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ACRONIMOS Y DEFINICIONES

7-AAD = 7-aminoactinomicina D

ADN = Acido desoxirribunucleico

ATM = Macrdéfago del tejido adiposo

CD-= Cluster of differenciation o antigenos de diferenciacion

Cell fix = Solucidn fijadora con 1% de paraformaldehido

CN = Control negativo

CPA = Célula presentadora de antigeno

CXCL.../ CCL... = Nomenclatura para familias de quimioquinas

DAMP = Patrén molecular asociado a muerte celular

DC = Célula dendritica

fMLP = Péptido quimioatrayente

GM-CSF = Factor estimulante de colonias de granulocitos monocitos

HBSS = Sales de Hanks, solucion buffer

IC50 = Concentracion inhibitoria al 50%, concentracion que mata el 50% de células
IFM = Intensidad de fluorescencia media

IFN = Interferdn

IL = Interleuquinas

iNOS = Oxido nitrico sintetasa inducible

LB = Linfocito B

LDH = Lactato deshidrogenasa

LPS = Lipopolisacaridos

LT = Linfocito T

M1/M2 = Polarizacién de macréfagos de fenotipo M1 (Clasicos) y M2 (Alternativos)
MCP-1 = Proteina gquimioatrayente de monocitos tipo 1

MDSC = Célula supresora de origen mieloide

MTC = Tumorocitotoxicidad mediada por macréfagos

MTMC = Células mononucleares del microambiente tumoral

MTT = Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolium

NFkB = Factor de transcripcion de varios genes relacionados con la respuesta inmune
NK = Linfocito natural killer o asesino natural

NKT = Subpoblacion linfocitaria que comparte marcadores T (CD3) y NK (CD16)
PBMC o CMSP = Células mononucleares de sangre periférica

PBS = Buffer fosfato salino ph 7,2

PMA = Forfol miristato

gRT-PCR = cuantificacién por transcripcién y reaccion en cadena de la polimerasa
RNAm = Mensajero del Acido ribonucleico

ROS = Especies reactivas del oxigeno

SFB = Suero fetal bovino

SFM = Serum free macrophage, medio de cultivo para macrdfagos libre de suero SFB
conteniendo factores de crecimiento. En el estudio se adiciono SBF al 5%

TAM = Macrdéfagos asociados al tumor

TGF-B = Factor transformante del crecimiento de tipo beta

Th = Linfocito T helper o ayudador

TNF-a = Factor de necrosis tumoral de tipo alfa

URC = Acido uncarinico

UT = Uncaria tomentosa

UT-TOA = Extracto hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa con 5,03% de alcaloides
oxindolicos totales

VEGF = Factor de crecimiento endotelio vascular

ZNO = Zymosan, obtenido de la pared celular de Saccharomyces cerevisae
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RESUMEN

Existen productos naturales con probada capacidad inmunoestimulante, con
compuestos quimicos actuando en sinergia o de manera individual que son capaces de
afectar la actividad de células inmunocompetentes y de ejercer efectos
inmunoestimulantes o inmunomoduladores sobre moléculas importantes para la
defensa tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas. La Uncaria tomentosa o
Uia de Gato (UT), una liana de la selva peruana usada en la medicina tradicional por
muchos afos tiene probadas propiedades inmunoestimulantes en distintas condiciones
incluyendo enfermedades inflamatorias y cancer. Dentro de los componentes
inmunocompetentes se encuentran los monocitos-macréfagos, células dendriticas y
las poblaciones linfocitarias quienes participan activamente en la inmunidad innata y
adaptativa. Asimismo, las citoquinas producidas por estas células promueven la
comunicacion celular y la ejecucion de mecanismos importantes para la defensa.

En este estudio experimental in vitro se ha demostrado que el extracto de UT en
monocitos-macrofagos de humanos sanos no altera la viabilidad; no es citotoxico; ni
induce apoptosis entre 6,25 — 100ug/mL y que a 25ug/mL desencadena el incremento
de la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) que podria mejorar la
actividad microbicida contra C. albicans; induce una polarizacion M2 que transita
hacia una mixta M1/M2 a nivel transcripcional y proteomico, es decir, receptores de
reconocimiento, citoquinas y quimioquinas. Interesantemente, UT-TOA logré
incrementar la produccion de IFN-y siendo posible que los monocitos-macréfagos
mejoren su capacidad inmunoestimulante. Ademas, la evaluacion de células
inmunocompetentes y sus citoquinas en un modelo de melanoma en ratones demostro
una mejor actividad de UT-TOA a nivel sistémico que en el microambiente tumoral

donde a 1000mg/kg se incrementa la relacion CD4/CD8a incluyendo el nivel de
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activacion (CD44) sobretodo a 50 y 500mg/kg y ademas se incrementa la produccion
de la citoquina Thl (TNF-o)); mientras que la citoquina Th17 (IL-17A) disminuye
existiendo una tendencia de correlacion entre la relacion de linfocitos y ambas
citoquinas. EIl Unico pardmetro que dio una respuesta positiva en el microambiente
tumoral es el incremento del porcentaje de células dendriticas mieloides. Tomados
juntos todos los resultados concluimos que el extracto de UT-TOA podria tener una
actividad inmunoestimulante sobre células inmunocompetentes y sus citoquinas en
condiciones de normalidad y de enfermedad (modelo de melanoma), lo cual abre

nuevas avenidas en el estudio de este producto natural.

Palabras clave: Uncaria, polarizacion M1/M2, ROS, citoquinas, receptores de

reconocimiento, monocitos-macréfagos, linfocitos, células dendriticas, melanoma.
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ABSTRACT

There are natural products with proven immunostimulatory properties, with
synergistic or isolated chemical compounds that are capable of affecting the activity
of immunocompetent cells and exerting immunostimulatory or immunomodulatory
effects over molecules important for defense in both physiological and pathological
conditions. Uncaria tomentosa or Ufia de Gato (UT), a Peruvian rainforest liana used
in traditional medicine for many years has proven immunostimulating properties
under different conditions including inflammatory diseases and cancer. Within of
immunocompetent components are monocyte-macrophage, dendritic cells and
lymphocyte subsets who are actively involved in innate and adaptive immunity. Also,
cytokines produced by these cells promote cellular communication and the execution
of mechanisms important for defense.

In this in vitro experimental study it has been demonstrated that the UT extract in
monocytes-macrophages healthy human does not alter the viability; it is not cytotoxic;
neither induces apoptosis between 6.25 - 100ug / mL and that at 25ug/mL triggers the
increase of the production of reactive oxygen species (ROS) that could improve the
microbicidal activity against C. albicans; induces an M2 polarization that transits to a
mixed M1 / M2 at the transcriptional level and at the proteomic level, that is,
recognition receptors, cytokines and chemokines. Interestingly, UT-TOA was able to
increase IFN-y production, making it possible for monocytes-macrophages to improve
their immunostimulatory capacity. The evaluation of immunocompetent cells and
their cytokines in a melanoma model in mice showed a better activity of UT-TOA at

systemic level than in tumor microenvironment where at 1000mg/kg the CD4 / CD8a
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ratio increases, including the activation level (CD44), above all at 50 and 500mg / kg.
In addition, the production of the Thl (TNF -a) cytokine is increased; while the Th17
(IL17A) cytokine response decreases with a correlation tendency between the ratio of
lymphocytes and both cytokines. The only parameter that gave a positive response in
the tumor microenvironment is the increase in the percentage of myeloid dendritic
cells. Taken together all the results we conclude that UT-TOA extract could have an
immunostimulating activity over immunocompetent cells and their cytokines under
conditions of normality and disease (melanoma model), which opens new avenues in
the study of this natural product.

Key words: Uncaria, M1/M2 polarization, ROS, cytokines, recognition receptors,

monocyte-macrophages, lymphocytes, dendritic cells, melanoma.
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1. INTRODUCCION Y JUSTIFACION DEL ESTUDIO

El rol principal del sistema inmune es mantener la homeostasis de un organismo
tal cual lo hacen los sistemas endocrino, digestivo, respiratorio y nervioso. Para
cumplir con este objetivo el sistema inmune se vale de 6rganos, tejidos, células y
las moléculas que estas dltimas expresan. Dentro de las células
inmunocompetentes que casi siempre participan en una respuesta inmune estan los
grupos de monocitos (incluyendo a macréfagos y células dendriticas),
granulocitos (neutrofilos, basofilos, eosinéfilos, mastocitos) y linfocitos (T, B,
NK y sus subpoblaciones). En general, podemos indicar que las respuestas innatas
y adaptativas donde participan estas células lo hacen de manera cooperativa donde
células como los macréfagos y las células dendriticas suelen ser el nexo entre
ambos tipos de respuesta. Por tanto, resulta importante conocer un poco mas sobre
su funcion, sobretodo porque el incrementado interés sobre el estudio de los
productos naturales indica que podrian ejercer un efecto inmunoestimulante que
potencie la actividad bioldgica de estas células. En ese sentido este estudio
pretende obtener informacién sobre la actividad bioldgica de un grupo de estas
células inmunocompetentes tras el tratamiento con un extracto estandarizado de
Uncaria tomentosa o Ufia de Gato (UT), una planta oriunda del Perd, utilizando

modelos in vitro humanos e in vivo de ratones de laboratorio.

Uncaria tomentosa o Ufia de Gato (UT)
UT es una liana oriunda de la selva amazonica peruana, usada por primera vez por
los Ashaninka, esta planta medicinal es consumida principalmente en forma de

una infusién preparada a partir de la corteza de la planta. Las tribus nativas de



