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Resumen de la tesis que presenta Cecilia Yomara Madrigal Garcia como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestra en Ciencias en Ciencias de la Vida.

Efecto de extractos herbales en la respuesta proliferativa e inflamatoria de células involucradas en

psoriasis
Resumen aprobado por:
Dra. Johanna Bernaldez Sarabia Dra. Ana Bertha Castro Ceseia
Codirectora de tesis Codirectora de tesis

Los extractos de las plantas Anemopsis californica, Artemisia californica, Hemidesmus indicus, Eclipta
prostratay del preparado herbal Triphala (Emblica officinalis, Terminalia chebulay Terminalia belerica)
son utilizadas en la medicina tradicional como tratamiento de heridas y procesos inflamatorios. Por
eso en este trabajo se aborda un primer acercamiento a su efecto en la psoriasis, que es una
enfermedad crénico-inflamatoria de la piel, donde se involucran células del sistema inmune como los
macrofagos y los principales afectados que son los queratinocitos. La investigacién se centra en
evaluar posibles efectos antiinflamatorios y/o antiproliferativos en la psoriasis. Para ello se estudié en
macroéfagos con un perfil inflamatorio, provenientes de la linea celular THP-1, el efecto antinflamatorio
de los extractos acuosos y etandlicos de estas plantas, que fue determinado por las moléculas
proinflamatorias TNFa e IL-6. De todos los extractos herbales evaluados, el extracto acuoso de
Artemisia californica y el extracto etandlico de Triphala fueron los que tuvieron un efecto
antinflamatorio mas significativos en una concentracion no citotdxica de 125 pg/ml. Estos extractos
fueron probados en linea celular de queratinocitos HEK estimulados con un coctel de citocinas (M5)
gue provocaron un perfil psoridsico en estas células. Se evaluaron los efectos de Artemisia californica
en cinco genes importantes de la psoriasis: CXCL8, CCL20, KRT1, IL-6 y S100A7. El extracto acuoso de
Artemisia californica mostré un notable efecto antiinflamatorio en células con perfil psoriasico, al
reducir significativamente la expresién de CXCL8, CCL20, IL-6 y S100A7. El extracto etandlico de
Triphala también moduld la inflamacién, disminuyendo CXCL8, pero aumentando CCL20, lo que sugiere
la necesidad de estudios adicionales. Los extractos de Anemopsis californica, Hemidesmus indicus,
Eclipta prostrata y Triphala presentaron actividad antiinflamatoria moderada en macréfagos M1, lo
que indica su potencial como moduladores en procesos inflamatorios como en la psoriasis.

Palabras clave: Psoriasis, extractos herbales, inflamacidn, queratinocitos, macréfagos



Abstract of the thesis presented by Cecilia Yomara Madrigal Garcia as a partial requirement to obtain
the Master of science degree in Life Science

Effect of herbal extracts on the proliferative and inflammatory response of cells involved in

psoriasis
Abstract approved by:
Dra. Johanna Bernaldez Sarabia Dra. Ana Bertha Castro Ceseia
Codirectora de tesis Codirectora de tesis

The extracts from the plants Anemopsis californica, Artemisia californica, Hemidesmus indicus, Eclipta
prostrata, and the herbal preparation Triphala (Emblica officinalis, Terminalia chebula y Terminalia
belerica) are traditionally used in medicine for treating wounds and inflammatory processes.
Therefore, this work explores their initial effect on psoriasis, a chronic inflammatory skin disease
involving immune system cells, such as macrophages, and primarily affecting keratinocytes. The
research focuses on evaluating potential anti-inflammatory and/or antiproliferative effects on
psoriasis. To do this, the study investigated the anti-inflammatory effects of aqueous and ethanolic
extracts of these plants on macrophages with an inflammatory profile derived from the THP-1 cell line,
assessing the pro-inflammatory molecules TNFa and IL-6. Among all the herbal extracts tested, the
aqueous extract of Artemisia californica and the ethanolic extract of Triphala demonstrated the most
significant anti-inflammatory effects at a non-cytotoxic concentration of 125 pg/ml. These extracts
were also tested on the HEK keratinocyte cell line, stimulated with a cytokine cocktail (M5) that
induced a psoriatic profile in these cells. The effects of Artemisia californica were evaluated on five key
genes in psoriasis: CXCL8, CCL20, KRT1, IL-6, and S100A7. The aqueous extract of Artemisia californica
showed a notable anti-inflammatory effect on psoriatic-profile cells by significantly reducing the
expression of CXCL8, CCL20, IL-6, and S100A7. The ethanolic extract of Triphala also modulated
inflammation by decreasing CXCL8 but increasing CCL20, suggesting the need for further studies. The
extracts of Anemopsis californica, Hemidesmus indicus, Eclipta prostrata, and Triphala exhibited
moderate anti-inflammatory activity in M1 macrophages, indicating their potential as modulators in
inflammatory processes such as psoriasis.

Keywords: Psoriasis, herbal extracts, inflammation, keratinocytes, macrophages
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Capitulo 1. Introduccidn

La psoriasis es una enfermedad crénico-inflamatoria que afecta principalmente a la piel. Se caracteriza por
la interaccion anormal entre el sistema inmunolégico y queratinocitos, disfuncidn que conlleva a la
hiperproliferacién de queratinocitos, provocando la formacién de papulas y placas escamosas (National
Institute of Arthritis and Musculoskeletal and Skin Diseses, 2020; Yamanaka et al., 2021). Se estima que la
psoriasis afecta aproximadamente a 125 millones de personas, cifra que representa entre el 2y 3% de la
poblaciéon mundial y la taza de prevalencia puede variar entre 0.33 al 2% segun la etnia y/o la edad en la

que inicia el desarrollo de la enfermedad (Bu et al., 2022).

Las causas de la psoriasis no estdn claras, pero diversos estudios han demostrado que se ven involucrados
los factores ambientales y la predisposicidon genética (NIAMS, 2020; Das, 2021). Sin embargo, cualquier
causa de la enfermedad desencadena en las células inmunitarias y no inmunes de la piel, un aumento de
la produccién de multiples citocinas proinflamatorias, por lo que la psoriasis puede llegar a ser una
enfermedad sistémica, producida por la interaccién de las diversas citocinas proinflamatorias (Korman,
2020). Las comorbilidades con las que se asocian son: artritis psoridsica, inflamacion intestinal, higado
graso no alcohdlico, y algunos desordenes metabdlicos como la diabetes mellitus, obesidad y

aterosclerosis (Yamanaka et al., 2021).

La calidad de vida de los pacientes con psoriasis también se ve afectada, ya que se relaciona con ansiedad
y depresion dependiendo del grado de severidad de la psoriasis (leve, moderada o grave). En México,
segun Lopez-Mejia et al. (2022), el 57.1% de pacientes con psoriasis grave tienen una fuerte repercusiéon
en su calidad de vida. Dependiendo de la severidad y la variante clinica de la psoriasis se designa el
tratamiento, considerando las necesidades individuales de cada paciente (Bocheriska et al., 2021).
Actualmente, las opciones terapéuticas se engloban en tres categorias: terapia tdpica, fototerapia y
tratamientos sistémicos (Das, 2021; Raharja et al., 2021). Sin embargo, derivado de las necesidades
individuales de los pacientes, los tratamientos tienen diversas limitantes como edad, historial de
enfermedades, embarazo, entre otras. Y efectos secundarios como inflamacion, quemaduras, ardor y/o
sensibilidad (Miron et al., 2020; Bocherska et al., 2021). Ademas de estos factores a considerar, se suma
la falta de eficacia de los tratamientos y costos elevados que los pacientes deben pagar para tener acceso

a dichos tratamientos (Bochenska et al., 2021).
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Por otro lado, hay estudios que demuestran la efectividad de sustancias derivadas de plantas que pueden
ser consideradas para su empleo en la formulacién de nuevos tratamientos dirigidos a modular la
proliferacién de las células del sistema inmune, la produccidn de citocinas y algunas otras moléculas en la

respuesta a la inflamacion en diversas enfermedades de la piel, como la psoriasis (Bochenska et al., 2021).

Para ello, primero se realizan estudios in vitro, donde se simulan procesos inflamatorios, como los que
ocurren en la psoriasis y su interaccién con diversas moléculas o compuestos para poder ser estudiado.
De esta forma, se determinan las sustancias potenciales que puedan ser aplicadas como tratamiento de la
enfermedad (Sarama et al., 2022). Dentro de los diferentes modelos in vitro, los monocultivos son éptimos
para abordar inicialmente la respuesta en un tipo de célula especifica. Esto permite tener un ambiente
controlado, sin las interacciones entre tejidos y estructuras complejas que puedan interferir, en la

respuesta de las células involucradas en la psoriasis ante un estimulo determinado (Sarama et al., 2022).

En este proyecto, se adaptaron modelos in vitro en monocultivos de queratinocitos y células del sistema
inmune involucradas en la psoriasis para evaluar las respuestas inflamatorias y proliferativas de las plantas
Anemopsis californica, Artemisia californica, Hemidesmus indicus, Eclipta prostrata y el preparado herbal

Triphala (Emblica officinalis, Terminalia chebula y Terminalia belerica).

1.1 Antecedentes

La psoriasis es caracterizada por la inflamacidn en respuesta a la interaccién entre queratinocitos y células
del sistema inmune, sobre todo con células Langerhans, células T y macréfagos. Esto resulta en un
engrosamiento profundo de la piel causado por la hiperproliferacién de queratinocitos, lo que se conoce
como acantosis (Gran et al., 2020; Orsmond et al., 2021). A continuacién, revisaremos la composicién de

la piel y las vias moleculalres que estan implicadas en la psoriasis.

1.1.1 Irregularidades de la piel en la psoriasis

La piel es una barrera cutdnea fisica e inmunitaria que provee proteccion al cuerpo, ésta sufre una
desregulacion a causa de la inflamacidn en la psoriasis. Cominmente la estructura de la piel sana estd
formada por tres capas: epidermis, dermis e hipodermis (Figura 1) (Orsmond et al., 2021), en donde se

detallara a continuacién sola la epidermis y dermis.
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Figura 1. Estructura de la piel. La piel esta formada por tres capas: epidermis, dermis e hipodermis. La epidermis
esta compuesta de células basales en el estrato basal (EB) que se diferencian a queratinocitos, los cuales se van
desplazando por el estrato espinoso (ES) y al estrato granuloso (EG), hasta llegar al estrato corneo (EC), donde
llegan como corneocitos. La dermis esta compuesta de fibroblastos y células inmunitarias residentes, pero también
hay vasos sanguineos que en caso de ser necesaria una respuesta de defensa, permiten el arribo de otras células
inmunitarias. La hipodermis estd compuesta por adipocitos. Fuente: Modificado de Orsmond et al., 2021.

1.1.1.1 Epidermis

La epidermis estd conformada principalmente de queratinocitos y constituida por cuatro estratos (Figura
1). Primero, se encuentra el estrato cérneo que conforma las capas de queratinocitos mas superficiales,
que estan en contacto con el ambiente (Betts et al., 2022). Los queratinocitos se forman a partir de la
diferenciacidn de las células basales en el estrato basal y tardan aproximadamente 30 dias en llegar al
estrato corneo (Betts et al., 2022; Sarama et al.,, 2022). En la piel psoridsica, la migracion de los
queratinocitos se ve acelerada debido a que llegan al estrato cérneo en aproximadamente 6 6 7 dias

(Raharja et al., 2021).

Cabe resaltar que el estrato corneo normalmente estd compuesto por una alta concentracion de queratina
gue es obtenida a través de la cornificacion, proceso que sucede en los queratinocitos diferenciados para
transformarse en células no vivas (corneocitos), que se encargan de la proteccion mecanica, la prevencién

de la introduccion de microbios al organismo y evitar la deshidratacion de los tejidos (Betts et al., 2022).
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Los corneocitos, a su vez, estan rodeados por una matriz extracelular (MEC) rica en lipidos. El lipido mas
comun en la matriz es la ceramida que tiene correlacidn con la pérdida de agua y potencia la inflamacién
mediada por la interleucina (IL) 17, respuesta que también induce al aumento de colesterol en los
queratinocitos y la disminucidn en los niveles de acidos grasos de cadena corta en la psoriasis (Chiricozzi
et al.,, 2018; Orsmond et al., 2021). También las conexiones celulares se ven afectadas, como las
cérneodesmosinas, proteinas asociadas a la adhesidon célula-célula, que en la piel sana se degrada en el
estrato corneo, pero en la psoriasis estas proteinas estan intactas (Orsmond et al., 2021). Ademas de las
IL-17, existen otras interleucinas, que son una familia de proteinas bioldgicamente activas dentro de las
citocinas, que regulan funciones inmunitarias e inflamatorias (Meager, 2006) y que seguiremos abordando

sus funciones dentro de la psoriasis.

