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REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

INMUNOMODULACION DE Uncaria tomentosa SOBRE CELULAS
DENDRITICAS, IL-12 Y PERFIL TH1/TH2/TH17
EN CANCER DE MAMA

César Nufiez'?2, lvan Lozada-Requena'?®, Tindara Ysmodes'<, Daniel Zegarra'd, Fatima Saldafia'¢, José Aguilar'®

RESUMEN

Objetivos. Evaluar el efecto inmunomodulador del extracto estandarizado (5,03%, alcaloides oxinddlicos pentaciclicos) de
Uncaria tomentosa (UT-POA) sobre el inmunofenotipo de células dendriticas (DC) y IL-12/Th1/Th2/Th17 en pacientes con
cancer de mama estadio Il (BCIl) y mujeres sanas (H). Materiales y métodos. Se obtuvé sangre de 11 Hy 7 BCII, se
aislaron y cultivaron PBMC por 2 h con/sin distintas concentraciones de UT-POAYy se estimularon o no con LPS por 24 h. Las
PBMC fueron marcadas con anticuerpos especificos para DC y en el sobrenadante se midié las citoquinas Th1/Th2/Th17,
ambos por citometria de flujo. Ademas, se midi6 IL-12 por ELISA. Resultados. UT-POA no alteré a las DC o la expresion
de moléculas accesorias en BCII. Sin embargo, en H mostré una disminucion en el porcentaje de DC mieloides (mDC) con
incremento de HLA-DR y CD86 a 1000 pg/mL. La secrecién de IL-12 fue modificada solo en H, incrementando la subunidad
p70 y disminuyendo la p40. UT-POA incremento Th1 (IFN-y y IL-2), Th2 (IL-4) y Th17 (IL-17) en BCIl y H. Conclusiones.
UT-POA incrementa la produccion de citoquinas relacionadas con la respuesta antitumoral a concentraciones entre el rango
de 500-1000 pg/mL. Este efecto positivo deberia ser evaluado no solo sistemicamente sino también en el microambiente
tumoral. La UT-POA puede ser un fitoquimico Util en la quimioprevencion y en el uso alternativo con terapias contra el cancer.

Palabras clave: Uncaria tomentosa; Células dendriticas; IL-12; Cancer de mama (fuente: DeCS BIREME).

IMMUNOMODULATION OF Uncaria tomentosa OVER DENDRITIC CELLS,
IL-12 AND PROFILE TH1/TH2/TH17 IN BREAST CANCER

ABSTRACT

Objetives. This study aimed to research the in vitro immunomodulatory effects of an Uncaria tomentosa hydroalcoholic
extract standardized (5.03%, pentacyclic oxindole alkaloids) (UT-POA) on the immunophenotype of dendritic cells (DC)
subsets, Th1, Th2, Th17 and IL-12 cytokines from patients with stage Il breast cancer (BCIl) and healthy women (H).
Materials and methods. Blood of 11 H and 7 BCII was obtained, PBMC were isolated and cultured for 2h with/without
various concentrations of UT-POA and stimulated or not with LPS for 24h. PBMC were labeled with specific antibodies
for DC and in the supernatant we measured Th1/Th2/Th17 cytokines, both by flow cytometry. Furthermore IL-12 was
measured by ELISA. Results. UT-POA did not alter DC or accessory molecules expression in BCIl. However, H exhibited
a decrease in the percentage of mDC (myeloid DC) and an increase in HLA-DR and CD86 expression at 1000 ug/
mL. IL-12 secretion was modified only in the H group, increasing p70 subunit and decreasing p40 subunit. UT-POA
increased Th1 (IFN-y and IL-2), Th2 (IL-4) and Th17 (IL-17) secretion in both groups. Conclusions. UT-POA increased
the production of cytokines related with anti-tumoral response at concentrations of 500-1000 pg/mL. This positive effect
should be evaluated not only systemically but also in the tumor microenvironment in further studies. UT-POA may be a
useful phytochemical in chemoprevention and in the alternative use in cancer therapies.

