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Modulacion selectiva de TGF-3 por Ruellia lactea en linfocitos: una via para la
reparacion tisular

Selective modulation of TGF- by Ruellia lactea in lymphocytes: a pathway to

tissue repair
Diana Templos-Mejia ¢, Pablo Octavio-Aguilar®

Abstract:

Inflammatory processes are regulated by the expression of genes such as IFIT1 and TGF-p in lymphoid cells. If this process persists,
cells may initiate apoptosis through p53-mediated pathways. Although many plant extracts exhibit anti-inflammatory activity, the
specific mechanisms—whether through tissue repair or the regulation of pro-inflammatory secretions like 1L-3, IL-6, IL-12, and
IFIT1—remain poorly analyzed. The objective of this study was to evaluate the effect of ethanolic extracts from Ruellia lactea on
the expression of pro-inflammatory genes IFIT1 and TGF-, and the pro-apoptotic gene p53 in human lymphocyte cultures, given
the reported anti-inflammatory activity within the Acanthaceae family. The results show an increase in the expression of the TGF-
gene, a mediator of tissue repair and a promoter of fibroblast proliferation. However, no changes were observed in the expression of
IFIT1 and p53, contrasting with the presumed inflammatory modulation of these plants. These findings demonstrate that the R. lactea
extract acts as a selective immunomodulator, as it significantly induces TGF-f3 expression (a key mediator in inflammation resolution
and tissue repair) without suppressing the IFIT1-mediated antiviral response or activating the p53 pro-apoptotic pathway. This
suggests that the plant promotes immune homeostasis oriented toward wound healing.
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Resumen:

Los procesos inflamatorios son regulados por la expresion de genes como IFIT1 y TGF- en células linfoides. Si este proceso persiste,
las células podrian iniciar procesos de apoptosis mediados por la expresion de p53. Muchos extractos de plantas tienen actividad
antiinflamatoria, pero las vias de accion, ya sea por reparacion tisular o por regulacion de secreciones proinflamatorias como I1L3,
IL6, IL12 ¢ IFIT1, han sido poco analizadas. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de extractos etandlicos de Ruellia lactea
sobre la expresion de los genes proinflamatorios IFIT1 y TGF-p, y proapoptdtico p53 en cultivos de linfocitos humanos, ya que se
ha reportado actividad antiinflamatoria en la familia Acanthaceae. Los resultados muestran un aumento en la expresion del gen TGF-
B, mediador de la reparacion tisular y promotor de la proliferacion de fibroblastos. Sin embargo, no se observan cambios en la
expresion de IFIT1 y p53, lo que contrasta con la supuesta modulacion inflamatoria de estas plantas. Los resultados demuestran que
el extracto de R. lactea actia como un inmunomodulador selectivo, ya que induce significativamente la expresion de TGF-
(mediador clave en la resolucion de la inflamacion y reparacion tisular) sin suprimir la respuesta antiviral mediada por IFIT 1 ni
activar la via pro-apoptdtica de p53. Esto sugiere que la planta favorece la homeostasis inmunolodgica orientada a la cicatrizacion.

Palabras Clave:
Apoptosis, IFIT1, inflamacién, p53, TGF-B, cicatrizacion.
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Introduccion

Las enfermedades inflamatorias representan un desafio
para la salud publica debido a su naturaleza multifactorial,
tratamientos efectivos limitados y el uso comun de
terapias con esteroides que tienen numerosos efectos
adversos. Enfermedades como la artritis reumatoide, el
lupus eritematoso sistémico y la esclerosis multiple
ocurren cuando el sistema inmunolégico ataca
errbneamente los propios tejidos del cuerpo, lo que lleva
a inflamacion crénica y dafio tisular. Por lo tanto, aunque
la inflamacién es un mecanismo bioldgico importante para
las defensas del cuerpo contra infecciones y lesiones,
cuando se vuelve croénica, puede conducir al desarrollo de
enfermedades. En estos trastornos, genes clave como
IFIT1, TGF-B y p53 desempeiian un papel esencial en la
regulacion de la inflamacién y la muerte celular; su
expresion alterada afecta el comportamiento de los
linfocitos y contribuye a la progresion de estas
enfermedades; por lo que este grupo de células son el
mejor modelo de estudio para cualquier tratamiento
antinflamatorio. [1, 2, 3, 4]