Figura 2. Placas psoriasicas cubiertas por escamas en los codos. Fuente: Das, 2021

El estrato cérneo presenta un engrosamiento anormal en piel psoridsica, lo que se conoce como
hiperqueratosis (Orsmond et al., 2021). Este efecto ocurre cuando hay paraqueratosis, esto es cuando los
queratinocitos presentan una diferenciacién incompleta, pero conservan su nucleo celular. Estos sucesos
conducen a la formacion de escamas en la piel que visiblemente caracterizan a esta enfermedad (Figura
2). Otro rasgo distintivo, es que se disminuye o se suprime el estrato granular, causando que la epidermis

se extienda y los vasos sanguineos se ensanchen (Lowes et al., 2007).

También en la epidermis residen las células T reguladoras de memoria (Trm) y células de Langerhans (un

subtipo de células dendriticas encargadas de la presentacion de antigenos). Las células Trm producen IL-
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17 y la IL-22. Con estas citocinas, inducen la hiperproliferacion de queratinocitos que promueven vy

sostienen la aparicion las placas psoriasicas (Gran et al., 2020; Orsmond et al., 2021).

1.1.1.2 Dermis

La dermis estd conformada por diversas estructuras como los vasos sanguineos vy linfaticos, nervios,
foliculos pilosos y glandulas sudoriparas. Los tejidos que constituyen a la dermis constan de dos capas de
tejido conjuntivo conectadas por una malla de elastina y fibrina que son producidas por los fibroblastos
(Betts et al., 2022). En la epidermis también residen macrdfagos, células dendriticas (cDC), mastocitos,
células T reguladoras, células linfoides; todas las células estan inactivas mientras no haya inflamacion, pero
en la psoriasis se activan induciendo la respuesta del sistema inmune (Lowes et al., 2007; Orsmond et al.,
2021). La funcion de los fibroblastos en el desarrollo de la psoriasis es incrementar las especies reactivas
de oxigeno (ROS) por lo que decae la capacidad antioxidante, aumenta produccion de IL-6 e IL-8 y
promueve la proliferacion de queratinocitos al estimular la proteina quinasa (MAPKs) activada por

mitégeno (Wronski y Wojcik, 2022).

1.1.2 Vias moleculares involucradas en |la psoriasis

Aunque las causas exactas de la psoriasis aln no estan completamente claras, se sabe que es una
enfermedad multifactorial. Diversos estudios, como la revision de Ogawa y Okada en 2020, han sefialado
que la predisposicién genética tiene una funcién importante en su desarrollo. No obstante, existen
factores desencadenantes como el trauma, el estrés o la presencia de patdgenos que pueden provocar
una respuesta exagerada del sistema inmune y de las células de la piel (Figura 3) (Das, 2021; Sarama et al.,
2022). Independientemente del factor desencadenante, los primeros en responder ante el dafio tisular
seran los queratinocitos, y por ende seran los responsables de producir péptidos antimicrobianos (AMPs)
como el péptido LL-37, B-defensinas, S100A7/8/9/15 (Morizane y Gallo, 2012; Gaspari et al., 2017) y
quimiocinas como CCL20, CXCL1, CXCL8 (Sarama et al., 2022), ya que éstas son importantes para el

reclutamiento de células inmunolédgicas (Figura 3).

Estas moléculas reclutan primero a las células dendriticas las cuales se activan y liberan el factor de
necrosis tumoral-a (TNFa), IL-23, IL-12 y radicales de éxido nitrico (ON) (Gaspari et al., 2017). La liberacion

de IL-23 provoca la diferenciacién de células T virgenes a células Th17, cuando éstas se activan
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sobreproducen IL-17 e IL-22 (Gendrisch et al., 2021; Ogawa y Okada, 2020). Por otro lado, la liberacion de
IL-12 promueve la diferenciacion de T virgenes a células Th1l (Ogawa et al., 2018). También las células

dendriticas son responsables del reclutamiento de neutréfilos (Gaspari et al., 2017).

Desencadenantes: trauma,
estrés, patégenos
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Figura 3. Vias moleculares involucradas en la psoriasis. Cuando la piel recibe un dafo, los queratinocitos produciran
diversas moléculas (representadas en cada cuadro dependiendo de las células), en las que se encuentran AMPs y
quimiocinas, las cuales desencadenaran el reclutamiento de células inmunoldgicas y la activacion de células
dendriticas (DC) como respuesta. Las moléculas producidas por las células, las residentes activadas y las reclutadas,
provocan una respuesta exacerbada en los queratinocitos. De esta manera el efecto de los queratinocitos provoca
la disfuncion de la barrera. Fuente: Modificado de Sarama et al., 2022.

Los macrofagos residentes e infiltrantes tienen, de igual manera, una funcion en el desarrollo y la
exarbacidn de la psoriasis. Dentro de la categoria de macréfagos infiltrantes estan: activados cldsicamente
(M1) y macréfagos activados alternativamente (M2) (Kamata y Tada, 2022). En pacientes con psoriasis se
muestra un aumento de monocitos circulantes en sangre periférica y macréfagos que se polarizan
principalmente a M1. Se ha demostrado que en el fenotipo M1 tienen un perfil proinflamatorio ya que
producen moléculas como: IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23, TNFa y especies reactivas de oxigeno (iNOS, por sus

siglas en inglés) (Kamata y Tada, 2022; Kim et al., 2022).
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No solo los macrofagos y neutréfilos son reclutados; también otras células inmunes innatas, como las
células dendriticas plasmocitoides, desempefian un papel importante. En las etapas tempranas de la
psoriasis, estas células producen IFN-a e IFN-B, lo que puede desencadenar la diferenciacién y maduracion
de las células dendriticas (DC) y aumentar la expresion de receptores de IL-22, potenciando asi la respuesta

de los queratinocitos a esta interleucina (Guo et al., 2023).

1.1.2.1 Citocinas involucradas

De acuerdo con Gran et al. (2020) y Yamanaka et al. (2021) las citocinas y moléculas mas importantes

involucradas en la psoriasis son las siguientes:

e La IL-23 es producida por macréfagos y principalmente por las células dendriticas. Las vias de
sefializacion de IL-23 estd mediada por cinasas Jano (JAK). El rol de esta citocina en una respuesta
inflamatoria es estimular la producciéon de TNFa y otras citocinas proinflamatorias, por ejemplo,
la IL-23 estimula las células Th17 y promueve la produccién de IL-17 (Guo et al., 2023). Cabe
sefialar que las células Th17, aunque no es productora de esta citocina, participan en el
incremento de ésta. Esta citocina es sobre expresada en piel psoridsica. Ademds, es de importancia
dentro de la patogenia, ya que se ha demostrado que la administracién de IL-23 en ratones

producen lesiones similares en psoriasis.

e Se han identificado 6 isoformas de la IL-17, provenientes principalmente de células Th17, y de
menor produccién en macréfagos, neutrdfilos, mastocitos, las células NK y células B. Ademas, la

IL-17 induce la expresién de IL-1B, IL-6 y TNFa en fibroblastos y macrofagos.

Los homodimeros IL-17A e IL-17F tienen un efecto directo en los queratinocitos para estimular la
produccién de citocinas, péptidos antimicrobianos (S, B-defensinas, quimiocinas (CXCL2, CXCL8 y

CCL20), que reclutan neutroéfilos, macrofagos y linfocitos (Guo et al., 2023).

e Lascélulas epiteliales y fibroblastos tienen receptores de la IL-22, su sefializacidn se realiza a través
de STAT3. Las células Th1/17/22, linfocitos CD8 y NK son las encargadas de producir estas
citocinas. En la psoriasis aumenta su expresién, ya que promueven el engrosamiento vy
descamacion de la epidermis a través de la induccion de migracidn y limitacion de la diferenciacién

correcta de queratinocitos.
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e Los macréfagos, monocitos, linfocitos y queratinocitos producen TNF-a, la cual induce la

proliferacién de células CD4 y la produccidn de quimiocinas y citocinas.

1.1.3 Modelos in vitro

Los modelos in vitro son ampliamente utilizados para evaluar las respuestas celulares en el estudio de la
psoriasis en un ambiente controlado y con resultados reproducibles. En el caso de la psoriasis, los primeros
modelos en monocapa de queratinocitos aislados de piel psoridsica perdian su perfil caracteristico y
presentaban limitaciones en el crecimiento celular y faltaba de heterogeneidad en los resultados. En
cambio, las lineas celulares como queratinocitos humanos inmortalizados (HaCaT) o queratinocitos
humanos primarios (HEK) han demostrado desarrollar un efecto psoridsico al ser estimulados con citocinas

(Sarama et al., 2022).

Actualmente, hay un amplio campo de estudios donde al utilizar el coctel de citocinas (también conocido
como coctel M5) integrado por IL-17A, IL-22, oncostatina M, IL-1a y TNFa en lineas celulares de
queratinocitos HaCaT y NHEKSs, se imita el entorno inflamatorio de la psoriasis y ha permitido identificar
biomarcadores clave para esta patologia (Bielecka et al., 2024; Caifeng Chen Li Chen y Zhang, 2023;
Guilloteau et al., 2010; Sarama et al., 2022). Como la expresidn genetica de: BD2, CXCLS, IL-6, S100A7
(Guilloteau et al., 2010); TNFa, IL-6, IL-8 y h-BD2 (Chen et al., 2018); IL-1B, IL-6, IL-8, TNFa, IL-23A, MCP-1
y proteinas de queratina (KRT) tipo Il como KRT6 y KRT1 (Gao et al., 2020).

De igual forma, se han asociado a las lineas celulares de macréfagos en los estudios de psoriasis inducidos
con lipopolisacéridos (LPS), debido a su papel en la respuesta inflamatoria produciendo éxido nitrico (NO),
TNFa, IL-1y IL-6. Por lo tanto, se ha demostrado su efecto en RAW264.7 en la disminucidon de la produccién

de NO, L-1B, IL-6 y TNFa (Takuathung et al., 2021).

Balkrishna y colaboradores en el 2019 realizaron un estudio in vitro en células de monocitos humanos
(THP-1) estimuladas por LPS, en las que se evaluaron actividades antiinflamatorias del aceite de espino
cerval de mar, en donde se cuantificé la produccién de especies reactivas de nitrégeno (RNS, por sus siglas
en inglés) y la expresion de citocinas pro-inflamatorias. Las RNS disminuyeron al igual que la expresién de
genes de IL-1B, IL-6, IL-8 y TNFa. Con estos modelos in vitro de macréfagos se han podido estudiar los

efectos de diversos compuestos.



1.1.4 Plantas: fuente de posibles agentes terapéuticos

Se han obtenido diversos productos derivados de plantas que pueden tener un perfil farmacocinético
seguro y eficaz con efectos anti-psoridsicos, con actividad antiproliferativa y antiinflamatoria, en pruebas
in vitro, por lo que pueden considerarse como potenciales compuestos terapéuticos (Miron et al., 2020).
Por esta razdn, en este estudio se abordd plantas nativas de Baja California o India, que son utilizadas en
la medicina tradicional en el tratamiento de heridas en la piel que pudieran tener efectos anti-psoriasicos.
Los efectos pueden ser producidos por metabolitos secundarios llamados compuestos bioactivos que
pueden clasificarse en tres clases principales: compuestos fendlicos, alcaloides y terpenos (Azmir et al.,

2013; Rahman et al., 2022).

Segln Azmir y colaboradores (2013), estos compuestos bioactivos se sintetizan a partir de cuatro
principales vias de sintesis de metabolitos: del dcido shikimico, dcido maldnico, acido mevélonico y del no
mevolonato. Esto permite clasificar los compuestos en categorias ya que tienen estructuras generales
(Figura 26). Los grupos funcionales de estas estructuras permiten interactuar con enzimas, radicales libres
y mediadores de la inflamacién, como por ejemplo el grupo hidroxilo (-OH) o dobles enlaces entre

carbonos, lo que les confiere propiedades antiinflamatorias o antioxidantes (Rahman et al., 2022).