Key words: Uncaria tomentosa; Dendritic cells; IL-12; Breast cancer (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION esta planta para mejorar su salud . La UT es usada

como anticonceptivo, anticancerigeno, en desordenes
La Uncaria tomentosa (Willd.) DC (Rubiaceae) (UT) inflamatorios y gastrointestinales @. Es consumida
o ufia de gato, es una liana de la selva peruana y como infusién ®. Sandoval-Chacén et al., y Aguilar et
de zonas tropicales de Ameérica del Sur y Central. al., demostraron su actividad antinflamatoria in vitro 9.
Grupos indigenas como los ashaninkas utilizaban Aquino et al. lo hiz6 in vivo con modelos de inflamacién
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en ratones @. Dreifuss et al.demostrd sus efectos
antitumorales y antioxidantes en un modelo in vivo de
carcinosarcoma en ratas ©7).

El rol de la inflamacién cronica en la iniciacion y progression
del tumor es conocido, por lo tanto, la conexién entre
inflamacion y cancer no es de sorprender €9, La UT
ha demostrado inhibir la translocacion del factor de
transcripcion NF-kB ©#%, un factor que activa genes
involucrados con la respuesta antinflamatoria y con la
regulacion de apoptosis. En células normales la activacion
de NF-kB promueve la apoptosis, pero en células
malignas promueve la supervivencia, mientras que su
inhibicion puede disminuir el crecimiento tumoral (1%, Allen-
Hall L et al., demostrd que el tratamiento con UT inhibio
la activacion dependiente de LPS de componentes
especificos de la via de sefializacion AP-1 (). Una efectiva
respuesta antitumoral requiere la participacion activa de
células presentadoras de antigenos (CPA) responsables de
la presentacién de antigenos tumorales (2. La importancia
de las CPA recae en el hecho de que defectos en la
funcion de los linfocitos que infiltran el tumor en pacientes
con cancer y linfocitos T (LT) de ratones portadores de
tumor puede ser completamente revertida cuando una
efectiva presentacion de antigeno tiene lugar y se provee
de IL-2 exdgena a estos linfocitos. Las células dendriticas
(DC) son las mas potentes CPA (3 Las DC tienen
un rol central en la inmunidad antitumoral debido a que
procesan antigenos tumorales y estimulan a LT antigeno-
especificos (159, Para la efectiva presentacion de
antigenos es importante una éptima sefial coestimuladora
entre ambas células (2. Una poblacion de DC aisladas
de sangre periférica de pacientes con cancer de mama
y de cabeza y cuello exhibié una reducida capacidad de
agruparse y de estimular alogénicamente respuestas
por LT antigeno-especificos. Las DC aisladas de estos
pacientes expresaban un bajo nivel de expresion de MHC
Il (HLA-DR) y moléculas coestimuladoras que las DC de
donadores sanos (. Nuestro equipo ha demostrado que
un extracto hidroalcohdlico de UT disminuy6 el porcentaje
de DC mieloides (DCm) e incrementé el HLA-DR y el CD86
de manera dosis dependiente en células mononucleares
de sangre periférica (PBMC) de pacientes con artritis
reumatoide, sugiriendo un efecto inmunomodulador (8,

El nuevo paradigma del balance immune no solo
involucra a los LT citotoxicos CD8, subpoblaciones de
LT CD4, linfocitos reguladores, linfocitos gamma-delta,
Natural killer, Natural killer T cells, macrofagos, DC y
otras células inmunes innatas, sino también a citoquinas
inflamatorias, Th1, Th2, Th17 e inmunoreguladoras. El
IL-12 favorece el perfil Th1, y Th1 es una de las mas
efectivas respuestas contra los tumores. Los macréfagos
y DC participan en la respuesta antitumoral produciendo
IL-12 entre otros roles propios de lainmunidad innata. En
un estudio in vitro encontramos que la UT incrementaba
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los niveles de IL-12p70 en PBMC de sujetos sanos (datos
no publicados), lo que suguiere que la UT promoveria
una respuesta Th1. Domingues A. et al., demostrd en
ratones Balb-c sanos que la UT promovia un perfil Th2
(IL-4, IL-5) de manera dosis dependiente, mientras que
inhibia el perfil Th1 (IL-2, TNF-a, IFN-k) (9. Fazio AL et
al., en macréfagos peritoneales de ratones C57/BLS6,
portadores de melanoma B16/BL6, demostré que la
UT inhibia IL-6 y NO pero no TNF-a @??. Urdanibia et al.,
encontraron un efecto antinflamatorio y antitumoral en
otra especie de Uncaria, la U. guianensis, al observar
la inhibicion del crecimiento del tumor mamario (4T1)
relacionado probablemente con la disminucion de
mediadores inflamatorios como TNF-a e IL-6 a través
de la inhibicion de la via NFkB ©". En este estudio
reportamos la actividad antitumoral in vitro de un
extracto hidroalcohdlico de UT asi como también un
efecto inmunomodulador sobre DC vy las citoquinas IL-
12, Th1, Th2, Th17 a partir de PBMC humanos.

