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RESUMEN

La psoriasis es una enfermedad dermatolégica inflamatoria crénica incurable que
afecta al 2.9% de la poblacion mexicana. Los tratamientos actuales se enfocan
principalmente en aliviar los sintomas, generando insatisfaccion en un 69% de los
pacientes quienes recurren a alternativas naturales, incluyendo medicamentos
herbolarios. El cuachalalate (Amphipterygium adstringens) es utilizado en la medicina
tradicional Purépecha como antiinflamatorio topico para afecciones cutaneas, aunque
carece de estudios farmacoldgicos que avalen su uso tradicional en la psoriasis. Esta
investigacion evalud el efecto antipsoriasico del extracto acuoso derivado de cortezas
de cuachalalate (EC, 25, 50 y 100 mg/kg) administrado por via topica en ratones de la
cepa C57BL/6 a los que se les indujo psoriasis con Imiquimod (IMQ, Quimara ® al 5%)
durante 7 dias. Para ello se determiné el indice de severidad de la psoriasis (PASI) y
los comportamientos nociceptivos en los animales. Ademas, se evaluaron los efectos
del EC sobre la histologia cutanea y la produccién de marcadores inflamatorios en
homogenados de piel (IL-22, IL-23, TNF-a, IFN-y). Los experimentos se llevaron a
cabo de conformidad con lineamientos bioéticos establecidos en la normatividad
mexicana e internacional sobre el uso y cuidado de animales de experimentacion. Los
resultados muestran que el EC redujo significativamente la severidad de la psoriasis,
mostrando efectos analgésicos que se reflejaron en la disminucién de la alodinia e
hiperalgesia. El EC (25 y 50 mg/kg) disminuyé significativamente la esplenomegalia
inducida por el IMQ vy revirtié el desarrollo de rasgos histopatolégicos propios de la
psoriasis, como la hiperqueratosis, el adelgazamiento de la placa suprapapilar, el
engrosamiento de las crestas epidérmicas, la acantosis, la pérdida de la capa granular,
el infiltrado linfocitario y la congestion papilar. Ademas, este extracto (25, 50 mg/kg)
disminuyé la produccién cutanea de citocinas pro-inflamatorias IL-22, IL-23, TNF-q,
IFN-y. Los resultados obtenidos confirman el uso tradicional del cuachalalate como
antinflamatorio por la medicina Purépecha y aportan nuevas evidencias de su potencial
farmacologico para el tratamiento tépico de la psoriasis.

Palabras clave: cuachalalate, imiquimod, psoriasis, eficacia




ABSTRACT

Psoriasis is an incurable chronic inflammatory dermatological disease affecting 2.9%
of the Mexican population. Current treatments focus primarily on symptom relief,
generating dissatisfaction in 69% of patients who turn to natural alternatives, including
herbal remedies. Cuachalalate (Amphipterygium adstringens) is used in traditional
Purépecha medicine as a topical anti-inflammatory for skin conditions, although
pharmacological studies supporting its traditional use in psoriasis are lacking. This
study evaluated the antipsoriatic effect of the aqueous extract derived from
cuachalalate bark (EC, 25, 50, and 100 mg/kg) administered topically to C57BL/6 mice
induced with psoriasis using imiquimod (IMQ, Quimara® 5%) for 7 days. The Psoriasis
Severity Index (PASI) and nociceptive behaviors were determined. In addition, the
effects of EC on skin histology and the production of inflammatory markers in skin
homogenates (IL-22, IL-23, TNF-a, IFN-y) were evaluated. The experiments followed
bioethical guidelines established in Mexican and international regulations on using and
caring for experimental animals. The results show that EC significantly reduced the
severity of psoriasis, showing analgesic effects reflected in the decrease of allodynia
and hyperalgesia. EC (25 and 50 mg/kg) significantly decreased IMQ-induced
splenomegaly and reversed the development of histopathological features
characteristic of psoriasis, such as hyperkeratosis, thinning of the suprapapillary
plaque, thickening of the epidermal ridges, acanthosis, loss of the granular layer,
lymphocytic infiltrate, and papillary congestion. Furthermore, this extract (25 and 50
mg/kg) reduced the cutaneous production of pro-inflammatory cytokines IL-22, IL-23,
TNF-a, and IFN-y. These results confirm the traditional use of cuachalalate as an anti-
inflammatory agent in Purépecha medicine and provide new insights into its

pharmacological potential for the topical treatment of psoriasis.

Keywords: cuachalalate, imiquimod, psoriasis, effectiveness




1. INTRODUCCION

La psoriasis en una enfermedad inflamatoria crénica autoinmune e incurable,
caracterizada por una hiperproliferacion aberrante de queratinocitos e infiltracion de
células inmunes, los cuales ocasionan la formacién de placas eritematosas. La tasa
de prevalencia de esta enfermedad varia de 0.51-11.43% dependiendo de la
poblacién, lo cual esta directamente relacionado con la susceptibilidad genética y
factores ambientales (1). En México, hay pocos estudios epidemioldgicos asociados
a la enfermedad, sin embargo, se estima que el 2.9% de la poblacidn mexicana
podria estar afectada (2). La incidencia de muerte a causa de la psoriasis es baja,
pero esta enfermedad reduce considerablemente la calidad de vida de los pacientes
exponiéndolos al estigma social y la discriminacién (3). La psoriasis impacta
significativamente la psicologia, entorno social y economia de los pacientes, siendo
el prurito y el dolor factores que recrudecen este malestar. De hecho, se estima que
mas del 40% de los pacientes con psoriasis cursan con modificaciones de la
nocicepcion (4) sin que se hayan dilucidado con exactitud sus causas o se hayan
desarrollado estrategias farmacologicas analgésicas para contrarrestar estas

alteraciones.

En términos generales los tratamientos antipsoriasicos se orientan hacia el manejo
de los sintomas, clasificandose en tratamientos tépicos, sistémicos, fototerapia y
medicamentos biotecnoldgicos (5). Sin embargo, a pesar del arsenal terapéutico
disponible, se ha documentado que el 52.3% de los pacientes se encuentran
insatisfechos con las terapias existentes (6), por lo que el 69% de estos recurren al
uso de terapias alternativas y complementarias incluyendo tratamientos herbolarios
(7).

México se distingue por ser un pais con gran riqueza herbolaria. Incluso en la
actualidad se ha reportado que el 49% de los médicos en el pais utilizan los remedios
herbolarios para tratar varias enfermedades (8), incluyendo afecciones
dermatoldgicas. Amphipterygium adstringens, también conocida como cuachalalate,

es una especie ampliamente reconocida por la medicina tradicional mexicana.
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Tradicionalmente, su corteza se ha utilizado para tratar mas de 25 dolencias, incluidas
el cancer, las ulceras pépticas y las enfermedades infecciosas (9). Dentro de sus
aplicaciones tradicionales se ha documentado el uso de decocciones de la corteza
para lavar lesiones de la piel o para preparar unguentos topicos antinflamatorios en la
meseta Purépecha (10). Sin embargo, no se ha investigado con profundidad su

relevancia medicinal para tratar la psoriasis.

La presente investigacion se enfoca hacia el analisis de los efectos farmacolégicos del
extracto acuoso de cortezas de cuachalalate en un modelo murino de psoriasis
inducida con Imiquimod, con vistas a proponer futuras aplicaciones de este extracto

en el tratamiento tépico de esta enfermedad.
2. ANTECEDENTES
2.1. Epidemiologia

El Consejo Internacional de Psoriasis ha enfatizado la importancia de llevar a cabo
estudios epidemioldgicos, esto con el objetivo de comprender y evaluar el impacto de
la psoriasis a nivel mundial. Segun un estudio reciente, se estima que la psoriasis en
adultos tiene una incidencia de 30.3 por cada 100,000 personas al afo, teniendo una
prevalencia de 0.14% estos datos resaltan la importancia y relevancia para
comprender mejor la carga de la psoriasis a nivel mundial y disefar mejores

estrategias para su manejo y tratamiento (11).

En reportes publicados por la National Psorasis Foundation (NPF) se estima que entre
el 1.5-3% de la poblacion mundial tiene genes que contribuyen al desarrollo de la
psoriasis (12); lo que equivale aproximadamente a 125 millones de personas afectadas
(13). En México se estima que alrededor de 2.5 millones de personas padecen
psoriasis, con una mayor incidencia en hombres (14); mientras que en Espana la
prevalencia es de 1.72%. En un estudio de Espafia realizado por Fernandez
Armenteros se encontré una prevalencia de 1.88% de psoriasis en hombres vs 1.56%

en mujeres (13).




Ademas, esta enfermedad se ve influenciada por diversas otras enfermedades,
conocidas como comorbilidades dentro de las que se encuentran factores como el

estilo de vida, la herencia genética y la dieta (12).
2.2. Fisiopatologia de la psoriasis

En la fisiopatologia de la psoriasis no se ha identificado un agente patégeno especifico
que detone su desarrollo y perpetuaciéon, por lo que se ha clasificado como una
enfermedad autoinmune proinflamatoria (15). Sin embargo, durante muchos afos se
desconocieron los autoantigenos especificos relacionados con su patogénesis (16).
Varios autores mencionan que la psoriasis se origina a partir de la combinacién de
diversos factores tanto ambientales (por ejemplo, infeccién o traumatismos cutaneos)
como genéticos siendo este factor uno de los mas significativos que predisponen su

aparicioén (17).

Se ha documentado que el gen del antigeno leucocitario humano (HLA) predispone a
los individuos a desarrollar la enfermedad. Se ha observado que poblaciones
sensibilizadas de linfocitos T CD4+ (subtipos Th1 y Th17) y linfocitos T CD8+
citotdoxicos migran a la piel acumulandose en la epidermis. Con esta acumulacion se
genera un ambiente alterado promoviendo la secrecion de mas citocinas, asi como
factores de crecimiento, dando como resultado una hiperproliferacion de los

queratinocitos (2).

Las interacciones entre linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, células dendriticas
presentadoras de antigenos, macréfagos, neutréfilos y células NK (Natural Killer)
resultan en la produccion de una variedad de citocinas proinflamatorias. Estas incluyen
interleucinas como IL-12, IL-23, IL-8, IL-17A, IL-17F, asi como interferones (a, By Y)Yy
el TNF-a. Este ambiente inflamatorio promueve la proliferacion de queratinocitos
psoriasicos en comparacién con los normales, donde el ciclo celular se reduce
significativamente de 28-50 dias en queratinocitos normales a solo 7-10 dias en los

psoriasicos (2).

Es fundamental resaltar el papel de los autoantigenos en la patogenia de la psoriasis.

En 2014, se identificé la catelicidina (LL-37) como el primer autoantigeno relacionado
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a esta enfermedad. Desde entonces, se han descubierto otros autoantigenos
implicados en la psoriasis, como ADAMTSLS5, la fosfolipasa A2 grupo IVD (PLA2G4D),
queratina 17 y la riboproteina nuclear heterogénea A1 (hnRNP-A1). Este ultimo ha sido
sefalado como un autoantigeno potencialmente relevante en la progresion de la
enfermedad (16). El estudio y el papel de estos autoantigenos resulta potencial para
comprender la enfermedad, ademas estos pueden abrir vias de desarrollo en

tratamientos.

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia., se ilustra el impacto del p
eptido LL-37, el mas estudiado hasta el momento, en relacién con la psoriasis. El
proceso comienza en la piel, donde a partir de un estimulo externo (factores
infecciosos o traumatismos cutaneos) se desencadena la liberacién de autoantigenos

en individuos genéticamente predispuestos.

El péptido LL-37, también conocido como catelicidina, es un péptido cationico que
proporciona un importante mecanismo de defensa antimicrobiano de la piel danada.
LL37 es reconocido como un autoantigeno por las células T circulantes del 46% de los
pacientes con psoriasis y con mayor frecuencia en la psoriasis moderada a grave
(hasta en el 75% de los pacientes con un indice de gravedad de la actividad de la
psoriasis (PASI) > 10) (18). LL37 se expresa fuertemente tanto en la dermis como en
la epidermis de las lesiones cutaneas psoriasicas, siendo liberado principalmente por
los neutrdfilos infiltrados y expresado por los queratinocitos a nivel epidérmico (18).
Una vez que se libera forma un complejo con ADN/ARN propio proveniente de las
trampas extracelulares de neutrofilos (NET). Este complejo LL-37-ADN desencadena
la liberacion de interferon-alfa (IFN-a) a partir de las células plasmocitoides, lo que
activa las células dendriticas convencionales (cDC). Esta activacion a su vez induce la
produccion de IL-23 e IL-12 promoviendo la diferenciacion de células T hacia linfocitos
Th17, Th22, Th1. La activacién de este subconjunto de células T resulta en una mayor
produccion de células proinflamatorias y citocinas adicionales (IL-17, IL-22, INF, TNF-
a), quienes, a su vez, impactan sobre los queratinocitos promoviendo la creacion de
circuitos pro-inflamatorios complejos responsables del desarrollo de las placas

psoriasicas.
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Figura 1. Inmunopatologia de la psoriasis (16)

Un autoantigeno identificado mas recientemente es ADAMTSLS5, que se encuentra
incrementado en la piel psoriasica lesionada y se co-expresa con LL37 en células
dendriticas, macréfagos y algunos linfocitos T en la dermis (19). Este autoantigeno
asociado a los melanocitos contribuye a la activacion de linfocitos T CD8+ que generan
mayores cantidades de IFN-y. En la psoriasis, el numero de melanocitos aumenta en
conjuncién con las células T citotdxicas (20). Se ha documentado que después de la
terapia con un medicamento bloqueador de IL-17 o TNF, la expresion de ADAMTSL5

y LL-37 en la psoriasis se reduce notablemente (21).




Los mastocitos psoriasicos son una fuente importante de fosfolipasa A2 del grupo
PLA2G4D, que produce antigenos neolipidicos reconocidos por las células de
Langerhans, activando asi las células T especificas de lipidos. La presencia de
autoantigenos destaca la complejidad de la respuesta inmunoldgica en la psoriasis,
donde su interaccidn con células inmunitarias y citocinas contribuye al desarrollo y
mantenimiento de la inflamacién cronica caracteristica de esta enfermedad cutanea
(16). Es importante sefialar que la investigacion sobre el papel especifico de los
autoantigenos en la psoriasis y otras condiciones continia avanzando, y su funcion

exacta sigue siendo un area activa de estudio.

En la psoriasis de la respuesta inmunitaria mediada por linfocitos Th1 y el eje IL-
23/Th17 participan de manera importante en el desarrollo de la enfermedad. De hecho,
medicamentos biotecnoldgicos dirigidos a inactivar a la citocina IL-17 o a su receptor
(secukinumab, ixekizumab y brodalumab), han demostrado una eficacia antipsoriasica
superior a la de inhibidores del factor de necrosis tumoral (TNF-a) (22). En la piel
psoriasica, los niveles de IL-17A son hasta 6 veces superiores que en la piel normal y
estos correlacionan con el grado de severidad de la enfermedad y la exacerbacion de

la respuesta inflamatoria (23).

La IL-17 participa en el proceso de diferenciacion aberrante de los queratinocitos,
ocasionando que estos proliferen descontroladamente (24). Esta citocina a nivel
cutaneo es producida por linfocitos Th17, células linfoides innatas, neutrdfilos,
queratinocitos y mastocitos. La citocina IL-6 y el factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B) promueven la diferenciacién inicial de las células ThO a Th17, mientras
que la citocina IL-23, producida por las células dendriticas dérmicas y los macréfagos,
estabiliza y expande las células Th17. La IL-23, es un heterodimero constituido por las
subunidades p19 y p40, esta ultima compartida con la citocina IL-12. Al unirse a su
receptor, la IL-23 activa factores de transcripcidn como el receptor nuclear huérfano
RORVyt y el transductor de sefal y activador de la transcripcion STAT3 presentes en las

células Th17, desencadenando la liberacién de las IL-17A-F (25).

La familia de receptores de |IL-17 posee cinco miembros: IL-17RA, IL-17RB, IL-17RC,

IL-17RD y 17RE. La IL-17A se unen al heterodimero IL-17RA/IL-17RC, favoreciendo
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la activacion la proteina adaptadora (ACT1), quien activa al factor nuclear kB (NF-kB).
Una vez que NF-kB esta completamente activado, participa en la regulacion de varios
genes diana en células epidérmicas y dérmicas, modulando la expresion de citocinas
inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a), quimiocinas (IL-8), receptores inmunes y moléculas
de adhesién en la superficie celular (ICAM-1) (26). Ademas de la sefalizacion via NF-
KB, la IL-17 también activa otras vias como las relacionadas con la quinasa N-terminal
c-jun (JNK), las MAPKSs quinasas, la quinasa regulada por sefal extracelular (ERK), la
quinasa Janus (JAK), el transductor de sefal y activador de la transcripcién (STAT) y
el fosfoinositol 3 quinasa (PI3K) induciendo la formacién de péptidos antimicrobianos

(B-defensina), citocinas y metaloproteinasas de la matriz extracelular (27).
2.3. La psoriasis asociada a otras comorbilidades

La psoriasis se encuentra estrechamente relacionada con diversas comorbilidades que
pueden afectar significativamente la calidad de vida y la salud de los pacientes. Entre
estas comorbilidades, se destaca el mayor riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares, como infarto al miocardio (28), asi como multiples enfermedades de
base inflamatoria como la artritis reumatoide, ateroesclerosis y dano vascular
prematuro (29). Existe una fuerte correlacion entre la psoriasis con el sindrome
metabdlico, que incluye afecciones como diabetes mellitus, hipertension arterial,
obesidad y dislipidemia (29,30) (Figura 2).
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Figura 2. Principales comorbilidades que se asocian a la psoriasis.

Esta relacion se atribuye a la presencia de mediadores inflamatorios sistémicos
compartidos con estas enfermedades siendo el TNF-a uno de los factores mas
importantes. Este mediador se encuentra en concentraciones elevadas en pacientes
con psoriasis, el cual genera resistencia a la insulina que a su vez favorece el
desarrollo del sindrome metabdlico y genera complicaciones como hiperinsulinemia e
hiperglicemia, favoreciendo a su vez el desarrollo de esteatosis hepatica, obesidad,

dislipidemia y enfermedad aterosclerética (28,31).

Ademas de las enfermedades cardiovasculares y metabdlicas, la psoriasis también
estd asociada a otras comorbilidades, incluyendo a trastornos inmunolégicos y
neoplasicos. La activacion persistente de los linfocitos T caracteristica en la psoriasis

se ha informado que puede derivar en aumentar el riesgo de desarrollar linfoma
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cutaneo (28). Uno de los efectos mas notorios en la psoriasis es el impacto en la
calidad de vida de quien la padece, asociandolo también a padecer mayor estres,

ansiedad y depresion (28).

En una investigacion realizada en Taiwan se encontré que la infeccion por el virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH) puede incrementar el riesgo de desarrollar
psoriasis (32), Ademas, se ha observado que las variantes genéticas relacionadas con
la inmunidad antiviral pueden predisponer a los individuos a desarrollar psoriasis, ya
que los pacientes con esta condicion presentan ciertas variantes genéticas que

podrian influir a la susceptibilidad a la infeccion por VIH-1 (33).

Aunado a lo anterior la evidencia cientifica destaca y ha demostrado que los pacientes
que padecen psoriasis presentan un riesgo elevado de presentar enfermedades
cardiovasculares, por ejemplo infarto al miocardio (34), el cual varia segun la edad y
la severidad de la psoriasis que presente el paciente. Los pacientes que se encuentran
en la tercera o sexta década de vida, asi como los que padecen las formas severas de

psoriasis presentan un mayor riesgo cardiovascular (29).

