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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto que ejerce la vitamina C sobre el sulfato ferroso, principio activo de un jarabe antianémico.
Materiales y métodos: La reaccion que se produce entre el sulfato ferroso de un jarabe antianémico y la vitamina C se
determinoé al aplicar la técnica de descomposicion de la desoxirribosa, que evalla la formacion de malondialdehido por
accion de radicales libres.

Resultados: En un medio de ensayo constituido por tampodn fosfato 50 mM (pH 7,4), el jarabe antianémico de sulfato
ferroso a una concentracion 1,080 mM reacciond con la vitamina C en concentraciones comprendidas entre 5,0 x 10°* mM
y 0,5 mM, generando radicales libres que disminuyen cuando se utiliza una concentracion de vitamina C de 5,0 x 102 mM
mientras que a una concentracion 0,5 mM, se eleva. Cuando se usa sulfato ferroso en condiciones similares se aprecia un
incremento de la generacion de radicales libres que alcanza un valor maximo a una concentracion de vitamina C de 5,0
x 10¢ mM que se mantiene invariable a concentraciones de dos 6rdenes de magnitud mayor y, ulteriormente, decrece a
concentraciones mas elevadas. La vitamina C a una concentracion 1,0 mM reacciona con el sulfato ferroso utilizado en
concentraciones comprendidas entre 0,270 y 2,160 mM describiendo una curva de tipo hiperboélica. En cambio, el jarabe
de sulfato ferroso, utilizado en las mismas concentraciones, mostrd un elevado incremento a bajas concentraciones de
tipo no lineal pero que tuvo una respuesta lineal a partir de la concentracion 0,540 mM del jarabe, respuesta que fue
mayor a la alcanzada por el sulfato ferroso disuelto en agua destilada.

Conclusiones: La vitamina C reacciona con el jarabe de sulfato ferroso y genera radicales libres, esta respuesta depende
de las concentraciones relativas de sulfato ferroso, vitamina C y de los excipientes del jarabe.

Palabras clave: Sulfato ferroso; Vitamina C; Anemia; Radicales libres (Fuente: DeCS BIREME).

Generation of free radicals by the effect of vitamin C on a ferrous sulfate
antianemic syrup

ABSTRACT

Objective: To determine the effect of vitamin C on ferrous sulfate, the active ingredient of an antianemic syrup.
Materials and methods: The reaction between the ferrous sulfate contained in an antianemic syrup and vitamin C was
determined using the decomposition technique of deoxyribose, which evaluates the formation of malondialdehyde by
the action of free radicals.

Results: In an assay medium consisting of 50 mM phosphate buffer (pH 7.4), the ferrous sulfate antianemic syrup at a
concentration of 1.080 mM reacted with vitamin C at concentrations between 5.0 x 10 mM and 0.5 mM, generating
levels of free radicals that decrease when vitamin C is used at a concentration of 5.0 x 102 mM, and increase at a
concentration of 0.5 mM. When ferrous sulfate is used under similar conditions, an increase in the generation of free
radicals is observed, which reaches a maximum value with vitamin C at a concentration of 5.0 x 10® mM, remains
unchanged at concentrations of two orders of magnitude higher, and subsequently decreases at higher concentrations.
Vitamin C at a concentration of 1.0 mM reacts with ferrous sulfate used at concentrations between 0.270 and 2.160 mM,
describing a hyperbolic curve. In contrast, ferrous sulfate syrup used at the same concentrations showed a high increase
at low non-linear concentrations, but a linear response from the 0.540 mM concentration of the syrup, a response that
was higher than that reached by the ferrous sulfate dissolved in distilled water.

Conclusions: Vitamin C reacts with ferrous sulfate syrup generating free radicals. This response depends on the relative
concentrations of ferrous sulfate, vitamin C and syrup excipients.