MATERIALES Y METODOS
PERSONAS

Participaron diez mujeres sanas con mamografia
negativa para adenocarcinoma mamario (46,6 =+
9,1 afios) (H) y siete mujeres histolégicamente
diagnésticadas con adenocarcinoma mamario en
estadio Il (54,7 + 12,7 afos) (BCIl). Los criterios de
inclusion fueron, no haber sido: tratada con ningun
ciclo de quimio/radioterapia; sometida a cirugia;
tenido otro cancer; sufrido de inmunodeficienciaz y/o
enfermedades autoinmunes; recibido citostaticos
en los ultimos 12 meses y paciente con enfermedad
cronica. Se obtuvieron por venipuntura muestras de
sangre periférica (36 mL).

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE UT
ESTANDARIZADO AL 5,03% DE ALCALOIDES
OXINDOLICOS PENTACICLICOS (UT-POA)

El extracto fue proporcionado por Peruvian Heritage
S.A.C. Se preparé un extracto hidroalcohdlico de la
corteza de U. tomentosa, por decoccion con etanol
y agua en la proporciéon 7:3 durante 1 h a 20 °C y
desecado por atomizacion cuyo resultado fue un polvo.
El contenido de alcaloides oxinddlicos pentaciclicos
fue 5,03%, verificado por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) de acuerdo con Dreifuss AA et al.
Se prepard una solucion stock de UT-POA diluyendo
30 g/L de agua bidestilada la cual fue hervida por 30
min. Luego de reposar, se decantd la solucién clara
de los restos solidos y se filtrd6 dos veces en Whatman
N.° 3 y se microfiltré (0,22 pym), la solucién stock fue
almacenada a -70 °C.
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AISLAMIENTO DE PBMC

Los PBMC fueron obtenidos por centrifugacion en
gradiente de densidad con Histopaque 1,077 g/
mL (Sigma, St Louis, MO, USA). Previamente, se
prepararon tubos con 10 mL de Histopaque. Las
muestras de sangre fueron diluidas 1:1 con RPMI-
1640 completo (Sigma, St Louis, MO, USA). La sangre
diluida (30 mL) fue agregada sobre el Histopaque y
centrifugada a 400 g por 30 min. Los PBMC fueron
colectados y almacenados en hielo.

CULTIVO CELULAR Y GRUPOS DE ENSAYO

Los PBMC fueron cultivados en medio RPMI-1640
con 10% de suero fetal bovino (Hyclone), penicilina
100 U/mL y estreptomicina 100 yg/mL (Sigma, St
Louis, MO, USA). 1x10%® PBMC fueron colocados
en tubos de citometria e incubados a 37 °C en
5% CO, por 2 h con/sin UT-POA, se agreg6 o no
lipopolisacaridos de E. coli (Sigma, St Louis, MO,
USA) (LPS 1 ug/mL), estandarizados en nuestro
laboratorio y se incubaron a 37 °C en 5% CO, durante
24 h. Los grupos de ensayo para las pacientes BCII
y H fueron: A. Basal = PBMC mas vehiculo de UT-
POA; B. LPS = PBMC mas vehiculo y estimulados
con LPS (1 pg/mL); C. UG50 = PBMC mas UT-POA
(50 pg/mL) y estimulados con LPS; D. UG500 =
PBMC mas UT-POA (500 ug/mL) y estimulados con
LPS y E. UG1000 = PBMC mas UT-POA (1000 pg/
mL) y estimulados con LPS.

CITOMETRIA DE FLUJO PARA DC Y HLA-DR/CD86

Antes de la citometria de flujo, los sobrenadantes de
cultivo fueron separados para la medicién de citoquinas,
y las células fueron lavadas y resuspendidas en solucién
de lavado (Cell wash solution, 1% suero bovino fetal
en PBS (pH 7,4)). Inmediatamente, las células fueron
marcadas con anticuerpos especificos: anti-Lin1-FITC,
anti-HLA-DR—PerCP, anti-CD11c—-APC/anti-CD123—
APC y anti-CD86-PE (Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA). Las células marcadas fueron incubadas por 30
minutos a 2-8 °C, y lavadas dos veces con 1 mL de cell
wash a 400 g por 5 min.