Esto resalta la importancia del correcto abordaje integral de la psoriasis ya que
resultaria de vital importancia monitorear a los pacientes con psoriasis para detectary
manejar los factores de riesgo, con el objetivo de reducir la carga de la enfermedad y
mejorar los resultados clinicos en los pacientes (31). Por lo tanto, existe una clara
interrelacion entre la psoriasis y diversas comorbilidades que no solo afectan la salud
del paciente, sino también el bienestar emocional y la calidad de vida. Razén por la
cual, es fundamental adoptar un enfoque multidisciplinario para abordar de manera

adecuada las complejidades en las terapias para el manejo de pacientes con psoriasis.
2.4. Factores que pueden desencadenar la psoriasis

La psoriasis se considera una patologia de origen multifactorial que a su vez combina
la predisposicion genética y factores ambientales que puedan desencadenar su
aparicion. Para que una persona desarrolle psoriasis, es necesario que exista una
interaccidn entre genes especificos asociados con la susceptibilidad de la enfermedad,

asi como la presencia de estimulos externos actuen como desencadenantes. Esta
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combinacion de factores explicaria la variabilidad en la aparicion y en la severidad de

la psoriasis entre cada individuo.
2.41. Factores genéticos

La predisposicion genética juega un papel fundamental en el desarrollo de la psoriasis.
Diversos estudios han sefalado que aproximadamente el 10% de la poblacién hereda
uno 0 mas genes asociados con esta condicion, aunque solo el 2 y 3% llegan a
desarrollar la psoriasis (35). Entre los genes mas estudiados se encuentra el HLA-
Cwo, localizado en el cromosoma 6p21, y este esta estrechamente relacionado con la
psoriasis tipo | (de inicio temprano). Este alelo es considerado uno de los principales
determinantes genéticos, contribuyendo entre un 30 y 50% de la susceptibilidad
genética a la enfermedad (36,37). sin embargo, su presencia no garantiza por si sola
el desarrollo de la psoriasis ya que se requiere de un factor o estimulo ambiental que

desencadene la activacion de la enfermedad (28,35).

Ademas de HLA-Cw6, ha sido identificado otras regiones genéticas que estan
asociadas a la psoriasis, a estas se les conoce como loci PSORS (Psoriasis
Suceptibility Regions). Al menos se conocen 10 regiones cromosomicas con
vinculacién a las regiones de susceptibilidad (PSORS1-PSORS10) (
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Tabla 1) (38). El mas relevante es PSORS1 localizado en el cromosoma 6, este se ha
asociado al sistema mayor de histocampatibilidad de la enfermedad representando el
35% de probabilidad de heredar la enfermedad (38). Los marcadores HLA estan
asociados a un mayor riesgo de desarrollar psoriasis incluyendo principalmente los
alelos HLA-Cw1, HLA-Cw6 vy ciertos alelos del locus HLA-B (36,39,40).

Pacientes portadores del alelo HLA-Cw1 tienden a presentar una mayor actividad de
la enfermedad, y desarrollan la forma moderada a severa de psoriasis. Ademas, se le
a asociado a formas que son dificiles de tratar, como lo es la psoriasis eritrodérmica y
pustular, teniendo menor respuesta a terapias convencionales, aun siendo investigado
el papel exacto en esta patogenia (36,39,41). Por otro lado, el alelo HLA-Cw6 esta
fuertemente asociado a la psoriasis vulgar, en especifico a inicios tempranos, asi como
a ciertos fenotipos clinicos como la psoriasis Guttata (39). Esta marcador se ha
identificado como un marcador predictivo de mejor respuesta a tratamientos bioldgicos,
particularmente a metrotexato y a farmacos como Ustekinumab, que actual sobre IL-
12/23 (36,39,41).

El genotipo HLA-C*06:02 asociado con la psoriasis vulgar (42), se ha destacado como
un predictor de respuesta favorable a terapias biolégicas en psoriasis, evidenciando
que pacientes con este alelo positivo responden de mejor manera a tratamientos

biolégicos en comparacién a los pacientes negativos (42).

En poblaciones especificas, como en india se han encontrado que ciertos alelos del
locus HLA-B, como HLA-B18 y HLA-B40 (41), muestran una asociacion a la psoriasis
y sugieren que estos influyen en la susceptibilidad y severidad de la enfermedad
(40,43). El alelo HLA-B*57, se ha vinculado a psoriasis eritrodérmica asi como a la
necesidad de hospitalizacion y artritis psoriasica (42,43). En Bangladesh se detecté
mayor frecuencia de los alelos HLA-B57, B35, B44 Y HLA-C6 Y C*7 en pacientes con

psoriasis (40).

Se han identificado al menos seis loci principales de susceptibilidad que estan
denominados de PSORS1 a PSORIS6, y PSORS9 siendo PSORS1 ubicado en el

cromosoma 6p21 asociado al alelo HLA-Cw6 (36).
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Otro marcador de susceptibilidad es el PSORS2 ubicado en el cromosoma 17,
PSORS3 (4p34) y también existen otros loci en diferentes cromosomas (36,37). Otro
gen importante es CARD14, cuya mutacion puede desencadenar psoriasis en placa
cuando es combinado con factores ambientales como infecciones (35). Estas
alteraciones genéticas afectan de manera principal al sistema inmunoldgico,

promoviendo una respuesta inflamatoria exacerbada.
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Tabla 1. Regiones de susceptibilidad genética a la psoriasis (PSORS).

Regiones de

susceptibilidad Ubicacién Gen Identificado

PSORSH1 6p21 HLA-Cw6, CCHCR1, CDSN

PSORS2 17925 SLC9A3R1, NAT9, RAPTOR

PSORS3 4q34 Gen que codifica para una proteina reguladora de
produccion IFN tipo 1 (aparicion temprana de
psoriasis)

PSORS4 1921 Complejo de diferenciacion epidérmica (EDC)

PSORS5 3921 SLC12A8

PSORS6 19p13 JUNB

PSORS9 4q31 Varios genes que codifican para proteinas

inmunoldgicamente relevantes, gen de la IL-15
Modificado de: Fletcher J, et al.,2022 (36).

2.4.2. Factores ambientales

Los factores relacionados con el medio ambiente desempenan un papel importante en
la activacion de la psoriasis en personas genéticamente predispuestas. Uno de estos
factores se relaciona con la presencia de infecciones ya sea bacterianas o virales, las
que pueden actuar como un desencadenante al activar el sistema inmunolégico. Es
asi que por ejemplo, la psoriasis guttata suele aparecer tras una infeccién por
estreptococo, especialmente en nifios (37). Asimismo, se ha observado un papel del
VIH al aumentar el riesgo de desarrollar psoriasis debido a su impacto en el sistema

inmunolégico (37).

Otro factor desencadenante son las lesiones o traumatismos, a esto se le conoce como
fenomeno de Koebner, donde abarca lesiones cutaneas, quemaduras solares,
rasguios e inclusive procedimientos meédicos como la aplicacion de vacunas que

desencadenan la psoriasis en areas que anteriormente eran sanas (44).

Algunos farmacos llegan a agravar o inducir un brote de psoriasis. Entre ellos destacan
las sales de litio que se usan en trastornos psiquiatricos, los betabloqueantes

empleados en hipertension arterial y los antimalaricos. Estos medicamentos pueden
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generar efectos proinflamatorios exacerbando los sintomas en pacientes

predispuestos (44).

Aunque no esta comprobado del todo, algunos pacientes reportan que factores como
climas frios, falta de exposicion solar o inclusive dietas bajas en acidos grasos omega-
3 pueden desencadenar brotes psoriasicos. Cambios hormonales durante la
menstruacion embarazo o menopausia también han sido sefalados como posibles

factores agravantes (45).

El estilo de vida como el consumo excesivo de alcohol y el tabaquismo son factores
que pueden contribuir al desarrollo o el empeoramiento de la psoriasis influyendo de

manera negativa sobre las vias de la inflamacion (35).

La interaccion de factores genéticos y ambientales no solo determina el inicio de la
psoriasis, sino también su severidad y evolucion, si hay pacientes con antecedentes
familiares fuertes o formas severas de la psoriasis tienen una mayor predisposicion a
desarrollar complicaciones cardiovasculares como infarto al miocardio (IM) (35,37).
Esto resalta la importancia del manejo integral del paciente, incluyendo tratamiento
para las lesiones cutaneas, pero también un monitoreo activo para identificar y

controlar factores desencadenantes.
2.5. Formas clinicas de la psoriasis

El conocimiento de las formas clinicas de la psoriasis facilita la comprension y la
seleccion de estrategias terapéuticas adecuadas. En una clasificacion propuesta por
(46), la psoriasis se divide en dos tipos principales basados en la edad de aparicion:

e Psoriasis tipo | (Juvenil): se llega a presentar antes de los 20 afios y se asocia
con una predisposicion genética significativa, en especifico al alelo HLA-Cw6.
Es considerada mas grave y resistente al tratamiento, con lesiones localizadas
en el cuero cabelludo, ufias e ingle. Este tipo suele tener un curso mas agresivo

asociado a una mayor inflamacién.

e Psoriasis tipo Il (Adulta): aparece entre los 50 y 60 anos y tiene una evolucion
mas benigna. Este tipo se asocia frecuentemente a comorbilidades metabdlicas
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como obesidad, hipertension arterial y diabetes mellitus. Las lesiones suelen

localizarse en el cuero cabelludo, ufias, region genital, laringe y ojos (46).

Ademas de esta clasificacién, también pueden clasificarse de acuerdo con las formas

clinicas segun las caracteristicas de las lesiones cutaneas (Figura 3).

Psoriasis Psoriasis Psoriasis Psoriasis Psoriasis
Vulaar Inversa Guttata Eritrodermica Pustular

Figura 3. Clasificacion de psoriasis de acuerdo con su distribucion anatémica.
Modificada de: MedForum 2025 (47).
2.5.1. Psoriasis Vulgar

También conocida como psoriasis en placas es la forma mas comun de la psoriasis,
se presenta en el 80-90% de los casos (44). Se caracteriza por placas eritematosas
bien delimitadas, cubiertas por escamas plateadas o blancas (48). Estas lesiones
pueden ser pruriginosas y dolorosas, afectando de manera principal areas como el
cuero cabelludo, rodillas, codos y la region lumbosacra. Este tipo de psoriasis tiene un
curso cronico y puede persistir durante meses o afos. El diagnéstico diferencial suele
hacerse contra dermatitis atopica, liquen plano, eccema numular, pitiriasis rubra pilaris
(49).

2.5.2. Psoriasis Inversa

Conocida de otra manera como psoriasis flexural, afecta regiones con areas
intertriginosas como las axilas, region inguinal, pliegues submamarios y perianales

(50). Estas lesiones se presentan como eritematosas, lisas y no poseen descamacion
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prominente debido a que las zonas donde se genera son de mayor humedad. Esta
forma de la enfermedad puede llegarse a confundir con infecciones fungicas como

candidiasis o intertrigo (49).
2.5.3. Psoriasis Guttata

Representa aproximadamente el 2% de los casos que padecen psoriasis (50), esta
forma de la enfermedad se presenta como pequefias lesiones en forma de gotas (0.5-
1.5 cm) que se distribuyen de manera principal en el tronco, asi como en extremidades
superiores e inferiores. Es una psoriasis mas comun en nifios y jovenes adultos ya que
suele desencadenarse luego de una infeccion estreptococica (44). Tiene un buen

pronostico y tiene una resolucion espontanea.
2.5.4. Psoriasis Pustulosa

Es una forma rara de la enfermedad que se manifiesta por la presencia de pustulas
estériles sobre placas eritematosas. Puede presentarse de manera localizada (palmo-
plantar) o generalizada (eritrodermia pustulosa). Esta ultima se le considera grave
ademas de potencialmente mortal, asociada a fiebre alta, leucocitosis e hipocalemia
(44,49).

2.5.5. Psoriasis Eritrodérmica

Es la forma de presentacion menos comun pero también es la mas grave. Se
caracteriza por eritema generalizado que afecta mas del 90% de la superficie corporal
acompafado de descamacion intensa fiebre alta y alteraciones sistémicas como
taquicardia y deshidratacion severa. Esta psoriasis requiere de una atencion médica

urgente ya que existe el riesgo constante de complicaciones graves.

La clasificacién de la psoriasis permite identificar las caracteristicas especificas en
cada uno de los pacientes, a su vez posibilita orientar el tratamiento con respecto a la

gravedad de las lesiones presentes y el manejo de las comorbilidades asociadas (44).
2.6. La nocicepcién en la psoriasis

La investigacién referente a la psoriasis ha priorizado los signos fisicos de la

enfermedad. Sin embargo, en afos recientes, se le ha dado relevancia a sintomas
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sensoriales incluyendo al dolor (51). Este sintoma afecta significativamente la calidad
de vida del paciente, por lo que el autoinforme de los pacientes sigue siendo el
estandar de oro para evaluar su grado de severidad. Estudios han revelado que al
menos el 90% de los pacientes cursan con sintomas fisicos en piel, siendo el dolor

uno de los sintomas mas incapacitantes (52).

Desafortunadamente, la prevalencia y los mecanismos moleculares del dolor cutaneo
no estan completamente definidos (52). Multiples pacientes describen dolor como una
sensacion ardiente, pulsatil, acompafada de picor y calambres (53). Aproximadamente
entre el 60 y el 90% de los pacientes con psoriasis han reportado picor, muchos de
estos pacientes también reportan dolor concomitante, lo que afecta su calidad de vida
(54). En encuestas realizadas en consultas generales, alrededor del 25-40% de los
pacientes con psoriasis informaron sentir dolor (55). Ademas, estudios comparativos
han encontrado el impacto del dolor en los pacientes es similar a lo experimentado por

personas con enfermedades cronicas como diabetes o problemas cardiacos (56,57).

Factores como el género femenino, mayor edad (58,59), presencia de comorbilidades
cronicas y una mayor severidad o duracion de la psoriasis se asocian con una mayor
prevalencia e intensidad del dolor (60). En un estudio descriptivo con 139 pacientes,
se encontré que el 42.6% report6 dolor y el 36.7% molestias cutaneas. La intensidad
promedio fue de 4.4 (en una escala numérica de 0 a 10) para el dolor y 3.5 para las
molestias (61). Otro estudio con 100 participantes determiné que el 18% sufria dolor

relacionado con la enfermedad (54).

El dolor asociado a la psoriasis puede clasificarse como inflamatorio o neuropatico. El
dolor inflamatorio es agudo y pulsatil, causado por inflamacién y dano tisular local que
activan vias neurales aberrantes. Por otro lado, el dolor neuropatico resulta del dafno
nervioso y se manifiesta como hiperalgesia (mayor sensibilidad al dolor) o alodinia

(dolor ante estimulos normalmente no dolorosos) (62,63).

En afos recientes, se ha identificado un mecanismo especifico en la psoriasis
conocido como inflamacién neurogénica (64). Este proceso involucra nociceptores

periféricos que liberan neuropéptidos como la sustancia P (65), regulando la
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desgranulacion de mastocitos dérmicos y promoviendo una respuesta inmune innata.
Estudios han encontrado niveles elevados de sustancia P y péptido intestinal
vasoactivo (VIP) en las lesiones psoriasicas (66). Ademas, factores como la
sobreexpresion del factor de crecimiento nervioso (NGF) contribuyen a mantener este

estado inflamatorio (67).

La liberacion de neuropéptidos esta mediada por proteasas. En las placas psoriasicas,
una inactivaciéon parcial de proteasas reduce la degradacion de sustancia P y VIP,
intensificando su efecto proinflamatorio. Simultaneamente, la proteasas como la
triptasa activa receptores especificos (PAR2), sensibilizando canales ibnicos
transitorios (TRP) presentes en mastocitos y fibras nerviosas cutaneas, lo que

amplifica la percepcion del dolor (68)

El dolor cutaneo tiene un impacto significativo en multiples aspectos de la vida diaria.
Los pacientes con psoriasis reportan interferencias en el suefio, estado de animo y
relaciones interpersonales debido al dolor (69,70). Ademas, este sintoma esta
asociado con tasas mas altas de comorbilidades psiquiatricas como ansiedad y
depresion (71). La afectacion laboral también es notable: el ausentismo y la
disminucién en productividad estan directamente relacionados con la severidad del
dolor (70). Desafortunadamente, el dolor es uno de los sintomas menos analizados en
estudios clinicos de la psoriasis, aunque se ha relacionado a la presencia de
comorbilidades, asi como al empeoramiento de la calidad de vida de los pacientes con

psoriasis (72).
2.7. Evaluacién de la severidad de la psoriasis

La evaluacién de la psoriasis es un proceso que permite determinar la gravedad de las
lesiones y la severidad de la enfermedad, esto facilita la obtencion de un tratamiento
adecuado, asi como la evaluacién del éxito de los tratamientos empleados. Para esta
evaluacién se deben de considerar multiples factores, como el grado de actividad de
la enfermedad, la apariciébn de nuevas lesiones, la expansién de las lesiones ya

existentes y la recurrencia a los tratamientos (73).
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La escala que permite una evaluacion detallada ademas de considerar varios
parametros clinicos es el PASI (Psoriasis Area Severity Index). Este indice evalua el
grado de eritema, infiltracion y descamacion de las lesiones existentes, asi como
evalua el porcentaje de area corporal afectada en cuatro regiones principales: cabeza,
tronco, extremidades superiores e inferiores (48). Cada una de las areas son
puntuadas segun el grado de afectacion y son sumadas para obtener una puntuacion
global que varia entre 0 sin enfermedad, hasta 72 que indica la enfermedad severa
(74). La puntuacién global se usa para clasificar la psoriasis en leve, moderada o

severa (75).

En el PASI se evaluan tres criterios fundamentales como los signos clinicos, la region
afectada y el porcentaje de piel afectada, el objetivo de los tratamientos y los
considerados tratamientos con éxito terapéutico son aquellos que logran reducir el
PASI al minimo posible. Idealmente se espera la mejoria de un PASI 75 lo cual refleja
la mejora significativa de las lesiones en el paciente (73) Se considera que hay una
respuesta exitosa a los tratamientos cuando se logra una reduccion al 75% del PASI
comparandolo con el PASI inicial (PASI 75) (76,77). Hay algunas herramientas

informaticas para calcular el PASI como se muestra en la (Figura 4).
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Figura 4. Calculadora de PASI.

Esta calculadora referente a Ila determinacion del PASI puede consultarse en
https://pasi.corti.li/.
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Otro de los indices utilizados y que mayormente funciona de complemento para el
PASI es el BSA (Body Surface Area). Este indice se basa en usar el método conocido
como regla del 9% donde a cada seccidén del cuerpo se le asigna un porcentaje
especifico total. A la cabeza se le asigna el 10%, tronco el 30%, extremidades
superiores 20%, extremidades inferiores 40%. De acuerdo a este porcentaje se evalua
como leve BSA < 3%, Moderado BSA 3%-10% y severo al BSA >10% (48,73).

Ademas de los anteriores el DLQI (Dermatology Life Quality Index) esta disefiado para
medir la afectacion de la psoriasis en la calidad de vida del paciente. Consiste en un
cuestionario de 10 preguntas que abordan los diferentes aspectos de la vida cotidiana
del paciente. Este indice es usado en al menos otras 40 afecciones dermatolégicas y
esta disponible para 80 paises y en 90 idiomas distintos. Una puntuacion de DLQI =10

indica el impacto mas significativo en la calidad de vida del paciente (75).

Cabe senalar que los indices mencionados con anterioridad pudieran tener errores que
puedan influir en la evaluacién de la severidad de la psoriasis. Hay mas factores que
pueden influir en estos indices como la respuesta a tratamientos previos, el grado de
afectacion en cada area del cuerpo o la presencia o ausencia de sintomas asociados

a esta enfermedad (44).
2.8. Caracteristicas histolégicas de la piel psoriasica

A nivel histolégico, tanto la dermis como la epidermis de la piel psoriasica poseen
caracteristicas que la distinguen de la piel normal. En consecuencia, es fundamental
conocerlas para comprender la fisiopatologia de la enfermedad y evaluar el impacto
de los tratamientos. Estas caracteristicas resultan de la respuesta inflamatoria cronica

y de la proliferacion anormal de los queratinocitos.
2.8.1. Alteraciones histologicas en epidermis

A nivel epidérmico se observa la presencia de acantosis, relacionada con un
engrosamiento de la epidermis. Este engrosamiento se debe a la hiperproliferacion de
los queratinocitos, provocando un aumento de células en las capas superiores de piel.

De igual manera se presenta la paraqueratosis, caracterizada por cornecitos de la capa
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cérnea que retienen los nucleos indicando una maduracién anormal. Esta alteracién
va acompanada a su vez de una reduccion o ausencia de la capa granulosa conocida
como hipogranulosis. La unidén de estas caracteristicas se manifiesta como una piel

mas gruesa y presenta una estructura anormal (46).

Ademas, se pueden apreciar las papilas dérmicas elongadas con presencia de edema,
contribuyendo a la apariencia caracteristica de la piel psoriasica. Existe la presencia
de microabscesos de Munro que son cumulos de neutrdfilos en la capa cérnea. Estos
microabscesos son indicativos de que hay un infiltrado inflamatorio activo y son
considerados un marcador clave en el diagndstico de la psoriasis (jError! No se e

ncuentra el origen de la referencia.) (78).

