2 ¢.

13.- Transferir U.UZS mL del sobrenadante ¢n un ty
bo de vidriv y adicionarie 4.025 wL de solucidn de car-
bonato de sodio u.13 i1 y O.u2%» mL de solucign amortigua
dora fria (dilucién 1:3). Agitar.

14.~- Inyectar 20 plL de esta solucidn en el cromatd-
grafo combindndolo con 15 yl de sclucidn amortiguadara
fria en el “Iogz“.Si Ta muestra asi lo requicre,puede -
ser diluida 1:5 6 1:7 con solucion amortiguadora fria -
conservando la proporcidn de carbonato.

lo.- Wedir ta altura del "pico® para el dcido as--
ciéroico en el perfil cromatogrdfico y calcular el conte

nido de éste en la muestra,



6.22 Cuenta de leucocitos

1,- Mezclar homogeneamente bien la sangre.

2.- Llenar con sangre Ta pipeta de Thoma para leucp
citos hasta la marca de 4.5,

3.- Limpiar con una gasa la sangre adherida en el -
exterior de la pipeta.

4.- Completar hasta la marca de 11 con liquido de -
Turk.

© 5.- Homogenizar durante un min. en el agitador de =~

pipetas. '

6.- Desechar las 4 § 5 primeras gotas de la pipeta
y 1lenar 1a cdmara de Neubauer por los bordes,dejando pe
netrar el liquido hasta que cubra toda la superficie.

7.- Reposar de 1 2 3 min. a temperatura ambiente.

8.-0Observar en el microscopio con el objetivo de -~
10 X contando los leucocitos contenidos en 0,4 mm3 dis~~
tribuidos en los cuatro cuadrantes de los extremos de la
camara.

9.~ Calcular el namero de células por mm3 y en los

3 mL empleados para la extraccidén de acido ascdrbico,

6.43 Acido ascérbico en el plasma
1,- En un tubo de plastico transferir 0.5 ml de -

plasma mds G.5 mL de solucién de dcido perclérfco 0.35 M



y agitar vigorosamente,

2.- Centrifugar a 10 000 rpm, 5% ¢ por 15 min.

3.- Separar y conservar el sobrenadante para cl en-
sayo cromatogrdfico.Si la muestra no se analiza inmedia-
tamente mantenerla a -40° C.

4.- Transferir 0.050 mL de ta muestra en un tubo de
vidrio y diluirle con U.050 mL de solucidn de carbonate
de sodio 0.05 il y 0.05 mL de solucidn amcrtiguadora de -
fgsfatos fria (dilucién 1:3).

§.- Inyectar 20 ul de la dilucidn,combindndolo en -
el "loop" con 15 pwL de solucidn amortiguadora de fosfa--
tos.Si se requiere,la muestra puede diluirse con solu---
cién amortiguadora fria a 1:5 manteniendo la proporcién
de carbonato.

t.,- Calcular la altura del pico para el dcido ascdr
bico en el perfil cromatogrdfico y el contenido de éste

en la muestra.

6.24 Condiciones experimentales de croma-
togratia
- Cromatégrafo de liquidos de alta resolucidén,mode-
lo Series 2/2,Perkin Elmer.
- Fase mévil:Solucién amortiguadora de fosfatos -

0,003 4,mas 23 ¥ de wmetanol,mas 3 mM de nidroxido de te-



trabutil amonio, pH = 4,5,

- Flujo de las bombas:1 mL/min.,isocrdtico

- Temperatura:22-24° c.

- Inyector de muestras:Rheodyne modelo 7105,"ioop"
de 175 ul.

~ Columna:Analytical Cig (10 ym) de 25 cm de longi
tud y 4.6 mm de didmetro interno.

- Empaque de la columna:0DS (octadecilsitano)} uni-
do_a silice.Tamano de particuta:l0 um.

- Detector:Cspectrofotométrico modelo LC-75 Perkin
Elmer.Longitud de onda 254 nm,Atenuacidn 0.01 AUFS (Ab-
sorbance Units Full Scale).

- Registrador:modelo 0¢3 Perkin Elmer,entrada 10
mV. Velocidad de la carta:30 cm/h.

- Tiempo de retencidn para el dcido ascdrbico: 5

min.

6.3 Métodos estadisticos
E]'manejo de 1a informacién se hizo de acuerdo a -
los procedimientos de la estadistica descriptiva.Para -
el andlisis acerca de la significacién de las diferen--
cias registradas durante el experimento,se utilizd la -
prueba de “Student" para muestras dependientes (36) y -
las pruebas no paramétricas de Fisher y Mann - Whitney

(37).