1.1.4.1 Anemopsis californica

Esta planta nativa del suroeste de América del Norte y norte de México, también conocida como Yerba del
manso o Yerba mansa, es abundante en areas pantanosas (Rangel, 1998; California Native Plant Society,
2024). Anemopsis californica es utilizada con diversos propdsitos medicinales, sobre todo su aplicacion
externa en afecciones en la piel como quemaduras, llagas y cortadas (California Native Plant Society, 2024;
Lépez Vazquez, 2019). Sin embargo, aun se requieren estudios que corroboren su actividad

antiinflamatoria y/o efecto sobre psoriasis.

1.1.4.2 Artemisia californica

Artemisia californica pertenece a la familia Asteraceae y comparte el género Artemisia con mas de 500

especies. Este género se destaca por tener importancia en la medicina popular en diferentes culturas en

las que destacan por tener propiedades con efectos antinflamatorios, analgésicos y antipaludicos. Algunos
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de los compuestos que estan dentro del género Artemisia que podrian inducir estos efectos pueden

destacar: terpenos, alcaloides, fenoles y poliacetilenos (Filomena et al., 2019).

En California y Baja California la planta nativa Artemisia californica es también conocida como Romerillo;
es un arbusto aromatico que reside en matorrales de salvia costeros y chaparrales (California Native Plant
Society, 2024). Es usada en tratamientos medicinales tradicionales en afecciones como lavado de heridas,
problemas respiratorios y menstruales (California Native Plant Society, 2024). Dependiendo de la afeccion

se puede utilizar externamente como una decoccidn, cataplasma o ungiiento (Filomena et al., 2019).

Por otro lado, Lee et al. (2018) demostrd que el extracto etandlico de Artemisia capillaris, perteneciente a
la misma familia de Artemisa californica, tiene un efecto antiproliferativo en un modelo murino inducido
por IMQ y verificado en células HaCaT. En este estudio, se redujo la proliferacion de queratinocitos
observado en los ensayos de anti-proliferacién y disminuyd el dolor en los ratones utilizando la escala PASI

(Lee et al., 2018; Hsueh et al., 2021).

1.1.4.3 Hemidesmus indicus

Hemidesmus indicus, nativa de la India y Malasia, es llamada por diversos nombres en diferentes dialectos
indios, pero comunmente conocida como Sarsaparilla india, Falsa Sarsaparilla o Hindisalsa (Nandy et al.,
2020). En la revisidn realizada por Nandy et al. (2020) recalca su uso como agente antiaterogénico,
antiespasmadicos, inmunopotenciador, antiinflamatorio y estimula la retencién de la memoria. Sus
presentaciones pueden ser en aceite, cremas tépicas o pastillas. Dentro del uso en el tratamiento de

enfermedades tdpicas estd la psoriasis.

Hemidesmus indicus, es una planta utilizada por el Ayurveda. Este es un sistema de medicina tradicional y
alternativo del subcontinente indio, que basa su conocimiento en la naturaleza y funcion del cuerpo
humano. Sin embargo, carece de fuentes en la literatura, ya que se desconocen muchos de los

componentes activos de estos medicamentos a base de hierbas (Jaiswal y Williams, 2017).

1.1.4.4 Eclipta prostrata

La falsa margarita, Bhringraj o Eclipta prostrata, es considerada como una maleza comun en la India, pero
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su aplicacion en la etnomedicina es de interés. Se utiliza en el Ayurveda y el Sistema Tradicional Chino
(MTC) para el tratamiento de diversas enfermedades, incluidas las enfermedades de la piel como

dermatitis seborreica, vitiligo, eczema y heridas (Feng et al., 2019).

En un estudio realizado por Nakbanpote et al. (2019) se encontré que los extractos etandlicos de la hoja
de E. prostrata, planta conocida por sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, presenté efectos
antiproliferativos en células HaCaT. Sin embargo, los resultados sugieren que pudiera tener una baja
eficiencia en el tratamiento de las psoriasis, aunque recalcan que algunos de sus componentes pueden ser

candidatos en estos tratamientos.

1.1.4.5 Preparado herbal Triphala (Emblica officinalis, Terminalia chebula y Terminalia belerica)

En el Ayurveda, este es un preparado herbal de Emblica officinalis (Amla), Terminalia chebula
(Combretaceae) y Terminalia bellerica (Bibhitaki) en porciones iguales, y es la formulaciéon herbal con
mayor preferencia en sus practicas médicas del Ayurveda. Se ha demostrado que este conjunto herbal
tiene actividad antioxidante, antiinflamatoria, antidiabético, analgésico, inmunomoduladora, entre otras

(Kumar et al., 2016).

Emblica officinalis, nativa de India, por si sola tiene actividad antioxidante bien reconocida, ya que estd
involucrada en la reduccién de la peroxidacién lipidica (Almatroodi et al., 2020). También se demostré su
efecto al reducir ROS hidroperéxido lipidico en lineas celulares de hepatocitos (HepG2) (Nakbanpote et al.,
2019). Ademas, también se determiné el efecto antiinflamatorio, al inhibir citocinas pro-inflamatorias, en

las que se encuentran la IL-6 en una IB3-1 CF (células bronquiales epiteliales) (Almatroodi et al., 2020).

Uno de los usos tradicionales de Terminalia chebula, planta nativa de India, como ténico, es usarse en el
tratamiento para la cicatrizacidon de heridas y enfermedades de la piel (Nigam et al., 2020). En la revisién
de Nigam et al. (2020) se menciona un estudio en modelos de artritis inducida en ratones, en donde
disminuyd el nivel sérico de TNF- a, TNF-R1, IL-6 e IL-1B. También determinaron su actividad inhibitoria de

iNOS en macrdéfagos estimulados por lipopolisacaridos.

Por ultimo, Terminalia bellerica, planta nativa de la India y proveniente de la misma familia de Terminalia
chebula, ha mostrado actividad antioxidante y su actividad antiinflamatoria en ratas Wistar albinas (Gupta

et al,, 2021).
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A partir de los estudios anteriores a este proyecto, se planted hacer uso de los extractos de diferentes
plantas usadas en la medicina tradicional como Anemopsis californica, Artemisia californica, Hemidesmus
indicus, Eclipta prostrata y el preparado herbal Triphala, para profundizar o realizar un primer
acercamiento del posible efecto antipsoridsico y seleccionar aquellas plantas que tengan un efecto
antiproliferativo o antiinflamatorio en células involucras en la psoriasis. De esta forma, se aportard un
estudio con un sustento cientifico acerca del potencial de estas plantas en el desarrollo de nuevos agentes

terapéuticos antipsoriasicos.

1.2 Justificacion

La psoriasis es una enfermedad crénica que afecta aproximadamente a 125 millones de personas en el
mundo. Su tratamiento puede variar dependiendo del grado de severidad de psoriasis en los pacientes;
sin embargo, la accesibilidad a estos se ve comprometida por el costo. Ademas, muchos de los
tratamientos tienen efectos secundarios y/o no son eficaces. Por lo que, dentro de los objetivos
terapéuticos en los tratamientos anti-psoridsicos es reducir y/o inhibir la hiperproliferacion de
gueratinocitos y la produccion de citocinas pro-inflamatorias. Lo que ha llevado a la busqueda de opciones

terapéuticas eficaces y seguras.

En este contexto y con la finalidad de estudiar los efectos anti psoriasicos en células que participan en la
patogenia, diversos grupos de trabajo han implementado modelos de estudio in vitro, que mimetizan los
microambientes generados en los procesos hiperproliferativos e inflamatorios de queratinocitos y células
inmunes asociadas. Por lo que, en este proyecto, se aborda el estudio de plantas que tienen
reconocimiento en la medicina tradicional por sus propiedades terapéuticas en piel, pero que aun no se

han generado hallazgos cientificos que promuevan su evidencia.

1.3 Hipétesis

Al menos uno de los extractos de Anemopsis californica, Artemisia californica, Hemidesmus indicus, Eclipta
prostrata o del preparado herbal Triphala, tendrd efectos antiproliferativos y/o antinflamatorios, en

gueratinocitos y/o macréfagos estimulados con moléculas pro-inflamatorias asociadas a psoriasis.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar los efectos antiproliferativos y/o antiinflamatorios de los extractos herbales etanélicos y/o acuosos
de Anemopsis californica, Artemisia californica, Hemidesmus indicus, Eclipta prostrata y el preparado
herbal Triphala, en células involucradas en psoriasis.

1.4.2 Objetivos especificos

e Establecer las condiciones asociadas a psoriasis en macréfagos para definir los extractos herbales

con actividad antiinflamatoria.

e Establecer las condiciones asociadas a psoriasis en queratinocitos para realizar ensayos de

proliferacién y/o actividad antiinflamatoria de los extractos herbales.

e Determinar el efecto modulador antiproliferativo y/o antiinflamatorio de los extractos herbales

en la expresidn génica de queratinocitos y macréfagos estimulados.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Obtencion de extractos herbales

2.1.1 Obtencidn del material vegetal

Se adquirié el Anantamul (Hemidesmus indicus), el Bhringaraj (Eclipta prostrata) y el preparado herbal
Triphala (Emblica officinalis, Terminalia bellirica y Terminalia chebula) en polvo de Banyan Botanicals®.
Anemopsis californica y Artemisia californica se adquirieron por donacidn de la Dra. Carolina Gutiérrez
Sanchez en Medio Ambiente y Desarrollo de UABC. Las plantas fueron lavadas con agua destilada por
separado y se apartaron las hojas del tallo. En el caso de Artemisia califérnica (Figura 4), por recolectarse

en época de polinizacidn, se separaroén las semillas de la hoja.

Figura 4. Tallo, hoja y semillas de Artemisia californica.

Las hojas se secaron en horno a una temperatura de ~50° C y se pesaron constantemente cada hora. Las
hojas se retiraron del horno (Thermo Scientific™ Vacuum Oven) hasta que su peso en gramos no tuviera
diferencia a la vez anterior, de esta forma se atribuye a una deshidratacion completa a 48 h aprox. Cuando
las hojas se consideraron completamente secas, se trituraron hasta obtener un polvo fino. Los polvos de

cada hoja fueron almacenados a temperatura ambiente en un lugar seco y oscuro.

2.1.2 Preparaciéon de extracto acuoso

Se siguid el protocolo descrito por Cardenas (2019) con las siguientes modificaciones (Figura 5). Para cada

extracto se peso el polvo de las plantas y se prepard con agua destilada en una relacién planta-agua 1:10

(p/v) a 75°C por 5 min en agitacion a 500 rpm (CORNING, PC420-D). Después se filtro con filtros
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convencionales para café y se centrifugd (Kendro Heraeus Multifuge 1 S-R) a 4500 rpm por 5 min a 4°C. Se
recuperod el sobrenadante y se filtré nuevamente. Las muestras se congelaron por al menos 24 h a -80°Cy
se liofilizaron (FreeZone™, LABCONO). Se obtuvo el porcentaje de rendimiento de los extractos con la

ecuacion (1). Se almacené la solucién madre del extracto a 4°C sin luz.

) o Peso inicial — Peso final seco
Porcentaje de rendimiento = — X100 (1)
Peso inicial

Los extractos acuosos fueron filtrados con un filtro de 0.2 um (Corning®) y resuspendidos en PBS a

concentraciones establecidas.

1 2
e
Planta en polvo U Centrifugado
Agitacion Filtrado
v

8 7 r:‘l“ & 5 R
. S e

=)= |

Resuspencion e
P Exracto madre Liofilizacién Congelado Filtrado

en PBS

Figura 5. Preparacion de extractos acuosos. 1) El material triturado. 2) Agitacion en agua destilada con el material
triturado a 75° C por 5 min. 3) Primera filtracion. 4) Centrifugado a 4500 rpm. 5) Segunda filtracion. 6) Refrigeracion
del material recuperado a -80°C por 24 h. 7) Liofilizacion del material. 8)Extracto madre a 4°C sin luz. 9)
Resuspencion del material en PBS.