Paraqueratosis Hiperqueratosis

Microabsceso de Munro

Capilares dilatados
Perdida de la capa

Adelgazamiento "

suprapapilar

Engrosamiento
de crestas

Mitosis en tres
crestas

Infiltrado
linfocitario

Figura 5. Caracteristicas histolégicas de la piel psoriasica.
2.8.2. Alteraciones histologicas en dermis

En la dermis, se observa el aumento significativo de vasos sanguineos y
vascularizacion debido a factores angiogénicos, como el factor de crecimiento del
endotelio vascular (FCEV). El aumento del flujo sanguineo es el causante de la
presencia de eritema. La dilatacién y tortuosidad de los capilares dérmicos contribuyen

a la congestion vascular observada en las lesiones psoriasicas (Figura 5) (47).
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En su mayoria el infiltrado inflamatorio presente en la dermis esta compuesto de
linfocitos T y neutrdfilos. Los linfocitos T CD4+ y CD8+ son particularmente abundantes
jugando un papel importante en la respuesta inmune (79). Este infiltrado puede llegar
a extenderse hasta la epidermis exacerbando las alteraciones histolégicas observadas

en piel psoriasica (46).

2.8.3. Evaluacién de las alteraciones histologicas en la psoriasis: indice de
Baker

Dadas las alteraciones histoldgicas propias de la psoriasis, es importante disponer de
escalas que permitan evaluarlas de forma semi cuantitativa. Para ello se dispone del
indice de Baker (80), mismo que se aplica ampliamente en la actualidad para verificar
las modificaciones histolégicas después del uso de tratamientos antipsoriasicos (81—
83).

El indice de Baker no es comunmente empleado a diferencia de otras escalas de
medicion, por ejemplo, el PASI. Su principal objetivo es proporcionar una perspectiva
histolégica que complemente la evaluacién clinica de la enfermedad aportada por el
PASI. Es una herramienta de evaluacion que se centra en la evaluacion especifica de
las caracteristicas histologicas en la piel, lo que nos permite determinar la severidad
de la psoriasis, asi como el impacto de los diversos tratamientos a través de la
determinacion de los cambios histolégicos en la arquitectura cutanea, basicamente en

el estrato cérneo, la epidermis y la dermis:

e Estrato corneo: Este componente del indice se centra en evaluar el grado de
hiperqueratosis, que se refiere al engrosamiento de la capa mas externa de la

piel debido a un aumento en la produccion de queratina.

e Epidermis: A nivel epidérmico, se analiza el grosor de la epidermis y los cambios
estructurales que esta capa presenta. Se presta especial atencion al aumento
de células inflamatorias y a las alteraciones en la diferenciacién celular. Estos
cambios son indicativos de un proceso inflamatorio subyacente que caracteriza

a la psoriasis y que puede influir en la severidad de los sintomas.

24




eDermis: La evaluacion de este componente se centra en el aumento del flujo
sanguineo y en la presencia de infiltrados inflamatorios. Estos factores son
cruciales para comprender el impacto clinico que tiene la psoriasis sobre los

pacientes, ya que reflejan el grado de inflamacion y dafo tisular presente.

Es importante destacar que el indice de Baker puede ser complementado con otras
herramientas para evaluar la severidad de la psoriasis, como el PAS| y el BSA. Esta
combinacion tiene como finalidad proporcionar una evaluacidon mas completa del
estado del paciente. Mientras que el PASI se enfoca en aspectos clinicos visibles, tales
como eritema, infiltracién y descamacion a nivel macroscopico, el indice de Baker
ofrece una perspectiva histologica que puede ser util para guiar las decisiones

terapéuticas o para evaluar las respuestas a tratamientos especificos (80).
2.9. Modelos experimentales de psoriasis

La psoriasis es una enfermedad humana y no puede ser reproducida al 100% en los
animales. El raton ha mostrado ser uno de los modelos mas valiosos en la
experimentacion debido a las similitudes biolégicas con los humanos y su versatilidad
en la investigacion biomédica. Ofrece multiples ventajas sobre otros modelos debido a

su bajo costo asi como la facilidad de manejo permite la rapida reproduccién (84).
2.9.1. El ratéon como modelo experimental

El ratdbn es un mamifero cuyos procesos bioquimicos son similares a los del ser
humano. Una de sus ventajas principales es el tiempo gestacional corto, su alta
prolificidad y la capacidad de adaptacion a bioterios que permite controlar diversos
parametros ambientales durante la experimentacion. Ademas, el raton es una de las
especies mas ampliamente estudiada desde el punto de vista genético, con amplia
disponibilidad de lineas consanguineas y mutaciones, asi como de herramientas
moleculares como anticuerpos especificos y bibliotecas gendémicas (84,85) el costo
representa una gran ventaja a comparacion de otros modelos usados ya que se puede

decir que es relativamente barato, ademas de ser de mantenimiento sencillo (86).
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Una caracteristica unica del raton es la posibilidad de manipular el genoma mediante
diversas tecnologias como la transgénesis y las mutaciones dirigidas en células
embrionarias pluripotenciales (ratones knockout). Estas técnicas permiten estudiar la
funcién de genes especificos relacionados con la psoriasis y otras enfermedades

cutaneas (87).

Particularmente para el estudio de la psoriasis se ha empleado varios modelos
animales, que, aunque no logran mimetizar en su totalidad todos los rasgos de esta
enfermedad, consiguen reproducir algunos rasgos esenciales de la psoriasis, por lo
que han sido piedra angular en el desarrollo de nuevos tratamientos. Los modelos
mas representativos son: a) modelos provenientes de mutaciones espontaneas o
inducidas; b) modelos generados por transgénesis; ¢) modelos de xenotransplantacion

y d) modelos de induccién por farmacos.
2.9.2. Modelos de mutaciones espontaneas o inducidas

En la actualidad se han identificado al menos 1500 mutaciones en modelos de raton
que dan lugar a fenotipos patoldgicos, mientras que 200 mutaciones se consideran en
el caso de las ratas (84). Los primeros modelos de psoriasis surgieron y fueron
descritos a través de mutaciones espontaneas. Estos ratones son generados mediante
mutacion genética y alélicas que simulan caracteristicas especificas de la psoriasis
(88). Por ejemplo, se han desarrollado ratones deficientes en TWEAK, una proteina
involucrada en la inflamacion cutanea. Este modelo permitié identificar a esta proteina

como un posible blanco terapéutico en la psoriasis (89).

En las mutaciones espontaneas se exhibe un fenotipo psoriasiforme que incluye a los
ratones homocigotos para la mutacion (Scd1ab/Scv1ab), la dermatitis proliferativa
crénica (Sharpincrdm/SharpincPdm) y la piel escamosa (Ttc7fsn/Ttc7fsn) (85,90). La
mutacion Scd1ab/Scviab es caracterizada por la presencia de acantosis epidérmica
moderada, ademas de un aumento en la vascularizaciéon y un infiltrado dérmico
compuesto de macréfagos y mastocitos principalmente, sin la mediacion de linfocitos
T ni neutrdfilos (84,88). En contraste, tanto la dermatitis proliferativa crénica como los

ratones de piel escamosa muestran una hiperproliferacién epidérmica, un infiltrado
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inflamatorio mixto y la acumulacién de neutréfilos en los microabscesos de Munro
epidérmicos ademas de una vascularizacion dérmica que es caracteristica por la

presencia de vasos sanguineos dilatados (91).

Se ha llegado a sugerir en diversos estudios que varios genes modificadores influyen
en el genotipo psoriasiforme observado, incluida la composicion del infiltrado
inflamatorio. Sin embargo, el fenotipo de piel escamosa aun es complejo y presenta
caracteristicas que no son apreciables en la piel psoriasica tipica. Por su parte la
mutacion Sharpin°*dm/Sharpincd™ también resulta en un fenotipo que es complejo y
afecta a multiples sistemas organicos. Ambos fenotipos (dermatitis proliferativa crénica
y piel escamosa) parecen tener su desarrollo independiente a las células T y no
responden de manera adecuada a algunas terapias antipsoriasicas, lo que limita la

capacidad de predecir el efecto de estos tratamientos en el humano (92).
2.9.3. Modelos transgénicos

Estos ratones son modificados genéticamente para expresar o eliminar genes
especificos relacionados con la patogénesis de la psoriasis Este enfoque ha sido
fundamental para investigar el papel de diversas moléculas de adhesion, citocinas,
factores de transcripcion y otros mediadores que contribuyen a la aparicién de

inflamacion e hiperproliferacién como rasgos caracteristicos de la psoriasis (88,93).

Una estrategia comun que es empleada en los modelos de animales modificados
genéticamente es la sobreexpresion epidérmica de mediadores de interés, controladas
por promotores que actuan en los queratinocitos basales (por ejemplo, la queratina 14)
o en los queratinocitos suprabasales (como la involucrina o queratina 10). Entre las
moléculas diana que se han estudiado en estas modificaciones transgénicas se
encuentran en el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a), la IL-6, el factor de
crecimiento de los queratinocitos (KGF), la IL-1a, el TGF-B humano latente, el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el IFN-y, la proteina morfogénica 6sea-6
(BMP-6), y varias subunidades de integrinas humanas (94,95).

Ademas, se ha seguido un enfoque opuesto mediante la eliminacién o reduccién de

moléculas clave para estudiar el impacto en la patogénesis. Por ejemplo, se ha
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investigado a las integrinas 2 de los leucocitos (CD18) en ratones con mutaciones
hipomoérficas, asi como a la IL-1 y proteinas relacionadas con la senalizacion
inflamatoria, como el inhibidor del factor nuclear kappa B-cinasa 2 (IKK2) y el STAT3
dentro de la epidermis (94,95).

2.9.4. Modelos de xenotrasplante

Los modelos de xenotrasplante implican el injerto de muestras de piel humana en
ratones inmunodeficientes lo que permite el estudio in vivo de las interacciones entre
el tejido humano en modelos animales. Este enfoque consiste en trasplantar un
fragmento de piel psoriasica proveniente de un paciente o, alternativamente, un
equivalente dérmico creado en laboratorio, lo que se conoce como “humanizacion de
ratones”. Aunque el uso de piel humana trasplantada no se ajusta estrictamente a la
definicion clasica de los modelos animales, esta técnica ha demostrado ser muy

valiosa para la investigacion de la psoriasis (84).

En los modelos de xenotransplante, se utilizan ratones inmunodeficientes como
ratones atimicos desnudos, ratones con inmunodeficiencia combinada severa (SCID)
y el modelo AGR129 (96). La principal diferencia de estos modelos radica en la
capacidad inmunoldgica. Por ejemplo, los ratones atimicos desnudos carecen de timo
y, por ende, no tienen células T. En contrataste, los ratones SCID no poseen células T
ni B, pero conservan neutréfilos funcionales y células asesinas naturales (NK) maduras
con actividad normal (97). Por otro lado, los ratones AGR129 también carecen de
células T y B, aunque mantienen las células NK inmaduras que son menos citotdxicas

que sus contrapartes maduras (98).

La utilizacion de un modelo animal con un sistema inmunoldgico debilitado permite que
los injertos de piel sean tolerados durante periodos mas prolongados en comparacion
a los ratones normales. De hecho, el rechazo al injerto es menor en los ratones del
modelo AGR129. Se ha observado que la piel psoriasica humana no lesionada que es
injertada en estos ratones puede desarrollar las placas psoriasicas de manera
espontanea sin la necesidad de que se inyecten células inmunitarias activadas de

factores externos (98). Actualmente, se reconoce que el xenotrasplante de piel pre-
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psoriasica en ratones inmunodeficientes es uno de los modelos para desentraiar los

mecanismos involucrados en el desarrollo de psoriasis humana (99).
2.9.5. Modelo de induccion por farmacos

En el estudio de la psoriasis se emplea el uso de agentes como el imiquimod (IMQ) o
el ditranol, que permite inducir lesiones cutaneas que se asemejan a la psoriasis
humana (100).

El modelo de psoriasis inducida por imiquimod se desarrollé en el 2009 (101) y se ha
convertido en el modelo de raton mas empleado en las investigaciones preclinicas
sobre la psoriasis (102). Este modelo es especialmente valioso porque el fenotipo de
la piel murina tratada con imiquimod muestra muchas similitudes con la psoriasis
humana, en particular la dependencia del eje IL-17/IL-23 (103), la infiltracion de células
dendriticas plasmocitoides (pDC), la actividad del interferén tipo I, el aumento en la
produccion de marcadores inflamatorios (S100A8/A9 e IL-23) y la induccion de
alteraciones cutaneas psoriasiformes (hiperqueratosis, paraqueratosis, acantosis,
elongacion de las papilas dérmicas, microabscesos de Munro, infiltracion leucocitaria)
(72). Por esta razon este modelo goza de gran popularidad para poder comprender los
mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad y optimizar posibles tratamientos a

nivel preclinico (104).

El imiquimod es un modificador de la respuesta biolégica que posee propiedades
antivirales, antitumorales e inmunomoduladores (Figura 6). Desde la aprobacion por
la FDA (Food and Drug Administration) en el afio de 1997 para tratar lesiones
asociadas a la infeccion del virus del papiloma humano (VPH) y otros trastornos
cutaneos, ha sido utilizado también como coadyuvante en modelos animales para
erradicar tumores (105). Sin embargo, se ha observado que el imiquimod puede
exacerbar los sintomas en pacientes con psoriasis controlada, afectando en las areas

tratadas como en aquellas donde previamente no se presentaban las lesiones (101).

El procedimiento para inducir la psoriasis en el modelo murino consiste en la aplicacion

tépica de la crema Aldara® o Quimara® conteniendo imiquimod al 5% sobre la piel o
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las orejas en ratones que previamente se encuentren rasurados (comunmente se

emplea el modelo de ratones BALB/c o C57BL/6) durante siete dias consecutivos.
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Figura 6 Vias de inicio de la psoriasis inducida con imiquimod un agonista de TLR7
que activa el pasmocitoide en células dendriticas (PDC) produciendo interferones
(IFN). Tomado y traducido al espanol de Lowes MA et al., 2014 (106)

El Imiquimod posee un peso molecular relativamente pequeno (330.43 g/mol) y alta
hidrofobicidad que le permite atravesar el estrato cérneo, impactando a nivel sistémico.
Se trata de un agonista selectivo de los receptores TLR-7/8, por lo que estimula a las
células dendriticas plasmocitoides, quienes producen interferén (INF-a/B). EI IMQ
induce la expresion epidérmica de IL-23, IL-17A e IL-17F, asi como un aumento de las
células Th17 esplénicas. La dermatitis inducida por IMQ depende parcialmente de la
presencia de células T, mientras que el desarrollo de la enfermedad se bloquea casi
por completo en ratones deficientes en IL-23 o del receptor de IL-17, o que demuestra
el papel crucial del IMQ en la activacion del eje IL-23/IL-17 en este modelo animal
(101).

Se ha demostrado que la expresion del receptor IL-17RA en los queratinocitos es
decisivo para la induccidon completa de la inflamacion cutanea promovida por el

imiquimod. De hecho, la atraccion de neutrdfilos a la piel inducida por el imiquimod, un
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evento inicial en el desarrollo de la psoriasis, se bloquea en ausencia de la sefializacion
de IL-17 en queratinocitos epidérmicos que carecen de receptores de IL-17 (103). Esto
demuestra el impacto de estas células epidérmicas en el desarrollo de la psoriasis en

este modelo animal.

La aplicacion continua de imiquimod resulta en el fenotipo cutaneo que refleja muchas
caracteristicas de la psoriasis humana, aunque también se encuentran diferencias de
la psoriasis humana a la psoriasis inducida con imiquimod en un modelo murino como
se observa en la Tabla 2. En particular, de las caracteristicas en comun se observa la
rapida infiltracion de células dendriticas plasmocitoides y una respuesta inflamatoria
cutanea que es desarrollada dentro de las 12 a 24 horas posterior a la aplicacion del
imiquimod. Durante este periodo, se induce multiples marcadores inflamatorios y se
producen alteraciones microscopicas en la epidermis, como la integridad epidérmica
se ve comprometida y ocurre la apoptosis de los queratinocitos (107).

Tabla 2 Diferencias y similitudes de la piel humana vs. la piel murina en el modelo de
psoriasis inducida con imiquimod.

SIMILITUDES DIFERENCIAS
Alteraciones microscépicas en la epidermis | El grosor y la arquitectura de la epidermis
(integridad  epidérmica  comprometida, | roedor vs humano (2-3 capas en ratones en
apoptosis de queratinocitos, y | comparacion con > 6 en humanos).

microabscesos de Munro).

El imiquimod induce una migracién de
células de Langerhans ademas de estimular
los queratinocitos y aumentar las citocinas.
Implica la activacion del eje IL-17/IL-23,
crucialmente involucrada en la psoriasis
humana.

La densidad y longitud de los foliculos
pilosos, el tiempo de recambio epidérmico,
el grosor de la dermis o la presencia de un
paniculo carnoso en ratones, inexistente en
humanos.

Signos de inflamacion cutanea aguda
caracterizada por eritema, descamacion vy
engrosamiento/ induracion de la piel.

El dolor y prurito en el modelo no ha sido
completamente estudiado.

Vascularizacion y angiogénesis aumentada
y alterada, que es una parte integral del
fenotipo psoriasico.

La homogeneidad del modelo en raton vs. la
heterogeneidad de la psoriasis humana.
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La hiperplasia esplénica, asi como la respuesta inmunoldgica estan estrechamente
relacionados, ya que el bazo desempena un papel fundamental en el sistema
inmunologico. Se han encontrado referencias previas que el imiquimod llega a causar
esplenomegalia, en ratones administrados con IMQ esto debido al aumento de las
células inmunitarias. EI numero de neutréfilos CD11b+Ly6¢c+, perioblastos Ter119+,
células B B220+, macrofagos F4/80+ y células dendriticas CD11c+ fue mayor en
ratones que fueron administrados de manera topica con IMQ en comparacion a los

controles (108).

A medida que avanza el tratamiento, los ratones comienzan a mostrar signos evidentes
de inflamacién cutanea que se observa por la presencia de eritema, descamacion y el
engrosamiento de la piel. Estos sintomas tienden a empeorar con el tratamiento
continuo. Este modelo también permite combinar el imiquimod con cepas murinas
genéticamente modificadas nuevas o ya existentes (109). La aplicacién del imiquimod
de manera tépica no solo estimula la produccion de los queratinocitos, sino que
también aumenta las citocinas proinflamatorias y promueve la migracion de células de
Langerhans. Por estas razones este modelo goza de gran popularidad y es
considerado de los mas representativos para estudiar los mecanismos patologicos

asociados con la psoriasis humana (101).

2.10. Consideraciones bioéticas en el uso de animales de

laboratorio

La experimentacion con animales de laboratorio ha sido crucial para avanzar en el
conocimiento biomédico, permitiendo el desarrollo de tratamientos y vacunas que han
mejorado significativamente la calidad de vida tanto de humanos como de animales.
Muchos avances en la historia de la biomedicina han sido posibles gracias al empleo
de animales en la experimentacién cientifica, ya que nos ha permitido conocer y
avanzar en conocimiento sobre diversas areas como la biologia, la fisiologia, asi como

en enfermedades en animales, humanos y no humanos.
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Sin embargo, este uso debe estar guiado por principios bioéticos rigurosos que
prioricen el bienestar animal y minimicen el sufrimiento innecesario (110). Se debe
considerar antes de la manipulacién y manejo de animales de laboratorio que deben
ser tratados con técnica y de manera humanamente apropiada desde la bioética. Para
esto hay guias que tienen como objetivo que al realizar estudios en laboratorio con
animales estos sean previamente planificados y deben ser tratados con los mas altos
principios cientificos, humanos y éticos. La salud y las condiciones fisicas de los
animales son cruciales, ya que factores como la desnutricidn, el estrés y la falta de
higiene pueden alterar las respuestas del animal a los tratamientos aplicados, lo

que podria comprometer la integridad de los resultados de la investigacion (111).

Aunque existen hoy dia avances para que puedan ser sustituido el uso de animales de
investigacion, entre los cuales se incluyen modelos computacionales, cultivos
celulares y el uso de modelos in vivo con menor grado de sintiencia, no se debe perder
el punto del desarrollo de nuevos recursos terapéuticos que ayuden a mejorar la

calidad de vida tanto del humano como el animal (110).