Keywords: Ferrous sulfate; Vitamin C; Anemia; Free radicals (Source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

La anemia ferropénica es una enfermedad de elevada
prevalencia en nuestro pais, la Encuesta Demografica
y de Salud Familiar de 2016 refiere que el 33,3 % de
los nifos menores de cinco anos de edad padecen de
esta enfermedad " y un aspecto preocupante es que
los efectos adversos de la anemia son irreversibles.
El tratamiento de esta enfermedad consiste en la
administracion de sulfato ferroso, ya sea en polvo
con los alimentos, en gotas o como jarabe, con la
indicacion adicional de que el paciente ingiera bebidas
preparadas con frutas citricas como el limon o la
naranja, para aprovechar el contenido de vitamina C
de estos alimentos, con el propdsito de incrementar la
eficiencia de la absorcion del hierro a nivel intestinal @.

Lavitamina C cumple multiples funciones en el organismo
como la de participar en la sintesis de colageno, proceso
de cicatrizacion, sintesis de catecolaminas, sintesis de
carnitina, etc.; asi como la de modular el metabolismo
del hierro estimulando la sintesis de ferritina,
inhibiendo la degradacion lisosomal de ferritina y
disminuyendo el flujo celular del hierro ®. Otra de las
caracteristicas de esta vitamina es comportarse como
un eficiente reductor y, en consecuencia, tener una
elevada capacidad antioxidante, es decir, la propiedad
de bloquear la accion dafina de los radicales libres.
Pero también se han descrito situaciones en que se
comporta como un peligroso compuesto prooxidante,
ya que en determinadas condiciones fisioldgicas puede
generar radicales libres; en tal sentido, se ha observado
que la vitamina C tiene la propiedad de reaccionar
con metales de transicion como el cobre y fierro,
a través de un proceso que comprende la formacion
de compuestos intermedios los que, posteriormente,
conducen a la formacion de radicales hidroxilos @
que son moléculas de elevada reactividad conforme lo
refiere su vida media que es aproximadamente 1 x 10°
segundos; es decir, participa en reacciones controladas
por difusion y tienen la propiedad de dafar proteinas,
lipidos y acidos nucleicos ©.

Cuando la generacion de radicales libres supera la
capacidad del sistema antioxidante en el ser humano
lo conduce al estrés oxidativo, condicion que es
causante de ciertas enfermedades como la psoriasis
0 que esta presente en un gran niumero de patologias
como el cancer, diabetes mellitus, aterosclerosis, ¢7
etc. El ser humano dispone de un sistema antioxidante
constituido por sustancias de naturaleza enzimatica
y no enzimatica, pero cuya eficiencia con frecuencia
es superada por compuestos generadores de radicales
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libres, situacion que lo conduce al estrés oxidativo. Con
la finalidad de evitar la accion nociva de los radicales
libres es necesario ingerir frutas y verduras que tengan
elevada accion antioxidante ®, gracias a su contenido
en polifenoles, antocianinas, vitamina C, flavonoides,
B-caroteno, licopeno, etc.

La administracion de jarabe de sulfato ferroso con
la posterior ingesta de una fuente de vitamina C
puede tornar a esta asociacion muy dafina para las
personas que lo ingieran ®, ya que el ion ferroso
puede reaccionar con la vitamina C y formar radical
hidroxilo y, adicionalmente, existe la posibilidad de
que los excipientes del jarabe puedan modificar la
naturaleza de esta reaccion. En el presente trabajo
mostramos que cuando reaccionan los componentes de
un jarabe de sulfato ferroso con vitamina C se generan
radicales libres, efecto que es dependiente de las
concentraciones relativas de ambos reaccionantes, asi
como de los excipientes del jarabe.

MATERIALES Y METODOS

Los reactivos quimicos acido tiobarbiturico, fosfato de
potasio monobasico, vitamina C y acido tricloroacético
fueron de Merck Darmstadt, la 2-desoxirribosa se
adquirio de Sigma Chemical Co. El jarabe comercial de
sulfato ferroso fue el que se utiliza para el tratamiento
de la anemia ferropénica. Todos los reactivos quimicos
fueron de grado analitico.

