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Resumen

Palabrasclave

Objetivo: Determinar el efecto del ion férrico sobre las propiedades prooxidantes del
camu camu (Myrciaria dubia). Disefio: Estudio analitico, experimental, prospectivo
y longitudinal. Materialesy Métodos: Se ha evaluado |as propiedades prooxidantes
del camu camu (Myrciaria dubia), fruto caracterizado por tener un elevado contenido
devitamina C, frentea Fe(l11), etilendiamino tetraacético (EDTA), tioureay manitol.
Resultados: El camu camu en presenciadeFe-111 entampon fosfato a pH 7,4 incrementd
notablementela generacion deradical eslibresa través de una cinética de saturacion,
efecto que fue dependiente de la concentracion del metal. La presencia detiourea o
manitol, compuestos de conocida accion antioxidante, inhibieron la formacion de
radicales libres, en cambio el EDTA lo incrementd. Conclusion: El camu camu
incrementala generacion deradicaleslibresen presenciade Fe(l11) y EDTA.

Antioxidantes; oxidantes; radicaleslibres; acido ascorbico; hierro, ionesde; Camu camu.

Prooxidant properties of camu camu (Myrciaria
dubia)

Abstract

Objective: To determine the effect of ferric ion on the
prooxidant properties of camu camu (Myrciaria dubia).
Design: Analytic, experimental, prospective, and
longitudinal study. Materials and Methods: Camu camu
(Myrciaria dubia) is a fruit characterized for its high
vitamin C content. The prooxidant properties of camu camu
by the effect of Fe(l11), EDTA, thiourea and mannitol was
determined. Results: A mixture of camu camu and Fe-111
in phosphate buffer at pH 7,4 notoriously increased the
generation of free radicals by kinetic saturation
mechanism. This effect depended on metal concentration.
The presence of thiourea or mannitol, components with
known antioxidant action, inhibited free radicals
generation, while EDTA increased free radical formation.
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Conclusion: Camu camuincreasesfreeradicalsgeneration
in the presence of Fe(l11) and EDTA.

Keywords: Antioxidants; oxidants; freeradicals; ascorbic
acid; iron, ions of; Camu camu.

INTRODUCCION

Diversas evidencias muestran que el estrés
oxidativo contribuye con el proceso de
envejecimiento y con la patogénesis de
enfermedades crénicas, como cancer, diabetes
mellitus, aterosclerosis, etc. (!). Asi mismo, se
ha observado que el consumo de frutas y
verduras esti vinculado con una baja incidencia
de estas enfermedades. Ello sugiere que la dieta
juega un papel muy importante en el desarrollo
de estas enfermedades, por cuyo motivo,
diversas entidades de reconocido prestigio
recomiendan su ingesta (1%).

El estrés oxidativo es una condicién en la
que las sustancias oxidantes tienen predominio
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sobre la defensa antioxidante del organismo
humano. Los compuestos oxidantes son los
radicales libres que quimicamente corresponden
a moléculas que tienen uno o mas electrones
desapareados, hecho que los torna en compuestos
de elevada reactividad por la necesidad de
aparear su electron (°%).

Aproximadamente, 2% del oxigeno de la
respiracion se transforma en el anion super6xido
mediante una reduccién univalente que ocurriria
en el complejo I (°) y en el complejo III (19)
mitocondrial; el anién superéxido generado
posee un electron desapareado y no estd en
capacidad de salir de la mitocondria, debido a
que la membrana interna de la mitocondria es
impermeable a este radical. Otra de las fuentes
de radicales libres en una célula ocurre por
accion de las monooxigenasas de funcién mixta
del reticulo endoplasmico dependientes del
citocromo P-450, la xantina oxidasa que puede
reducir directamente el oxigeno molecular y
formar anién superéxido y perdxido de
hidrégeno. Por otro lado, cuando se activan las
células fagociticas, incrementan su consumo de
oxigeno con la consecuente formacién del anion
superoxido; asi mismo, los metales de transicion,
como el hierro y cobre pueden reaccionar con
el ascorbato formando el radical hidroxilo

(1,11,12).