Para asegurar el manejo ético en la experimentaciéon con modelos animales se deben
de seguir diversas pautas. Primero es esencial la seleccion del modelo animal
adecuado, en este campo se consideran aspectos cientificos, éticos y legales. Esto
incluye utilizar el numero minimo necesario de animales para obtener resultados
validos y tratar a los sujetos como seres sensibles, esto implica el compromiso ético
para minimizar el sufrimiento (Comision Nacional de Bioética, 2015) ademas, cualquier
procedimiento que pueda causar dolor o angustia debe realizarse con previo uso de

anestesia o analgesia adecuada (112,113)

Se ha establecido evaluar si la investigacion con animales responde a preguntas
cientificas importantes y que no puedan ser abordadas por métodos alternativos. Se
promueve el principio de las 3R (remplazo, reduccion y refinamiento). Esto busca
reemplazar el uso de animales siempre que sea posible, (como modelos virtuales o
simuladores, cultivo de tejidos, uso de cadaveres, entre otros). Reducir el numero de
animales usados en la experimentacion esto conlleva a aplicar estudios estadisticos

que permitan establecer la cantidad minima de individuos para poder obtener un
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resultado satisfactorio durante la investigacion, o la seleccién del modelo animal mas
adecuado para el estudio. Refinar los procedimientos para minimizar el sufrimiento,
esto implica emplear procedimientos menos invasivos que ayuden a disminuir el dolor,
la ansiedad y el malestar para aumentar el bienestar del animal desde que nace hasta

que muere generando un correcto protocolo. (111).

En México se han incorporado estas pautas a diversas legislaciones como en la NOM-
062-Z00-1999, que es la norma oficial Mexicana encargada de regular las
especificaciones técnicas para el cuidado y uso de los modelos animales de laboratorio
donde el principio de la 3R comprende el minimo ético, ademas del analisis dafo-
beneficio (110).

A pesar de las contribuciones significativas que los modelos animales han hecho al
avance del conocimiento cientifico y médico, persisten desafios éticos. La
homogeneidad genética en estos modelos no refleja adecuadamente la diversidad
clinica observada en pacientes humanos con psoriasis. Por lo tanto, es fundamental
utilizar una variedad de modelos experimentales segun el objetivo del estudio para

obtener resultados mas relevantes y aplicables (77).

En conclusién, las consideraciones bioéticas son esenciales en la experimentacion con
animales. Los investigadores deben comprometerse a seguir principios éticos
rigurosos para garantizar el bienestar animal mientras se persigue el avance del
conocimiento cientifico. Esto no solo protege a los sujetos experimentales, sino que
también mejora la calidad y aplicabilidad de los hallazgos cientificos. La
experimentacion con animales de laboratorio debe realizarse con un enfoque ético
riguroso, asegurando que se minimice el sufrimiento animal y se maximice el beneficio
para la sociedad, siempre que no existan alternativas viables. Los principios bioéticos
y las regulaciones legales son fundamentales para garantizar que esta practica se lleve

a cabo de manera responsable y justificada.
2.11. Tratamientos actuales y en desarrollo para la psoriasis

Los tratamientos actuales para la psoriasis son variados y estan orientados

principalmente a disminuir los sintomas, sin que hasta el momento se disponga de
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un tratamiento curativo definitivo. La eleccion de las terapias depende de diversos
factores incluyendo la extension y gravedad de la enfermedad, asi como factores de
preferencia del paciente y si se tiene una respuesta favorable al tratamiento de
manera previa (76,77). Es importante destacar, que incluso tratamientos muy
exitosos como los biolégicos anti-IL17 se ven afectados por la pérdida de eficacia,

elevada toxicidad efectos secundarios significativos y altos costos (2).

Los enfoques terapéuticos incluyen tratamientos antiinflamatorios y antiproliferativos
tépicos, farmacos inmunosupresores sistémicos y agentes biolégicos que actuan
sobre la patogenia de la enfermedad. Segun las guias clinicas del National Institute
for Health and Care Excellence (NICE), los tratamientos para la psoriasis se clasifican

en varias lineas (Figura 7).

e Primera linea: Se les considera de primera linea a las terapias topicas ya que
se consideran como el tratamiento inicial en psoriasis. Esto incluye el uso de
emolientes, analogos de vitamina D, corticoides tdépicos e inhibidores de

calcineurina (78).

e Segunda linea: se recurre a estos en caso de que no se observe mejoria con
las terapias topicas, se puede optar primero por la fototerapia. Esta opcion
incluye radiacion UVB de banda estrecha y PUVA (psoraleno combinado con
UVA) sino llega a presentarse mejoria se puede optar por el uso de

medicamentos sistémicos para complementar el tratamiento (78,114).

e Tercera linea: las terapias biolégicas se reservan en caso de pacientes con
psoriasis severa o aquellos que no tienen una respuesta favorable a tratamientos
sistémicos. Aunque son terapias mas efectivas su alto costo limita su uso

generalizado (76,77).
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Figura 7. Tratamientos para la psoriasis.
2.11.1. Tratamientos topicos

Los tratamientos tdpicos representan el estandar de oro para el manejo terapéutico de
la psoriasis, brindan mejoria en casos de psoriasis leve a moderada se puede emplear
en monoterapia o puede emplearse el uso combinado con fototerapia o medicamentos
sistémicos (44). Su ventaja principal es debido a que trata directamente la lesion en la
piel, pero llegan a ser tratamientos largos por lo cual la adherencia a este tipo de
tratamiento es limitada. De hecho, se reporta que al menos el 40% de los pacientes
manifiestan baja adherencia a las medicaciones topicas debido a la frustracion por la
eficacia y temor a efectos secundarios al pasar el tiempo (76,77). Los principales

tratamientos tépicos son:

e Corticoesteroides tépicos: son los mas frecuentes en ser recetados para tratar
la psoriasis. Su eficacia depende de la capacidad que tengan de penetrar la piel
y se llegan a clasificar de acuerdo a su potencia (48). Se recomienda que los
corticoesteroides de baja potencia sean usados en areas como el rostro o
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pliegues de la piel, mientras que el uso de corticoesteroides mas fuertes se da
para el restante de areas sin embargo no pueden emplearse por periodos

prolongados debido a los efectos adversos (49).

¢ Analogos de la vitamina D: dentro de estos se incluyen tratamientos como el
calcipotriol y tacalcitol que actuan como antiproliferativos de los queratinocitos.
Tienen buena tolerancia su efecto adverso principal es la irritacion, pero esto se

puede disminuir si se administra en conjunto con los corticoesteroides (49).

e Emolientes e hidratantes: dados en su mayoria para el control del prurito y la
descamaciéon. Son usados como coadyuvante, siendo suficiente en casos

donde se evita la exposicion a farmacos de mayores efectos adversos (49).

eRetinoides tépicos: a este grupo pertenece el tazaroteno, utiles en la
diferenciacién epidérmica por su efecto antiproliferativo, es comun emplearlo en
placas con hiperqueratosis y se recomienda su uso en conjunto con la

fototerapia (48).

eFarmacos queratoliticos: es comun emplearlos en psoriasis en placa con un
grado alto de descamacion (48). Estos actuan disminuyendo la unidn
intercorneocitaria, o que ayuda a eliminar la descamacion. Entre estos se

encuentra la urea y el acido salicilico (49).

eInhibidores de la calcineurina: los mas conocidos son el tacrolimus y
pimecrolimus, llegan a ser usados en areas donde la piel es mas fina como la
cara y los pliegues (76,77). Actuan inhibiendo la activacion de los linfocitos T, a
través de inhibir la actividad fosfatasa de la calcineurina, previniendo la
fosforilacion del factor nuclear de las células T (NFAT) que a su vez inhibe la

produccion linfocinas como la IL-2 (115,116).
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2.11.2. Fototerapia

La fototerapia es una opcion que resulta efectiva en psoriasis moderada a grave, en
los casos donde no existe buena respuesta a tratamientos tépicos. Esta terapia utiliza
desde luz solar o luz ultravioleta artificial para disminuir las lesiones psoriasicas. La luz
UVB de banda estrecha es considerada la opcién de preferencia por su eficacia, pero
el empleo de este tipo de terapias debe ser limitado y con precaucion debido a la
exposicion prolongada a los rayos UV ya que en unos casos pudiera agravar la
enfermedad (49).

PUVA consiste en la exposicion a radiacion UVA posterior a dos horas de que al
paciente se le haya dado un tratamiento oral o topico de un psoraleno que tendria la
funcién de actuar como fotosensibilizante. Aunque, se ha reportado que llega a causar

fotoenvejecimiento y aumenta el riesgo de padecer cancer de piel (76,77).
2.11.3. Tratamientos sistémicos

En los pacientes con psoriasis de moderada a severa se considera la administracion

de tratamientos sistémicos desde los que se incluye:

eFarmacos clasicos: los mas conocidos son el metotrexato y la ciclosporina. El
metotrexato es un antimetabolito analogo del acido félico. Suele ser usado
cuando se trata la psoriasis cuando se asocia a una artritis psoriasica su
principal efecto adverso es la toxicidad hepatica (48,77). La ciclosporina es muy
util en casos donde la psoriasis esta exacerbada. Actua como inmunosupresor
inhibiendo a los linfocitos T CD4+, aunque su uso prolongado es limitado debido
a sus efectos secundarios como toxicidad renal hipertensién, dislipidemia

ademas eleva las enzimas hepaticas (48,77).

eRetinoides sistémicos: la acitretina es un retinoide oral usado en casos de
psoriasis severa. Sin embargo, su uso se ve restringido debido a efectos

teratogénicos (76,77).
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2.11.4. Tratamientos bioldgicos

Estos medicamentos han revolucionado el manejo de la psoriasis ya que estos se
dirigen a las citocinas que estan involucradas en la patogenia de la psoriasis. Incluyen
a los inhibidores de TNF-a (infliximab, adalimumab y etanercept) asi como inhibidores
de IL-12/IL-23 e IL-17 (ustekinumab). Son muy usados en terapias en pacientes que
no responden a tratamientos convencionales (48). Estas terapias han demostrado
buenos resultados en cuanto a la mejoria del PASI 75. La desventaja de este tipo de
tratamiento es el costo siendo esto una limitante en el acceso a gran parte de las

personas afectadas con psoriasis.

Debido a estas limitaciones en las terapias para la psoriasis, se estima que entre el
42 al 69% de los pacientes con psoriasis utilizan terapias complementarias para el
manejo de la enfermedad (117). Dentro de estas terapias se encuentran los productos
herbolarios en muchos casos insuficientemente caracterizados desde el punto de

vista quimico y farmacodinamico.

2.12. Uso de extractos naturales como candidatos terapéuticos en

el tratamiento de la psoriasis

Numerosas revisiones y publicaciones avalan el uso de extractos naturales para el
tratamiento de la psoriasis a nivel mundial (118-121). El estudio de extractos naturales
resulta prometedor en plantas como la sabila (Aloe vera (L.) Burm. f.), la manzanilla
(Matricaria recutita L.) y el cuachalalate (Amphipterygium adstringens (Schlitdl.)
Standl.) quienes han mostrado en diversos estudios tener propiedades beneficiosas
como antiinflamatorias y cicatrizantes para el manejo de enfermedades dérmicas como

la psoriasis.

El gel de sabila ha sido estudiado durante muchos anos para el alivio de diversas
enfermedades cutaneas, entre ellas la psoriasis. Muchos de estos estudios han
demostrado que esta especie en su aplicacion topica puede reducir la descamacion y

el enrojecimiento muy comunmente asociados a la psoriasis (122).
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Por otra parte, la manzanilla ha sido objeto de investigacion por las multiples
propiedades antiinflamatorias reportadas. El aceite esencial contiene compuestos
como camazuleno, que puede ayudar a disminuir la inflamacion y mejorar los sintomas

producidos en la psoriasis (123).

El cuachalalate ha sido muy utilizado en la medicina tradicional mexicana, como en la
etnomedicina Purépecha principalmente para tratar problemas dermatologicos vy
gastrointestinales (10). Estudios mas recientes han identificado compuestos activos en
su corteza que poseen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Ramos-Ordofiez
et al. 2022; Esquivel Garcia 2020).

Los extractos naturales a su vez se componen de diversos compuestos bioactivos que
ayudan y contribuyen a sus efectos terapéuticos. Por ejemplo, el acido anacardico del
cuachalalate al cual se le asocian propiedades antiinflamatorias y antimicrobianas,
siendo estas propiedades relevantes para el tratamiento en la psoriasis (126). La
curcumina siendo el principio activo de la carcuma (Curcuma longa L.), también ha
mostrado eficacia en reducir la psoriasis gracias a sus potentes propiedades

antiinflamatorias (127).

Ademas, de los ejemplos anteriores se ha investigado el uso de otros extractos como
el de la uva de Oregon (Mahonia aquifolium (Pursh) Nutt.), que ha mostrado su eficacia
en el tratamiento de psoriasis leve a moderada. En ensayos clinicos, se ha demostrado
que las cremas que contienen sus extractos son seguras y efectivas en dermatosis
(128).

2.12.1. Consideraciones en el uso de extractos naturales

A pesar del potencial terapéutico reportado para los extractos naturales, es importante
tener en cuenta que muchos de los medicamentos herbolarios conteniendo extractos
naturales para la psoriasis carecen de estudios dirigidos a su estandarizacién, en aras
de minimizar las variaciones en el contenido de metabolitos secundarios lote a lote.
Ademas, en muchos casos se desconocen los efectos toxicos asociados a estos

tratamientos herbolarios. Por lo tanto, resulta fundamental que los pacientes que se
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encuentren cursando con una enfermedad como la psoriasis, consulten previamente a

un profesional de la salud antes de iniciar cualquier tratamiento alternativo.

La combinacion de tratamientos convencionales con extractos naturales puede ofrecer
un enfoque mas holistico para manejar los sintomas en la psoriasis. Si embargo, se
requiere de investigacion para evaluar la seguridad y eficacia a largo plazo de estos

tratamientos complementarios (76,77).
2.13. Cuachalalate (A. adstringens)

El cuachalalate es una especie endémica de México que pertenece a la familia
Anacardiaceae, es ampliamente reconocido en la medicina tradicional Purépecha para
el tratamiento de desérdenes dermatologicos (10). Recibe otros nombres como palo
santo, palo de rosa, cuachalala, maxiteran y volador (9,129). La Figura 8 ilustra las

caracteristicas de esta planta considerando sus partes principales.

Figura 8. Partes del cuachalalate.

Algunas imagenes se tomaron de Oswaldo Téllez Valdés/Banco de imagenes/CONABIO y
estan bajo licencia de uso CC BY-NC-ND 4.0
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2.13.1. Descripcién botanica y distribucion

El cuachalalate es un arbol dioico que alanza entre 5 a 10 metros de altura. Su tronco
esta recubierto de una corteza gris marron, con protuberancias caracteristicas,
mientras que sus hojas son oblongas y miden 6 a 15 cm (130). Los frutos son samaras
de un tamano de 2.5 a 5 centimetros de coloracion verde y forma de ala presentes en
las ramas (131). El fruto cumple una doble funcién ya que se encarga de proteger las
semillas y poder dispersarlas (anemocoria) (129). Esta especie se encuentra
distribuida principalmente en el eje Neovolcanico y la Sierra Madre del Sur, abarcando
estados como Sinaloa, Jalisco, Colima, Nayarit, Michoacan, Morelos, Guerrero,
Oaxaca y Chiapas (129,131). Su habitat incluye climas calidos o semicalidos del

bosque tropical caducifolio (132).
2.13.2. Uso

La corteza es la parte mas utilizada de esta planta (131). Tradicionalmente se hierve
en agua para preparar cocimientos que se consumen a lo largo del dia. Este remedio
es empleado para tratar mas de 25 dolencias, entre ellas muchas conocidas en el
sector salud, como la gastritis, ulceras gastrica y péptica, ademas de tener
propiedades antibacterianas y de cicatrizacién de heridas y cancer gastrico (9,132).
Segun registros histéricos, su uso incluye aplicaciones como anticancerigeno,
antipaludico y astringente por lo que es muy frecuente emplearla por los usos

tradicionales en forma de té (133).

La relevancia del cuachalalate en la medicina tradicional mexicana ha sido notoria; se
le considera una de las especies mas importantes debido a su amplia gama de
aplicaciones terapéuticas (132). De hecho, ocupa el octavo lugar entre cuatrocientas

especies utiles en el ambito de la medicina natural y tradicional en México (134).
2.13.3. Composicion quimica

El uso de A. adstringens ha llamado la atencion de la comunidad cientifica por lo cual
ha sido objeto de numerosos estudios quimicos debido a su potencial terapéutico se
han identificado compuestos activos en diferentes extractos (metanol, etanol, hexano

y cloroformo) (126), incluyendo triterpenos, esteroles y polifenoles. Entre los
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compuestos mas destacados se encuentran el acido masticadiendnico, acido
hidroximasticadienoénico, acido cuachalalico, beta-sitosterol y flamenol (129,131)

(Figura 9).

Un compuesto particularmente relevante es el acido anacardico, al cual se le atribuyen
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas, cicatrizante e incluso
anticancerigenas (126,130,131). Este compuesto ha mostrado actividad contra
infecciones bacterianas mediante mecanismos como la inhibicibn en bacterias

patdogenas como Pseudomonas aeruginosa y Helicobacter pylori (129,135).

Sitosterol £ YCHy  Acido masticadiendnico

Y

Acido anacrdico Flamenol

B-Sdosleral

Figura 9 Estructura quimica de moléculas identificadas en la corteza de A.
adstringens.

2.13.4. Fundamentos cientificos para la investigacion de A. adstringens

Un estudio etnofarmacoldgico previo realizado por nuestro equipo de investigacion en
la Meseta Purépecha demostré que la decoccidn acuosa de cortezas de esta planta
es ampliamente utilizada como antinflamatorio oral y tépico para sanar lesiones en la
piel, utilizandose también en unglento medicinal (133). Lo anterior propicié que se
caracterizara quimicamente este extracto, y se evaluara su toxicidad y accidn
antinflamatoria anti-IL17 in vitro en queratinocitos HaCaT (Esquivel Garcia 2020). Los
resultados de este estudio demostraron que el extracto acuoso de cortezas de la planta
es rico en polifenoles y posee baja toxicidad sobre los queratinocitos con una accién
anti-IL-17 superior a la de la dexametasona, un corticoide tépico utilizado para el

tratamiento de la psoriasis (125). La caracterizacion quimica por cromatografia de
43




gases acoplada a masas (GC-MS) permitid identificar sus metabolitos mayoritarios,
siendo el flamenol (5-metoxiresorcinol) la molécula predominantemente encontrada en
el extracto analizado, misma que no ha sido estudiada con respecto a su actividad

antipsoriasica (125).
2.13.5. Conservacion y riesgos del uso intensivo del cuachalalate

A pesar de que se ha descrito las multiples propiedades e importancia medicinal, el
cuachalalate enfrenta riesgos asociados a su sobreexplotacion. Ha sido considerada
como una especie vulnerable de acuerdo a su distribucién y al tipo de vegetacion
donde se desarrolla (124). Se estima que anualmente se recolectan aproximadamente
57,500 kilos de corteza en el centro-sur de México (132). Se ha indicado también la
ausencia de plantulas, representando el 63% en individuos adultos, siendo esto
importante para la regeneracion, caracteristica de especies en riesgo (124). El
descortezamiento excesivo puede resultar letal para los arboles debido al dano al
floema y cambium vascular. Ademas, esta especie presenta una baja regeneracion

natural debido a las limitaciones en su produccion sexual (129,132).

Es necesario promover practicas sostenibles para su recoleccién y conservacién ya
que esta especie no se encuentra protegida por leyes nacionales, solo se ha
catalogado como vulnerable por la IUCIN (124), lo cual es fundamental para continuar
investigando sus compuestos activos con vistas de desarrollar aplicaciones

terapéuticas seguras y efectivas como en el caso de la psoriasis.
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3. JUSTIFICACION

El extracto acuoso derivado de la corteza de A. adstringens, es utilizado
extensamente por la medicina tradicional Purépecha para tratar afecciones
dermatoldgicas. Previamente se demostré que dicho extracto inhibe in vitro la
produccion de IL-8 en cultivos de queratinocitos estimulados por IL-17 en forma
significativamente superior a la dexametasona, un farmaco reconocido en el

tratamiento de la psoriasis.

Aunque estos resultados son promisorios y demuestran el caracter antinflamatorio in
vitro del extracto acuoso de esta planta, una evaluacidon detallada de su actividad
antipsoriasica in vivo es necesaria con vistas a generar nueva evidencia cientifica que
confirme su potencial farmacolégico por via topica para el manejo terapéutico de la

psoriasis.

