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1. Resumen

El hierro (Fe) es un metal de transicién con propiedades quimicas y fisicas unicas
que contribuyen a su papel esencial en diversos procesos bioldgicos. Una de sus
caracteristicas mas distintivas es su capacidad para existir en dos estados de
oxidacion: ferroso (Fe?*) y férrico (Fe3*). A pesar de su importancia, el metabolismo
del hierro debe ser regulado con precision para evitar su acumulacién excesiva, lo
que puede conducir a estrés oxidante, dafio celular y, en ultima instancia, diversas
condiciones patologicas. Si bien ya se tienen tres farmacos quelantes de hierro
aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA) siendo estos la deferoxamina, el deferasirox y la deferiprona. Sin
embargo, el uso de estos farmacos se asocia con efectos adversos importantes. Por
lo tanto, en necesario buscar alternativas a estos farmacos quelantes de hierro. En
la medicina tradicional Eryngium carlinae, Potentilla indica, y Justicia spicigera han
sido ampliamente utilizadas por diversas culturas debido a sus propiedades
terapéuticas. Ademas, algunos estudios sugieren que ciertos metabolitos presentes
pueden poseer capacidades quelantes de hierro, lo que los convierte en candidatos
potenciales para mitigar el estrés oxidativo relacionado con la sobrecarga de hierro.
El presente estudio tuvo como objetivo analizar el efecto quelante de los extractos
etandlicos de las plantas E. carlinae, J. spicigeray P. indica in vitro y en ratas macho
Wistar con sobrecarga de hierro, en el cual se evaluaron parametros séricos, hierro
hepatico, estrés oxidante y potencial antioxidante. Estos resultados demuestran que
los extractos etanolicos de E. carlinae y J. spicigera presentaron capacidad quelante
al reducir el hierro en higado. Ademas de modular marcadores antioxidantes y
reduccion del estrés oxidante.

Palabras clave: hierro, sobrecaraga, quelante, antioxidante, higado
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2. Abstract

Iron (Fe) is a transition metal with unique chemical and physical properties that
contribute to its essential role in various biological processes. One of its most
distinctive characteristics is its ability to exist in two oxidation states: ferrous (Fe?*)
and ferric (Fe3"). Despite its importance, iron metabolism must be tightly regulated
to prevent excessive accumulation, which can lead to oxidative stress, cellular
damage, and ultimately various pathological conditions. Although three iron-
chelating drugs have been approved by the U.S. Food and Drug Administration
(FDA)—deferoxamine, deferasirox, and deferiprone—their use is associated with
significant adverse effects. Therefore, there is a need to identify alternative iron-
chelating agents. In traditional medicine, Eryngium carlinae, Potentilla indica, and
Justicia spicigera have been widely used by various cultures due to their therapeutic
properties. In addition, several studies suggest that certain metabolites present in
these plants may possess iron-chelating capabilities, making them potential
candidates for mitigating oxidative stress associated with iron overload. The aim of
this study was to analyze the chelating effect of ethanolic extracts from E. carlinae,
J. spicigera and P. indica in vitro and in male Wistar rats with iron overload, by
evaluating serum parameters, hepatic iron content, oxidative stress, and antioxidant
potential. The results indicate that the ethanolic extracts of E. carlinae and J.
spicigera exhibited iron-chelating capacity by reducing hepatic iron levels, as well as
modulating antioxidant markers and decreasing oxidative stress.

Key words: iron, overload, chelating, antioxidant, liver
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3. Introduccion

3.1 La quimica del hierro

El hierro (Fe) es el segundo metal mas abundante y el cuarto elemento mas
abundante en la corteza terrestre y sus propiedades se observan en la Tabla 1. En
la Tabla Periddica se encuentra situado en el centro de la primera serie de transicion
y se caracteriza por tener sus orbitales d incompletos. Si bien el hierro tiene diversos
estados de oxidacion (de -l a +VI), los principales son el ferroso (Fe?*) y el férrico
(Fe3*) Debido a sus estados de oxidacién, el hierro puede formar compuestos de
coordinacion complejos, siendo este el principal motivo de su idoneidad en los
sistemas biologicos (Crichton, 2016).

Tabla 1.Las propiedades fisicas y quimicas del hierro (Fe). Un metal de transicion esencias para diversos procesos
biologicos importantes. Se describe su simbolo quimico, numero atomico, configuracion eléctrica, entre otras propiedades
importantes. Tomado de Crichton, 2016.

Simbolo quimico Fe

Numero atémico 26

Configuracion electrénica [Ar] 3d° 4s2

Grupo 8 (metales de transicion)
Periodo 4

Masa atomica 55.845u

Densidad 7.87 g/lcm? (a 20 °C)
Punto de fusion 1538 °C

Punto de ebulliciéon 2862 °C

Estados de oxidacion +2 (ferroso), +3 (férrico); menos comunes: +4, +6
Conductividad térmica 80.4 W/(m-K)
Propiedades magnéticas Ferromagnético
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La capacidad redox del Fe (Fe3*/Fe?*) y su tamarfio varia segun los atomos con los
que se coordina. Estas caracteristicas permiten al hierro desempefiar funciones
importantes como activar y trasportar moléculas, ademas participa en reacciones de
trasferencias de electrones. El Fe3*libre, tiene un radio idnico de 67 pm y una carga
+3, actua como un acido fuerte, forma ligandos principalmente con oxigeno. Por otro
lado, el Fe?*libre, tiene un radio idnico mayor de 83 pm y una carga de +2, esta
entre el limite de un acido fuerte y débil, favorece ligandos mas flexibles con el
nitrégeno y los de azufre (Sanchez et al., 2017). El hierro labil o libre debe su
toxicidad justo a la posibilidad de transitar entre estados de oxidoreduccidn, ya que
puede generar compuestos oxido-hierro (1V) y participar en la reaccion de Fenton
que produce el radical hidroxilo (Koppenol et al., 2018).

3.2 Propiedades bioldgicas del hierro

El Fe es un elemento crucial en las células y el organismo, ya que contribuye
ampliamente a procesos celulares. Se encuentra en diversas proteinas y estas se
clasifican segun su funcion: estructural, almacenamiento, transporte de metales,

catalisis y trasporte de electrones (Frey et al., 2012).

3.2.1 Hemoproteinas

El grupo prostético de las hemoproteinas es el grupo hemo; estd ampliamente
involucrado en funciones biolégicas que implican la union a oxigeno, como la
hemoglobina y la mioglobina; es activador del oxigeno molecular (O2), como en las
oxidasas, peroxidasas, catalasas e hidroxilasas, y en la transferencia de electrones
como en los citocromos (Jaramillo-Calle, 2017). El grupo hemo esta formado por un
atomo de hierro unido a cuatro atomos de nitrogeno de una molécula de porfirina y
uno o dos ligandos axiales de la proteina. La porfirina es un tetrapirrol ciclico, en el
cual los cuatro anillos de pirrol estan unidos por puentes de metano, como se

muestra en la Figura 1 (Villavicencio, 2012).

pag. 4



o
H,C = CH CHg
' H
/A Z /B clf #
HaC - CH
%N " 'N%
Fe(ll)
\ K E ” /:

He '\D \ C/ CHs
“00C—CH,—CH, ! CH,—CH;—COO0"
N
HN—L_

CH,
c.
—N"H ~C”
H \

Figura 1. Representacion del ion ferroso (Fe*') en la estructura de la hemoglobina. El Fe?* se encuentra en el centro del
grupo hemo, donde coordina con los atomos de nitrogeno del anillo porfirinico y puede unirse reversiblemente al oxigeno,
facilitando su transporte en la sangre. Tomado de Crichton, 2016.

La hemoglobina y la mioglobina, son pigmentos respiratorios que pertenecen a la
superfamilia de proteinas globinas y se caracterizan principalmente por su
capacidad de unir ligandos como el O2, monoxido de carbono (CO) y 6xido nitrico
(NO) al atomo de hierro. Cuando el hierro esta en su estado Fe?* se une de manera
reversible a ligandos como el Oz, permitiendo que la proteina funcione como
almacenamiento, en el caso de la Mb (Mioglobina), mientras que la Hb
(Hemoglobina) trasporta Oz a los tejidos y regresa dioxido de carbono (CO>) a los
pulmones. La afinidad por el oxigeno puede ajustarse para satisfacer las
necesidades fisioldégicas del organismo y mediante interacciones alostéricas,
responde a la presencia de metabolitos, cambios en el pH, niveles de CO,, entre

otros factores (Wilson y Reeder, 2007).

3.2.2 Activadores del oxigeno molecular

La activacion del Oz esta mediada por metaloproteinas, que son las proteinas que
contienen hemo y son claves para este proceso. La interaccion que se produce entre
el hierro hemo y el dioxigeno genera diversas funciones, que incluyen la reduccion

de O a agua por la citocromo c oxidasa y la degradacién de especies reactivas de
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oxigeno, como la catalasa y la peroxidasa. También participa en la catalisis de una
diversidad de reacciones como la hidroxilacion de esteroides, monooxigenacion
tipica de los citocromos P450 y reacciones de dioxigenacion como las

hemodioxigenasas (Huang y Groves, 2017).

La citocromo c oxidasa (CcO), es una oxidasa hemo-cobre en la region terminal de
la respiracidn celular que cataliza la reduccion del O, a agua, con electrones
procedentes del citocromo c y acoplada a la bomba de protones (Yoshikawa y
Shimada, 2015). Los electrones se mueven entre los centros redox de la enorme
estructura como se muestra en la Figura 2. La transferencia de electrones ocurre
de manera secuencial, a través del citocromo ¢, que transfiere electrones, uno a la
vez hacia un centro binuclear de cobre (CuA). A continuacién, los electrones se
dirigen a un grupo hemo a, llegan a un centro redox compuesto por un grupo hemo
a3 y un atomo de cobre (CuB). Se aceptan los primeros dos electrones que reduce
el centro binuclear a3-CuB, después el centro binuclear acepta su segundo electron
y la molécula de O se une. Se rompe el doble enlace del Oz cuando los atomos de
oxigeno aceptan un par de electrones del centro a3-CuB reducido (Karp, 2013).

WRE 4H*

membrane domain

aHt ] Zant

translocation substrate

Figura 2. Funcion general de la citocromo c oxidasa. Los atomos de hierro y cobre se representan como esferas rojas y
verdes respectivamente. Las flechas azules indican la reaccion de reduccion del O: a agua, mostrando su orientacion con
respecto al lado P (carga positiva) y al lado N (carga negativa) de la membrana. Las flechas rojas representan el bombeo
de protones acoplado a esta reaccion. Tomado y modificado de Wikstrom, 2004.
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3.2.3 Transferencia de electrones en la cadena respiratoria

El grupo prostético hemo desempefia un papel crucial en la transferencia de
electrones. En la cadena respiratoria, la proteina citocromo ¢ (cyt ¢) actua como
transportador de electrones entre los complejos. Una vez oxidado, el cyt ¢ se disocia
del centro de reaccion y se acopla nuevamente al complejo ubiquinonacitocromo
bc, para recuperar su forma reducida. Durante este proceso, el grupo hemo alterna

entre los estados redox de Fe?ty Fe3* (Autenrieth et al., 2004).

La citocromo c es una proteina globular compuesta por cinco hélices a conectadas
por bucles tipo Q y dos regiones (3 antiparalelas. Su estructura se mantiene
estabilizada por interacciones entre cuatro residuos clave. El grupo hemo se
encuentra insertado dentro de la proteina, con solo aproximadamente el 7.5% de su
superficie expuesta. El hierro central del grupo hemo esta coordinado por una
histidina (His18) y una metionina (Met80) como se muestra en la Figura 3. En la
region expuesta, se encuentran residuos cargados positivamente, principalmente
argininay lisina, lo que crea un entorno hidrofilico que facilita las interacciones redox

y la transferencia de electrones (Hannibal et al., 2016).

O\
A B ©9%9° \io
“ His 7 0

Lo
? CHZ/ Heme ck
p Heme ¢ \C . C/
. . H_
- & /\,{CH:;\C/ \C/ C/\\C/CHg

o SN

C c c /
- . N
His NH\C Met o \T/ oH™ *C\ CHs
H
CHs o/ ” D WNC c CHs
\ CHa s g
CH/N CHy \

CH3;

Figura 3. Estructura y conectividad del grupo hemo del citocromo c. (A) Comparacion entre la estructura cristalogrdfica
(negro) y la optimizada geométricamente (cian). (B) Disposicion de los enlaces dentro del hemo. (C) Ligandos
considerados en los calculos cuanticos. Tomado de Autenrieth et al., 2004.

pag. 7



3.2.4 Sistemas biologicos de centros hierro-azufre

La funcién de los centros Fe-S es la transferencia de electrones, la catalisis y los
procesos reguladores se debe a la propiedad del hierro de transitar entre estados
de oxidacion +2 y +3. En un entorno proteico determinado, los centro Fe-S pueden
adoptar el potencial redox de -500 mV a +300 mV. De esta manera, funcionan como
excelentes donadores y aceptores de electrones en una diversidad de reacciones
biolégicas importantes, siendo un ejemplo los complejos de respiracion |-l de la
mitocondria, fotosistema I. Asi también las ferredoxinas y las hidrogenasas. Los
centros Fe-S [4Fe-4S], se pueden encontrar formando parte de la aconitasa, donde
funcionan como acidos de Lewis para la abstraccion de H>O del citrato, que
posteriormente se convierte en isocitrato (Lill, 2009).

En la naturaleza podemos encontrar una diversidad de centros Fe-S, desde
estructuras sencillas como los centros [1Fe-0S], que presentan un ion de hierro
coordinado por el grupo tiolato de cuatro cisteinas (por ejemplo, las rubredoxinas 3),
hasta agrupaciones mas complejas como los centros [8Fe-7S] que se encuentran
en las nitrogenasas bacterianas (Vallieres et al., 2024)

Los centros Fe-S de tipo romboidales [2Fe-2S] y los de tipo [4Fe-4S], que se ilustran
en la figura , son las variedades mas frecuentes. 5, 6 Los atomos de azufre
inorganico unidos a los iones de Fe presentan una coordinacion tetraédrica
distorsionada. Aunque los centros de Fe-S tienen la capacidad de autoensamblarse
de manera espontanea en determinadas circunstancias, cada una de las células
vivas necesita una cantidad elevada de proteinas para llevar a cabo su biosintesis,
transporte e insercidn especifica en el sitio diana. También conocidas como
sistemas de cumulos hierro-azufre (ISC), de movilizacion de azufre (SUF) y de
fijacion del nitrogeno (Braymer et al., 2021).
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Figura 4. Proteinas Fe-S que tienen distintas configuraciones y coordinacion de los centro Fe-S. (4) Ferredoxina 2 humana,
[2Fe-2S] coordinado con cuatro residuos de cisteina. (B) Subunidad Rieske del complejo bcl de Saccharomyces cerevisiae;
[2Fe-2S] enlazado con dos residuos de His y dos de Cys. ( C ) mitoNEET humano (solamente se muestra una subunidad
del homodimero); [2Fe-2S] esta unido con un residuo de His y tres de Cys. (D) Regulador de transcripcion RsrR de
Escherichia coli; [2Fe-2S] esta coordinado con dos residuos de Cys en una subunidad del homodimero (en verde) y con
residuos de Gluy His en la otra. (E) Biotina sintasa de E. coli; el cliister [4Fe-4S] se encuentra coordinado con tres residuos
de cisteina y una molécula intercambiable de S-adenosil-L-metionina (SAM) (a la derecha), mientras que el cluster [2Fe-
28] esta coordinado con un residuo de arginina y tres residuos de cisteina. (F) Aconitasa de Bos taurus, el grupo [4Fe-
48] esta vinculado con tres restos de Cys y una molécula de isocitrato (ICT). Tomado de Vallieres et al., 2024.

3.3 Distribucion del hierro en el cuerpo

El contenido del hierro en el cuerpo humano es de 2,5-3 g en mujeres y en hombres
es de 3 a 4 g. El intestino absorbe de 1 a 2 mg/dia de hierro y se transporta de 3-4
mg en plasma unido a transferrina. Se utiliza la mayor parte en la hemoglobina de
los eritrocitos (2 g) y la mioglobina de los musculos (300 mg). Se requieren de 25 a
30 mg al dia para la eritropoyesis y se cubre con el hierro reciclado de los eritrocitos
senescentes, eliminados por los macréfagos. Se mantiene una fraccién de hierro
(600 mg) transitando entre los macréfagos del bazo, el higado y la médula 6sea,
mientras que el exceso de hierro se almacena dentro de la ferritina (1000 mg) en el
parénquima y se utiliza segun la demanda (Pantopoulos et al., 2012). Debido a que
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no existe como tal un mecanismo especifico para excretar el hierro, la absorcion
dietética es de 1-2 mg por dia para compensar la pérdida de hierro, como se muestra
en la Figura 5. Sin embargo, solo una faccion (15.20%) de hierro luminal se absorbe
finalmente y depende de algunos factores como el tipo de dieta, las reservas de
hierro en el cuerpo y la deficiencia de hierro, ya que en esta ultima, la absorcién de
hierro va desde el hierro inorganico de 20% y el hierro no hemo de 35% (Charlebois

y Pantopoulos, 2023).

Intestino

Eritrocitos

Absorcién Muasculo y otros
1-2 mg/dla tejidos
Eritropoyesis
30 mg/dia Plasma Mioglobi
10globina
q/ _ T-Fe(lll) — y diversas enzimas
\J) 3-4 mg
" 300 mg
Intercambio
5 mg
Transicion Descamacion de
600 mg células Higado
de mucosay la piel
Bazo Menstruacién Ferritina
Hemosiderina
Pérdida Almacenamiento
1-2 mg/dia 19

Figura 5. Absorcion, transporte y almacenamiento del hierro en el cuerpo. La transferrina distribuye el hierro absorbido
en los eritroblastos, macrofagos y otros tejidos. La mayor parte se encuentra en los eritrocitos, mientras que el higado lo
almacena como ferritina. Tomado de Pantopoulos et al., 2012.

3.3.1 Higado: el organo regulador del hierro

El higado regula el metabolismo del hierro a través de diferentes mecanismos:
sintetiza transferrina (Tf) para transportar hierro férrico y mantener niveles minimos
de hierro libre y ajusta la expresion de hepcidina para responder a fluctuaciones en
el hierro plasmatico, controlando su absorcidn y liberacion. Esto asegura un
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equilibrio dinamico en los niveles de hierro, previniendo deficiencias o sobrecargas
(Nairz et al., 2017).

3.4 Metabolismo del hierro : Absorcion, transporte, almacenamiento y
reciclaje

El metabolismo del hierro es un conjunto de procesos que incluyen la regulacion de

la absorcion del hierro intestinal, su transporte a las células, el almacenamiento y el

reciclaje del hierro tras la degradacién de los eritrocitos. Esto es para mantener un

estricto equilibrio del hierro en el cuerpo.

El hierro de la dieta se obtiene de dos formas: hierro hemo y no hemo. Las fuentes
del hierro hemo son tanto la hemoglobina como la mioglobina provenientes del
consumo de carnes, aves y pescados. El hierro no hemo, se obtiene del consumo
de cereales, leguminosas, frutas y verduras. La biodisponibilidad del hierro hemo
(15 % a 35 %) es mayor que la del hierro no hemo (2 % a 20 %). Sin embargo, el
hierro no hemo tiene una mayor contribucion a la nutricion. Hay inhibidores de la
absorcion del hierro, como los polifenoles, el calcio y los péptidos de las proteinas

parcialmente digeridas (Abbaspour et al., 2014).

3.4.1 Absorcion

La absorcion del hierro que se obtiene de la dieta tiene lugar en el duodeno y el
yeyuno proximal y se lleva a cabo durante distintas fases. La fase luminal consiste
en solubilizar el hierro mediante el citocromo B duodenal (DcytB) que convierte el
hierro ferrico (hierro no hemo) en hierro ferroso que ingresa a la célula mediante el
trasportador de metal divalente de hierro 1 (DMT1). Mientras tanto, el hierro hemo
se libera mediante la digestion enzimatica de la mioglobina y hemoglobina en la fase
mucosa. Posteriormente, el hemo es transportado a la célula mediante la proteina
portadora de hemo 1 (HCP1) y en la fase celular es degradado mediante la hemo
oxigenasa Yy el hierro es liberado (Donker et al., 2014). Una vez en los enterocitos,
el hierro Fe?* puede exportarse al plasma por la ferroportina (FPN1) o ser
almacenado en la proteina ferritina, como se muestra en la Figura 6. Una vez en

circulacion, es nuevamente oxidado a Fe3* por la hefaestina (Hp) o ceruloplasmina
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para posteriormente unirse a la transferrina (Tf), proteina encargada de trasportar el
hierro en el plasma. La transferrina plasmatica, es una glicoproteina quelante con
dos sitios de afinidad al hierro. Una molécula de Tf une dos atomos de hierro férrico
(Fe3*) ya que tiene gran afinidad (Kd = 102> M) (Gkouvatsos et al., 2012). También
mantiene el hierro en un estado quimicamente inerte, evitando asi la generacion de
especies reactivas de oxigeno y asegurando su disponibilidad para procesos
metabalicos posteriores. En ciertas patologias, cuando hay una saturacién de union
a Tf, puede generarse hierro no unido a la transferrina (NTBI). Este hierro puede ser
captado por el higado, lo que puede desencadenar efectos toxicos. Un componente
redox-activo del hierro no unido a la transferrina (NTBI) es el hierro plasmatico labil
(LPI), el cual no estéa disponible para la eritropoyesis. El LPI puede ser captado por
células no hematopoyéticas, lo que conduce a la deposicion de hierro en los tejidos
parenquimatosos, provocando potencialmente dafo celular a través de la

generacion de radicales libres (Vogt et al., 2021).

2+ Proteina transportadora
Citocromo b F?e.3+ ’ Transportador de metal Fe del hemo 1 (HCP1)

duodenal Sl divalente 1 (DMT1) Lo
(Deytb) Fe?t/ /
( i"\‘.yH lH' \, )0 ( “]\‘ri\eﬁ ‘,-‘{‘. ‘ Q 1816190 “u.“' Q\( ’-1\‘ ;\;:y‘;‘_y )
\ ) ( L \ \( Lr / ( j\ \( \ : {\ \UL \{ ‘\/\‘n ( ‘k (] L( \\’\\\.\ ) U I\J UUUL () /
‘."' o ) P .
Enterocito \( i

|

Circulacion sanguinea

" Ferroportina (FPN)

Figura 6. Mecanismo de absorcion del hierro. El citocromo b duodenal (Dcytb) reduce el hierro no hemo en forma férrica
(Fe*') a ferroso (Fe®'), que luego es internalizado en el enterocito por medio del transportador de metales divalentes 1
(DMT1I). La proteina que transporta el hemo 1 (HCP1) es la encargada de internalizar el hierro hemo. Después, la hemo
oxigenasa (HOX-1) actua y libera dicho hierro en forma de Fe®'. Cuando el hierro esta dentro del enterocito, puede ser
almacenado de manera temporal en ferritina o ser exportado hacia la circulacion mediante la ferroportina (FPN). La
hefaestina, una proteina, interviene en la oxidacion de Fe®" a Fe*', lo que posibilita su acoplamiento con la transferrina
(Tf) para poder ser transportada por la sangre. (Elaboracion propia)
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3.4.2 Almacenamiento

El hierro se almacena principalmente en el higado (Figura 7), y en algunos otros
organos como el bazo, la médula, el duodeno y el musculo esquelético, en ferritina
y hemosiderina (Saito, 2014). La ferritina es un complejo de proteinas globulares de
24 subunidades de proteinas, siendo la principal proteina que almacena hierro
intracelular y mantiene el hierro soluble evitando su toxicidad. La ferritina que no
contiene hierro es la apoferritina; es un polimero que esta compuesto de dos
unidades (H y L) (lancu, 2011). Dentro de la ferritina, el hierro férrico (Fe?*) se
encuentra asociado a fosfato y aniones hidroxidos. La molécula de ferritina puede
almacenar hasta 4.500 atomos de hierro; también hay cantidades pequeinas de
ferritina en el suero y sus niveles se elevan en la sobrecarga de hierro e inflamacion
(Waldvogel-Abramowski, 2014).