Per0 la utilizan para enfermedades tales como el asma, inflamaciones del tracto
urinario, tumores y diabetes (1). En los ultimos 20 afios se han aislado cerca de 50
compuestos de los cuales 35 se consideran exclusivos de esta planta, dentro de sus
metabolitos secundarios se encuentran flavonoides, incluyendo cuatro estructuras
desconocidas de dimeros de propelargonidina reportados por primera vez (2),
taninos (3), procianidinas (4), triterpenos (5,6), esteroles (7), alcaloides (8),
glicosidos del &cido quindvico (6), y acido quinico (9) y aungue uno de los
principales metabolitos utilizados como marcadores sean los alcaloides muchos
investigadores concluyen que todos los compuestos estarian actuando en sinergia
al momento de evaluar un efecto bioldgico (10). Durante muchos afios se ha
demostrado sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes (11-17). Sandoval-
Chacon M et al demostraron la actividad antioxidante, a traves de la inhibicion de
la expresion de la enzima 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS) en células de
adenocarcinoma de colén (HT29) y la actividad antiinflamatoria, a través de la
inhibicion del factor de transcripcion NFkB en macréfagos RAW 264.7
estimulados con LPS. En ambos casos se uso 100ug/mL de un extracto acuoso de
la corteza de UT obtenido en Tingo Maria (Pert), el que contenia pteropodina,
isopteropodina, mitrafilina e isomitrafilina siguiendo la metodologia de
cuantificacion de alcaloides de Laus G et al (16,18). EI mismo Sandoval-Chacén
M et al, utilizando un extracto acuoso de UT en dos tipos de preparaciones:
liofilizada y micropulverizada demostro en el modelo de macrofagos RAW 264.7
estimulados con LPS vy tratados con estos extractos que se producia la inhibicion
de la citoquina TNF-o, asimismo en estos mismos macrofagos RAW 264.7

demostro la actividad antioxidante a través de la inhibicion de la perdida de



viabilidad celular inducida por el radical libre DPPH (1,1-diphenyl- 2-
picrilhydrazyl) (15). Existen estudios en los que se utilizan extractos
hidroalcoholicos de UT que demuestran similares propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes, por ejemplo Aguilar JL et al demostraron in vivo e in vitro la
actividad antiinflamatoria, en el primer caso utilizando el modelo de edema
plantar se encontré que 50mg/kg de un extracto hidroalcoholico conteniendo
5,61% de alcaloides oxindolicos totales inhibio mejor la inflamacion que
200mg/kg del extracto acuoso con 0,26% de alcaloides oxindolicos; en el segundo
caso, el extracto hidroalcohélico (500ug/mL) inhibié mejor la unién del factor
nuclear NFkB al ADN que el extracto acuso en el cultivo de células Jurkat.
Adicionalmente, la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa-2 fue mejor inhibida
por 50ug/mL del extracto hidroalcohdlico con lo cual se reafirmaba el efecto
antiinflamatorio (13). En el afio 2010, Dreiffus AA et al usando el mismo extracto
hidroalcohdlico de UT-TOA de nuestro estudio demostré su actividad
antioxidante ante el compuesto DPPH en el rango de 1 — 100ug/mL. Ademas, en
el modelo de carcinosarcoma con células Walker 256 también demostré la
actividad antioxidante y antitumoral de UT-TOA a través de la reduccion de la
actividad de la SOD (superoxido dismutasa) y catalasa hepaticas y tumorales a la
concentracion de 100mg/kg, lo que contribuye a la regulacion de los mecanismos
que implican la participacion de la especies reactivas del oxigeno (ROS), es decir,
a menor actividad de enzimas oxidantes mayor efecto proapoptético de ROS
sobre las celulas malignas (19). En el 2013, Dreiffus AA et al evaluaron
nuevamente la actividad antioxidante y antitumoral del extracto UT-TOA pero

esta vez no solo usaron el extracto hidroalcohdlico en bruto sino también su



fraccion butandlica (BuOH), rica en proantocianidinas y compuestos fenolicos, asi
como tambien &cido cafeico y sus derivados y su fraccion cloroférmica (CHCI3),
rica en triterpenos, glicosidos y alcaloides oxindolicos pentaciclicos como
especiofilina, uncarina F, mitrafilina, isomitrafilina, pteropodina e isopteropodina.
Tanto el extracto bruto de UT-TOA como la fraccion BUuOH demostraron
actividad antioxidante ante el compuesto DPPH en el rango 1 — 300ug/mL y 0,5 —
150ug/mL, respectivamente. A nivel hepéatico y del tejido tumoral el extracto
bruto UT-TOA y la fraccion BuOH presentaron efectos opuestos sobre la
actividad de la SOD, mientras que el higado ambos extractos incrementaban la
SOD en el tejido tumoral se producia una disminucion. En el caso de la catalasa
ocurria lo mismo pero solo con el extracto bruto de UT-TOA. La baja accién
antioxidante de la fraccion CHCI; es un indicativo de que los diferentes
compuestos de esta planta podrian requerir actuar en sinergia para lograr un efecto

bioldgico significativo (20).

Células inmunocompetentes de importancia en la respuesta inmune y sus

propiedades

Monocitos-macraéfagos

Las antiguas definiciones sobre la activacion de los macrofagos derivados de
monocitos se basan en dos modelos, que dependiendo de la respuesta a sefiales
generadas in vitro, dividen a los macrofagos segun si son activados por la via
clasica o por la via alternativa; sin embargo, los estudios in vivo relacionados con
su comportamiento en enfermedades, su fenotipo segun tejidos especificos, sus

diferentes origenes y la data obtenida de estudios de transcriptdmica y epigenética



merecen una evaluacion de estos dos estados de activacion (21). El objetivo final
de estas evaluaciones siempre sera generar nuevos conceptos que puedan influir
en las estrategias terapéuticas clinicas que tengan por blanco a células como los
macrofagos.

Asimismo, son caracteristicas claves de los macrofagos su gran heterogeneidad y
plasticidad de fenotipo y funcion, las que les permiten participar en respuestas
contra patdgenos desde el punto de vista inmunoldgico (inflamacion) o en el
desarrollo embrionario, a través del reconocimiento de células apoptéticas y
eferocitosis (fagocitosis de restos apoptoticos) (22-25) o frente a sefiales
homeostaticas para inducir la remodelacién y reparacion de tejidos, por ejemplo,
los macréfagos alveolares regulan el surfactante pulmonar, mientras que los
osteoclastos promueven la resorcion del hueso y los macréfagos de la pulpa roja
en el bazo promueven la remociédn de los globulos rojos y regulan el reciclamiento
del hierro (26). Todo esto se da en un contexto que depende del tipo de sefales
que son diversas y que se las encuentran de una manera temporal y espacialmente
dindmica en lo que seria su microambiente especifico (25,27).

En los afios 1970s se describieron por primera vez los macrofagos activados
clasicamente (M1) debido a su respuesta a citoquinas inflamatorias tipo 1 y a
productos microbianos (28). Desde comienzos de los 1990s se han venido usando
varios términos para definir el estado de activacion de los macrofagos, basados
sobretodo en los efectos diferenciales de interferon-gamma (IFN-y) y/o los
lipopolisacaridos (LPS) e interleuquina-4 (IL-4) sobre la expresion de genes de
estas células; asi IFN-y/LPS inducen una activacion clésica e IL-4 una activacion

alternativa de los macrofagos (29). En el 2012 Mills y sus colegas plantearon la



definicion M1-M2 basados en la accion de los macrofagos frente a un patdgeno o
un tejido dafado, en la que deben decidir eliminarlo (Fight) o repararlo (Fix),
respectivamente. Las moléculas implicadas en la eliminacion son el éxido nitrico
(NO) que inhibe la proliferacion y la ornitina que promueve la proliferacion y
reparacion (30). Una tercera nomenclatura aparecié a partir de la poblacion M2 y
se hablaba de macrofagos M2a, M2b, M2c y M2d basados en diferentes
escenarios de activacion (IL-4, IL-13, inmunocomplejos de inmunoglobulinas-Ig,
LPS, IL-10, TGF-B, glucorticoides GC, adenosina) (31,32); sin embargo, esta
nomenclatura no ha sido del todo aceptada por el hecho de que la activacién
ocurre en un amplio espectro de estimulos y no se pueden crear grupos para unos
pocos estimulos conocidos, en otras palabras estos estimulos no siempre son a los
que se enfrenta un macréfago en condiciones fisioldgicas o patoldgicas (29). Una
cuarta nomenclatura divide a los macréfagos en funcion de un factor de
crecimiento, siendo el GM-CSF-1 (factor estimulante de colonias de granulocitos-
macrofagos) el factor que diferencia a los M1 y el CSF-1 para los M2; sin
embargo, no hay una completa evidencia para esta asignacion (29). Actualmente
se intenta seguir los lineamientos de un grupo de investigadores lideres en el
campo del estudio de la activacion y polarizacién de macréfagos, quienes en un
consenso logrado en el congreso internacional de inmunologia del 2013 en Milan,
Italia recomiendan que se describan los escenarios de activacion, es decir, se habla
de un modelo de activacion multidimensional, el que integra las sefales
relacionadas a la ontogenia, tejido especificas y sefiales de estrés del momento o
anteriores (Fig. 1) y que se adopte una nomenclatura ligada a los estandares de

activacion, como por ejemplo M(IL-4), M(lg), M(IL-10), M(GC), M(IFN-y),



M(LPS)(21,29). Con todo esto existen aun investigadores que siguen utilizando la

terminologia M1-M2 para referirse a dichos estados de polarizacion de

macrofagos
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Figura 1. Modelo multidimensional de activacion de macréfagos.

Tomado de Ginhoux F et al 2016 Ref. (21). En este modelo interactlan ontogénesis,
microambiente tisular local y sefiales de estrés para dar lugar a la respuesta de macréfagos a la
activacion. A nivel de ontogenia los macréfagos de diversos tejidos se derivan del saco vitelino
(microglia); del monocito hepatico fetal (macréfagos alveolares en el pulmén y células de Kupffer
en el higado); de saco vitelino y de monocitos hepaticos fetales (células de Langerhans en
epidermis) o reemplazados después del nacimiento con monocitos adultos de médula dsea
(intestino, corazon y macrofagos dérmicos). Las sefiales ambientales especificas del tejido son
importantes impulsores de la activacion de los macréfagos durante la homeostasis del tejido
adulto. Una vez que se produce un ataque en el tejido y se elevan las sefiales de estrés en el
entorno tisular, estas nuevas sefiales se integran adicionalmente en el programa respectivo. Es
importante destacar que las mismas sefiales de estrés con la misma cinética dardn como resultado
diferentes resultados en macrofagos de diferentes origenes. Ademas, la exposicion previa a las
sefiales de estrés también afectard la activacion de los macréfagos en respuesta a la exposicion a la
sefial de tension en un momento posterior. "E" significa dias de desarrollo embrionario.

Normalmente bajo condiciones no inflamatorias los macrofagos residentes en los
tejidos muestran un fenotipo M2 que promueve la homeostasis y reparacion del
tejido; sin embargo tras las infecciones los macrofagos adquieren un fenotipo M1
debido a la unién de sus receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) a
patrones moleculares asociados al patdogeno (PAMPs), como por ejemplo los
lipopolisacaridos (LPS) bacterianos, de tal manera que estas células produciran

especies reactivas del oxigeno y nitrogeno (ROS y RNS) y citoquinas



inflamatorias que aumentaran la capacidad microbicida (21). Alternativamente
durante la resolucion de la inflamacién los macréfagos vuelven a un fenotipo M2
para promover la eliminacién de los detritus, inhibir la produccion de mediadores
inflamatorios y  restaurar la homeostasis de los tejidos. En general, los
macrofagos M2 producen citoquinas anti-inflamatorias y expresan receptores
endociticos y se encargan de promover la eliminacion de células apoptoticas, la
proliferacion y la cicatrizacion, por tanto se podria decir que los macréfagos

tienen una gran versatilidad (26,31).

Tipos y polarizacion de macrofagos

Al igual que ocurri6 en la década de los ochenta con el paradigma de los linfocitos
T (LT) helper tipo 1 y 2 (Th1l/Th2), afios mas tarde se establecié un nuevo
paradigma que es un reflejo de la polarizacién de los LT y se refiere a los dos
estados de activacion de los macréfagos, es decir, el fenotipo de macréfagos
activados clasicamente o M1y el de macroéfagos activados alternativamente o
M2. Se habla de un reflejo o “espejo” porque citoquinas Thl como interferén
gamma (IFN-y) o antigenos bacterianos como LPS son capaces de polarizar a los
macrofagos a un fenotipo M1 y porque originalmente se atribuye la polarizacion
M2 a citoquinas provenientes de linfocitos Th2 como la interleuquina 4 (IL-4).
Actualmente sabemos que el IFN-y no solo proviene de Thl sino también de
linfocitos Th17 y natural killer (NK) y que ademaés de la IL-4, también la IL-13 y
IL-33, producidas por basofilos, células helper naturales, nuocitos y células
progenitoras multipotentes tipo 2, son capaces de inducir un perfil M2 (Fig. 2)

(21,26,33,34). La polarizacién en la direccion contraria también es posible dado



que los macréfagos son capaces de producir citoquinas como IFN-y, IL-4 o IL-17
con lo cual tras su polarizacion M1 o M2 también podrian influenciar en la

polarizacion Th1/Th2/Th17(35,36).
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Figura 2. Polarizacion de macréfagos M1y M2.