El anién superéxido es transformado por la
superéxido dismutasa en oxigeno y per6xido de
hidrégeno. Este dltimo compuesto no es
propiamente un radical libre, pero puede
reaccionar con metales de transicion y dar origen
al radical hidroxilo, que es el radical mas dafiino
en el ser humano, siendo su caracteristica mas
relevante el ser poco selectivo, lo que le confiere
la propiedad de reaccionar y dafiar a las
proteinas, lipidos y acidos nucleicos. El radical
hidroxilo también puede generarse a través de
la reaccion entre el peroxido de hidrégeno y el
i6n cuproso o el i6n ferroso. A estos radicales
libres que derivan del oxigeno se les denomina
mas apropiadamente ‘especies reactivas de
oxigeno’ (ERO), para diferenciarlas de las
‘especies reactivas de nitrogeno’ (ERN), que
comprenden al 6xido nitrico y al di6xido nitrico.
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El 6xido nitrico se forma a partir de la L-arginina
por accion de la enzima 6xido nitrico sintasa, el
didxido nitrico se forma por reaccidn del radical
peroxilo con el 6xido nitrico, mientras que el
peroxinitrito se genera a través de la reaccion
que ocurre entre el 6xido nitrico y el anién
superéxido (6:7-10-11.13)

El ser humano dispone de varios compuestos
que tienen la propiedad de ejercer una accién
antioxidante; algunos de ellos son de naturaleza
enzimatica, como la catalasa, superéxido
dismutasa, glutation reductasa, etc., mientras que
otros son de naturaleza no enzimatica, como acido
arico, glutation, ferritina, transferrina,
bilirrubina, ceruloplasmina, etc. Los compuestos
anteriores constituyen la defensa antioxidante que
el organismo es capaz de generar y que, al
parecer, resulta ineficiente, por cuyo motivo es
necesario que ingiera diariamente sustancias con
capacidad antioxidante, como vitamina C,
flavonoides, B-caroteno, vitamina E, etc. (1:>-%11),

Las plantas superiores tienen un alto
contenido de antioxidantes, como vitamina C,
vitamina E, B-caroteno, flavonoides, entre otros,
compuestos que tienen la propiedad de
reaccionar con radicales libres y evitar de esta
manera el efecto nocivo que puedan causar a las
células ('), Los tocoferoles tienen la capacidad
para proteger a los 4cidos grasos poliinsaturados
de las membranas celulares y de las LDL de la
accion nociva de las especies reactivas de
oxigeno. EIl a-tocoferol tiene la propiedad de
reducir la concentraciéon de diéxido de nitrégeno
de una manera mas eficiente que otros
tocoferoles. Su accidn estd vinculada con la
reducciéon de enfermedades cardiovasculares y
prevenciéon del cancer ().

Se ha descrito que el consumo de carotenoides
esta relacionado con la prevencion de cataratas,
aterosclerosis, degeneracién muscular y
esclerosis multiple, asi como, a una baja
incidencia de cancer de prdstata (3-!31%). La
ingesta de licopeno y B-caroteno inhiben la
oxidacidon de las LDL y de esta manera previene
la formacion de la placa ateromatosa ('7); asi
mismo, protege la piel contra el efecto nocivo



Propiedades prooxidantes del camu camu

de la radiacion ultravioleta solar que en la
epidermis puede inducir a la lipoperoxidacién

(13).

Los compuestos polifenélicos constituyen un
importante grupo de antioxidantes que
comprende a los flavonoides, antraquinonas,
cromonas, cumarinas y otros ('¥). La ingesta de
ginesteina proporciona una incrementada
resistencia a la oxidacion de las LDL, asi como,
inhibicién de la formacién de productos
formados por lipoperoxidaciéon ('°). El
mecanismo de accién de los polifenoles esta
vinculado a su capacidad para donar hidrégeno
y a su accién quelante de iones metalicos; la
potente actividad antioxidante reside en sus
estructuras quimicas con un grupo o-difenélico,
un doble enlace conjugado 2-3 y grupos
hidroxilos en posiciones 3 y 5 (*®), lo que los
torna muy eficientes contra radicales hidroxilo
y peroxilo.