Las células fueron resuspendidas en 500 pL de Cell fix
(paraformaldehido al 1% en PBS pH 7,4) y almacenadas a 4
°C hasta su lectura. La adquisicién fue hecha en un citdmetro
de flujp FACSCanto™ Il (BD Immunocytometry Systems,
USA). El andlisis de datos se realizé con el software Summit
4.3 (Dako Colorado, Inc., USA). Se determinaron porcentajes
de DC mieloides (DCm) (CD11c+HLA-DR+Lin-1-) y
plasmacitoides (DCp) (CD123+HLA-DR+Lin-1-). En cada
subpoblacién se midié la intensidad de fluorescencia media
(IFM) de HLA-DR y CD86.

MEDICION DE CITOQUINAS TH1/TH2/TH17 POR
CYTOMETRIC BEAD ARRAY (CBA)

Se uso6 un kit de CBA para la cuantificacion de Th1/
Th2/Th17 (BD, San José CA, USA) en 50 uL del
sobrenadante de cultivo celular. Se midieron: interferon-
gamma (IFN-k), interleuquina-2 (IL-2), factor de
necrosis tumoral tipo alpha (TNF-a), interleuquina-4
(IL-4), interleuquina-6 (IL-6), interleuquina-10 (IL-10) e
interleuquina-17A (IL-17A). Se sigueron estrictamente
las recomendaciones del fabricante. La adquisicion de
datos se hizo en un citémetro de flujo FACSCanto™
II (BD Immunocytometry Systems, USA) y el analisis
con el software BD™ Cytometric Bead Array Software,
version 1.4.

MEDICION DE IL-12 Y IL-6 POR ENZIMA-
INMUNOENSAYO (ELISA)

Se usaron kits de ELISA (EIAOpt BDBiosciences, San
Diego, CA, USA) para IL-12p40, IL-12p70 y IL-6. Se
siguio estrictamente las recomendaciones del fabricante.
Los niveles de IL-6 medidos por CBA estuvieron por
encima del limite superior de deteccion (5000 pg/
mL) por esta razén fue necesario diluir las muestras y
medirla por ELISA.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan como el promedio + error
estandar de la media. Se realizaron las pruebas no
paramétricas de Kruskal-Wallis seguido por la prueba de
comparaciones multiples de Dunn y test t seguido por el
test de comparaciones de rangos de Mann Whitney (two-
tailed) usando GraphPad Prism version 6.00 para Mac,
GraphPad Software, La Jolla California USA. Valores
de p<0,05 fueron -considerados estadisticamente
significativos.

CONSIDERACIONES ETICAS

El Comité Institucional de Etica Humana de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia aprobo el presente estudio
(codigo de registro 57825) y cada participante firmo un
consentimiento informado

RESULTADOS
DCm, DCp y HLA-DR/CD86

La medicion de DCm, DCp y la expresion de HLA-
DR y CD86 se hizé con 1x10%8 PBMC. Después del
tratamiento con UT-POA se encontrdé una disminucion
dosis-dependiente del %DCm en el grupo H, la que
fue significativa a 500 pyg/mL y 1000 pg/mL (p<0,05)
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Figura 1. Efecto de UT-POA sobre el porcentaje de A) DCm (CD11c+HLA-DR+) y B) DCp (CD123+HLA-DR+). Se cultivaron 1x10°8
PBMC/tubo y se trataron por 2 h con UT-POA (50, 500 y 1000 pg/mL) excepto los grupos Basal y LPS, los que recibieron el
vehiculo. Luego, todos excepto el Basal fueron estimulados con LPS (1 pg/mL) por 24 h. Finalmente, las células fueron marcadas con
anticuerpos especificos para DC y medidas por citometria de flujo. Los datos fueron adquiridos y los porcentajes de las poblaciones
celulares fueron analizados con Summit 4.3. Los datos representan el promedio * error estandar de la media de 7 BCll y 10 H. Se
realizaron el test de Kruskal-Wallis seguido por el test de comparaciones multiples de Dunn y test t seguido por el test de Mann Whitney
(two-tailed) (GraphPad Prism v 6.00) Valores de p<0,05 con respecto a LPS fueron considerados significativos. BClI=pacientes con
cancer de mama estadio Il; H= mujeres sanas con mamografias negativas; UT-POA= extracto hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa
con 5,03% de alcaloides oxinddlicos pentaciclicos; DCm =células dendriticas mieloides; DCp= células dendriticas plasmacitoides y
PBMC= células mononucleares de sangre periférica; * p<0,05; *** p<0,001.