2.1.3 Preparacidén de extractos etandlicos

Se realizaron dos extracciones etandlicas (Figura 6). La primera aplicando la metodologia que el extracto
acuoso, solo que, al polvo de cada planta se le afiadid etanol absoluto con la proporcidn 1:10 (p/v) y se
mantuvo en agitacion (500 rpm) por 5 min (Figura 6, paso 2-A). En el segundo método se traté de simular
las condiciones de una tintura, que es como se aplican los extractos de las plantas como uso tradicional,

por lo que, en vez de ser una agitacion por 5 minutos, el polvo y el etanol (respetando la misma proporcidn)
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se depositaron en un frasco @mbar por una semana y una agitacion manual diaria (Figura 6, paso 2B).
Después se siguid con la metodologia descrita, en donde se filtré y se centrifugd a 4500 rpm por 5 min a
4°C. Se recuper6 el sobrenadante y se filtré6 nuevamente. Las muestras se concentraron a través de
evaporacion utilizando el equipo Rocket de Genevac siguiendo las recomendaciones del proveedor (Figura
6). Se obtuvo el porcentaje de rendimiento para conocer la concentracion de los extractos con la ecuacion

(1).

Se guardd el extracto madre que contenia el concentrado seco a 4°C y sin luz para realizar las pruebas
futuras. Los extractos se reconstituyeron en DMSO a una concentracién menor al 1% en las soluciones de

trabajo y el resto se reconstituyé en PBS.

1 2 4
—_
° r
Planta en polvo : -
A i Maceracién por 7 Filtrado
Agitacién i dias conuna Centrifugado

agitacion diaria

8 4 7 6 .‘ 5 .
» ‘
— — Fuce — - v
Evaporacién del 1]
Extracto madre solvente Filtrado

Resuspencion

en DMSO/PBS

Figura 6. Preparacion de extracto etandlicos. 1) El material triturado. 2) A) Agitacion por 5 min en etanol puro con
el material triturado o B) maceracidon en etanol puro con el material triturado por 7 dias con una agitacion diaria.
3)Primera filtracion. 4) Centrifugado a 4500 rpm. 5) Segunda filtracion. 6) Refrigeracion del material recuperado a
-80°C por 24 h. 7) Liofilizacion del material. 8)Extracto madre a 4°C sin luz. 9) Resuspencion del material en DMSO
menor a 1%/PBS.

2.1.3.1 Determinacién de contenido fendlico de los extractos

Los fenoles son compuestos que pueden participar en procesos antiinflamatorios, por lo que a través del
ensayo Folin-Ciocalteu se puede determinar el contenido fendlico. El protocolo fue modificado de Rubio-
Elizalde (2019). Para poder realizar este ensayo se requirié una curva de referencia, que en este caso fue

de acido galico, en las que se trabajoé en concentraciones de 0 a 600 nM. Para determinar el contenido



17

“u

fendlico de cada muestra se realiz6 una interpolacidn utilizando la ecuacién (2), donde “y” es la

“_n

absorbancia y “x” era la concentracién.

y = 0.0007x — 0.006 (1)

La curva de referencia (Figura 27) y la determinacidn de las muestras se trabajaron en una placa de 96
pozos, en donde a cada pozo se agregaron 100 pl del reactivo Folin-Ciocalteu a 0.2 N. Después de 5 minutos
se agregé Na,COsz a 700 nM vy se incubd sin luz a temperatura ambiente por 2 h. La absorbancia se leyd a

760 nm (Epoch, BioTech).

2.2 Seleccion de extractos herbales mediante ensayos en macréfagos

Antes de continuar con los ensayos en queratinocitos, se seleccioné un tipo de extracto acuoso o etanélico,
para cada planta a través de ensayos en macréfagos con un perfil inflamatorio. También se eligié una sola

concentracién para cada tipo de extracto.

Esta seleccion se llevd a cabo a través de una serie de consideraciones bioquimicas y bioldgicas de los

extractos que permitieron realizar un primer acercamiento en macréfagos:

1. Se descartaron los primeros extractos que no se concentraron al realizar la liofilizacién o la
evaporacién del solvente, ya que no se obtuvo un porcentaje de rendimiento que pudiera ser

considerado.

2. Solo los extractos que pudieron ser resuspendidos en PBS o DMSO pudieron ser utilizados en los

ensayos posteriores.

3. Con los extractos homogenizados, se evalud el contenido fendlico y la citotoxicidad de las cinco

concentraciones de trabajo (500 ug/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/mly 31.25 pg/ml).

4. Por ultimo, se realizo la seleccién de extractos con indicios de una respuesta antiinflamatoria a través

de la cuantificacion de la expresion de genes en macréfagos M1.
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Para el punto 4 se realizaron varios ensayos los cuales se describen a continuacion.

2.2.1 Cultivo de macrdéfagos

Para realizar el primer cribado bioldgico de los extractos, se evalud su potencial antiinflamatorio en la linea
celular monocitica de leucemia humana (THP-1, ATCC) que se cultivd y mantuvo en medio RPMI-1640
(Biowest) suplementado con suero bovino fetal (Biowest) al 10% o en el caso de la estimulacién con LPS
(BioXtra, Sigma-Aldrich) al 5%, antibidtico (Gibco) al 1%, en una atmésfera humidificada de 5% de CO,. Con
la finalidad de diferenciar los monocitos a macréfagos activos con perfil pro-inflamatorio (M1) se requirio
de tratamientos previos con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) y lipopolisacaridos (LPS) (Huang et al.,

2019; Shi et al., 2022).

2.2.1.1 Estandarizacion de diferenciacion de monocitos a macréfagos

El uso de PMA es ampliamente aceptado para diferenciar los monocitos THP-1 a macréfagos MO, también
llamados macréfagos en reposo o inactivados (Zhang et al.,, 2022; Zhao et al., 2017). Sin embargo,
dependiendo del tiempo y concentracion de PMA provoca variantes en cambios morfoldgicos y
moleculares (Pinto et al.,, 2021). A través de una busqueda en la literatura, se seleccionaron las
concentraciones de 50 y 100 nM de PMA por 24 h para evaluar sus efectos en las células THP-1 y elegir la

concentracién mds adecuada (Starr Tregei et al., 2018).

Se trabajo en una placa de 24 pozos (Corning) con 3.6x10* células en 400 pL por pozo con un duplicado de
concentraciones a 50 nM y 100 nM de PMA (Sigma-Aldrich). Como primera seleccién de la concentracion
a trabajar en los futuros ensayos se verificd el cambio morfoldgico, por lo que se tomaron fotografias a las

0 hy 24 h posteriores a la adicion de PMA.

2.2.1.2 Establecimiento de modelo de inflamacién con LPS

La polarizacién de los macréfagos MO a M1 con perfil proinflamatorio es inducido por LPS (Huang et al.,

2022). Al igual que el PMA, el LPS es utilizado en diferentes concentraciones y tiempo que abarcan de 1

ng/mla 1 pg/mlpor 24 h (Duefias et al., 2023). A través de una busqueda en la literatura, se seleccionaron
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las concentraciones de 10 ng/ml, 100 ng/ml y 1 pug/ml de LPS por 24 h para evaluar sus efectos en las

célulasTHP-1 en medio RPMI-1640 con SBF a 5% para no sobre activarlas y elegir una concentracion.

Para determinar la concentracion éptima de LPS, primero se seleccioné la concentracién de 100 nM de
PMA 'y se siguié la metodologia de la seccion 2.2.1.1. Después de 24 h se retird el medio con PMA, se hizo
un lavado con PBS y se agregé medio con las diferentes concentraciones de LPS (10 ng/ml, 100 ng/mly 1
ug/ml). Finalmente se observaron cambios principalmente morfoldgicos a través de un registro fotografico

alas Oh y 24 h posteriores de afadir el LPS.

2.2.2 Ensayo de viabilidad celular

Con el fin de evaluar la respuesta de las células ante los diferentes extractos, primero se determiné el
grado de citotoxicidad en diferentes concentraciones en macréfagos. Se utilizé la metodologia segun
Renteria Pacheco (2023) para evaluar la citotoxicidad de los macréfagos a través de un ensayo con 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) (Promega). Las células THP-
1 se sembraron 1x10* células en placas de 96 pocillos (Corning) en medio completo con PMA a 100 nM.
Después de 24 h se retiré el medio y se adiciond medio con las diferentes concentraciones del extracto
(500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/mly 31.25 pg/ml) durante 24 h. Después de las 24 h, se retird
el medio y sustituyd con medio completo y 10 ul de MTS a cada pocillo. Después, las placas se incubaron
a 37 °Cy 5% CO; durante 2 h. La absorbancia se leyé a 490 nm con un lector de microplacas (Epoch,

BioTech).

2.2.3 Evaluacién actividad antiinflamatoria mediante RT-qPCR
Para determinar la actividad antiinflamatoria de los extractos con una sola concentracién en los

macroéfagos, se realizé una evaluacion de la expresidon de genes de las moléculas pro-inflamatorias IL-6 y

TNFa. En la siguiente seccidn, se describen los pasos.

2.2.3.1 Extraccion de ARN

Primero se incubaron las células THP-1 en placas de 24 pozos con 2x10° células/pozo, donde se
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estimularon previamente con 100 nM de PMA y posteriormente con 100 ng/ml de LPS con la metodologia

descrita anteriormente para inducir la respuesta inflamatoria. De esta forma se indujo una polarizacion de

THP-1 a M1.

Después de la estimulacidon con LPS se realizaron co-tratamientos por 24 h con LPS y los extractos por
individual: los extractos acuosos de H. indicus, E. prostrata, Anemopsis californica, Artemisia californica y

el extracto etandlico de Triphala a una concentracion de 125 ug/ml.

Después de las 24 h del tratamiento con los extractos de las plantas se realizé un lavado con PBS para
proceder a la extraccién de ARN total con TRI Reagent (ThermoFisher), utilizando 1-bromo-2-cloropropano
(Sigma-Aldrich) para separar la fase acuosa de las fase organica e inorganica. Se centrifugd (Centrifuge
5417R, Eppendorf) a 12,000 g por 12 min. Se recuperd el ARN y se agregd isopropanol (Sigma-Aldrich) para
centrifugar a 12,000 g por 10 min y precipitar el ARN, después se retird el sobrenadante. Se agregd etanol
al 75% para hacer un lavado al precipitado de ARN, se volvié a centrifugar a la misma velocidad, pero por
8 min. Se retiro el etanol y el material se resuspendié en agua DEPC. Se determind la calidad vy
concentracién de ARN con el equipo NanoDrop y se verificé la integridad del ARN en un gel de agarosa al

2% (Sigma-Aldrich).

2.2.3.2 Cuantificacidon de genes de macréfagos M1 con tratamientos

Para determinar la expresion génica se utilizé el kit SuperScrip Il First-Strand Synthesis SuperMix
(Invitrogen). El gen de referencia que se utilizé fue B-actina a 300 nM. Los oligonucledtidos para el gen
TNFa se utilizaron a una concentracidon de 200 nM y para IL-6 a 100 nM. Las secuencias de oligonucleétidos
se encuentran en la Tabla 1.

Para sintesis de ADNc se utilizd 300 ng de ARN total después de la extraccidn, y se realizé como lo sefala
el fabricante. Para la qPCR, se utilizd para cada una: 5 puL SYBR (Appliedbiosystems, Thermo Fisher
Scientific), 15 ng de ADNc y las concentraciones respectivas de cada oligonucledétido que se encuentran en
la Tabla 1. En el termociclador de PCR en tiempo real 7500 (Applied biosystems) se realizaron las
reacciones de 95 °C por 10 min y 40 ciclos (95 °C por 15s y 60 °C por 1min). Se utilizé el método -AACT para
comparar la expresion de genes. Para determinar los extractos que se probarian en queratinocitos se
realizd un analisis estadistico ANOVA en GraphPad Prism 8 y la normalizacién de los datos se realizd en

Past 4.
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Tabla 1. Oligonucleédtidos utilizados para el andlisis de expresion de macréfagos con perfil inflamatorio en
respuesta a los tratamientos herbales en qPCR.

Secuencia 5°-3° Longitud (nt) Referencia

2.3 Estandarizacion del modelo psoriasico en células HEK con coctel M5

2.3.1 Cultivo de queratinocitos

Se adquirié la linea celular primaria de queratinocitos epidérmicos humanos (HEK, Cell Applications), la
cual fue cultivada en medio de crecimiento para queratinocitos (KGM) (EpiVita, Cells Applications),

antibidtico/antimicdtico al 1%, en condiciones de CO; al 5%.