Receptor
de transferrina 1
TR1
( ) & @
e ~t\ /., - A R — p— = ——
9 5 W — =3
- @ 9| l ®e >~
2 gg— F 3+ | .
o e QNP
b= o J C (3
: . ‘ - ‘ € \ <D |
= g Fe 2+ . ® ‘ ; ‘] / :
S (1] — , q
Ca Hepatocito 2
NS s~ A Y Se__

Ceruloplasmina (CP)

°, —'O@ = Q¢
Fe!+

Figura 7. Almacenamiento de hierro en hepatocitos. La transferrina que se une al hierro férrico (Fe’') se une con el receptor
de transferrina 1 (TfR1) en la membrana del hepatocito. Cuando el hierro se ha internalizado, se libera y se reduce en su
version ferrosa (Fe?'), la cual tiene la capacidad de ser almacenada o exportada. La ceruloplasmina (CP) vuelve a oxidar
el Fe?" hasta convertirlo en Fe’' para que pueda ser transportado por la circulacion, conservando asi la homeostasis férrica.
(Elaboracion propia).
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3.4.3 Reciclaje del hierro

Eritrocito

En condiciones normales, los eritrocitos mantienen una concentracién en valores
aproximados de 5 millones por uL (4.52-5.90 en hombres y 4.1-5.1 en mujeres),
debido al equilibrio que hay entre su destruccion y su produccion. Los eritrocitos son
producidos mediante células madre hematopoyéticas que se diferencian en
precursores eritroides y después maduran en eritrocitos circulantes. La vida media
de los eritrocitos es de unos 120 dias; posteriormente, los macréfagos identifican
eritrocitos senescentes; asi también, dafados y deformes, los eliminan de la

circulacién por fagocitosis (Thiagarajan et al., 2021).

Hematopoyesis

La hematopoyesis es la produccién de glébulos rojos, plaquetas y glébulos blancos
maduros a partir de una célula madre hematopoyética (HSC), que es el progenitor
comun. El microambiente de apoyo, que esta constituido por eritroblastos y
macrofagos, regula la evolucion natural y la maduracién de los globulos rojos en la
médula désea. Estas estructuras se conocen como islas eritroblasticas, ubicadas
principalmente en la médula ésea. Sin embargo, durante el proceso de eritropoyesis
por estrés, se propagan al higado fetal y al bazo del adulto. Cuando se produce una
generacion rapida de eritrocitos como respuesta a la anemia y la inflamacién, tiene
lugar esta expansion. El proceso de generacion de glébulos rojos es un sistema
complejo que se fundamenta en citoquinas (EPO), sensores de oxigeno y diversos
elementos, entre ellos los reguladores del metabolismo del hierro. Estos elementos
regulan de manera conjunta tanto la eritropoyesis provocada por el estado
estacionario como la eritropoyesis provocada por estrés, garantizando que los
tejidos periféricos reciban suficiente oxigeno y que las concentraciones de
hemoglobina sean estables (Tichil et al., 2024).
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Degradacion de los eritrocitos

El sistema de fagocitos mononucleares (MPS), gestiona las necesidades
metabdlicas de hierro del organismo. La homeostasis sistémica del hierro depende
en gran medida del reciclaje de este elemento, especialmente del contenido de los
glébulos rojos senescentes (RBC). Este reciclaje es esencial para garantizar la
sintesis de novo de hemoglobina (Hb) en la médula 6sea (BM), un proceso que
requiere entre 20 y 25 mg de hierro al dia, ya que solo se absorben 1-2 mg de hierro
en la dieta. Esta cantidad apenas compensa las pérdidas obligatorias de hierro, que
se producen principalmente a través de la descamacion del epitelio de la epidermis
e intestinos, asi como por el sangrado menstrual. Por lo tanto, el reciclaje de hierro
por el MPS es fundamental para cubrir las demandas del organismo (Nairz ef al.,
2017). La digestion del hierro en los macréfagos comienza con el reconocimiento de
eritrocitos senescentes, seguido de su captacion a través de la eritrofagocitosis
mediada por receptores. La superficie de los macréfagos esta dotada de diversas
proteinas receptoras que identifican las sefales de fagocitar presentes en los
glébulos rojos envejecidos, facilitando su fagocitosis y posterior degradacion. Entre
ellas destacan la proteina reguladora de sefial alfa (SIRPa por sus siglas en inglés:
Signal regulatory protein alpha), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, los receptores
de fosfatidilserina (PS) como TIM4 y TIM1, el receptor carrofiero SR-Al y el grupo
de diferenciacion 36 (CD36). Dos de las principales sefales que marcan los glébulos
rojos envejecidos para su eliminacion son CD47 y PS, las cuales se exponen en su
superficie con el paso del tiempo. Una vez que los glébulos rojos son internalizados
por los macrofagos, los fagosomas que los contienen se fusionan con vesiculas
lisosémicas, formando fagolisosomas donde se lleva a cabo su digestién. En esta
etapa, la hemoglobina (Hb) se descompone en hemo (Sukhbaatar et al., 2018). La
enzima hemooxigenasa (HO): HO-1 es inducible y la HO-2 se expresa de manera
constitutiva en la mayoria de los tejidos. Estas enzimas desempefian un papel clave
en el metabolismo del hemo, al degradarlo para liberar hierro libre, monoxido de
carbono (CO) y biliverdina, que posteriormente se convierte en bilirrubina. Dado que
los glébulos rojos contienen altas concentraciones de hemoglobina (Hb), la HO

resulta esencial para el reciclaje eficiente del hierro contenido en estas moléculas.
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Durante la fagocitosis de glébulos rojos senescentes, los macrofagos aumentan
significativamente la expresion de HO-1, optimizando la degradacion del hemo,
como se muestra en la Figura 8. Este proceso permite que el hierro liberado se
reincorpore a la circulacion sistémica a través de la ferroportina, la principal proteina
exportadora de hierro (Kovtunovych, 2010).

Eritrocito senescentes

Fagocitado
por el macrofago

Macrofago

Hemoglobina
FeN HOX-1 l

.. — Fe3t ‘ F82+‘“— Hemo
Fe2+

Transferrina (Tf)

Ceruloplasmina (CP)

Internalizacién y
Degradacio de
ferroportina
unida a hepcidina

A—

Hepcidina

Figura 8. Reciclaje del hierro en el macrofago. Los macrofagos fagocitan a los eritrocitos senescentes, liberando primero
hemoglobina y luego hemo, que se descompone en hierro ferroso (Fe?') a través de HOX-1. Este puede ingresar al
citoplasma o se libera al plasma por medio de la ferroportina (FPN), en la que la ceruloplasmina lo oxida a hierro férrico
(Fe*') para unirse a la transferrina (Tf). La hepcidina controla la disponibilidad de hierro en el sistema al regular este
proceso, facilitando la internalizacion y degradacion de la ferroportina.

3.4.4 Captacion celular del hierro

El hierro celular se absorbe en la célula principalmente a través de dos vias: la
absorcion de Fe unido a transferrina (Tf) y la absorcion de Fe no unido a transferrina
(NTBI) (Lawen y Lane, 2013). La mayor parte del Fe circulante esta unido a Tf, bajo
condiciones fisiologicas, que se asocia al receptor de transferrina 1 (TfR1) localizado
en la superficie celular. Este complejo Tf-TfR1 participa en un proceso de
endocitosis mediada por receptores, en el cual el Fe es liberado de la Tf gracias a
una disminucion en el pH del endosoma y a su reduccidén por enzimas reductasas

endosomales, como el antigeno epitelial transmembrana de la préstata 3 (STEAP3),
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o por agentes reductores como el ascorbato. Posteriormente, el hierro reducido
(Fe**) es transportado al citosol a través de la membrana endosomal por el
transportador de metales divalentes 1 (DMT1), ingresando a la llamada
“‘compartimento de hierro labil” (LIP, por sus siglas en inglés: Labile Iron Pool), un
compartimento dinamico y poco caracterizado (Figura 9) (Lane et al., 2015). El hierro
desempefia funciones esenciales en las mitocondrias, el citoplasma y el nucleo
celular. En las mitocondrias, es fundamental para la sintesis del hemo y de los
grupos Fe-S, cofactores clave en la produccién de energia mediante la transferencia
de electrones en los complejos respiratorios. Ademas, los cambios en el estado
redox de los grupos Fe-S actuan como sensores de dafio en el ADN. En el
citoplasma, el hierro es necesario como cofactor de diversas enzimas, como la
desoxihipusina hidroxilasa (DOHH), que depende del hierro para catalizar la
modificacion del factor de iniciacién eucariota 5A (elF5A), regulando la traduccion
de proteinas y el crecimiento celular. En el nucleo, la ribonucleoétido reductasa (RNR)
utiliza hierro para la sintesis de desoxirribonucleétidos, esenciales para la

replicacion y reparacion del ADN (Brown, 2020).
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Figura 9. Ciclo de internalizacion y liberacion de hierro que es mediado por transferrina (Tf) y su receptor (IfR1). La
holo-transferrina (holo-Tf) se acopla con TfRI en la membrana plasmatica,; después, el complejo es endocitado por
clatrina.. La bomba de protones ayuda a liberar Fe*' en el endosoma acido (pH ~5.5), que es transformado en Fe?' por
STEAP3. Mas tarde, el hierro ferroso es llevado al citoplasma por medio de DMT1, mientras que TfR1 y la apotransferrina
(apo-Tf) se recirculan hacia la superficie celular. Tomado de (Gkouvastsos et al., 2012).
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3.5 Niveles de regulacion del metabolismo del hierro: celular, sistematico y
fisiologico

El desequilibrio en los niveles del hierro en el cuerpo lleva a consecuencias graves
en el organismo, por lo que es crucial mantener el equilibrio mediante una regulacion
estricta. EI metabolismo del hierro se mantiene en equilibrio mediante tres
mecanismos disintos reguladores: a partir de proteinas reguladoras de hierro (IRP)
que se una a elementos sensibles al hierro (IRE) en ARNm regulados. Regulacion
sistematica por la hormona hepcidina y la ferroportina. Asi también, los factores que
inducen hipoxia (HIF) ( Steinbicker y Muckenthaler, 2013).

La hepcidina es importante para entender como el higado regula la homeostasis del
hierro y como su desequilibrio genera trastornos relacionados con éste. La hepcidina
es una pequefa hormona peptidica secretada principalmente por el higado, otros
organos y tejidos como rifidn, corazon y los macréfagos también, pero en cantidades
mucho menores . Bloquea la trasferencia de hierro al plasma mediante: el flujo del
hierro que se almacena en el higado, la absorcién dietética en el duodeno vy el
reciclaje del hierro por los macrofagos (Meynard et al., 2014). El péptido hepcidina
de 25 aminoacidos, que se produce en los hepatocitos se une a la ferroportina en la
superficie celular, que incluye células de Kupffer, los macrofagos, los enterocitos,
los hepatocitos e incluso los eritrocitos (Camaschella et al,. 2020). A continuacion,
se promueve la ubiquitinacion, se internaliza la ferroportina que sufre degradacion
por los lisosomas, esto impide el flujo de hierro. Cuando hay una deficiencia de la
hepcidina, se genera la hiperabsorcion del hierro en la dieta, la saturacién de la
transferrina, un aumento de la salida de hierro en los macréfagos, acumulacion de
NTBI y se deposita el hierro de manera gradual en las células. Estas caracteristicas
se asocian a la hemocromatosis hereditaria, una sobrecarga de hierro, que se
relaciona con mutaciones que inactivan al gen HFE (Regulador Homeostatico del
Hierro). Una pérdida del gen HFE genera deficiencia de hepcidina leve, asi como
una sobrecarga de hierro tardia, que se manifiesta en un periodo que va de 30 a los
39 anos. Por otro lado, la pérdida de hemojuvelina (HJV), que se encarga de
codificar un correceptor de la proteina morfologica 6sea (BMP), genera una drastica
supresion de la hepcidina, lo que provoca sobrecarga de hierro y se manifiesta
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principalmente en adolescentes y a principios de los afos veinte. La pérdida del gen
HAMP es un fenotipo parecido a la hemocromatosis juvenil, ya que este gen codifica
la hepcidina. Asi también, la pérdida del gen TFR2 que codifica el receptor de
transferrina 2 (TfR2), provoca hemocromatosis hereditaria de fenotipo intermedio
debido a la deficiencia de hepcidina (Katsarou y Pantopoulos, 2020).

3.6 Sobrecarga de hierro

Los trastornos por sobrecarga de hierro son afecciones que conducen a un exceso
de hierro en el organismo, lo que puede ocasionar dafio en 6rganos clave como el
higado, el corazon, el pancreas, las articulaciones y el sistema endocrino. Este
exceso de hierro puede ser consecuencia de causas genéticas o adquiridas, como
transfusiones frecuentes, diseritropoyesis y enfermedades hepaticas cronicas, que
pueden tener origen genético o ser adquiridas (Sohal y Kowdley, 2024). Entre las
causas adquiridas se incluyen transfusiones frecuentes, diseritropoyesis y
enfermedades hepaticas cronicas. En el ambito genético, la hemocromatosis
hereditaria (HH) tipo 1 esta vinculada a la mutacion homocigota C282Y en el gen
HFE, que es la forma mas comun. Ademas, mutaciones en otros genes relacionados
con el metabolismo del hierro, como TFR2, HAMP, HJV y SLC40A1, también han
sido identificadas como responsables de diversas formas de HH (Hsu et al., 2022).

Hemocromatosis relacionada con HFE tipo 1, causada por mutaciones en el gen
HFE, es comun en personas caucasicas. Las mutaciones mas frecuentes en HFE
estan asociadas a HH tipo 1, como son H63D, C282Y y S65C, siendo C282Y
claramente patogénica. Generalmente, la disfuncion hepatica y la diabetes se
desarrollan en personas de mediana edad, pero la presencia de la enfermedad es
baja y solo una pequefa proporcion de hombres homocigotos para la mutacion
C282Y presenta sintomas clinicos. En hombres, la presencia se estima entre el 24%
y el 43%, mientras que en mujeres varia entre el 1% y el 14%. Factores con
antecedentes genéticos distintos a HFE y habitos de vida, como el consumo de
alcohol y la dieta, pueden influir en la susceptibilidad a la HH. La mutacion en HFE

en humanos y la interrupcion de este gen en ratones provocan sobrecarga de hierro
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debido a la reduccion de la expresion de hepcidina. La proteina HFE puede
interactuar con TFR1 y TFR2, desempefando probablemente un papel en la
deteccion del hierro en los hepatocitos (Kawabata, 2017).

Hemocromatosis juvenil tipo 2, también conocida como hemocromatosis juvenil, es
una forma rara y grave de sobrecarga de hierro que se manifiesta tipicamente antes
de los 30 afos y afecta a varones y mujeres por igual. Se manifiesta con
miocardiopatia, insuficiencia cardiaca, hipogodanismo, diabetes y arritmias. El
hierro se acumula de manera mucho mas pronunciada que en las formas de
hemocromatosis observadas en adultos, concentrandose predominantemente en
los hepatocitos del higado, similar a lo que ocurre en las hemocromatosis tipo 1.
Este trastorno autosdémico recesivo se debe a mutaciones en los genes HJV
(hemojuvelina) o HAMP (hepcidina) (Pérez-Aguilar, 2006).

Mutacion de receptores de transferrina 2 tipo 3, es un trastorno autosémico recesivo
del metabolismo del hierro, caracterizado por una acumulaciéon anormal de hierro en
diversos organos, especialmente en el higado. Esta condicidon es provocada por
mutaciones en el gen que codifica el receptor de transferrina 2 (TFR2), una proteina
clave en la regulacion de la homeostasis del hierro en el organismo (Joshi et al.,
2015).

La enfermedad de la ferroportina tipo 4 es un trastorno autosémico dominante
causado por mutaciones en el gen SLC40A1, que codifica la ferroportina (FPN1), el
unico exportador transmembrana de hierro identificado en mamiferos (Cemonesi,
2005). Este trastorno presenta caracteristicas fenotipicas unicas que lo distinguen
de otras formas de hemocromatosis hereditaria. Las mutaciones en SLC40A1
pueden alterar diferentes aspectos de la funcion de la ferroportina, como su
capacidad para transportar hierro y su interaccién con la hepcidina, una hormona
reguladora clave del metabolismo del hierro. Estas alteraciones conducen a un
espectro fenotipico variable que incluye desde la acumulacion de hierro en células
del sistema reticuloendotelial hasta la sobrecarga de hierro en organos
parenquimatosos (Moreno-Carralero, 2014).
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Trastornos hematologicos y su relacion con la sobrecarga de hierro

Algunos trastornos eritroides caracterizados por una eritropoyesis ineficaz pueden
presentar una acumulacion anormal de hierro similar a la observada en la
hemocromatosis. Los principales grupos responsables de esta condicion incluyen
(Siddique y Kowdley, 2012):

1. Talasemias: Las formas mayores e intermedia son las mas frecuentes y se
asocian con una produccion ineficaz de globulos rojos, lo que lleva a una
acumulacion secundaria de hierro.

2. Anemias sideroblasticas: Estas pueden ser tanto hereditarias como
adquiridas, contribuyendo a la disfuncién en el metabolismo del hierro.

3. Anemias diseritropoyéticas congénitas: Entre estas se encuentran la
deficiencia de piruvato quinasa, anemia perniciosa cronica, esferocitosis
hereditaria y anemia de células falciformes.

4. Sindromes mielodisplasicos adquiridos: Un conjunto de enfermedades
hematoldgicas que pueden causar alteraciones significativas en la regulacion

del hierro.

Acumulacion excesiva de hierro por multiples transfusiones de sangre

La acumulacion de hierro debido a multiples transfusiones es un problema clinico
significativo. Una sola unidad de sangre contiene entre 190 y 210 mg de hierro hemo
(promedio: 200 mg), una cantidad que supera mas de 100 veces la cantidad diaria
de hierro absorbida de la dieta. Un paciente con anemia dependiente de
transfusiones que requiera aproximadamente 2 unidades de globulos rojos al mes
recibiria 24 unidades al afio, acumulando alrededor de 100 unidades en un periodo
de 4 anos. Esto equivale a una acumulacion total de 20 g de hierro, lo que representa
siete veces la cantidad normal de hierro en el organismo. Por lo tanto, el numero de
transfusiones se identifica como un predictor clave de sobrecarga de hierro
(Shander et al., 2009).
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Los glébulos rojos transfundidos tienen una vida util mas corta en comparacioén con
los globulos rojos normales, cuya duracion es de aproximadamente 120 dias. Como
resultado, estos eritrocitos transfundidos son eliminados mas rapidamente mediante
eritrofagocitosis, lo que libera hierro que, en ultima instancia, sobrecarga los
macroéfagos. Los niveles de hierro no unido a transferrina (NTBI), por sus siglas en
inglés) comienzan a aumentar en el plasma entre los dias 17 y 22 después de la
transfusién de globulos rojos. Ademas, los niveles de NTBI presentan variaciones
durante los ciclos de transfusion, siendo mas elevados a mitad del ciclo. El exceso
de hierro liberado al plasma sobrepasa la capacidad de unién de la transferrina, lo
que lleva a la formacion de NTBI. Este hierro circular no ligado libremente en el
plasma se deposita en los tejidos como hierro libre, contribuyendo a la toxicidad
celular y al dafio en érganos clave (Piga et al., 2009).

Enfermedad hépatica alcohdlica

La enfermedad hepatica alcohdlica (ELA) es una de las principales afecciones
hepaticas en los paises desarrollados y presenta sobrecarga de hierro en
aproximadamente el 50% de los pacientes. El consumo crénico de alcohol, incluso
en cantidades moderadas, se asocia con niveles elevados de ferritina sérica,
saturacion de transferrina y un aumento en las reservas hepaticas de hierro. Este
fendmeno también incluye una mayor absorcion intestinal de hierro. Tanto el hierro
como el etanol generan estrés oxidativo, contribuyendo a la progresion de la
enfermedad, incluido el desarrollo de carcinoma hepatocelular (CHC). El etanol
suprime la expresion de hepcidina en el higado, lo que incrementa la absorcion
intestinal de hierro a través de transportadores como la ferroportina y DMT1. Este
desequilibrio en el metabolismo del hierro, mediado por el alcohol, exacerba la
sobrecarga de hierro, lo cual es un factor independiente en la progresion de la
enfermedad y esta relacionado con una mayor mortalidad y desarrollo de CHC en
pacientes con cirrosis alcohdlica (Milic et al., 2016).
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Enfermedad por higado graso no alcohdlico

En la enfermedad por higado graso no alcohdlico (HGNA), la acumulacién de hierro
hepatico, generalmente en grados leves a moderados, complica su cuadro
patogénico. Este fenbmeno se describe como «sindrome de sobrecarga de hierro
dismetabdlico» (DIOS, por sus siglas en ingles: Dysmetabolic iron overload
syndrome) o «sobrecarga de hierro hepatico asociada a resistencia a la insulina»,
caracterizado por ferritina sérica elevada, hierro sérico normal y anomalias
metabdlicas asociadas. Histolégicamente, el DIOS muestra un patron mixto de
depdsito de hierro en el parénquima y el mesénquima en la mayoria de los casos

(Corradini y Pietrangelo, 2012).

El exceso de hierro en pacientes con HGNA podria estar relacionado con la
hepcidina, hormona cuya expresion aumenta en la inflamacion y el estrés en el
reticulo endoplasmico (frecuentes en obesidad y diabetes tipo 2). También factores
como la necrosis hepatica y la leptina (elevada en obesidad) contribuyen al
desequilibrio del hierro. Aunque altos niveles de hepcidina se asocian con
inflamacion y dano hepatico, no siempre implican acumulacion de hierro en el tejido,
sino que reflejan procesos inflamatorios. Por otro lado, el estrés oxidante podria
reducir la hepcidina, o que complica aun mas la relacion entre el metabolismo del
hierro y la HGNA. La influencia de polimorfismos genéticos (como los del gen HFE)
en la acumulacion de hierro o el riesgo de fibrosis sigue siendo debatida (Corradini
y Pietrangelo, 2012).

3.7 Panorama epidemiologico de la sobrecarga de hierro

La hemocromatosis hereditaria es una enfermedad genética caracterizada por la
acumulacion excesiva de hierro en el organismo. Aunque es mas comun en
poblaciones de origen europeo, su prevalencia en México es notablemente menor.
Estudios han reportado que las frecuencias alélicas de las mutaciones C282Y y
H63D del gen HFE en la poblacion mexicana son de 0.013 y 0.062, respectivamente.
Esto contrasta con las frecuencias mas altas observadas en poblaciones
caucasicas, donde la prevalencia de la hemocromatosis hereditaria es de

aproximadamente 1 en 200 individuos (Murillo-Godinez, 2019). La sobrecarga de
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hierro secundaria en México no ha sido ampliamente documentada en términos de
prevalencia general en la poblacion. Sin embargo, se han realizado estudios en
grupos especificos que arrojan luz sobre su frecuencia en contextos clinicos

particulares.

Un estudio publicado en Salud Publica de México evalué la frecuencia de
sobrecarga de hierro en pacientes con enfermedades hematoldgicas sometidos a
transfusiones cronicas. Los resultados indicaron que la hemosiderosis asociada con
la transfusiéon de eritrocitos puede producir toxicidad, disfuncidn tisular y
susceptibilidad a infecciones. La acumulacion progresiva de hierro se debe a que
no existe un sistema de eliminacién eficiente para este metal en el cuerpo. El estudio
definié la sobrecarga de hierro como una concentracion de ferritina sérica superior
a 200 ng/mL y encontr6 una correlacion entre el numero de concentrados

eritrocitarios recibidos y los niveles de ferritina sérica (Flores-Jiménez, 2017).

Algunos estudios han reportado que la sobrecarga de hierro es un problema muy
comun en pacientes con talasemia, especialmente aquellos que requieren
transfusiones regulares. Los porcentajes varian segun la poblacion estudiada, pero

algunos datos clave incluyen (Urrechaga y Izquierdo, 2015):

1. Prevalencia de sobrecarga de hierro:

En pacientes con talasemia que reciben transfusiones frecuentes, se estima que
mas del 80% de los pacientes desarrollan sobrecarga de hierro en alguin momento
de su tratamiento. Esto es especialmente comun en pacientes con talasemia beta,

donde la necesidad de transfusiones es mas frecuente y prolongada.