Figura 2. Efecto de UT-POA sobre la A B
expresion de moléculas de maduracion
y activacién de DC. Se cultivaron 1x10°
PBMC/tubo y se trataron por 2 h con UT-
POA (50, 500 y 1000 pg/mL) excepto los
grupos Basal y LPS, los que recibieron el
vehiculo. Luego, todos excepto el Basal
fueron estimulados con LPS (1 pg/mL)
por 24 h. Finalmente, las células fueron
marcadas con anticuerpos especificos para
las moléculas HLA-DR y CD86 y medidas
por citometria de flujo. Los datos fueron C
adquiridos y la IFM de las moléculas fueron
analizadas con Summit 4.3. A) nivel de
expresion de HLA-DR en DCm; B) nivel
de expresion de CD86 en DCm; C) nivel
de expresion de HLA-DR en DCp; B) nivel
de expresion de CD86 en DCp. Los datos
representan el promedio * error estandar
de la media de 7 BCll y 10 H. Se realizaron
el test de Kruskal-Wallis seguido por el test 0 S
de comparaciones multiples de Dunn y test Do, P NP A O NP
t seguido por el test de Mann Whitney (two- IR 0\)%)0\@%%6(\0?%\)0?)030@
tailed) (GraphPad Prism v 6.00). Valores

de p<0,05 con respecto a LPS fueron BCIl H BCll H
considerados significativos. BCllI=pacientes

con cancer de mama estadio Il; H=

mujeres sanas con mamografias negativas; UT-POA= extracto hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa con 5,03% de alcaloides oxinddlicos
pentaciclicos; HLA-DR = Antigeno Leucocitario Humano, haplotipo DR o complejo mayor de histocompatibilidad tipo II; CD86= mdlecula
coestimuladora; IFM= intensidad de fluorescencia media, PBMC= células mononucleares de sangre periférica, * p<0,05.
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(Figura 1). El grupo BCIl demostré una disminucion
significativa del %DCm a 1000 ug/mL (p<0,05) (Figura
1A). UT-POA disminuy6 significativamente el %DCp a
1000 pg/mL (p<0,05) en el grupo H (Figura 1B).

La molécula HLA-DR de DCm y DCp se incrementd
significativamente (p<0,05) en el grupo H a 1000 pg/mL;
mientras que en el grupo BCII no se encontré variacion
(Figura 2A y 2C). Ninguna diferencia fue observada
para CD86 (Figura 2B y 2D).
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Figura 3. MediciondelosnivelesdelL-12p70yIL-12p40 (pg/mL).
Después del aislamiento y cultivo de PBMC para la citometria
de flujo, se colectaron los sobrenadantes de cultivo para medir
las dos isoformas de IL-12 utilizando la técnica de ELISA. A).
Niveles incrementados de IL-12p70 que fueron significativos
para el grupo H a 1000ug/mL. B). Niveles disminuidos de IL-
12p40 que fueron significativos para el grupo H a 1000 ug/mL.
Los datos representan el promedio * error estandar de la media
de 7 BCll 'y 10 H. Se realizo el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis seguido por el test de comparaciones multiples de Dunn.
Valores de p<0,05 con respecto a LPS fueron considerados
significativos. BCll=pacientes con cancer de mama estadio l;
H= mujeres sanas con mamografias negativas; PBMC= células
mononucleares de sangre periférica; *p<0,05 ; **p<0,01.

IL-12p70 y IL-12p40

IL-12p70 se incrementd significativamente en el grupo
BCIl a 1000 pg/mL (p<0,05); sin embargo, en el grupo
H se incrementé de forma dosis-dependiente siendo
significativo a 500 y 1000 pg/mL (p<0,05) (Figura 3A).
IL-12p40 en ambos grupos mostré una disminucion
dosis-dependiente significativa solo para el grupo H a
1000 pg/mL comparado con LPS (p<0,05) (Figura 3B).

CITOQUINAS Th1

En BClly H, los niveles de IFN-k y IL-2 se incrementaron
de manera dosis-dependiente a 500 y 1000 pg/mL
(p<0,05) comparado con LPS. Se observaron mayores
niveles de IFN-k y IL-2 en el grupo H que en BCII (Figura
4Ay 4B). Los niveles de TNF-a no cambiaron en ningun
grupo (Figura 4C).