7.0 RESULTADOS

7.1 Valoracion del método cromatografico

En la figura 2 se ilustra la curva estdndar emplea-
da para la estimacidn del dcido ascdrbico.En ella se pre
sentan también los cdlculos acerca de la reproducibili--
dad del método,considerando para ello la altura del pico
en el perfil cromatggrafico,después de inyectar al apara
to,en 14 ocasiones,3U ng de dcido ascdrbicoj;el coeficien
te de variacién (s/X-luu) fue de l.8Z.En lo que respecta
a la linealidad,8sta se obtuvo efectuando por triplicado
siete determinaciones de acido ascoérbico,entre U y ou ng
£1 1imite de deteccidn de la vitamina en el perfil fue -
de ¢z ng/1y wl,el nivel del ruido se estimd en J.c cm.E]
estdndgar de dcido asciérbico fue diluico en Ecide perclé-
rico,haciendo Tas determinaciones tan pronto se hizo la
dilucién;como estdndar se usé acido L-{(+)-ascdrbico con

una pureza de 949.7 % (E.derck,Darmstad).

La sensibilidad del procedimiento se valord median-
te el método de la recuperacidn,habiendo obtenido un in-
dice de Y6.4 % ,para lo cual se emplearon muestras entre
10 y 40 ug.En el cuadro 3 apafuce la informacidn obteni-

da a este respecto.



Reproducibjlidad
] ’ X=928 (30ng)
: $=0155

cv=162 (n=14)

-

0 - 20 altura

15 . Linealidad

0 =50 ng de
Vitamina C

] Limite de deteccigh

o 2ng/10 ut

drea

Altura del pico

Area del pico
ki

i/

Nivel de ruido
- 450 7 T 5‘0 0.2 em

Acido asedrbico (ng)

Figura 2 'Curva estindar utilizada para la cuanti-
ficacidn del dcido ascérbico.En ella aparecen también los.
indices de reproducibilidad,linesalidad,1inite de dateccign

del compuesto y nivel de ruido.
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CiUADRD 3

RESULTALOS OBTEAIDOS AL VALORAR EL PROCEGINIEJTO
CRUMATOGRAFICO PARA LA ESTIWMACION DE ACIBO ASCOR
BICO NEDIARTE LA "RECUPERACIQd™

ALTURA DEL PICO

CONCEJTRACESH b ALTURA DEL PICD GE Uik POGL DE
AC1DD ASCORuICO DEL ESTAALAR SUEROS ADICIONA  RECUPERACION
(rg) (cm) DN DE ESTANGAR* (2)
(cn)
1y 2.u 1.9
1.3
X = 1.9 2. 00
23 4.9 a.z
4.5
T = 4.33 94,30
34 5.1 4.9
3.3
T = 4,93 i7.uo
49U 5.2 G.3
b.a .
T = Lus _¥8.6é

X o= 26.27

Trataede d¢ igual warara que los proklemas,
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7.2 Resultados del estudio

En el cuadro 4 se puede observar que 13 concentra~-
cidn plasmdtica del dcido ascdrbico fue menor en el gru-
po sometido a un trauma mayor (grupo B)i;en estos nifos -
los promedios variaron (en mg/dL),entre U.18 en el preo-
peratorio y 9.14 a las 72 h de la intervencion.mMientras
tanto,el grupo A registrd un promedio de 0.38 en el preg
peratorio,0.45 a las 24 h y 0.33 2 los 7 dias;estos pro-
medios representan,aproximadamente,una concentracién -
tres veces mds alta que en el grupo B.A pesar de esta no
toria divergencia,al comparar las concentraciones de uno
y otro grupo en cada uno de los lapsos de estudio,sdlo a
Tas 24 h hubo una diferencia estadisticamente significa-
tiva:el valor de z,obtenido a partir de la U de idann - -
whitney,fue de 2.20 (p<0.05).Por otro lado,al estimar -
Ta significacitn del cambio ocurrido después de la inter
vencidn,tomando como cifra basal la del preoperatorio,en
ninguno de los dos grupos se registraron diferencias sig

nificativas.