2. Niveles de ferritina sérica:

Se considera que un nivel de ferritina superior a 1000 ng/mLes indicativo de
sobrecarga de hierro significativa en muchos pacientes. En algunos estudios, hasta
un 60 % al 70 % de los pacientes con talasemia beta, tienen niveles de ferritina
sérica por encima de este umbral, lo que refleja la acumulacién excesiva de hierro.
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3. Complicaciones:

De los pacientes que desarrollan sobrecarga de hierro, se estima que alrededor del
20 % al 40 % experimentaron complicaciones graves, como insuficiencia cardiaca,

insuficiencia hepatica o diabetes debido al dafio en érganos por el exceso de hierro.

3.8 Diagnostico

La presentacion clinica de la sobrecarga de hierro ha cambiado, pasando de ser una
enfermedad grave y potencialmente mortal a una condicion generalmente detectada
y diagnosticada a partir de parametros anormales de hierro sérico, como la
hiperferritinemia y la alta saturacion de transferrina, como se muestra en la Figura
10. A pesar de los avances significativos en el diagnéstico de la hemocromatosis y
de que la mayoria de los pacientes son diagnosticados en etapas pre-sintomaticas
de la enfermedad, una pequefa proporcidon aun se presenta con cirrosis avanzada,
insuficiencia cardiaca, diabetes o incluso cancer hepatico hepatocelular. Otros
signos de la enfermedad incluyen fatiga, coloracion gris-marrén de la piel y artralgia

(Zoller y Henninger, 2016).

’ i Asintomdtico Familiar en primer grado
Siiomatico ALT/AST >35 mg/dL de consanguinidad
t 1 t
v

Saturacién de la transferrina
y ferrifina sérica
|

Saturacién de la transferrina Saturacién de la transferrina 45%
<45% y feniting sérica normal y ferriting sérica aumentada
No se requieren Genotipo HFE

més estudios
1

| v

Homocigolo * Heterocigoto compuesto

C282Y/H63D
Car2N/c28ex * Heterocigoto C282Y
| * Sin mutacién C282Y

l l

Ferritina sérica >1.000 ng/mlL  Ferrifina sérica <1.000 ng/mlL Evaluar para ofras alteraciones

o enzimas hepdticas aumentadas o enzimas hepdticas normales hepo_hcos_)/hemc‘:tglogmcs
l l + biopsia hepdatica/RM

Concentracién de hierro hepdético (HIC)

Flebotomia y ferritina sérica >1.000 ng/mlL

Biopsia hepdtica

Figura 10. Esquema del diagnostico y tratamiento de la hemocromatosis hereditaria. Incluyendo pruebas genéticas,
biomarcadores de hierro y estrategias terapéuticas como la flebotomia y quelantes de hierro. Tomada de Regino-Agamez
etal., 2020.
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3.9 Complicaciones en la sobrecarga de hierro

3.9.1 Impacto de la sobrecarga de hierro en la resistencia hepatica a la insulina

La resistencia hepatica a la insulina es una de las alteraciones mas tempranas y
frecuentes en trastornos por sobrecarga de hierro, como la hemocromatosis
hereditaria y la B-talasemia en pacientes sometidos a transfusiones frecuentes.
También se presenta en el sindrome dismetabodlico de sobrecarga de hierro, una
condicion asociada con el sindrome metabdlico y la enfermedad del higado graso
no alcohdalico.

La resistencia hepatica a la insulina es un trastorno metabdlico que se define por la
incapacidad de esta hormona de suprimir la produccion de glucosa en el higado,
sobre todo a través de la supresion de la gluconeogénesis. Esta condicidn es
caracteristico de la diabetes mellitus tipo 2 (T2DM) y favorece, en gran medida, el

aumento de glucosa en ayuno.

El aumento del hierro ferroso (Fe?*) en el higado, ya sea por la sobrecarga sistémica
o por la estimulacién de la enzima hemooxigenasa, facilita el incremento en la
reserva de hierro labil intracelular. Hierro cataliticamente activo que favorece la
produccion de especies reactivas de oxigeno a través de las reacciones de
Fenton/Haber-Weiss, lo que lleva al estrés oxidante y a la modificacion de proteinas
esenciales en la via de sefializacion de la insulina (Harrison et al., 2023).

Estudios han demostrado que el estrés oxidante provocado por la sobrecarga de
hierro activa quinasas de estrés de la familia MAPK, como p38 y JNK. Estas
quinasas Ser/Thr son agentes mediadores de la resistencia a la insulina que actuan
a través de la fosforilacion inhibitoria de las proteinas sustrato del receptor de
insulina (IRS). Esto provoca interferencias en el proceso de transmision de sefiales
desde la insulina hacia las vias metabdlicas dependientes de PI3K/Akt, esto impide
la adecueda suprecion de la gluconeogénesis hepatica.La sobrecarga de hierro en
hepatocitos AML-12 ha mostrado que provoca la fosfoactivacion de JNK y p38, sin
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importar otros estimulos metabdlicos ( Messner et al., 2013). Por otra parte, los
procesos toxicos generados por el hierro labil en los islotes del pancreas son

especialmete complejos, debido a la sensibilidad de las celulas b al estrés oxidante,

lo cual las hace particularmente susceptibles a la acumulacion de hierro y a la
produccion de especies reactivas del oxigeno. Una de las enzimas mas importantes
que protegen a las celulas b del pancreas es la glutation peroxidasa 4 (GPx4), su
funcion al disminuir los peréxidos lipidicos tiene un papel especifico en la proteccion
frente a la muerte y el dafio causado por el hierro en estas células. En consecuencia,
la sobreexpresion de GPx4 tiene el potencial de salvar a los islotes del estrés
causado por un elevado contenido de glucosa y hierro (Harrison et al., 2023). Esto,
junto con una reduccion de la eliminacion hepatica de insulina, da lugar a la
hiperinsulinemia periférica. La insulina, a nivel celular, propicia que los receptores
de transferrina se redistribuyan en la membrana plasmatica, lo que incrementa la
absorcion de hierro extracelular. En consecuencia, se produce una condicién de
inflamacion y estrés oxidativo que se distingue por la activacion de citocinas
proinflamatorias como la interleucina 1B (IL1B) y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a). Estas moléculas también controlan la expresion de ferritina en los
macroéfagos, lo que lleva a la acumulacion de hierro en el higado y agrava el mal
funcionamiento metabdlico (Fernandez-Real y Manco, 2014).

3.9.2 Disfuncion cardiaca y toxicidad del hierro

El hierro es un elemento esencial que desempefia un papel crucial en el transporte
de oxigeno y en la catalisis de las reacciones enzimaticas. Sin embargo, si su
homeostasis cambia, puede suceder que se acumule en exceso y esto cause
toxicidad en diferentes érganos y tejidos. Los niveles altos de hierro ferroso estan
vinculados con problemas de corazon, diabetes mellitus y falla del higado en el
sistema endocrino. La concentracion de hierro en el tejido muscular del corazén
puede generar arritmias y disfuncidn sistolica. La miocardiopatia dilatada con una
disminucién de la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) es el sintoma
mas habitual. Este dafio puede revertirse si se identifica y trata en las primeras

etapas, aunque por lo general no presenta sintomas al principio. Asimismo, el
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depdsito de hierro puede tener un impacto en el sistema de conduccion del corazén,
sobre todo en el nodo auriculoventricular, lo que podria causar bloqueos graves. El
almacenamiento de hierro tiene, un efecto en la conduccion eléctrica y la
repolarizacion; esto favorece que aparezcan cardiomiopatias con taquiarritmias
tanto en las auriculas como en los ventriculos. Estos efectos evidencian la
importancia de un diagndstico temprano y de un tratamiento adecuado para prevenir
serias complicaciones cardiovasculares (Fernandez-Real & Manco, 2014).

3.9.3 Cerebro y sobrecarga de hierro

El Parkinson y otras enfermedades neurodegenerativas afectan de manera
particular zonas del cerebro con un alto contenido de hierro, como la sustancia
negra. Esto suscita la cuestion de si la acumulacion de hierro que se ve en el
Parkinson es un efecto o una causa de la degeneracion neuronal. De igual forma,
en la patologia de Huntington, se da una acumulacion de hierro y un incremento de
ferritina microglial en fases iniciales, lo cual genera incertidumbre acerca de si estas
alteraciones ocurren antes o después de que las neuronas se pierden. El rol que
juega la sobrecarga de hierro en la enfermedad de Alzheimer todavia es discutido;
hay algunos estudios que no observan acumulacion de hierro, pero otros sugieren
que podria tener una funcién en la patogénesis, basandose en evidencias obtenidas
a través de exploraciones por resonancia magnética. Para establecer si la mala
regulacion del hierro juega un papel crucial en la patogénesis de enfermedades

neurodegenerativas, seria util realizar estudios especificos sobre la distribucion y

acumulacion de hierro en estas afecciones a lo largo del tiempo (Rouault, 2013).

3.10 Terapia para la sobrecarga de hierro

El tratamiento principal para reducir los niveles de hierro en el cuerpo incluye:

3.10.1Flebotomia

El tratamiento principal para la sobrecarga de hierro es la reduccion de las reservas
de hierro en el organismo, generalmente mediante flebotomia terapéutica. En

pacientes con niveles adecuados de hemoglobina, se puede prescribir flebotomia
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inicialmente cada 1 o 2 semanas hasta alcanzar niveles aceptables de ferritina
sérica, aproximadamente 50 ug/L. Posteriormente, se establece un programa de
mantenimiento con flebotomias periddicas, que suelen realizarse cada 2 o 3 meses,
dependiendo de los niveles de ferritina sérica alcanzados (Mobarra et al., 2016). Es
importante sefialar que cuando la ferritina sérica supera los 1000 ng/mL, el riesgo
de dafo hepatico se incrementa significativamente y la esperanza de vida se reduce
drasticamente. En pacientes con niveles ligeramente elevados de ferritina sérica, a
menudo se recomienda la donacion de sangre de manera regular como medida
preventiva. Sin embargo, para donar sangre con una frecuencia mayor a cada 8
semanas, generalmente se requiere la autorizacién médica. Este enfoque permite
controlar de manera eficaz los niveles de hierro y prevenir complicaciones graves

asociadas con la sobrecarga de hierro (Mobarra et al., 2016).

3.10.2 Terapia de quelacion de hierro

Existen tres farmacos quelantes de hierro actualmente utilizados en la practica
clinica, principalmente para el tratamiento de la talasemia y otras condiciones
asociadas a la sobrecarga de hierro por transfusiones: desferroxamina (DFO),
deferiprona (L1) y deferasirox (DFRA). Sus caracteristicas se muestran en la Tabla
2. La deferiprona es el quelante mas pequefio y actia como un quelante bidentado
que forma un complejo 3 L1:1 con Fe*'. Por su parte, el DFRA es un quelante
tridentado que genera un complejo 2 DFRA:1 Fe®*', mientras que el DFO, un
quelante hexadentado, forma un complejo 1 DFO:1 Fe®* a pH fisiolégico

(Kontoghiorghes y Kontoghiorghe, 2020).

Tomado de (Mobarra et al., 2016).
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Tabla 2. Propiedades generales de los quelantes de hierro

Propiedad Deferasirox Deferiprona Deferoxamina
Ruta Oral Oral Subcutdneo, intravenoso
Dosis habitual 20-30 mg/kg/dia 75 mg/kg/dia 25-50 mg/kg/dia
PROGRAMACION Una vez al dia en 3 dosis divididas  dia durante 8-24 horas,
Diario 5 dias a la semana
Efecto Gastrointestinal Gastrointestinal Erupcién
secundario Insuficiencia renal Agranulocitosis/ Oftalmoldgico
Neutropenia Audio
Artralgia
Ventaja Uso oral y diario Eficaz en la excrecién disponibilidad de
cardiaca de hierro informacién
Desventaja falta de disponibilidad de  recuento sanguineo  Toxicidad significativa
informacién completa Monitoreo

3.11 Los quelantes y sus caracteristicas

Los quelantes son compuestos organicos que cuentan con al menos dos sitios de
unidn especificos para metales. Estos sitios contienen atomos donantes de
electrones como nitrégeno (N), oxigeno (O) y azufre (S), que tienen alta afinidad por
iones metalicos y estan posicionados de manera que permiten la formacion de un
anillo estable en el que el ion metalico actua como miembro central. (Kontoghiorghe
et al., 2015). En este contexto, numerosas moléculas organicas bioldgicas, incluidas
aquellas derivadas de plantas, poseen atomos donantes de electrones que pueden
participar en la formacién de complejos metalicos. Los atomos donantes suelen
encontrarse en los sitios de union metalica de grupos funcionales acidos como -OH,
-COOH, -SH, y -NOH, donde el proton puede ser desplazado por el ibn metalico.
Adicionalmente, estos atomos donantes también estan presentes en bases de
Lewis, como los grupos funcionales -C=0, -NH2, OR, -OH y -SR, que contribuyen a
la interaccion con los iones metalicos. Estas propiedades permiten que los quelantes
desemperiien un papel fundamental en la regulacion y el transporte de metales en
sistemas bioldgicos y en aplicaciones terapéuticas (Kontoghiorghe et al., 2015).

pag. 30



3.11.1 Quelantes de hierro

El hierro tiene un numero de coordinacién de seis, lo que le permite coordinarse con
seis ligandos monodentados para formar un quelato de geometria octaédrica. Los
ligandos que pueden coordinarse mediante mas de un atomo se clasifican como
bidentados, tridentados o hexadentados. Las estructuras representativas de estos
quelatos se ilustran en la Figura 11. La mayor estabilidad de los ligandos bidentados,
tridentados y hexadentados en comparacion con los monodentados en la formacion
de quelatos se conoce como el efecto quelato. Debido a las dificultades asociadas
con la biodisponibilidad oral de los farmacos hexadentados, como el DFO, la
mayoria de los compuestos desarrollados recientemente han sido disefiados como

quelantes bidentados o tridentados (Tam et al., 2003).

Lg/ﬁ (\Lg (\Ig/w

Lg
Lg,, 1 ‘\\Lg Lg,, “\Lg Lg/, ‘\\I-g Lg/, ,\\Lg
‘Fe. Fe.
B e\ Lg\) lg\)
Monodentado Bidentado Tridentado Tetradentado

Figura 11. Representacion esquemdtica de quelantes segun su denticidad. Se muestran estructuras de quelantes
monodentados, bidentados, tridentados y hexadentados. "Lg" representa los grupos coordinantes responsables de la union
al ion férrico. Tomado de Tam et al., 2003.

El hierro, asi como otros iones metalicos necesarios, tiene una carga positiva y suele
estar vinculado a ligandos tales como -N, -OH, =O y -SH. Estos ligandos poseen
atomos que donan electrones, como oxigeno (O), nitrogeno (N) y azufre (S). Estos
tienen la habilidad de donar un par de electrones para establecer un enlace
coordinado con el ion metalico (Kontoghiorghes y Kontoghiorghe, 2020).

3.11.2 Quelantes microbianos naturales (sideroforos)

Existen numerosos quelantes, tanto sintéticos como naturales, que poseen una alta
especificidad y afinidad por el hierro. Este mineral es esencial para el crecimiento y

la supervivencia de microbios y otros organismos que invaden el cuerpo humano.
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La transferrina funciona como un mecanismo de defensa en el plasma al quelar el
hierro y privarlo de los microorganismos que lo necesitan para crecer y multiplicarse.
Sin embargo, en un entorno hostil, los microorganismos han desarrollado
estrategias especificas para obtener hierro. La produccion de quelantes
especializados, llamados sideroforos, es el mecanismo que regula y lleva a cabo
este proceso. Estos compuestos tienen una fuerte atraccidon hacia el hierro, lo que
permite a las bacterias y los hongos absorber este elemento fundamental. Los
sideréforos de los hongos presentan principalmente sitios quelantes hidroxamato,
por otro lado, en las bacterias predominan los sideroforos con sitios quelantes
catecol. Estos mecanismos se constituyen como una efectiva adaptacién de los
microorganismos para eludir la limitacion de hierro que el sistema inmunitario

humano impone (Caza y Kronstad, 2013).

La enterobactina es un quelante hexadentado, producido por bacterias entéricas y
compuesto de tres unidades de 2,3-dihidroxi-N-benzoil-serina; se trata de uno de
los sider6foros mas relevantes, con gran afinidad para el hierro. Al unirse a este
metal, genera un complejo octaédrico hexacoordinante con Fe. En hongos, hay
multiples sideréforos fundamentados en hidroxamato, entre ellos los de las familias
de ferricromo, citrato hidroxamato, acido rodotorulico y ferrioxamina. Un sideréforo
hexadentado que forma un complejo octaédrico hexacoordinante con hierro es el
medicamento quelante de hierro deferoxamina. Este compuesto fue sintetizado por
Streptomyces pylosus y esta formado por tris hidroxamato (Kontoghiorghes y
Kontoghiorghe, 2020).

3.11.3 Quelantes vegetales naturales (Fitoquelantes)

Recientemente se han revisado las caracteristicas estructurales, quimicas y las
propiedades de union al hierro de diversos quelantes naturales presentes en
plantas, conocidos como fitoquelantes. La quelacion de metales puede inhibir
directamente la reduccion de Fe?*, lo que disminuye la produccion de radicales
libres reactivos OH en la reaccion de Fenton. EIl potencial de reduccion de los

compuestos fenolicos es lo que determina la quelacidn de metales. Los flavonoides
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y los acidos fendlicos poseen un elevado potencial para eliminar radicales libres.
No obstante, la capacidad quelante con metales y el poder reductor pueden variar
segun su estructura. Los flavonoides, por ejemplo, tienen la capacidad de eliminar
radicales y quelar metales depende del grupo 2,3-doble y conjugado 4-carboxilico
en el anillo C, asi como de la fraccion de catecol (anillo B) y las fracciones 3 y 5-
hidroxilo como se muestra en la Figura 12a. La oxidacién de los complejos Fe?*del
catecolato y el galato tiene lugar rapidamente en presencia de O, resultando en la
formacién de complejos Fe3* -polifenol. Normalmente, la oxidacion de Fe?* en
presencia de O es lenta; sin embargo, cuando los ligandos polifendlicos se acoplan
al Fe?*, su potencial de reduccion disminuye y el ritmo de oxidacién del hierro se
eleva. Los complejos de galato muestran velocidades de oxidacion mas elevadas
que los complejos de catecolato de modo que la rapidez con que el Fe se oxida
depende de los complejos polifendlicos. La oxidacion del hierro al combinarse con
los ligandos fenodlicos se ve favorecida por la estabilidad mas alta de las
interacciones entre el Fe3* y los ligandos de oxigeno presentes en los grupos
fendlicos (Figura 12b) (Zeb, 2020).

.
OH O..
[
OH o
(b} R
CH O
+ Fe?*
OH O

Figura 12. Proceso de quelacion metdlica de los antioxidantes fendlicos. (A) Coordinacién de Fe** con polifenoles y
posterior reaccion de transferencia de electrones en condiciones oxigenadas, que produce el complejo Fe®*polifenol; (B)
Coordinacion de Fe3+ con polifenoles, seguida de la reduccion del hierro y la generacion de semiquinonas, asi como la
reduccion de Fe3+ para dar lugar a una especie quinona y a Fe’*. R = OH, H. Tomado de Zeb, 2020.

Muchos de estos fitoquelantes, como el acido ascoérbico, la quercetina, el acido
elagico, el acido galico, la silibinina y la curcumina, son consumidos diariamente
como nutracéuticos por millones de personas y también estan siendo evaluados en
ensayos clinicos. Ademas, estos compuestos se encuentran de manera natural en

vegetales y frutas, lo que sugiere que podrian desempefiar un papel clave en el
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metabolismo del hierro y otros metales esenciales para la salud humana
(Kontoghiorghes y Kontoghiorghe, 2020). Una de las principales subclases de
fitoquelantes son los polifenoles que contienen sitios de quelacion metalica en su
fraccion catecol. Estos sitios tienen una alta afinidad por el hierro, como ocurre en
compuestos como el acido cafeico, el acido galico, el acido protocatecuico y la
catequina (Kosuru et al., 2017). Otros polifenoles, como los flavonoides quercetina,
kaempferol y fisetina, también contienen grupos catecol y otros sitios especificos de
unidén al hierro, como los grupos alfa-cetohidroxi y beta-cetohidroxi en estructuras
de multiples anillos. De manera similar, polifenoles de otras familias, como los
isoflavonoides, xantonoides y compuestos como el acido elagico y la mangiferina,
poseen sitios de quelacion al hierro que refuerzan su potencial como fitoquelantes
(Kontoghiorghes y Kontoghiorghe, 2020). Los flavonoides tienen la capacidad de
quelar iones metalicos, contribuyendo a sus propiedades antioxidantes. La
quelacioén se lleva a cabo mediante grupos hidroxilo y carbonilo. Por otro lado, tienen
efectos antioxidantes al reaccionar con los grupos -SH y luego modificar el entorno
redox dentro de la célula. Uno de los flavonoides mas estudiados es la quercetina,
un flavonol que se encuentra muy extendido. Diferentes investigaciones han
evidenciado su aptitud para quelar una extensa variedad de iones metalicos. Se han
conseguido resultados semejantes para catequina (flavan-3-ol) o rutina (quercetina-
3-O-beta-rutindsido) en lo que respecta a los iones Cu?*, Fe?*y Zn?*. Normalmente,
los flavonoides obtienen su actividad antioxidante de la disminucion de los radicales
libres y su accion antirradical puede correlacionarse con su efecto protector sobre
las biomoléculas, como la inhibicién de la peroxidacion lipidica. Esto se basa en la
disminucién inicial de ERO o en interrumpir la reaccién en cadena de los radicales
de peroxilo que se transmiten entre moléculas de acidos grasos poliinsaturados y
otros intermediarios (Kejik et al., 2021). No obstante, el pH, la estequiometria (la
proporcion entre flavonoide y hierro) y el disolvente (su composicion idnica y
polaridad) son factores determinantes de la quelacion metalica. El hecho de que la
rutina y la negleteina fueran inhibidores activos de la reaccion de Fenton en
proporciones muy bajas, mientras que eran prooxidantes o sin efecto en

proporciones cercanas a 1:1 (Macakova et al., 2012).
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La capacidad de formar de formar complejos con los flavonoides esta influenciada
por su estructura, pero la cantidad y ubicacion de los grupos hidroxilo son
determinantes. Los flavonoides con el 6,7-dihidroxi suelen tener una gran capacidad
para formar complejos en pH acido y neutro. Los flavonoles que presentan el grupo
3-hidroxilo, el grupo 4-ceto y el enlace 2,3-doble con el anillo B catecdlico son
quelantes potentes en condiciones de pH neutro o ligeramente acido. En cambio,
los flavonoides con un sitio de quelacion de 5-hidroxil-4-keto son quelantes mas
débiles, incluso a nivel de pH neutro (Fernandez et al., 2002). Pasando a los
sistemas biol6gicos 0 membrana sintética, se toman en cuenta otras propiedades
de los flavonoides como su hidrofobicidad y permeabilidad de la membrana, ya que
su eficacia biologica suele ser tan importante como su afinidad con el Fe. Los
complejos de hierro de quercetina tienen la capacidad de atravesar la membrana
celular de las células HelLa, que estan sobrecargadas con hierro y llevar los iones a
la transferrina. La formacion de un metalocomplejo hidrofébico de Fe?* con una
mayor cantidad de ligandos de quercetina (Figura 13) podria ser una posible causa
de este fenomeno (Kejik et al., 2021).