CITOQUINAS Th2

En BCIl y H, hubo un incremento dosis-dependiente de
IL-4 (p<0,05) a 500 y 1000 ug/mL comparado con LPS.
También se observo que el grupo H producia més IL-4
que el grupo BCII (Figura 4D). IL-6 y IL-10 no cambiaron
(Figura 4E y Figura 4F). Sin embargo, en el grupo H
IL-6 disminuy0 significativamente a 50 ug/mL que luego
se mantuvo al mismo nivel que el grupo LPS (Fig 4F).
Hubo una tendencia dosis-dependiente a incrementar
IL-10 observandose mayor cantidad de esta citoquina
que en el grupo BCII (Figura 4E).

CITOQUINAS TH17

Existi6 un incremento dosis-dependiente de IL-17A
en los grupos BCIl y H que se hiz6 estaditicamente
significativo a 1000 pg/mL (p<0,05) (Figura 4G).

DISCUSION

La UT es un fitoquimico inmunomodulador,
antinflamatorio 'y antioxidante. Estudios previos
correlacionaron el contenido de alcaloides oxinddlicos
pentaciclicos (POA) de sus hojas, cortezas y raices
con las propiedades inmunomoduladoras de esta
especie @2, Varios fitoquimicos preparados a partir
de extractos etandlicos de corteza y la fraccion rica
en alcaloides de UT han sido estandarizados por sus
contenidos de alcaloides oxinddlicos (%); sin embargo,
esto no significa que los POA sean los causantes de los
efectos de la UT, porque existen productos como C-Med
100®, un extracto patentado de UT soluble en agua
y ultrafiltrado para remover conjugados de alto peso
molecular (>10kDa) que contiene ésteres de carboxyl-
alquil (CAE) como ingredientes activos (8—-10%) y casi
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Figura 4. Medicion de los niveles de las citoquinas Th1/Th2/Th17. Después del aislamiento y cultivo de PBMC para la citometria
de flujo, se colectaron los sobrenadantes de cultivo para medir las citoquinas Th1/Th2/Th17 por CBA. A) IFN-g; B) IL-2; C) TNF-q;
D) IL-4; E) IL-10 y F) IL-6. Los datos representan el promedio + error estandar de la media de 7 BCIl y 10 H. Se realizaron el test
de Kruskal-Wallis seguido por el test de comparaciones multiples de Dunn y test t seguido por el test de Mann Whitney (two-tailed)
(GraphPad Prism v 6.00) Valores de p<0,05 con respecto a LPS fueron considerados significativos. BCll=pacientes con cancer de
mama estadio Il; H= mujeres sanas con mamografias negativas: CBA= Cytometric Bead Array; PBMC= células mononucleares de

sangre periférica; * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001.

libre de alcaloides oxinddlicos (<0,05%) que presenta
efectos inmunomoduladores 4. Por lo tanto, es posible
que varios ingredientes activos de la planta actuen en
sinergia.

Investigamos si la UT era capaz de modificar
el inmunofenotipo de DC e inmunomodular las
citoquinas IL-12, Th1, Th2 y Th17 in vitro en PBMC
humanos. Encontramos que UT-POA tiene un efecto
inmunomodulador aparentemente opuesto sobre las
DC y su marcador HLA-DR, ya que en el primer caso
disminuye los marcadores especificos de estas células
y en el segundo caso incrementa la expresion de la
molécula relacionada con la maduracion (HLA-DR);
mientras que no se ha encontrado que logre inducir
la activacion de estas células al no tener efecto sobre
la molécula coestimuladora CD86. No existen muchos
estudios que evaluen el efecto de la UT sobre DC
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humanas; Kim KS et al. ensayaron otras especies
como Uncaria rhynchophylla y especificamente el acido
uncarinico (URC) y encontraron que las DC aisladas
de PBMC de humanos sanos aumentaron la expresion
de CD1A, CD38, CD40, CD54, CD80, CD83, CD86,
HLA-DR y DC-Lamp después del tratamiento con URC
en el rango de 0,001 a 10 uM @3, En el caso de UT,
Nunez C, et al. y Lozada-Requena et al. demostraron
que el %DCm en PBMC de pacientes con artritis
reumatoide y en sujetos sanos, disminuyé de manera
dosis dependiente, mientras que HLA-DR y CD86 se
incrementaron en pacientes con artritis, pero no se
modificaron en sujetos sanos (82, Confirmamos los
hallazgos de Lozada-Requena | et al., con relacion
a la disminucion del %DCm del grupo H y, ademas,
encontramos este mismo resultado en el grupo BCII; sin
embargo, en el caso del %DCp nuestros resultados son
opuestos pues se encontré mas bien una disminucién
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de esta subpoblacion en el grupo H. Es posible que
la enfermedad de estas pacientes tuviera un efecto
protector/bloqueador contra UT-POA actuando con
mecanismos de evasion tipicos, inducidos por tumores
y producidos por factores liberados por el tumor o algun
otro mecanismo que desconocemos. Por lo tanto, no
pudimos encontrar algun efecto inmunomodulador de
UT-POA sobre las DCp y HLA-DR/CD86 de pacientes
con cancer de mama, excepto la disminucion de
las DCm a concentraciénes altas. La disminucion
de esta subpoblacion de DCm a nivel sistémico no
necesariamente se debe considerar un mal prondstico
ya que se debe tener en cuenta que las DC representan
entre el 0,1-1% de las poblaciones inmunocompetentes
sanguineas y que es posible su migracion al
microambiente tumoral. Sugerimos estudios adicionales
con extractos estandarizados a dosis diferentes y en el
microambiente tumoral.