El 4cido ascérbico es un compuesto que tiene
excelente accion reductora; cuando pierde un
electron, se convierte en el radical ascorbato,
compuesto que tiene un electrén desapareado en
un sistema-p altamente deslocalizado, por cuyo
motivo es un radical libre muy poco reactivo,
que lo convierte en un buen antioxidante (*°).
Su accién antioxidante reside en la capacidad
para donar un atomo de hidrégeno a radicales
lipidicos. Pero, una de sus principales
propiedades consiste en regenerar el a-tocoferol
a partir de radicales tocoferoxilo.

El camu camu es un fruto con un alto
contenido de vitamina C (*!), compuesto que el
ser humano no lo puede sintetizar vy
necesariamente debe ingerirlo en su dieta. Esta
vitamina es un eficiente antioxidante; pero,
también puede actuar como un agente
prooxidante cuando se administra en altas dosis,
especialmente cuando esta en presencia de
elevadas cantidades de metales de transicion,
generando radicales hidroxilo (*!!:22),

En el presente trabajo se muestra la
generacion de radicales libres por accion del
Fe(III) en presencia de camu camu y en un medio

con camu camu y etilendiamino tetraacético
(EDTA).

MATERIALES Y METODOS

La desoxirribosa y el acido tiobarbitirico
fueron adquiridos de la Sigma Chemical
Company; el acido ascorbico, cloruro férrico,
tiourea, manitol, reactivo de Folin-Ciocalteu,
fosfato monopotasico, etilendiamino tetraacético
(EDTA) y el acido tricloroacético fueron
comprados a la Merck Darmstad.

El camu camu fue adquirido a la INIA-
Pucallpa (Instituto de Investigacidén
Agroindustrial-Pucallpa), fue transportado via
aérea a Lima y trasladado inmediatamente al
laboratorio, donde fue guardado en una
congeladora a -8 © C.

Se descongeld6 el fruto, se separd la parte
comestible y se homogeniz6 con agua bidestilada
en una proporcién de 1:4 utilizando un
homogenizador Potter-Elvejehm de vidrio. Este
homogenizado fue centrifugado a 1,500 rpm
durante 40 minutos, a cuyo término se separo el
sobrenadante que fue utilizado en los diferentes
experimentos.

El contenido de vitamina C del camu camu
fue determinado utilizando el reactivo de Folin-
Ciocalteu (**), habiéndose preparado una curva
estandar para los efectos de la cuantificacion.

Se utiliz6 la técnica de degradacién de la
desoxirribosa para mostrar la generacién de
radicales hidroxilo, los que al reaccionar con la
desoxirribosa la transforman en malondialdehido,
compuesto que reacciona con el acido
tiobarbitirico en medio acido. El medio de
ensayo estuvo constituido por tampén fosfato 50
mM pH 7,4, cloruro férrico, desoxirribosa 2,8
mM y camu camu 0,025 g. Se incubd en un
bafio maria a 37° C durante 20 minutos, a cuyo
término se adiciond 1 mL de 4cido tricloroacético
al 10% y 1 mL de acido tiobarbiturico al 1%.
Luego, se sometié a ebulliciéon durante 15
minutos y finalmente se ley6 a 532 nm en un
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(24) 5

blanco

espectrofotometro Pye Unicam
Paralelamente, se prepard el
correspondiente.

Las soluciones de cloruro férrico fueron
preparadas el mismo dia en que se realizaron
los experimentos. Las concentraciones de
tiourea, manitol y EDTA se indica en los graficos
respectivos. Todas las soluciones fueron
preparadas con agua bidestilada.

RESULTADOS

Se determind la concentracién de la vitamina
C, principal componente antioxidante del camu
camu, utilizando la técnica de Folin-Ciocalteu
en medio acido, obteniéndose un valor de 2,100
mg/100 g de la parte comestible del fruto.