Descomposicion de la desoxirribosa

Esta técnica, propuesta por Gutteridge 9, se utiliza
para determinar en un medio de ensayo la presencia
de radicales hidroxilo o “especies reactivas al acido
tiobarbitlrico” (TBARS por sus siglas en inglés), los
que tienen la propiedad de escindir la 2-desoxirribosa
y convertirla en malondialdehido, compuesto que
reacciona con el acido tiobarbitirico y forma una
sustancia que absorbe a 532 nm.

El medio de ensayo en un volumen final de 2,0 mL estuvo
constituido basicamente por 1,0 mL de tampon fosfato
de potasio 0,1 M (pH 7,4), 0,2 mL de desoxirribosa 28
mM, un volumen conocido de una solucion acuosa de
sulfato ferroso o del jarabe de sulfato ferroso y un
volumen definido de una solucién de concentracion
conocida de vitamina C. Se llevo al bafo maria a 37 °C
durante 30 minutos y luego se anadié 1,0 mL de acido
tricloroacético al 10 % y 1,0 mL de acido tiobarbiturico
al 0,6 %.



Se sometio a ebullicion durante 15 minutos, a cuyo
término se enfriaron los tubos que estuvieron premunidos
de una tapa rosca. Las lecturas de la absorbancia se
realizaron en un espectrofotometro Hewlett Packard
modelo Lambda 25 a una longitud de onda de 532 nm.
Paralelamente, se prepar6 el blanco correspondiente.
Para realizar los calculos cuantitativos se utilizé un
coeficiente de extincion molar " de 1,56 x 10° M\" cm"'.
Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

RESULTADOS

Cuando el sulfato ferroso y la vitamina C se encuentran
en un medio de ensayo constituido por tampon fosfato
50 mM (pH 7,4) y desoxirribosa 2,8 mM, reaccionan
a través de un proceso que es dependiente de las
concentraciones relativas de ambos compuestos, con
la consiguiente formacion de especies reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARS). Para las determinaciones
analiticas se utilizd un jarabe comercial que en 100 mL tenia
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disuelto 1500 mg de sulfato ferroso; este medicamento
se utiliza actualmente para el tratamiento de la anemia
ferropénica en el Perd. La concentracion de vitamina
C en el medio de ensayo fue 1,0 mM, compuesto que
reaccion6 con volumenes variables del jarabe cuya
concentracion de sulfato ferroso estuvo comprendida
entre 0,270 mM y 2,160 mM.

La reaccion de ambos compuestos permite observar un
incremento inicial elevado de la formacion de TBARS
cuyo valor fue de 9,64 nmoles, que se obtuvo cuando
la concentracion de sulfato ferroso del jarabe fue 0,270
mM, mientras que con la concentracion 0,540 mM que
deberia corresponder al doble de TBARS, solamente se
observa un valor de 10,64 nmoles conforme se aprecia
en la figura 1, pero a partir de esta concentracion el
incremento de la generacion de TBARS se produce de
una manera lineal hasta alcanzar la formacion de 22,84
nmoles de TBARS, que corresponde a una concentracion
de sulfato ferroso del jarabe de 2,160 mM.
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Figura 1. Generacion de TBARS por la reaccion de diferentes concentraciones de jarabe de sulfato ferroso con acido ascorbico 1,0 mM,
en un medio de ensayo constituido por tampén fosfato 50 mM (pH 7,4)

Bajo las mismas condiciones experimentales descritas
anteriormente de tampon fosfato 50 mM (pH
7,4),desoxirribosa 2,8 mM y vitamina C 1,0 mM, se
puede observar que utilizando soluciones acuosas
de sulfato ferroso en concentraciones iguales a las
descritas para el jarabe, es decir, en el rango 0,270 mM
y 2,160 mM, el incremento de la formacion de TBARS
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es de naturaleza hiperbdlica, curva caracterizada por
mostrar un valor maximo de 7,67 nmoles cuando la
concentracion de sulfato ferroso es 1,080 mM, esta
formacion de TBARS decrece ligeramente a medida que
se incrementa la concentracion de sulfato ferroso de
1,618 mM a 2,160 mM (Figura 2).
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Figura 2. Formacion de TBARS generados por la reaccion de sulfato ferroso con una concentracion 1,0 mM de vitamina C, en un medio

de ensayo constituido por tampodn fosfato 50 mM (pH 7,4)