La produccion de IL-12p70 fue aumentada e IL-12p40
disminuyé. IL-12p70 es responsable de la polarizacion
Th1 mediada por DC. Nuestros hallazgos demuestran
que los PBMC estimulados in vitro con UT-POA
incrementan las citoquinas Th1 (IFNTk y IL[12), Th2 (IL-
4) y Th17 (IL-17) en BCIl y H. Aunque estos efectos se
observan a dosis altas debemos tener en cuenta que el
valor de IC50 de UT enfrentada con PBMC humanos es
de 16mg/mL, lo que indica que UT no afecta la viabilidad
celular de los PBMC ('®, sugerimos realizar mediciones
sobre la viabilidad metabdlica de estas células frente
a UT; también deberiamos considerar que durante
la preparacion de UT existen pasos de filtracién que
podrian diluir el extracto, por lo que las concentraciones
utilizadas deben ser tomadas como referenciales.

Demostramos que ni IL-12p70 ni la subunidad IL-
12p40 son modificados por UT-POA en el grupo BCII.
Sin embargo, en el grupo H, IL-12p70 se incrementd y
IL-12p40 disminuyd. La explicacion se deberia a que
parte de IL-12p40 se dimerizaria con la IL-12p35 para
formar IL-12p70. Es bien sabido que la familia de IL-
12 esta formada por IL-12, IL-23 y IL-27 y que la IL-
12p40 no solo genera IL-12 sino que también genera
IL-23 uniéndose a IL-12p19, por lo tanto es posible que
parte de IL-12p40, la cual disminuyé en el grupo H, se
haya dimerizado con la subunidad IL-12p19 ©72®); sin
embargo, esta hipétesis debe ser demostrada midiendo
IL-23. De acuerdo con nuestros hallazgos, al menos
en sujetos sanos, UT-POA favorece la produccion de
IL-12. Las pacientes del grupo BCIl presentarian un
desorden en sus PBMC que inhibiria una respuesta
favorable al extracto de UT-POA. La razon de esta falta
de respuesta es la misma que proponemos en relacion a
las DC, es decir, la presencia de evasion tumoral u otros
mecanismos que desconocemos.