A lo largo de la historia, diversas plantas se han utilizado
en la medicina tradicional por sus propiedades curativas.
Una de ellas es Ruellia tuberosa, una especie de la familia
Acanthaceae, conocida por sus efectos antiinflamatorios,
antifungicos, antinociceptivos y cicatrizantes. [5] Por lo
que, la evaluacion de productos naturales como agentes
inmunomoduladores es fundamental para el desarrollo de
terapias que regulen la respuesta bioldgica sin los efectos
adversos de los farmacos convencionales. [1, 2]

Investigaciones recientes demuestran que ciertas plantas
del género Ruellia regulan los procesos inflamatorios
gracias a sus flavonoides, glucésidos, alcaloides y
triterpenoides, que poseen efectos antiinflamatorios y
antioxidantes. En particular, el género se ha destacado
por sus efectos beneficiosos en la reduccion de la
inflamacion y el estrés oxidativo. En modelos animales,
Ruellia tuberosa previno la formacion de edema, lo que
indica un efecto modulador de la inflamacion. Las plantas
de este género contienen compuestos que modulan
diversas vias de sefalizacion implicadas en la inflamacion
cronica, por lo que otras especies del género, como R.
lactea, R. brevifolia, R. simplex y R. nudiflora,
ampliamente distribuidas en México, tienen un potencial
farmacéutico aun no explorado. Estos compuestos
influyen en la expresion de genes clave, como IFIT1,
TGF-B y p53, regulando asi la respuesta inmunitaria,
promoviendo la apoptosis de células defectuosas y
reduciendo los niveles de citocinas proinflamatorias,
como TNF-aelL-6.[1,2,5,6,7,8,9, 10, 11]

Estos extractos pueden regular la expresién del gen p53,
promoviendo la eliminaciéon de células defectuosas y
disminuyendo la inflamacién crénica al acelerar la
formacién de tejido cicatricial. Las dosis y la duracion de
la exposicion a los extractos de esta planta influyen en la
regulacion de los genes proinflamatorios, lo que refuerza
su potencial como opciéon de tratamiento. El efecto
antiinflamatorio de los extractos de R. tuberosa se deben
probablemente a la accion combinada de inhibidores
enzimaticos, eliminacién de radicales libres o efectos
similares a los corticosteroides. [1, 7, 12]. No obstante, la
modulacién especifica en células linfoides no se ha
estudiado.

Es crucial distinguir entre la inmunosupresion y la
inmunomodulacion; mientras que la primera implica una
inhibicion general de las defensas, la inmunomodulacién
busca restaurar el equilibrio celular ante estimulos
patoldgicos. En este trabajo, se empled un modelo in vitro
de linfocitos humanos para evaluar directamente la
maquinaria transcripcional humana, evitando las
variaciones interespecificas propias de los modelos
animales, cuya cicatrizacién ocurre primordialmente por
contraccion. [3, 16 ]

Este estudio tiene como objetivo evaluar el efecto del
extracto de Ruellia lactea sobre la expresion de IFIT1,
TGF-B y p53 en linfocitos humanos in Vvitro,
proporcionando una base cientifica para el desarrollo de
nuevas terapias antiinflamatorias y cicatrizantes. La
inclusién de IFIT1 y p53 permitié determinar si el extracto
de Ruellia lactea influye en la respuesta antiviral o induce
procesos de apoptosis, garantizando asi una evaluacién
de la seguridad bioldgica del tratamiento. [4, 7]

Materiales y métodos
Especie de estudio

Ruellia lactea (Acanthaceae) es una planta herbacea de
hasta 50 cm, con flores azul-purpureas y hojas
lanceoladas (Figura 1). Tiene un tallo normalmente corto,
pubescente con pelos multicelulares, lamina foliar eliptica
de 4-10 cm de largo y de 1.5 a 4 cm de ancho con un
aproximado de 5 pares de nervaduras; flores sésiles,
aglomeradas en las axilas de las hojas. Las flores tienen
entre 3 y 4 cm de largo, las capsulas poseen entre 8 y 10
semillas y son ausentes de pelos. [13]