Si bien en el grupo A los cambios en Ta concentra--
cién del dcido ascdrbico en Tos leucocitos (expresados -
en pg/lu8 cél),no fueren estadisticamente significativos

a las 24 h y a los 7 dias,en el grupo B las.dijferencias



COMCERTRACION PLASMATICA

CUADRO

q

DL ACIDO ASCORBICO {wg/dL) E& HI1NO0S SOMETIDOS

A TRAUMA QUIRURGICO

GRUPO A GRUPOD &
M Valor — Valor
n “Ranga" X (+s) de t n “Rango" * (£s) de t
Preoperatorio Y v.13-0.73 J.38 {0,20) - 12 0,03-0.48 0.18 (0,14) -
A Yas 24 h 7 0.11-0.38 0.45 (0.27) 0.79 12 0,03-0.34 0.13 (0.09) 0.862
A Yas 72 h - - - - - 10 0.08-0.24 0.14 (G.05) 0.14
A los 7 dias e U.10-2.86 0.30 (0.24) 0.88 12 0,08-0.34 0.18 (0.,98) 0.12




fueron significativas a las 24 h y a las 72 h de la in-~
tervencién quirdrgica.En el cuadro 5 se aprecia cdmo los
promedios descendieron desde 10.70 en el preoperatorio a
5.13 y 3.95,a las 24 h y 72 h respectivamente;a los 7 di
as el promedic se elevd a 7.79 desapareciendo la signifi
cacidn estadistica.También en 1a concentracidn de dcido
ascérbico en los leucocites hubo notorias discrepancias
entre ambos grupos;en el grupo A las cifras variaron en-
t;é 16.51 y 23.60,mientras que en el grupo B 1a concen--
tracidn mds alta fue de 10.70 en el preoperatorio,descen
diendo a 3.95 a las 72 h.Las diferencias al contrastar -
las cifras aobtenidas en ambos grupos fueron significati-
vas a 1as 24 h {(z = 2.70,p< 0.01) y a los 7 dias (z = -
3,00,p <0.01),

En la figura 3 se puede ver que la concentracion -
plasmitica de dcido ascdrbico se mantuvo estable en el -
grupo 8,mientras que hubo un decremento de esta vitamina
en los leucocitos.Entre tanto,en el grupc A la disminu-=
cidn en los leucocitos fue de menor magnitudj;en este gru

po el promedio a los 7 dias fue mds alto.

En las figuras 4 y 5 se presentan grificamente los
cambios relativos en la concentracidn de dcido ascdrbico

en e} plasma y en los leucocitos,tomando como referencia



CUADRO _ 5

COHCLEATRACION DE ACIDO ASCORBICO Ed LOS LEUCOCITOS (ug/lﬂ‘3 LEUCOCITOS)
DE NIfOS SOMETIDOS A TRAUMA QUIRURGICO

GRUPO A GRUPO B
. R Valor — Valor
n "Rango" X (+s) de t n "Rango" X (+s) de t
Preoperatoria 8 6.56-25.86 16.91 (6.11) - 12 2.12-30.12 10.70 (8,77) -

N

A las 24 h 7 10.27-36.47 17,15 (8.78)  0.51 12 1.08-25.27 5.13 (6.94) 3.17
Alas 72 h - - - - - 10 1.23-12.24 3.95 (3.04) 2.42° "

A los 7 dias 8 17.48-36.10 23.60 (6.95) 2.33 12 2.76-31.59 7.79 (5.33) 1.25

*
p€0.01 (t para muestras dependientes)

p <0.05

-1 -
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Figura 3 Concentracidn azl dcido ascérbico en
el. plasna y en los ieucocitos,durante el experimente.
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en ambos grupos,segin la cifra de este compueste du--

rante &l preoperatorio.




(100 %) las cifras del preoperatorio;en ambos grupos la

concentracidn plasmitica a las 24 h de la operacidn,mos-
trd que en la mayoria de los casos hubo cierto decremen=-
to,o al menos la cifra de dcido ascdrbico permanecif es-
tablej;sin embargo algunos nifos registraron aumento.S§ -
bien en el grupo 8 ciertos ntfios mantuvieron hasta los 7
dias el incremento porcentual registrado a las 24 h,en -
el grupa A sGlo un nifio mantuvoe a los 7 dias el incremen
to inicial.Un cambio mds uniforme se observé en la con--
centracidén de esta vitamina en los leucocitos.dientras -
en el grupo 5 hubo un decremento generalizado,hasta una

cifra extrema del 10 %,s810 uno de los nifios tuve desde

Tas 24 n cifras mds altas que en el preoperatorio.En el

grupo A,3 de los 8 ninos tuvieron decremento a las 24 h,

pero de ellos el mds afectado disminuyd a 65.6 %.

Es conveniente hacer notar que en el grupo B la dis
minucidn a las 24 h fue altamente significativa (p < -
0.001);10 mismo sucedid al contrastar los cambios cuanti
tativos que se suscitaron entre las 24 h y los 7 dias -
(p<0.05);1a magnitud del cambio antre las 72 h y los 7
dias did un valor de "“t" (para nmuestras pareadas) que -

cae justamente en el nivel de significacidn de 0.35.