Con el propésito de observar el comportamiento de la
vitamina C frente al jarabe de sulfato ferroso, se prepard
un medio de ensayo cuya concentracion de la sal de
fierro fue 1,080 mM, mientras que la vitamina C estuvo
presente en concentraciones en un rango comprendido
entre 5,0 x 10® mM y 0,5 mM. En la figura 3 se observa
un considerable incremento en la formacion de TBARS
cuando la concentracion de vitamina C fue de 5,0 x 10
mM, aumento que practicamente no se modifica cuando las
concentraciones de vitamina C se elevan a 5,0 x 10 mM, es

decir, concentraciones con una diferencia de dos ordenes
de magnitud; en cambio, cuando la concentracion de la
vitamina C en el medio de ensayo se elevo a valores de
5,0 x 102 mM y 5,0 x 102 mM se observa una disminucion
perceptible de la generacion de TBARS: 14,38 y 14,31
nmoles, que posteriormente se eleva a un valor de 17,53
nmoles cuando se utiliza una concentracion de vitamina C
de 0,5 mM, elevacion que fue ligeramente mayor a aquella
en que esta vitamina estuvo presente en el medio de
reaccion a una concentracion 5,0 x 10¢ mM.
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Figura 3. Efecto de la concentracion de vitamina C en la generacion de TBARS en presencia de jarabe de sulfato ferroso 1,080 mM. EL
medio de ensayo estuvo constituido por tampon fosfato 50 mM (pH 7,4)
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Una situacion analoga se puede observar en el ensayo
realizado con sulfato ferroso, donde las concentraciones
de hierro eran iguales a la del jarabe de sulfato ferroso
descrito anteriormente, es decir, 1,080 mM, mientras que
la concentracion de vitamina C estuvo comprendida entre
5,0 x 10 mM y 0,5 mM. Conforme se observa en la figura
4, donde se grafica la formacion de TBARS en funcion del
logaritmo de la concentracion nM de vitamina C, ocurre un
elevado incremento inicial de TBARS cuyo valor fue de 39,94
nmoles que corresponde a una concentracion 5,0 x 10¢ mM

Henry Guija-Guerra, Emilio Guija-Poma, John Ponce-Pardo,
Miguel Inocente-Camones, Luis Camarena-Chaviguri

de vitamina C, esta elevacion se mantuvo practicamente
invariable a una concentracion 100 veces mayor de esta
vitamina, es decir, 5,0 x 10 mM cuya formacion de TBARS
fue 39,97 nmoles, pero decrece en presencia de mayores
concentraciones de esta vitamina, alcanzando un valor
notablemente menor de 10,70 nmoles cuando la vitamina
C estuvo presente en una concentracion de tres ordenes
de magnitud mayor, o sea 0,5 mM; este resultado puede
apreciarse en la figura 4.
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Figura 4. Efecto de la concentracion de vitamina C en la generacion de TBARS en presencia de sulfato ferroso 1,080 mM. El medio de

ensayo estuvo constituido por tampon fosfato 50 mM (pH 7,4)

DISCUSION

Moses Gomberg (2 en 1900 propuso la existencia del
radical libre trifenilmetilo, posteriormente Gerschman
(3 intentd explicar en 1954 la toxicidad del oxigeno en
animales de experimentacion, que murieron después de
haber sido expuestos durante tres dias en un ambiente de
oxigeno puro; pero en aquella época era inaceptable una
explicacion que considerara la reduccion univalente del
oxigeno. Posteriormente, Harman (% en 1956 propuso la
“Teoria de los radicales libres del envejecimiento” que
actualmente es el planteamiento que ha recibido mayor
aceptacion. Por lo cual, cuando Mc Cord y Fridovich (%
describieron en 1969 la existencia de la enzima superdxido
dismutasa, se aceptd que la generacion del radical anion
superdxido ocurria en la cadena respiratoria mitocondrial,
y desde entonces, se han descrito un gran nimero de
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estudios muy bien documentados de la estrecha relacion
que existe entre los radicales libres y un gran nimero de
condiciones patoldgicas.