La produccion y concentracion de metabolitos
secundarios fluctia a lo largo del ciclo de vida de la planta
debido al impacto directo de los factores ambientales en
la sintesis y acumulacion de compuestos bioactivos. En
el caso de Ruellia lactea, una planta perenne, su maxima
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floracién ocurre entre mayo y septiembre (Figura 2). Las
plantas se recolectaron el 23 de junio de 2023 en un
matorral xerofilo que también enfrenta perturbaciones
ambientales causadas por actividades humanas, como
la construccion de un complejo de viviendas. Es
importante destacar que muchas plantas, al ser
estresadas por cambios humanos y ambientales,
aumentan su produccién de metabolitos secundarios.
Estas condiciones pueden influir en la fenologia de la
especie, afectando tanto la intensidad de la floracion
como la acumulacion de metabolitos secundarios, que
son cruciales para optimizar la cosecha y la extraccion
de compuestos con propiedades medicinales.

0-50cm
20-60 cm

Figura 1: Lamina ilustrativa de Ruellia lactea. La
composicion incluye detalles morfolégicos clave de la planta,
destacando sus flores de color lila, hojas lanceoladas y
estructura general, representados con precision para fines
botanicos y educativos (Elaborada por: Diana Templos
Mejia).

Figura 2. Fotografias de Ruellia lactea. Las imagenes
ilustran caracteristicas relevantes de la especie, como los
vibrantes tonos lilas de las flores (a), las hojas lanceoladas
de la planta (a, b), su habito de crecimiento en climas calidos
y la estructura tubular de sus flores (c) (Fotografias por:

Diana Templos Mejia).

Colecta y extraccion

Se recolectaron 3.31 kg de R. lactea en Coyotepec,
Estado de México (19° 46'25" N, 99° 14'16" O, 2400 m),
en una zona de clima templado subhumedo caracterizada
por bosques predominantemente de encino y pino y
vegetacion xerdfila (Figura 3). Las plantas se lavaron, se
secaron a la sombra y se molieron. El extracto etandlico
se preparo utilizando 200 g de material seco y etanol al
70 % en un bafio ultrasonico durante 1 hora a 53 kHz, y
el resto se extrajo por maceracion durante 31 dias. El
etanol se evapord en un rotavapor, obteniendo soélidos
concentrados. [14, 15]
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Figura 3. Sitios de recoleccion de material vegetal. Los
individuos fueron transportados al laboratorio de genética,
donde se sec6 y proceso el material.

Estimulacién de Cultivos de Linfocitos Humanos

Se extrajo sangre (10 ml) de 10 donantes sanos, de entre
18 y 23 afios, considerando ambos sexos, sin
antecedentes de infeccién reciente (uUltimos diez dias) ni
otros  padecimientos cronicos. Todos firmaron
consentimiento informado. De cada muestra se aisl6 el
suero y se eligid para cultivo solo aquellos pacientes con
indicadores hematicos normales (Figura 4). Los linfocitos
se cultivaron en medio McCoy con fitohemaglutinina y
antibidticos segun el protocolo previamente probado por
Salinas-Solis y Octavio-Aguilar [16]. Se aplicaron
concentraciones de extracto (31,5, 62,5y 125 ug/1500 ul)
y un control positivo con histamina (0,5 pg/ul) para
evaluar la respuesta inflamatoria inducida como control
positivo y combinaciones de histamina con las tres
diluciones, menores al 50% (1/3) de la dosis previamente
reportada para R. tuberosa. [5]. Respecto al disefio
experimental, las concentraciones del extracto (31.5 a
125 pg) se establecieron bajo el criterio de hormésis
farmacoldgica, con el fin de identificar el rango donde se
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optimiza la respuesta celular sin comprometer la
viabilidad biolégica []. Todos los ensayos se hicieron por
triplicado.

El protocolo de obtencion de muestras sanguineas conto
con la firma de un consentimiento informado por parte de
los donantes, siguiendo los lineamientos de la
Declaracion de Helsinki. El proyecto fue sometido ante el
Comité de Etica e Investigacion del Instituto de Ciencias
Basicas e Ingenieria (ICBI), perteneciente al Area
Académica de Biologia. EI manejo de muestras
biolégicas humanas y su disposicion final se ajusto a la
normativa vigente NOM-253-SSA-2012. [17, 18]. Los
detalles sobre el cultivo linfoide se presentan en la Figura
4.
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Figura 4. Esquema general del proceso de recoleccion
de sangre, cultivo celular y estimulaciéon de linfocitos
humanos (Creado en BioRender por Diana Templos
Mejia).