Con el objeto de conocer si los niveles de Gcido as



corbico en el plasma y la congcentracidn de &ste en los -
leucocitos mantenian cierta relacifén causal,en el cuadro
G s2 presentan los coeficientes de correlacidn y las pen
dientes de regresidn de la linea recta;sdlo en el preope
ratorio del grupo B,ei coeficiente alcanzd significacidn
estadistica a nivel de 3 ¢ (r = 0.59).La magnijtud de las
pendientes disminuy6 desde 0.Ul%¢ en el preoperatorio a -
0.002 a las 72 h y 7 dias;una cifra igual a esta (ltima

se obtuvo en el grupo A durante el preoperatorio y los 7
dias.lLos datos permiten sefialar que las cifras de dcido

ascdrbico en el ptasma y en los leucocitos no mostraron

tener relacidn.



.37 -

CUADRO &

VALOR DE LAS PERDIEJTES OBTENIDAS AL CCRRELACIONAR LA
CONCENTRACION PLASIHATICA DE VITAMIWA C CON RESPECTO
A LA OBTENIDA EH LOS LEULCOCITOS

GRUPO A GRUPO B
* * W * -k

b r b r
Preoperatorio 0.002 g.03 0.01y G.59
A las 24 h g.011 Q.17 0.011 0.41
A las 7¢ n - - 0,002 0,03
A los 7 dias a8.002 0.33 0.002 0.0y

Pendiente al calcular la ecuacidn de la linea recta

x . -
Coeficiente de correlacion.



8.0 DISCUSIOHW DE RESULTADOS

Considerando los criterijos para valorar los niveles
del acido ascorbico en ¢l plasma,sugeridos por el Comité
Interdepartamental de NutricidGn para la Defensa Nacional
de los Estados Unidos de Norteamérica (ICHND,USA},y las
cifras propuestas por Hodges (1),después de analizar los
informes de diversos autores sobre la concentracidn de -
esta vitamina en los leucocitos,en 21 cuadro 7 se pueda
ver gqua las cifras registradas en el grupo B fueron sig-
nificativamente mds bajas;los valores de "p",calculados

“mediante el método de las Probabilidades Exactas de Fi--
sher,son altamente significativos.Cabe hacer notar que -
desde el preoperatorio las cifras de dcido ascorbico fue
ron deficientes o bajas en 8 de los 12 nifios del grupo B
y en sglo 1 de los 8 nifos del grupe A,Por otro lado,a -
Jas 29 h de la intervencidn y'a los 7 dias de é&sta,l0 de
los nifios del grupo 8 tenian en los leucocitos una con--
centracidn de icido ascbrtiico deficiente o baja,es decir

menor de 10 ug/lo8 cél.

Al comparar estos resultados se puede considerar -

que la disminucidn durante. el pastoperatorio en la con--
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cptatlesdi=15 y Adtor> lo.

tn ug/iu? cidlulas; Veficiente: < ¢,3aj0:2-10,4



centracidn del 8cido ascdrbico en los leucocitos observa
da en el presente astudio,puede ser debida a un incremen
to en'1os requerimientos de esta vitamina durante el -
trauma quirdrgico,como lo sugieren algunos autores {(28).
L.os ha]lazgo; confirman las observaciones hechas en adul
tos (28-30),sin embargo adquieren aun mayor trascenden--
cia,debido a que la mayoria de ios nifios sometidos a un

trauma quirirgico “"mayor",registraron desde el preopera-

torio niveles deficientes o bajos.

Las experiencias de Irvin y Col. (30) parecen indi-
car que la reduccidn en la concantracién del dcido ascdr
bico,no estd asociada a 1a severidad del trauma,ni con -
el volumen de sangre transfundido,como fue propuestoc por
McGinn y Hamilton (2Y).Estos investigadores encontraron
una correlacidn inversa entre la cantidad de esta vitami
na en los leucocitos y el nimero de estas c&lulas circu-
lando en el torrente sanguineo,concluyeron en que la ley
cocitosis consecutiva al trauma quirlrgico ocurre a ex--
pensas de la liberacidon de leucocitos que tienen concen-
traciones bajas de &cido ascdrbico.0tros zutores {38), -
estudiando pacientes con infarto a3l miocardio,coinciden
con esta idea,naciendo notar que los polimorfonucleares
tienea una concentracidn intermedia entre Yas cifras re-

gistradas en los linfocites y las plaquetas.En el presen



te estudio el andlisis orientade en este sentido,no per-

mitid confirmar tal presuncidn.