Con el propésito de observar el probable
efecto generador de radicales hidroxilo del camu
camu, en presencia de Fe-III, se realiz6 el
experimento de la mencionada interaccién en
funcién del tiempo. En la Figura 1, puede
apreciarse que la formacién de radicales
hidroxilo se increment6 rapidamente, alcanzando
un valor maximo a los 2 minutos, permaneciendo
luego invariable hasta los 10 minutos en que
dur¢ el experimento.

Siendo el camu camu una fruta con un elevado
contenido de vitamina C, se realizé un
experimento donde el medio de ensayo a pH 7,4
contenia camu camu, en presencia de
concentraciones de Fe-III comprendidas entre
0,0375 y 0,150 mM. En la Figura 2, puede
observarse que la generacion de radicales
hidroxilo se incrementdé de una manera
hiperbdlica, comportamiento que fue
dependiente de la concentracion de Fe-III. Una
regraficacion de este resultado en doble reciproca
se muestra en la Figura 3.

La tiourea es un compuesto de reconocida
propiedad antioxidante. En tal sentido, se la
adiciond a un sistema constituido por camu camu
y Fe-III. En la Figura 4, puede observarse que
la graficacion en reciproca simple muestra que
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la tiourea utilizada en concentraciones
comprendidas entre 2,5 y 7,5 mM, inhibe la
generacion de radicales hidroxilo a través de un
proceso que depende linealmente de la
concentracién de tiourea.

El EDTA es un compuesto que tiene la
propiedad de formar complejos de tipo quelato
con varios metales. En la Figura 5, se puede
apreciar que la generacion de radicales hidroxilo
por camu camu en presencia de Fe-III se
incrementd notablemente cuando se adiciond
EDTA al medio de reaccién. Este incremento
se realiz6 de una manera lineal cuando se
utilizaron concentraciones comprendidas entre
6,25 y 12,5 uM. Pero, a partir de esta ultima
concentraciéon, se produjo una inflexion negativa
de la recta, efecto que se observé cuando las
concentraciones de EDTA estuvieron
comprendidas entre 25 y 37,5 uM.

El manitol también es un conocido compuesto
que tiene propiedades antioxidantes. Cuando fue
incorporado a un medio constituido por camu
camu y Fe-III, en concentraciones que estuvieron
en un rango de 7,5 y 25 mM, se observé una
inhibicién en la generacién de radicales
hidroxilo. En el la Figura 6, se aprecia que el
efecto inhibitorio muestra una ligera desviacion
negativa cuando se utilizé una concentracion de
25 mM de manitol.

DISCUSION

La estrecha relacién que existe entre las
‘especies reactivas de oxigeno’ y un apreciable
numero de enfermedades crdnicas, ha tornado
de particular interés el estudio de las propiedades
antioxidantes o prooxidantes de diversas fuentes
alimentarias.

Siendo el acido ascorbico el principal
antioxidante del camu camu, es de suponer que
la presencia de Fe-III en un medio de reaccién
generaria radicales hidroxilo. Se ha descrito que
el ascorbato reacciona con el oxigeno molecular
en presencia de metales de transiciéon, formando
radicales libres, proceso que ocurre muy
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Figura 1. Generacion deradicaleslibres por
camu camu en presenciade Fe-I11 vs. tiempo.
Medio de ensayo: Tampon fosfato de potasio 50 mM pH 7,4,
desoxirribosa 2,8 mM, Fe-111 0,2 mM y camu camu 0,025 g.
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Figura 3. Regraficacion en doble reciproca
delaFigura?2.
Medio de ensayo: Tampon fosfato de potasio 50 mM pH 7,4,
desoxirribosa 2,8 mM y camu camu 0,025 g.
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Figura5. Efecto del EDTA sobrelosradicaleslibres
generados por camu camu 'y Fe-111.
Medio de ensayo: Tampon fosfato de potasio 50 mM pH 7,4,