Retrotranscripcion
Tras los tratamientos, se extrajo el ARN total, y el ADNc
se amplificdo por PCR para evaluar la expresion génica,

con algunas optimizaciones para la recuperacion de
material genético. Los cebadores para TGF-B (F

CACGGCGTCCCTCAG, R
GCAGTCCTCTCTCCATCTTT), IFIT1 (F
AGGCTCTGTGGATAAAGCTC, R
ATTTGTTGTGCCTTGCCTTT) y p53 (F
CCAGATGAAGCTCCCAGAAT, R

AAAAAGGGAGAAGGAGGGGA) se disefaron
utilizando Primer-Blast, con alineamientos a 57 °C para
llevar a cabo la RT-PCR multiplex. EI ARN se trato para
eliminar las hibridaciones no especificas incubandolo
con cebadores y agua ultrapura a 70 °C. A continuacion,
se anadieron la transcriptasa inversa y los dNTPs para la
reaccion de transcripcion inversa (RT-PCR multiplex) a
57 °C durante 60 minutos. EI ADNc se cuantifico
mediante nanoespectrofotometria utilizando la
proporcion 260/280 Ab y se amplificd con el ciclo térmico:

57 °C durante 60 min, 85 °C durante 5 min, 57 °C durante
10 min, 72 °C durante 5 min y, finalmente, 4 °C. Los
productos se visualizaron en geles de acrilamida, se
cuantificaron y se midié la densidad de las bandas
amplificadas con GelAnalyzer. [19, 20, 21, 22].

Se realizaron pruebas de bondad de ajuste de Shapiro-
Wilks, considerando que se contaba con menos de treinta
datos por tratamiento, lo que mostré que estos no se
distribuian de manera normal. Por lo tanto, se optd por
una ANOVA no paramétrica de Kruskall-Wallis para
determinar las diferencias entre la cantidad de ADNc de
los grupos experimentales (Control positivo histamina,
control negativo extracto en la menor concentracion,
combinacion de extracto en diferentes concentraciones
mas histamina). Posteriormente, se aplicé la prueba de
comparacion pareada de Mann-Whitney para identificar
especificamente qué tratamientos presentaban
diferencias significativas respecto a los controles (p <
0.05). Todo el procesamiento estadistico se llevé a cabo
con el software PAST. [23]

Resultados

Se obtuvieron transcripciones inversas especificas de los
genes IFIT1, p53 y TGF-B en linfocitos tratados con
histamina y/o extracto etandlico de Ruellia lactea en las
dosis de tratamiento establecidas, lo que confirmé la
expresion de estos marcadores en diferentes condiciones
experimentales. Se cuantificaron los niveles de expresion
en controles con y sin histamina, en linfocitos expuestos
Unicamente al extracto a las concentraciones de prueba
y en tratamientos combinados con histamina y el extracto.

La cuantificacion del ADNc mostré que la exposicion al
extracto con histamina no produjo cambios significativos
en la expresion de IFIT1 y p53 en comparacion con los
controles (Figura 5 y 6 respectivamente).
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Figura 5. Niveles de transcripcion de IFIT1 en respuesta
al tratamiento con Ruellia lactea. Se muestran las
medianas y la dispersion de los datos para cada grupo
experimental.
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Figura 6. Niveles de transcripcion de pb53 en respuesta
al tratamiento con Ruellia lactea. Se muestran las
medianas y la dispersion de los datos para cada grupo
experimental.