E1 almacenamiento d21 dcido ascérbico en los leuco-
citos,ocurre activamente en presencia del idn ferruse -~
{3Y9):la captacidn se rezliza después de que los eritroci
tos transforman &1 dcido denidro-ascdrbicec en dcido as--
cérbico ¥ 1o liberan hacia el plasma (40).En base a esta
observacidn puede considerarse al dcido ascdrbico como -
un componente 1dbil de la sangre,en cuanto a sSu concen--
tracidn en el plasma o en los Jeucocitos.

Se ha observado que los niveles en el plasma y en -
los leucocitos son indicacores bastante confiables de la
ingesta de esta vitamina (4i).En este sentide 1lama la a
tencidn que & de Jos 12 nifios,integrantes del grupo B,tu
vieran antes de la intervencidn cifras deficientes 6 ba-
jas,tanto er los leucocitos como en el plasma,tal parece
que el consumo de esta vitamina en la dieta de algunos -
de ellos,era insuficiente para cubrir la demanda genera-

da por la enfarmedad que motivé la intervencidn.

En nifios menores de 3 afos,de la poblacidn que. asis

) . . . fl e =
te al mismo hospital,se ha encontrado cierta variacién -



estacional en la concentracidn plasmidtica del dcido as--
cérbico (42);sin embargo,en el informe citado,sélo un -
lactante registrd una cifra deficiente.Por otro lado,en
nifios con desnutricidn grave,la concentraciGn sanguinea
de este nutrimento parece variar dentro de cifras norma
les,pero la respuesta que se obtiene a una carga de vi-
tamina,es compatible en muchos de elles con escasas re-

servas de este nutrimento (43)

Si bien el dcido ascOrbhico en los leucocitos es un
indicador de las reservas de esta vitamina en otros te-
jidos,es importante conocer los niveles en el plasma, -
porque de ellos depende la disponitilidad de este com--
puesto para su distritucién en los tejidos de reserva ¥
en sentido eferente,para su utilizacidn en los sistemas
metabdlicos (44).La disminucidén del dcido ascdrbico en
Tos leucocitos de los nifios del grupo 8,24 h después de
Ta intervencidn,se debié,protablemente,al incremento de
tas demandas de esta vitamina durante el trauma quirdGr-
gicb;cabe suponer que la cancentracidén en los leucoci-~
tos disminuya para mantener el nivel homeostdtico que a
segure su adecuada distribucidn ante el incremento de -
la demanda.Por otro lado,parece 18gico suponer gque a ma
yor trauma y a menores reservas de esa vitamina,el pro-

blema es mds evidente;ta) vez este razonamiento explica



el motivo por el cual en los nifios sujetos a un trauma -
quirlrgico menor,no hubo cambios significativos en los -
niveles plasmdticos ni en los leucocitos;en cambio,en -
los mifios sometidos a un trauma mayor,fue notoria la dis
minucidén en la concentracidn registrada en las células,

mientras que en el plasma no hubo cambios significativos

La participacion del dcido ascdrbico en la sintesis
de la sustancia coldgena dentro del fibroblasto (1),per-
mite especular acerca de las consecuencias de una even--
tual disminucidn en la disponibilidad de esta vitamina,
en pacientes sometidos a una intervencidn quiridrgica.Es
razonable suponer que para la reparacién de las estruc-
turas anatdmicas dahadas durante el acto quirlrgico,es
preciso que esta vitamina esté presente en cantidades -

que permitan cubrir una mayor demanda de ella.

Si bien en estudios realizados en voluntarios huma
nos sometidos a dietas libres de dcido ascdrbico (45--
46),n0 se investigd la cicatrizacion de los tejidos,la
aparicion de hemorragias petequiales,subconjuntivales
y de las encias en las personas bajo estudio,traduce al
teraciones en las estructuras vasculares que dependen de
la coldgena,la cual participa en el proceso de cicatriza

cién.A este respecto,Crandon y Col. (26) tuvieron espe--



cial jnteré&s en investigar el significado clinico de la

disminucidn del dcido ascérbico,durante el postoperato--
riojestos auvtores pudieron constatar que 19 de 47 pacien
tes con dehiscencia en los bordes de la herida quirdrgi-
ca,tenfan en el plasma niveles muy bajos,comparatles a -
los observados en enfermos atendidos por escorbuto en el

mismo hospital,

Por otro lado,valorando el estado de nutricifén de -
personas sometidas a operaciones quiridrgicas,se ha obser
vado que el dcido ascérbico y la vitamina B, estdn parti
cularmente disminuidos entre los pacientes sometidos a -
cirugia mayor (47),los autores encontraron que la concen
tracidn de dcido ascorpico en los leucocitos,disminuyd -
de 22.5 ug/le cél en el preoperatorio,a 12.5 ug/lU8 cél
después de 7 diasjestas cifras permiten suponer que en -
algunos enfermos la concentracidn descendié a niveles de
ficientes o bajos (< 190 ug/loS cél).No obstante,en la m2
yoria de los pacientes adultos no se han registrado las
concentraciones que se observaron en el presente estudio
especialmente entre agquellos sometidos a un trauma opera
torio mayor,donde los niveles fueron bajos o francamente

deficientes en 10 de 12 nifios.

