ESTUDIOS SOBRE LAS OXIDACIONES BIOLOGICAS

VII.—LA OXIDACION DEL ACIDO ASCORBICO (VITA-
MINA C) EN LOS FLUIDOS BIOLOGICOS.

Por

E. S. GUuzMAN BARRON, ALBERTO GUZMAN BARRON,
FrIEDRICH KLEMPERER.
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En un trabajo anterior (1), hemos demostrado que el 4ci-
do ascérbico (Vitamina C), disuelto en soluciones tampones a
pH bajo 7, aunque no auto—oxidable, es realmente oxidado
por el oxigenoatmosférico en presencia de minimas trazas de
cobre, que atlin no pueden ser descubiertas por el reactivo de
Koltoff (2). No obstante, en los tejidos y en ciertos fluidos
biolégicos el 4cido ascérbico estda presente sobre todo en su
forma reducida VaN Eckki.eM, EMMERIC, WOLF (3), BACHA-
RACH COCK ySMITH (4), Bessey y King, (5), y GABE(6), aunque
el cobre es encontrado alli en cantidades dosables. En éstos
fluidos existe un mecanismo inhibitorio que proteje el 4cido
ascorbico de la oxidacion. Hay, sin embargo, otros fluidos
biol6gicos, la mayor parte de origen vegetal, que oxidan e}
dcido ascorbico a una velocidad medible, fluidos en los que
han sido sefialados la presencia de “enzimas” que oxidan el
dcido ascorbico SZENT-GYORGHYI(7), Z1.va (8), TauBkr, KLEI-
NERY MISHKIND (9). La velocidad de oxidacién del 4cido ascor-
bico en estas dos clases de fluidos bioldgicos v el efecto de
inhibidores especificos han sido estudiados en un empefio de
comprender el mecanismo de produccion de la accién protec-
tora contra la oxidacion del dcido ascérbico en aquellos flui-
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dos pertenecientes al primer grupo, tanto como para descu-
brir en aquellos fluidos pertenecientes al segundo grupo, los
catalistas que oxidan e| 4cido ascorbico.

METODO EXPERIMENTAL.

En estos experimentos, como en los anteriores (1), el mis-
mo cuidado fué tomado para evitar la contaminacién de los
filuidos por metales pesados. La oxidacion del 4cido ascorbi-
co fué determinada, en unos vasos de Warburg modificados,
unidos al manémetro de Barcroff, midiéndose el consumo de
oxigeno a 37° en el caso de fluidos de origen animal y a 25°
en los de origen vegetal. Los fluidos fueron colocados en el
vaso principal, las soluciones de dcido ascdrbico en el depdsi-
to situado en el brazo del vaso. Cuando el equilibrio de la
temperatura fué alcanzado, los fluidos fueron mezclados y la
velocidad de oxidacién del dcido ascérbico fué seguido. La
oxidacién del 4cido ascérbico en el suero sanguineo (a pH?7.
39) v en el liquido cefalo-raquideo (a pH 7.20), fué llevado a
cabo en una mezcla de gases conteniendo 95% de O2y 5% de
CO%“. El termobardmetro contenia los fluidos sin acido ascoér-
bico. El contenido de cobre de los fluidos fué determinado
por el método de FiscHEr y LrororLnt (10), Las determinacio-
nes del pH fueron efectuados por el gas electrodo. El 4cido
ascérbico y el glutation fueron obtenidos de la casa Hoffman-
La Roche. Las soluciones tampones fueron preparadas li-
bres de hierro y cobre.

LA OXIDACION DEL ACIDO ASCORBICO EN FLUI-
DOS BIOLOGICOS POSEYENDO UN PODER
INHIBITORIO.