El hierro es un elemento que el ser humano debe ingerir
necesariamente en su dieta, absorbiéndose a nivel
intestinal @, con una eficiencia que depende del tipo
de hierro ingerido, es decir, ya sea que se encuentre
como hierro hemo o bajo la forma de hierro no hemo;
posteriormente, es trasportado en la sangre por la
transferrina y se almacena ligado a la ferritina en la célula.
Este metal cumple diversas funciones en el organismo
(19, Cuando se une a los citocromos tiene la propiedad
de interconvertirse de su forma ferrosa (Fe?*) a la forma
férrica (Fe*), proceso que ocurre principalmente en el
transporte de electrones mitocondrial. El ion ferroso tiene
la propiedad de reaccionar con el peroxido de hidrogeno
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oxidandose a la forma férrica (Fe*) y generando, al mismo
tiempo el radical hidroxilo (OH"), radical que reacciona
muy rapidamente con proteinas, lipidos y acidos nucleicos
a través de una reaccion controlada por difusion ©,

La generacion de radicales libres en el ser humano se
realiza de manera muy diversa; uno de los sitios en
que se forman es la cadena respiratoria mitocondrial,
donde el oxigeno es reducido de manera univalente por
los complejos respiratorios | y Ill, formando el anidn
superdxido; este radical sufre un proceso de dismutacion
por accion de la superdxido dismutasa originando el
peroxido de hidrégeno, compuesto que facilmente
puede difundir de la mitocondria al citosol o puede ser
descompuesto por accion de la catalasa “*%. También se
generan radicales libres por accion de la NADPH oxidasa,
a través de la reaccion del peroxido de hidrogeno con
metales de transicion, por accion catalitica de la xantina
oxidasa en los procesos de isquemia y reperfusion, por la
reaccion entre la vitamina C con metales de transicion
como el ion cuproso o el ion ferroso, etc.

El ser humano dispone de un sistema antioxidante
constituido por enzimas y compuestos no enzimaticos que
impediria la instauracion del estrés oxidativo, pero este
sistema antioxidante no es lo suficientemente eficiente,
por lo que es necesario que ingiera compuestos con
propiedades antioxidantes, los que se encuentran en
alimentos como las frutas y verduras ®.

Se ha descrito que la vitamina C reacciona con metales
de transicién como el hierro y cobre y genera el radical
hidroxilo que es el radical libre mas nocivo para el ser
humano ©'); por lo tanto, cuando un paciente anémico
ingiere un jarabe de sulfato ferroso y posteriormente, un
jugo de naranja o una limonada, bebidas que son fuente
de vitamina C cuya ingesta se recomienda para propiciar
una mejor absorcion del hierro, se estarian dando las
condiciones necesarias para que la vitamina C reaccione
con el hierro del sulfato ferroso y genere radicales libres.
Estos radicales libres ejercerian un efecto nocivo a nivel
gastrointestinal y ulteriormente, podrian dafar el higado
y otros tejidos.

Cuando se comparan los resultados experimentales
obtenidos bajo similares condiciones de ensayo del jarabe
de sulfato ferroso y la solucion acuosa de sulfato ferroso,
es decir, aquella en que la concentracion de vitamina C
en el medio de ensayo era 1.0 mM, el incremento de la
concentracion de sulfato ferroso describe una curva de
tipo hiperbdlica, observacion que no se produjo cuando se
utilizo el jarabe de sulfato ferroso, este resultado estaria
sugiriendo que los excipientes del jarabe participarian en
la reaccion antes descrita ya que las concentraciones de
sulfato ferroso en ambas condiciones experimentales eran
iguales.
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El ion ferroso tiene la propiedad de reaccionar con el
oxigeno formando el anion superoxido, compuesto que
a través de una reaccion de dismutacion forma peroxido
de hidrogeno, este Ultimo compuesto interacciona con el
ion ferroso generando ion férrico y radical hidroxilo. La
presencia de ascorbato permite reducir el ion férrico a ion
ferroso, por lo que el efecto del ascorbato in vivo dependera
de la accion catalitica de los metales de transicion (7,
Nuestros resultados experimentales muestran que las
reacciones antes descritas estarian produciéndose cuando
el jarabe de sulfato ferroso reacciona con la vitamina C.