4. HIPOTESIS

El extracto acuoso de cortezas de Amphiterygium adstringens posee un efecto
antipsoriasico in vivo a nivel tépico en un modelo murino de psoriasis inducida con

imiquimod.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antipsoriasica in vivo del extracto acuoso derivado de cortezas de

Amphipterygium adstringens.
5.2. Objetivos especificos

a) Determinar el contenido de fenoles, acidos hidroxicinamicos, proantocianidinas

y flavonoides en el extracto acuoso de A. adstringens.

b) Analizar la influencia del extracto aplicado por via tépica sobre la severidad de
la psoriasis, la esplenomegalia, y los comportamientos nociceptivos en un

modelo animal de psoriasis por induccion con imiquimod.

c) Evaluar el impacto del extracto sobre los cambios histolégicos en la piel murina

y el bazo.

d) Determinar la actividad del extracto sobre la produccion de citocinas
proinflamatorias (IL-22, IL-23, TNF-a, INF-y) a nivel cutaneo.
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6. ESTRATEGIA METODOLOGICA

La estrategia experimental llevada a cabo en el presente trabajo de investigacion se
representa en la Figura 10.
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PASI (eritema, induracion y descamacion Dolor (alodinia e hiperalgesia)

| |
v

Obtencidn de suero, piel y bazo

v

Analisis histoldgico hematoxilina/eosina en

niel v hazo

v

indice esplénico e indice de Baker

v

Produccion de citocinas proinflamatorias

v

Analisis estadistico y seleccion de
dosis prometedora

Figura 10 Estrategia metodoldgica empleada en este trabajo de investigacion
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Recoleccion de la especie y obtencién del extracto acuoso de

A. adstringens

La corteza de A. adstringens, se recolecté en la localidad de San Francisco, ubicada
en el municipio de San Lucas, Michoacan, México. La especie fue identificada
botanicamente y un ejemplar fue depositado en el Herbario IEB perteneciente al
Instituto de Ecologia A.C. Centro Regional del Bajio de Patzcuaro, Michoacan
(folio:256881). Antes de su uso, las cortezas se lavaron con agua a temperatura
ambiente (=25 °C) para eliminar suciedad e impurezas. Después de lavarse, la corteza
se secd en un horno con flujo de aire a una temperatura 402 °C para reducir la
humedad del material evitando su contaminacion y facilitar su molienda hasta un
tamano de particula <800 um, lo que permitid obtener un polvo seco de la corteza
(DBP).

En un matraz balén se colocaron 40 g de DBP con 400 mL de agua y se inicié una
extraccion a ebullicion bajo reflujo durante 1 h para simular su uso tradicional por la
poblacién Purépecha como decoccion. El extracto crudo (CE) fue filtrado y después se
sometié a un proceso de liofilizacion. EI CE se mantuvo en tubos con cierre hermético
y en refrigeracion hasta su uso. El rendimiento de extraccion de extraccion fue

determinado de acuerdo con la siguiente ecuacion:

o » gramos de CE obtenidos
Rendimiento de extraccion= ( — )X 00
gramos de DBP iniciales

La determinacion del rendimiento de extraccion proporciond informacion sobre la

cantidad de extracto bioactivo obtenido con relacién a la materia prima utilizada.
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7.2. Caracterizacién quimica del CE de A. adstringens

El polvo liofilizado correspondiente al CE se disolvio en agua hasta alcanzar una

concentracion de 1 mg/mL y continuar con los analisis que se describen a continuacion.
7.21. Determinacion de fenoles totales

Para la determinacién de fenoles totales en el CE se llevé a cabo un procedimiento
que consistio en adicionar 250 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu al 50% en agua. A
esta mezcla le fueron incorporados 250 uL de carbonato de sodio al 75% y 250 uL del
CE. Las muestras fueron homogéneamente mezcladas y luego incubadas en bafio
maria a una temperatura controlada de 40 °C durante 30 minutos. Tras este periodo,
se afadieron 2 mL de agua destilada para diluir la mezcla. Posteriormente, se leyo la
absorbancia de las muestras utilizando un espectrofotometro a una longitud de onda
de 750 nm. El contenido de fenoles totales en el CE se expresé como equivalentes de

acido galico por gramo de muestra (mg GAE/g de muestra) (136).
7.2.2. Determinacién de acidos hidroxicinamicos totales

Para determinar el contenido total de acidos hidroxicinamicos en el CE se afiadieron
500 pL de la muestra, junto con 1 mL de acido clorhidrico a una concentracion de 0.5
M, y 1 mL de reactivo de Arnow, que consiste en una solucidon de nitrito de sodio al
2.125 M y 1.5 mL de agua destilada. Después de homogenizar las muestras, se midié
su absorbancia a una longitud de onda de 525 nm. Los resultados se expresaron en
equivalentes de acido clorogénico por gramo de muestra (mg ChAE/g de muestra), lo
que proporciona informacion sobre la cantidad total de acidos hidroxicinamicos
presentes en el CE (137).

7.2.3. Determinacién de proantocianidinas totales

Para determinar el contenido total de proantocianidinas, se utilizaron 650 pL de la
muestra, a los cuales se les afiadieron 130 pL de una solucidn que contiene sulfato de
amonio férrico dodecahidratado al 2% en acido clorhidrico al 2 M. La mezcla fue
homogenizada y posteriormente se le incorporaron 3900 pL de butanol acido,

preparado con n-butanol y acido clorhidrico en una proporcién 95:5. Tras una nueva
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homogenizacion, la mezcla fue cubierta con papel aluminio y se incub6é a una
temperatura de 95°C durante 40 minutos. Al finalizar este tiempo, la mezcla se enfrié
rapidamente con hielo durante 10 minutos y se dejé reposar a temperatura ambiente
durante otros 5 minutos antes de leer su absorbancia a una longitud de onda de 550
nm (A550 nm). Los resultados obtenidos fueron expresados como equivalentes de

cloruro de cianidina por gramo de muestra (mg CChE/g de muestra) (138).
7.2.4. Determinacién de flavonoides totales

La evaluacion del contenido total de flavonoides se llevo a cabo afadiendo 2 mL de la
muestra junto con 2 mL de una solucién al 2% de cloruro de aluminio. La mezcla
resultante fue homogenizada y luego incubada a temperatura ambiente (20 °C) durante
un periodo aproximado de una hora para permitir que los flavonoides reaccionaran
adecuadamente con el cloruro. Después del tiempo establecido, la mezcla fue
nuevamente homogenizada antes de proceder a medir su absorbancia a una longitud
de onda de 415 nm. Los resultados obtenidos fueron expresados como equivalentes

de quercetina por gramo de muestra (mg QE/g de muestra) (139).

7.3. Anadlisis del efecto antipsoriasico in vivo del extracto acuoso
de A. adstringens en un modelo de psoriasis inducida con
imiquimod

Dadas las similitudes del modelo de psoriasis inducida con imiquimod con la psoriasis

humana, la actividad antipsoriasica del CE fue evaluada sobre este modelo animal. Se

utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 de 8 semanas de edad con un peso alrededor
de 21 g. Estos animales procedian del Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la

UNAM-Juriquilla y se mantuvieron durante el periodo experimental en el Bioterio de la

Facultad de Ciencias Naturales de la UAQ en condiciones estandar a una temperatura

de 22+2 °C, humedad relativa de 45 a 60%, ciclos de 12 h luz y 12 h oscuridad.
Ademas, se les proporcion6 agua y alimento ad libitum.

Todos los experimentos siguieron regulaciones del IASP (International Association for

the Study of Pain) (113). Ademas, de que se siguieron los protocolos establecidos por
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la guia de los institutos Nacionales de Salud para el cuidado y uso de Animales de
Laboratorio (NIH Publication No. 80-23 revisada en 1993) (112) y la normativa

mexicana sobre el uso de animales de experimentacion (NOM-062-ZO0-1999-

220801). Los residuos peligrosos biolégico-infecciosos (RPBI) se manejaron segun lo
establecido en la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002.

Después del periodo de aclimatacion de una semana en las condiciones del Bioterio

de la FCN se formaron grupos de 5 roedores para distribuirlos como se indica en la

Tabla 3.

Tabla 3. Grupos experimentales utilizados para determinar el efecto antipsoriasico in

vivo del extracto de cortezas de A. adstringens.

Grupo

Vaselina

Imiquimod (IMQ)

IMQ+Tracolimus

IMQ+CE 25 mg/kg

IMQ+CE 50 mg/kg

IMQ+CE 100 mg/kg

Descripcién

Este grupo sirvié como referencia, donde solo se contemplo el uso
del vehiculo (vaselina).

En este grupo, se indujo psoriasis en los ratones mediante la
administraciéon tépica de imiquimod al 5% (Quimara®,
Laboratorios Liomont, MX).

En este grupo control positivo, se indujo psoriasis en los ratones
mediante la administracion topica de imiquimod al 5%.
Adicionalmente, los animales fueron administrados con una
crema de tacrolimus (Traderma® 0.1%). Este farmaco, inhibidor
de la calcineurina, se usa por via topica para el tratamiento de la
psoriasis, permitiendo evaluar la eficacia del CE frente a un
tratamiento conocido.

En este grupo, se indujo psoriasis en los ratones mediante la
administracion tépica de imiquimod al 5%. Ademas, los animales
recibieron un tratamiento topico con el CE de A. adstringens a una
concentracion de 25 mg/kg.

En este grupo, se indujo psoriasis en los ratones mediante la
administracion tépica de imiquimod al 5%. Ademas, los animales
fueron administrados con un tratamiento tépico del CE de A.
adstringens a una concentracion de 50 mg/kg.

En este grupo, se indujo psoriasis en los ratones mediante la
administracion tépica de imiquimod al 5%, mismos que recibieron
un tratamiento topico con el CE de A. adstringens a concentraciéon
de 100 mg/kg.
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Una vez formados los grupos se procedié a rasurar la piel dorsal de los ratones.
Posteriormente, se administro la crema de imiquimod las mafianas durante un total de
7 dias, excluyendo al grupo control. Dos horas después de esta aplicacion, se les
aplico por los mismos 7 dias el tratamiento correspondiente vaselina, tracolimus o el
CE (25, 50 o0 100 mg/kg).

Durante el periodo experimental se registraron los consumos de agua y alimento y se
evalué el nivel de severidad de la psoriasis utilizando el PASI teniendo en cuenta la
presencia de eritema, descamacion y grosor de la piel evaluados de manera
independiente. Las puntuaciones se clasifican en escala de 0 = ninguno; 1 = leve; 2 =

moderado; 3 = grave; 4 = extremadamente grave.

La puntuacion total del PASI se obtuvo con ayuda una calculadora (Figura 4,
https://pasi.corti.li/) que sirvib como una medida de la gravedad de las lesiones de
psoriasis inducidas por imiquimod (141,142). También se valoré el comportamiento

nociceptivo de los ratones como se describe en el punto 7.4.

A los 8 dias del inicio del tratamiento los ratones fueron anestesiados, para minimizar
el dolor con una sobredosis de pentobarbital sédico a dosis de 100 mg/kg de peso
corporal, administrada por via intraperitoneal y se llevd a cabo su eutanasia (NOM-
062-Z00-1999-220801). Se verificé la muerte del animal mediante la ausencia de
reflejos y la falta de respuesta a estimulos externos. Posteriormente, se recolecto la
sangre, piel y el bazo que sirvieron para determinar los cambios histologicos después

de la aplicacion de los tratamientos y la produccion de citocinas proinflamatorias.
7.4. Valoracion del comportamiento nociceptivo en los roedores

Después de las 8 horas de aplicados los diferentes tratamientos (vehiculo, tracolimus
y preparaciones del CE) se procedi6 a realizar la evaluacion de los comportamientos
nociceptivos en los animales. Para ello se considerd la evaluacion de la alodinia e

hiperalgesia en el modelo animal.

Los comportamientos nociceptivos fueron determinados mediante métodos no

invasivos previamente descritos (72) considerando la aplicacion de estimulos en las

52



https://pasi.corti.li/

patas traseras de los ratones utilizando filamentos de Von Frey. El primero de ellos
calibrado con una fuerza de 10 mN (1 g), considerado un estimulo inofensivo que no
activa los nociceptores cutaneos bajo condiciones normales. El segundo filamento
estuvo calibrado a una fuerza de 250 mN (26 g) que permite activar los nociceptores
(Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA).

Se construyeron cursos temporales para evaluar la sensibilizacion inducida por
imiquimod durante los 7 dias de la administracion en todos los grupos tratados. Esta
evaluacion se llevd a cabo en ambas patas traseras. Antes de iniciar las pruebas, los
animales fueron colocados en cajas acrilicas sobre una malla metalica elevada durante
aproximadamente 30 minutos para permitirles aclimatarse al entorno de las pruebas
(142,143).Se realizaron tres rondas de 10 estimulaciones cada una en la base del
tercer dedo de la superficie plantar del ratén para obtener un promedio del nimero de

respuestas de retirada de patas (103).

Una respuesta positiva al filamento que ejerce fuerza de 10 mN indicaria la presencia
de alodinia, mientras que una respuesta al filamento de 250 mN seria interpretado
como presencia de hiperalgesia. Las respuestas positivas se consideran positivas al
observar la retirada de pata por parte del animal, estos estimulos se consideran como
respuesta de alodinia o hiperalgesia mecanica secundaria, ya que el estimulo se da
en la pata trasera del animal una zona alejada de donde se les aplico el imiquimod.
Este enfoque integral permite evaluar la eficacia a los tratamientos frente a las lesiones
inducidas por el imiquimod, a su vez también nos proporciona informacién sobre el
mecanismo subyacente a la nocicepcion y la respuesta inflamatoria asociada a esta

condicion dermatoldgica (72).
7.5. Calculo del indice esplénico

El indice esplénico determina el crecimiento relativo del bazo con relacion al peso
corporal, bajo la influencia de los tratamientos y el Imiquimod. Para ello, los datos del
peso corporal y peso del bazo el dia del sacrificio fueron registrados y analizados de

acuerdo con la siguiente ecuacion:
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del b
peso del bazo (g)>x100

indi Iéni =(
ndice esplenico peso corporal (g)

El indice esplénico proporciona una medida util para detectar cambios fisioldgicos o
patolégicos que puedan ocurrir en respuesta a diferentes tratamientos. El aumento del
indice esplénico indica una respuesta inflamatoria o el incremento de la inmunidad por
infecciones, enfermedades autoinmunes o toxicosis. Mientras que, si existe una
disminucién de este indice podria indicar una mejoria en la salud del animal o una
respuesta terapéutica efectiva, dados los efectos sistémicos de los tratamientos en

estudio, reflejando un estado de homeostasis mas equilibrado.
7.6. Analisis histolégico y determinacién del indice de Baker

La piel y bazo fueron conservados después del sacrificio preservandolos en solucion
de paraformaldehido (PFA). Para la inclusion en parafina los tejidos se lavaron con
solucion PBS con la finalidad de retirar la soluciéon PFA y se realizé la deshidratacion
del tejido en series graduadas de alcohol (70%, 80%, 90%, 100%). Aclarando con Xilol

e incrustando en parafina con la finalidad de formar bloques.

Se realizaron cortes histolégicos de 5 ym con microtomo y se montaron en
portaobjetos para finalmente realizar la tincidn Hematoxilina eosina la cual consistié en
primeramente desparafinar con Xilol y alcohol descendente (100%), 90%, 80%, 70%).
Se realizé la tincion de Hematoxilina con su enjuague para posteriormente exponer las
laminillas a la eosina al 1% y montar las laminillas cubriéndolas con resina sintética y

cubreobijetos.

Posteriormente se determind el indice de Baker. El indice de Baker ofrece una
perspectiva histolégica de la piel psoriasica, permitiendo evaluar el impacto de
tratamientos especificos sobre la histologia cutanea (80). Para este analisis se
seleccionaron tres observadores entrenados con conocimientos de histologia. Para
ello, se realizé la observacién microscépica de cortes histolégicos de 6 um de la piel.
Se realiz6 el ensayo a doble ciego, de modo que los observadores, ni los

investigadores responsables conocieran a qué grupo pertenecia cada muestra. Los
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parametros histoldgicos evaluados se presentan en la Tabla 4 junto al puntaje maximo

posible segun el dafo observado (80).

Tabla 4. Puntuacion histologica de Baker para la psoriasis. Tomado de B.S. Baker et al.
1992 (80)

Estrato corneo Epidermis Dermis
Adelgazamiento 0a0.5  ditrado linfocitario
Abscesos de 0a20 suprapapilar puntos
Munro puntos  Alargamiento de las 0a1.0 L 0a0.5
eve
crestas puntos puntos
Engrosamiento de 0a0.5 Moderado 0a1.0
_ _ 0a0.5 lascrestas puntos puntos
Hiperqueratosis
puntos . 0a0.5 0a2.0
Acantosis Severo
puntos puntos
Mitosis en 3 crestas 0a ?'5 .
Paraqueratosis 0a1.0 puntos Con_gestlon 0a0.5
puntos  pgrdida de la capa 0a1.0 Papilar puntos
granular puntos

7.7. Determinacién de los niveles de citocinas pro-inflamatorias en

homogenados de piel

La piel de todos los grupos experimentales se homogeniz6 en solucion PBS con 2%
de inhibidor de proteasa y posteriormente se centrifugé (12.000 rpm a 4 °C durante 10
min). El sobrenadante se recuperd y se conservo a -70 °C para su analisis. Antes de
la determinacion de citocinas en la piel, se determiné la concentracion de proteinas en
los sobrenadantes mediante el método de Bradford. La concentracion de IL-23, IL-22,
TNF-a e IFN-y se midié6 mediante kits de ELISA tipo sandwich ELISA MAX ™
(BioLegend®, E.U.A), siguiendo los protocolos del fabricante midiendo Ila
concentracion de citocinas a una absorbancia de 450 nm en un lector de placas. La
concentracion de citocinas se calculé mediante una curva estandar para cada citocina

con las interleucinas de referencia.
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7.8. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd para evaluar las diferencias significativas entre los
grupos experimentales. A continuacion, se describen los métodos estadisticos

utilizados para cada parametro estudiado.

En la evaluacion del contenido de fenoles, acidos hidroxicinamicos, proantocianidinas
y flavonoides de la corteza de A. adstringens se utilizé una prueba t-student para para
comparar las variables que cumplian con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad, mientras que para aquellas que no cumplian con estos requisitos,
se empled la prueba de Wilcoxon. Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas cuando el valor de p fue < 0,05.

Para realizar el analisis estadistico de la evolucion de peso corporal, alimento y agua
consumidos, se aplicé una prueba ANOVA de una via para determinar si existian
diferencias significativas entre los grupos experimentales. El PASI se evalué mediante
una prueba t emparejada para comparar las medias antes y después del tratamiento

en cada grupo (n=5). Las diferencias se consideraron significativas cuando p < 0,05.

El area bajo la curva del PASI se calcul6 para cada grupo (n=5) y se comparé mediante
una prueba ANOVA de una via seguida de la prueba Student-Newman-Keuls. Las

diferencias fueron consideradas significativas cuando p < 0,05.

Los comportamientos nociceptivos se evaluaron mediante el curso temporal del
promedio £ SEM de retirada de patas en respuesta a filamentos von Frey de diferentes
fuerzas (n=5). Se aplic6 una ANOVA de dos vias seguida de la prueba Student-
Newman-Keuls para determinar las diferencias significativas entre los grupos. Las

diferencias se consideraron significativas cuando p < 0,05.

El area bajo la curva de las conductas nociceptivas se calcul6é para cada grupo (n=5)
y se compard mediante una prueba ANOVA de una via seguida de la prueba Student-

Newman-Keuls. Las diferencias fueron consideradas significativas cuando p < 0,05.

El indice esplénico se evalué como promedio + SEM para cada grupo (n=5). Se utilizd

una ANOVA de una via seguida de la prueba Student-Newman-Keuls para comparar
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las medias entre los grupos. Las diferencias se consideraron significativas cuando p <
0,05.

El indice de Baker se evalu6 en estrato corneo, epidermis y dermis mediante una
ANOVA de una via seguida de la prueba Student-Newman-Keuls para comparar las
medias entre los grupos (n=5). Las diferencias fueron consideradas significativas
cuando p < 0,05. La produccion de mediadores proinflamatorios se representé como
media £+ SEM para cada grupo. Se utilizé una ANOVA de una via seguida de una
prueba post hoc Tukey para comparar las medias entre los grupos. Las diferencias se

consideraron significativas cuando p < 0,05.
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8. Resultados

8.1 Obtencioén del extracto acuoso de corteza de A. adstringens

La Figura 11 representa la apariencia del extracto de A. adstringens liofilizado,
mientras que en la Tabla 5 podemos observar los rendimientos de extraccion

obtenidos.

Figura 11. Extracto liofilizado de A. adstringens.