Si bien gueda por probar que la disminucidn en la -



concentracidén de dcido ascSrbico tiene cierto sigmifica-
do clinico,mientras se obtiene informacidn a este respec
to,es conveniente adoptar una conducta precautoria.Con -
la experiencia obtenida en acuultos y con los resultados

obteniuos en la presente investigacidn,se reafirma la -

conviccion de que todo nifo sometivo a un acto.gquirdrgi-

co debe recitir un complemsnto generoso de dcido ascirbi

co.

Touwando en cuenta la concantracidn del dcido asclr-
bico en la leche numana,se puede 2stimar que a las ¢ se~
manas los lactantes reciben 7 mg por cada decilitrc de -
feche que ingieren,mientras que los nifics alimentados -
con formulas comerciales reciben un aporte de 3.3 ng por

decilitro (43).

Con.estos datos se puede esperar que a las 6 semanas
de vida un nifio lactado artificialmente recibird 30 mg -
de esta vitamina cada 24 h.Esta cifra es muy parecida a
Ta de 35 mg recomendada diariamente durante los 6 prime-

meses -de la vida (11).

Aceptando que durante el trauma quirdrgico la dismi
nucidn en la concentracidn del dcido ascéroice an los -

lTeucocitos,origina vna mayor demanda de esta vitamina,pa



race 13gices recemendar que los nifios sumetidos a un acto
aperatorio reciban diariamente entre 13J y 200 w5 de vi-
tamina C,tal cantidad es de tres a cinco veces la reco--
mendacidn diaria sugerida para nifios menores de 5 afios -

(11).

dasta nace pocos afos la vitamina C nabia sicc ana-
lizada por el método titrimé@trico del 2,6~diclorofenol -
indofenol {(44) y el fluorométrico,asi como por el proce-
aimiento colorimetrico basado en la medicion de la 2,4--
dinitrofenilaidrazona del icide dehidroascdrbico (50).0-
tras técnicas tales como la espectroscopia indirecta -
(31) y la cromatografia de gases (32) han sido tazmbién -
reportadas.Sin embargc,cada uno de estos métodos estd Ti
mitade por un graa nimero de sustancias que puaden inter
ferir en la deteruinacidn y que se encuentran usualmente
en muestras bioldgicas;o bien debido a que los procadi--
mientos para la obtencidn y preparacidn de las muestras
son tan lavoriosos gque no pueden ser empleados como téc-
nicas de rutina,como en el caso de las tlcnicas microtig

18gicas (43).

En la actualidad,en un intento por desarroller un -
método rdpido y exacto para el andlisis de vitaminas ii-

drosolucles,como la vitamina C,se han ‘investigado los - -



procedimientos de cromatografia de liquidos de alta resg
lucidn.En el caso particular da la vitamina C,este es un
mdtodo bastante apropiade ya que las caracteristicas del
dcido ascdrbico en cuanto a cardcter ibnico y absortivi-
dad permiten adecuarlo efectivamsnte para su andlisis;a-
s7 misimo,en el andlisis de muestras bioldgicas,esta vita
mina se¢ encuentra en concentraciones relativamente altas
respecto a otras vitaminas hidrosolubles con lo que Ta -

probable interfarencia se reduce considerablemente.

Respecto a la valoracidn del método cromatografico
enipleado para la estimacidn del Acido ascérbico,sc obser
va que los pardmetros de linealidad,reproducibilidad y -
"recuperacién" scn bastante aceptables,por lo que este -
procedimiento,cuando se cuonte con el equipo nesesario,
puede ser ampliamente usado para la determinacién de vi-

tamina € en muestras btioldgicas.



E1 descensoc en la concentracidn del dcido ascdrbicCo
registrada en los leucocitos,fuv mds evidente a las 24 n
de la intervencidn quirdrgica habiendo disminuido en unc
de los grupos de estudio hasta una cifra equivalente al
13 % de 1a obtenida en el preoperatorici;2 partir de este
valor la concentracidn aumenté hasta alcanzar,aproximada

mente,el nivel diniciel.

Los niveles de &cido ascérbico en el plaswa de los
nifios sometidos a un trauma "mayor" se mantuvieron mds c©
nencs estables,uwientras que en los leucocitos,donde esta
vitamina se encuentira come reserva,hubo ura franca dismi

'

nucidn;este fendnenro es debido a la movilizacién de la -

vitamina de los leucocitos hacia el plasna.