desoxirribosa 2,8 mM, Fe-111 0,025 mM y camu camu 0,025 g.
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Figura 2. Generacion de radical eslibres por
camu camu en presenciade Fe-l11.
Medio de ensayo: Tampon fosfato de potasio 50 mM pH 7,4,
desoxirribosa 2,8 mM y camu camu 0,025 g.
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Figura 4. Efecto de latiourea sobre la generacion de
radicaleslibres por camu camu en presenciade Fe-111.
Medio de ensayo: Tampon fosfato de potasio 50 mM pH 7,4,
desoxirribosa 2,8 mM, Fe-11l 0,125 mM y camu camu 0,025 g.
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Figura 6. Efecto del manitol sobrelageneracion de
radicaleslibres por camu camu en presenciade Fe-111.
Medio de ensayo: Tampon fosfato de potasio 50 mM pH 7,4,
desoxirribosa 2,8 mM, Fe-l1l 0,25 mM y camu camu 0,025 g.
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lentamente en ausencia de catalizadores, en un
rango de pH comprendido entre 4 y 10 (*).
También, se ha mostrado que la velocidad de
autooxidacién se incrementa a medida que
aumenta el pH de 1,5 a 3,5 en presencia de Cu-
IT o Fe-III. Es probable que a pH neutro, el
anién superéxido sea el producto inicial de la
reduccién del oxigeno, debido a que el radical
perhidroxilo tiene un pKa de 4,7. Asi mismo,
se ha descrito que el ani6n superdxido reacciona
con el radical ascorbato con una constante de
velocidad de 2,6 x 108 M s (12).

El hecho de que al modificar la concentracién
de Fe-III en un medio conteniendo camu camu se
incremente hiperbdlicamente la generaciéon de
radicales hidroxilo, sugiere que éstos se formarian
a través de reacciones con la previa formacion
de un complejo intermedio, que estaria limitando
la liberacion de radicales libres. Esta observacion
se corrobora con la regraficacién en doble
reciproca que se muestra en la Figura 3. Diversos
compuestos de naturaleza fendlica, como la
miricetina, quercetina y gosipol (*°), pueden
comportarse como sustancias prooxidantes cuando
estan presentes en un medio de reaccion con Fe-
III/EDTA y H,O,. Asi mismo, se ha observado
que en el Thymus vulgaris existen metabolitos
que tienen la propiedad de inhibir Ila
lipoperoxidacién mitocondrial y microsomal
generada por los sistemas Fe-1II/ADP en
presencia de NADH o NADPH (%).

El i6n férrico reacciona con el acido ascoérbico
a través de un proceso de transferencia de
electrones por esfera interna, que incluye la
formaciéon de un complejo quelato. Luego, se
transferiria un electrén del ascorbato al Fe(III)
para producir el radical complejo-Fe(Ill), el que
finalmente es convertido en Aacido
dehidroascérbico. Se ha sugerido que en la
reduccion de Fe-III a Fe-II se produciria la
formacion del complejo ascorbato-Fe(IIl),
compuesto que tiene un pico de maxima
absorcién a 550 nm.

Fe(lll) + HA- Fe(l11)(HA")
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También, se ha sugerido la sustitucién de
moléculas de agua por el ascorbato. En este
mecanismo participarian las especies
[Fe(HA)(H,0)]** y Fe(HA)(H,0).]**, que
reaccionarian con el 4cido ascorbico con valores
de las constantes de velocidad diferentes, proceso
que ocurriria en condiciones de exceso de acido
ascorbico con respecto a Fe(III). Los complejos
que se formarian con el 4cido ascérbico actuando
como ligante quelato serian:

[Fe(HA)(H,O),1* [Fe(HA)(H,O) ]**

La inhibicién de la generacién de radicales
libres ejercida por la tiourea y el manitol -
compuestos que tienen la propiedad de captar
radicales hidroxilo-, constituye una evidencia
adicional de que en el medio de reaccién
constituido por camu camu y Fe(IlI), se estaria
generando radicales hidroxilo. Se ha mostrado
que la generacion de radicales hidroxilo por
Fe(II) promueve la degradacién de la
desoxirribosa e hidroxilacion del benzoato en
tampon fosfato pH 7,4. La presencia de formato,
manitol o tiourea evitaron este proceso a través
de una cinética de inhibicion simple (**).