HO
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Figura 13. Complejo de coordinacion entre hierro-quercetina. Los grupos fendlicos de hidroxilo intervienen en la quelacion
del metal, estabilizado a través de enlaces de coordinacion y moléculas de agua, lo que evidencia el potencial antioxidante
v la capacidad para disminuir las reacciones prooxidantes mediadas por hierro. Tomado de Kejik et al., 2021.
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3.12 Sistema antioxidante

El sistema antioxidante esta formado por mecanismos y moléculas que protegen las
células y los tejidos contra el dafio causado por las especies reactivas de oxigeno
(ERO) y las especies reactivas de nitrégeno (RNS), que son respectivamente,
formas con una elevada capacidad de reaccion del nitrogeno y del oxigeno. Estos
compuestos, que también son llamados radicales libres, tienen la capacidad de
dafiar moléculas esenciales como el ADN, las proteinas y los lipidos, tambien puede
dafiar ARN y carbohidratos pero se a observado que en menor medida. Ademas,
estan implicados en procesos fisiologicos y patologias tales como enfermedades
neurodegenerativas, cardiovasculares y cancer, asi como en el envejecimiento
(Sies, 2015).

3.12.1 Especies reactivas de oxigeno, especies reactivas de nitrogeno y especies
reactivas de azufre

Los radicales libres se definen como cualquier especie quimica que puede existir de
forma independiente y que contiene uno o mas electrones desapareados. Dentro de
este grupo, se incluyen las especies reactivas de oxigeno (ERO) y las especies
reactivas de nitrogeno (RNS), que estan asociadas al atomo de oxigeno (O) o sus
equivalentes y presentan una alta reactividad con otras moléculas, superando su
interaccidn con el O,. En general, los ERO y RNS se generan como subproductos
del metabolismo celular y la exposicion a radiacion ionizante. Entre las principales
especies reactivas se encuentran el anion superoxido (O,), el perdxido de
hidrogeno (H,0,), el radical hidroxilo (*OH) y el oxigeno singlete ('O,), se muestras
en la Tabla 3 (Kurutas E. B. 2016).

Adicionalmente, existen otros radicales libres biolégicamente relevantes:

e Radicales asociados a los lipidos de membrana: hidroperoxido lipidico
(ROOH), radical peroxilo lipidico (ROQe¢) y radical alcoxilo lipidico (RO¢).
e Especies reactivas de nitrogeno (RNS): 6xido nitrico (NOe), dioxido de

nitrégeno (NO.¢) y peroxinitrito (ONOQO"™).
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e Especies reactivas de azufre (RSS): sulfuro de hidrogeno (H2S), sulfidrilos
(R-SH), radical tiilo (RSe) y persulfuros (R-SSH).

Tabla 3. Clasificacion de las especies reactivas de oxigeno (ERQO). Se presentan las diferencias entre radicales libres y
especies no radicales. Los radicales libres incluyen moléculas con electrones desapareados, como el anion superoxido
(0:%) y el radical hidroxilo (*OH), altamente reactivas y capaces de inducir daiio celular. Por otro lado, las especies no
radicales, como el peroxido de hidrogeno (H:0:) y el oxigeno singlete (‘O:), pueden participar en reacciones de oxidacion
sin poseer electrones desapareados, desemperiando un papel en la sefializacion celular y el estrés oxidativo. Tomada de
Sies, 2017.

Radicales libres No radicales

Especies de oxigeno reactiva

Radical anién superoxido (O2.%) Peréxido de hidrogeno (H202)
Radical hidroxil ({OH) Hidroperdxido organico (ROOH)
Radical peroxilo (ROOQO") Oxigeno molecular singlete (O21Ag)
Radical de alcoxilo (RO") Carbonilos excitados electronicamente
(RCO)
Ozono (O3)

3.12.2 Tipos de antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos que, en concentraciones reducidas dentro de la
célula, previenen o disminuyen de forma notable la oxidacién de sustratos oxidables.
Los seres humanos han creado sistemas antioxidantes muy complejos, enzimaticos
y no enzimaticos, que colaboran de forma sinérgica para resguardar las células y
los organos del perjuicio ocasionado por los radicales libres. Los antioxidantes
pueden ser exogenos (los que se adquieren por medio de la alimentacion o los
suplementos) o endogenos (los que el organismo produce). Aunque algunos
compuestos dietéticos no eliminan de manera directa los radicales libres, logran
incrementar la actividad antioxidante interna y, por lo tanto, se les considera
antioxidantes. Un antioxidante ideal debe ser facilmente absorbido, eliminar
radicales libres, quelar metales redox en niveles fisiologicos adecuados y funcionar
tanto en medios acuosos como en membranas celulares. Ademas, deberia influir

positivamente en la expresion génica. Los antioxidantes enddgenos son
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fundamentales para mantener las funciones celulares y la salud general. Los
antioxidantes enzimaticos mas efectivos incluyen la glutatién peroxidasa, catalasa y
superoxido dismutasa. Los antioxidantes no enzimaticos incluyen la vitamina E,
vitamina C, tioles como el glutation, tioredoxina, acido lipoico, melatonina,

carotenoides y flavonoides (Kurutas, 2016).

3.12.3 Antioxidantes enzimaticos

Superoxido dismutasa

La superoxido dismutasa (SOD, E.C. 1.15.1.1) es una metaloenzima fundamental
que cataliza la dismutacion del anion superoxido (O,™-) a peroxido de hidrégeno
(H20,) y oxigeno molecular (O,), tal como se muestra en la reaccién 1. El H,O, que
se ha producido puede ser descompuesto después por otros sistemas antioxidantes

enzimaticos, como las glutation peroxidasas o la catalasa.

Reaccién 1: 2 O, + 2 H* - (SOD) - H,0, + O,

Las SOD se categorizan en cuatro clases de acuerdo a los cofactores metalicos que
poseen. La SOD de cobre-zinc es la mas prevalente y se encuentra sobre todo en
el cloroplasto, el citosol y el espacio extracelular. La SOD de manganeso esta
localizada mayormente en las mitocondrias, en tanto que la de hierro se encuentra

en el citosol de las células microbianas y vegetales.

Ademas de su funcion principal, la SOD compite con el 6xido nitrico (NO-) por el
anién superoxido. Esto tiene dos efectos importantes: reduce la formacion de
peroxinitrito (ONOO™), un ERN altamente dafino y aumenta la disponibilidad
biolégica de NO-, que desempefia un papel esencial como modulador de la funcion
endotelial (Sharifi-Rad, 2010).

Reaccion 2: O, + NO- - ONOO~
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Catalasa

La catalasa (CAT, E.C. 1.11.1.6) es una ferrihema oxidoreductasa tetramérica que
cataliza la dismutacion del perdxido de hidrogeno (H,O,) en agua y oxigeno

molecular, como se muestra:

Reaccion 3: 2 H,0, - (CAT) - 2H,0 + O,

La CAT se localiza principalmente en los peroxisomas y, aunque esta presente de
manera ubicua en el organismo, su actividad mas elevada se encuentra en el higado
y los globulos rojos. La enzima opera mediante un mecanismo de dos pasos, que
comienza con la formacion de un intermedio conocido como compuesto | (Cpdl),
similar al observado en las peroxidasas, segun la reaccion 4. Este intermedio se
descompone en el estado basal de la enzima tras reaccionar con una segunda

molécula de H,O, (reaccion 5):

Reaccién 4: CAT (Fe**) + H,0, — CpdI(Fe* = O) + H,O

Reaccién 5: CpdI(Fe**= O) + H,0, - CAT(Fe®*) + H,0 + O,

Ademas, cada subunidad de la catalasa contiene una molécula de NADPH unida,
que ayuda a minimizar la inactivacion inducida por el H,O,. Cabe destacar que la
CAT es una de las enzimas con mayor velocidad catalitica (kcat) conocida, con
valores superiores a 10® s™', muy cercanos al limite impuesto por la difusion. Aunque
el papel de la catalasa en la eliminacion de peroxinitrito (ONOO™) ha sido debatido
extensamente, investigaciones recientes han sugerido que la CAT podria tener la
capacidad de cavenar ONOO™, lo que refuerza su importancia en la proteccion
antioxidante frente a especies reactivas del nitrégeno (Grigoras, 2017).
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Glutation peroxidasa

La familia de la glutation peroxidasa (GPx) tiene un papel crucial en la neutralizacion
de hidroperoxidos, transformandolos en sus respectivos alcoholes o en agua (en el
caso del H,0,). Esto se logra, sobre todo, mediante el uso del glutatién reducido
(GSH) como cosustrato. En mamiferos, esta familia consta de ocho isoenzimas
(GPx1-8), de las cuales cinco son selenoproteinas en humanos (GPx1-4 y GPx6).
Las tres isoformas restantes (GPx5, GPx7 y GPx8) contienen una cisteina (Cys) en
lugar de una selenocisteina (Sec). En el transcurso de la reaccion catalizada por
estas enzimas, los perdxidos organicos (ROOH) o el H,O, son transformados en
agua o en el alcohol correspondiente (ROH). Este proceso necesita de dos
moléculas de GSH, las cuales funcionan como donantes de electrones y se
convierten en glutation oxidado (GSSG) tras la reaccion. Dicho mecanismo resalta
lo crucial de GPx y GSH para la defensa antioxidante del organismo, ya que
protegen las células contra los dafios causados por especies reactivas de oxigeno
(ERO) (Kalinina, 2024).

Reaccion 6: 2GSH + ROOH - GSSG + ROH + H20

Reaccion 7: GSSG + NADPH(H+) - 2 GSH + NADP*

Peroxirredoxinas

Las peroxirredoxinas (Prxs) son una familia amplia y bien conservada de
peroxidasas que disminuyen los peroxidos, con un residuo de cisteina que se
conserva, llamado Cys "peroxidatico" (CP), el cual funciona como un sitio para la
oxidacion por peroxidos. Los peroxidos oxidan el CP-SH al acido sulfénico de
cisteina (CP-SOH), que posteriormente interactua con otro residuo de cisteina,
conocido como Cys (CR) de "disolucion”, dando lugar a un disulfuro. Este ultimo es
reducido por un donante adecuado de electrones para finalizar un ciclo catalitico
(Rhee, 2016).
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3.12.4 Estrés oxidante

El término "estrés oxidante" se refiere a una descompensacion entre las especies
antioxidantes y oxidantes, en la que estas ultimas predominan. Esto provoca un
dafio molecular y una alteracion de la sefializacion y del control redox. Desde que
fue formulada en 1985, esta definicion se ha ido perfeccionando al incorporar
nuevos hallazgos acerca del rol de la sefalizacion redox. La idea principal es que
en un sistema metabdlico abierto se mantiene un equilibrio redox estacionario, lo
cual determina un tono redox basal. Cualquier desviacion de este equilibrio redox
se considera un estrés, lo que activa una respuesta adaptativa de estrés. (Sies,
2020). Dentro de esta definicion de estrés oxidante, se incluyen dos componentes
importantes: (1) una desviacion hacia el extremo opuesto de la balanza, conocida
como estrés reductor, y (2) las variaciones fisiologicas que constituyen el eustress
oxidativo frente a las alteraciones suprafisiolégicas que conducen al distress
oxidante. El eustress oxidativo es una parte esencial de la regulacion y sefalizacion
fisiologica redox y se integra dentro del concepto mas amplio de homeostasis redox,
que representa el equilibrio ideal (Sies, 2020).

3.12.5 Mecanismo de accion

El estrés oxidante puede ser causado tanto por factores endégenos como exdégenos.
El superoxido (O,*~) se genera a partir de la reduccion de un electrén del oxigeno.
Esta reduccion suele suceder cuando hay una fuga de electrones de la cadena
respiratoria mitocondrial, especialmente en el sitio de la ubisemiquinona.

(QH+") (Reaccion 1):

QH°_ + Oz < Q + Oz'_

Ademas, las oxidasa de NADPH (como NOX4, DuOX1 y DuOX2) también producen
superoxido catalizando la siguiente reaccion (Forman y Zhang, 2021): NADPH +

20; > NADP* + H* + 20,¢~

Asi mismo, algunas enzimas flavoproteicas pueden reducir aun mas el O,*~ a H,0,

al transferir un electron adicional antes de que el superoxido abandone sus sitios
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activos. La principal fuente de peréxido de hidrogeno (H,O,) es la dismutacion del
superoxido. Esta reaccidén ocurre de forma espontanea a una velocidad moderada
(~10° M™ s™"), pero es significativamente acelerada por las superoxido dismutasas
(SOD), aumentando la constante de velocidad hasta ~2 x 10° M™" s™ (Kurutas,
2016).

202‘_ + 2H* > HzOz + Oz

La cantidad de H,O, producido determina en gran medida si se activa la
sefializacion redox, el estrés oxidativo o si no ocurre una oxidacion significativa. El

H,O, es degradado enzimaticamente por diversas enzimas, como la catalasa

(Reaccion 4):

2H202 g 2H20 + 02

Adicionalmente, cinco peroxirredoxinas (que utilizan tioredoxina, Trx(SH);) y ocho
glutation peroxidasas (que utilizan glutation, GSH) también contribuyen a la

reduccion de H,O, (Reacciones 5y 6):

H,O; + 2Trx(SH), - TrxS; + 2H,0

H,O, + 2GSH - GSSG + 2H,0

En estas reacciones, TrxS, hace referencia a la tioredoxina en forma de disulfuro, y
GSSG es el glutation en forma oxidada o disulfuro (Forman y Zhang, 2021). Aunque
el H,O, tiene una reactividad relativamente baja con la mayor parte de las
biomoléculas, tiende a reaccionar sin dificultad con metales de transicién, como el

hierro, en la reaccién de Fenton (Reaccion 7):

H,0, + Fe* - Fe®* + OH™ + «OH

pag. 42



Esta reaccion produce radicales hidroxilos (*OH), que son muy reactivos y que
contribuyen de manera importante al dafo oxidativo en los sistemas biologicos
(Toyokuni, 2002).

El radical hidroxilo (*OH) es un oxidante muy potente que reacciona rapidamente
con las moléculas vecinas. La peroxidacion lipidica es una reaccion esencial en el
estrés oxidativo que se produce a partir de una cadena de reacciones comenzadas
por *OH:

LH + «OH — L+ + H,0

Le + O, - LOO-

LOOs + LH - LOOH + L

LH representa a lipidos con atomos de hidrégeno alilicos, como los que se
encuentran en acidos grasos poliinsaturados (por ejemplo, el acido araquidonico).

El superdxido (O,+7) genera el estrés oxidativo al liberar hierro de los centros hierro-
azufre y al catalizar la produccion de <OH a través de la reaccion de Fenton.
Asimismo, el superoxido es precursor del peroxido de hidrogeno (H,O,) y del
peroxinitrito (ONOQO"):

O™ + *NO - ONOO~

A pesar de que el ONOO™ no es un radical libre, en su forma protonada (acido peroxinitroso,
ONOOH) es altamente peligroso y reactivo. Su degradacion produce intermediarios reactivos,
como el dioxido de nitrogeno (*NO,) y el radical hidroxilo (*OH), que poseen una baja
especificidad en sus reacciones y son perjudiciales para las proteinas, los lipidos y los acidos

nucleicos.

Los acidos hipohalosos (HOX) son otro tipo de oxidante importante. Se producen

gracias a que las mieloperoxidasas de los fagocitos actuan en la inflamacion:
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H,0, + X~ + H* - HOX + H,0

En este caso, X~ puede ser Br7, ClI- 0 SCN™, y los HOX tienen un papel relevante en el dafio

tisular relacionado con la inflamacion mediada por fagocitos (Forman y Zhang, 2021).

3.12.6 Estrés oxidante catalizado por el hierro

La produccién directa de ERO mediante las reacciones quimicas de Fenton requiere
una pequefia fraccion del hierro celular, denominada "pool de hierro labil", que
representa menos del 5% del total de hierro celular (50-100 uM). Este hierro libre,
que esta presente en el citosol, la matriz mitocondrial y los lisosomas, tiene la
capacidad de producir ERO muy reactivas a través de las reacciones de
HaberWeiss y Fenton. El radical hidroxilo es resultado de la reaccion de Fenton,
que es una reaccién quimica entre el peroxido de hidrégeno (H202) y el hierro

ferroso Fe?™.

Fe?* + H,0; — Fe®*+ OH™ + «OH

Los radicales superoxido (O,+7), que se producen principalmente en la mitocondria
como un subproducto de la respiracion celular, vuelven a reducir el hierro férrico

(Fe®*) a hierro ferroso (Fe**) (Nakmura et al., 2019).

Fe3t + 0y - Fe?t+ 0Oy

La reaccién de Haber-Weiss, que incluye estas reacciones catalizadas por el hierro,
tiene la capacidad de producir cantidades considerables de radicales hidroxilo. La
ecuacion global de la reaccién es:

O, + H202 = O2+ OH™ + «OH

Los radicales hidroxilo son muy reactivos con las biomoléculas, incluso mas que los

peréxidos de hidroégeno y los radicales superdxido. Una vez que se generan, tienen
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el potencial de producir perjuicios importantes a los lipidos, proteinas y ADN. Esto
puede propiciar la oxidacion del ADN, la alteracion de los aminoacidos y la
peroxidacioén lipidica. Ademas, el hierro juega un papel clave en la catalisis de la
formacion de radicales peroxilo lipidicos. Puede reaccionar con peréxidos lipidicos
generados por radicales hidroxilo o mediante la accion de lipoxigenasas. Las
reacciones involucradas en la generacion de peroxidos lipidicos y radicales peroxilo
lipidicos son las siguientes. Estos radicales peroxilo lipidicos pueden degradarse en
aldehidos citotoxicos, como el malondialdehido (MDA) y el 4hidroxi-2-nonenal
(HNE), que constituyen los productos finales de la peroxidacion lipidica. Estos
compuestos pueden reaccionar con las bases nitrogenadas del ADN, como guanina,
adenina y citosina, provocando dafio genético. Por ende, la quimica de Fenton
sefala que el hierro funciona como un catalizador en la produccion de radicales
sumamente reactivos, y que las especies reactivas de oxigeno (ERO) dependientes
del hierro dafan diferentes biomoléculas, lo cual contribuye a la citotoxicidad
(D’Autréaux y Toledano, 2007).

El hierro, al ser un elemento fundamental, interviene en la accion de varias enzimas
gue tienen la capacidad de producir volumenes considerables de especies reactivas
del oxigeno (ERO) mediante procedimientos biolégicos. Algunos ejemplos de estas
enzimas son: las subunidades de la cadena de transporte de electrones en
mitocondrias, citocromo P450, lipoxigenasas (LOX), xantina oxidasas, NADPH
oxidasas (NOX) y 6xido nitrico sintasas (NOS). Estas enzimas producen radicales
superoxido (O27) y perdxidos (H202, LOOH), que generalmente son contrarrestados
por sistemas antioxidantes como la SOD, catalasa y glutation peroxidasa (GPX). Sin
embargo, un desequilibrio entre la produccion y detoxificacion de ERO resulta en
estrés oxidante. Este estrés puede dafar proteinas que contienen hierro, como la
ferritina y enzimas con clusteres [4Fe-4S], convirtiéndolos en clusteres [3Fe-4S].
Esta alteracion libera hierro labil y inactiva las enzimas, o que genera un aumento
en la citotoxicidad. Tanto el hierro labil como las enzimas productoras de ERO son
altamente dafinos para el ADN, los lipidos y las proteinas, contribuyendo a la muerte
celular principalmente a través de la sefalizacion mediada por ERO (Nakmura et
al., 2019).
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3.13 La importancia de las plantas medicinales

Las plantas medicinales has sido apliamente utilizadas en la medicina tradicional
para mitigar y tratar malestares humanas. En este contexto, la la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) calcula que mas del 80% de la poblacion global emplea
la medicina tradicional para el cuidado primario de la salud, sobre todo mediante
terapias con extractos vegetales o sus componentes activos. Se entiende por planta
medicinal a cualquier tipo de planta que contenga compuestos que se puedan
utilizar con fines terapéuticos o cuyos compuestos bioactivos se puedan emplear
como precursores para la creacion de nuevos farmacos. Asi mismo, los farmacos
obtenidos de las plantas han adquirido importancia en la medicina moderna y en la
tradicional. No obstante, se sefala que el uso amplio de plantas medicinales se ve
limitado por procesos como la clasificacion, identificacion y caracterizacion de las
mismas y de sus principios bioactivos; por ende, es muy importante generar
conocimiento acerca de plantas medicinales en diversas latitudes (Cardenas-
Valdovinos et al., 2023). Historicamente en México las plantas medicinales son muy
importantes, incluso antes de la colonizacion, ya que se tienen registros del "Libro
de las yerbas medicinales de los indios", también conocido como Cdédice Badiano
(Cddice de la Cruz-Badiano), el primer libro de herbolaria medicinal azteca y una de
las fuentes bibliograficas mas relevantes en historia médica americana En este se
documenta el uso terapéutico de mas de 150 plantas originarias de México.
Actualmente se conocen entre 3000 y 5000 especies con un gran potencial
terapéutico (Esquivel-Gutiérrez et al., 2012). Entre estas plantas medicinales se
encuentra Justicia spicigera, Eryngium carlinae y Potentilla indica, su eleccion se
basa en criterios farmacoldgicos, metodoldgicos y cientificos que posibilitan acotar
el estudio a especies con suficiente evidencia y potencial terapéutico particular
contra el estrés oxidante y la sobrecarga de hierro. Estas plantas, en primer lugar,
han sido empleadas desde hace tiempo en la medicina tradicional mexicana para
tratar trastornos de tipo metabdlico, inflamatorio y oxidativo, lo que ofrece un primer
apoyo etnofarmacolégico. Este precedente es relevante debido a que incrementa la
posibilidad de hallar metabolitos activos con caracteristicas quelantes,

antiinflamatorias o antioxidantes.
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3.14 Justicia spicigera

J. spicigera Schltdl., también conocida como "moyotle", "huitzixochitl", "trompetilla",
"expaxihuitl", "muicle", "hierba delimalin" y "muhuite”, es una de las plantas elegidas
con un alto potencial para ser fuente de fitoquimicos. Es nativa de varios paises
latinoamericanos, como Honduras, Belice, México y Costa Rica; pertenece a la
familia Acanthaceae. Esta planta tiene la capacidad de crecer en sombra parcial y
también a pleno sol (Castro-Muioz et al, 2022).

Figura 14. Justicia spicigera. Planta medicinal ampliamente utilizada en México. Se conoce como Muicle y se
caracteriza por un estado de floracion con hojas simples de color verde, ovaladas con una disposicion opuesta,
con margen entero y nervaduras prominentes. Presenta inflorescencias con numerosas florves tubulares de color
naranja, se agrupan en espigas terminales y axiales. Se observan tallos delgados y ramifiacados, lo que
mantiene una estructura arbustiva tipica de la familia Acanthaceae. Imagen tomada de Nuriez, 2025.

3.14.1 Clasificacion taxonomica

e Reino: Plantae

e Divisidon: Angiospermae
e Clase: Dicotiledoneas

e Orden: Lamiales

e Familia: Acanthaceae
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e Género: Justicia
e Especie: Justicia spicigera

3.14.2 Descripcion botanica

Justicia spicigera es una planta herbacea perenne que puede llegar a medir entre 1
y 2 metros. Posee hojas opuestas que tienen un contorno dentado y son elipticas a
lanceoladas, asi como una estructura ramificada. Las flores de esta planta son
tubulares, poseen un color rojo o naranja brillante y cuelgan de la cafa; por esta
razon recibe el nombre de trompetilla, como se muestra en la Figura 14. Las
capsulas que contienen semillas pequefias son los frutos. Esta planta se distingue
por desarrollarse en zonas soleadas y calidas, y puede parecer un arbusto o una
planta herbacea, segun las circunstancias de su crecimiento (Castro-Mufioz et al,
2022).

3.14.3 Distribucion geografica y habitat

Esta especie se extiende desde México hasta el sur de Colombia, prosperando en
regiones calidas y humedas, como los bosques subtropicales y tropicales, a
elevaciones que fluctuan entre el nivel del mar y los 1,500 metros (Londofio y
Duenas, 2024).