DE CarO y Giant (11) sefialaron que los tejidos animales
vy los extractos de tejidos, protegian la oxidacién del 4cido as-
corbico y sugirieron que el glutation podria actuar como el
inhibidor de esta oxidacién. Esta sugestion ha encontrado
apoyo en los recientes experimentos de Mawsox (12). Las
condiciones no fisiolégicas de estos experimentos son claros;
el tejido animal fué molido, algunas veces tratado con acidos
fuertes, y la oxidacion del acido ascérbico fué determinada
en extractos de tales tejidos. En los experimentos que aqui
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relatamos, la oxidacidon de) acido ascdrbico anadido fué se-
guido en fluidos biolégicos normales con y sin adiciéon de
CuC12. Entre los fluidos de origen animallos siguientes fueron
empleados : suero sanguineo, liquido cefalo-raquideo, orina-
saliva, jugo géastrico, todos ellos de hombre; sangre total de
perro, humor vitrio del ojo de buey, leche de vaca. Entre
aquellos de origen vegetal : jugos de naranja, de tomate, y
de toronja. En el cuadro I se encuentra la velocidad de oxi-
dacion de estos fluidos. En ausencia del catalista que se afia-
de todos estos fluidos biolégicos protegieron a variados gra-
dos la oxidacion de dcido ascérbico afiadido, la proteccién
siendo completa en el caso del jugo géstrico, leche vy jugos de
naranja, tomate y toronja. Es de interés notar la similitud en
la velocidad de oxidacidn del 4cido ascorbico en el suero san-
guineo y en la sangre total, lo que demuestra que la presen-
cia de los globulos rojos no tiene influencia sobre esta oxida-
cién. Con el fin de determinar el poder protectivo de éstos
fluidos contra la oxidacion del acido ascérbico anadido, la
concentracién del cobre en estos fluidos fué determinado por
el método de FiscHER y LeororL1, E] poder protectivo fué ob-
tenido dividiendo el tiempo requerido para la oxidaciéon me-
dia del 4cido ascérbico (en minutos) en el liquido biolégico
por el requerido en una solucién tamponada a idéntico pH y
similar concentracién de cobre, desde que estos dos factores
tienen un importante rol en la oxidacién de) acido ascdrbico-
Ademis, el poder protectivo normal, el poder de proteger el
dcido ascorbico de la oxidacién por el CuCi12 anadido fué
también determinado (Cuadro II). El suero sanguineo, leche,
y jugo de tomate tuvieron en alto grado el mas grande poder
protectivo contra el CuC12 afiadido; la orina, saliva y jugo de.
toronja en menor grado.

Indudablemente la propiedad de estos fluidos de proteger
el 4cido ascérbico de la oxidacién es debido, como lo sugirié
Mawsan (12) a variados factores inhibitorios. De estos facto-
res el mas importante debe ser aquel concerniente con la
inhibicién del poder catalitico del cobre, desde que el cobre
estd presente en todos los fluidos bioldgicos en una concen-
tracién suficiente para producir una rapida oxidacién del 4ci-
do ascérbico (LinpoN, ELVEHJEM PrTHRSON (13). Esta accién
catalitica del cobre puede ser disminuida por la formacién de
complejos de cobre no ionizable, tales como aquellos forma-
dos conproteinas (1:11iscH, SAcHSK Y BicK (14), y con un ni-
mero de 4cidos animados (Borsook v Trui.MaNN (15).Como un
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CUADRO No. II

ANALES DE L4 FACULTAD

EL PODER PROTECTIVO DE LOS FLUIDOS BIOLO-
GICOS CONTRA LA OXIDACION DEL ACIDO
ASCORBICO

Poder protectivo—tiempo para la oxidacion media del
4dcido ascérbico afiadido a los fluidos biolégicos (en minutos),
dividido por el tiempo requerido para la oxidacion media en
una solucién fampodn de idéntico valor en pH y concentra-

<ciéon en Cu.

Fluido

Poder protectivo

Normal

Contra el CuC123
afiadido
(7.28x10—2 mM|L)

Suero sanguineo (hombre)
Sangre total (perro)

Liquido cefalo-raquideo(hombre)
Orina (hombre)

Saliva (hombre)

Jugo géstrico (hombre)

Humor vitrio (del ojo de buey)
Leche (de vaca)

-Jugo de naranja

Jugo de tomate

.Jugo de toronja

18.6
15.5
22.0
16.2
39.6*
Completo
7.3

Completo

12.7

.......

® La cantidad de cobre en la saliva no fué€ determinada. Para obtener el
poder protectivo fué supuesto que la concentracién de cobre en la
saliva fué similar a la del suero sanguineo.
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ejemplo de ta) inhibicién damos en la figura 1 la velocidad de
oxidacién del dcido ascérbico por el CuC12 (0.0002 mM) como
catalista a un pH 6.34 con o sin ovoalbimina (8% y glicina)
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Figura 1.