En una observacion realizada en mitocondria de higado
de rata tratada con ascorbato y sulfato ferroso pudo
percibirse que los fosfolipidos sufrieron procesos de
lipoperoxidacion, que corresponde al acido araquidonico
de la fosfatidil colina y la fosfatidil etanolamina, los que
decrecieron 39 % y 41 % respectivamente, lo que indica que
el acido araquidonico de los fosfolipidos de la membrana
mitocondrial sirvieron como sustrato preferencial para
la reaccion de peroxidacion (® observacion que pone
de manifiesto que este proceso estaria vinculado con la
acumulacion de vitamina C y ion ferroso en el higado.
Estos resultados sefalan la activa participacion de los
radicales libres en las reacciones de peroxidacion lipidica,
sugiriendo el probable efecto que podria ejercer la ingesta
del jarabe de sulfato ferroso con la vitamina C contenida
en los jugos de frutas citricas.

La generacion de radicales libres que ocurre cuando
reacciona la solucion acuosa de sulfato ferroso o el jarabe
de sulfato ferroso a una concentracion 1,080 mM, con
diferentes concentraciones de vitamina C, produce una
respuesta que fue dependiente del tipo de disolucion del
sulfato ferroso; es decir, cuando se utiliza sulfato ferroso
disuelto en agua destilada se obtiene una curva de tipo
hiperbdlica, en cambio, el uso del jarabe de sulfato ferroso
bajo las mismas condiciones experimentales permite
observar una recta paralela al eje de abscisas. Estos
comportamientos completamente distintos del sulfato
ferroso en medio acuoso y aquel que se encuentra como
principio activo del jarabe, sugiere que los excipientes de
la forma farmacéutica estarian participando en la reaccion
antes descrita.

Diversas evidencias sefialan que la cosuplementacion de
sales ferrosas con vitamina C incrementa el estrés oxidativo
en el tracto gastrointestinal, que podria haber sido causado
por especies reactivas de oxigeno y nitrogeno. La vitamina
C tiene la capacidad de ejercer un efecto prooxidante
mediante su interaccion con metales de transicion como el
cobre y hierro. En una investigacion realizada con madres
gestantes a quienes se les administré6 100 mg de hierro y
500 mg de vitamina C en el tercer trimestre de gestacion,
pudo observarse que la relacion de TBARS/colesterol y
TBARS/vitamina E estuvieron mas elevados en el grupo



de madres que recibié la suplementacion con hierro
+ vitamina C que el grupo control . Asi mismo, se ha
observado que la vitamina C puede movilizar apreciables
cantidades de hierro de los depdsitos y, en consecuencia,
superar la capacidad de las proteinas que ligan hierro,
produciéndose de esta manera hierro libre, que puede
incrementar la generacion de radicales libres.

Los resultados experimentales que se han mostrado en
la presente investigacion muestran inobjetablemente
que el hierro del jarabe de sulfato ferroso reacciona con
la vitamina C y genera radicales libres, asi mismo, el
comportamiento distinto del sulfato ferroso disuelto en
agua destilada y el que se encuentra en el jarabe, indica
la participacion activa de los excipientes del jarabe en la
reaccion que se produce entre el ion ferroso y la vitamina
C. Estos resultados sugieren que no deberia recomendarse
la ingesta de jugo de naranja o limonada, fuentes
importantes de vitamina C, para incrementar la absorcion
del hierro del jarabe de sulfato ferroso, por el probable
daino que ejerceria dicha asociacion. Consideramos que es
necesario desarrollar nuevas investigaciones para disponer
de una mejor comprension de los efectos adversos que
podrian causar la administracion de hierro no hemo y
vitamina C en pacientes anémicos.
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