3.14.4 Usos tradicionales y medicinales

Su usos tradicional es en ceremonias, sus hojas, flores y tallos se utilizan como
tintura natural. Ademas, es un recurso muy empleado como emenagogo Yy
antiespasmaodico, ayudando en el dolor menstrual y colicos. Antes, los chamanes
preparaban infusiones de hojas para tratar la disenteria y las utilizaban también para
tratar problemas de la sangre en general, hipertensién y dengue (Denisse et al.,
2022)
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3.14.5 Composicion quimica y propiedades farmacologicas

Se ha reportado que la planta contiene una diversidad de compuestos, tales como
glicoproteinas, carbohidratos simples, pectinas, antocianinas (como cianidina 3-
Oglucésido y cianidina 3,5-di glucésido), aceites esenciales y minerales (por
ejemplo, acetato y oxalato de calcio, cloruro y sulfato de sodio). Se han identificado
trirramnosido de kaempferol y kaempferitrina, los taninos se han obtenido de las
flores y las moléculas mas recientes, en cambio, se han aislado de las hojas.
Tambien se han reportado otros fitoquimicos, como el 4-metil-3pentanal, un aldehido
alifatico volatil. Se encontraron el metil 2-hidroxi-2-metilbutanoato y el etil 2-
hexenoato; estos son ésteres que suelen estar en extractos de vegetales. Ademas,
se identifico el acido 2-hidroxi-2-metilbutirico, que es un tipo de alfa-hidroxiacido, asi
como la 3,4-epoxi-2-hexanona, una cetona epoxilada que esta vinculada con
procesos de oxidacion lipidica. El acido 3-tiofeno-acético fue uno de los compuestos
aromaticos sulfurados que se identificd. Debido a los compuestos identificados, se
ha observado que el extracto de la planta tiene elementos citotoxicos para las
células leucémicas, pero no para aquellas hematopoyéticas normales. Es
fundamental enfatizar que, a pesar de que J. spicigera cuenta con un amplio
espectro de propiedades farmacolégicas como antiinflamatoria, hipoglucemiante,
antioxidante y antimicrobiana, se necesita realizar mas estudios cientificos para
confirmar y entender en su totalidad sus mecanismos de accion y potencial

terapéutico (Castro-Munoz et al., 2022).

3.15 Eryngium carlinae

El género Eryngium se desarrolla principalmente en los bosques de pino-encino de
zonas altas, prosperando en vegetacion natural y areas perturbadas. Es comun en
sitios abiertos, orillas de parcelas, alrededores de casas y superficies degradadas.
(Martinez, 1979).
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Figura 15. Eryngium carlinae. También llamada "hierba del sapo", es una planta herbdcea perenne de tallos
finos, es conocida por sus hojas espinosas y bordes dentados. Se observa inflorescencias elipsoidales de color
azul purpura, las cuales estan rodeadas por bracteas rigidas, lanceoladas y plateadas. Su fenotipo distingue a las especies
de la familia Apiaceae (Fotografia propia).

3.15.1 Clasificacion taxonomica

e Reino: Plantae

e Divisiéon: Magnoliophyta

e Clase: Magnoliopsida

e Orden: Apiales

e Familia: Apiaceae (Umbeliferas)
e Género: Eryngium

e Especie: Eryngium carlinae

3.15.2 Descripcion botanica

Eryngium carlinae es una planta herbacea perenne, con una altura promedio de 30-
70 cm. Normalmente erecto, sin pubescencia y ocasionalmente ramificado. Sus
hojas estan dispuestas en roseta basal; lamina foliar de forma oblanceolada con
margenes espinosos o dentados. Por otro lado, sus inflorescencias son cabezuelas
densas y globosas, rodeadas de bracteas largas con margenes espinosos. Las

flores son pequenas, de color azul, violeta o blanco y sus frutos son esquizocarpo,
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con semillas pequefas y aladas con raices pivotantes, a veces fasciculada, como

se muestra en la Figura 15 (Cardenas-Valdovinos et al., 2023).

3.15.3 Distribucion geografica y habitat

La planta es originaria de México y su distribucion principal es en areas montafiosas
y bosques de pino-encino. Se encuentra en estados como Michoacan, Morelos,
Puebla, y Oaxaca. Crece en suelos perturbados, matorrales y pastizales, prefiriendo
altitudes de 1500-3000 m. Son resistente a suelos pobres y degradados (Cardenas-
Valdovinos et al., 2023).

3.15.4 Usos tradicionales y medicinales

Usada en la medicina tradicional mexicana como diurético, hepatoprotector y para
tratar problemas renales. Se ha reportado su uso en afecciones como diabetes,
inflamacion, infecciones del tracto urinario y calculos renales. Preparada en infusion
o decoccion de las hojas, raices o inflorescencias. Aplicacion topica en cataplasmas

para heridas o irritaciones (Rzedowski y Rzedowski, 2001).

3.15.5 Composicion quimica y propiedades farmacologicas

Sus principales compuestos bioactivos son flavonoides, saponinas y acidos
fendlicos. Algunos ejemplos destacados de polifenoles son el acido ferulico, acido
galico, acido cafeico. La rutina y la catequina son flavonoides que se han reportado.
Asi como fitoesteroles, destacando el 3 sitosterol (Villa-Santiago et al., 2025). Los
compuestos se destacan por sus propiedades antioxidantes ya que neutraliza
especies reactivas de oxigeno. Muestra actividad hipolipidémica y puede ser util
como adyuvante en la diabetes. Inhibe mediadores inflamatorios como
prostaglandinas y tiene efecto hepatoprotector. Asi tambien, se conoce por sus
propiedades antimicrobianos ya que es eficaz contra bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas (Cardenas-Valdovinos et al., 2023).
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3.16 Potentilla indica (Duchesnea indica)

Potentilla indica (formalmente conocida como Duchesnea indica) es un miembro de
la familia Rosaceae, que es nativa del este y sur de Asia y se conoce comunmente
como fresa falsa (Ang et al., 2014).

3.16.1 Clasificacion taxonomica

e Reino: Plantae

e Division: Magnoliophyta
e Clase: Magnoliopsida

e Orden: Rosales

e Familia: Rosaceae

e Género: Potentilla (también clasificada como Duchesnea)

e Especie: Potentilla indica (Ecoregistros, s.f.).

Figura 16. Potentilla indica. Conocida generalmente como fresa falsa o fresa india, es una planta herbdcea rastrera con
tallos delgados y estolones. Con hojas trifoliadas, con margen dentado, de color verde intenso. Con frutos rojos brillantes,
carnosos y con forma ovalada, parecidos a un fresa (Fotografia tomada por Landa-Moreno et al., 2023).
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3.16.2 Descripcion botanica

Potentilla indica es una planta herbacea, conocida como falsa fresa ya que se
muestra frutos de un rojo brillante que tienen una apariencia morfolégica similar a
las fresas comestibles (Fragaria spp.). Las drupas son esféricas u ovoides, tienen
un diametro de alrededor de 1,27 cm y su color es rojo brillante y de flores
amarillas con cinco pelatol. Tienen diminutas semillas de color rojo distribuidas por
toda su aspera superficie. Su textura es seca y su sabor, sutil. Hojas trilobuladas
con un tamafo de 1,9 a 4,3 centimetros (Figura 16). Los foliolos tienen las caras
superiores de un tono verde medio a oscuro y carecen de pelos. La planta tiene un

porte rastrero (Potentilla indica, s.f).

3.16.3 Distribucion geografica y habitat

Potentilla indica es una planta perenne de la familia Rosaceae, originaria del
suroeste y sur de Asia, aunque ha sido introducida en todos los continentes a
excepcion de la Antartida. En la jardineria urbana, se aprecia especialmente como
planta ornamental y cubresuelos. Asimismo, en algunas ciudades de Europa se lo
considera invasora. En su cordillera nativa, P. indica crece en prados, orillas de rios
y sitios humedos, asi como en laderas montafiosas (debajo de 3100 m). En su
cordillera secundaria, por otra parte, se halla sobre todo en areas bajas,
cementerios, parques y jardines descuidados; también se encuentra en bordes de
carreteras, muros y céspedes. Tambien, puede encontrarse en bosques riberefios

que han sido alterados o en agrupaciones de arbustos (Pliszko et al., 2024).

3.16.4 Usos tradicionales y medicinales

Se emplea en la medicina tradicional china como antiinflamatorio y astringente. Se
ha usado para curar heridas, hemorragias, diarrea y trastornos de la piel. Ademas,
se ha informado que es utilizado como antidoto para las mordeduras de insectos y

las picaduras de serpientes.
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3.16.5 Composicion quimica y propiedades farmacologicas

Esta planta, que a menudo se denomina fresa falsa (MST), es rica en fitoquimicos,
incluyendo compuestos fenolicos como las antocianinas, aceites volatiles, esteroles
y ftriterpenos. Los extractos y fitoquimicos de estos han demostrado en
investigaciones anteriores que tienen efectos positivos como los siguientes:
antimicrobianos, antitumorales y antioxidantes. La medicina asiatica frecuentemente
utiliza la Potentilla indica para tratar distintos trastornos de salud, entre ellos el
agrandamiento de los tejidos, la diabetes, las neoplasias malignas, la lepra y la
fiebre congénita (Sharma, Ny Lee, H. J. 2024).

4. Antecedentes directos

4.1 Estudios reportados con Eryngium carlinae, Justicia spicigera 'y Potentilla
indica
Estudios realizados por Noriega-Cisneros et al., (2020), los sesquiterpenos
(aselineno, b-selineno, elemene, a-cedreno y humuleno) fueron identificados como
los principales componentes del extracto etandlico de Eryngium carlinae. Estos
compuestos son conocidos por sus caracteristicas antimicrobianas,
antiproliferativas, antiinflamatorias y hipolipemiantes. Asimismo, se detectaron dos
acidos grasos saturados: acido palmitico y acido estearico. Este ultimo no eleva los
niveles de colesterol LDL en suero, lo que lo diferencia de otros acidos grasos
saturados como el acido palmitico. Ademas, se identifico el fitosterol estigmastérol,
qgue ha evidenciado disminuir los niveles de colesterol en el plasma al impedir su
sintesis hepatica y absorcion intestinal. Esto contribuy6 al efecto hipolipemiante que
se observo en el extracto etandlico de E. carlinae. En conjunto, este analisis ofrece
mas pruebas de la actividad hipolipemiante y los efectos metabdlicos del extracto
de Eryngium carlinae, lo que respalda su capacidad para tratar enfermedades
vinculadas a la diabetes y dislipidemia (Noriega-Cisneros et al., 2020). Asimismo,
Trejo-Hurtado et al. (2023), realizaron una investigacion de los efectos del extracto

de acetato de etilo de las inflorescencias de Eryngium carlinae, donde se administré
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una dosis 30 mg/kg y se observaron propiedades antioxidantes y modificaciones en
el metabolismo, especialmente en el contexto de la diabetes y la acumulacion de
lipidos. Los hallazgos mostraron que el extracto tiene principalmente flavonoides,
entre ellos el acido rosmarinico, uno de los compuestos fendlicos mas abundantes.
Se analizo la actividad antioxidante del extracto por medio de los ensayos DPPH y
poder reductor férrico, demostrando un efecto moderado al neutralizar radicales
libres y una reduccién en el estrés oxidante. Ademas, el extracto mostro que tiene
propiedades hepatoprotectoras debido a que reduce la concentraciéon de las
enzimas hepaticas ALT y AST, que estan vinculadas con dafios en el higado. El
tratamiento con el extracto también ayudé a recuperar la actividad mitocondrial y a
regular la expresion de factores inflamatorios como iINOS y NF-kB, lo que sugiere

efectos antiinflamatorios (TrejoHurtado et al., 2023).

Murillo-Villicaha et al. (2022), llevaron a cabo investigaciones y demostraron que la
administracion oral del extracto etandlico de J. spicigera (100 mg/kg) durante un
mes puede provocar alteraciones en la relacion entre el peso corporal y el hepatico.
El grupo diabético que recibio el extracto mostré un incremento en esta relacion, lo
cual indica que el extracto podria actuar sobre el higado en términos de
almacenamiento y movilizacion de los lipidos (Murillo-Villicafia, 2022).

Estudios realizados por Landa-Moreno et al. (2023) comprobaron que el extracto de
acetato de etilo de Potentilla indica con una dosis de 25 mg/kg ha demostrado
poseer actividad antioxidante tanto in vivo como in vitro, atribuida a la presencia de
acidos fendlicos como el acido ferulico, acido vainilico, acido t-cinamico y acido
4cumarico. Estos compuestos han mostrado la capacidad de reducir el estrés
oxidativo y ejercer un efecto protector en el dafio renal inducido por hiperglucemia.
Se ha observado que el extracto disminuye los niveles séricos de BUN y creatinina,
mejora la actividad del complejo mitocondrial de la cadena respiratoria, reduce la
peroxidacion de lipidos y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), y
favorece la actividad de enzimas antioxidantes como la catalasa (CAT), la
superoxido dismutasa (SOD) y la glutation peroxidasa (GSH-Px) en modelos de
diabetes experimental (Landa-Moreno et al., 2023).
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5. Justificacion

En los ultimos afios, ha aumentado el interés en el desarrollo de nuevos tratamientos
naturales para la sobrecarga de hierro. En México, es un problema de salud
subestimado y poco diagnosticado, pese a su relacion con el desarrollo de
enfermedades hepaticas y metabdlicas. Diversos compuestos, como los acidos
fendlicos y flavonoides, poseen sitios quelantes con alta afinidad por el hierro, lo que
los convierte en candidatos prometedores para esta condicidn. Eryngium carlinae,
Justicia spicigera y Potentilla indica se emplean tradicionalmente en México para
tratar problemas circulatorios, inflamatorios y metabdlicos ya que contienen
metabolitos con actividad quelante y antioxidante, esto permite comparar efectos y
determinar cual presenta mejor actividad bioldgica en la sobrecarga de hierro. Por
lo cual, es necesario evaluar su efectividad en un modelo biologico para determinar
su impacto fisiologico. Por ello, el presente estudio tiene como objetivo analizar los
efectos quelantes de hierro de los metabolitos secundarios del extracto etanolico de
Eryngium carlinae, Justicia spicigera y Potentilla indica, tanto in vitro como en un
modelo de ratas Wistar con sobrecarga de hierro, con el fin de generar evidencia

que respalde su posible aplicaciéon terapéutica.

6. Hipotesis

Los metabolitos secundarios presentes en los extractos etanodlicos de Eryngium
carlinae, Justicia spicigera y Potentilla indica poseen actividad quelante de hierro, lo
que contribuye a la reduccién de los niveles de hierro en ratas Wistar con sobrecarga
de hierro.
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7. Objetivo General

Estudiar los efectos quelantes de hierro de los metabolitos secundarios del extracto
etanolico de Eryngium carlinae, Justicia spicigera y Potentilla indica in vitro y en
ratas Wistar con sobrecarga de hierro.

Objetivos especificos

1. Evaluar la capacidad quelante de hierro in vitro de los metabolitos
secundarios de los extractos etandlicos de Eryngium carlinae, Justicia
spicigera y Potentilla indica.

2. Determinar el efecto de los metabolitos secundarios de los extractos
etandlicos Eryngium carlinae, Justicia spicigera y Potentilla indica en el
metabolismo de hierro en ratas con sobrecarga de hierro.

3. Evaluar el efecto de los metabolitos secundarios de los extractos etandlicos
de Eryngium carlinae, Justicia spicigera y Potentilla indica en el estrés
oxidante hepatico en ratas con sobrecarga de hierro.

8. Materiales y métodos

8.1 Material vegetal

Se recolecto la parte aérea de Eryngium carlinae entre agosto-septiembre del 2023,
en Morelos, Michoacan, México. Se recolectaron las hojas de Justicia spicigera
entre agosto del 2023 en Morelia, Michoacan, México. Se recolectaron las hojas y
tallos de Potentilla indica, en febrero del 2024 en Cheran, Michoacan, México.
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8.2 Preparacion del extracto

Las plantas se secaron durante un periodo de dos semanas a temperatura ambiente.
Posteriormente, fueron trituradas hasta obtener polvo fino; el extracto se obtuvo con
maceracion en etanol (10 mL de etanol al 96 % por gramo de polvo de planta) a 4
°C durante 5 dias. A continuacion, el extracto se filtré y el etanol se evaporo al vacio
hasta la sequedad a 60 °C. Se suspendié en etanol al 96 % en una concentracién
final de 50 mg/mL y se almaceno en la oscuridad a 4 °C.

8.3 Ensayo de DPPH

Se evalué la capacidad de los extractos de neutralizar radicales libres mediante un
radical libre estable DPPH (Radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo). Se utiliz6 una
solucion de DPPH (0.2 mM) y los extractos a diferentes concentraciones (0.1, 0.06,
0.04, 0.01 mg/mL). Posteriormente, se incubaron en la oscuridad durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Por ultimo, se midié la absorbancia a 517 nm en el
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18. La capacidad de los extractos de
neutralizar radicales libres se expresé mediante la concentracion inhibitoria media
(ICs0).

8.4 Ensayo ABTS

Se evalud la capacidad de los extractos para neutralizar el radical cationico ABTS
(2, 2'-Azinobis-3-etil- benzo-tiazolina-6-acido sulfénico) que es un cromoforo verde
azulado, generado a partir de una reaccion de oxidacion del ABTS con K20sS2
(Persulfato de potasio). El grado de decoloracion es proporcional al porcentaje de
inhibicion del radical ABTS. ElI ABTS se prepar6é en una solucién de 7 mM con
K20sS2 a 140 mM para obtener una absorbancia de 700 nm aproximadamente.
Posteriormente, se utilizaron diferentes concentraciones de extracto (0.1, 0.04,

0.02,0.01 y 0.001 mg/mL) y se incubaron 500 uL de la solucion ABTS durante 7 min.

Por ultimo, se midi6 la absorbancia a 734 nm en el espectrofotdmetro Perkin Elmer
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Lambda 18. La capacidad de los extractos de neutralizar el radical cationico ABTS

se expres6 mediante la ICso.

8.5 Determinacion de FRP

Se evalud la capacidad de los extractos para reducir los iones férricos (Fe'#) a iones
ferrosos (Fe"). Para ello, se diluyeron 100 uL del extracto en diferentes
concentraciones (0.5, 0.25, 0.125, 0.06 mg/mL) en 900 uL de agua desionizada.
Posteriormente, se mezcla el extracto ya disuelto en 2.5 mL de buffer de fosfato (0.2

M, 6.6 pH) y 2.5 mL de Ferrocianuro de potasio [KsFe(CN)s] (1 %). La mezcla se

incubd en bafio Maria a 50 °C durante 20 minutos; se retiraron los tubos del bafo
Maria y se agregaron 2.5 mL de acido tricloroacético al 10 %; se centrifugd a 3000
rom durante 10 minutos. Se tomaron 2.5 mL de sobrenadante y se diluyeron en 2.5
mL de diH20. Se afadieron 0.5 mL de FeCls al 0.1 % recién preparado. Por ultimo,
se midio la absorbancia a 700 nm en el espectrofotometro Perkin EImer Lambda 18.

La capacidad de los extractos de reducir el hierro se expresé mediante la 1Cso.

8.6 Potencial quelante de hierro in vitro

Para determinar el potencial quelante de hierro de los extractos se utilizé el método
descrito por Ranjbaran et al 2022 con ligeras modificaciones. Consiste en formar un
complejo entre ferrozina-Fe?* de color morado. Para ello, se agregaron 50 mL de
FeSO4 2 mM a 1 mL en diferentes concentraciones de los extractos; posteriormente,
se afnadieron 0.2 mL de solucion de ferrozina 5 mM para iniciar la reaccion y se
utilizé6 EDTA como control positivo. Se agitdé de manera vigorosa y se incubé durante
10 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, se midio la absorbancia a 562 nm
en el espectrofotometro Perkin EImer Lambda 18. El porcentaje de inhibicion del
complejo ferrozina-Fe?* se calculé como [(A0A1)/A0]100, siendo AQ la absorbancia

del control y A1 la absorbancia del extracto/estandar.

8.7 Determinacion de flavonoides totales

Para determinar la presencia de flavonoides en los extractos se utilizé un método

colorimétrico con cloruro de aluminio. Se mezclaron 0.5 mL de los extractos en 1.5
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mL de etanol (95 %), 0.1 mL de cloruro de aluminio (10 %), 0.1 mL de acetato de
potasio (1 M) y 2.8 mL de agua destilada; se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Por ultimo, se midié la absorbancia a 415 nm en el

espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18.

8.8 Determinacion de fenoles totales

Para determinar la presencia de fenoles en los extractos se evalué mediante el
meétodo de Folin-Ciocalteu, reactivo que reacciona con compuestos fendlicos. Para
ello, se prepard una concentracion de 1 mg/mL de los extractos. Se afiadieron 0.1
mL del extracto y 0.5 mL del reactivo Folin-Ciocalteau al 10 %; se incubd durante 8
minutos; se agregaron 0.4 mL de solucion de carbonato sodico al 7.5%, se agito la
mezcla e incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Por ultimo, se midié la

absorbancia a 765 nm en el espectrofotometro Perkin EImer Lambda 18.

8.9 Determinacion de terpenos

Para determinar la presencia de terpenos en los extractos, se evalué mediante el
meétodo de H2SO4. Para ello, se afadié 100 uL de muestray 500 uL de cloroformo.
Posteriormente, los tubos de ensayo fueron colocados en hielo; se agregaron 100
uL de H2SOs4 concentrado. Se agitdé durante algunos segundos, se incubd en
oscuridad sin quitar los tubos del hielo durante 2 horas. Se recupero la fase rojiza y
se colocaron nuevamente los tubos en hielo. Por ultimo, se midi6 la absorbancia a

537 nm en el espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18.

8.10 Modelo animal

En el presente estudio se utilizaron como especie animal ratas macho Wistar de
120-200 g y se adquirieron del bioterio de la Universidad Autdbnoma del Estado de
Hidalgo. Los animales se mantienen en un ambiente controlado: temperatura
ambiente (25 °C) y un ciclo de luz y oscuridad de 12 h/12 h. Se alimentaron con una
dieta estandar de pellets Nutricubos®, con una compocion aproximada de humedad
12 %, grasa 3 %, ceniza %, calcio 1 %, proteina 23 %, fibra 6 %, extracto libre de

nitrégeno (ELN) 49 % y fosfato 0.6 % para roedores y agua ad libitum. La estrategia
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experimental se llevo a cabo en el bioterio del Instituto de Investigacidon Quimico
Biologicas perteneciente a la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
Los animales se manipularon de acuerdo con la NORMA Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999, que tiene especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de los animales de laboratorio, asi como la NORMA Oficial Mexicana NOM-033-
SAG/Z0O0-2014, esta norma garantiza que los procedimientos experimentales se
realicen en circunstancias que reduzcan el sufrimiento, el estrés y el dolor,
fomentando asi la integridad y el bienestar de los animales empleados con
propositos cientificos.

Después del periodo de adaptacion, inicialmente de forma aleatoria se establecieron
6 ratas para 6 grupos; todos los grupos, excepto el grupo control (CN), recibieron 5
inyecciones de hierro dextran i.p. de una dosis de 125 mg/kg de peso corporal,
administradas a lo largo de 25 dias para inducir un modelo de sobrecarga de hierro

cronica.

8.11 Protocolo experimental

Después de la induccion, se administraron por via oral, mediante una canula, la
deferiprona y los diferentes extractos durante un periodo de 30 dias. La deferiprona
se utiliz6 como control, ya que se conoce como quelante de hierro. Los grupos
quedaron de la siguiente manera; Grupo |: Control (CN); Grupo Il: ratas solo con
sobrecarga de hierro (SH); Grupo llI: ratas que recibieron deferiprona (DF 10
mg/kg/dia); Grupo IV: ratas que recibieron J. spicigera (Js 50 mg/kg/dia); Grupo V:
ratas que recibieron E. carlinae (Ec 50 mg/kg/dia); Grupo VI: ratas que recibieron
Potentilla indica (Pi 50 mg/kg/dia). Después de los 30 dias de los tratamientos, los
animales se mantuvieron 12 h en ayuno y posteriormente, se llevo a cabo eutanasia
mediante decapitacion, el procedimiento se realiz6 bajo la supervicion de personal
competente, siguiendo las recomendaciones vigentes para la eutanacia de animales
del laboratorio se recolecta de inmediato la sangre en tubos sin anticoagulante para
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posteriores analisis. Se realizé una diseccion rapida y se extrajeron los 6rganos
(higado, rifidn, corazon y cerebro); se almacenaron a -80 °C. Los cadaveres fueron
tratados como residuos biolégicoinfecciosos (RBI) y se almacenaron por corto plazo

en congelacion.