El efecto de l1as proteinas y de los Actdos animados sobre
la oxidacién de] 4cido asc6rbico por el CuC12 (0.0002 mM).
Cantidad de acido ascérbico : 0.02 mM. pH 6.34. Tempera-
tura 25°. 1 Fosfato tampé6n mas CuC12. 2. Fosfato tam-
p6éop mas CuC12 mas glicina., (0.1Mpor litro). 3. Fosfato
tampén mas CuC12 mas ovoal bfimina (6%). -

(0.1 M de glicina) fué afiadido, una concentracién que, de-
acuerdo con BorsooK y TILIL.MAN es mas que suficiente para
guardar el cobre enteramente no ionizable.) La adicién de
ovoalbimina al tampdn fosfato produjo 92.5% de inhibicién,
y ]Ja adicién de glicina, 64% de inhibicién. Un agente mas po-
tente de inhibicién de la accién catalitica del cobre ha sido
encontrado en el glutation. Este efecto inhibidor del gluta-
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tion habia sido ya observado por D& Caro Y GiaNi (11), BER-
sIN, KosTeR Y JusaTz (16), MawsoN (12), pero nose encontrd
satisfactoria explicacion. Fué sostenido que la inhibicion erd
debido al poder de reduccién del glutation mas fuerte que el
del 4cido ascérbico. Los experimentos indicados en el Cua-
dro III parecen indicar que esta inhibicion es debida mas bien
a la fuerte afinidad del glutation para el cobre, con la forma-
<ién de un complejo cobre-glutatioen (ya descrito dicho com-
plejo por HoPKINs (17). En este experimento 0.01 mM de ici-
-do ascérbico fué oxidado en una solucién tampén de fosfato a
pH 6.34, con CuC12 como catalista, y la velocidad de oxidacion
fué comparada con aquella de idéntica solucién conteniendo
variadas proporciones de glutation. Algunos experimentos
fueron llevados a cabo a un pH 7.34 con resultados similares.
Como puede ser vista en el Cuadro 111, no es la relacidon dcido
ascorbico : glutation que determina el poder inhibitorio del
glutation, sino la relacién CuC12 : glutation. E! poder inhibi-
torio fué completo tanto como alli existia mas de una molécu-
la de glutation por 4tomo de cobre. De acuerdo con HOPKINS
el complejo glutation—-cobre contiene un 4tomo de cobre por
molécula de glutation. Cuando tal relacién fué alcanzada hu-
bo una ligera oxidacién del dcido ascérbico (90%) de inhibi-
cidn), cuando la relacién de cobre ; glutation fué de 5:1 la
inhibicién fué solamente de 10%, haciéndose nula cuando la
relacion fué 50 : 1. Desde que una relacidn del cobre : gluta-
tion de 1:2 es bastante para producir la completa inhibicién
de la oxidacién del 4cido ascérbico por el cobre, una concen-
tracién de glutation de 0.054 mM por litro (16.6 mgs. por litro)
prevendria enteramente la oxidacion del 4cido ascérbico en
la sangre, porque la concentracién del cobre en la sangre es
aproximadamente de 0.027 milidtomos por litro. Seria posi-
ble determinar la constante de ionizacién del complejo cobre—
glutation por el grado de inhibicién sobre la oxidacion del
acido ascérbico sobre el cobre idnico.

Podemos por lo tanto concluir que, el glutation, protei-
nas, y acidos animados (por la formacién de complejos co-
bre no-ionizable), son los m4s importantes mecanismos para
la proteccion del dcido ascérbico de la oxidacién en aquellos
fluidos biologicos que poseen tal accién inhibitoria.



DE CIENCIAS MEDICAS 129

CUADRO III

EL EFECTO DEL GLUTATION SOBRE LA OXIDACION
DEL ACIDO ASCORBICO CON EL CuC12
COMO CATALISTA

Cantidad del acido ascérbico, 0.0tmM. pH 6.34 (tampén fosfa-
to) Temperatura 25°.

Inhibicién calculada por comparaciéon de la velocidad de oxi-
dacion del acido ascdrbico en tampén fosfato mas CuCl12 con
la velocidad de oxidacion en la misma solucidon mas glutation.

Cantidad de glutation reducido C‘Etjg”{‘i de Inhibicién
mM mM Yo

0.01 0.0002 Completa
0.01 0.0001 "
0.005 0.00005 n
0.0005 " "
0.0002 . ,
0.0001 . .
0.00005 ) 90
0.00001 " 10
0.000001 " Ninguna
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LA OXIDACION DEL ACIDO ASCORBICO POR FLUIDOS
QUE NO POSEEN MECANISMO INHIBITORIO.