Tabla 5. Rendimiento de extraccion del extracto acuoso de cortezas de A. adstringens

Extracto Método de extraccion % de Rendimiento

Amphipterygium adstringens Decoccién acuosa 27,56 + 0.03818

8.2 Determinacion del contenido de fenoles totales, acidos
hidroxicinamicos, proantocianidinas y flavonoides en el extracto.

La Tabla 6 muestra el contenido en fenoles totales, acidos hidroxicinamicos,
proantocianidinas y flavonoides presentes en el extracto acuoso de A. adstringens,

mismos que fueron comparados con el Oligopin®, un extracto comercial también

obtenido de la corteza de un arbol, especificamente del pino maritimo francés (Pinus
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pinaster) también conocido como Pycnogenol®, con reconocidas propiedades como
antinflamatorio (144) y analgésico (145). Ademas, este extracto se ha sugerido como
un potencial candidato natural para atenuar la sintomatologia de la psoriasis (146)
cuyos metabolitos bioactivos principales son los polifenoles. Los resultados
demuestran que el extracto acuoso de A. adstringens presenta un mayor contenido de
flavonoides que el Oligopin®, mientras que los contenidos en acidos hidroxicinamicos
en ambos extractos fueron similares. En contraste, el contenido de fenoles y
proantocianidinas en el Oligopin® fue marcadamente superior comparativamente al
extracto de cuachalalate.

Tabla 6. Contenido de fenoles, acidos hidroxicinamicos, proantociniadinas y
flavonoides presentes en la corteza de A. adstringens.

Muestra Fenoles Acidos Proantocianidinas Flavonoides

Hidroxicinamicos

Amphipterygium 137 £1.72 215.2+4.18 mg 8.00+£1.19 mg 9.546 + 3.19
adstringens mg GAE/g ® ChAE/g 2 CChE/g® mg QE/g* ®
(CE)

Oligopin® 386.6 +37.5  218.8+4.95 mg 79.48+1.19 mg 3.905+ 0.28
mg GAE/g* @ ChAE/g a CChE/g* @ mg QE/g @

Valores que comparten la misma columna con diferente letra indica que existe una diferencia
estadisticamente significativa para un p valor < 0,05 (t-student para variables que cumplen con
supuestos que requieren pruebas paramétricas y Wilcoxon para las que no cumplen con tales
condiciones y requieren analisis con pruebas no paramétricas).

GAE equivalentes de acido galico, ChAE equivalentes de acido clorogénico, CChE
equivalentes de cloruro de cianidina, QE equivalentes de quercetina. CE. Extracto Crudo

8.3 Analisis de la actividad antipsoriasica del extracto de A.
adstringes sobre un modelo in vivo de psoriasis inducida con
imiquimod.

En la Figura 12 se muestra la apariencia de la piel de los ratones al momento del

sacrificio. Estas imagenes son cruciales para documentar el efecto de los distintos

tratamientos sobre la severidad de la psoriasis en los diversos grupos experimentales.
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Figura 12. Presentacién fenotipica de las pieles de los ratones tratados 7 después del

inicio del tratamiento.

Los ratones de la cepa C57BL/6 fueron tratados con IMQ diariamente exceptuando el grupo
control de vaselina. Posterior a 2 h de la administraciéon con el IMQ se aplicaron los
tratamientos sobre el dorso de los ratones.

A) Grupo vaselina, B) Grupo Imiguimod, C) Grupo A. adstringens a 100 mg/kg, D) Grupo A.
adstringens a 50 mg/kg, E) Grupo A. adstringens a 25 mg/kg, F) Grupo Tacrolimus.

Puede apreciarse en la Figura 12 la presencia de cambios morfolégicos en la piel de
los animales de los diferentes grupos experimentales. Las caracteristicas mas

representativas por cada grupo experimental se describen a continuacion:

¢ Grupo control Vaselina: No se observo presencia de eritema, descamacion o
induracion en la piel de los ratones de este grupo control, sirviendo como un
punto de referencia esencial para las comparaciones con los otros grupos

tratados.

¢ Grupo de psoriasis inducida con Imiquimod: Después de aproximadamente
tres dias posteriores al inicio de los tratamientos los ratones que se trataron con
imiquimod mostraron lesiones cutaneas principalmente caracterizadas por

inflamacion, descamacion y enrojecimiento, caracteristicos de la psoriasis,
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reflejando el éxito del imiquimod para recrear las caracteristicas fenotipicas de

la enfermedad.

¢ Grupo A. adstringens a 100 mg/kg: En este grupo, se observé una disminucion

moderada del eritema, induracion y descamacion propios de la enfermedad.

¢ Grupo CE A. adstringens a 50 mg/kg: Los ratones de este grupo obtuvieron una
mejoria mayor que aquellos administrados con 100 mg/kg de CE. De hecho, la
descamacion en este grupo fue casi nula, mientras que la presencia de eritema

e induracion fue minima, similar a la observada en el grupo control vaselina.

¢ Grupo CE A. adstringens a 25 mg/kg: Al igual que los grupos tratados con dosis
mas altas del extracto, se observé una mejoria notable de la inflamacién,
eritema y descamacion. Esto sugiere que, incluso a una dosis menor, el extracto
es capaz de disminuir las caracteristicas psoriasiformes en la piel, indicando un

potencial terapéutico significativo.

¢ Grupo control positivo Tacrolimus: En este grupo se observé una disminucion
de la presencia de eritema e induracion; sin embargo, la descamacion persistio

a lo largo del periodo de evaluacion.

7.4 Evolucion del peso corporal, consumo de alimentos y agua en los

grupos experimentales

El registro de la evoluciéon de peso corporal, ingesta de agua y alimentos permite

evaluar el impacto de los tratamientos sobre el bienestar de los ratones. La Figura 13

ilustra el comportamiento del peso corporal de los animales a lo largo del periodo

experimental.
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Figura 13. Evolucién de peso corporal de los animales durante la administracion de

los tratamientos

Cada punto en la grafica representa la media + error estandar (media £+ SEM, n=5)

Las caracteristicas mas importantes en cuanto a la evoluciéon del peso corporal por

grupo experimental se detallan a continuacion.

¢ Grupo control de vaselina: presentado con la linea punteada negra, este grupo

mantuvo un peso constante a lo largo de los dias de estudio.

¢ Grupo de induccién con imiquimod: este grupo mostré una pérdida significativa
de peso corporal con relacion al grupo control, fundamentalmente dos dias
después de la administracién. Sin embargo, hacia los ultimos dias de
tratamiento, los animales comenzaron a ganar peso, sugiriendo que los ratones

comenzaron a adaptarse al estrés inducido por el farmaco.

¢ Grupos de CE A. adstringens: En los grupos que recibieron dosis de 100 mg/kg
y 50 mg/kg, se observé una disminucién de peso corporal hacia el segundo dia
del tratamiento. Sin embargo, a partir de este momento hubo una tendencia
sostenida hacia la ganancia de peso, la mejoria siendo mas pronunciada en el
grupo que tratado con 50 mg/kg, el cual alcanz6 un peso mayor el ultimo dia de

tratamiento. Por otro lado, el grupo que recibié una dosis de 25 mg/kg mostro
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un aumento inicial del peso que se mantuvo constante hasta el final del

tratamiento, lo que indica un efecto positivo del extracto incluso a dosis mas

bajas.

¢ Grupo control positivo: El grupo tratado con tacrolimus se observé una mejoria

en el peso corporal, alcanzando valores superiores a los registrados por el

grupo control.

Consumo diario de alimento y agua

La Figura 14 A muestra el alimento consumido por los grupos experimentales a lo

largo del experimento. Se observa que, a partir del tercer dia, hubo una disminucion

en el consumo de alimento en los grupos tratados con imiquimod y en aquellos que

recibieron CE a dosis de 50 mg/kg y 100 mg/kg. Sin embargo, esta disminucion se

revirtio hacia los ultimos dias del tratamiento. En contraste, el grupo tratado con

tacrolimus y CE a dosis de 25 mg/kg, mantuvieron un consumo constante de alimento,

comportandose de manera similar al grupo control. Sugiriendo que estos tratamientos

contribuyeron a una mejoria en el bienestar general de los animales permitiéndoles

alimentarse sin dificultades.
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Figura 14. Alimento y agua ingerido durante los 7 dias de tratamiento.
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La Figura 14 B presenta el consumo diario de agua por parte de los animales durante
el estudio. Se evidencia que el grupo control registré un mayor consumo diario de agua
en comparacién con los grupos tratados con el extracto y el imiquimod. Es destacable
que el grupo tratado con CE a 100 mg/kg de A. adstringens mantuvo un consumo
constante de agua a lo largo de los 7 dias de tratamiento. Por otro lado, el grupo tratado
con Tacrolimus mostré un consumo de agua aun menor que aquellos que recibieron el
extracto a diversas dosis, siendo la dosis de CE 25 mg/kg la que resulto en el menor

consumo de agua.
8.5 Evaluacion del nivel de severidad de la psoriasis (PASI)

En la Figura 15 se presentan los resultados obtenidos en los criterios de PASI con
respecto a la presencia de induracion, eritema y descamacion, la puntuacién
acumulada se muestra como el PASI score. La evaluacion del PASI al final de los
tratamientos nos demostré que el IMQ indujo al cabo de los 7 dias una psoriasis

moderada con puntaje PASI de 9.
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Figura 15. Determinacién del PASI en los grupos experimentales.

Cada punto representa la media * error estandar (media + SEM, n=5)

El comportamiento en cuanto al PASI de cada grupo experimental se describe a

continuacion:

eGrupo Control Vaselina: El grupo control se mantiene una piel normal, sin
lesiones cutaneas aparentes, por lo que no se constatod induracion, eritema y/o

descamacion.

¢ Grupo Imiquimod: se muestra un aumento en el PASI score obteniendo una

psoriasis moderada.

¢ Grupo CE 100 mg/kg: En este grupo se notd que se revirtieron las caracteristicas

de eritema, induracion y descamacion hacia el quinto dia del tratamiento.

¢ Grupo CE 50 mg/kg: de igual manera que en el grupo anterior se mejoraron las
caracteristicas de la piel, cabe destacar que este grupo presentaba aun menor

la induracién, eritema y descamacién que el grupo de 100 mg/kg.

¢Grupo CE 25 mg/kg: En este grupo, se observé una mejora significativa en el
PASI a partir del segundo dia alcanzando niveles similares a los del grupo
control. Se observa la disminucion del eritema, la descamacion y la induracion.
Consecuentemente, el puntaje de PASI total mostré una reduccion
considerable, lo que nos indica una respuesta positiva del tratamiento a esta
dosis.

eGrupo control positivo Tacrolimus: De manera similar, se observé una
disminucién del eritema y la induracion en este grupo. No obstante, persistio
cierta descamacion. Se registré una disminucién en el puntaje del PASI total, en

comparacion con el grupo tratado con imiquimod.
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En aras de visualizar de manera mas clara y grafica los cambios en el eritema,

descamacion e induracion de los diferentes grupos en tratamiento se determind,

con base al puntaje PASI, previamente mostrado el area bajo la curva propia de

cada grupo experimental, misma que aparece representada en la Figura 16.
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Figura 16. Area bajo la curva del PASI en los grupos experimentales.

Area bajo la curva de criterios de PASI (n=5). Se representa el promedio *

SEM. Las letras

distintas encima de las columnas indican diferencias estadisticamente significativas. Prueba
de ANOVA de una via seguida de la prueba Student-Newman-Keuls, p<0.05

Un analisis de la Figura 16 permite apreciar que el grupo que mostré la mejoria mas

significativa en torno a los criterios del PASI es el grupo que se tratd con el extracto de
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A. adstringens a una dosis de 25 mg/kg logrando disminuir el eritema, la descamacion
y el engrosamiento de la piel comportandose de manera muy similar al grupo control.
El extracto administrado a 100 mg/kg mostré un comportamiento similar al del
tacrolimus. En contraparte, tal y como se esperaba, el grupo imiquimod al que se le
indujo psoriasis, mostro los valores mayores en términos de eritema, induracion y
descamacién, lo que fue concordante con los rasgos morfolégicos observados a nivel

cutaneo (Figura 12).

8.6 Evaluaciéon de las conductas nociceptivas en los grupos

experimentales

La evaluacion de las conductas nociceptivas, especificamente la alodinia e
hiperalgesia mecanica secundaria en las patas traseras de los animales, se realizé a
lo largo de los 7 dias de duracion del tratamiento. Este enfoque permitié observar el

impacto de los tratamientos sobre la sensibilidad al dolor en el modelo

La Figura 17 muestra las conductas nociceptivas de los diferentes grupos
experimentales. La alodinia se refiere a una respuesta dolorosa a estimulos que
normalmente no son dolorosos, mientras que la hiperalgesia, implica una respuesta
exagerada a estimulos dolorosos. Dada la diferencia en los tratamientos empleados,
los comportamientos nociceptivos de los animales mostraron diferencias en los grupos
experimentales tratados con el IMQ y el extracto de A. adstringens. A continuacién, se

describen los principales hallazgos encontrados.

¢ Grupo Control Vaselina: En este grupo, no se observé un aumento notable del
dolor, lo que indica que las conductas alodinicas e hiperalgésicas se

mantuvieron dentro de rangos normales.

¢ Grupo Imiquimod: Se manifesté un incremento de las conductas alodinicas e
hiperalgésicas a lo largo del experimento, lo que sugiere una mayor sensibilidad

a los estimulos nociceptivos en los animales de este grupo.

¢ Grupo CE 100 mg/kg: En esta dosis se mostré una disminucion de las conductas

de alodinia e hiperalgesia, comportandose de manera similar al grupo control.
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eGrupo CE 50 mg/kg: Igualmente, en este grupo también se observd que las
conductas nociceptivas disminuyeron, lo que sugiere un efecto analgésico para

tratar la psoriasis.

eGrupo CE 25 mgl/kg: Se presentdo la mayor reduccion en las conductas
nociceptivas tanto para la alodinia e hiperalgesia, superando a las otras dosis

de A. adstringens.

¢ Grupo control positivo Tacrolimus: De manera similar se observé un efecto
positivo sobre las conductas nociceptivas, observando mejoria en la alodinia a

partir del dia 4 del tratamiento.

La Figura 18 muestra el analisis de los comportamientos nociceptivos, considerando
el area bajo la curva (AUC) del curso temporal representado en la Figura 17. Esta
estrategia permite evaluar cuantitativamente la alodinia e hiperalgesia entre los

diferentes grupos en tratamiento.

En lo que respecta a la alodinia, la administracion tépica del CE a 25 mg/kg mostro la
disminuciéon mas importante de este comportamiento, mientras que el resto de los
grupos experimentales disminuyeron la alodinia hasta niveles similares a los del grupo
control con vaselina. Estos resultados sugieren que el extracto de A. adstringens,

posee un efecto significativo en la reduccion de la alodinia inducida por imiquimod.

En cuanto a la hiperalgesia, el extracto de cuachalalate a las tres dosis utilizadas (100,
50 y 25 mg/kg) redujo significativamente esta conducta nociceptiva alcanzando niveles
similares al control. La capacidad del CE de A. adstringens de reducir la alodinia e
hiperalgesia sugiere el potencial de este extracto como analgésico para el manejo

terapéutico de la psoriasis.
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Figura 17 Curso temporal de los comportamientos nociceptivos en los grupos
tratados con el IMQ y el extracto de A. adstringens.

Los datos representan el curso temporal del promedio + SEM de retirada de patas (derecha e
izquierda) en 10 aplicaciones de filamentos von Frey de dos fuerzas de flexion diferentes, 10
mN (alodinia) y 250 mN (hiperalgesia), evaluados en los diferentes grupos (n=5), después de

la administracion del IMQ al 5% (linea roja).
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Figura 18 Area bajo la curva de las conductas nociceptivas considerando la induccién
de psoriasis y el tratamiento con el extracto de A. adstringens.

Se muestra el promedio del area bajo la curva de conductas nociceptivas + SEM de retirada
de patas (derecha e izquierda) en 10 aplicaciones de filamentos von Frey de dos fuerzas de
flexion diferentes, 10 mN (alodinia) y 250 mN (hiperalgesia). Las letras distintas encima de las
columnas indican diferencias estadisticamente significativas a p<0.05. ANOVA de una via
seguida de la prueba Student-Newman-Keuls (n=5).

8.7 Analisis histolégico del bazo

La Figura 19 muestra la estructura histolégica del bazo en los grupos experimentales.

El bazo contiene la pulpa blanca, caracterizada por la presencia de foliculos linfaticos

y células reticuloendoteliales, y la pulpa roja, que es rica en sinusoides vasculares. Los

hallazgos mas representativos encontrados en los grupos experimentales fueron los

siguientes:
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e Grupo control: El bazo del grupo control no presenta cambios histopatoldgicos

significativos.

« Grupo imiquimod: Se observa una hiperplasia de la pulpa blanca del 80% en el

grupo tratado con Imiquimod.

« Grupo CE 100 mg/kg: Se observa una hiperplasia de pulpa blanca de 100%

(+++).
« Grupo CE 50 mg/kg: Se observa una hiperplasia de pulpa blanca de 100% (++).

e« Grupo CE 25 mg/kg: Se observa una hiperplasia linfoide al 100%.

e Grupo Tacrolimus: Se observa una hiperplasia linfoide al 100%.

Figura 19 Histologia del bazo

Secciones histolégicas de bazo A. Grupo control B. Grupo imiquimod C. Grupo CE 100 mg/kg,
D. Grupo CE 50 mg/kg, E. Grupo CE 25 mg/kg y F. Grupo Tacrolimus. Tincion H&E
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8.8 Determinacion del indice esplénico.

En el presente estudio se determind la presencia de esplenomegalia a través del

calculo del indice esplénico, definido como el aumento persistente del tamafo del

bazo, cuya determinacion considera el peso relativo del bazo en relacion con el peso

corporal al momento del sacrificio. Lo anterior teniendo en cuenta que el tamafo

normal del bazo varia con la altura y el peso corporal.

La Figura 20 permite visualizar las variaciones del indice esplénico bajo los efectos de

los diferentes tratamientos. Los hallazgos mas significativos de este parametro por

grupo experimental se detallan a continuacion.

Grupo Control Vaselina: Se observa un bazo de tamafio normal y morfologia

caracteristicas tipicas.

Grupo Imiquimod: El tratamiento con imiquimod indujo un incremento

significativo en el tamafio del bazo versus el grupo control.

Grupo CE 100 mg/kg: Comparativamente el grupo tratado con el IMQ, el
tratamiento con 100 mg/kg del CE provoc6 una disminucién del tamafio del
bazo, indicando un efecto modulador sobre la inflamacion sistémica provocada

por el imiquimod.

Grupo CE 50 mg/kg: Con respecto al grupo tratado con el Imiquimod, pudo
observarse una disminucion significativa del tamafio del bazo de casi la mitad.
Aunque no se apreciaron diferencias estadisticamente significativas con
respecto al grupo tratado con el CE a 100 mg/kg, pudo verificarse que, con esta

dosis, existié una tendencia hacia la disminucion de la esplenomegalia.

Grupo CE 25 mg/kg: Con respecto al grupo tratado con el Imiquimod, pudo
constatarse una disminucion significativa del tamafo del bazo. El tamafio del

bazo mostré resultados similares a la dosis de 100 mg/kg.

Grupo control positivo Tacrolimus: El tacrolimus generé una disminucion

significativa del tamafo del bazo provocada por el IMQ. Este efecto fue similar
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a lo observado con el grupo que recibié 25 y 50

adstringens.
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Figura 20 Determinacién de indice esplénico (% IE).

Los valores representados muestran la media + SEM. Letras distintas encima de las columnas
indican diferencias estadisticamente significativas. ANOVA de una via sequida de la prueba

Student-Newman-Keuls. p<0.05, n=5

8.9 Analisis histolégico de la piel

La Figura 21Figura 21 muestra el andlisis histologico realizado a la piel de los ratones

en estudio. Los hallazgos mas importantes por grupo experimental se muestran a

continuacion:

¢ Grupo Control Vaselina: No se observaron cambios histolégicos significativos

en la piel de este grupo.

¢Grupo Imiquimod: Se constatd la presencia de hiperqueratosis al 100%,

hiperplasia papilar al 100%, infiltracion multifocal de polimorfonucleares en la

dermis al 80%, obliteracion de foliculos pilosos al 100%, y una placa inflamatoria

de polimorfonucleares en el estrato cérneo al 20%.
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eGrupo CE 100 mg/kg: Se observo la presencia de una placa inflamatoria, los
cambios histologicos se observan disminuidos con respecto al grupo IMQ,
fundamentalmente en lo referente a paraqueratosis, a la presencia y

engrosamiento de las crestas la cual fue mayor en el grupo IMQ.