8.12 Evaluacion de los extractos en biomarcadores de sobrecarga de hierro

Se determind el efecto de los extractos en el metabolismo del hierro en ratas Wistar
con sobrecarga de hierro, se determind hierro sérico, capacidad de union de hierro
insaturado, capacidad total de fijacion del hierro, saturacidon de transferrina, ferritina

y transferrina.

8.13 Hierro en higado

Para ello, se suspendié 1 mg de homogenato purificado en 100 uL de agua ultrapura
(18,0 MQ cm), se anadieron 150 yL de HCI 1 M y acido tricloroacético 10 %. Se
digirio a 95 °C durante 60 minutos, se dej6 a temperatura ambiente para enfriar y se
centrifugo a 9,200 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, se afadieron 100 L del
producto digerido a 400 pL de la solucién de ferrozina (0.508 mM de ferrozina, 1.5
M de acetato sédico y 1 M de acido ascorbico en agua ultrapura) y se incub6 durante
30 minutos con agitacion constante. Se registro la densidad optica a 562 nm y se
utilizé un patréon analitico de FeClz para calcular la concentracion total de hierro en

mitocondria.

8.14 Aislamiento de mitocondrias

Las mitocondrias hepaticas se aislaron de ratas Wistar macho siguiendo la
metodologia de Saavedra-Molina y Devlin (1997). Se corté el higado en pedazos
pequefios y se colocaron en una solucion (sacarosa a 70 mM, manitol 220 mM,
MOPS 2 m, EGTAa 1 mM, con un pH de 7.4) a 4 °C. Luego se homogeneizé la

suspension y se centrifugo diferencialmente durante diez minutos a 4 °C y 2000 rpm
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en un dispositivo J2-MC (Beckman). Posteriormente, el sobrenadante fue sometido
a centrifugacion durante diez minutos mas a 7500 rpm. El granulo final se
resuspendio en una solucion (MOPS a 2 mM, sacarosa a 70 mM, manitol a 220 mM,
pH 7.4) y fue centrifugado por diez minutos a 9000 rpm. El método Biuret modificado

fue el utilizado para determinar la concentracién de proteinas.

8.15 Determinacion de parametros antioxidantes

8.15.1 Determinacion de Especies reactivas de oxigeno

La presencia de especies reactivas de oxigeno (ERO) se determiné utilizando como
indicador 2’,7’- Diclorofluoresceina (H2.DFCDA). Se suspendieron 5 uL de muestra
en medio de respiracion (HEPES 10 mM, KCI 100 mM, KH2PO4 3 mM, MgCl> 3 mM,
pH 7.4), se afadieron 5 pL de H.DFCDA y se incubd durante 1 h en frio y con

agitacion constante. Posteriormente, se atempero y se midioé a una longitud de onda
de excitacion/emision de 485/ 520 nm en un Shimadzu RF-301PC. Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (UA) por mg de proteina.

8.15.2 Determinacion de Peroxidacion lipidica

Para determinar los aldehidos citotoxicos el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxi2-
nonenal (HNE). Para MDA, se utilizaron 20 yL de homogenado de higada y se
suspendié en PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 mM,
pH 7.4), se agrega 5 uL de BHT 5 mM, 650 pL de 1-Metil-2-fenilindol 10 mM y
afadieron cuidadosamente 150 uL de HCI 37%, y se agité6 de manera vigorosa. Se
incub6 a 45 °C durante 1 h y se pasé a un bafio de hielo. Posteriormente, se
centrifugo a 15 000 x g durante 10 minutos; se tomaron 600 pL del sobrenadante.

Para HNE, en lugar de HCI, se agreg6 150 yL AMSF 37 %. Por ultimo, se midio la

absorbancia a 586 nm en el espectrofotdmetro Perkin EImer Lambda 18 UV/Vis.
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8.15.3 Determinacion del estado redox del glutation

Se evaluo el estado del glutation mitocondrial mediante un método enzimatico. Se
utilizaron 50 pL de muestra; se resuspendio en 0.6 % de acido sulfosalicilico y 0.1%
de Triton X-100, preparado en un buffer de fosfatos 0.1 M con EDTA S mM, pH 7.5;
se mezcld de manera vigorosa. Posteriormente, se sonicd por tres ciclos de 5
segundos en hielo; después, se llevaron a cabo dos ciclos de
congelacion/descongelacion de 20 minutos; se centrifugd a 9.100 rpm durante 10

minutos. Se trasfiere el sobrenadante a 700 puL de buffer de fosfatos 0.1 M. Se

afiaden 100 pL del sobrenadante, 120 uL de la mezcla de acido 5,5-ditiobis-
2nitrobenzoico (DTNB) y de glutation. Se incuba durante 30 segundos y se
adicionan 60 uL de NADPH para iniciar la reaccion. Se obtiene el glutation total. Por
ultimo, se registro durante 5 minutos a 412 nm en el espectrofotdmetro Perkin Elmer
Lambda 18. Para obtener el glutation oxidado (GSSG) se adicionaron 2 pL de 4-

vinilpiridina (1:1) en buffer de fosfatos y se incubo 1 h en obscuridad a temperatura
ambiente. El glutation reducido se obtiene restando GSSG del glutation total.

8.15.4 Determinacion de la actividad de superoxido dismutasa

Se determind la actividad del superoxido dismutasa (SOD) utilizando el kit comercial
(Sigma-Aldrich, USA) y se utilizaron mitocondrias de higado. La actividad de la
enzima se mide mediante un método colorimétrico en el cual se usa la sal de
tetrazolio Dojindo WS de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)2H-4-
disulfofenil-2H-tetrazolio que forma una tinta cuando es reducida por el anion
superoxido. La SOD inhibe la reaccidon y dismuta el anién superéxido. Se tomaron
lecturas a 450 nm con el lector de microplaca Multiskan Go (Thermo Scientific).

8.15.5 Determinacion de la actividad de catalasa

Para determinar la actividad de catalasa, se utilizaron 0.2 mg de homogenizado de
higado que se suspendieron en 2500 uL de buffer PPB 0.1 mM con EDTA 5 mM (pH
7.6). Posteriormente, se inicio el trazo y se monitore6 durante 1 minuto; se

adicionaron 64 pL de H20O2 en frio; se continud la lectura durante 1 minuto; se
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afiadieron 10 pyL de azida de sodio (NaN3) 1 mM y se continu6é monitoreando durante
1 minuto. Se utilizé un electrodo de oxigeno tipo Clark conectado a un monitor de
oxigeno biologico 5300A (YSI, Ohio, EE.UU.). La actividad de la catalasa se evaluo

usando un estandar de catalasa bovina.

9. Resultados

9.1 Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos

En el presente estudio se evaluaros tres extractos. Justicia spicigera (Js) presentd
una mayor capacidad antioxidante, ya que se obtuvieron valores mas bajos de ICs
tanto para ABTS 0.02 mg/mL, que se presenta en la Figura 20, como para DPPH
con 0.09 mg/mL, que se observa en la Figura 17. Sin embargo, se obtuvo una menor
capacidad de poder reductor férrico con 0.39 mg/mL, como se muestra en la Figura
23. Por otro lado, Eryngium carlinae (Ec) en la Figura 18 muestra una menor
actividad antioxidante en el ensayo de DPPH con 0.30 mg/mL; sin embargo, mejora
la actividad en ABTS con 0.04 mg/mL que se presenta en la Figura 21, asi también
en poder reductor férrico con 0.28 mg/mL, como se observa en la Figura 24. Por
parte del extracto de Potentilla indica (Pi) en DPPH se observé una actividad
intermedia con 0.2 mg/mL, como se muestra en la Figura 19, se observé una menor
actividad antioxidante en ABTS con 0.07 mg/mL, como se presento en la Figura 22,
asi también en poder reductor férrico con 0.28 mg/mL, como se observa en la Figura
24,
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Figura 17. Actividad antioxidante in vitro del extracto etandlico de Justicia spicigera fue determinada a través de la prueba
de inhibicion del radical DPPH. Los resultados indican un efecto dependiente de la concentracion, y el ICso es de 0.09
mg/mL. Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se analizaron por regresion lineal con 95%.
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Figura 18. Actividad antioxidante in vitro deL extracto etandlico de Eryngium carlinae fue determinada a través de la
prueba de inhibicion del radical DPPH. Los resultados indican un efecto dependiente de la concentracion, y el ICso es de
0.3 mg/mL. Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se analizaron por regresion lineal con 95%.
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Figura 19. Actividad antioxidante in vitro del extracto etandlico de Potentilla indica fue determinada a través de la prueba
de inhibicién del radical DPPH. Los resultados indican un efecto dependiente de la concentracion, y el ICso es de
0.2 mg/mL. Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se analizaron por regresion lineal con
95%.
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Figura 20. Actividad antioxidante in vitro del extracto etandlico de Justicia spicigera fue determinada a traves de la prueba de
inhibicion del radical ABTS. Actividad antioxidante in vitro del extracto etandlico de Justicia spicigera fue determinada a través
de la prueba de inhibicion del radical ABTS. Los resultados indican un efecto dependiente de la concentracion, y el ICso es de
0.02 mg/mL. Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se analizaron por regresion lineal con 95%.
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Figura 21. Actividad antioxidante in vitro del extracto etandlico de Eryngium carlinae fue determinada a través de la
prueba de inhibicion del radical ABTS Los resultados indican un efecto dependiente de la concentracion, y el ICso es de
0.04 mg/mL. Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se analizaron por regresion lineal con 95%.
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Figura 22. Actividad antioxidante in vitro del extracto etandlico de Potentilla indica fue determinada a través de la
prueba de inhibicion del radical ABTS. Los resultados indican un efecto dependiente de la concentracion, y el ICso es de
0.07 mg/mL. Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se analizaron por regresion lineal con 95%.
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Figura 23. Actividad antioxidante in vitro del extracto etandlico de Justicia spicigera se determino mediante su capacidad
de reducir el hierro férrico en ferroso. Los resultados indican un efecto dependiente de la concentracion, y el ICso es de
0.04 mg/mL. Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se analizaron por regresion lineal con 95%.
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Figura 24. Actividad antioxidante in vitro del extracto etandlico de Eryngium carlinae se determiné mediante su capacidad
de reducir el hierro férrico en ferroso. Los resultados indican un efecto dependiente de la concentracion, y el ICso es de
0.28 mg/mL. Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se analizaron por regresion lineal con 95%.
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Figura 25. Actividad antioxidante in vitro del extracto etandlico de Potentilla indica se determino mediante su capacidad
de reducir el hierro férrico en ferroso. Los resultados indican un efecto dependiente de la concentracion, y el ICso es de 0.8
mg/mL . Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se analizaron por regresion lineal con 95%.

9.2 Determinacion de metabolitos secundarios presentes en los extractos
etanolicos

Se cuantifico la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides y terpenos para los
tres extractos, en la Tabla 4 se muestra la diferencia del contenido de los
compuestos. Se observaron diferencias variadas significativas entre los extractos.
Eryngium carlinae (Ec) mostré valores intermedios de compuesto fendlicos con
5894.04 + 59.27 ug EAG/mL, se observdé menor cantidad de flavonoides con
1773.37 + 35.79 ug EQ/mL, pero con un alto contenido de terpenos con 634.23 +
78.47 ulL EL/g y menos variabilidad. Mientras tanto, Justicia spicigera (Js) presenté
el mayor contenido de compuestos fendlicos, con 6032.85+190 ug EAG/mL, asi
como de flavonoides con 2414.8+51.17 ug EQ/mL, mientras que el contenido de
terpenos fue de 867.87 + 537.19 uL EL/g, aunque con una alta variabilidad. En
contraste, Potentilla indica (Pi) tuvo un contenido menor de compuestos fendlicos
con 3214.28+43 ug EAG/mL, pero presentd contenido intermedio de flavonoides
con 2328.90+51.17 ug EQ/mL y un contenido alto de terpenos con 722.68 + 119.42
uL EL/g.
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Tabla 4. Contenido total de compuestos fenolicos, flavonoides en los estractos etanolicos de Eryngium carlinae, Justicia
spicigera y Potentilla indica

Extractos Compuestos fendlicos Flavonoides Terpenos
(ug de Eq. de acido (ug de Eq. de quercetina/ | (ug de Eq. de linalool/ mL
galico/ mL de extracto) mL de extracto) de extracto)
Eryngium carlinae 5894.04 + 59.27 1773.37 £ 35.79 634.23 +78.47
Justicia spicigera 6032.85 +£190 2414.80 + 51.17 867.87 + 537.19
Potentilla indica 3214.28+ 43 2328.90 + 31.28 722.68 + 119.42

Resultados expresados como la media + DS de tres experimentos independientes

9.3 Actividad quelante in vitro

La actividad quelante de hierro (%) de los extractos de Eryngium carlinae, Justicia
spicigera y Potentilla indica en comparacion con EDTA (control positivo) en un
espectro de concentraciones de 0.06, 0.1, 0.2 y 0.5 mg/mL, como se muestra en la
Figura 26. El EDTA llegd a una quelacion de 99% desde concentraciones bajas, lo
que confirma su gran potencia como estandar. Eryngium carlinae fue el extracto que
mostro la mayor capacidad quelante, llegando a cerca del 90% a una concentracion
de 0.5 mg/mL. Potentilla indica manifestdé una actividad media, con cifras que se
estabilizaron en torno al 60%. La menor capacidad quelante de los extractos
analizados fue la de Justicia spicigera, que llegd a poco mas del 50% en la

concentracidn maxima.
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Figura 26. Actividad quelante del hierro (%) de los extractos etandlicos de Justicia spicigera, Eryngium carlinae y
Potentilla indica, con EDTA como control positivo para establecer una comparacion. Los datos se representan como
media = DS. Eryngium carlinae demostro la mayor capacidad quelante, lo que indica que su efecto antioxidante
depende de la concentracion.

9.4 Peso del higado

Es un parametro sumamente importante, ya que se pueden observar cambios
fisiologicos y patoldgicos debido a la acumulacién de hierro en el higado, en la
Figura 27 se presenta la comparacion de los extractos con deferiprona, el control y
un grupo con sobrecarga de hierro, evaluados bajo las mismas condiciones
experimentales. Se observé que el grupo con sobrecarga de hierro (SH) tuvo un
aumento significativo en comparacién con el grupo control (CN). También se
observo diferencias estadisticamente significativas por parte del grupo administrado
con J. spicigera (Js) en comparacion con el grupo con SH, sin embargo, no lleva a
igualar al grupo CN. Por otro lado, los grupos tratados con deferiprona (DF) y con
los extractos de E. carlinae (Ec) y P. indica (Pi) presentan una disminucién parcial,
sin embargo, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas, en
comparacion con el grupo SH y sin alcanzar los niveles del grupo CN. Esto indica
un posible efecto atenuante de los extractos frente a la sobrecarga de hierro.
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Figura 27. Efecto de los extractos etandlicos de J. spicigera, E. carlinae y P. indica en el peso del higado de ratas con
sobrecarga de hierro. Los datos se analizaron mediante prueba de ANOVA y se utilizo la prueba de comparacion multiple
de Tukey. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05). Los resultados se expresan como media +
desviacion estandar, grupo contro (n=6), sobrecarga de hierro (n=>5), deferiprona (n= 3), J. spicigera (n=3), E. carlinae
(n=35) y P. indica (n=>35).

9.5 Perfil de hierro sérico en ratas con sobrecarga de hierro

Se determino el efecto de los extractos en el metabolismo del hierro para observar
las posibles alteraciones en proteinas esenciales para el transporte y
almacenamiento del hierro, asi también para confirmar el modelo experimental de

sobrecarga de hierro.

9.5.1 Saturacion de transferrina

La saturacion de transferrina es un indicador indirecto de la cantidad de hierro
disponible en la circulacidén, ya que refleja el porcentaje de transferrina que esta
unida al hierro. En la Figura 28 se presenta la comparacién del control, los extractos,
deferiprona y la sobrecarga de hierro en la saturacion de transferrina. En
condiciones de sobrecarga, se espera que este porcentaje aumente tal como se
puede observar en el grupo con sobrecarga de hierro (SH), ya que tuvo un aumento
estadisticamente significativo en comparacion con el grupo normal (CN). Sin
embargo, se observa que posterior a los tratamientos con deferiprona y los
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extractos, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en

comparacion con el grupo de Sobrecarga de hierro.
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Figura 28. Efecto de los extractos etandlicos de J. spicigera, E. carlinae y P. indica en la saturacion de transferrina en
ratas sobrecargadas de hierro. Los datos se analizaron mediante prueba de ANOVA y se utilizo la prueba de comparacion
multiple de Tukey. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <0.05). Los resultados se expresan como media
+ desviacion estandar, grupo contro (n=6), sobrecarga de hierro (n=>5), deferiprona (n=3), J. spicigera (3), E. carlinae (35)
y P indica (5).

9.5.2 Cuantificacion de ferritina

La ferritina es un parametro importante, ya que es una proteina que almacena hierro
y su concentracidon en el suero indica sobrecarga de hierro cuando se encuentra
elevada. En la Figura 29 se presenta la comparacién del grupo control, los extractos,
deferiprona y el grupo sobrecarga de hierro en la cuantificaciéon de ferritina. Se
observd que el grupo con sobrecarga de hierro (SH) tuvo un aumento
estadisticamente significativo en comparacion con el grupo control (CN). No
obstante, los grupos que fueron tratados con deferiprona (DF) y los extractos de J.
spicigera, E. carlinae y P. indica no presentaron diferencias estadisticamente
significativas con comparacion con el grupo de SH.
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Figura 29. Efecto de los extractos etandlicos de J. spicigera, E. carlinae y P. indica sobre la Ferrritina en ratas
sobrecargadas de hierro. Los datos se analizaron mediante prueba de ANOVA y se utilizo la prueba de comparacion
multiple de Tukey. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <0.05). Los resultados se expresan como media
+ desviacion estandar, grupo contro (n=6), sobrecarga de hierro (n=35), deferiprona (n=3), J. spicigera (n=3), E. carlinae
(m=35) y P indica (n=5).

9.5.3 Cuantificacion de hierro sérico

Es la cantidad de hierro que circula en el suero, unido principalmente a la proteina
transferrina. Refleja los niveles inmediatos de hierro disponible en sangre. En la
Figura 30 se presenta la comparacion del grupo control, los extractos, deferiprona 'y
el grupo con sobrecarga de hierro en la cuantificacion de hierro sérico. Los niveles
de hierro sérico aumentaron significativamente en el grupo con sobrecarga de hierro
(SH) en comparacion con el grupo control (CN). Sin embargo, el grupo administrado
con deferiprona (DF), asi mismo con los extractos, no mostraron diferencias

estadisticamente significativas en comparacion con el grupo SH.

La administracion de los extractos mostré una ligera disminucion en los niveles
séricos de hierro, aunque no se observaron diferencias estadisticamente

significativas, respecto al grupo con sobrecarga.
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Figura 30. Efecto de J. spicigera, E. carlinae y P. indica en el hierro sérico en ratas sobrecargadas de hierro. Los datos se
analizaron mediante prueba de ANOVA y se utilizo la prueba de comparacion multiple de Tukey. Las letras diferentes
indican diferencias significativas (P < 0.05). Los resultados se expresan como media + desviacion estandar, grupo contro
(n= 6), sobrecarga de hierro (n=5), deferiprona (n= 3), J. spicigera (n=3), E. carlinae (n=15) y P. indica (n=5).

9.5.4 Cuantificacion de la capacidad de union al hierro insaturado (UIBC)

La capacidad de union de hierro insaturado (UIBC) en el suero, es la capacidad total
de union del hierro a la transferrina, y en la sobrecarga de hierro se encuentra baja
ya que la transferrina esta saturada (Soman y Adiga, 2018). En la Figura 31 se
presenta la comparacidon del grupo control, los extractos etandlicos, deferiprona, y
el grupo con sobrecarga de hierro. Se observd que los niveles del grupo con
sobrecarga de hierro (SH) tuvo un aumento estadisticamente significativo en
comparacion con el grupo control (CN). No obstante, los valores del grupo
administrado con deferiprona, y asi también extractos permanecieron sin cambios
estadisticamente significativos en comparacion con el grupo con sobrecarga de
hierro (SH).

pag. 76



400 =
CN: Control

SH: Sobrecarga de hierro
DF: Deferiprona + SH
Js: Justicia spicigera + SH

300+

Ec: Eryngium carlinae + SH
Pi: Potentilla indica + SH

200+

1004

hierro insaturado (ug/dL)

Capacidad de unién del

CN SH DF Js Ec Pi

Figura 31. Efecto de los extractos etandlicos de J.spicigera, E. carlinae y Pindica sobre la Capacidad de union del hierro
insaturado en ratas sobrecargadas de hierro. Los datos se analizaron mediante prueba de ANOVA y se utilizo la prueba de
comparacion multiple de Tukey. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05). Los resultados se
expresan como media + desviacion estandar, grupo contro (n= 6), sobrecarga de hierro (n=5), deferiprona (n= 3), J.
spicigera (n=3), E. carlinae (n=15) y P. indica (n=5).

9.5.5 Cuantificacion de transferrina

La transferrina es la proteina encargada de trasportar al hierro en circulacion y
llevarlo a las células que lo requieren, por cada molécula de transferrina se unen
dos atomos de hierro lo que facilita su distribucion sin generar toxicidad. En la Figura
32 se presenta la comparaciéon del grupo control, los extractos etandlicos,
deferiprona y el grupo con sobrecarga de hierro para la cuantificacion de la proteina
transferrina. Se observo una disminucion estadisticamente significativa del grupo
con sobrecarga de hierro (SH) en comparacion con el grupo control (CN). Sin
embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas por parte de
los grupos administrados con Deferiprona (DF), asi como de los extractos de J.
spicigera y E. carlinae, en comparacion con el grupo con SH. Por otro lado, el grupo
con P. indica disminuyo significativamente, en comparacion con el grupo SH y del

grupo CN.
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Figura 32.Efecto de los extractos etandlicos de J. spicigera, E. carlinae y P. indica sobre la transferrina en ratas
sobrecargadas de hierro. Los datos se analizaron mediante prueba de ANOVA y se utilizo la prueba de comparacion
multiple de Tukey. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <0.05). Los resultados se expresan como media
+ desviacion estandar, grupo contro (n=6), sobrecarga de hierro (n=>5), deferiprona (n=3), J. spicigera (n=3), E. carlinae
(n=35) y P. indica (n=35).

8.5.6 Cuantificacion de la capacidad total de fijacion de hierro (TIBC)

Es la capacidad a la que la transferrina se une al hierro y puede trasportar en la
sangre. En la Figura 33 se presenta la comparacion de los grupos para la
cuantificacion de la capacidad total de fijacion de hierro. Se observo que en el grupo
con sobrecarga de hierro (SH) y el grupo control (CN) no tiene diferencias
estadisticamente significativas, sin embargo, se aprecia una tendencia a aumentar
por parte del grupo con sobrecarga de hierro. Asi también, el grupo administrado
con Deferiprona (DF), y los extracto de J. spicigera (Js) y E. carlinae no tuvieron
diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el grupo con
sobrecarga de hierro (SH), pero se observan valores muy similares al grupo control
(CN). Por otra parte, el grupo administrado con P. indica (Pi) si se observaron
diferencias estadisticamente significativas con el grupo con sobrecarga de hierro

(SH), y no presenta diferencias en comparacién con el grupo control (CN).
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Figura 33. Efecto de los extractos etanolicos de J.spicigera, E. carlinae y Pindica sobre la capacidad total de fijacion del
hierro en ratas sobrecargadas de hierro. Los datos se analizaron mediante prueba de ANOVA y se utilizo la prueba de
comparacion multiple de Tukey. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05). Los resultados se
expresan como media + desviacion estandar, grupo contro (n=6), sobrecarga de hierro (n=35), deferiprona (n=3), J.
spicigera (n=3), E. carlinae (n=15) y P. indica (n=35).