Sobre el perfil Th1/Th2/Th17, encontramos que UT-POA
incremento las Th1 (IFN-k y IL-2), Th2 (IL-4) y Th17 (IL-
17A) en los grupos BCIl y H. Existen pocos estudios
acerca del efecto de la UT sobre las citoquinas Th1, Th2
y Th17; sin embargo, Domingues A, et al. encontraron
que los esplenocitos de ratones tratados con un extracto
hidroalcohdlico de ufia de gato presentaban un perfil
Th2 caracterizado por un incremento de IL-4 y IL-5 a
500 pg/mL, mientras que a la misma concentracion se
producia una disminucion de las citoquinas Th1 (IFN-k,
IL-2 y TNF-a) (9. Fazio AL et al. encontraron que las
Th1 (TNF-k) y Th2 (IL-6) estaban disminuidas en el
sobrenadante de cultivos de macrofagos peritoneales
tratados con UT, luego de la estimulaciéon con LPS, y
demostré que esta disminucion se correlacionaba con
una imperfeccion de la via NF-kB ©%. Aunque estos
estudios fueron realizados en modelos animales,
demostramos que la uiia de gato puede tener diferentes
efectos moduladores sobre la expresion de diferentes
citoquinas y que los resultados no necesariamente se
deben extrapolar del ratén al humano. Demostramos
una inducciéon de la respuesta Th1 en el grupo H,
probablemente por el incremento de IL-12p70 y, por
lo tanto, justificaria el incremento de IFN-k y IL-2; sin
embargo, en el grupo BCIl es posible que UT-POA
directamente estimule el incremento de IFN-k y IL-2
por mecanismos que deben ser investigados. Ambas
citoquinas son importantes para la respuesta inmune,
mientras que IL-2 funciona como un factor de crecimiento
necesario para la supervivencia y diferenciacion de LT y
es producida principalmente por LT CD4, lo que explica
porque su presencia e incremento podria mejorar la
respuesta inmune adaptativa antitumoral, el IFN-k tiene
un rol directo en la inmunidad antitumoral; no solo en
la inmunidad adaptativa, sino también en la innata, ya
que puede tener distintos efectos sobre componentes
endoteliales y estromales en el microambiente tumoral,
lo cual puede inducir quimioquinas que atraen células
efectoras desde ambos brazos del sistema inmune e
inhibir la angiogenesis y moléculas adherentes de las
células endoteliales.

En relaciéon a TNF-a, se conoce un efecto inhibidor
de UT sobre su produccion, diferentes estudios han
demostrado un efecto antinflamatorio en una variedad de
modelos in vitro e in vivo. Los resultados no demuestran
variacion de TNF-a en los grupos ensayados. Es posible
que mecanismos que desconocemos impidan su
inhibicion o que el tiempo de tratamiento con UT-POA
y la estimulacién con LPS no hayan sido suficientes y
deban estandarizarse para este modelo en particular.
Ademas, los otros estudios se hiceron con lineas
celulares estandarizadas o lineas celulares especificas
como macrofagos peritoneales, mientras que nosotros
utilizamos PBMC, los que involucran a otros leucocitos
que podrian inducir mayor variabilidad en las mediciones.

| 649



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2015; 32(4):643-51.

Nurez C et al

En ambos grupos, UT-POAincrementd IL-4. La fuente de
IL-4 son los LT, mastocitos y otras poblaciones celulares
y es requerida para la diferenciacion Th2. El uso de
PBMC implica que la principal fuente de IL-4 sean los LT.
Aunque se esperaria un perfil disminuido de Th2 debido
a un prevalente perfil Th1, UT-POA también incremento
el perfil Th2 (IL-4), demostrando una vez mas su efecto
inmunomodulador. A pesar de la renuencia de IL-4 en
la inmunidad antitumoral, porque su presencia induciria
la polarizacién de macrofagos M2 o TAM (macrofagos
asociados al tumor) que son mas bien protumorales, IL-4
colaboraria con linfocitos B productores de IgG y IgE e
incrementaria la expresion de MHC, mejorando también
la activacion de LT y la funcién de los eosinoéfilos ©.

Algunos anticuerpos dirigidos contra méleculas presentes
en células cancerigenas pueden inhibir sefiales
oncogeénicas y promover la destruccion tumoral a través
de la unién a receptores Fc de macroéfagos, granulocitos
y células NK. Los anticuerpos también pueden promover
la presentacion de antigenos tumorales por CPA por la
formaciéon de complejos inmunes ®. Por estas razones,
la diferenciacion Th2 (IL-4) no deberia ser del todo
descartada en la respuesta antitumoral.

Demostramos que IL-10 no fue afectada por UT-POA
en BCIl o H; sin embargo, la producciéon de IL-6 fue
disminuida a 50 yg/mL inicialmente y luego de manera
dosis-dependiente alcanzé los niveles del grupo
LPS. Aunque Lemaire et al. demostraron un efecto
inhibidor de dos extractos acuosos de UT sobre IL-6 en
macrofagos alveolares de ratas ); aqui demostramos
que UT-POA puede tener diferentes efectos a distintas
concentraciones denotando laimportancia de determinar
la concentracién 6ptima a la que se dan estos efectos.

Los linfocitos Th17 han sido recientemente descritos
en humanos y se les atribuye un rol en la inflamacion
de enfermedades autoinmunes; sin embargo, también
son criticos en la respuesta antitumoral porque
inducen la produccién de quimioquinas por los
tumores primarios, las que atraen a DC, LT y células
NK hacia el microambiente tumoral ¢. Sin embargo,
también existen evidencias de la correlacién entre
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