¢Grupo CE 50 mg/kg: Con relacién al grupo de 100 mg/kg se observd una
hiperqueratosis disminuida e hiperplasia. Respecto al grupo IMQ se observé
una mejora en la hiperqueratosis y la presencia de infiltrado linfoide con una

menor congestion papilar.

¢ Grupo CE 25 mg/kg: Con respecto al grupo IMQ, se observa una hiperqueratosis

al 50%, ademas de una hiperplasia papilar al 10%.

eGrupo control positivo Tacrolimus: Se disminuyé la presencia de
paraqueratosis ademas de que este grupo se observdo sin cambios
histopatolégicos notables al 30%, una hiperqueratosis de 80%, la epidermis con
células inflamatorias al 30%, dermatitis en 40%, hiperplasia papilar 30% y

concentracion de queratina tipo perlas 10%.

Figura 21. Caracteristicas histologicas de la piel.
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Secciones histolégicas en piel A. Grupo control, B. Grupo imiquimod C. Grupo extracto 100
mg/kg, D. extracto a 50 mg/kg, E. extracto a 25 mg/kg, G. Grupo Tacrolimus. Tincion H&E

En resumen, el grupo tratado con imiquimod presenté cambios histolégicos a nivel
cutaneo pronunciados, con mayor infiltracion inflamatoria y alteraciones estructurales
en la dermis y epidermis. En contraste, el grupo tratado con el CE de A. adstringens,
fundamentalmente a las dosis de 25 y 50 mg/kg mejor6 significativamente la

hiperqueratosis e hiperplasia papilar.
8.10 Determinacioén del indice de Baker

Dado que el indice de Baker examina en forma semi-cuantitativa los hallazgos
histolégicos mas relevantes en el estrato corneo, epidermis y dermis, los resultados

obtenidos por cada uno de los estratos cutaneos se detallan a continuacion.
indice de Baker en estrato cérneo

La Figura 22 representa las caracteristicas histologicas evaluadas en el estrato cérneo
por el indice Baker en términos de la presencia de los microabsesos de Munro, la
hiperqueratosis y paraqueratosis. A continuacion se describen los resultados

obtenidos.

e Microabscesos de Munro: La aparicion de microabscesos de Munro, que son
acumulaciones de neutrdfilos en el estrato corneo, es un hallazgo caracteristico
en la psoriasis. En este estudio, no se encontraron diferencias significativas en
la presencia de microabscesos de Munro entre los grupos tratados con las
distintas dosis (100, 50 Y 25 mg/kg) del CE de A. adstringens y el grupo que
recibié tacrolimus. Sin embargo, si se observé una diferencia significativa entre
estos grupos y los animales que recibieron imiquimod tépico. Esto sugiere que
tanto el extracto de A. adstringens como el tacrolimus tendrian un efecto similar

en la reduccioén de los microabscesos de Munro.

e Hiperqueratosis: La hiperqueratosis se refiere al engrosamiento del estrato
cérneo debido a un aumento en la produccion de queratina. En este estudio, no

se encontraron diferencias significativas en la hiperqueratosis entre la mayoria
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de los grupos en tratamiento. Sin embargo, el grupo que recibié la dosis de 25

mg/kg del CE de A. adstringens exhibi6 una menor hiperqueratosis en

comparacion al grupo IMQ y aquellos tratados con 100 y 50 mg/kg del extracto

de A. adstringens. Este hallazgo sugiere a esta dosis, el extracto podria ser

particularmente efectivo en reducir el engrosamiento del estrato cérneo, lo cual

es un aspecto importante en el manejo de la psoriasis.

e Paraqueratosis: La paraqueratosis es un trastorno de la queratinizacion

caracterizado por la presencia de nucleos en las células del estrato corneo, lo

que indica una maduracion anormal de las células. En este estudio, se observé

una diferencia significativa entre el grupo tratado con imiquimod y el control

positivo tratado con tacrolimus. Los grupos tratados con el extracto de A.

adstringens mostraron una tendencia modesta hacia la disminucion de este

parametro.
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Figura 22. indice de Baker en estrato corneo.

Tratamiento

indice de Baker evaluando los tres criterios principales A. Microabscesos de Munro, B.
Hiperqueratosis, C. Paraqueratosis p<0.05 prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba

Student-Newman-Keuls

En resumen, el analisis histopatologico del estrato corneo revelé que el CE de A.

adstringens fundamentalmente a 25 mg/kg puede tener efectos beneficiosos en la

reduccion de los microabscesos de Munro y la hiperqueratosis.
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indice de Baker a nivel epidérmico

La Figura 23 revela los hallazgos histopatoldégicos mas relevantes considerados en el
indice de Baker en los grupos tratados con el IMQ, el extracto de A.adstringens vy el

tacrolimus. Un analisis pormenorizado se muestra a continuacion:

e Adelgazamiento suprapapilar: Se observo un efecto positivo del grupo tratado
con tacrolimus, donde se evidenciéo un mayor adelgazamiento suprapapilar.
Ademas, los grupos que recibieron CE de A. adstringens a dosis de 100 y 25
mg/kg también mostraron presencia de adelgazamiento suprapapilar. Este
hallazgo sugiere que el extracto acuoso puede tener un impacto beneficioso en
la reduccion del grosor de la epidermis en areas suprapapilares, lo cual es un

aspecto importante en el tratamiento de la psoriasis.

e Alargamiento de las crestas: No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos tratados con el CE de A. adstringens o tacrolimus

en comparacion con el grupo tratado con el IMQ en este parametro.

eEngrosamiento de las crestas: Los grupos administrados con el CE de A.
adstringens a 50 y 100 mg/kg mostraron un efecto significativo al disminuir este

parametro con respecto al IMQ.

e Acantosis: La acantosis es un rasgo distintivo de la psoriasis, caracterizada por
un engrosamiento epidérmico que se conecta con un incremento de la
proliferacion de los queratinocitos basales. A excepcién del grupo administrado
con el extracto de A. adstringens a 50 mg/kg, no se encontraron diferencias

significativas en la acantosis entre los diferentes tratamientos evaluados.

¢ Mitosis en tres crestas: La mitosis es un indicador de la proliferacion celular a

nivel epidérmico. Los tratamientos con el extracto de A. adstringens o el
tacrolimus no tuvieron un efecto estadisticamente significativo sobre este

parametro comparativamente al grupo tratado con el IMQ.
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ePérdida de la capa granular: Se observo que el grupo tratado con tacrolimus,
asi como los grupos que recibieron el CE de A. adstringens en diversas dosis
(100, 50 y 25 mg/kg), mostraron una menor pérdida de la capa granular en
comparacioén con el grupo tratado con IMQ. Este efecto positivo fue mas notable
en el grupo que recibio el extracto acuoso a 25 mg/kg, lo que sugiere que esta
dosis podria ser particularmente efectiva en preservar la capa granular. La
pérdida de la capa granular es un hallazgo comun en la psoriasis, y su

preservacion es un objetivo terapéutico importante.
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Figura 23. indice de Baker en epidermis

indice de Baker evaluando los 6 criterios principales en epidermis A. Adelgazamiento de la
capa suprapapilar, B. Alargamiento de las crestas, C. Engrosamiento de las crestas D.
Acantosis, E. Mitosis en 3 crestas, F. Pérdida de capa granular. Las letras distintas encima de
las columnas indican la existencia de diferencias estadisticamente significativas p<0.05.
ANOVA de una via seguida de la prueba Student-Newman-Keuls

En resumen, el analisis histopatolégico en la epidermis reveld que el CE de A.

adstringens remodela la arquitectura cutanea a nivel epidérmico en lo concerniente al
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adelgazamiento suprapapilar, el engrosamiento de las crestas, la acantosis y la
preservacion de la capa granular.

indice de Baker en la dermis

La Figura 24 muestra los resultados de la determinacion del indice de Baker a nivel

dérmico. A continuacion, se describen los hallazgos mas relevantes:

eInfiltrado linfocitario: El infiltrado linfocitario es un indicador de la respuesta
inmunoldgica y la inflamacién en la piel. En este estudio, el mejor resultado en
cuanto a la reduccion del infiltrado linfocitario se obtuvo con el CE de A.
adstringens a una dosis de 50 mg/kg. Este hallazgo sugiere que esta dosis
especifica del extracto podria ser particularmente efectiva en disminuir la

inflamacion y la respuesta inmunolégica anormal asociada con la psoriasis.

e Congestidén papilar: La congestion papilar es otro parametro importante que se
evalua en la dermis, ya que refleja el grado de inflamacion y vascularizacién en
la piel. En este estudio, también se observé que el CE de A. adstringens a 50

mg/kg fue el mas prometedor para reducir la congestion papilar.
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Figura 24. Puntaje total del indice de Baker a nivel dérmico.

indice de Baker evaluando los dos criterios principales a nivel dérmico y el puntaje global del
0-10 A. Infiltrado linfocitario, B. Congestion capilar, C. Baker total (0-10 puntos) Las letras
distintas encima de las columnas indican la presencia de diferencias estadisticamente
significativas a p<0.05. ANOVA de una via seguida de la prueba Student-Newman-Keuls
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En la presente investigacion se utilizo el indice de Baker como una herramienta para
para cuantificar los cambios histoldgicos asociados con la induccion de la psoriasis por
IMQ y el impacto de las diferentes dosis del extracto acuoso de Amphipterygium
adstringens, comparativamente al tratamiento estandar con tacrolimus. En términos
del puntaje total del indice de Baker representado en la Figura 24 C, pudo observarse
que el extracto a las tres dosis empleadas redujo significativamente el indice total en
forma comparable con el tacrolimus, utilizado ampliamente por via tépica para el

manejo terapéutico de la psoriasis.

8.11 Determinacioén de la produccion de marcadores inflamatorios a

nivel cutaneo

La Figura 25 representa la produccion de marcadores inflamatorios, notablemente IL-
22, IL-23, INF-y, TNF-a en la piel murina en los diferentes grupos experimentales. A

continuacion, se describen los hallazgos mas relevantes:

eIL-22: ElI IMQ promovié un incremento estadisticamente significativo de la
produccion de IL-22 en la piel murina comparativamente al grupo control. Los
grupos experimentales tratados tanto con el extracto de A. adstringens y
aquellos que recibieron el tacrolimus redujeron significativamente la produccion
de este mediador proinflamatorio, sin mostrar diferencias estadisticamente

significativas entre sus efectos.

eIL-23: ElI IMQ gener6 un incremento estadisticamente significativo de la
produccion de IL-23 en los homogenados de piel comparativamente al grupo
control. Los grupos experimentales tratados tanto con el extracto de A.
adstringens, asi como los animales que recibieron el tacrolimus redujeron
significativamente la producciéon de este mediador proinflamatorio, sin mostrar

diferencias estadisticamente significativas entre sus efectos.

eIFN-y: El IMQ generdé un incremento estadisticamente significativo de la
produccion de IFN a nivel cutaneo comparativamente al grupo control. El
tratamiento con tacrolimus provocé la mayor disminucién en la produccion de
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este mediador vs. el extracto de A. adstringens. Sin embargo, aunque el
extracto no mostrd un efecto tan pronunciado sobre la producciéon de INF a los
diferentes niveles de dosis, pudo reducir significativamente la generacién de

este mediador comparativamente al grupo IMQ.

e TNF-a: El IMQ mostré una tendencia hacia el incremento de la producciéon de
TNF-a a nivel cutdneo comparativamente al grupo control. Aunque el extracto
de A. adstringens mostréo una tendencia no significativa para disminuir la
produccion de TNF-a promovida por el IMQ, fundamentalmente a 100 mg/kg,
sus efectos fueron estadisticamente inferiores a los del tacrolimus, quien inhibid

significativamente la produccién de TNF-a en los homogenados de piel.
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Figura 25. Efecto de los tratamientos en la produccion de mediadores proinflamatorios
a nivel cutaneo.

Se representa la media * error estandar. ANOVA de una via seguida de una prueba post hoc
Tukey. Las letras diferentes encima de las columnas representan diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05).

9. Discusion

El modelo murino de psoriasis inducido con imiquimod (IMQ) ha sido utilizado de
manera extensa para replicar la inflamacion cutanea caracteristica en la psoriasis
humana, mostrando similitudes significativas no solo en las caracteristicas fenotipicas
e histoldgicas de las placas psoriasicas, sino también en el desarrollo de las lesiones

(91,101). Este modelo se basa en la administracion topica de imiquimod, un ligando

82




de los receptores tipo Toll 7/8, que activa a los macrofagos, monocitos y las células

dendriticas, desencadenando una respuesta inflamatoria en la piel (101,147).

La eficacia de este modelo radica principalmente en la capacidad para mimetizar
aspectos clave de la psoriasis humana, incluyendo la infiltracion de los neutroéfilos y
monocitos inflamatorios (103). Asi como la dependencia del eje de IL17/23 (91). Sin
embargo, resulta importante considerar que el mecanismo por el cual el imiquimod
induce la inflamacién cutanea no es conocido por completo, ya que se ha demostrado
que el IMQ puede inducir respuestas independientes de TLR7 en la piel (148). A pesar
de las limitaciones, el modelo de psoriasis por inducciéon con IMQ sigue siendo una
herramienta valiosa para el estudio de la patogénesis de la psoriasis y la evaluacion
preclinica de las posibles terapias incluyendo el analisis de los efectos antipsoriasicos

de extractos naturales como el de A. adstringens.

La busqueda de tratamientos seguros y eficaces en la psoriasis ha llevado a la
investigacion de tratamientos empleados ancestralmente por la medicina tradicional o
derivados de estos, incluyendo a los extractos de plantas (10). En la actualidad, la
mayor parte de estudios disponibles en la literatura cientifica que involucran el uso de
extractos de cuachalalate se han enfocado en demostrar su actividad farmacoldgica
para el tratamiento de gastropatias (149—-152), inflamaciones sistémicas e infecciones
(153—-155). En consecuencia, la informacién acerca de los efectos farmacolégicos de

los extractos de la especie en patologias cutaneas es escasa.

Se ha reportado previamente que extractos acuosos de la corteza de A. adstringens
se emplean en la medicina tradicional Purépecha para el tratamiento de afecciones
dermatoldgicas, mientras que el potencial anti-IL-17 del extracto acuoso y fracciones
piroliticas de la corteza de la especie fue constatado in vitro utilizando queratinocitos
HaCaT (10,156). Lo anterior sugiri6 un efecto antipsoriasico por via tépica para el
extracto acuoso, que necesita ser investigado con mayor profundidad en modelos in

vivo representativos de la enfermedad.

Los rendimientos de extraccion obtenidos muestran similitud con previas extracciones

de la corteza de esta especie. De hecho, el rendimiento obtenido de 27,56% es
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comparable con el rendimiento de 28,6% reportado previamente para una decoccion
acuosa de cortezas de la especie (10). Ademas, en el extracto se constato la presencia
importante de acidos hidroxicinamicos y proantocianidinas. Previos estudios revelan
que la corteza de la especie es rica en este tipo de moléculas, particularmente en
triterpenos, esteroles, polifenoles y acidos anacardicos. Entre los triterpenos destacan
el acido masticadiendnico, 3a-hidroximasticadienonico, acido oleandlico, y acido
cuachaldlico (131,157). Los esteroles incluyen el B-sitosterol, conocido por sus
beneficios cardiovasculares (131). Los polifenoles presentes
incluyen catequinas y flavonoides como la naringenina, que tienen propiedades
anticancerigenas y antidiabéticas (131). Ademas, los acidos anacardicos han
mostrado potencial antimicrobiano y anticancerigeno (131,158). Un estudio previo
mostré un contenido en fenoles 160.58 (mg/g) similar a lo obtenido en la presente

investigacion (159).

Las terapias topicas constituyen la opcién terapéutica de preferencia para la mayoria
de los pacientes con psoriasis, quienes tienen formas leves o moderadas de la
enfermedad (160). Las razones para tal preferencia radican en la comodidad en su
administraciéon, menor precio que terapias sistémicas o biotecnoldgicas y menor

probabilidad de provocar eventos adversos (161).

En este estudio la administraciéon tépica de imiquimod en ratones de la cepa C57BL/6
generd una condicion cutanea similar a la que se observa en la psoriasis humana,
principalmente caracterizada por la presencia de eritema, descamacion vy
engrosamiento de la piel. Estas manifestaciones presentadas en el modelo son
consistentes a lo presentado en la literatura para este modelo de psoriasis inducida
(91,103).

El seguimiento del peso corporal y la ingesta de alimento indicé que el tratamiento con
extracto de A. adstringens no impacta en estos aspectos relacionados con el bienestar
animal. En cuanto a la severidad de la psoriasis, cuantificada utilizando el indice de
severidad del area de psoriasis (PASI) los resultados presentados indican que la

presencia de lesiones cutaneas comenzo6 a manifestarse a partir del segundo dia de
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la administracion topica de Imiquimod, lo cual es consistente a los tiempos de aparicion

documentados previamente en la literatura (91,162).

Contrario a lo esperado, el grupo que recibié la menor dosis del extracto de
cuachalalate (25 mg/kg) mejord significativamente la severidad de las lesiones
psoriasicas comparativamente al grupo de 100 mg/kg. Este hallazgo permite suponer
que las dosis elegidas no fueron las 6ptimas, al ser justamente la primera investigacion
dirigida a demostrar los efectos antipsoriasicos de este extracto. Sin embargo, el hecho
de obtener los mejores efectos respecto al PASI a la dosis mas baja constituye una
ventaja para la farmacoterapia individualizada, en una enfermedad cronica como la
psoriasis que requiere de largos periodos de tratamiento. Es aceptado que los efectos
secundarios y las reacciones adversas a las terapias estan sustancialmente
relacionados con la dosis, y potencialmente existe un beneficio sustancial en encontrar

dosis bajas y efectivas que permitan lograr 6ptimas relaciones riesgo/beneficio (163).

Es frecuente que las primeras investigaciones farmacoldgicas, al desconocer la
relacion dosis-efecto de los candidatos en estudio, no consideren dosis en el extremo
inferior de la curva dosis-respuesta (164). En una revision retrospectiva de 354 nuevas
entidades moleculares disponibles para evaluacion, aprobadas por la FDA entre 1980
y 1999, el 21% habia tenido un cambio de dosis en la etiqueta; mientras que en el 79%
de los medicamentos, el cambio fue una disminucion de la dosis. Los autores afirmaron
que este patrén es practica comun en las investigaciones farmacologicas donde
mayoritariamente se evalla la eficacia de los medicamentos cercanos a las dosis
maximas toleradas (165). Estudios subsecuentes son requeridos para optimizar las

dosis del extracto de A. adstringens en el tratamiento de la psoriasis.

Cabe senalar que los efectos inhibitorios encontrados por el extracto a 25 mg/kg para
reducir el puntaje PASI total fueron superiores a los del control positivo con Tacrolimus,
un reconocido agente antisoriasico topico, inhibidor de la calcineurina. Las diferencias
de efectos sobre el PASI pudieran estar mediados por el tiempo de exposicion, ya que
estudios previos sugieren un efecto antipsoriasico elevado del tacrolimus después de
14 dias de administracién (166). En consecuencia, la incapacidad del modelo de

psoriasis inducida con IMQ para investigar el impacto de tratamientos después de los
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7 dias de administracion, pudiera estar en relacion con los efectos inferiores del

tacrolimus sobre el PASI vs. el extracto de A. adstringens.

El Imiquimod indujo alteraciones de la nocicepcion en los animales tratados,
particularmente alodinia e hiperalgesia mecanicas secundarias, lo que coincide con un
reporte previo en este modelo animal (72). La alodinia, que se refiere a una respuesta
dolorosa a estimulos que normalmente no son dolorosos, se evidencio en los grupos
administrados con imiquimod, lo que podria estar asociado con una sensibilizacién del
sistema nervioso periférico. Por otro lado, la hiperalgesia, que implica una respuesta
exagerada a estimulos dolorosos, también se observd como consecuencia de la

administraciéon con IMQ, lo que indica un aumento en la percepcion del dolor.

Cabe sefalar que las respuestas nociceptivas en el modelo animal coinciden con
investigaciones en pacientes con psoriasis donde se ha demostrado que la respuesta
inflamatoria prolongada propia de las lesiones de psoriasis crénica puede causar
sensibilizacién del sistema nervioso periférico y central, aumentando la nocicepcion
(167).

En este contexto, tanto el extracto de A. adstringens como el tacrolimus demostraron
efectos inhibitorios sobre el dolor inducido por el IMQ. Los efectos sensoriales del
tacrolimus se han relacionado con su impacto directo sobre las terminaciones
nerviosas epidérmicas (168), desensibilizando las corrientes de calcio a través de la

regulacion de la via del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2).