Tomado de Biswas SK et al 2010 Ref. (37). (a) Macrofagos polarizados M1 y su comunicacién
con linfocitos Thl y NK. (b) Polarizacién de macré6fagos M2 dirigida por linfocitos Th2, basofilos
y células linfoides innatas a través de la secrecion de IL-4, 1L-13 o I1L-33.

Fisiologicamente los macréfagos M1 que participan en la promocion de la
respuesta Thl, cuentan con un fenotipo pro-inflamatorio (productor de IL-1, IL-6,
IL-12 y TNF-a), tienen una eficiente capacidad de presentacion de antigenos,
contribuyen a la eliminacion de patdgenos intracelulares y promueven la
destruccion tumoral y el dafio al tejido; mientras que los macrdéfagos M2
promueven la respuesta Th2, encapsulan y eliminan sobretodo parasitos,
promueven el crecimiento tumoral y la remodelacion de tejidos y tienen capacidad
inmunoreguladora (31,33,38). Asimismo, ambas poblaciones de macréfagos se
distinguen por la expresion diferencial de diversas moléculas como por ejemplo

INOS (Oxido nitrico sintetasa inducible) que convierte la L-arginina a L-citrulina



y oxido nitrico (NO) en los M1 y la Arginasa | que cataboliza a L-arginina a L-
ornitina un precursor de poliaminas y prolinas en los M2 (26,33); ambas utilizan
mecanismos de atraccion de células inmunes dirigidos por quimioquinas, las que
aseguraran el contacto célula-célula, por tanto el quimioquinoma es diferente para
cada tipo de macréfagos, por ejemplo los M1 producen CXCL9 y CXCL10 para
atraer a los Thl; mientras que los M2 producen CCL17, CCL22 y CCL24 para
atraer a los Th2 (Figura 2) (33,38). Estudios en condiciones inmunopatoldgicas
humanas como la mononucleosis infecciosa y la enfermedad de Chrohn
identificaron a macr6fagos M1 como CD68'pSTAT1" y CD163'pSTATL" y en
presencia de polipos nasales alérgicos y cicatrizacion a macréfagos M2 como
CD68"'CMAF"y CD163"CMAF", en ambos casos la polarizacion se determiné en
funcién de la presencia de factores (STAT1 y CMAF) que regulan la expresion de
citoquinas provenientes del patron M1(IFN-y)/M2(IL-10) (38). De esta manera los
macrofagos tienen una heterogeneidad que es probablemente un reflejo de la
plasticidad y versatilidad de estas células en respuesta a la exposicion a sefiales
ambientales (31,39).

Por otro lado, tras el reconocimiento de microbios los macréfagos producen
grandes cantidades de moléculas de reconocimiento de patrones (PRR) pero en
fase soluble (lectinas de unién a la manosa, ficolinas y pentraxinas), estas
moléculas serian los ancestros funcionales de los anticuerpos y desatarian
mecanismos efectores como el reconocimiento del patégeno, la activaciéon del

sistema de complemento y la opsonizacion (33).
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Polarizacion de macrofagos y enfermedad

No es sorprendente que algunas aberraciones en la polarizacion de los macréfagos
estén asociadas con algo de la patologia observada en los procesos de
cicatrizacion, diabetes, distrofia muscular, enfermedades fibroproliferativas como
la artritis y fibrosis pulmonar, asi como también con la progresion del tumor (31).
Las investigaciones demuestran la implicancia del proceso inflamatorio en
enfermedades neurodegenerativas (Esclerosis multiple, Alzheimer y Parkinson ) y
desordenes metabolicos (Ateroesclerosis, Diabetes tipo 2 y Obesidad). En estos
casos la inflamacion es inducida por los macrofagos a través de la activacion del
inflamasoma y subsecuente produccion de las citoquinas proinflamatorias IL-18 y
IL-18 (40-45). Heneka MT et al 2012, demostro en ratones que la deficiencia del
inflamasoma NLRP3 polariza a la microglia a un fenotipo M2 que mejora la
regeneracion del tejido, por tanto el eje NLRP3-Caspasal en los macrofagos o
microglia es un potencial blanco terapéutico para la Enfermedad de Alzheimer
(44). Tampoco es sorprendente que en otras condiciones homeostaticas o
patoldgicas como los macrofagos embrionarios, macréfagos de fase de resolucion
y macrofagos de muchos tipos de cancer demuestren un claro fenotipo o M1 o0 M2
(21). La polarizacion M1 usualmente esta asociada con proteccién durante
enfermedades infecciosas agudas. Por ejemplo, Listeria monocitogenes, que causa
enfermedad en pacientes inmunocomprometidos y mujeres embarazadas, induce
una respuesta M1 evitando el escape bacteriano del fagosoma y estimulando su
eliminacién intracelular (28). El analisis del transcriptoma de macréfagos de raton
en respuesta a Mycobacterium tuberculosis revela la expresion de los genes de

IFN-y, lo que corresponde a un programa M1 sobre todo durante la fase temprana
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de la infeccion y esto se correlaciona con la data clinica colectada en pacientes
con tuberculosis activa donde lamentablemente algunos pacientes presentan una
polarizacién M2 en un intento de la infeccion por atenuar su erradicacion, lo que
se traduce en bajo nivel de defensa (28). Asimismo, se ha evidenciado que los M1
se ubican hacia la parte central del granuloma cerca de bacterias viables; mientras
que los M2 se encuentran méas hacia la zona externa de cicatrizacion de este
granuloma (46).

Las respuestas frente a gusanos nematodos y trematodos como Toxocara,
Schistosoma y Taenia inducen una respuesta Th2 en la que las citoquinas IL-4 y
IL-13 que producen inducen una fuerte respuesta M2 en los macréfagos. Como se
puede apreciar en la tabla 1 existen varias infecciones en las que debiendo ser la
respuesta de defensa la polarizaciéon M1, los patdgenos inducen una polarizacion

M2 como mecanismo de evasion (32).
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Tabla 1. Principales infecciones relacionadas al fenotipo macréfagos M2

Ref. (32). Marcadores genéticos tipicos de ratones que se expresan para el fenotipo M2 frente a
infecciones por parésitos, bacterias, virus y hongos.

Infeccion M2 (Marcadores genéticos)

Helmintos y pardsitos extracelulares: Requieren respuesta

Th2 para eliminar la infeccién

Schistosoma mansoni Argl, MR, Fizzl, Yml, IL-
Taenia crassiceps 10,TGFp

Argl,MR, Fizz1, Yml

Bacterias: Requieren respuesta Th1l/Thl7
para eliminar la infeccion

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium bovis (BCG) Argl,MR, IL-10, IL-1Ra
Helicobacter pylori Argl
Arg2

Virus: Requieren respuesta Thl para

eliminar la infeccion

Influenza A
Coxsackievirus B3 Argl

Argl, MR, Ym1, IL-10, IL-1
Otros:

Candida albicans

Trypanosoma cruzi MR, Dectine-1
Toxoplasma gondii Argl
Argl

Argl: Arginasa 1; MR: Receptor de Manosa

Fadini GP et al. 2013 demostraron que en la diabetes tipo 2 existia una marcada
disminucion de la poblacion de macrofagos M2; mientras que los M1 no se
modificaban comparados a los de sujetos control sanos; sin embargo,
considerando que la diabetes tipo 2 es una condicién pro-inflamatoria resulta

sorprendente que exista un déficit de macrdfagos anti-inflamatorios 0 M2 y no un
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incremento de macrofagos pro-inflamatorios 0 M1. Asimismo, en estos pacientes
la polarizacibn M1/M2 se correlaciono directamente con la circunferencia
abdominal (indicador de obesidad) y resistencia a la insulina y a hemoglobina
(indicadores del control de glucosa); por tanto la polarizacion M1/M2 puede ser
considerada como un biomarcador de inflamacion metabolica en pacientes
diabéticos (47).

Los macrofagos del higado o células de Kupffer son importantes en el
mantenimiento de la homeostasis, remodelacion de tejidos y regulacion de la
funcién metabdlica del higado(48). Debido a su constante exposicion a antigenos
alimentarios provenientes de la sangre y a los productos bacterianos de la flora
intestinal comensal estas células son requeridas para prevenir el ataque de la
inflamacion debida a estos estimulos no patogénicos. En este caso los macréfagos
infiltrantes son inicialmente CD11b*F4/80" y luego se diferencian a células
maduras CD11b""F4/80"9". La enfermedad del higado graso no alcohélico es la
mas comun junto con la obesidad. Esta condicidn clinico-patoldgica se caracteriza
por la acumulacién de lipidos en los hepatocitos que pueden llevar a formas leves
como la esteatosis hasta graves como la cirrosis, cancer hepéatico y fallas
hepaticas. En respuesta a la obesidad, que a través del tejido adiposo secreta
citoquinas, adipoquinas y acidos grasos, las células de Kupffer inducen un
fenotipo M1, la muerte de los hepatocitos genera patrones moleculares asociados
a muerte (DAMPs) que terminan de promover la polarizacion de los macrofagos
en el higado (26).

La obesidad es un estadio de enfermedad de tipo inflamatorio crénico donde

prevalece el fenotipo M1 (47). Individuos delgados en estadio no inflamatorio
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tienen aproximadamente 10 — 15 % de macrofagos de tejido adiposo (ATM) y son
uniformemente macrofagos M2, este estadio es mantenido por la accion sinérgica
de eosindfilos que secretan IL-4 y adipocitos sanos que producen adiponectina, a
su vez los ATM secretan I1L-10 que regula la homeostasis de la glucosa dentro del
tejido adiposo y tejidos sistémicos incluyendo el muasculo (Figura 3). La
existencia de un ambiente inflamatorio creado por la secrecion de citoquinas
como TNF-a, IL-1 y IL-6 producidas por adipocitos estresados, producto de
dietas altas en grasa, atrae a macréfagos M1-ATM (CD11¢'CD11b*F4/80%) que
mantienen el estadio pro-inflamatorio a través de la secrecion de iINOS y TNF-a

(26).
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Figura 3. Macrofagos del tejido adiposo (ATM).

Ref. (26). El tejido adiposo sano contiene relativamente pocas poblaciones M2 que estan
uniformemente dispersadas expresando CD206 (receptor de manosa) y CD301 (receptor de
reconocimiento). Este estado es mantenido por secreciones de adipoquinas (IL-4 y adiponectina)
producidas por eosinéfilos y adipocitos, respectivamente. Los ATMs M2 mantienen la
homeostasis del medio adiposo con secreciones de IL-10, la que a su vez sirve para regular la
homeostasis de la glucosa en los tejidos sistémicos.