9.5.6 Cuantificacion de los niveles de hierro en el higado

Una de las caracteristicas importantes en la sobrecarga de hierro es la acumulacion
excesiva de hierro en organos importantes como el higado. En la Figura 34 se
presenta la comparacion de los grupos para la cuantificacion de los niveles de hierro
en el higado. Se observé un aumento estadisticamente significativo en los niveles
del grupo con sobrecarga de hierro, en comparacién con el grupo control (CN),
confirmando asi el modelo de sobrecarga de hierro. En los grupos administrados
con Deferiprona (DF) y P. indica (Pi) no se observaron cambios estadisticamente
significativos, en comparacion con el grupo con sobrecarga de hierro, pero se
muestra una tendencia a disminuir. Por otro lado, los grupos tratado con J. spicigera
(Js) y E. carlinae (Ec) si lograron una disminucién estadisticamente significativa en
comparacion con el grupo con sobrecarga de hierro (SH), sin embargo, no iguala al
grupo normal (CN).
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Figura 34. Efecto de los extractos etandlicos de J. spicigera, E. carlinae y P. indica en la concentracion de hierro en higado
de ratas con sobrecrga de hierro. Los datos se analizaron mediante prueba de ANOVA y se utilizo la prueba de comparacion
multiple de Tukey. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <0.05). Los resultados se expresan como media
+ desviacion estandar, grupo contro (n=6), sobrecarga de hierro (n=>35), deferiprona (n=3), J. spicigera (n=3), E. carlinae
(n=35) y P. indica (n=35).

9.6 Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) se consideran subproductos normales de
numerosos procesos celulares, como en el metabolismo del oxigeno y sus niveles
se ven aumentados en la sobrecarga de hierro. Se acumulan y generan dafio celular
por estrés oxidante, por lo cual representa un marcador importante.

En la Figura 35 se presenta la comparacion de los grupos experimentales para la
cuantificacion de ERO. Se observaron niveles elevados de ERO en el grupo con
sobrecarga de hierro (SH), en comparacion con el grupo normal (CN). Por otro lado,
se observo que el grupo administrado con deferiprona (DF) tuvo una disminucion
estadisticamente significativamente, en comparacion con la sobrecarga de hierro.
De la misma manera, se observdo un comportamiento similar por parte de los
extractos de J. spicigera (Js) y P. indica (Pi), estos grupos llegaron a los niveles del
grupo control (CN). Sin embargo, no se observaron cambios estadisticamente
significativos por parte del grupo administrado con E. carlinae (Ec), en comparacion

con el grupo SH, aunque se observo una tendencia a disminuir.
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Figura 35. Efecto de los extrctos etanolicos de J. spicigera, E. carlinae y Pindica en la acumulacion de especies reactivas
de oxigeno (ERO) en mitocondrias hepaticas de ratas con sobrecarga de hierro. Los datos se analizaron mediante prueba
de ANOVA y se utilizo la prueba de comparacion multiple de Tukey. Las letras diferentes indican diferencias significativas
(P <0.05). Los resultados se expresan como media + desviacion estandar, grupo contro (n=6), sobrecarga de hierro (n=5),
deferiprona (n=3), J. spicigera (n= 3), E. carlinae (n=15) y P. indica (n=35).

9.7 Determinacion de la actividad de la enzima Superoxido dismutasa

Superoxido dismutasa (SOD) es una enzima antioxidante ya que elimina radicales
libres de oxigeno mediante reacciones de oxido-reduccion. La SOD convierte al
radical superoxido en peroxido de hidrogeno. En la Figura 36 se presenta la
comparacion de los grupos de experimentacion para la determinacién de la actividad
de la enzima SOD. Se observo que la actividad del grupo con sobrecarga de hierro
(SH) se ve una disminucién estadisticamente significativa en comparacién con el
grupo normal (CN). Sin embargo, se observd que los grupos administrados con
Deferiprona (DF), asi como también los extractos de E. carlinae (Ec) y P. indica (Pi)
no mostraron diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el
grupo con sobrecarga de hierro (SH) aunque se observo una tendencia a igualar el
grupo control (CN). Por otro lado, el grupo administrado con J. spicigera (Js) si
mostro diferencias estadisticamente significativas, en comparacion con el grupo con

sobrecarga de hierro, igualando los niveles del grupo control.
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Figura 36. Efecto de los extractos etandlicos de J.spicigera, E.carlinae y Pindica en la actividad de superoxido dismutasa
en mitocondrias hepaticas de ratas con sobrecarga de hierro. Los datos se analizaron mediante prueba de ANOVA y se
utilizo la prueba de comparacion multiple de Tukey. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05). Los
resultados se expresan como media + desviacion estandar, grupo contro (n=6), sobrecarga de hierro (n=>5), deferiprona
(n=3), J. spicigera (n=3), E. carlinae (n=35) y P. indica (n=>5).

9.8 Actividad de la enzima catalasa

La catalasa (CAT) tiene como principal funcion descomponer el peréxido de
hidrogeno en agua y oxigeno. En la Figura 37 se presenta la comparacion de los
grupos experimentales para la actividad de la enzima CAT. Se observé que el grupo
con sobrecarga de hierro (SH) mostr6 una actividad elevada de catalasa
significativamente mayor en comparacién con el grupo control (CN), debido a que la
acumulacion de hierro aumenta las ERO. Por otro lado, se observo que los grupos
administrados con Deferiprona (DF) y los extractos de J. spicigera (Js) y E. carlinae
(Ec) tienen una disminucion significativa en su actividad, con respecto al grupo con
sobrecarga de hierro y alcanzando la actividad del grupo control. Sin embargo, no
se observo esta tendencia con el grupo administrado con P. indica (Pi) que, si bien

disminuye, no es estadisticamente significativo.
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Figura 37. Efecto de los extractos etandlicos de J.spicigera, E.carlinae y Pindica en la actividad de catalasa en higado de
ratas con sobrecarga de hierro. Los datos se analizaron mediante prueba de ANOVA y se utilizo la prueba de comparacion
multiple de Tukey. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <0.05). Los resultados se expresan como media
+ desviacion estandar, grupo contro (n=6), sobrecarga de hierro (n=>5), deferiprona (n=3), J. spicigera (n=3), E. carlinae
(n=35)y P. indica (n=35).

9.9 Niveles de glutation en ratas con sobrecarga de hierro

El glutation es un tripéptido que desempefia funciones importantes en la célula como
la detoxificacion y la neutralizacion de radicales libres. El estado del glutation es un
indicador de la variabilidad y funcionalidad de la célula.

Glutation total

En la Figura 38 se representa la comparacion de los grupos experimentales para
glutation total. Se observaron niveles elevados estadisticamente significativos en el
grupo con sobrecarga de hierro, en comparacion con el grupo normal (CN), esto
debido probablemente a una respuesta compensatoria al estrés oxidante por el
exceso de hierro. Por otro lado, se muestra una disminucion estadisticamente
significativa en los niveles de los grupos administrados con Deferiprona (DF) asi
como el extracto de E. carlinae (Ec) en comparacion con el grupo con sobrecarga
de hierro (SH) igualando al grupo CN mejorando el estado antioxidante. Sin

embargo, el grupo P. indica (Pi) tuvo una disminucién estadisticamente significativa
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Figura 38. Efecto de los extractos etandlicos de J.spicigera, E.carlinae y Pindica en el glutation total en higado de ratas
con sobrecarga de hierro. Los datos se analizaron mediante prueba de ANOVA y se utilizo la prueba de comparacion
multiple de Tukey. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <0.05). Los resultados se expresan como media
+ desviacion estandar, grupo contro (n=6), sobrecarga de hierro (n=>35), deferiprona (n=3), J. spicigera (n=3), E. carlinae
(n=35) y P. indica (n=35).

Glutation oxidado (GSSG)

El GSSG es un marcador que nos indica estrés oxidante. En la Figura 39 se presenta
la comparacion de los grupos experimentales para el GSSG. Se observd un
incremento estadisticamente significativo del grupo con sobrecarga de hierro (SH),
en comparacion con el grupo normal (CN), indicando un alto estrés oxidante. Por
otro lado, los grupos administrados con deferiprona y los extractos de J. spicigera,
E. carlinae y P. indica tuvieron una disminucion estadisticamente significativa en

comparacion con el grupo con SH, y tuvieron niveles similares al grupo CN.
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Figura 39. Efecto de los extractos etandlicos de J.spicigera, E.carlinae y Pindica en el glutation oxidado (GSSG) en higado
de ratas con sobrecarga de hierro. Los datos se analizaron mediante prueba de ANOVA y se utilizo la prueba de
comparacion multiple de Tukey. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05). Los resultados se
expresan como media + desviacion estandar, grupo contro (n=6), sobrecarga de hierro (n=35), deferiprona (n=3), J.
spicigera (n=3), E. carlinae (n=15) y P. indica (n=35).

Glutation reducido (GSH)

El GSH es clave en la defensa antioxidante ya que neutraliza especies reactivas de
oxigeno (ERO) oxidandose a GSSG durante el proceso. En la Figura 40 se presenta
la comparacion de los grupos experimentales para el GSH. Se observé que el grupo
con sobrecarga de hierro tuvo un aumento estadisticamente significativo en
comparacion con el grupo normal (CN), este aumento se debe probablemente a una
respuesta adaptativa al estrés oxidante. Por otro lado, se observo que los grupos
con administrados con deferiprona (DF) y los extractos de J. spicigera (Js), E.
carlinae (Ec) asi como de P. indica (Pi), mostraron una disminucion estadisticamente

significaba en comparacion con el grupo con SH, alcanzando los niveles del grupo
CN.
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Figura 40. Efecto de los extractos etandlicos de J.spicigera, E.carlinae y Pindica en el glutation reducido (GSH) en
higado de ratas con sobrecarga de hierro. Los datos se analizaron mediante prueba de ANOVA y se utilizo la prueba de
comparacion multiple de Tukey. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05). Los resultados se
expresan como media + desviacion estandar, grupo contro (n=6), sobrecarga de hierro (n=>5), deferiprona (n=3), J.
spicigera (n=3), E. carlinae (n=15) y P. indica (n=3).

Relacion entre glutation oxidado/glutation reducido (GSSG/GSH)

Esta relacidon refleja el estado redox celular, que es el equilibrio entre el estrés
oxidante y los mecanismos antioxidantes. En la Figura 41 se presenta la
comparacion de los grupos experimentales para la relacidon entre el GSSG/GSH. Se
observd un aumento estadisticamente significativo por parte del grupo con
sobrecarga de hierro (SH) en comparacion con el grupo control (CN), esto debido a
un desbalance redox inducido por el hierro. Por otro lado, se observd una
disminucién estadisticamente significativa por parte de los grupos administrados
con deferiprona (DF), asi como de los extractos de J. spicigera (Js), E. carlinae (Ec)
y P. indica (Pi) igualando al grupo CN.
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Figura 41. Efecto de los extractos etandlicos de J.spicigera, E.carlinae y Pindica en la relacion entre glutation
oxidado/glutation reducido (GSSG/GSH) la relacion de en higado de ratas con sobrecarga de hierro. Los datos se
analizaron mediante prueba de ANOVA y se utilizo la prueba de comparacion multiple de Tukey. Las letras diferentes
indican diferencias significativas (P < 0.05). Los resultados se expresan como media + desviacion estandar, grupo contro
(n=06), sobrecarga de hierro (n=>35), deferiprona (n=3), J. spicigera (n=3), E. carlinae (n=15) y P. indica (n=35).

9.10 Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica es un marcador clasico para el dafio oxidativo causado por
las especies reactivas (ERO) a los lipidos de la membrana. En condiciones de
sobrecarga de hierro debido a un exceso de hierro, se produce el radical hidroxilo

mediante la reaccion de Fenton.

Malondialdehido (MDA)

En la Figura 42 se presenta la comparacion de los grupos experimentales para el
MDA. Se observo un aumento estadisticamente significativo por parte del grupo con
sobrecarga de hierro en comparacion con el grupo control (CN), confirmando el dafio
oxidativo por parte del exceso de hierro. Por otro lado, se observo que los grupos
administrados con deferiprona (DF), asi como con los extractos de J. spicigera (Js),
E. carlinae (Ec) y P. indica (Pi), tuvieron una disminucion estadisticamente
significaba en comparacion con el grupo con SH, alcanzando los niveles del grupo
CN.
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Figura 42. Efecto de los extractos etandlicos de J.spicigera, E.carlinae y Pindica en el malondialdehido en higado de ratas
con sobrecarga de hierro. Los datos se analizaron mediante prueba de ANOVA y se utilizo la prueba de comparacion
multiple de Tukey. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <0.05). Los resultados se expresan como media
+ desviacion estandar, grupo contro (n=6), sobrecarga de hierro (n=35), deferiprona (n=3), J. spicigera (n=3), E. carlinae
(n=35) y P. indica (n=35).

4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE)

Por otro lado, se observé un comportamiento similar por parte del 4-HNE. Ya que se
obtuvieron niveles elevados por parte del grupo con sobrecarga de hierro (SH), en
comparacion con del grupo control (CN). En la Figura 43 se presenta la comparacion
de los grupos experimentales para el 4-HNE. Se observd una disminucion
estadisticamente significativa del grupo administrados con Deferiprona (DF), asi
como de los extractos de J. spicigera (Js), E. carlinae (Ec) y P. indica (Pi), igualando
los niveles del grupo CN.
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CN: Control

SH: Sobrecarga de hierro
DF: Deferiprona

Js: Justicia spicigera + SH
Ec: Eryngium carlinae + SH
Pi: Potentilla indica + SH

4-hidroxi-2-nonenal
(umol/mg de proteina)
EEEEN

CN SH DF Js Ec Pi

Figura 43. Efecto de los extractos etandlicos de J.spicigera, E.carlinae y Pindica en el 4-hidroxi-2-nonenal en higado de
ratas con sobrecarga de hierro. Los datos se analizaron mediante prueba de ANOVA y se utilizo la prueba de comparacion
multiple de Tukey. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <0.05). Los resultados se expresan como media
+ desviacion estandar, grupo contro (n=6), sobrecarga de hierro (n=35), deferiprona (n=3), J. spicigera (n=3), E. carlinae
(n=35)y P. indica (n=35).

10. Discusion

El hierro es fundamentan en los procesos bioldgicos importantes, como el trasporte
de oxigeno, sintesis de ADN, y esta implicado en el metabolismo. Sin embargo, el
desequilibrio en la homeostasis del hierro puede generar un exceso de hierro
causando dafio en organos importantes como el higado (Roemhid et al., 2021). La
sobrecarga de hierro es un grupo de enfermedades heterogéneas, que pueden ser
genéticas o adquiridas (Mobarra et al, 2016). Se ha demostrado que, en
condiciones de sobrecarga de hierro, hay niveles elevados de hierro sérico que
sobrepasa la capacidad de union de la transferrina, generando hierro no unido a
transferrina (NTBI) altamente reactivo (Brissot et al., 2018). El hierro ingresa a la
célula unido a la proteina transferrina, mediante el receptor de transferrina/
Transferrina 1 (Tfr1). Sin embargo, el hierro no unido a transferrina (NTBI) ingresa
mediante el transportador i6nico de metales divalente (DMT) y proteinas STEAP3.
Asi también, se ha demostrado la participaciéon de los trasportadores ZIP8 Y ZIP14.
Cuando hay una absorcidn excesiva de NTBI, y la ineficiencia de vias excretoras de

hierro, se genera un aumento en la poza de hierro intracelular (LIP), formando
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radicales libres como el radical hidroxilo altamente reactivo, causando la
peroxidacién de la membrana lipidica, oxidacién de proteinas y dafio al DNA
(Mancardi et al., 2021).

El mecanismo de accién antioxidante de los compuestos polifendlicos es mediante
la transferencia de atomos de hidrogeno, transferencia de un electron, transferencia
de electrones por perdida de protones y la quelacion de metales de transicion como
el hierro (Zeb A., 2020). La actividad antioxidante de los extractos in vitro se evaluo
mediante la capacidad de los extractos de neutralizar radicales libres (ABTS, DPPH
y FRP). En el presente estudio se obtuvieron resultados de la actividad antioxidante
que muestran que J. spicigera tiene mayor potencial de neutralizar radicales (ABTS
y DPPH), esto coincide con lo reportado por MurilloVillicafa et al. (2022); Baqueiro-
Pena & Guerrero-Beltran (2017). Por otro lado, E. carlinae mostro mejor efecto en
la prueba FRP debido a la diferencia de compuestos entre los extractos; este
hallazgo concuerda con lo reportado por Trejo-Hurtado et al. (2023). Finalmente, P.
indica también mostré un potencial efecto antioxidante que concuerda con lo ya
reportado por Landa-Moreno et al. (2023). Estos hallazgos respaldan el potencial de
los extractos de neutralizar ERO en un contexto de sobrecarga de hierro. En cambio,
las propiedades reductoras pueden afectar significativamente la capacidad de
quelaciéon. Por ejemplo, la quercetina y la miricetina (flavonoles con una potente
actividad reductora), presentaban una gran afinidad por los iones Fe3*. De igual
manera, notaron una disminucién parcial de Fe3* quelado por compuestos
flavonoides a un pH 7,2. Por lo que se sugiere, que la quelacion es mas efectiva
cuando el ion metalico esta en su estado bivalente y que la mayoria de sus
complejos con iones metalicos de transicion en el sistema vivo poseen iones
Fe?*(Mira et al., 2002; Loizzo et al., 2012).

Asimismo, se demostrd la actividad quelante de los extractos etandlicos de E.
carlinae, J.spicigera y P. indica del hierro, esto coincide con estudios previo donde
E. caucasicum demostré actividad quelante respecto a la concentracion, comparado
con EDTA (Ebrahimzadeh et al., 2009). Asi también, estudios con el género Justicia

demostraron tener una alta actividad quelante (Carneiro et al., 2023). Nuestros
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resultados confirman la eficiencia de los extractos etandlicos de competir con la
Ferrozina por el hierro libre. Por otra parte, Rathod et al., (2022) reportaron estudios
relacionados con U. indica y su porcentaje de actividad quelante en comparacion
con el EDTA. Lo que puede indicarnos la capacidad de los compuestos de generar
complejos con el hierro, evitando asi reacciones en cadena como la reaccion de
Fenton. Estos hallazgos in vitro se complementan con los analisis semicuantitativos
de metabolitos secundarios que se encuentran en los extractos etandlicos, en los
cuales se observo la presencia de terpenos, flavonoides y compuestos fendlicos.
Este hallazgo es consistente con investigaciones anteriores que detectaron la
presencia de compuestos en E. carlinae que tienen la capacidad de quelar hierro,
como quercetina, acido elagico y kaemferol (Trejo-Hurtado et al., 2023). Ya se
reportd la presencia de compuesto polifendlicos en extractos de J. spicigera tales
como; kaempferol, kaempferitrin, rirhamnosides. Asi como una diversidad de
flavonoides, terpenoides y alcaloides (Navarrete-Mora et al., 2016). También se
reportd anteriormente la presencia de compuestos en un extracto de acetado de
etilo de P. indica y se identificaron los siguientes compuestos fendlicos; acido galico,
acido protocatécuico, acido cafeico y quercetina-3-glucésido (Landa-Moreno et al.,
2023).

En el presente trabajo los resultados in vitro mostraron un relevante potencial
quelante de hierro por parte de los extractos etandlicos, por lo cual, se evalud el
efecto en un modelo con sobrecarga de hierro a una dosis de 50 mg/kg (Fallahzadeh
et al., 2016; Zapata-Morales et al., 2016; Mahmoodi et al., 2016) por un periodo de
30 dias y se utilizo6 como control positivo un farmaco quelante de hierro la
deferiprona (DF) con una dosis de 10 mg/kg (Binding et al., 2019). Se observé un
aumento significativo del peso hepatico por parte de los grupos sobrecargados de
hierro-dextran y sin diferencias por parte de los grupos con tratamientos. En nuestro
estudio se respalda la utilidad del peso hepatico, ya que se ha reportado
hepatomegalia en humanos con hemocromatosis genética, debido a que
correlaciona con proliferacién de hepatocitos (PCNA elevado y ciclina D1), estrés
oxidante e inflamacion (Brown et al., 2006).
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Para evaluar el metabolismo del hierro, en el presente estudio se analizé en
simultaneo hierro sérico, saturacion de transferrina, ferritina sérica, capacidad total
de fijacion de hierro (TIBC), capacidad de union de hierro insaturado (UIBC) y
transferrina, ya que son parametros que abordan la homeostasis del hierro en el
cuerpo y también se evaluaron para validar el modelo experimental de sobrecarga
de hierro. En el presente modelo experimental de sobrecarga de hierro, hubo un
incremento significativo en el hierro sérico; esto refleja exceso de hierro en
circulaciéon unido a transferrina; generalmente va acomparnado de una disminucion
de UIBC y un incremento de la saturacion de transferrina, lo que sefiala que gran
parte de los sitos de unién ya no estan disponibles (Soman y Adiga, 2018).
Asimismo, niveles elevados de ferritina sérica que se observaron, indican un
aumento en la reserva de hierro, asi también la respuesta de una fase aguda, por lo
cual es necesario interpretarlo con otros parametros, y evitar falsos positivos por
inflamacion (Kell y Pretorius, 2014). Sin embargo, no se observaron diferencias
relevantes en los grupos tratados con Deferiprona, J. spicigera, E. carlinae, o P.
indica en los parametros séricos (hierro sérico, saturacion de transferrina, ferritina y
UIBC), esto se debe a su mecanismo de accidn, asi como la regulacion fisiologica
del hierro. La deferiprona es un quelante bidentado con un peso molecular bajo que
tiene su efecto, sobre todo, a nivel intracelular y tisular. Su funcién consiste en
facilitar el desplazamiento del hierro desde los depdsitos (el higado y el bazo) hacia
las rutas de eliminacion, sin inducir cambios inmediatos en el compartimento sérico.
Los extractos analizados, de manera analoga, podrian funcionar mas bien como
guelantes moderados del hierro o como antioxidantes que tienen la capacidad de
disminuir la parte de hierro labil, en lugar de ser moduladores directos de los
parametros seéricos. Ya que compuestos como los flavonoides actuan
fundamentalmente a nivel intracelular donde el hierro esta activo, y en el sistema
antioxidante. Sin alterar de manera inmediata la concentracion total del hierro que
circula (Lu et al., 2024; Liu et al., 2025).

En el presente estudio se observo una disminucion de transferrina en el grupo SH.
Esto puede explicarse por un mecanismo de regulacién negativo ante el exceso de

hierro en circulacion, dado que la transferrina se produce mayormente en el higado
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y su generacion disminuye cuando las reservas de hierro son altas. Esta conducta
ha sido documentada antes en modelos animales que mostraban acumulacion de
hierro en el higado, donde se informaron niveles bajos de transferrina, vinculados al
deterioro hepatico y a la susceptibilidad a la ferroptosis (Yu et al., 2020). Por otra
parte, el tratamiento con E. carlinae, J. spicigera y deferiprona (un compuesto
quelante de hierro) mostré un efecto modulador intermedio sobre los niveles de
transferrina. Esto indica que podria haber una disminucion parcial de la carga férrica

y una normalizacion gradual de los procesos homeostaticos del hierro.

La TIBC aumenta cuando hay sobrecarga de hierro (Wang et al., 2021) y se observa
que los tratamientos con E. carlinae y J. spicigera contribuyen a estabilizarla
parcialmente. Por otro lado, el tratamiento con P. indica se relaciond con niveles mas
bajos de transferrina y TIBC. Esto podria sugerir que la sintesis hepatica de
transferrina se regula negativamente o que el consumo aumenta como reaccion a

los metabolitos del extracto.