2.3.2 Ensayo de viabilidad celular

Para evaluar la citotoxicidad del extracto acuoso de Artemisia californica y el extracto etandlico de
Triphala, se utilizé la metodologia segin Renteria Pacheco (2023) para evaluar la citotoxicidad de los
macroéfagos a través de un ensayo con 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolio (MTS). Las células HEK se sembraron en placas de 96 pozos en medio completo, posterior a
las 24 h se adicionaron los extractos con una concentracion final de 125 pg/ml durante 24 h mas. Al
finalizar la exposicidn de las células a los tratamientos, se retird el medio y sustituyé con medio completo
y MTS en cada pocillo. Después las placas se incubaron a 37 °Cy 5% CO, durante 4 h. La absorbancia se

ley6 a 490 nm con un lector de microplacas.
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2.3.3 Cuantificaciéon de expresion génica en células HEK

2.3.3.1 Tratamiento con extractos herbales en células HEK y extraccion de ARN

A través de una busqueda en literatura, se determind la concentracidn a utilizar de cada uno de los
componentets del coctel M5 (Guilloteau et al., 2010). Es decir, IL-17A, 1L-22 (MedChemExpress),
Oncostatina M, IL-1a y TNFa (Miltenyi Biotec) fueron trabajados a una concentracién de 2 ng/ml por cada
citocina y una concentracion final de 10 ng/ml. Para validar el modelo y el efecto de los tratamientos, se
sembraron 1.9 x10* células (pase 3-6) por pozo en una placa de 12 pozos y 1.5 ml de medio KGM. Después
de 24 h, las células HEK fueron estimuladas 24 h con el coctel M5 (Guilloteau et al., 2010). Posteriormente,

alas 24 h se afiadio 125 pg/ml de los extractos de Anemopsis californica, H. indicus y de Triphala.

Para validar el modelo in vitro de respuesta psoridsica en células HEK y conocer los posibles efectos de los
extractos herbales, después de la estimulacion con el coctel M5 se analizaron cinco genes; KGRT1, CCL20,
CXCLS8, S100A7 e IL-6. Considerando que KGRT1 es un marcador de queratina; KRT6 es un marcador de
proliferacién; CCL20 y CXCL8 son marcadores de quimiocinas; S100A7 es un péptido antimicrobiano, e IL-
6 es un marcador de inflamacidn, la expresion de estos genes se ven modificados teniendo una respuesta
psoridsica (Gao et al., 2020; Gendrisch et al., 2021; Mingfen et al., 2021; Pazdernik y Prediger, 2020;

Takuathung et al., 2021), lo que permite validar el modelo in vitro.

Tabla 2 Oligonucleétidos utilizados para la validacién del modelo in vitro de respuesta psoridasica en HEK
estimulados con el coctel M5 y con tratamientos herbales en su expresion génica.

Concentracion Longitud Referencia
Secuencia 5"-3°
(GLY))] (nt)
F: AATTACCTCGCCGATGTCTTTGA 23 (Tsuji et al.,
S100A7 200
R: ATGGCTCTGCTTGTGGTAGTC 21 2020)
F: TCTGCAGCTCTGTGTGAAGGTG 22
(Shin et al.,
CXCL8 R: 200 24
2020)
TGTGGTCCACTCTCAATCACTCTC
F: GAGTTTGCTCCTGGCTGCTTTG 22
(Shin et al.,
CCL20 R: 200 24
2020)

AGCAGTCAAAGTTGCTTGCTTCTG
F: CTTTTCTGCTGTTTCCCAATGAA 200 23
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R: 24 (Gaoetal.,
GGAAAGAACAAAGCAGGGTCATAG 2020)
300 -
R: GGGTTTCAGTGCCAACTCAG 22

Se realizd la extraccién de ARN como se especifica en la seccidn 2.2.3.1. con TRI reagent (Sigma Aldrich).
Se determind la calidad y concentracion de ARN con el equipo NanoDrop. Para realizar la RT-qPCR, se
utilizé el kit SuperScrip Ill. El gen de referencia fue B-actina. Las secuencias de oligonucledtidos S100A7,
CXXL8, CCL20, KRT1 y KRT6 se encuentran con las respectivas concentraciones empleadas en la tabla 2 y
de B-actina y IL-6 en la tabla 1. Se realizd el andlisis estadistico ANOVA en el software GraphPad Prism 8 y

la normalizacion de los datos se realizé en Past 4.



24

Capitulo 3. Resultados y discusion

3.1 Rendimiento de extractos

En este estudio se determinaron los posibles efectos anti psoridsicos de Anemopsis californica, Artemisia
californica, Hemidesmus indicus, Eclipta prostrata y del preparado herbal Triphala. Las plantas fueron
elegidas por su uso en la medicina tradicional en afecciones tépicas. En el caso de Anemopsis californica y
Artemisia californica se realizo la extraccién acuosa a partir de la hoja debido a que es la parte mas utilizada
en la realizacion de tratamientos acuosos topicos en la medicina tradicional (Filomena et al., 2019; Medina-

Holguin et al., 2008).

Los extractos acuosos fueron resuspendidos en PBS y los extractos etandlicos en DMSO con una
concentracién menor al 1%. Sin embargo, en la Figura 17 (pagina 47) se muestran los extractos que se
pudieron resuspender sin exceder el 1% de DMSO y que fueron usados en los ensayos posteriores. Los
extractos herbales que se seleccionaron para los ensayos de viabilidad celular y contenido fenélico fueron:
todos los extractos acuosos, los extractos etandlicos de E. prostrata, H. indicus y Anemopsis californica
realizados con la extraccién de 5 min y los extractos etandlicos de Triphala, H. indicus y Artemisia

californica extraidos por 7 dias.

Los rendimientos obtenidos de las extracciones acuosas y etandlicas de cada planta se presentan en la
Tabla 3. En general, las extracciones acuosas mostraron mayores rendimientos en comparacion con las
etandlicas, esto puede indicar que el concentrado estd constituido mayormente por compuestos
termoestables, ya que la metodologia utilizada favorece la obtencidn de compuestos estables al calor, tal

como se menciona en la revision de Jha y Sit (2022).

Por otro lado, las extracciones etandlicas realizadas con el protocolo dos, que incluyé una maceracién de
7 dias, generaron mayores rendimientos que aquellas realizadas en 5 minutos. Aunque la maceracion a
temperatura ambiente es un proceso lento y menos eficiente, es recomendada para la extraccidon de
compuestos termoldbiles (Jara-Palacios et al., 2020; Jha y Sit, 2022). En el caso de la extraccién de 5
minutos, el corto tiempo de exposicidn entre las hierbas y el solvente pudo haber afectado el rendimiento,
lo cual estd respaldado por la literatura, que sugiere que el método de extraccion influye

significativamente en el rendimiento final (Jha y Sit, 2022).
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De acuerdo con Jha y Sit (2022), tanto el agua como el etanol son solventes adecuados para extraer
compuestos polares. Esto nos permite inferir que los extractos acuosos, que presentaron mayores
rendimientos, podrian contener mayormente compuestos como 4acidos fendlicos, antocianinas, taninos,
saponinas y terpenoides. Por su parte, los extractos etandlicos, aunque de menor rendimiento,
probablemente contienen compuestos como taninos, polifenoles, flavonoides, terpenoides y alcaloides
(Alara et al., 2021; Jha y Sit, 2022). Sin embargo, el andlisis bioquimico sera fundamental para tener un

acercamiento certero de los posibles compuestos responsables de las actividades observadas.

Ademas, el tamafio de las particulas de las plantas influye en la eficiencia de la extraccidn. Segin Oubannin
et al. (2024), las particulas mas pequefias mejoran el contacto entre la muestra y el solvente, lo que facilita
la extraccidn. En las extracciones acuosas, las plantas en polvo presentaron un mayor rendimiento en
comparacion con las plantas adquiridas completas. De todas las plantas estudiadas, Hemidesmus indicus

mostré el mayor rendimiento. Todos los rendimientos obtenidos se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Rendimiento de los extractos acuosos y etandlicos. EtOH: Extraccion etandlica por 5 min, EtOH*:
extraccion etandlica por 7 dias.

Planta Tipo de extracto Rendimiento (%)

Anemopsis
californica

Artemisia

Hemidesmus
indicus
Eclipsa prostrata Acuosa

Triphala
Hemidesmus EtOH
indicus

Eclipsa prostrata

Triphala 10.8

0.6

Anemopsis
californica
Artemisia 8.8
californica
Hemidesmus
indicus
Eclipsa prostrata EtOH*

1.6
Triphala

Q
Q
=
3
=
Q
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El extracto acuoso de Hemidesmus indicus mostré en este estudio un rendimiento de 38.5%, superior a los
extractos etandlicos, que fueron de 0.6% y 2.6%. Este resultado es consistente con la literatura, que
reporta rendimientos superiores al 20% cuando se emplea agua como solvente, como se observa en los
estudios de Austin et al. (2003), Fimognari et al. (2011), Guerrini et al. (2014) y Statti et al. (2015). En el
estudio de Statti et al. (2015), se compard el extracto acuoso con uno hidroetandlico, demostrando
nuevamente que el acuoso tiene un rendimiento superior. Ademas, se ha informado que otros solventes,
como el metanol, acetona y etanol, producen rendimientos inferiores al 20%, tal como lo mencionan

Austin et al. (2003) y Kumar et al. (2012).

3.2 Evaluacion y seleccion de concentraciones de los extractos herbales para

determinar actividad antiinflamatoria

3.2.1 Concentracion fendlica y citotoxicidad de los extractos herbales

Los resultados de concentracién fendlica de cada planta fueron analizados junto con los resultados de
citotoxicidad como estrategia de seleccién para los ensayos subsecuentes de cultivo celular. La evaluacion
de la citotoxicidad se realizd en los cinco extractos acuosos y en los extractos etandlicos resuspendidos.
De las cinco concentraciones evaluadas (500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 ug/mly 31.25 ug/ml), se
realizd un analisis de aquellas concentraciones que no presentaran citotoxicidad, segun la norma
"Evaluacién bioldgica de productos sanitarios. Parte 5: Ensayos de citotoxicidad in vitro" (ISO 10993-
5:2009), la cual indica que un porcentaje <70% se considera citotdxico, y que mostraran la mayor
concentracién posible de contenido fendlico. Estos resultados se estaran mostrando en las Figuras 7 a la

16, descritas a continuacion.

En general, en este trabajo, los extractos etandlicos presentaron una mayor concentracién de fenoles en
comparacidén con sus respectivos extractos acuosos. En el caso de Anemopsis californica, el contenido
fendlico del extracto etandlico de las concentraciones 125, 200 y 500 pg/ml (0.03, 0.06 y 0.12 uM,
respectivamente) (Figura 7A) fue el que tuvo concentraciones mas cercanas al de su extracto acuoso
(0.022, 0.029 y 0.069 uM respectivamente, Figura 7B) que el resto de los extractos. Sin embargo, estas
concentraciones en el extracto etandlico resultaron ser citotdxicas (Figura 8B). En cambio, el extracto

acuoso no es citotdxico para las células por debajo de 500 pg/ml, por lo que las concentraciones de 250
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pug/ml, 125 pg/mly 62.5 ug/ml resultaron no ser significativas en comparacion con respecto a células sin

tratamientos (Figura 8).
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Figura 8. Viabilidad celular de extractos de Anemopsis californica. A) Extracto acuoso y B) extracto etandlico.
ANOVA de una via, método de comparacion por Dunnett, n=3 por grupo (P<0.05), donde un valor de 0.1 es
considerado no significativo (ns), 0.01 (**), 0.001 (***) y <0.0001 (****),

En los extractos de Artemisia californica, el contenido fendlico de la extraccion etandlica fue superior a la

extraccién acuosa (Figura 9), sin embargo, las concentraciones de la extraccidon etanélica mostraron ser

citotéxicas (Figura 10B) por lo que ya no se considerd este extracto para los ensayos posteriores. De la

extraccion acuosa, las concentraciones de 250 y 500 pg/ml resultaron ser citotdxicas (Figura 10A).
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Figura 10. Viabilidad celular de extracto acuoso de Artemisia californica. A) Extracto acuoso y B) extracto etanoélico.
ANOVA de una via, método de comparacion por Dunnett, n=3 por grupo (P<0.05), donde un valor de 0.1 es
considerado no significativo (ns), 0.01 (**), 0.001 (***) y <0.0001 (****),