Los macrofagos M2 tienen distintas propiedades metabdlicas, por ejemplo pueden
sobre-regular la produccién de ferroportin y des-regular la de ferritina H y hemo-
oxigenasa. También favorecen la liberacion de hierro que es importante para la

proliferacion celular. La expresion del receptor [ folato y la ingesta de folato
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también son promovidas por el macréfago M2 (33). De tal manera que la
presencia del receptor [J folato en M2 es utilizado como blanco terapéutico de
drogas fusionadas a folato que buscan la eliminacién de macrofagos asociados al
tumor (TAM) en determinados tipos de cancer (49).

Se ha demostrado que en las alergias (asma, polvo de casa, hongos, etc.),
entidades en las que desde el punto de vista inmunolégico es critica la respuesta
de tipo Th2 porque exacerba la respuesta inmune en perjuicio del paciente, los
linfocitos Th2 a través de IL-4 e IL-13 inducen una polarizacion de macréfagos
M2, estos macréfagos a su vez secretan quimioquinas (CCL17,CCL22 y CCL24)
que atraen no solo linfocitos Th2 sino también Treg, eosinofilos y basofilos, lo
que explica la exacerbacion de la respuesta inmune en estos pacientes (Figura 2)
(50).

Variaciones en el tema de la polarizacién M1/M2 también han sido encontradas in
vivo como por ejemplo en la placenta y embrién (21); durante la infeccion por
helmintos; enfermedades metabdlicas, obesidad y cancer. En pacientes con
diabetes tipo 2 existe una importante reduccion de los macr6fagos M2 con una
baja capacidad fagocitica; mientras que los M1 no varian pero tienen una alta
capacidad migratoria. Ademas las complicaciones que se asocian a esta reduccion
de M2 son las nefropatias y retinopatias (47).

En el cancer los fagocitos mononucleares son elementos clave de la inflamacion
relacionada al tumor y varios estudios han demostrado su participacion en la
tumorogénesis donde el nimero de macrofagos asociados al tumor (TAM) se
correlaciona con pobre pronostico en cancer de mama, ovario y prostata (25). En

las primeras etapas de un cancer normalmente los monocitos reclutados se
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diferencian en macrofagos M1 y posteriormente en la transformacion neoplésica,
las sefiales provenientes del mismo tumor y de células estromales promueven el
fenotipo M2 con lo cual hay una mayor probabilidad que el tumor progrese (25).
Estudios demuestran que los macrofagos, las células supresoras de origen
mieloide (MDSC) y TAM aislados de tumores humanos y de raton tienen un
fenotipo M2. Ademas se ha podido demostrar que monocitos humanos cultivados
en presencia de LT reguladores (CD4'CD25'FoxP3") se diferencian en
macrofagos M2 caracterizados por una baja expresion de HLA-DR (MHC tipo II)
y citoquinas inflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6 y CCL3) (33); sin embargo, el
fenotipo pro tumoral M2 de los TAM observado en la mayoria de cénceres es
reversible, por ejemplo, INF-y puede reeducar in vitro a los TAMs por lo tanto
puede generar una actividad anti-tumoral en humanos (33).

Existen estudios que han demostrado que también es posible encontrar fenotipos
de polarizacién de macréfagos mixtos (M1/M2) especialmente en tumores donde
se sabe que ellos estan expuestos a potencialmente varios factores polarizantes
opuestos; sin embargo, no esta claro si tal polarizacion refleja la polarizacion
mixta de células individuales o la coexistencia de macrofagos con distintos
fenotipos (51).

La clasificacion de los macrofagos en inmunofenotipos M1/M2 se puede dar en
funcién del metabolismo de un aminoacido, la Arginina, teniéndose asi
macrofagos que la metabolizan a través de la Oxido nitrico sintetasa (NOS)
(macrofagos M1) a NO y citrulina o a través de la arginasa (macrofagos M2) a
Ornitina y urea (30,46). La importancia de la arginina en el metabolismo de

células inmunes involucra al cancer, la inflamacion, enfermedades fibroticas,
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embarazo y regulacion inmune en general. Arginina es un aminoacido no esencial
para un humano adulto sano pero debe ser suplementado durante el crecimiento y
en varios estados de enfermedad. La ingesta promedio de arginina en un estilo de
dieta occidental es alrededor de 4-5 g/dia y los niveles normales en plasma son de
100-20000M. La biosintesis de arginina involucra la participacion de glutamina,
ornitina y citrulina: glutamina (glutamato) puede ser convertida a ornitina, la
ornitina puede formar citrulina y enzimas citosolicas pueden formar ornitina a

partir de citrulina (Fig. 4) (46).

[ egraire —
e 1. -
’ m
Arginase con o
m - _
_ On) PROOM  PSCH
.
Z )
g ——
<ac
o .

Figura 4. Metabolismo de la arginina en mamiferos.

Ref. (46). Los macrofagos M1/M2 metabolizan la arginina via NOS o arginasa con importantes
consecuencias funcionales. La figura se enfoca en enzimas relevantes (cajas grises), metabolitos
(cajas rojas) y la posicién de NOS y arginasa dentro de la ruta destacada (algunos pasos
intermedios son omitidos y se deberd profundizar en la lectura). ADC, arginina descarboxilasa;
AGAT, arginina:glicina amidinotransferasa; ASL, argininosuccinato liasa, ASS, argininosuccinata
sintetasa; CP, carbamoil fosfato; CPS, CP sintetasa; NOS, oxido nitrico sintetasa; OAT, ornitina
aminotransferasa; ODC, ornitina descarboxilasa; OTC, ornitina transcarbamilasa; PSC, pirrolina-
S-carboxilato; PSCDH, P5C deshidrogenasa; PSCR, P5C reductasa; PSCS, P5C sintetasa;
PRODH, prolina deshidrogenasa; SRS, espermidina sintetasa; SMS, espermina sintetasa.

Los macrofagos M1 cuando son tratados con LPS e IFN-y estimulan la
produccién de NOS que actua sobre Arginina y genera NO y citrulina, la citrulina
puede reciclar la arginina y mantener asi la produccion de NO (Fig. 4); sin

embargo, la disponibilidad de Arginina parece ser un paso limitante para este
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mecanismo que podria interferir con las funciones de los macréfagos M1 sobre la
inhibicién de la proliferacion y eliminacion de los patégenos (46). En los
macrofagos M2 la arginasa dirige la via alternativa del metabolismo de la arginina
catalizando su hidrolisis a ornitina y urea; esta arginasa es inducida por PGE2
(Prostaglandina E2), citoquinas Th2 (IL-4 y IL-13) y AMPc. La ornitina es un
sustrato para la ornitindescarboxilasa (ODC), una enzima importante en la sintesis
de poliaminas que regulan procesos como la replicacion de ADN, crecimiento
celular 'y diferenciacion (Fig.5). Asimismo, ornitina a través de
ornitinaminotransferasa (OAT) es un aminoacido precursor para la sintesis de
prolina, la que a su vez es esencial para la sintesis de colageno siendo importante

en los procesos de remodelacion del tejido.

INHIBITIONOF | PROMOTION OF
M1 PROLIFERATION ) PROLIFERATION
KILLING REPAIR

Figura 5. Metabolismo de la arginina y polarizacion M1/M2.

Ref. (46). Los macrofagos M1/M2 se caracterizan por el metabolismo de la arginina vias NOS o
arginasa con importantes consecuencias funcionales. Ver abreviaturas de la Fig. 4.

Productos naturales y macrofagos
Existen muchos productos naturales cuya actividad bioguimica y biol6gica ha

sido evaluada y los estudios demuestran que estas actividades podrian ser
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responsables de sus propiedades antitumorales o antiinflamatorias como por
ejemplo la actividad de oxido-reduccién (redox), la citotoxicidad y la capacidad
de inducir la activacion y diferenciacion de los macrofagos (52). Al respecto, los
extractos acuosos de Crinum latifolium (una planta con flores) de la medicina
tradicional vietnamita y china han demostrado una polarizacion M1 logrando la
activacion de este tipo de macrofagos para que supriman el crecimiento de lineas
tumorales a través de un mecanismo conocido como tumorocitotoxicidad mediada
por macréfagos (MTC) (52). El Ginseng, una de las plantas medicinales mas
famosa usada en todo el mundo y en particular el compuesto ginsenosido el
Dammar - 24 (25) — ene - 3b, 12b, 20(S)- triol - (20 — O — b — D -glucopyranosyl)-
3 -0 - b - D glucopiranosil- ( %> ) — B — D -glucopiranosido (GSRd,
CagHg20183H,0) ha demostrado tener propiedades antitumorales vy
antiinflamatorias. Asimismo, en el modelo animal de isquemia renal aguda, GSRd
(50mg/kg) demostrd proteccion al modular la polarizacion de macréfagos M1,
reduciendo la infiltracion celular y disminuyendo la produccion de citoquinas
inflamatorias (53). Curcumina es el principal ingrediente activo de la Curcuma,
una planta nativa de la India. Los estudios in vitro con la linea celular de
macrofagos RAW264.7 demuestran que la curcumina induce una polarizacion M2
a través de la sobre-regulacién de la expresién de marcadores M2 como el
receptor de manosa (MR), la arginasa 1 (Arg-1) y el receptor activado —
proliferador del peroxisoma — tipo gamma (PPAR-y). En este mismo estudio,
curcumina increment6 la expresion del RNAm y proteinas de IL-4 y IL-13,
citoquinas producidas tipicamente por los macrofagos M2 (54). El é&cido

Oleanolico (OA) (acido 3p-hidroxioleano-12-en-28-o0ico) y su isémero el acido
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ursolico (UA)(acido 3B-hidroxiuros-12-en-28-oic), son triterpenos encontrados en
vegetales y plantas medicinales asi como en aceitunas y la cascara de manzana
entre otros. Los estudios de Lopez-Garcia S et al., demostraron que OA y UA
mejoran la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), de TNF-a, 0xido
nitrico (NO) y CD36 induciendo un perfil M1 en macrofagos infectados con
Mycobacterium tuberculosis mejorando la actividad antimicobacteriana y la

suppression de su crecimiento intracelular (55).