Sin embargo, la expresion de TGF- aumentdé en los
grupos tratados con el extracto con histamina a
concentraciones inferiores a 125 pg/1500 ul, lo que
indica una posible activacion de esta via en ciertas
condiciones a dosis bajas. El analisis de ANOVA no
mostré diferencias significativas en la expresion de p53
entre los tratamientos (F = 0,9103, p = 0,9231) ni en la
expresion de IFIT1 (p = 0,2744). Sin embargo, se
observéo un aumento en la expresion de TGF-B en
comparacion con el control positivo a histamina,
especialmente en los grupos tratados con extracto al
31,5y 62,5 pg/1500 pl (F = 9,013, p = 0,06078). Las
pruebas de pareadas confirmaron que la expresion de
TGF-B en estos grupos fue mayor que en el control
positivo solo con histamina y con el extracto solo,
mientras que no se observé una tendencia clara a
concentraciones del 125 ug/1500 pl (Figura 7).
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Figura 7. Niveles de transcripcion de TGF-(8 en respuesta
al tratamiento con Ruellia lactea. Se muestran las
medianas y la dispersién de los datos para cada grupo
experimental.

Discusion

Los resultados obtenidos permitieron evaluar el efecto del
extracto etandlico de Ruellia lactea sobre la expresion de
genes proinflamatorios en cultivos de linfocitos humanos
in vitro. Sin embargo, la hipétesis inicial, que proponia
que el extracto modularia la expresion de genes
relacionados con la inflamacion y promoveria la
regeneracion celular, solo se confirmé parcialmente. No
se observaron cambios significativos en la expresion de
p53 ni de IFIT1, mientras que el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B) mostr6 un aumento
sustancial en presencia de histamina, pero solo a
concentraciones <5 %. Esto sugiere que el extracto
podria estar involucrado en la regeneracién celular y la
reparacion tisular, mas que en la modulacién de la
inflamacion inducida por histamina. [24] No obstante,
varias otras metodologias encaminadas a la modificacién
especifica de TGF-B y sus interacciones moleculares
como son los receptores | y Il asi como la interleucina 10,
podrian corroborar nuestros resultados. [25]

Se obtuvieron transcripciones inversas especificas de
todos los genes, lo que confirmd la expresion y
especificidad de estos marcadores, validando su disefio
para la identificacion y cuantificacion. Este resultado
constituye un avance ya que abre la puerta a una
herramienta molecular con usos potenciales para el
diagndstico directo sobre muestras de sangre periférica.
En cuanto al resultado concreto de expresion diferencial,
TGF-B es un regulador critico de la regeneracion tisular,
controlando la proliferacién celular, la diferenciacion y la
remodelacion de la matriz extracelular. Su activacion esta
vinculada al cambio de los macréfagos de un estado
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proinflamatorio (M1) a un estado reparador (M2), que
favorece la cicatrizacion y la regeneracion tisular.
Estudios previos han demostrado que otras especies de
plantas, como Centella asiatica, pueden estimular la
proliferacion y migracién celular en heridas modulando
TGF-B y la produccion de colageno tipo | y lll. De manera
similar, se ha demostrado que los extractos de Aloe vera
tienen efectos de cicatrizacion de heridas activando
fibroblastos y produciendo factores de crecimiento como
TGF-B y VEGF (factor de crecimiento endotelial
vascular). Los resultados obtenidos con Ruellia lactea
sugieren un mecanismo de accion similar en la
regeneracion tisular. [26, 27, 28]. No obstante, el
incremento en la expresion de TGF- solo se presenta
en concentraciones moderadas (<5%). Este
comportamiento es consistente con lo que se conoce
como hormesis y se ha observado a bajas
concentraciones de plasma enriquecido como
tratamiento para la cicatrizacion, actuando precisamente
sobre TGF-B, VEGF y otros factores cicatrizantes. [29]

Por otro lado, la estabilidad observada en los niveles de
IFIT1 sugiere que el mecanismo de esta especie no se
vincula a la supresion de citocinas inflamatorias clasicas,
sino a una especificidad funcional orientada a la
reparacion tisular. [30]. Asimismo, la ausencia de
cambios en p53 confirma que el extracto posee un perfil
de seguridad adecuado, al no activar rutas pro-
apoptoticas en las dosis evaluadas. [24, 26, 30]