Las propiedades quelantes de metal de los
flavonoides probablemente jueguen un rol
importante en diversas condiciones de estrés
oxidativo en el ser humano. En tal sentido, se
ha estudiado la capacidad que tienen los
flavonoides para reducir Cu(Il) y Fe(IIl),
vinculando la reactividad con la estructura
quimica de compuestos como diadzeina,
genisteina, apigenina, luteolina, quercetina,
miricetina, rutina, taxifolina, naringina,
naringenina y catequiza. Todos los flavonoides
redujeron al cobre de una manera mas eficiente
que al hierro. Los flavonoides que mostraron
mejor capacidad reductora con Fe-III fueron
aquellos que tenian doble enlace en posicién 2-
3 y poseian el grupo catecol y el grupo 3-
hidroxilo en el anillo B. De los flavonoides
estudiados, solamente la miricetina y la
quercetina interaccionaron fuertemente con el
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Fe(II) a pH 5,5, sugiriéndose que reducen
Fe(III) a Fe(II) antes de asociarse al metal (%%).

El EDTA, compuesto que tiene la propiedad
de formar quelato con el hierro, eventualmente
podria impedir la generacién de radicales
hidroxilo, ya que el Fe(IIl) no estaria disponible
para catalizar la autooxidacién del ascorbato.
Del efecto catalitico del hierro sobre la oxidacién
del acido ascérbico en presencia o ausencia de
agentes quelantes, se ha mostrado que se realiza
un reciclado entre los estados ferroso y férrico.
En estas secuencias de reacciones, se ha
propuesto la formacién de complejos Ascorbato-
Fe(III) o EDTA-Fe(IlI)-Ascorbato, los que
reaccionarian en la etapa determinante de la
velocidad de reaccién. Cuando la concentracion
de acido ascorbico es elevada, se forma el
complejo EDTA-Fe(Ill)-Ascorbato. Luego, se
produciria la reaccién de 6xido-reduccién
formando el radical HA® (*°).

EDTA-Fe(lll) + HA- —— >EDTA-Fe(l11)-HA"

EDTA-Fe(l11)-HA- ————>EDTA-Fe(l1) + HA®

En estas reacciones se observa que la
velocidad de formacién de los complejos
Ascorbato-Fe(III) o EDTA-Fe(IIl)-Ascorbato
son menores que la velocidad con que ocurre la
transferencia de electrones. La relacion entre
las concentraciones de las formas oxidadas y
reducidas del hierro, son dependientes de la
velocidad especifica del proceso de 6xido-
reduccién. La reaccion catalizada en presencia
de un exceso de EDTA se produciria a través de
la siguiente reaccion:

EDTA-Fe(l11) + HA'——>EDTA-Fe(ll) + H* + A__

La administracién endovenosa de altas dosis
de vitamina C y EDTA en adultos, produjo
estrés oxidativo inmediatamente después de la
terapia de quelaciéon con EDTA. El monitoreo
se realiz6 mediante mediciones de oxidacion

de lipidos, dafno al ADN y proteina. Sin
embargo, este efecto prooxidante es transitorio,
ya que después de multiples sesiones de esta
terapia se observa un efecto protector sobre la
peroxidacién lipidica, por cuyo motivo, los
autores sugieren que es necesario tener mucha
precaucion cuando se tenga que administrar
elevadas dosis de vitamina C en la terapia de
quelacion con EDTA (*9).

Se ha descrito que el complejo EDTA-Fe(IlI)
mantiene la propiedad de participar en el proceso
de oxidacién del ascorbato, lo que ocurriria
debido a que el potencial redox del Fe(IIl) se
incrementa cuando se compleja con el EDTA
(*). Ello permitiria explicar el hecho de observar
un incremento en la generacién de radicales
hidroxilo cuando el Fe(III) esta presente en un
medio formado por camu camu y EDTA. En
esta reaccion se regenera Fe-II, que reaccionaria
con el HO,, incrementando de esta manera la
formacion de radicales hidroxilo (5%).

Nuestros resultados nos permiten sugerir que
la asociacion de alimentos o medicamentos con
alta concentracién de hierro no deberian ser
ingeridos con frutas que tengan un alto contenido
de vitamina C.
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