Uncaria tomentosa (Ufia de Gato) y monocitos-macrofagos

Los estudios antiguos y recientes ya demostraban que UT mejora la actividad
fagocitica de los macréfagos (11,12). Allen-Hall L et al. 2007, utilizando una
linea celular de monocitos (THP-1) estimulados con LPS, demostraron que un
extracto hidroalcohdlico de UT tenia accion moduladora sobre citoquinas
proinflamatorias, disminuyendo en un caso la produccion de TNF-o e
incrementado la produccion de IL-1B, en el otro caso (56). Aunque se trata de
monocitos es posible que el estimulo con LPS y de UT estimulen su
diferenciacion a macrdfagos por tanto no seria inusual que se induzca una
polarizacion mixta M1/M2. Estos datos nos abrian la posibilidad que UT seria
capaz de mejorar la inmunidad innata frente a infecciones en las que participa el
sistema monocito-macrdfago; sin embargo, hacia falta investigar que era lo que
sucedia con los mecanismos que se desencadenaban previo a este proceso como la
capacidad de reconocimiento de patdgenos, las vias internas de sefializacion que
conllevan a la activacion de genes importantes para la defensa inmune y el

desenlace de estos mecanismos que concluye con la eliminacién de los patdgenos.
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Células dendriticas

Las células dendriticas (DC) fueron descubiertas por Steiman RM y Cohn ZA en
1973 y deben su nombre a que pueden asumir una variedad de formas ramificadas
y constantemente se extienden y retraen (57,58). Las DC son celulas que se
derivan de la médula 6sea y funcionan como células presentadoras de antigeno
(CPA) profesionales. Los progenitores de las DC se diseminan a través de la
sangre hacia tejidos no linfoides donde se desarrollan a un estadio de DC
inmaduras. Las DC inmaduras se caracterizan por una alta capacidad de captura y
procesamiento de antigenos. Los mediadores inflamatorios promueven la
maduracion y migracion de DC fuera de tejidos no linfoides hacia la sangre o la
linfa. Estas células migratorias llegan a organos linfoides secundarios donde se
encuentran con linfocitos T (LT). En este estado (DC maduras), las DC han
experimentado cambios dramadticos en sus propiedades: perdieron la capacidad de
captura de antigenos y adquirieron una gran capacidad de estimular a los LT. Las
DC maduras por tanto son capaces de presentar antigenos a los LT virgenes
iniciandose ahora una respuesta inmune adaptativa (58-62). Las DC también
producen varias citoquinas y quimioquinas, tales como IL-12, IFN-y, CCL5 y
CCL21, las que tienen una variedad de funciones inmunoreguladoras donde
destaca la estimulacion de los LT. Ademas, las DC son importantes en la
regulacién de la inmunidad innata, la inmunidad adaptativa y en el mantenimiento

de la tolerancia central a LT (Fig.6) (63-65).
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Figura 6. Las DC enlazan la inmunidad innata con la adaptativa.

Ref. (65). Luego del contacto con antigenos microbianos, las DC maduran y migran a ganglios
regionales donde presentan estos antigenos a los LT virgenes. Diferentes patégenos disparan
distintos perfiles de maduracion de las DC, conduciendo a la polarizacion de diferentes
subpoblaciones de LT. La inmunidad adaptativa es por lo tanto modulada, para que coincida con la
naturaleza del patégeno. Ag=Antigeno; CTL=LT citotéxico; DC= Célula dendritica; LT=Linfocito
T; M ¢ = Macrofago.

Dentro de la poblacion de DC existen distintas subpoblaciones pero la
clasificacion mas conocida es la de las DCm (mieloides, CD11c") y las DCp
(plasmacitoides, CD123"), en la que las DCm son mas genéricas en su respuesta,
mientras que las DCp se han encontrado mayormente identificadas con la
respuesta antiviral a través de la produccion de interferones tipo I (a y B) (66,67).
Las DC tienen un rol central en la inmunidad anti-tumoral debido a que procesan
antigenos tumorales y estimulan a LT antigeno-especificos, lo que dependera de
una éptima sefial coestimuladora entre ambas células (Fig.7) (68). Un potencial
mecanismo del que los tumores escapan es la presentacion de antigenos tumorales
por las CPA entre ellas las DC. Estudios in vitro han demostrado que el
sobrenadante de cultivo de lineas celulares cancerigenas que contenia VEGF

(factor de crecimiento endotelio vascular) era capaz de inhibir la maduracion de
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las DC y que mas bien incrementaba la proliferacion de sus precursores CD34"
(69,70). Estudios in vivo también han demostrado en pacientes con cancer de
mama que la subpoblacion de DCm estaba marcadamente disminuida y ademas
producian una reducida cantidad de IL-12, una citoquina necesaria para la
polarizacién Thl; sin embargo, estas alteraciones fueron revertidas por la
reseccion quirurgica del tumor. En este caso el factor soluble liberado por el
tumor que tuvo una correlacion inversa con la cantidad de DCm fue espermina, la
qgue mostraba niveles séricos elevados (70). Estudios in vitro utilizando el
sobrenadante de cultivo de lineas celulares cancerigenas y enfrentandolo a DC
aisladas a partir de PBMC (células mononucleares de sangre periférica) también
demostraron deficiencias en la maduracion, pobre capacidad coestimuladora y de
produccién de IL-12 llevando a las DC a la muerte por apoptosis (71). De tal
manera que con evidencias como las anteriores resulta interesante la estrategia de
la generacion de una vacuna celular de DC producida in vitro y reinoculada al
mismo sujeto para evitar los mecanismos de escape inmune que muestran los

tumores y que burlan la inmunovigilancia (72,73).
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Figura 7. Sinapsis inmunoldgica.

Primera sefial de presentacion de antigenos entre MHC-Il y TCR y segunda sefial coestimuladora
entre moléculas de la familia B7 (CD80,CD86) y sus respectivos ligandos activadores (CD28) en
el LT. Tomado de: https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/research/first-treatment-
vaccine-approved

En relacion a las vacunas de DC, se han disefiado varios ensayos clinicos para
evaluar la seguridad y eficacia de estas vacunas y se estima que hay muchas otras
en estudio (74,75) ; sin embargo, a la fecha la respuesta obtenida no ha sido muy
satisfactoria. La Unica vacuna celular autdloga (Sipuleucel-T) que ha sido
aprobada por la Administracion de Alimentos y Drogas (FDA) de los Estados
Unidos muestra una sobrevida de 4,3 meses. Esta vacuna es elaborada a partir de
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de pacientes con cancer de
prostata, las que fueron tratadas con una proteina recombinante de fusién humana
(PAP-GM-CSF, Fosfatasa acida prostatica unida a factor estimulante de colonias
de granulocitos-macréfagos) antes de la reinfusidn. En este caso, se debe tener en

cuenta que no solo estan incluidas las DC como APC sino que también se
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encuentran linfocitos B (LB), LT (CD4 y CD8) y Natural Killer (NK) por lo que

se podria generar una respuesta antitumoral policlonal (76).

Particularmente, como parte de una revision hecha sobre vacunas de DC en la
inmunoterapia de melanoma (77) y la informacién generada en el Laboratorio de
Inmunologia de la Facultad de Ciencias y Filosofia de la UPCH sobre Uncaria
tomentosa y DC (78,79), propuse trabajar inicialmente con un modelo con el que
se podrian obtener DC de ratdén y luego “cargarlas’ con antigenos tumorales
obtenidos del melanoma murino C57/BL6 inducido con células B16. Con esta
idea solo se pudo llegar a obtener DC diferenciadas a partir de progenitores de
médula Osea de ratdn, las que se cultivaron en medio RPMI-1640 completo
suplementado con GM-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos-

monocitos) (40ng/mL) durante 7 dias (Fig. 8) (77).

Figura 8. Diferenciacién de células dendriticas.

Ref. (77). Se aislaron células progenitoras (1x106 células/pozo) de la médula 6sea de ratones
C57/BLS6, se cultivaron en medio RPMI-1640 completo suplementado con GM-CSF (40 ng/mL)
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durante 7 dias. Las DC diferenciadas muestran un citoplasma irregular a manera de prolongaciones
ramificadas. GM-CSF (Granulocyte-Monocyte Colonial Stimulate Factor); DC (células
dendriticas). Foto: microscopio de luz invertida, 40x, Laboratorio de Inmunologia #108, UPCH.

Sin embargo, a pesar que no se pudo continuar con la generacion de una vacuna
celular, la revision sobre el melanoma murino me llevo a aprender que los
modelos como melanoma B16/BL6 en ratones BALB/c y C57BL/6 son aceptados
para el estudio en cancer por el entendimiento de su genética y porque reproducen
caracteristicas presentes en el humano, siendo este modelo uno de los mas
utilizados para la evaluacion de drogas, inmunoterapias y productos naturales.
Precisamente los estudios con productos naturales han demostrado que tienen
reducidos efectos colaterales, baja citotoxicidad, buena capacidad de actuar sobre
células blanco sin afectar a células normales y ademas son una alternativa
terapéutica de bajo costo. Por ejemplo, Park W-B et al. evaluaron el efecto de las
lectinas de Viscum album (muérdago) en ratones con melanoma, encontrando un
efecto pro-apoptético, anti-angiogénico, anti-metastasico e incrementador de la
supervivencia (80). El polifenol epigalato (EG) derivado de Camelia sinensis (Té
verde) posee actividad anti-metastasica. Asimismo, epigalatocatequina 3 galato
(EGCG) y Dacarbazina en ratones con melanoma redujeron la metastasis y el
crecimiento tumoral (81). De igual forma la Uncaria tomentosa ha demostrado
tener propiedades antitumorales que han sido evaluadas y cuyas evidencias se

muestran a continuacion.

Uncaria tomentosa (Ufa de Gato), cancer y células dendriticas
Dreifuss et al, utilizando el mismo extracto de Uncaria tomentosa (UT) que se
evallio en este estudio, demostro efectos anti-tumorales en ratas Walker-256 con

carcinosarcoma donde UT no sélo redujo el volumen tumoral en el rango de dosis
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de 10-100mg/kg sino también a través de su efecto antioxidante y regulador del
sistema redox y del metabolismo de ROS en los que enzimas importantes como
catalasa y superoxido dismutasa son inhibidas por el extracto lo que podria
inducir la muerte de células malignas (19). También se ha demostrado la actividad
antiproliferativa y anti-tumoral ante lineas celulares de cancer de mama (MT-3) y
sarcoma de Ewing (MHH-ES-a). En este caso el efecto del alcaloide oxinddlico
pentaciclico mitrafilina (obtenido de una planta peruana) se dio en el rango de 5 —
40uM. El alcaloide mitrafilina fue diferencialmente identificado a partir de su par
estéreo isomérico isomitrafilina por resonancia magnética (*N-NMR) (82).
Igualmente dos alcaloides (pteropodina y uncarina F), aislados por columna
cromatografica e identificados por HPLC, de un extracto acuoso de UT tuvieron
el mayor efecto citostatico sobre una linea celular de leucemia linfoblastica aguda
de LT (LLA-T) (CEM-C7H2) inhibiendo la proliferacion por mas de un 95%
luego de 48h de tratamiento con 100umol/L, a esta misma dosis pteropodina
incremento el nivel de apoptosis de 47% después de 24h de tratamiento a 68% y
81% después de 48h y 72h, respectivamente. Por tanto, se demostré que UT
inhibid la proliferacion de linfocitos T leucémicos a través de la induccion de
apoptosis (83). Interesantemente, C-Med 100® un extracto patentado de UT (U.S.
patent 6,039,949-CampaMed) con 8-10% de esteres de alquil carboxilo (CAE)
como ingredientes activos y practicamente libre de alcaloides oxindolicos inhibi6
el crecimiento de tres lineas celulares tumorales humanas el rango de 0,25 — 1
mg/mL; sin embargo, no hubo incremento significativo del niimero absoluto de
células muertas y tampoco induccion de apoptosis, es decir C-Med 100 inhibe el