En cuanto al extracto de cuachalalate, este ha sido reconocido como analgésico por
via oral y topica (132). Si bien el mecanismo de accion analgésico del A. adstringens
no es conocido, esta actividad se ha relacionado con la presencia en la corteza de
acidos anacardicos como el acido cuchalaldlico etc. (169), mismos que se han

relacionado con la disminucion de dolor y la mejora de la cicatrizacion (170-172).

Por otra parte, los resultados muestran que la administracion de imiquimod impacta
significativamente en la respuesta inmunoldgica, provocando un aumento del tamafo
del bazo que se refleja como una hiperplasia esplénica, concordante con reportes

previos (108,173). Este aumento en el tamafo del bazo estda ampliamente relacionado
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con las observaciones histolégicas que reflejaron la presencia de hiperplasia de la
pulpa blanca del 80% en el grupo tratado con Imiquimod vs. el control. La
esplenomegalia se relaciona con la proliferacion de linfocitos y otras células
inmunitarias en el bazo, responsables a la respuesta inmune adaptativa. En
investigaciones anteriores, se ha observado que el imiquimod actua sobre las células

B esplénicas, promoviendo su proliferacién y diferenciacion (105,174).

Se ha reportado que los ratones tratados con imiquimod presentan un aumento en el
numero de neutréfilos CD11b+, células proeritroblasticas Ter119+, macrofagos F4/80+,
células B B220+ y células dendriticas CD11c+ lo que se traduce en la presencia de
esplenomegalia inducida por el imiquimod (108). Es importante sefialar que el bazo no
juega un papel directo en el desarrollo del fenotipo psoriasico, ya que la esplenectomia
no afecta la induccion de la psoriasis sobre este modelo (Shinno-Hashimoto et al.
2022). Sin embargo, la disminucion de la esplenomegalia promovida por el IMQ bajo
la influencia de tratamientos se ha conectado con la capacidad de las terapias de

impactar en la respuesta inmunolégica de forma sistémica (176).

El extracto de A. adstringens a todas las dosis ensayadas disminuy¢ significativamente
la esplenomegalia inducida por el IMQ, sin embargo, sus efectos fueron mas
pronunciados a 25 y 50 mg/kg, presentando actividades similares a las del tacrolimus.
Lo anterior demuestra que tanto el extracto como el tacrolimus tienen la capacidad de
atravesar el estrato corneo, llegar a la circulacion sistémica y alcanzar el bazo

contrarrestando la respuesta inflamatoria sistémica promovida por el IMQ.

El tacrolimus posee una lipofilicidad moderada (log P = 3,3) y un peso molecular de
822 g/mol. Estudios en humanos han documentado que el tiempo medio necesario
para alcanzar la concentracién sanguinea maxima de tacrolimus es de entre 5y 6 h
después de la aplicacién tépica en adultos y de 2,5 h en nifios, por lo que las
diferencias de permeabilidad de la barrera cutanea impactarian significativamente en
su capacidad de distribuirse en el organismo (177). El tratamiento con el imiquimod
genera desequilibrios en la estructura del estrato cérneo, potenciando 10 veces el flujo
percutaneo del tacrolimus, haciéndolo accesible a capas mas profundas de la piel

(178). Esto facilitaria su distribucién sistémica, incluyendo el bazo, donde se ha
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documentado que el tacrolimus tiene capacidad de acumularse (179). El tacrolimus,
como inhibidor de la calcineurina, bloquea la produccién de IL-2, impidiendo la
proliferacion de linfocitos T. Estos efectos podrian relacionarse con la disminucion de

la esplenomegalia promovida por el IMQ.

Las principales clases de compuestos presentes en la corteza de A. adstringens
incluyen terpenos y esteroles, entre los que destacan el acido 3-epioleandlico, el -
sitosterol, el acido masticadiendnico y el acido 3a-hidroximasticadienonico. Otros
compuestos que se han identificado en la corteza del tallo son el acido instipolinacico,
el acido cuachalalico, el acido oleanodnico, el esquinol (acido masticadiendlico), el acido
3B-hidroximasticadiendlico, la acotilona, el terpeno 11 (3a-hidroxi-11a,12a-epoxi-
oleanano-28,13(3-olida) y el terpeno 12 (3B-hidroxi-11a,12a-epoxi-oleanano-28,1303-
olida) (9).

El B-sitosterol, presente en la corteza de A. adstringens ha demostrado una elevada
capacidad de atravesar la piel, participando como agente antinflamatorio y
antipsoriasico a nivel sistémico (180). Ademas, el alto contenido de terpenos
documentado en las cortezas de A. adstringens pudieran estar en relacion con la
capacidad del extracto de alcanzar el bazo, disminuyendo la esplenomegalia. Los
terpenos, dada su lipofilicidad pueden solubilizarse en los lipidos cutaneos, alterando
la organizacion lipidica/proteica del estrato corneo (181), lo que les permitiria el paso

a través de la piel y su llegada a 6rganos internos como el bazo.

Los resultados del presente estudio muestran que la aplicacion tépica del IMQ, indujo
rasgos histopatoldgicos distintivos de la enfermedad, tales como la presencia de
hiperqueratosis, paraqueratosis, acantosis y la presencia de papilas alargadas, lo que
coincide con investigaciones previas (72,142). En la dermis se pudo constatar un
aumento de la vascularizacion, junto con las microabscesos de Munro, caracterizadas
por una infiltracion inflamatoria rica en polimorfonucleares (182). Estos hallazgos
también fueron consistentes a los reportados en la psoriasis humana, lo que refuerza

la validez del modelo murino de psoriasis inducida con imiquimod (101).
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Un analisis global del indice de Baker, que resume el impacto de los tratamientos sobre
los rasgos histologicos caracteristicos de la psoriasis, muestra que el extracto de A.
adstringens, fundamentalmente a 25 y 50 mg/kg revierte el desarrollo de rasgos
histopatoldgicos propios de la psoriasis, desde las capas mas superficiales de la piel
hasta la dermis, lo que confirma su capacidad de alcanzar estratos mas profundos de
la piel. Estos efectos fueron similares a los observados con el tacrolimus. Los efectos
mas importantes del extracto de A. adstringens en la arquitectura cutanea fueron la
disminucién de los microabscesos de Munro, la hiperqueratosis, el adelgazamiento de
la placa suprapapilar, el engrosamiento de las crestas epidérmicas, la acantosis, la

pérdida de la capa granular, el infiltrado linfocitario y la congestién papilar.

Los microabscesos de Munro son un rasgo histologico distintivo de la psoriasis. Estos
microabscesos contienen leucocitos polimorfonucleares, fundamentalmente
neutrofilos (183). Se ha documentado que medicamentos biotecnoldgicos orientados
a inhibir al eje IL-23/IL-17 generan una disminucion del contenido de neutrdfilos en la
epidermis y consecuentemente de los microabscesos de Munro (184). Previamente se
demostrd que el extracto acuoso de cortezas de A. adstringens posee actividad anti-
IL17 in vitro sobre queratinocitos HaCaT (125), por lo que es probable que esta
actividad se relacione con la disminucion significativa en la formacion de

microabscesos de Munro promovidos por el Imiquimod en el modelo animal.

La hiperqueratosis refleja un recambio excesivo de células cutaneas en la epidermis,
lo que conduce a una acumulacién de células muertas en la superficie de la piel (185).
En consecuencia, la disminucidn de la hiperqueratosis promovida por el extracto de A.
adstringens podria relacionarse un potencial farmacolégico como agente
antiproliferativo en la psoriasis. Estudios previos han documentado el caracter
antiproliferativo de extractos de A. adstringens sobre lineas de cancer (130,186).
Nuevas investigaciones son requeridas para confirmar los efectos antiproliferativos de
los metabolitos mayoritarios presentes en el extracto de A. adstringens sobre los

queratinocitos, como células mayoritarias de la epidermis.

El impacto del extracto de A. adstringens sobre la disminucion del infiltrado linfocitario

dérmico podria relacionarse con sus efectos sobre el adelgazamiento suprapapilar, ya
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que ambos parametros histolégicos han sido fuertemente correlacionados en el
contexto de la psoriasis (187). Estos efectos histolégicos promovidos por el extracto
de cuachalalate sugieren que posee actividad antinflamatoria e inmunomoduladora.
Se ha reportado previamente que el acido 3a-hidroximasticadiendnico, considerado
por la Farmacopea Herbaria Mexicana como un marcador especifico de A. adstringens
(188), posee actividad antinflamatoria (189), por lo que podria relacionarse con la

disminucion del infiltrado linfocitario observado en la histologia.

Las propiedades antinflamatorias del extracto de A. adstringens se analizaron mas
exhaustivamente a través de la determinacion de sus efectos sobre la produccion de
citocinas proinflamatorias en homogenados de piel. Los resultados obtenidos
muestran que el IMQ induce un incremento de la produccién de IL-23, IL-22, INF-y y
TNF-alfa en homogenados de piel comparativamente al grupo control. Estos
resultados son concordantes con estudios previamente publicados (190,191)
utilizando la induccién de psoriasis con imiquimod. Se ha reportado que la produccion
de estas citocinas se relaciona con la activacion de la sefalizacion
ACT1/TRAF6/TAK1/NF-kB en los ratones tratados con IMQ (190).

El extracto de A. adstringens a todos los niveles de dosis redujo significativamente la
produccion de IL-22 vs. el grupo tratado con IMQ, en forma similar al tacrolimus. La IL-
22 es una citocina relacionada con la IL-17 por su patrdn celular de produccién, siendo
mayoritariamente producida en la piel psoriasica por los linfocitos T (192). Esta citocina
se encuentra elevada en el plasma de los pacientes con psoriasis, y sus niveles han
sido correlacionados positivamente con la gravedad de la enfermedad y negativamente
con la respuesta a tratamientos efectivos (193,194). En el modelo de psoriasis inducida
con IMQ, la produccién de IL-22 depende estrictamente de IL-23, y se produce tanto
en los linfocitos T como en células de la inmunidad innata que no se han identificado

con precision (195).

Estudios in vitro han demostrado que la IL-22 activa al factor de transcripcion STAT3,
aumentando la expresion de moléculas proinflamatorias y antimicrobianas como
S100A7, S100A8, S100A9 y B-defensinas en queratinocitos humanos (192,196), sola

0 en sinergia con IL-17 o TNF (197). La IL-22 también regula la diferenciacion celular
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y la proliferacién de queratinocitos, asi como la hiperplasia epidérmica (196). De
hecho, se ha demostrado que el engrosamiento epidérmico causado por la
proliferacion de queratinocitos, conocido como acantosis, en el modelo de psoriasis
inducida con imiquimod es parcialmente dependiente de los niveles de IL-22, ya que
la acantosis se elimina parcialmente en ratones deficientes de I[L-22 (198).
Considerando estos estudios previos, es probable que los efectos inhibitorios
significativos del extracto de A. adstringens sobre la acantosis a la dosis de 50 mg/kg
pudieran relacionarse, al menos parcialmente, con sus efectos inhibitorios sobre la

produccion cutanea de |L-22.

La IL-23 es una citocina, producida por macréfagos y células dendriticas, que esta
crucialmente involucrada en el desarrollo de las lesiones psoriasicas (199). Su impacto
es tan importante para el desarrollo de la enfermedad que los tratamientos anti-IL-23
(guselkumab, risankizumab, y tildrakizumab) generan una mejoria considerable de la
psoriasis comparativamente con los inhibidores de TNF u otros farmacos sistémicos
(200). Los niveles de IL-23 aumentan en las placas psoriasicas en comparacién con la
piel sana (201). El incremento de los niveles de IL-23 se relaciona con el
mantenimiento de las respuestas cutaneas promovidas por los linfocitos Th17 (202).
Como citocina reguladora, la IL-23 actua en la formacion de lesiones psoriasicas,
activando la produccién de citocinas efectoras cruciales como el TNF-alfa y la IL-17
(202). Los resultados obtenidos muestran que el IMQ promueve la produccion de IL-
23, alcanzando valores mayores que el grupo control, lo que concuerda con
investigaciones previas (101,203). El extracto de A. adstringens, fundamentalmente a
25 mg/kg redujo significativamente los niveles de IL-23, en forma comparable al
tacrolimus. Los efectos del tacrolimus sobre la produccion de IL-23 son concordantes
con un reporte previo que mostro la capacidad de este farmaco a concentraciones muy
bajas de 1 ng/ml de inhibir la activacion de linfocitos T humanos promovida por IL-23,
lo que se reflejé en una disminucion de la produccion de IL-17 (204). La actividad anti-
IL23 del extracto, pudiera relacionarse con la presencia de metabolitos previamente
reportados en las cortezas de A. adstringens como el acido oleandlico, el que ha

demostrado capacidad para inhibir la produccién de esta citocina (205).
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El INF-y es una citocina proinflamatoria clave en la psoriasis cuyos niveles en el suero
de los pacientes aquejados de esta enfermedad son significativamente mayores (1.91
pg/ml vs. 0.91 pg/ml) que en individuos sanos (206). Los niveles mas altos de IFN-y se
han reportado en psoriasis eritrodérmica, mientras que los mas bajos se detectaron en
formas leves de la enfermedad (206). Esta citocina juega un papel critico al mediar
interacciones entre queratinocitos y células T inflamatorias (206). En el contexto de la
psoriasis el INF-y se produce por células T helper tipo 1 (Th1) y otras células inmunes

como mastocitos y células natural killer (NK) (206).

El extracto de A. adstringens a todas las concentraciones ensayadas disminuyé
significativamente la concentracion de INF-y vs. el grupo de IMQ. Al disminuir los
niveles de IFN-y, se podria limitar la expresion de moléculas como ICAM-1 y HLA-DR,
reduciendo el reclutamiento de linfocitos hacia las lesiones cutaneas, un rasgo que fue
constatado a nivel histoldgico. Sin embargo, estos efectos inhibitorios fueron inferiores
a los constatados con el tacrolimus. Este resultado fue concordante con un reporte
previo que muestra el impacto inhibitorio significativo del tacrolimus para inhibir la
concentracion sérica del INF-y en un modelo de psoriasis inducida con IMQ (207). Este
efecto se atribuyd parcialmente a la induccidon esplénica de células mieloides
supresoras, promovida por el tacrolimus en este modelo animal. Estas células
constituyen una poblacién de células de linaje mieloide, inmaduras con alta capacidad
inmunosupresora capaces de reducir los niveles de INF-y (207). El efecto inhibitorio
observado para el extracto de A. adstringens en el modelo de psoriasis sobre la
concentracion de IFN-y, fue concordante con un reporte previo que demostro la
capacidad de extracto etandlico de cortezas de la misma planta para disminuir los

niveles de IFN-y en un modelo murino de colitis inducida (208).

El TNF-a juega un papel primordial en la patogénesis de la psoriasis ya que promueve
la inflamacion y la hiperproliferacion de los queratinocitos. La reduccion de los niveles
de TNF-a por medicamentos biotecnoldgicos (etanercept, infliximab, adalimumab)
limita la hiperproliferacion de los queratinocitos y la inflamacion, lo que se ha asociado

a una mejoria de la psoriasis (209,210).
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Los resultados presentados muestran una tendencia no significativa del extracto de A.
adstringens a todas las dosis ensayadas hacia la disminucion de los niveles de TNF-a
en los homogenados de piel. Sin embargo, los efectos encontrados fueron inferiores a
los observados para el tacrolimus. El efecto inhibitorio del tacrolimus sobre los niveles
de TNF-a en el modelo de psoriasis inducida con el IMQ concuerda con una
investigacion previa que demostré que el efecto inhibitorio de este farmaco sobre los
niveles séricos de TNF-a, fue parcialmente dependiente de la interaccion del
tacrolimus con el receptor de membrana 2 del factor de necrosis tumoral (TNFR2)
(207).

El tacrolimus penetra en los linfocitos T y se une a las inmunofilinas, formando un
complejo que bloquea la calmodulina. Consecuentemente, no se activa la fosfatasa
calcineurina, inhibiéndose la desfosforilacion del factor nuclear de células T activadas
(NF-AT) vy, posteriormente, su entrada al nucleo, suprimiendo asi la transcripcion
génica asociada a la produccién de TNF-a (177). Aunque los efectos del extracto de
A. adstringens sobre la produccién de TNF no fueron significativos, la tendencia hacia
la disminucién en la produccién de esta citocina fue concordante con un estudio previo
que mostrd la capacidad del extracto etandlico de cortezas de esta especie para
disminuir los niveles de TNF-a en un modelo murino de colitis inducida (211). Es
probable que la presencia de [(-sitosterol en las cortezas de A. adstringens, cuyos
efectos inhibitorios sobre la produccién de TNF-a (180) se han demostrado
previamente, pudiera relacionarse con la disminucién de la produccion de esta citocina

en la piel en el modelo de psoriasis inducida con IMQ.
10. Conclusiones

Los resultados obtenidos permitieron demostrar el potencial del extracto acuoso de
cortezas de A. adstringens como candidato terapéutico tépico para la psoriasis en un
modelo in vivo de psoriasis inducida con imiquimod. Estos resultados confirman el uso
tradicional de decocciones de la especie en la meseta Purépecha para tratar
inflamaciones cutaneas y reafirman el efecto antipsoriasico que se habia demostrado

in vitro en cultivos de queratinocitos HaCarT.
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El efecto antipsoriasico se presenté fundamentalmente a dosis de 25 y 50 mg/kg,
observandose una mejoria notable sobre la severidad de la psoriasis y las conductas
nociceptivas en el modelo. Dado que en la actualidad no existen tratamientos
analgésicos para la psoriasis, este resultado sugiere que el extracto podria ser un

candidato analgésico prometedor para atenuar el dolor asociado con la enfermedad.

El extracto demostrd efectos locales y sistémicos, siendo capaz de disminuir la
esplenomegalia inducida por el IMQ. Este hallazgo sugiere que el extracto podria ser
efectivo para mitigar la inflamacion sistémica, lo cual resulta relevante considerando la

naturaleza inflamatoria de la psoriasis.

La aplicacion topica del extracto mejord considerablemente los rasgos histologicos
propios de la psoriasis tanto a nivel epidérmico como dérmico, sugiriendo que el
extracto no solo ejerce un efecto superficial, sino que puede promover la restauracion

de la estructura cutanea en capas mas profundas de la piel.

La reduccion sobre las citocinas inflamatorias (IL-22, IL-23) es particularmente
relevante, ya que los efectos mostrados sugieren que el extracto impacta sobre el eje
IL-23/IL-17 implicado significativamente en el desarrollo de la psoriasis. La reduccion
de IFN-y sugiere una posible modulacion de la respuesta inmune Th1, lo que podria
limitar la activacion de macréfagos y la produccion subsecuente de citocinas

proinflamatorias.

Los efectos antipsoriasicos del extracto de A. adstringens fueron similares a los
observados con el tacrolimus, sugiriendo que el extracto de A. adstringens podria ser
una opcioén efectiva como candidato antipsoriasico tépico para tratar a pacientes que

buscan una alternativa a los tratamientos convencionales.
11. Perspectivas

Aunque la presente investigacion constituye el primer estudio orientado a demostrar el
potencial terapéutico del extracto de A. adstringens para tratar la psoriasis por via
tépica, nuevas investigaciones son requeridas, notablemente para identificar los

compuestos bioactivos responsables del efecto antiinflamatorio y analgésico. Del
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mismo modo, las moléculas responsables de los efectos sobre la diferenciacion celular

en la piel psoriasica deben ser examinadas con mayor profundidad.

Estudios futuros son igualmente requeridos para establecer las vias de sefalizacion
celular involucradas en el efecto del extracto sobre la modulacién de la produccion de
citocinas y la expresion de genes relacionados con la inflamacion y la proliferaciéon

celular en el contexto de la psoriasis.

Otra perspectiva valiosa para futuras investigaciones consiste en determinar la dosis
optima en la que se pueden constatar los efectos farmacoldgicos antipsoriasicos, asi
como establecer la toxicidad del extracto en administracion topica. Del mismo modo,
podrian explorarse nuevas técnicas como la nanoencapsulacién, el uso de liposomas

u otras formas de administracion para mejorar los efectos antipsoriasicos obtenidos.

Dados los efectos antipsoriasicos del extracto, una linea futura de trabajo seria
investigar los efectos de terapias combinadas de A. adstringens con tratamientos
convencionales antipsoriasicos, con vistas a ofrecer una vision holistica del manejo
terapéutico de la enfermedad integrando la medicina tradicional desde un enfoque

cientifico y racional.
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