Asimismo, la sobrecarga de hierro se confirmé en el grupo SH, ya que hubo un
incremento significativo en la concentracion de hierro total en el higado, comparado
con el grupo CN. Este resultado concuerda con lo reportado en la literatura, donde
la sobrecarga de hierro se asocia con el exceso de hierro acumulado en el higado,
ya que el hierro no unido a la transferrina (NTBI) es absorbido principalmente por el
higado debido a que es el érgano responsable de eliminarlo de la circulacidn. Sin
embargo, la persistencia de NTBI provoca depdsitos de hierro en otros 6rganos,
estudios con ratones hipotransferrinémicos demostré que el NTBI es eliminado del
suero con una vida media de 30 s, mientras tanto se requiere de 50 minutos para el
hierro unido a Tf (Silva y Rangel, 2022). Este mecanismo concuerda con los
hallazgos del presente estudio, donde el aumento de hierro hepatico fue un
indicados de la sobrecarga de hierro inducida. La captacion de NTBI por las células
se lleva a cabo por diversos trasportadores. Ya se han identificado diversas
proteinas que transportan el NTBI, el transportador de metal divalente 1 (DMT1),
ZIP8 y ZIP14 (proteinas similares a ZRT/IRT 8 y 14), asi como los canales de calcio
(LTCC, TTCC y VGCC). La captacion de NTBI en los hepatocitos se realiza
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principalmente mediante ZIP14, parece ser un fendmeno especifico del tipo celular
(Brissot et al., 2012). La expresion predominante de ZIP14 en los hepatocitos
favorece la entrada de NTBI, lo cual contribuye directamente a que el grupo SH
acumule hierro en el higado. Este fendbmeno también respalda la utilizacion del
higado como o6rgano diana para determinar la efectividad de los tratamientos
utilizados en esta investigacion. En este contexto, el tratamiento con deferiprona
produjo una disminucion, aunque no estadisticamente significativo, debido
probablemente a la dosis administrada o tiempo de exposicidn. No obstante, ya que
se ha confirmado como un agente quelante, se utiliza en el tratamiento de pacientes
con talasemia y hemocromatosis secundaria. Sin embargo, suele administrarse en
combinacion con otros farmacos quelantes de hierro como la deferoxamina o
deferasirox para mejorar su eficiencia (Kontoghiorghes, 2024). Por otro lado,
respecto a los extractos se observo que J. spicigera disminuy6 significativamente
los niveles de hierro total. Lo que sugiere un mecanismo de quelacion directo de
hierro, asi como también la modulacion de proteinas implicadas que la homeostasis
del hierro. Ya que se han reportado que flavonoides como la baicaleina mostré
actividad quelante, asi como una mejor reduccion de depodsitos de hierro que la
deferoxamina y se relaciona con la regulacion positiva de la hepcidina, con la
proteina morfolégica 6sea 6 (BMP-6), miembros de la familia SMAD 4 (SMAD4) y
receptor de transferrina 2 (TfR2) en niveles tanto de proteina y ARNm (Dijiong et al.,
2019). Confirmando también el efecto hepatoprotector que se reporté en estudios
anteriores (Murillo-Villicaia et al., 2022). Asimismo, el extracto de E. carlinae mostro
una disminucion en la concentracion de hierro tras su administracion que podria
atribuirse a la quelacion directa de hierro, la movilizacion del hierro tisular y su
posterior eliminacion, asi como a la regulacion del estrés oxidante, probablemente
a causa de metabolitos secundarios como rutina o quercetina (Saavedra-Molina et
al., 2024). Ya que se reportd que la quercetina tiene la caracteristica de transportar
hierro, y se observé que <1 yM de quercetina facilita el trasporte del hierro ya
quelado mediante GLUT1, libera al hierro del higado y finalmente es excretado
mediante las heces (Vlachodimitropoulou et al., 2011). Asi también, se realizd un
estudio en un modelo genético de sobrecarga férrica, que utiliza ratones knockout

para el receptor TfR2, donde se observd una disminucidon importante de hierro en
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higado (Hawula et al., 2021). Ya se ha reportado que los flavonoides, que contienen
el grupo carbonilo en el anillo C (las flavonas) y multiples grupos hidroxilo, presentan
varios sitios libres para la formacion de complejos metalicos. MiliCevic¢ et al., (2016)
observaron una correlacion significativa entre la actividad antioxidante de los
polifenoles y su afinidad por los iones Fe?*, lo cual indica que probablemente el ion
es quelado, lo que podria ser la causa de la inhibicion de la reaccién de Fenton. Por
parte de P. indica, la disminucién en la concentracion total de hierro no es tan
marcada como en J. spicigera o de E. carlinae. Esto podria deberse a que los
metabolitos secundarios del extracto estan en menor concentracion o actuan
principalmente como antioxidantes mas que a la movilizacion o excrecion del hierro.
Estudios anteriores reportaron que extractos de las partes aéreas del género de
Potentilla, mostraron propiedades antioxidantes, antiinflamatorias e hipoglucémicas
(Wang et al., 2013). En general, los resultados demuestran que los extractos actuan

reduciendo el hierro reactivo disminuyendo asi el estrés oxidante.

En el presente estudio, debido a la inducciéon de sobrecarga de hierro, hay un
incremento significativo en las especies reactivas de oxigeno (ERO). NTBI es
altamente toxico debido a su propension a inducir ERO, que conduce a un aumento
de los radicales hidroxilos altamente toxicos causando dafio celular, esto mediante
reacciones en cadena como la reaccion de Fenton o Haber-Weiss. Como
consecuencia, causan la peroxidacion de fosfolipidos, fragmentacion de proteinas,
oxidacion de las cadenas laterales de los aminoacidos y la rotura de cadenas del
ADN (Milic et al., 2016). Estos procesos explican el incremento de ERO observado
en el grupo SH. A continuacion, el tratamiento con deferiprona mostré disminucion
en los niveles de ERO, confirmando su actividad quelante mediante la reduccion del
hierro libre que cataliza reacciones produciendo radicales libres. Phumala Morales
et al. (2022) obtuvieron evidencia mediante espectroscopia de resonancia
paramagnética electrénica (EPR), la relacion entre NTBI y la formacion de radicales
libres provenientes de la reaccion de Fenton. No obstante, en el tratamiento con
deferiprona no se vio una reduccion importante en NTBI; sin embargo, si hubo una
disminucién de radicales libres, lo que muestra la generacion de complejos hierro-

deferiprona. Esto indica que la deferiprona no neutraliza los ERO como lo hacen los
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compuestos polifendlicos; en cambio, restringe las reacciones en cadena
inactivando el hierro cataliticamente activo. Esto indica que la deferiprona actua de
manera indirecta, al capturar el hierro redox-activo limitando asi la formacion de
radicales libres. Este proceso explica la disminucion del dafio oxidativo que se ha
visto cuando no hay alteraciones significativas en los niveles de NTBI, y destaca la
relevancia de analizar tanto parametros del hierro como indicadores del estrés
oxidativo para una comprensién completa del impacto de las terapias. Asimismo, se
observo una disminucion en los niveles de ERO por parte de J. spicigera y P. indica,
incluso alcanzaron niveles normales, esto sugiere la alta actividad antioxidante de
los compuestos como flavonoides. Ya que se ha reportado que el efecto de los
flavonoides tiene estructuras quimicas que permiten donar electrones y neutralizar
radicales libres (Hernandez-Rodriguez et al., 2019). Asi también, la capacidad de
quelar iones metalicos contribuye a sus propiedades antioxidantes. La quelacion
ocurre mediante grupos hidroxilo o su parte carbonilo, en la medida en que esté
presente. La siguiente manera en que los flavonoides producen efectos
antioxidantes es interactuando con grupos -SH y modificando posteriormente el
medio redox dentro de la célula. Los flavonoides, de igual modo, tienen la
capacidad de disminuir la produccién de ERO porque suprimen las enzimas que son
responsables de controlar el equilibrio redox y los procesos inflamatorios (Keji et al.,
2021). Por otra parte, E. carlinae evidencié una disminucion parcial de ERO, pero
sin llegar a los niveles vistos en el grupo P. indica y J. spicigera. Esto sugiere que,
aunque tienen actividad antioxidante, podria estar vinculada a un efecto modulador
de las enzimas antioxidantes endogenas (SOD, CAT, GPx), conforme a lo reportado

por Lemus-de la Cruz et al. en 2023, y también con la quelacion del hierro.

La enzima superdxido dismutasa (SOD) es un antioxidante enddégeno que neutraliza
radicales libres. Sin embargo, se observo una disminucién de SOD por parte del
grupo SH, esto concuerda con lo reportado por (Meng et al., 2017). Debido a que la
SOD es la primera linea de defensa contra los radicales libres, cuando hay una
acumulacion de hierro redox-activo se genera un aumento de ERO y la enzima es
inhibida por H202. Asimismo, estudios han mostrado en modelos experimentales

que eliminar los genes SOD1 o0 SOD2 incrementa el estrés oxidativo celular, lo cual
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corrobora que SOD es fundamental para la defensa antioxidante (Wang et al., 2018).
Ademas, la SOD2 se vuelve menos funcional cuando sufre una modificacion
postraduccional, en particular cuando Sirt3 la desacetila (Dikalova et al., 2017).
Estos resultados respaldan la hipdtesis de que, en circunstancias como el exceso
de hierro, una disminucion en la actividad de SOD agrava el dafio oxidativo y

promueve la peroxidacion lipidica o la disfuncién mitocondrial.

Por otro lado, se observaron valores intermedios posterior al tratamiento con
Deferiprona que restablecio la actividad de SOD parcialmente. Esto es consistente
con lo que Zou et al., (2017) reporté en una investigacion realizada en ratas con
cardiomiopatia diabética tratadas con Deferiprona donde se observd un aumento en
la actividad de SOD y mejorando la capacidad antioxidante. Esto demuestra que la
Deferiprona disminuye el estrés oxidante por su capacidad de disminuir el hierro vy,
por tanto, la generacion de radicales libres. En cuanto a los extractos, J. spicigera
mostréo niveles normales en la actividad de SOD, lo que sugiere un efecto
antioxidante no solo por su actividad quelante, sino también por los metabolitos
secundarios capaces de inducir la expresiéon o neutralizar ERO directamente asi
preservar la funcionalidad en enzimas antioxidantes. Estos resultados son
consistentes con los reportados (Murillo-Villicana et al., 2022), donde el estudio
mostré que la administracion de J. spicigera en ratas diabéticas aumenté la actividad
de SOD en higado, esto acompafiado de una mejora en parametros lipidicos. Por
otro lado, E. carlinae y P. indica tambien mostraron una alza en la actividad de SOD
sin alcanzar niveles normales. Estos hallazgos son coherentes con lo reportado por
Lemus-de la Cruz et al., (2023) en ratas con diabetes tipo 1, donde el uso de E.
carlinae produjo una restauracion de los complejos de la cadena de transporte de
electrones, lo que también condujo a un aumento de SODZ2. Asimismo, los
resultados obtenidos por P. indica son consistentes con los resportados por Landa-
Moreno et al., (2023) en un estudio con ratas diabeticas, donde la administracion
del extracto restauré la actividad de SOD. Estos resultados se pueden relacionar
con los metabolitos secundarios, especialmente polifenoles y flavonoides, ya que
promueven la actividad de SOD a través de diversos mecanismos que se
complementan entre si: (1) actividad quelante de hierro, que disminuye la generacion
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de radicales libres mediante la reaccidén de Fentos, (ll) activan la via reguladora Nrf2,
lo que aumenta el nivel de expresion de enzimas antioxidantes como la SOD, (lll)
disminuyen el estrés oxidativo general y reestablecen la funcion antioxidante (Kejik
et al., 2021). Estos efectos sinérgicos tienen como resultado que los metabolitos
secundarios se muestran efectivos para mantener y fortalecer el sistema

antioxidante en circunstancias de sobrecarga de hierro.

El presente estudio mostré un incremento en la actividad de la catalasa (CAT) por
parte del grupo con sobrecarga de hierro (SH). Este hallazgo se puede interpretar
como una respuesta adaptativa a un exceso de especies reactivas de oxigeno
(ERO). Al inicio, puede aumentar la actividad de la SOD como respuesta adaptativa,
pero un exceso sostenido de ERO la puede inactivar, explicando asi su disminucién
posterior. En contraste, hay niveles elevados de CAT como una defensa secundaria
para la degradacion de H2O., evitando la formacién de radicales libres mediante la

reaccion de Fenton (Piloni et al., 2016).

Mientras tanto, el tratamiento con Deferiprona redujo la actividad de catalasa en
comparacion con el grupo que tenia un exceso de hierro, hasta llegar a niveles
parecidos a los normales. Este resultado concuerda con la funcion del medicamento,
dado que la Deferiprona es un quelante de hierro que se toma por via oral y crea
complejos solubles con Fe, favoreciendo su eliminacion, sobre todo por la orina
(Kontoghiorghes, 2023). La produccion de radicales hidroxilos (*OH) mediante la
reaccion de Fenton se reduce a medida que disminuye el hierro libre disponible, lo
cual, a su vez, disminuye la necesidad de mantener alta la actividad enzimatica
antioxidante, como la catalasa. Se observaron diferencias importantes en relacién a
los tratamientos con los extractos. Por parte de J. spicigera se observo una actividad
de catalasa disminuida considerablemente, incluso por debajo del control. Estos
resultados coinciden con los reportados por MurilloVillicana et al., (2022) en
animales diabéticos que se les administré J.spicigera y hubo una reduccién de CAT.
Esto se explica por la alta capacidad de sus metabolitos antioxidantes, como las
antocianinas y los flavonoides, para combatir directamente las especies reactivas

de oxigeno (ERO). Esto disminuye la necesidad de activar los sistemas enzimaticos
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de defensa. Asi también, se evidencié que la reduccion enzimatica mencionada
tiene lugar al mismo tiempo que el estrés oxidativo hepatico que se ve reducido, a
la vez que investigaciones fitoquimicas corroboran que los extractos polares de J.
spicigera poseen una actividad notable como captadores de radicales libres, y
confirman la presencia de compuestos como kaempferitrina y astragalin (Cid-Ortega
et al., 2021).

Por otro lado, E. carlinae present6 una disminucién en los niveles de CAT, parecidos
a Deferiprona igualando el control. Se ha comprobado que el extracto de acetato de
etilo de E. carlinae logra restablecer, en gran medida, la actividad de CAT en el
higado de ratas diabéticas a las que se les indujo con estreptozotocina. Esto se
demostré en una investigacion experimental que mostré cdémo este tratamiento
disminuyo el estrés oxidativo y restauro la actividad del sistema antioxidante, entre
la que se encuentran CAT, asi como también produjo resultados antiinflamatorios e
hipolipemiantes (Trejo-Hurtado et al., 2023).

Finalmente, los resultados del grupo que recibio el tratamiento con P. indica, indican
una mejoria significativa en la actividad de catalasa, alcanzando cifras que se
acercan a niveles normales. Se ha observado en estudios experimentales de
diabetes que los extractos de P. indica tienen un efecto protector sobre la funcion
mitocondrial y la actividad de catalasa del tejido renal, lo que confirma su funcién en
la defensa adaptativa contra el estrés oxidante (Landa-Moreno et al., 2023). Los
resultados se pueden explicar mediante dos mecanismos. En primer lugar, la
presencia de metabolitos fendlicos (por ejemplo, acido elagico, flavonoides y
elagitaninos) que sirven como antioxidantes directos al actuar como donadores de
electrones y disminuir la generacion de especies reactivas del oxigeno (ERO). Por
otro lado, tiene un efecto modulador en la via de sefalizacion Nrf2/ARE (Li et al.,
2008).

En el presente estudio, los resultados mostraron que la sobrecarga de hierro tiene
un aumento importante de glutation total (GSSG + GSH), asi como del glutation
reducido y glutation oxidado en el grupo con sobrecarga de hierro. Este incremento

es los niveles del glutation sugieren una respuesta adaptativa al estrés oxidante
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generado por la sobrecarga de hierro, ya que se inducen mecanismos antioxidantes
compensatorios, ya que busca contrarrestar el incremento de ERO. El glutatién es
un tripéptido que se compone de glicina, glutamato y cisteina. Se caracteriza por su
mecanismo antioxidante, que consiste en la oxidacion del glutation reducido (GSH)
a glutation oxidado (GSSH) por la enzima glutatién peroxidasa (GPx) mediante la
reduccion del grupo sulfhidrilo del GSH y perdxido de hidrégeno para producir agua
(Sousa et al., 2020). Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Wu
et al., (2021), quienes realizaron un estudio en higado de ratones con sobrecarga
de hierro y se observaron niveles elevados de GSH, debido a la pérdida de GPX4
que no logré disminuir adecuadamente el dafio lipidico provocado por las ERO en
los ratones. La regulacion positiva compensatoria de la expresion de Sic7a11 puede
ser la causa del aumento en el nivel de GSH. Sic7a11 es una componente esencial
del sistema antiportador de glutamato/cisteina, el cual controla la produccion
descendente de GSH, un antioxidante fundamental que elimina los perdxidos
lipidicos y reprime la ferroptosis. Slc7a11, con el propdsito de contrarrestar los
dafios generados debido al exceso de hierro, transporta mas cisteina hacia las
células para producir GSH. En linea con descubrimientos previos, constataron que
el exceso de hierro puede incrementar de manera constante la expresion de Slc7a11
mediante el eje ERO-NRF2-ARE. Asimismo, el exceso de hierro provocé una
inhibicion importante en la fosforilacion de NRF2, un regulador maestro de la
respuesta antioxidante. Esto se debe a que gran cantidad de sus genes diana estan
involucrados en la prevencion o rectificacion de desbalances redox en las células.
Este podria ser otro motivo de la ferroptosis provocada por el exceso de hierro, dado
que GPX4 es un objetivo transcripcional especifico de NRF2 (Kerins 'y Ooaoi,
2018). Asi también, se demostré que GSH compensa la disminucién de la actividad
de SOD (Aquilano et al., 2014). Por otro lado, se observaron niveles elevados de
GSH/GSSG en los grupos con sobrecarga de hierro. Por consiguiente, las
modificaciones en la relacion GSH/GSSG son esenciales para el ajuste de la

transduccion de sefales, incluso cuando se presenta un leve estrés oxidativo.

Por otro lado, los tratamientos con deferiprona, asi como los extractos de J.

spicigera, E. carlinae y P. indica consiguieron disminuir los niveles de glutation en la
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sobrecarga de hierro. Esto indica que estos tratamientos tienen un efecto protector
porque disminuyen la produccion de ERO, lo que lleva a una reduccién en la
necesidad de sobreexpresion compensatoria de metabolitos y enzimas
antioxidantes, como el glutation reducido (GSH). En esta direccion, la deferiprona
opera fundamentalmente a través de la quelacién del hierro libre, restringiendo asi
la reaccion de Fenton y el posterior desarrollo de radicales hidroxilo (Kontoghiorghes
y Kontoghiorghe, 2020). A su vez, se ha comprobado que los extractos de J.
spicigera, E. carlinae y P. indica contienen flavonoides y compuestos fendlicos con
propiedades antioxidantes, que tienen la capacidad de regular la via Nrf2/ARE, lo
cual propicia un balance redox mas estable y disminuye la sobreactivacién del
sistema de glutation (Bazylko et al., 2013; Arana-Argaez et al., 2016; Baqueiro-Pefa
y Guerrero-Beltran, 2014; Luo et al., 2023). En resumen, estos hallazgos sefialan
que los extractos no solamente neutralizan las ERO de manera directa o evitan su
formacion, sino que ademas ayudan a restablecer la homeostasis oxidativa al
impedir que mecanismos de defensa como el glutation se hiperactiven y

eventualmente se agote.

En el presente estudio, la sobrecarga de hierro se observé un aumento tanto en
MDA como 4-HNE. Esto indica el dano oxidativo en los lipidos de membrana,
especialmente en aquellos que tienen acidos grasos poliinsaturados, se ve
favorecido por un exceso de hierro. Ya que el exceso de hierro, aumenta la reserva
labil produciendo asi reacciones del tipo Haber-Weiss/Fenton dando lugar a
radicales hidroxilos, asi como ERO (Lu et al., 2024). La peroxidacion lipidica son
reacciones en cadena, en la cual los oxidantes, que pueden ser especies no
radicales o radicales libres, reaccionan con los lipidos de dobles enlaces
carbonocarbono, siendo los mas afectados aquellos que contienen acidos grasos
poliinsaturados (PUFA). Esto consiste en extraer hidrégeno de un carbono e
introducir oxigeno, dando lugar a hidroperéxidos y radicales peroxilo lipidicos. Hay
dos biomarcadores que se examinaron, el 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) y el
malondialdehido (MDA) (Ayala et al., 2014). El MDA es relativamente facil de
cuantificar y es abundante, lo que lo hace un indicador sensible del nivel de dafio
oxidativo en lipidos. No obstante, tiene limitaciones en términos de especificidad a
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causa de potenciales interferencias analiticas. A pesar de ser menos abundante, el
4-HNE es altamente reactivo y se considera un marcador mas especifico porque,
aparte de mostrar la peroxidacion lipidica, interviene en la modificacion del ADN y
proteinas, lo que afecta a los procesos de sefalizacion celular (Gegotek y
Skrzydlewska, 2019). Por esta razon, la evaluacion simultanea de MDA y 4-HNE
ofrece una perspectiva mas amplia, ya que posibilita evaluar no solo la gravedad del
dafio oxidativo, sino también sus efectos funcionales en la célula. Por otro lado, el
tratamiento con Deferiprona, mostré una disminucion en los niveles de peroxidacion
lipidica (MDA y 4-HNE), esto concuerda con lo reportado por (Timoshnikov et al.,
2021) donde se confirma que la Deferiprona puede oxidar con rapidez el Fe?* en
Fe3*y crear un complejo estable de tipo Fe3*-DFP. Esto es beneficioso debido a
que: se disminuye el numero de iones Fe** libres que estan disponibles para la
reaccion de Fenton. El Fe3*en su forma acomplejada es mucho menos reactivo, por
lo que no estimula la peroxidacién de los lipidos. Asimismo, se observo que J.
spicigera, E. carlinae y P. indica también provocaron una disminucion de la
peroxidacién lipidica. Los resultados concuerdan con los ya reportados (Landa-
Moreno et al., 2023; Garcia-Cerrillo et al., 2018; Awad et al., 2015). Esto se debe a
diversos mecanismos que se complementan, ya que se ha reportado que
compuestos principalmente flavonoides como fisetina, imperatorina baicaleina y
formonetina restauran la expresion de SLC7A11 y GPX4. Al estabilizar los niveles
intracelulares de ERO, también contrarresté la ferroptosis, lo que destaca su
potencia para garantizar la homeostasis redox. Por otro lado, se reporté que regulan
vias como Nrf2/ARE, regula a la baja los niveles de Fe?*, 4-HNE y MDA. Asimismo,
en ceélulas epiteliales tubulares renales que recibieron tratamiento con inductores de
ferroptosis, evito la translocacion de ATF3 y Smad3 (Liu et al., 2025). Los resultados
respaldan la idea de que los extractos protegen a través de tres vias: neutralizacion
directa de radicales, quelacion del hierro y estimulacion de las defensas

antioxidantes internas.
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11. Conclusion

Los extractos etandlicos de Justicia spicigera y Eryngium carlinae mostraron una
disminucién en los niveles de hierro en higado, lo que sugiere un mecanismo de
quelacién y movilizacion del hierro tisular, asi como su posterior eliminacion, ademas
de la regulacion del estrés oxidante. Dichas acciones se deben probablemente a la

presencia de metabolitos secundarios bioactivos en los extractos.
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traduccion del contenido al espaiiol.

Traduccién a otra lengua No [No se empleé inteligencia artificial para la
traduccién del trabajo a otros idiomas.

Revision y correccion de estilo |[Si Se utilizo inteligencia artificial como apoyo para
la revisién gramatical, ortografica y de estilo, con
el fin de mejorar la claridad y coherencia del texto

Analisis de datos [No El analisis de los datos experimentales se realizd
de manera directa por la autora, sin el uso de
herramientas de inteligencia artificial.

‘Busqueda y organizacion de 1Si Se emlpleé .i'nteligencia. artiﬁcial como apoyo para

e !a loca izacién y organizacién preliminar de
informacion cientifica

Formateo de las referencias Si Se utilizé inteligencia artificial como herramienta

bibliograficas de apoyo para la revision y ajuste del formato de

: las referencias bibliograficas, conforme a las
normas APA

Generacién de contenido INo No se ut.illizé int_eligencia ar_tificial parala

multimedia generacion dg iméagenes, figuras, esquemas o
material multimedia

Otro [No No se hizo uso adicional de inteligencia artificial
distinto a los rubros anteriormente descritos.
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Maria de los Angeles Rangel Rosales
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Morelia, Michoacan, México
Lugaryfecha |15 de ene. de 26