12.0 RECOMENDACIOWES

Aun cuando gueda por dilucidar el significado cli-
nico del descense en la concentracidn de Vitamina € en

los leucocitos,es conveniente sugerir que Jos nifos so-

metidos a un trauma quirdrgice reciban un suplemento de
104 a 2uv mg diarios de esta vitamina.Tal recomendacidn
es particularmente deseable en los niifios sujetos a un -
trauma quirfirgico "mayor®™ y un aquellos infantes que

cursen éqn'a]guna enfermedad hipercatabdlica que exige

una mayor demanda de 3cido ascdrbico.

Respecto a la téecnica empleada para la determina--
cifn de dcido ascdrbico en sangre,las caracteristicas -
de esta vitamina y los resultados obtenidos en cuaato a
12 valouracidan,permiten considerarla como un nétodo rani
do y axacto para la medicién de dcido ascdrbico an muas.

tras tioldzicas.,
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12.0 ANEXOS

11.1 Preparacidén de reactivos
11,11 S5oluciones para cromatografia
1.- Diluyente para sangre
- Sol. A:Solucidn salina fisioldgica al 0.85 %:
Pesar 0.85 g de clorurc de sodio (J. T. Baker,Xalostoc,
Edo. Méx.),disolverlos y aforar a 1GC mL con agua desti-
lada estéril para irrigacidn (Laboratorios PiSA,Guadala~-
jara Néxico).
fota:Si las soluciones no se preparan con agua esté
ril para irrigacibén,deberdn filtrarse con filtros Milli-
pore de 45 wn (Hillipore Corporation,Bedford,Mass.).

- Sol. 8:5Solucidn de dextrdn al 6 Z:Pesar y di--
solver 3 g de dextran T-500 (Pharmacia Fine Cihemicals AB
Uppsala,Sweden) en 50 ml de agua dectilada.

- Sol. C:50lucion de EDTA al 10 %Z:Pesar 1 g de
EDTA sddico (Eastman Organic Chemicals,Rochester,id. Y.),
disolverlo y aforar a 10 mL con agua estéril.
tezclar 22C mL de la Sol. A con 50 mbL de la Sol. E
y 2 wL de la Sol, C,
2.- Solucidn salina anortiguadora de fosfatos

- Sol. 0.01 de fosfatos ecn solucidn salina, -



pH = 7:Pesar 0.45 g de HaH,P0,+1,0 {(J. T. Baker Chemical
Co.,Pniilisburg,il. Y.),1.8 g de NazI!POA'NiZO {(J.T, Baker
Chemical Co.) y 7.4 g de KaCl,disolverlos en 900 mbL de 2
gua estéril,ajustar el pH a 7 con H3P04 o ia0OH dijuidos,
aforar a 1000 mL con agua.

3.- Solucidn de 3cido percldrica 53 mn

Cituir 4,3 mL de HC]OQ concentrado,densidad
1.87 g/mi,pureza 70 % (E. Merck,Darmstad,Alemania) y afg
rar a 1J30 ml con agua destilacda.

4,- Solucion de dcido percldrico 0.35 M

Ciluir 5 mbL de HC10, concentrado y aforar a 1090
mL con agua dastilada.
5,- Solucidn patrdn de dcido asclrbico
Pesar 100 mg de 3cide L-{(+)-ascdrbico,pureza -
39.7 % (E. serch,Darmstad,Alemania),disolverleos y aforar
a 100 mlL con solucidn de acido percidrico 50 mM.Esta so-
lucidn es poco estable aun cn refirigeracidn.

6.,- Fase movil:Solucidn amortiguadora de fcsfatos -
0.003 ® mds 23 % de metanol mds 5 mil de hidrdoxido de te-
trabutilamonio,ptl = 4.5

- Sol. A:Pesar 0.4083 g de KH,PO, anhicro (J.7.
Baker Chemical Ce.),disolverlos y aforar a 1000 mL con a
gua estéril,

- Sol, B8:Diluir 1 nmL de H3P04 {J. T. Baker) en
100 ml de agua estéril.



A 700 mlL de la Sol, A adicionarle 230 mL de metanol
absoluteo (Photrex Rzactive para Lspectroscopia,J. T. Ba-
ker) y disolver en esta mezcla 1.5 g de hidréxido de te-
trabutilamonio (Sigma Chemical Co.,St Louis Mo.)}.Ajustar
el pH a 4.5 por adicidn de la Sol. B,aproximadamente 14-
15 mL.Aforar a 1000 nmL con ta Sol. A.