En 1931 Szent GYORGY, (7) sefialé la presencia en el jugo
de col de una “enzima” que oxidaba el 4cido ascérbico; Z1Lva
(8)encontré la“enzima” en el jugode manzana;y TAUBER KLEI-
NER y MISHKIND (9) en eljugo de zapallo dela calidad Hubbar.
Como el 4cido ascorbico es inmediatamente oxidado por un
nimero de sistemas de oxidaciéon y reduccién reversibles de
adecuado potencial (tal como el cobre, hemocromégenos ¥
un grupo de colorantes de origen vegetal), podria ser sospe-
chado que la llamada “oxidasa del 4cido ascdérbico” seria en-
contrado en una variedad de fluidos biolégicos, sobre todo
en aquellos que no tengan un mecanismo inhibidor. La re-
versibilidad de tales oxidaciones, observada por ZILVA,no es
atribuible a la “enzima” sino a una propiedad del acido as-
corbico oxidado a valores de pH de los experimentos de ZIL-
vA, como fué demostrado anteriormente en este laborato-
rio. (1).

Como ejemplos representativos de éste grupo de fluidos
biolégicos fueron seleccionados jugos vegetales extraidos de
manzanas, melocotones, col, zapallos y berros. Debido al bajo
poder tampédn de estos fluidos, el acido ascorbico fué previa-
mente neutralizado con Na2CO3 tanto que la oxidaciéon fué
llevada a cabo sin alterar la concentracién eniones hidréoge-
no de los fluidos biolégicos. Como puede ser observado en
el Cuadro IV el jugo de zapallo amarillo oxida al 4cido ascdr-
bico mis rapidamente que todos los otros fluidos examina-
dos, la oxidacion media habiendo sido alcanzada en 16.6 mi-
nutos. A éste valor de pH y concentracién de cobre la oxida-
cion media del 4dcido ascérbico en una solucién tamponada
de fosfato fué alcanzada en 30.8 minutos. La velocidad de
oxidaciéon no correspondié ni al valor del pH, como tampoco
a Ja concentracién de cobre.

Con el fin de determinar los catalistas responsables para
la oxidacion del acido ascérbico en estos fluidos, dos especi—
ficos inhibidores fueron estudiados : el HCN, que inhibe la
oxidacién producida por los hemocromoégenos; y el 3-hidro-
xiquinolina que inhibe aquella producida por el cobre, el
efecto inhibitorio de estas sustancias habiendo sido previa-
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CUADRO 1V

OXIDACION DEL ACIDO ASCORBICO NO POSEYENDO
MECANISMO INHIBIDOR

Cantidad de acido ascérbico afiadido, 0.02 mM.
Temperatura 25°

Fluido pH [Concentaacion del OZ%EEE
mAtomos/L minutos
Jugo de manzana 4.25 1.24 X 10—2 43.9
Jugo de col 5.10 9.44 X 10—2 35.4
Jugo de zapallo amarillo | 5.94 8.03 x 10—3 16.6
Jugo de lechuga 5.42 6.30 X 10—3 22.3
Jugo de melocotdn 3.76 1.78 X 10—2 35.0
Jugo de berros 4.62 6.75 X 19—3 45.7

mente establecido ensolucionestampones conteniendo CuC12,
cobre-glicina y hemocromégeno ferri-nicotina como cata-
listas, El HCN a una concentraciéon de 0.005M por litro pro-
dujo una inhibiciéon de 58% sobre la oxidacion del acido as-
corbico por el hemocromégeno, mientras que el 8-hidroxiqui-
nolina no tuvo efecto, la accién catalitica del cobre fué com-
pletamente inhibida por ambos reactivos. Por el uso de es-
tos inhibidores fué descubierto que la oxidacién producida
por el jugo de col, zapallo amarillo, y berros no fué debida a
la accién catalitica del cobre porque la velocidad de oxida-
ci6on fué idéntica con y sin 8-hidroxiquinolina. Por otra parte
Ja oxidacién del jugo de manzanas, fechuga y melocotones, fué
encontrado ser parcialmente debido al cobre, como lo de-
muestra la parcial inhibicién producida por e} 8-hidroxiqui-
nolina. El HCN (0.005M) inhibe en una grande proporcién
(90%) 1a oxidacién producida por el jugo de zapallo amarillo.
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y solamente en un 50% la oxidacién por el jugo de col. La
adicion de CuCl12 (0.0002mM) al jugo de col no aumentd
apreciablemente la velocidad de oxidacién (Figura No. 2).

50

sum N¥ 0 9@ .OWNSNOD

| | |
10 20 30
TIEMPO EN MINUTOS

Fig. 2.