crecimiento pero no induce muerte celular. Este mismo extracto inhibio la
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proliferacion inducida por mitégenos de LT y LB de ratdén sugiriéndose que el
extracto puede interferir con algunos mecanismos que controlan la progresion del
ciclo celular. Ademas se demostré que la proliferacion inducida por IL-2 (un
factor de proliferacion de LT) era inhibida pero la produccion de IL-2 no era
afectada por el extracto C-Med 100® (84). Aunque existen pocos estudios en
humanos se destacan, uno que demuestra una mejora en pacientes con tumores
solidos tratados con una dosis de 100mg del extracto seco de UT tres veces al dia;
sin embargo, este estudio se basa en el uso de cuestionarios para evaluar la calidad
de vida, ansiedad, depresion y calidad de suefio, los que a pesar que demuestran
cambios significativos se observa que la robustez de la evaluacion estadistica no
es lo suficientemente sélida para considerar un efecto benéfico; mientras que los
pardmetros bioquimicos (proteina C reactiva, velocidad de sedimentacion y a-1-
glicoproteina acida) e inmunolégicos (IL-1, IL-6, TNF-a) no cambiaron
significativamente (85). Otro estudio clinico ramdomizado demuestra una
reduccion de la neutropenia y restauracion del dafio del DNA relacionado a
quimioterapia. En este estudio, 40 pacientes con carcinoma ductal invasivo
estadio Il quienes recibian un régimen de fluorouracilo, doxorubicina vy
ciclosfosfamida se dividieron en dos grupos uno de los cuales ademas recibio
durante 21 dias dosis de 3 tabletas de 300mg por dia de un extracto etandlico de
UT conteniendo 2,57% de alcaloides oxinddlicos pentaciclicos. Al final del sexto
ciclico de quimioterapia las cuentas de leucocitos y neutrofilos fueron mas
significativas donde el grupo que recibié UT presento valores dos veces mas altos
de neutrdfilos que el grupo sin UT, algo similar ocurrié con el ndmero de

monocitos a partir del tercer ciclo de quimioterapia (86).
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Sobre el efecto en DC, aunque utilizando un triterpeno de Uncaria rhynchophylla
el acido uncarinico (URC) ya se habia demostrado que era capaz de alterar el
fenotipo y funcion de las DC, ya que el tratamiento con URC maés IFN-y inducia
una sobreregulacion de la expresion de moléculas coestimuladoras y marcadores
de maduracion (CD80, CD83 y HLA-DR) (87). Un estudio similar pero con el
URC tipo C y tipo D obtenido de espinas de Uncaria rhynchophylla de origen
Chino demostr6 que luego de diferenciar monocitos humanos a DC con factores
de crecimiento estandar seguido de 2 dias de tratamiento con URC C y D
incrementaron de manera dosis-dependiente (0,01 - 1,0uM) la expresion de
CD1la, CD80, CD83, CD86 y HLA-DR pero ademaés el co-cultivo con LT
virgenes logré diferenciarlos a Thl productores de IFN-y y escasa cantidad de IL-
4, lo que los lleva a concluir que URC C y D puede ser usado en el desarrollo de
vacunas de DC para la inmunoterapia en cancer (88). Asimismo, se ha reportado
gue una preparacion comercial patentada de UT junto con un extracto del fruto de
lentejas (Lens esculenta, Phytolens®) llamada POA- Phytolens® o BRC-306
demostro un efecto inmunomodulador sobre DC murinas al comportarse como un
inhibidor selectivo de la ciclooxigenasa tipo 2 (Cox2), una enzima importante en
inducir procesos inflamatorios y tuvo disminuyo la produccion de IL-6 a la dosis
de 25ug/mL otro mediador proinflamatorio; mientras que la produccion de TNF y
NO no fueron afectadas por este producto (89). Por nuestra parte hemos
demostrado que el extracto de U. tomentosa con 5% de alcaloides oxindolicos
proporcionado por CIFARMA SA (Lote 0008000345) disminuyo los porcentajes
de DCm pero incrementd la expresion de HLA-DR y CD86 en sangre de

pacientes con artritis reumatoide (79); mientras que en sujetos sanos este mismo
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extracto también disminuyo el porcentaje de DCm pero no altero la expresion de
HLA-DR y CD86 sugiriendose un efecto inmunomodulador sobre las DC (78).
Los datos anteriores nos llevaron a hipotetizar que el extracto de UT podria tener
algun efecto inmunomodulador e inmunoestimulante sobre las DC que se podria

aprovechar en modelos animales de cancer.

Linfocitos y citoquinas inmunomoduladoras

Los linfocitos son grupo poblacional generado en médula dsea; sin embargo, a
excepcion de los linfocitos B (LB) y natural killer o asesinos naturales (NK), solo
los LT deben pasar por el timo para completar su desarrollo. Si bien es cierto los
LT y LB son conocidos por su participaciéon en la inmunidad adaptativa, los NK
son ademas conocidos por su participacion en la inmunidad innata, con lo cual
existen mas evidencias del trabajo cooperativo de ambos tipos de inmunidades;
sin embargo, una de las poblaciones linfocitarias que ha demandado un alto
interés en los investigadores por su rol de “director de orquesta” en el sistema
inmune son los LT helper o ayudadores (Th). Los Th regulan la respuesta inmune
celular citotoxica (LT CD8") y la produccion de anticuerpos por los LB; los Th
interactlan con componentes del sistema inmune innato y responden a los
estimulos de las CPA. Los Th CD4+ virgenes pueden ser activados y
diferenciados hacia LT efectores y LT de memoria. Dependiendo de la intensidad
del estimulo y la presencia de ciertas citoquinas y otros factores, los Th CD4+
pueden diferenciarse a subpoblaciones de LT con funciones y propiedades
especificas. Su especializacion es regulada por un numero de factores de

transcripcion que son activados en respuesta al estimulo y promueven la expresion
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de distintos patrones de factores solubles y moléculas de superficie (90).
Precisamente estos patrones son los que clasifican a las distintas subpoblaciones
de LT, es decir existe una subclasificacion funcional y no por marcadores de
superficie. La primera clasificacion fue la de Mosmman T y Coffman RL, quienes
descubrieron la dicotomia Th1l/Th2. Los Thl inducen respuestas a patdgenos
intracelulares tales como virus, son quienes combatirian a células neoplasicas y se
caracterizan por producir IFN-y. Ademas promueven la activacion de macréfagos
que son eficientes contra los patogenos intracelulares. Los Th2 estdn mas
involucrados en la respuesta inmune humoral y ayudan a los LB a cambiar la clase
0 isotipo de los anticuerpos (Por ej. de IgM a IgG) (91). En afios recientes gracias
a los estudios in vivo e in vitro se ha descubierto la subpoblacién de linfocitos
Th17 que responde a TGF-p y producen la IL-17 principalmente. Aunque estas
células participan importantemente en autoinmunidad en los ultimos afios se les
ha estudiado en el cancer donde se ha evidenciado que no so6lo estan en la
circulacion sanguinea sino que también estarian en el mismo tumor
(microambiente tumoral, MT). Las evidencias se encuentran en pacientes con
cancer de ovario donde hay altas proporciones en el microambiente tumoral que
en los ganglios linfaticos (92). EI mecanismo por el que las Th17 promueven el
trafico y retencion de LT efectores y NK en el MT se deberia a que IL-17 induce
la produccién de quimioquinas por parte de células tumorales primarias, lo que a
su vez permite la quimioatraccion de células inmunocompetentes al MT, lo que

indicaria el rol antitumoral de las células Th17 (92).

Otras subpoblaciones de LT son los reguladores (Treg); los Tfh (helper

foliculares) que residen en los foliculos y ayudan a los LB a producir anticuerpos.
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Ademas, estan los Th9 y Th22 que expresan IL-9 e IL-22, respectivamente, lo que

demuestra la gran capacidad de diferenciacion y plasticidad de los LT pero

ademas de manera importante las citoquinas producidas por estas células y

sobretodo en el MT pueden ser determinantes para el tipo de respuesta antitumoral

(Fig.9) (90,93,94). Concretamente el desarrollo de tumores induce una reaccion

inmune dirigida por células del sistema innato (Células linfoides innatas, NKT,

LTyd, NK, células dendriticas y macrofagos), mientras que LT citotoxicos y LT

CDA4+ productores de IFN-y (Th1) son reclutados hacia el tumor e inducen muerte

celular, activan a los NK y a los macréfagos e inducen inflamacion. Los Thl y

Th17 tienen un rol importante en la respuesta antitumoral al producir citoquinas

Th1/Th17 y asistir en la eliminacion de células tumorales (90,95).
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Figura 9. Vias de diferenciacién y plasticidad de LT.
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Ref. (90). A partir de LT naive o virgenes se muestra como a través del perfil de citoquinas que
encuentran en su entorno estos LT se diferencian en distintas subpoblaciones de linfocitos Th. IL:
interleuquina; DC: Células dendriticas; GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos-
macrdfagos; TGF-f: factor transformante del crecimiento tipo beta; TNF: factor de necrosis

tumoral; IFN-y: interferén gama.
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Uncaria tomentosa (Ufia de Gato), cancer, linfocitos y citoquinas

Estudios previos en ratones Balb/c sanos tratados con un extracto hidroalcoholico
(1:1) de UT con un contenido de alcaloides totales de 29,1mg/g (1%) colectado
en Cruzeiro do Sul, Brasil, demostraron que en el rango de 125 a 1250mg/kg no
existia toxicidad; que existia un incremento en el namero relativo de linfocitos
luego de 28 dias de tratamiento; que se incremento el porcentaje de LT CD4+
activados y hubo una tendencia al incremento de LT inmaduros CD4+CD8+
(125mg/kg y 500mg/kg de UT) y que se incremento el porcentaje de LB virgenes
(CD45RA+) (1250mg/mL de UT); sin embargo hubo wuna disminucion
significativa de los LT CD8+ a 1250mg/kg de UT. En relacion a la produccion de
citoquinas Th1/Th2, los resultados demostraron que los esplenocitos de estos
ratones tratados con 100 y 500ug/mL de UT de manera dosis-dependiente
disminuyeron los niveles de IL-2 e IFN-y (citoquinas tipo Th1) e incrementaron
los niveles de IL-4 e IL-5 (citoquinas tipo Th2), es decir en este caso el extracto
de UT induce una polarizacion de tipo Th2 en los LT (96). Esta misma
polarizacion Th2 fue demostrada con el mismo extracto pero en un modelo de
diabetes murina inducida por estreptozotocina donde en el rango de dosis de 100 —
400 mg/kg se logro estabilizar los valores de LT CD4+ y CD8+, se incremento el
numero de Treg y se indujo una respuesta Th2 con niveles incrementados de I1L-4

y IL-5 (97).

Por otro lado, es sabido que IL-12 cumple un rol central en el sistema inmune no
solo porque aumenta la actividad citotoxica de LT y NK y porque regula la
produccion de IFN-y sino también porque tiene la capacidad de promover el

desarrollo de linfocitos Thl. Aunque con otra especie de Uncaria, la U.
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rhynchophylla, Bae WK et al, demostraron que las DC maduradas con el
triterpeno, acido uncarinico 0,2uM (URC) e IFN-y eran capaces de mejorar no
solo la produccion de IL-12 sino también la proliferacion de LT indicando que el
URC induce una potente actividad presentadora de antigenos y direccionamiento

hacia linfocitos Th1 productores de IFN-y (87).