Comparando el contenido fendlico del extracto acuoso (Figura 11A) con extracto etandlico (Figura 11B) de
Hemidesmus indicus, la extraccion por 5 min tiene mayor concentracidn que la extraccidon acuosa en cada
concentracién y en la extraccidon de 7 dias llega a ser el triple esa diferencia, sin embargo, ambas
extracciones etandlicas (Figuras 12B y 12C) son citotdxicas, por lo que quedaron fuera de la seleccidn. La

extraccidon acuosa resulté ser no citotdxica en ninguna de sus concentraciones (Figura 12A).
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Figura 11. Contenido fenédlico de extractos de Hemidesmus indicus. A) Extracto acuoso, C) Extracto etandlico (5
min), C) extracto etandlico (7 dias). n=3.
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Figura 12. Viabilidad celular de Hemidesmus indicus. A) Extracto acuoso con concentraciones no citotoxicas, By C
los extractos etandlicos son citotdxicos. ANOVA de una via, método de comparacion por Dunnett, n=3 por grupo
(P<0.05), donde un valor de 0.1 es considerado no significativo (ns), 0.01 (**), 0.001 (***) y <0.0001 (***%*),

En el caso del extracto acuoso de Eclipta prostrata, el contenido fendlico (Figura 13A) es mayor a 0.009
UM en las concentraciones 125, 250 y 500 pl/ml comparandolo con el extracto etandlico (Figura 13B) a su
concentracién de 31.25 pl/ml. Lo anterior, considerando que fue la Unica concentracién no citotdxica de
este extracto (Figura 14B). Por otro lado, el extracto acuoso mostré que ninguna de las cinco

concentraciones fue citotdxica (Figura 14A).
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Figura 13. Contenido fendlico de extractos de Eclipsa prostrata. A) Extracto acuoso B) Extracto etandlico. n=3.
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Figura 14. Viabilidad celular de E. prostrata. A) Extracto acuoso y B) Extracto etandlico. ANOVA de una via, método
de comparacién por Dunnett, n=3 por grupo (P<0.05), donde un valor de 0.1 es considerado no significativo (ns),
0.01 (**), 0.001 (***) y <0.0001 (****),

Es importante destacar que el extracto etandlico de Triphala fue el Unico, entre las plantas estudiadas, que

no presentd citotoxicidad en ninguna de sus concentraciones. Ademas, al analizar su contenido fendlico,
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este extracto tuvo la mayor concentracion de fenoles entre todos los extractos evaluados (Figura 15).
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Figura 16. Viabilidad celular de extractos de Triphala. A) Extracto acuoso B) extracto etandlico. ANOVA de una via,
método de comparacion por Dunnett, n=3 por grupo (P<0.05), donde un valor de 0.1 es considerado no
significativo (ns), 0.01 (**), 0.001 (***) y <0.0001 (****),

Tanto el extracto etandlico como el acuoso de Triphala mostraron que las cinco concentraciones evaluadas
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no fueron citotdxicas (Figura 16), presentando viabilidades celulares superiores al 75%. En el caso del
extracto acuoso (Figura 16A), las viabilidades para las concentraciones de 31.25, 62.5, 125, 250 y 500 pg/ml
fueron de 79%, 82%, 75%, 79% y 91%, respectivamente. Para el extracto etandlico (Figural6B), las
viabilidades fueron notablemente superiores, con valores de 175%, 128%, 131%, 147% y 121% en las
concentraciones de 31.25, 62.5, 125, 250 y 500 pg/ml, respectivamente. Los porcentajes mayores a 100%
puede deberse a que el extracto puede alterar la actividad metabdlica de las células (Gendrisch et al.,

2021).

Los resultados de contenido fendlico concuerdan con los que obtuvieron Kalaiselvan y Rasool (2016), en
donde encontraron que el perfil de HPLC del extracto acuoso de triphala habia presencia de polifenoles en
donde el 4cido galico era el componente que mas predominaba. En ese mismo estudio se encontraron
otros compuestos pertenecientes a los polifenoles como el acido ascérbico, acido tdnico, acido

quebuldgico y 4cido quebdlico.

La diferencia en el contenido fendlico entre extractos puede explicarse por la influencia del método y el
solvente utilizado en la extraccion, factores que afectan tanto el contenido total de fenoles como su
actividad bioldgica (Waszkowiak y Gliszczyriska-Swigto, 2016). Ademds, parametros como la exposicién a
la luz, la duracion de la extraccion, la temperatura, el pH y la relacion solvente/sustrato también influyen
en el rendimiento de la extraccidon de este tipo de compuestos (Alara et al., 2021). Cabe resaltar que el
agua y el etanol son los disolventes mas utilizados en la extraccién de compuestos vegetales debido a su
a su aceptacién como solventes seguros y su polaridad permite extraer compuestos para una amplia gama
de compuestos bioactivos orgdnicos e inorganicos con la posibilidad de mezclar estos solventes en

cualquier proporcién (Jara-Palacios et al., 2020; Waszkowiak y Gliszczyriska-Swigto, 2016).

Aunque el contenido de fenoles fue un factor importante para la toma de decisiones en este estudio,
debido a la sélida evidencia de sus diversas propiedades farmacoldgicas, como efectos antinflamatorios
(N. Kumar y Goel, 2019; Rahman et al., 2022), otro criterio para seleccionar la concentracién de los
extractos utilizados en los ensayos posteriores fue el porcentaje de viabilidad celular. Solo se incluyeron
los extractos que presentaron una viabilidad superior al 75%, clasificandolos como no citotdxicos. Este
criterio se establecié de acuerdo con la norma "Evaluacién biolégica de productos sanitarios. Parte 5:
Ensayos de citotoxicidad in vitro" (ISO 10993-5:2009), la cual indica que una reduccién de viabilidad >30%
se considera indicativa de citotoxicidad. Para estandarizar el andlisis en todas las plantas, se decidid

trabajar con la concentracién de 125 pg/ml.
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La citotoxicidad observada en algunas plantas podria estar relacionada con las altas concentraciones
utilizadas en los ensayos, siendo que la concentracidon minima trabajada fue de 31.25 pg/ml, ya que las
concentraciones fueron similares al del estudio de Daniels et al. (2006), que evalud los efectos
proliferativos de extractos acuosos y etandlicos de Anemopsis californica en células de carcinoma mamario
humano MCF-7/AZ y de cancer de colon HAMF12, se observé citotoxicidad a partir de 40 pg/ml. Aunque
son lineas celulares diferentes, los resultados de citotoxicidad concuerdan, por lo que confirman que es

viable trabajar con concentraciones mas bajas de algunos extractos para minimizar efectos citotdxicos.

Seleccion de
plantas

Extraccion acuosa o
etandlica

Plantas
Triphala

® rclipsa prostrata
® Hemidesmus indicus

® Anemopsis californica
Artemisia californica

I_
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000
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Figura 17. Diagrama de los extractos que fueron seleccionados para realizar pruebas en los macrofagos. Después
de las extracciones se descartaron cuatro extractos: un extracto etandlico de Triphala, E. prostrata, Artemisia
californica y Anemopsis californica. Por lo para las pruebas en macréfagos, se seleccionaron los extractos acuosos
de E. prostrata, Artemisia californica, Anemopsis californica y del extracto etanélico de Triphala (7 dias).



34
Cabe destacar que Anemopsis californica tuvo mayor cantidad de fenoles de todas las extracciones
acuosas. Sin embargo, de todas las extracciones acuosas y etandlicas, el extracto etandlico de Triphala
tuvo una mayor concentracion fendlica en todas sus concentraciones. En general las extracciones acuosas
tuvieron mejores resultados en cuanto a citotoxicidad. Sin embargo, Triphala fue la Unica extracciéon
etandlica con viabilidades celulares superiores al 70%. Por lo que, para este punto, las extracciones acuosas
de H. indicus, E. prostata, Anemopsis californica y Artemisia californica fueron consideradas junto con el
extracto etandlico Triphala como las muestras candidatas para evaluar la expresion de genes
proinflamatorios en macréfagos. De acuerdo con los resultados de citotoxicidad y contenido fendlico, se
determind que la concentracién de trabajo seria de 125 pug/ml. A continuacién, se presenta un esquema
que representa el andlisis de seleccion de todos los extractos evaluados con base en la capacidad de su

resuspension, citotoxicidad y contenido fendlico (Figura 17).

3.2.2 Diferenciacién de monocitos a macréfagos

La linea celular monocitica THP-1 es ampliamente utilizada como modelo in vitro para estudiar respuestas
inmunitarias, ya que existe evidencia de que los monocitos pueden diferenciarse en macréfagos tras el
tratamiento con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), adquiriendo un perfil similar al de macréfagos
derivados de células mononucleares de sangre periférica primaria, tanto en la produccién de citocinas
como en sus propiedades metabdlicas y morfoldgicas (Pinto et al., 2020). Por lo que se pueden encontrar
diferentes protocolos en la literatura, cada uno con concentraciones de PMA y tiempos de diferenciacion

diferentes.

En este estudio, al tratar las células THP-1 con 50 nM y 100 nM de PMA (Figura 18), se observaron cambios
morfoldgicos que indicaban su diferenciacién a macréfagos. Una caracteristica clave de esta diferenciacion
es la adherencia celular, que indica polarizaciéon hacia macréfagos. Sin embargo, los cambios observados
con 50 nM de PMA no fueron suficientes para confirmar dicha diferenciacion, por lo que se determiné que

la concentracion de 100 nM seria la mas adecuada para los ensayos posteriores.

El PMA induce la liberacidn de citocinas, como TNFa, las cuales se incrementan mediante la activaciéon de
rutas inflamatorias como NF-kB y la proteina quinasa C, de forma dependiente de la estimulacién (Kim
et al., 2022). Posteriormente, para inducir un perfil proinflamatorio y madurar los fenotipos M1, se utilizé
LPS, lo que incrementa la adherencia celular, la expresion de marcadores de macréfagos y la secrecidn de

mediadores proinflamatorios como el factor de necrosis tumoral (TNF) (Lund et al., 2016).
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Figura 18. Comparacion de 0 h y 24 h de las células THP-1 en medio completo de RPMI-1640 a concentraciones a
50 nM y 100 nM de PMA. Después de las 24 h se observé que las células THP-1 se aglomeraron y presentaron
morfologia de células adherentes mas notable en la concentracién de 100 nM.

Después del tratamiento con las tres diferentes concentraciones de LPS (10 ng/ml, 100 ng/mly 1 pg/ml)
(Figura 19), se observaron cambios morfoldgicos significativos. Las células cambiaron de una disposicion
lineal a formar aglomeraciones, mostrando una morfologia mas expandida. Tras 24 h de tratamiento, se
evidenciaron cambios morfoldgicos que indicaban la diferenciacidon de los macréfagos hacia el fenotipo
M1, siendo mas evidente con la concentracidén de 100 ng/ml, sin observarse una muerte celular elevada
(desprendimiento de las células) inducida por la activacion. Para evitar la sobreestimulacion y la muerte

celular, se decidio trabajar con la concentracion de 100 ng/ml de LPS en los ensayos posteriores.

Concentracion de LPS

10 ng/ml 100 ng/ml 1 pg/ml

Oh

100 pm 100 pm 100 pm

Tiempo transcurrido

24 h

100 pm 100 pm 100 um

Figura 19. Células THP-1 con diferentes concentraciones de LPS. Los cambios morfolégicos fueron graduales
respecto a las concentraciones de LPS, las aglomeraciones y las células muertas que se observaban en el
microscopio eran mas evidentes en la concentracion mayor.
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En la seccion 3.3.2 se ampliara la evaluacion de la polarizacion a macrofagos M1, ya que otro factor en
esta diferenciacion es la expresion de genes clasicos de M1, como la producciéon de TNFa e IL-6 (Genin

et al., 2015).

3.2.3 Efecto de los extractos herbales en macréfagos M1

Tras la evaluacién del contenido fendlico y la citotoxicidad, se seleccionaron los extractos acuosos de H.
indicus, E. prostata, Anemopsis californica, Artemisia californica, y el extracto etanélico de Triphala a una
concentracion de 125 pg/ml para evaluar su respuesta antiinflamatoria en macréfagos estimulados con
100 nM de PMA y 100 ng/ml de LPS, como se muestra en el resumen de la Figura 17. Después de los
tratamientos, se extrajo el RNA verificando que calidad de material genético fuera aceptable, es decir,
donde la relacién 260/280 fue igual o mayor a 1.70 (Tabla 4) y una integridad adecuada para realizar la RT-
gPCR (Figura 28). La evaluacion se realizo mediante el analisis de la expresion de genes proinflamatorios

como TNFa (Figura 20B) e IL-6 (Figura 20A) (Guo et al., 2023; Kim et al., 2022).