La oxidacién del Acido ascérbico por cl jugo de lechuga,
Cantidad de 4cido ascérbico: 0.02 mM. pH, 5.42 Temp. 25°.
1, jugo de lechuga. 2. Jugo de lechuga mas CuC12 (0.0002
mM).

Ha sido demostrado previamente que el glutation inhibe
la oxidacion del acido ascorbico por el cobre como catalista.
Desde que la inhibicion depende de la relacion cobre : gluta-
tion ha sido concluido que el efecto era especifico para la
oxidacién del 4cido ascérbico por el cobre como catalista.
Esta conclusidon encuentra mayor apoyo en los experimentos
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CUADRO V.

EFECTO DEL HCN Y DEL S8-HIDROXIQUINOLINA
SOERE LA OXIDACION DEL ACIDO ASCORBICO
EN FLUIDOS BIOLOGICOS NO POSEYENDO MECA-
NISMO INHIBIDOR.

Temperatura 25°.

Inhibicién por ciento

FLUIDO pH 8—hidroxiqui-
HCN 0 005 M|L nolioa.
c.a 0.002 M|L.

\
|
|
Tampén fosfato mas |

CuC12 0.0002 mM....... 6.34 Completa Completa
Tampdn mas 0.1 M. glici-

na mas CuC12, 0.0002

MM, e, 6.34 . .
Tampédn fosfato mas he-

mocromoégeno ferri-|

NICOtiNA..«ccvverriaennann, | 6.87 58.4 Nula
Jugo de manzanas. 4.25 67.4 41.0
Jugo de col. 5.10 | 52.8 | Nula
Jugo de zapallo amarillo| 5.94 92.4 »
Jugo de lechuga. 5.42 58.4 43.9
Jugo de melocotdn. 3.76 61.4 42.8
Jugo de berros. 4.62 88.4 Nula

senalados en la Figura No. 3, en que el efecto del glutation
sobre la oxidacion del 4cido ascérbico por el jugo de zapallo
amarillo y por el tampdn fosfato conteniendo el hemocromé-
geno ferri-nicotina fué estudiado. En ambos el glutation fallé
de inhibir la oxidacion. En el caso del zapallo amarillo la ve-
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locidad con y sin el glutation fué idéntica (el zapallo amarillo
no oxida al glutation); en el caso del hemocromdgeno ferril
nicotina, la velocidad de oxidacién en presencia del glutation
fué ligeramente més grande, probablemente debido a una
baja de oxidacién del glutation, afadido a la oxidacion de-

acido ascorbico.

ANAILES DX 1LA FACULTAD
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Figura 3,

E] efecto del glutation sobre la oxidacién del 4cido ascér-
bico por el zapallo amarillo y tarapén fosfato mas hemocro-
mégeno ferri-nicotina. 1, Hemocromégeno ferri-micotina
(hemina, 0.00015 mM); nicotina (0.01 mM).
amarillo. 4, Zapallo amarillo mas glutation (0.0005 mM).

Es por lo tanto, completamente probable que los hemo-
cromoégenos son los principales catalistas para la oxidacién
del acido ascérbico en estos fluidos bioldgicos que no poseen

mecanismo inhibidor.

3, Zapallo
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RESUMEN

Los fluidos bioldgicos pueden ser divididos de acuerdo
con su conducta hacia el 4cido ascorbico en dos grupos: aque-
llos poseyendo un mecanismo inhibidor que protege al acido
arcorbico de la oxidacidon, y aquellos desprovistos de este
mecanismo.

Fluidos de origen animal y algunos de origen vegetal,
{aquellos conteniendo cantidades dosables de acido ascorbi-
co) corresponden al primer grupo. El dcido ascérbico es pro-
tegido de la oxidacién en dichos fluidos por la accidon del glu-
tation, proteinas, 4cidos aminados. que inhiben la acciéon ca-
talista del cobre. Los fluidos de origen vegetal (aquellos que
contienen muy poco icido ascérbico) corresponden al se-
gundo grupo. El acido ascorbico es oxidado en estos fluidos
por una variedad de catalistas oxidantes, cobre y hemocro-
mogenos, como lo prueba el efecto de los inhibidores. El
efecto inhibitorio del glutation es especifico para jla accidn ca-
talitica del cobre, y no tiene accién sobre la velocidad de oxi-
dacion del dcido ascorbico por el hemocromégeno ferri-nico-
tina o por el jugo de zapallo amarillo.
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