Luego de analizar todas las evidencias sobre la capacidad inmunoestimulante e
inmunomoduladora de UT se puede hipotetizar que seria un excelente candidato
para combatir enfermedades infecciosas y cancerigenas debido a que los dafios
oxidativos e inflamatorios estdn estrechamente ligados en el proceso de
carcinogénesis por tanto los compuestos con actividad antiinflamatoria pueden
inhibir el estrés oxidativo y los que tienen actividad antioxidante pueden inhibir
los procesos inflamatorios (14).

En nuestro caso la contribucién al conocimiento basico de las propiedades
inmunoldgicas de un producto natural de la medicina tradicional peruana podria
ayudar a sentar las bases para estudios clinicos donde se puedan evaluar estas
propiedades en condiciones reales tanto en sujetos sanos como con afecciones
particulares como las infecciones o el cancer. Ademas, de este estudio se rescata
el estudio de las células inmunocompetentes sin estimulos que alteren su funcion
biolégica per se como por ejemplo el uso de agentes estimulantes como LPS
utilizado por la mayoria de estudios, ya que en condiciones fisiologicas o
patolégicas como el cancer, las células no se encontrardn con este tipo de
estimulos. Una consecuencia de lo anterior seria la prevencion o solucion
aquellas condiciones donde se vean implicados elementos del sistema inmune.

Finalmente, el uso alternativo con tratamientos convencionales puede reducir los
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costos de tratamiento en favor de los usuarios potenciales, por tanto se espera que
este  estudio contribuya a futuros estudios en el campo de la medicina

convencional y alternativa.

36



2.

HIPOTESIS

El tratamiento con un extracto hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa, el cual

contiene 5,03% de alcaloides oxinddlicos totales (UT-TOA) produciré:

Una baja actividad citotdxica, un incremento en la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ROS) y una polarizacion M1 en macréfagos de
humanos sanos.

Un incremento de las poblaciones linfocitarias, células dendriticas y
citoguinas inmunoestimuladoras a nivel sistétmico y en el microambiente

tumoral de ratones con melanoma.
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3. OBJETIVOS

Obijetivos Generales

Determinar la inocuidad de UT-TOA en monocitos-macréfagos de
humanos sanos.

Determinar capacidad de induccion del estallido respiratorio y de
polarizacion M1/M2 en monocitos-macréfagos de humanos sanos tratados
con UT-TOA.

Evaluar la respuesta de células inmunocompetentes y sus citoquinas en
sangre periférica y/o en el microambiente tumoral de ratones con

melanoma tratados con UT-TOA.

Objetivos Especificos

Determinar el valor de IC50 para la viabilidad celular, la actividad de la
lactato deshidrogenasa para la citotoxicidad y el nivel de
apoptosis/viabilidad por citometria de flujo en monocitos-macrofagos
humanos tratados con UT-TOA.

Medir el estallido respiratorio o produccibn de ROS por
quimioluminiscencia en monocitos-macrofagos humanos luego del
tratamiento con UT-TOA.

Medir la expresion relativa de RNA mensajeros y/o proteinas de
citoguinas, quimioquinas y receptores relacionados con la polarizacion
M1/M2 luego del tratamiento de monocitos-macréfagos humanos con

UT-TOA.
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e Medir los porcentajes de linfocitos T activados o no, natural Killer, NKT,
células dendriticas y citoquinas inmunoestimulantes en sangre periférica

y/o en el microambiente tumoral de ratones con melanoma tratados con

UT-TOA.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Sujetos de investigacion humanos

Para los diferentes ensayos se obtuvieron muestras de 26 donantes
voluntarios sanos de ambos sexos, con edad promedio de 30,6 afios. Las
muestras se han utilizado en grupos para distintos ensayos (Tabla 3). Las
muestras de donantes franceses fueron obtenidas del Banco de Sangre del
Centro Hospitalario Universitario (CHU), Hospital Rangueil, Toulouse,
Francia. En el caso de los donantes peruanos, estos provinieron del Banco
de Sangre del Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins y se
obtuvieron muestras de sangre pre-aféresis de los donantes voluntarios
sanos para evaluar la seronegatividad a ciertas infecciones y los recuentos
celulares como se sugiere en los valores referenciales de la tabla 2.

Tabla 2. Descarte seroldgico de infecciones y recuentos celulares

Infecciosas Resultado Recuentos Valores Absolutos
normal celulares Normales
(miles/ulL)

Hepatitis B Plaquetas 150-500

Hepatitis C Leucocitos 45-10

HIV Ab + Ag Neutrofilos 1,53-7,40

Sifilis Linfocitos 0,94 - 4,80

No

Enfermedad de reac;uvo Monocitos 0,09-0,8

Chagas Negativo

HTLV Eosinéfilos 0,04-04

Core Basofilos 0,01-01

Acidos nucleicos

HIV, HepatitisBy C
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Referencia: https://es.wikipedia.org/wiki/Leucocito

Luego de conocer los resultados de la serologia y el recuento celular de los
donantes para la aféresis celular se les pidié un consentimiento informado,
aprobado por el Comité Institucional de Etica de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia (Ver Anexo 2) para donar sus leucocitos obtenidos
como productos de desecho luego de una aféresis sustitutiva realizada
como parte de la rutina para obtencion de plaquetas en un Banco de
Sangre. Los sujetos excluidos fueron aquellos que mostraron:
enfermedades o infecciones agudas, inmunosupresion o transplante de
organos, enfermedades inflamatorias cronicas, cirugias recientes, trauma,

eventos cardiovasculares y embarazo o lactancia.

Tabla 3. Caracteristicas de donantes voluntarios humanos

Caodigo n | Procedencia | Ensayo
M1,M3,M4,1106, 07 Perd MTT
AGS,LVL,MJH
M4,1106,LVL,MJH, 1107, | 06 Perd LDH
M2,1106|‘>|,:2LFi/L,1107 04 Perd Apoptosis
F1-F11 11 Francia ROS
F12,F13 02 Francia gRT-PCR
M2,AGS,ANS,DMAMLG | 05 Per( Citometria
1106,1107,AGS 03 Per( CBA
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4.2. Sujetos de investigacion animales
Ratones hembras 0 machos de la cepa C57BL/6 de 6 semanas de edad con
pesos entre 20-25g fueron usados. Los ratones se mantuvieron en el
bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Los animales fueron

mantenidos a 22%1°C con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas y

recibieron alimento balanceado y agua ad libitum. La ejecucion del
proyecto fue aprobada por el Comité Institucional de Etica para el Uso de
Animales CIEA de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, con el
cddigo de inscripcion 56290 y 62867. En todos los casos el vehiculo
diluyente y las distintas dosis del extracto de UT-TOA fueron
administradas por sonda gastrica. En todos los casos cada grupo contaba
con 10 animales; sin embargo, por cuestiones de manipulacion y por la
misma induccién del tumor algunos ratones murieron antes de tiempo y no
fueron incluidos. En el caso de las muestras de sangre sol6 se pudo obtener
cantidad suficiente para el CN por lo que se tuvo que hacer pooles para los
otros grupos debido a la escasa cantidad de sangre, mientras que en el caso
de los tumores se usé el tumor de cada animal (Ver Tabla 04). Todos los
experimentos con animales fueron desarrollados de acuerdo a Principles of

Laboratory Animal Care (Publicacion NIH 85-23, revisado en 1985).

Tabla 4. Grupos de estudio segun disefio experimental

Sangre periférica CN M-S UT-TOA50 UT-TOA500 | UT-TOA1000
(PBMC) (n) (n) (n) (n) (n)
LT 02 03 02 02 03
CD4/CD8/CD44
Citoquinas 03 03 02 03 03
(Th1/Th2)
Microambiente --- M-T UT-TOA100 | UT-TOA500 | UT-TOA1000
(MTMC) (n)
LT 04 03 05 05
CD4/CD8/CD69
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LT(CD3+); NK; 02 02 04 03
NKT
DCm/DCp 06 09 07 05
Citoquinas 06 08 07 05
(Th1/Th2/Thl7 e
Inflamatorias)

CN= Control sin melanoma; M-S= Control con melanoma y sin UT-TOA para sangre (3 pooles por cada 3
animales); UT-TOA= Con melanoma mas dosis de 50 — 1000 mg/kg; Para 50 y 500mg/kg= 2 pooles por
cada 3 animales; Para 1000mg/kg=3 pooles por cada 3 animales; M-T= Control con melanoma y sin UT-
TOA para tumor individuales por raton. LT= Linfocito T; PBMC= Células mononucleares de sangre
seriférica; MTMC= Células mononucleares del microambiente tumoral; NK= Linfocitos natural killer;
NKT= Linfocitos NKT; DCm y DCp= Células dendriticas mieloides y plasmacitoides.

4.3.Preparacion del extracto de UT-TOA para ensayos in vitro
El extracto de UT-TOA, obtenido de la decoccion de la corteza de Uncaria
tomentosa fue donado por la empresa Peruvian Heritage SAC consistio de
un polvo marron-rojizo obtenido por atomizacion luego de la extraccion
con etanol-agua (70:30). El contenido de alcaloides oxindodlicos totales
inicialmente reportado en el afio 2012 fue equivalente a 5,03% y fue
determinado por Peruvian Heritage SAC siguiendo la metodologia de
HPLC (cromatografia liquida de alta performance) segun lo reportado por
Laus G et al y Dreiffus AA et al, quien ademas preparo una fraccion
cloroférmica siguiendo la metodologia de Ganzera M et al (1,18-20).
Brevemente, Laus G et al obtuvieron la corteza de la raiz molida de la
variedad amarillo-marron de una planta obtenida de la Provincia de
Chanchamayo, Junin-Pasco, Perd, la cual fue extraida con dioxido de
carbono supercritico y luego el extracto graso fue tratado en un sistema
acido-base. La separacion de los alcaloides se realizo en acetonitrilo-buffer
fosfato acuoso (pH 7,0) (45:55) a una velocidad de flujo de 1,3mL/min. La
temperatura de la columna fue de 80°C y la deteccion se hizo a 245nm. La
acumulacién de presion tipica fue de 55bar. Los cromatogramas fueron

desarrollados con etil acetato-hexano (9:1) y los “spots™ fueron detectados
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con luz UV a 254nm. Se utilizaron soluciones estandar stock de
pteropodina (pureza > 98%), isopteropodina (70%) y especiofilina (40%).
De estas mezclas enriquecidas se obtuvieron los isomeros puros para ser
usados como estandares. Para la preparacion de las muestras, la corteza de
la raiz (1000g) se molié finamente y se filtro con 20mL de metanol-agua-
acido clorhidrico 1,2M (50:50:1) por 1h a 20°C vy el extracto fue decantado
y filtrado, este procedimiento se repitio 4 veces y los extractos combinados
fueron diluidos a un volumen final de 100mL. Se tomaron alicuotas
diluidas 1/5 en buffer fosfato acuoso, se filtraron y se desgasificaron antes
de la inyeccion en el HPLC. Mediante esta metodologia se logrd
identificar la presencia de los alcaloides: Pteropodina, Isopteropodina,
Especiofilina, Uncarina F, Mitrafilina e Isomitrafilina (18).