Tabla 4. Calidad de las muestras de ARN de macréfagos M1 y tratamientos

Muestra Acidos nucleicos (ng/pl)  Relacion 260/280
80.1 1.83
75.9 1.81
36.7 1.81
70.3 1.76
69.3 1.80

En la Figura 20, se observa que todos los extractos herbales evaluados mostraron una reduccidén en la
expresion de estos genes proinflamatorios. Sin embargo, los extractos con los efectos mas significativos
en esta reduccidn fueron el extracto acuoso de Artemisia californica (P<0.05), que tuvo una reduccion de
expresion relativa de 69% en TNFa y de 96% en IL-6. El extracto etandlico de Triphala también presenté
una reduccion de expresion relativa significativa de 69.1% en TNFa y de 90% en IL-6. Por lo que ambos

extractos fueron seleccionados para los ensayos en queratinocitos.

La importancia de la reduccidn en la expresion de TNFa e IL-6 frente a los extractos herbales en macréfagos

previamente estimulados con PMA y LPS, en comparacién con macréfagos sin tratamiento radica en su rol
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como moléculas proinflamatorias y su rol en la psoriasis.
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Figura 20. Expresion relativa de II-6 y TNFa en macréfagos con perfil inflamatorio M1 con tratamientos de extractos
herbales. A) Expresidn relativa de IL-6 B) Expresion relativa de TNFa. ANOVA de una via, método de comparacion
por Tukey, n=2-3 por grupo (P<0.05), donde un valor de 0.1 es considerado no significativo (ns), 0.002 (b), 0.002(**,
cc, ee), 0.0002 (***, aaa, bbb) y <0.0001 (****, aaaa).
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Ademas de TNFa e IL-6, otros marcadores proinflamatorios como IL-1B8, CXCL10, IL-8 y el 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS) también juegan un papel clave en la respuesta inflamatoria de macréofagos M1
derivados de THP-1, activados por LPS. Este componente de la membrana de bacterias gram negativas se
une al complejo receptor CD14/TLR4/MD2, activando las vias de sefializacion NF-kB y de la proteina
quinasa activada por mitégeno (MAPK), lo que desencadena una respuesta inflamatoria (Kim et al., 2022;

Luetragoon et al., 2020).

TNFa es una citocina proinflamatoria fundamental en la psoriasis, ya que se expresa en altos niveles en las
lesiones psoridsicas. Por esta razdon, es un objetivo terapéutico importante. Aunque se produce
principalmente por macréfagos, también lo generan células como las natural killers, Thl, Th17, Th22,
neutrdéfilos, mastocitos y células dendriticas (Guo et al., 2023). No obstante, los tratamientos que solo
inhiben TNFa pueden incrementar la recurrencia o gravedad de la psoriasis, ya que TNFa suprime la
produccién de IFNa producida por células dendriticas plasmocitoides (pDC), una citocina clave que modula
la activacién de las células Th17 (Guo et al., 2023). La sinergia entre TNFa e IL-17A regula otras citocinas y
qguimiocinas, como IL-23 y proteinas asociadas a $100, afectando la funcion de los queratinocitos. Esto

amplia la cascada inflamatoria, un proceso clave en la patogénesis de la psoriasis (Guo et al., 2023).

Por otro lado, IL-6 tiene propiedades tanto proinflamatorias como antiinflamatorias, ya que es producida
por macréfagos, células dendriticas, células Th17, endoteliales, fibroblastos y queratinocitos (Guo et al.,
2023; Pietrzak et al., 2020). En las lesiones psoriasicas, la expresion de IL-6 estd aumentada, lo que sugiere
una relacion con la gravedad de estas lesiones (Pietrzak et al., 2020). Ademas, al igual que TNFa, existe
una retroalimentacion entre IL-6 e IL-17 en queratinocitos, lo que potencia la interacciéon entre la
inmunidad innata y adaptativa en la psoriasis (Guo et al., 2023). Sin embargo, la inhibicién de IL-6, aunque
parece un objetivo terapéutico légico en la psoriasis, existen estudios que demuestran lo contrario, ya que
resulta ser contraproducente en algunos pacientes, porque su ausencia puede aumentar la produccion de

citocinas proinflamatorias por los queratinocitos (Yamanaka et al., 2021).

Sin embargo, Alves et al. (2024) sugieren que IL-6 también juega un papel importante en la supresién de
células T y en las respuestas inflamatorias sistémicas, lo que indica que la modulacién de IL-6 junto con
otras citocinas podria ser una estrategia futura prometedora para el tratamiento de la psoriasis. Por esta
razon, se evaluaron los efectos de los tratamientos herbales en al menos dos citocinas pro-inflamatorias:
IL-6 y TNFa, las cuales cumplen con una funcidn importante dentro de la psoriasis en macréfagos, ya que

en esta enfermedad se busca la modulacidn de diferentes blancos y no se enfoca en una sola molécula.
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3.3 Ensayos en células HEK

3.3.1 Viabilidad de los extractos herbales

Al seleccionar los extractos de Artemisia californica y Triphala para ser evaluados en queratinocitos, se
tuvo que verificar que la concentracion 125 pg/ml no fuera citotdxico en queratinocitos sanos, siguiendo
los parametros establecidos en los macréfagos de la norma "Evaluacién bioldgica de productos sanitarios.
Parte 5: Ensayos de citotoxicidad in vitro" (ISO 10993-5:2009). Por ello, se realizé un ensayo de viabilidad
celular con MTS en células HEK sin ningun tratamiento previo. Los resultados mostraron que los extractos
de Artemisia californica y Triphala no presentaron efectos citotoxicos en la linea celular HEK, con
viabilidades celulares del 100%, sin diferencia significativas en comparacién con células control (solo
tenian medio de cultivo) (Figura 21). Debido a esto, se determind seguir trabajando con estos extractos a

la concentracion senalada.
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Figura 21. Viabilidad celular de células HEK con 125 pg/ml del extracto acuoso de Artemisia californica y del
extracto etandlico de Triphala. ANOVA de una via, método de comparacion por Dunnett, n=3 por grupo (P<0.05),
donde un valor de 0.1 es considerado no significativo (ns), 0.01 (**), 0.001 (***) y <0.0001 (****),
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3.3.2 Efecto de los tratamientos herbales en las células HEK estimuladas con coctel

M5

Antes de evaluar los efectos anti-psoriasicos de los extractos herbales, se establecié la respuesta psoriasica
in vitro en queratinocitos HEK estimulados con el coctel M5. Se seleccionaron seis genes reportados en la
literatura (CXCLS8, CCL20, IL-6, KRT1, KRT6 y S100A7) para analizar su expresidn génica en respuesta a la
estimulacién. En la Figura 22 se muestra la expresién relativa de estos genes, normalizada a 1 en células
sin tratamiento con M5. Tras 48 h de estimulacién, se observd un aumento en la expresion de CXCL8
(Figura 22A), CCL20 (Figura 22B) y S100A7 (Figura 22E), siendo menor en IL-6 (Figura 22C). Por el contrario,
KRT1 fue inhibido en comparacidn con las células no estimuladas (Figura 22D). Cabe mencionar que KRT6,
gue es considerado como un marcador molecular de hiperproliferacién en psoriasis, el cual se esperaba
gue se sobreexpresara en células estimuladas con M5 en comparacion a células sin estimular (Gao et al.,
2020). Sin embargo, en la evaluacién de este gen, no se logré estandarizar de manera éptima, ya que no
se logré obtener un aumento de expresion del gen que se esperaba en células estimuladas con M5 como

el trabajo de Gao et al. (2020), por lo que se descartd KRT6 en las siguientes evaluaciones.

El efecto sobre las quimiocinas CXCL8 (Figura 22A) y CCL20 (Figura 22B) estimuladas con M5 fue el
aumento de su expresion relativa 9 y 5.2 veces respecto a las que no tuvieron ninguna estimulacidn con
una diferencia altamente significativo (P<0.05). Este aumento de expresion coincide con lo reportado por
Chiricozzi et al. (2018), Guilloteau et al. (2010) y Sarama et al. (2022). Este aumento esta relacionado
principalmente con IL-22, que junto con IL-17, producido por células Th17, Th22, T CD8+ y mastocitos,
ejerce un efecto significativo en los queratinocitos, aumentando el grosor epidérmico e inhibiendo su
diferenciacidn. Esta estimulacion induce la expresidon de estas quimiocinas y defensinas, asi como la de
proteinas de la familia S100, como S100A7 (Chiricozzi et al., 2018). Ademas, se ha demostrado que la
actividad proinflamatoria se ve potenciada por la sinergia entre IL-17 y TNFa, lo que provoca una
diferenciacidn alterada de los queratinocitos, resultando en hipogranulosis y paraqueratosis (Chiricozzi

et al., 2018).

En el caso de S100A7 (Figura 22E), aumentd 13.67 veces su expresion relativa con diferencias altamente
significativas respecto a las células que no fueron tratadas con M5. Este aumento era esperado, ya que
esta proteina es fuertemente inducida en lesiones psoridsicas, diferenciando la piel psoridsica de otras
afecciones inflamatorias. SI00A7, junto con otras moléculas como BD2, es crucial en la respuesta innata

cutanea y la eliminacién de bacterias (Chiricozzi et al., 2018; Guilloteau et al., 2010).
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Figura 22. Graficas de expresion génica de CXCL8, CCL20, IL-6, KRT1 y S100A en células HEK sin M5 y estimuladas
con el coctel M5 por 48 h. A) CXCL8, B) CCL20, C) IL-6 y D) KRT1 E) S100A. ANOVA de dos vias, método de
comparacién por Dunnett, n=2-3 por grupo (P<0.05), donde un valor de 0.1 es considerado no significativo (ns),
0.01 (**), 0.001 (***) y <0.0001 (****).
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Los resultados son coherentes con los de Mingfen et al. (2021) en queratinocitos epidérmicos humanos
normales (NHEK) y con Guilloteau et al. (2010), quienes encontraron que IL-1a es un inductor fuerte de la
expresién de S100A7, donde en este comparan la transcripcién de genes S100A7, CXCL8 y BD2 de
explantes de piel humana inyectada con M5 con explantes no inyectados. En ese mismo trabajo se evalué
la expresiéon de S100A7 en células HEK estimuladas con M5 por un andlisis de Western blot, en donde se
encontré que IL-1a era el inductor que tenia una sobreexpresiéon. Por lo S1007A es considerado como

marcador de psoriasis y buen indicador de proliferacién y diferenciacion celular (Gendrisch et al., 2021).

Respecto a IL-6, tuvo un aumento del 61.5% de expresidn relativa con la estimulacion de M5, aunque este
aumento no tiene diferencias significancias estadisticas, el aumento de expresién es consistente con
estudios previos, como los de Mingfen et al. (2021) y de Gao et al. (2020), que también reportaron una
mayor expresion significativa de esta citocina en NHEK y HaCaT estimulados con M5, confirmando su papel

como molécula proinflamatoria.

Finalmente, KRT1 fue practicamente inhibido ya que la estimulacién con M5 redujo su expresion relativa
un 87% respecto a las células sin estimulacion, lo que concuerda con los hallazgos de Gao et al. (2020), ya
gue KRT1 es un marcador de diferenciacién de queratinocitos, cuyo control esta relacionado con el ciclo
celular y es regulado negativamente en la psoriasis. Gendrisch et al. (2021) demostraron que TNFa e IL-
22,y en menor medida IL-17A, afectan significativamente la reduccion de expresién de KRT1. Roth et al.
(2012) también observaron que ratones knockout para KRT1 y KRT10 tenian una piel mas fragil, lo que

destaca el papel de estas proteinas en la red inflamatoria de los queratinocitos murinos.

La modulacion en la expresidn de estos genes confirmd la respuesta psoriasica en las células estimuladas

con M5, lo que permitid evaluar el efecto de los tratamientos herbales.

3.3.2.1 Efecto de los tratamientos herbales

Para evaluar el efecto modulador de los extractos herbales, los queratinocitos HEK fueron estimulados con
10 ng/ml del coctel M5 durante 24 h para inducir una respuesta psoridsica. Posteriormente, se afiadié el
extracto etandlico de Triphala o el extracto acuoso de Artemisia californica a una concentracién de 125

ug/ml, con el fin de analizar el impacto de cada tratamiento.