7.- Solucidn salina fisioldgica 0.85 %

Pesar 8.5 g de NaCl anhidro,disolverlos y afo--
rar a l0U0 mbL con acua destilada estéril.

8.~ Solucidn de carbonato de sodio 0.13 !t

Pesar 1.37 g de Ha2003 {J. T. GBaker),disolver--
los y aforar & 10U mL con agua destilada estéril.

G.- Solucién de carbonato de sodio 0.35 i

Pesar 0.53 g de HaZCOS,diso]verlos y aforar a -

10U mbi con agua estéril.

11.12 Reactivos para la cuenta de Teucocitos
1.- Liquido de Turk
- Sol, A:Solucidn de violeta de genciana al 1 3
Pesar 100 mg de violeta de genciana,disolver y aforar a
10 wL con agua destilada.
Mezciar 1 ﬁL de 1a Sol. A con 3. mbL de dcido acéti-
co glacial {iercx de México) y aforar a 100 mL con agua

destilada.



11.2 laterial de laboratorio
- Tubos cénicos para centrifuga de 1z mlL

- Tubos de ensaye de vidrio de 13 x160,12 x 75 y 15 x
iCu

- Tubos de ensaye de plidstico con tapén

- Pipetas graduadas de 1,2,5 ¥ 10 mb

- Pipetas volumétricas de 1 y 3 ml

-~ Vasos de precipitados de 29,50,10u y 1000 mL

- “atrecus aforades de 1U,25,30.1u¥,133C y QUuGU AL
- Probetas graduadas de 98,1080 y 5S¢0 wl

-~ Pipetas Pasteur con bulbo

- Pipetares automdticos de 5,10,26,25,50 y 10U pl
- Embudo de vidrio

- Pipeta de Thoma para globuios blancos

- Camara de {teubauer

- Gradilla para tubos de egnsaye

- Puntas desechables para pipetores

~ Jeringas desechables,torundas con alcohoul,gasas.tela

adhasiva,maskin tape

11.3 Equipc de laloratorio,
- Cromatégrafo de l1iquidos de alta resolucidn Ferkin EI
mer,modele Series 2/2 equipado con dos bombas recipro--

cas e independientes con rango de flujo de 0.1 a 2%.9 -



mL/min y 1imite de presidn de 41.4 a 43,4 mPa,Perkin £1-
mer Corp,,ilorualk Conn.,columna de acero inoxidable de
25 cm de longitud y 4.6 mm de didmetro interno,empacada
con ODS (octadecilsilann) unida a silica,tamafio de par-
ticula de 10 um,Perkin Clmer 0256-0184,Perkin Elmer -
Corp.

- Inyector de muestras Rheodyne,modelo 7105,"loop" de -~
175 ul,Rheodyne Co.,Berkeley,Cal.

- Detector especrofotométrico para cromatografia Perkin
Elmer,modelo LC-75,Perkin Elmer Carp.

- Centrifuga Internationali,madelo Cs,Internatinal Equip
ment Co.,ileedham Hts,diass.

- EspectrofotSwmétro Coleman Junior Il A,modelo 6/20 A,
Coleman Instruments,Maywood,I11.

- Balanza granataria Ohaus,modelo Harvard Trip,Ohaus -
Scale Corp,Union,i. J. .

-~ Wicroscopio Optico Carl-Zeiss,modelo LKTL.far1-Zeiss
Corp,Germany.

-~ Agitador de tubos,modelo Super Mixer 18973,Curtin .
Scientifies (o.,Houston ,Texas.

- Contador de células,modelo 50188,Cly Adams Inc,H. Y.
- Ultacentrifuga con refrigeracidon Sorvali,modelo 06852
Ivan Sorvall Inc.,Horwvalk,lonn.

- Balanza analitica dettler,modelo H6T ,hoffmann-Pinther

& Bosworth,shiterland.



- PotenciGmetro Beckman Expandomatic,Seckman Instruments
Inc..Fullerton,Ca.

- Registrador Perkin Elmer,modelo 023,Perkin Elmer Corp.
- Cronduwetro General Electric,modelo 1134,General Elec-
tric Co.,Chicago,Ill.

- Regulador electrénicoe de veltaje,modelo R1 5101,Promi
sa. Industronic,iiéxico.

- Hicrojeringas Hamilton,modelos 710-11 y 701-K de 10 y
i00 ulL,Hamilton Company,Reno,Hevada.

- Jeringa de alta presidn Hamilton,modelo HP-1805 ce -
30 ut,Hamilton Company

- Regulador de voltaje Sola,modelo CVH,Industrias Scola-

Basic 5. A.,México.
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