El hecho de que Ruellia lactea no modulara la expresion
de p53 ni de IFIT1, demuestra que su mecanismo de
accion no esta directamente relacionado con la
regulacion de la inflamacion inducida por histamina. Este
hallazgo difiere del de otras plantas medicinales, como la
Curcuma longa, que han demostrado poseer efectos
antiinflamatorios mediante la inhibicion del TNF-a y otras
citocinas proinflamatorias. Estos resultados sugieren que
los compuestos bioactivos de R. lactea podrian actuar a
través de vias alternativas, centrandose en la
proliferacion celular y la regeneracion tisular en lugar de
modular la inflamacion. Sus efectos podrian evaluarse
mediante la activacion de fibroblastos y la remodelacion
de la matriz extracelular, en lugar de inhibir los
mediadores inflamatorios clasicos. Para verificar esta
hipotesis, se necesitan estudios como la resonancia
magnética nuclear para identificar posibles dianas
generadoras de transcripcion. Uno de los principales
mecanismos de la regeneracion tisular es la activacion
del VEGF, que promueve la angiogénesis y restablece el
flujp sanguineo a los tejidos lesionados. Se ha
demostrado que los flavonoides como la quercetina y el
kaempferol, que se encuentran en otras especies del
género Ruellia, modulan la expresion de VEGF,
promoviendo el crecimiento y la migracion de las células

endoteliales. [30, 31, 32]

No obstante, como perspectiva fundamental derivada de
estudios en el género Ruellia, se propone realizar en
fases futuras una cromatografia en capa fina (TLC). Esta
técnica permitird identificar si la actividad bioldgica
reportada se debe a la sinergia del extracto total o a
compuestos especificos como la quercetina o el
kaempferol, metabolitos conocidos por modular las vias
de sefalizacién SMAD y VEGF durante la angiogénesis.
[24, 26, 32]

Aunque Ruellia lactea podria compartir estos efectos, su
impacto sobre el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) no pudo evaluarse en este estudio, ya que el
modelo bioldgico utilizado (cultivo de linfocitos) no
produce este factor. Por consiguiente, es necesario
realizar investigaciones futuras con modelos celulares
mas adecuados, como fibroblastos o células epiteliales,
para evaluar los posibles efectos angiogénicos y la
sintesis de matriz extracelular mediante la via de las
proteinas SMAD. [27, 32]

Conclusiones

La presente investigacién aporta evidencia significativa
sobre el potencial bioactivo de Ruellia lactea, permitiendo
establecer las siguientes conclusiones derivadas del
analisis de expresion génica en linfocitos humanos:

Se identificd que el extracto etandlico de R. lactea actua
como un modulador positivo de la expresion de TGF-f3
bajo condiciones proinflamatorias. El incremento
observado en concentraciones <5% sugiere la presencia
de metabolitos capaces de potenciar la fase de resolucion
de la inflamacién. Dado que el TGF- es el orquestador
principal de la diferenciaciéon de miofibroblastos y la
sintesis de colageno, este estudio valida el uso
etnobotanico de la especie en la reparacion tisular,
posicionandola como un candidato viable para el
desarrollo de fitofarmacos regenerativos. [24, 26].
Aunque destacamos que se requieren mas estudios,
sobre todo en modelos con actividad de VEGF.

A diferencia de otras Acanthaceae con actividad
antiinflamatoria sistémica, los resultados demuestran que
R. lactea no ejerce su efecto mediante la supresion de
IFIT1 ni la modulacion de la apoptosis via p53. Esta
ausencia de significancia estadistica no representa una
falla terapéutica, sino una especificidad funcional: el
extracto podria actuar como un remodelador tisular
selectivo que no altera los mecanismos de control del
ciclo celular ni la respuesta antiviral intrinseca de los
linfocitos, lo cual es un indicador critico de seguridad
biolégica. [30] La respuesta observada sugiere un
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fenébmeno de hormesis farmacologica, donde
concentraciones moderadas optimizan la respuesta
bioldgica.

Este trabajo establece una linea base para explorar rutas
complementarias, como la via SMAD2/3 o la
coestimulacion de factores angiogénicos como el VEGF,
donde el incremento de TGF-f reportado juega un papel
iniciador. Se concluye que R. lactea posee una firma
molecular orientada a la bio-regeneracion, cuya eficacia
debe ser validada en modelos de interaccién célula-
matriz y ensayos in vivo para transpolar estos hallazgos
al tratamiento de lesiones cutdaneas complejas y heridas
crébnicas que no responden a tratamientos
convencionales.
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