La expresion relativa de la quimiocina CXCL8 mostré una reduccién significativa tras el tratamiento con
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Triphala y Artemisia californica. Como se observa en la Figura 23, las células estimuladas con M5
sobreexpresaron CXCL8 en comparacion con las células sin estimulacién, mostrando diferencias altamente
significativas. El extracto de Triphala (Figura 23A) redujo la expresién relativa de CXCL8 en un 40%,
mientras que Artemisia californica (Figura 23B) logrd una reduccién del 87%, ambas disminuciones siendo
estadisticamente significativas en comparacion con las células solo estimuladas con M5. Ademas, la
expresidon de CXCL8 en células tratadas con estos extractos no presenté diferencias significativas respecto
a las células no estimuladas con M5, lo cual indica que ambos extractos tienen un efecto modulador

inflamatorio al reducir la expresién de esta quimiocina.

ns
A B
18 = 18 * % % X
16 " 15 LN
124 12
i ok ok 9
S 9\ *kkk T E 6 3
E 3 — g i
E 6 g 4
© 47 5
S 27 2 27
RN g 3
w 1.0 O 1.0
0.5 0.5
0.0 0.0 i I
SinM5 M5 (10 pn/ml)  Triphala SinM5 M5 (10 yn/ml) Artemisia

californica

Figura 23. Efecto de expresion de CXCL8 con células tratadas con los extractos herbales de Triphala y Artemisia
californica. A) Efecto del extracto etanédlico de Triphala en la expresion relativa de CXCL8, B) Efecto del extracto
acuoso de Artemisia californica en la expresién relativa de CXCL8. ANOVA una via, método de comparacién por
Tukey, n=2-3 por grupo (P<0.05), donde un valor de 0.1 es considerado no significativo (ns), 0.01 (**), 0.001 (***)
y <0.0001 (****),

El efecto de los extractos en la quimiocina CCL20 (Figura 24) mostré que las células estimuladas con M5
sobreexpresaron esta molécula 4.3 veces mas en la Figura 24A que las células sin M5 y 5 veces mas en la
Figura 24B que las células sin M5, presentando ambas graficas diferencias significativas. En las células
tratadas con Triphala (Figura 24A), la expresion relativa de CCL20 aumentd 2.3 veces en comparacidn con
las células estimuladas Unicamente con M5, manteniéndose con diferencias significativas respecto a este
control. Por otro lado, Artemisia californica (Figura 24B) redujo la expresion relativa de CCL20 en un 94.6%,
lo que representa una diferencia altamente significativa respecto a las células estimuladas solo con M5,
sin mostrar diferencias estadisticas frente a las células sin estimulacién, lo cual representa una reduccion
del 80 % entre células con M5 vy el tratamiento con Artemisia californica. Aunque las células con perfil

psoriasico respondieron al tratamiento con Triphala, se esperaba que, como en el caso de Artemisia
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californica, su expresion se redujera significativamente.

Por otro lado, los resultados esperados del efecto de los extractos de Artemisia californica y Triphala en la
expresion de CCL20, solo Artemisia californica concuerda con el trabajo realizado por Wei et al. (2024),
donde se determiné el efecto antipsoridsico por la supresion de CCL20 por el acido 18B-glicirretinico,
compuesto proveniente la planta regaliz, a través de la deteccidn de niveles de expresion por RT-qPCR y
un ensayo de citocinas. Las pruebas en su trabajo las realizaron en un modelo de lesién cutdnea aplicando
imiquimod en ratones normales, provocando heridas similares a psoriasis y en células HaCaT. La expresion
de CCL20 se considerd en ese trabajo debido a ser un importante puente de retroalimentacién entre
queratinocitos y células inmunitarias, ya que es el ligando del receptor CCR6 presentes en células

inmunitarias, como las células dendriticas y Th17.
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Figura 24. Efecto de expresion de CCL20 con células tratadas con los extractos herbales de Triphala y Artemisia
californica. A) Efecto del extracto etandlico de Triphala en la expresion relativa de CCL20, B) Efecto del extracto
acuoso de Artemisia californica en la expresion relativa de CCL20. ANOVA una via, método de comparacion por
Tukey, n=3 por grupo (P<0.05), donde un valor de 0.1 es considerado no significativo (ns), 0.01 (**), 0.001 (***) y
<0.0001 (****),

Para los genes KRT1, IL-6 y S100A7, solo se realizaron tratamientos con Artemisia californica (Figura 25).
Este extracto mostrd una disminucion en la expresion relativa de los tres genes. En el caso de KRT1 (Figura
25A), su expresidn se redujo un 61.5 %, y la IL-6 (Figura 25B) aumento su expresion en un 87 %, estos
cambios representan diferencias significativas entre las células estimuladas y las no estimuladas con M5.

Sin embargo, KRT1 mostré una disminucién del 57 % en las células tratadas con el extracto en comparacion
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con los queratinocitos estimulados con M5. En el caso de IL-6, el tratamiento podria haber reducido su

expresién a niveles demasiado bajos para superar el umbral de deteccidn, como lo sugieren Pazdernik y

Prediger (2020).
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Figura 25. Efecto de expresion de KRT1, IL-6 y S100A7 en células tratadas con los extractos herbales de Artemisia
californica. A) KRT1, B) IL-6 y C) SI00A7. ANOVA una via, método de comparacion por Tukey, n=2-3 por grupo
(P<0.05), donde un valor de 0.1 es considerado no significativo (ns), 0.01 (**), 0.001 (***) y <0.0001 (****). ND:
valor no determinado.

En cuanto a S100A7 (Figura 25C), este gen mostré un incremento significativo de 13 veces mas en su

expresion relativa en las células psoridsicas, mientras que el tratamiento con Artemisia californica

disminuyd esta expresién en un 64 %, alcanzando niveles sin diferencias estadisticas con las células no

estimuladas con M5. Esto sugiere que Artemisia californica tiene un efecto modulador inflamatorio en

genes asociados al perfil psoridsico, especialmente IL-6 y S100A7. Cabe destacar que S100A7 es

considerada un biomarcador por aumentar su expresidon drasticamente en queratinocitos en lesiones
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psoridsicas a comparacion de queratinocitos normales (Guilloteau et al., 2010; Liang et al., 2023). Aunque
parte de los mecanismos de accién y funciones de S100A7 son desconocidos, estudios sugieren que
S100A7 tiene una funcién dentro de la hiperproliferaciéon de queratinocitos en la psoriasis, ya que pueden
activar vias de senalizacion intracelular, promoviendo la activacién de citocinas proinflamatorias que
exacerban la inflamacion y la proliferacion celular en la psoriasis (Liang et al., 2024). Esta respuesta puede
estar asociada a través de la regulacidon positiva entre diversas moléculas, como, por ejemplo, otras
proteinas de la familia S100A (Ekman et al. 2017; Liang et al., 2023; Wei et al., 2024). En el estudio de
Granata et al. (2019) se refuerza la funcién de S100A7 en la psoriasis, ya que demostraron que la
interaccion entre esta proteina y el cofactor Jabl contribuyen a la proliferacion en muestras de piel
psoridsica y queratinocitos humanos normales transfectadas con el plasmido de activacidon CRISPR S100A7.
La reduccion en la expresion relativa de IL-6 en respuesta a tratamientos herbales fue esperada segun los
estudios previos en plantas con efectos anti-psoriasicos. Por ejemplo, Mingfen et al. (2021) mostraron que
el curcumol a 10y 20 uM, seguido de una estimulacion con M5 en células NHEK, y Takuathung et al. (2021)
encontraron resultados similares en células HaCaT tratadas con 15 pg/ml de extracto de Kaempferia

parviflora y luego estimuladas con TNFa.

Del mismo modo, Gendrisch et al. (2021) observaron reducciones significativas de IL-6 y CXCLS, en el cual
compararon el efecto de tres plantas: Humulus lupulus, Hypericum perforatum y Curcuma amada, donde
hubo una reduccién de expresién con diferencias significativas de IL-6 al ser estimuladas con IL-17, TNFa
e IL-22 por 24 h en queratinocitos humanos primarios (HPK) previamente tratadas 2 h con los extractos.
Sin embargo, en KRT1 se observd un aumento de expresidn al ser tratadas con Humulus lupulus y
Hypericum perforatum, pero el tratamiento con Curcuma amada y con ditranol (farmaco tépico usado en
lesiones psoridsicas) no se mostraron efectos sobre la expresidon de este gen. En ese mismo estudio, se
hizo un andlisis de tincion inmunohistoquimicos en la misma linea celular estimulada, donde S1007A
mostro la reduccidn de expresion tras el tratamiento con Humulus lupulus y Hypericum perforatum. Otro
estudio realizado por Gao et al. (2020), también muestra la reduccidn significativa en nivel de expresion

en el nivel de IL-6 y CXCL8 en células HaCaT co-tratados con dafteina y M5.

Los resultados obtenidos en este estudio confirman que los extractos herbales evaluados, especialmente
el extracto acuoso de Artemisia californica, muestran un efecto modulador en la respuesta inflamatoria y
proliferativa en queratinocitos psoridsicos al evaluar la expresidon genética de genes determinantes en
psoriasis. El extracto de Artemisia californica logré reducir de manera significativa la expresién de varios

biomarcadores clave, como CXCL8, CCL20, IL-6 y S100A7, mientras que el extracto etandlico de Triphala
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demostré efectos selectivos, con una modulacion destacada en la expresion de CCL20, lo que sugiere un

efecto en la inflamacién producida en un entorno psoridsico.

La reduccién de la sobreexpresion de estos genes sugiere que los extractos tienen potencial para modular
el entorno inflamatorio caracteristico de la psoriasis, donde Artemisia californica demostré un perfil mas
consistente y amplio en su accion antiinflamatoria/antiproliferativa. Estos hallazgos abren la puerta a
estudios mas detallados para comprender mejor los mecanismos especificos de estos extractos y su

posible uso terapéutico en enfermedades inflamatorias cronicas como la psoriasis.
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Capitulo 4. Conclusiones

Se establecio el modelo de psoriasis en un monocultivo de queratinocitos HEK con el coctel M5 (IL-17A, IL-
22, oncostatina M, IL-1a y TNFa). El perfil psoriasico, se demostrd a través de una sobreexpresion de genes
inflamatorios CXCL8, CCL20 e IL-6; la sobreexpresidon del gen proliferativo/inflamatorio S100A7; y la
inhibicidn del gen KRT1, siendo genes considerados como biomarcadores psoridsicos por sus efectos en la

inflamacidn y proliferacién en la enfermedad.

Bajo las condiciones in vitro evaluadas, y tras la exposiciéon de células con perfil psoridsico a los
tratamientos herbales, el extracto acuoso de Artemisia californica tuvo un impacto antiinflamatorio y
antiproliferativo al reducir significativamente la expresién de CXCL8, CCL20, IL-6, y S100A7. Por su parte,
el extracto etandlico de Triphala mostré una modulacién con la reduccidn de expresidon del CXCLS8, pero
un aumento de expresion de CCL20, lo que indica la necesidad de mas estudios para comprender mejor

su potencial modulador.

En este trabajo, se evaluaron extractos herbales utilizados en la medicina tradicional. De los cinco extractos
estudiados, el extracto etandlico de Triphala y los extractos acuosos de Artemisia californica, Anemopsis
californica, Hemidesmus indicus, y Eclipta prostrata mostraron una notable reduccidn en la expresién de

genes proinflamatorios como TNFa e IL-6 en macréfagos M1 a una concentracion de 125 pg/ml.

Este trabajo abre la posibilidad de seguir investigando los extractos de Artemisia californica, Anemopsis
californica, H. indicus, E. prostrata y Triphala como candidatos potenciales para el desarrollo de farmacos

contra enfermedades inflamatorias.
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Anexos

OH
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Figura 26. Estructuras generales de compuestos bioactivos. A) Compuestos fendlicos, B) alcaloides, C)
monoterpenos, D) sesqueterpenos y E) triterpenos y saponinas. Fuente: Modificado de Azmir et al., (2013).
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Figura 27. Curva de referencia de acido galico para determinar el contenido de los extractos herbales. La ecuacién
para la interpolacién fue y=0.0007x-0.006 con una R? de 0.994.
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1. 2. 3. 4. 5. 6.

Figura 28. Gel de agarosa al 2% de tratamientos en macréfagos. 1. Triphala, 2. E. prostrata, 3. H. indicus, 4.
Anemopsis californica, 5. Artemisia californica.