En el presente estudio, para su uso en los ensayos experimentales se
pesaron 50mg del polvo fino del extracto hidroalcohélico donado por
Peruvian Heritage SAC y se disolvieron en 1mL de DMSO
(dimetilsulféxido) luego se completo con medio SFM hasta 10mL
obteniendo una concentracion stock de 5mg/mL similar a lo realizado por
Bors M et al con algunas modificaciones (98); se realizo la esterilizacion
con filtros de 0,22um y la solucion obtenida fue alicuotada (50 y 100ul) y

almacenada a -70 °C hasta su uso.

4.4. Preparacion del extracto de UT-TOA para los ensayos in vivo
Se utilizo el mismo extracto indicado en 4.3 con la diferencia que la

solucion stock de UT-TOA se preparo pesando 30 g del polvo, el que se
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agreg0 a un matraz de 5L estéril y se diluyé en un 1L de agua bi-destilada
estéril, dejando hervir la mezcla por 30 minutos para luego dejar reposar.
Una vez enfriada la mezcla se decantd, se filtr6 dos veces en papel
Whatman N°3 y finalmente se microfiltr6 en cabina de flujo laminar con
un filtro de 0,22 um. Se prepararon alicuotas de 5 mg/mL a partir de las
que se prepararon las dosis a evaluar y todas se guardaron a -20°C hasta su

uso.

4.5. Obtencion de monocitos-macrofagos humanos adherentes

A partir del producto leucocitario obtenido de los donantes voluntarios, los
leucocitos se mezclaron en partes iguales con PBS pH7,2 estéril; esta
mezcla se agreg6 en un tubo conteniendo histopaque 1,077mg/mL a la
relacién 1:2 (histopaque:leucocitos) y se centrifugd a 1800rpm durante 30
minutos al cabo de los cuales se observd una gradiente de centrifugacion.
De esta gradiente se obtuvo el anillo celular o "buffy coat™ correspondiente
a las células mononucleares de sangre periférica (PBMC), las que se
transfirieron a otro recipiente y se lavaron dos veces por centrifugacion a
2500 rpm durante 10 minutos para remover los restos de reactivo y otros
componentes de la sangre.

Las PBMC se resuspendieron en medio Macrophage-SFM (5%SFB,
1%Penicilina/Estreptomicina), Gibco y se contaron en una camara de
Neubauer para determinar la cantidad de células y su viabilidad (en todos

los casos fue >90%).
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Mediante este procedimiento se obtuvo una gran cantidad de leucocitos
(>400x10° células) por lo que se procedié a su almacenamiento por
criopreservacion en nitrégeno liquido y para los siguientes usos se hizo el
descongelamiento por lotes.

Para cada ensayo se sembraron entre 1,5 — 2,0 x 10° leucocitos/pozo en
una placa de microtitulacion y se incubaron durante 1h30min a 37°C, 5%
de CO; y 95% de humedad. Luego de la incubacién se lavaron los pozos 2
veces con sales de Haanks (HBSS+) para remover todas las células no
adherentes; mientras que las células adherentes correspondieron a los
monocitos-macrofagos (esta fraccién corresponde aproximadamente al

10% del total de leucocitos sembrados por pozo).

4.6.Evaluacion de la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT
Se utiliz6 una técnica colorimétrica que evalla la actividad metabolica
celular. La actividad de las enzimas oxido reductasas celulares
dependientes de NAD(P)H pueden reflejar el numero de células viables
presentes. Estas enzimas reducen el colorante tetrazolium o MTT
(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolium) a una
sustancia insoluble denominada formazan que produce un cambio en la
coloracion del medio de cultivo en el que estaban creciendo los monocitos-
macrofagos humanos a una tonalidad violacea; mientras que en el caso de
los monocitos-macréfagos humanos no viables estos no degradaran el
colorante y no colorearan el medio de cultivo. Bajo estas condiciones fue

posible medir por espectrofotometria la intensidad de color del medio en el
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que se encontraban las células y determinar la viabilidad de las mismas, lo
que nos llevo, utilizando las lecturas de absorbancia a determinar el valor
de la concentracion inhibitoria que causa la muerte del 50% de las células
(IC50); sin embargo, el extracto UT-TOA presenta una fuerte coloracién
rojo-vino debido al contenido de sus distintos metabolitos y a pesar de que
se usan distintas concentraciones diluidas estas muestran ain una
coloracion oscura (sobretodo a concentraciones altas), la que se intensifica
con la coloracion violacea del MTT. Es decir, en esta técnica en particular
hay un “efecto colorimétrico”, observado a las concentraciones mas altas,

al momento de realizar las lecturas espectrofotométricas (Figura 10).

Monocitos-Macrofagos

Figura 10. Efecto colorimétrico de UT-TOA.

Se sembraron por triplicado monocitos-macréfagos (0,15x10°) tratados o no con UT-
TOA (6,25 — 400ug/mL) y por quintuplicado recipientes sin células y que sélo recibieron
-UT-TOA (6,25 — 400ug/mL), luego se incub6 la placa por 24h, 37°C y 5% CO, para
realizar el ensayo de MTT. Se muestra la placa antes de realizar la lectura en el
espectrofotometro. UT-TOA= Extracto hidroalcoholico de Uncaria tomentosa con 5,03%
de alcaloides oxinddlicos totales; CN = Control negativo sin tratamiento.
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Inicialmente este “efecto colorimétrico™ generaba un falso incremento de la
viabilidad celular de manera dosis-dependiente, es decir a concentraciones
altas habia mayor intensidad de la coloracion lo que se traducia en una
mayor viabilidad que no era consistente con otros ensayos como la

medicion de la actividad de la LDH o el ensayo de apoptosis (Figura 11).

500+
400+
300+

200+

% Actividad

1004

1.0 1.5 2.0 25 3.0
Log [UT-TOA ug/mL]

Figura 11. Determinacion de 1C50 de UT-TOA por el ensayo de MTT con efecto
colorimétrico.

Gréfica representativa del promedio de 07 muestras cada una por triplicado de monocitos-
macrofagos adherentes (0,15x10° células/pozo) tratados con UT-TOA (6,25 — 400ug/mL)
durante 24h. La formacion de cristales de formazan disueltos en isopropanol-HCI generd
una coloracién violacea que fue medida a 578nm. La gréafica representa una regresion no
linear sigmoidal de tipo dosis-respuesta donde: % Actividad= Actividad sobre la
viabilidad celular de la muestra comparada a la viabilidad del control negativo (CN) cuya
absorbancia representa el 100%; Log (UT-TOAug/mL) = Logaritmo de base 10 de las
concentraciones de UT-TOA (6,25 — 400ug/mL); 1C50 = Antilogaritmo de Log de la
concentracién que produce el 50% del incremento de la viabilidad celular. Cada punto
representa el promedio * error estdndar de la media. UT-TOA = Extracto hidroalcohélico
de Uncaria tomentosa con 5,03% de alcaloides oxinddlicos totales.

Por lo tanto, para corregir este efecto se procedid a correr paralelamente a
las muestras de monocitos-macréfagos tratados con las distintas
concentraciones de UT-TOA, recipientes conteniendo las mismas
concentraciones de UT-TOA pero sin muestras celulares. Finalmente, las

absorbancias de los recipientes que recibieron solo UT-TOA fueron
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restadas a las absorbancias de los recipientes que tenian células y ademas

UT-TOA (Fig. 10).

Procedimiento del ensayo de MTT

Se cultivaron por triplicado, en una placa fondo plano transparente de 96
pozos, muestras de 07 donantes (0,15 — 0,20 x 10° monocitos-
macr6fagos/pozo) obtenidos segun el procedimiento 4.5 en un volumen de
180uL de medio Macrophage-SFM Yy se trataron con 20uL del extracto de
UT-TOA en un rango de concentraciones finales entre 6,25 — 400ug/mL
durante 24h. Los controles negativos (CN) celulares no recibieron el
extracto de UT-TOA vy solo se les agregd 200uL del medio Macrophage-
SFM, GIBCO. Nota: Adicionalmente, se usaron por quintuplicado pozos
sin células (180uL de medio Macrophage-SFM), los que recibieron 20uL
del extracto de UT-TOA (6,25- 400ug/mL). Los controles negativos (CN)
de este grupo no tenian células ni recibieron el extracto de UT-TOA y sélo
se les agregd 200uL del medio Macrophage-SFM, GIBCO.

Se prepar6 una solucion estéril de MTT (5mg/mL) en buffer PBS pH 7,2.
Se agreg6 a cada pozo 15uL de MTT.

Se incubd la placa a 37°C, 5% CO; durante 3-4 horas.

Se agregd 100uL de Isopropanol-HCI 0,04N por pozo.

Se solubilizaron los cristales de formazan por pipeteo.

Se midi6 la absorbancia a 578nm en un lector de ELISA LisaScan EM,
Erba. Calculo de resultados

Se resto el promedio de absorbancias del quintuplicado del CN del grupo

sin células y sin UT-TOA a los valores de absorbancia promedio de cada
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concentracion de UT-TOA utilizada obteniendose solo la absorbancia de
UT-TOA (absorbancia corregida). Finalmente, se resto la absorbancia
promedio corregida de cada concentracion de UT-TOA a los triplicados de
las respectivas absorbancias de las muestras celulares tratadas con cada
concentracion de UT-TOA.

Para obtener el valor de IC50 las absorbancias de los triplicados fueron
transformadas en porcentajes de actividad, tomando la absorbancia del
control negativo (CN) como la actividad de 100% y por regla de tres
simple se calcularon los porcentajes de actividad de las muestras a partir
de sus absorbancias.

Las concentraciones se transformaron a unidades logaritmicas de base
diez.

Para obtener el valor de IC50 se realizo una regresion no linear con una
curva de fijacion de dosis-respuesta sigmoidal en el programa GraphPad
Prism version 5.00 para Mac, GraphPad Software, San Diego California

USA, www.graphpad.com. El valor de IC50 equivale al antilogaritmo del

LoglIC50 calculado por el software y se expresa en unidades de ug/mL.

4.7. Evaluacion de la citotoxicidad mediante la actividad de la lactato
deshidrogenasa (LDH)

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima citoplasmatica estable

presente en todas las células. Es rapidamente liberada al sobrenadante de

cultivo celular cuando la membrana plasmatica esta dafiada. Por lo tanto,

su presencia es una estimacion del estatus fisiolégico de las celulas y un
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buen marcador de dafio celular (99). Se utilizé el kit Cytotoxicity
Detection kit""“® (LDH), Roche Applied Sciences, Germany para realizar
el ensayo enzimatico. En el primer paso NAD" se redujo a NADH/H™ por
la conversién catalizada por LDH de lactato a piruvato. En un segundo
paso un catalizador (diaforasa) transfiri6 H/H* de NADH/H" a la sal de
tetrazolium INT, la cual se redujo a formazan. Este es un ensayo
colorimetro en el cual la intensidad de color de la reaccion fue
directamente proporcional a la actividad de la LDH y por tanto a mayor
actividad mayor muerte celular y a la inversa. A diferencia del ensayo de
MTT en este ensayo no se observo un “efecto colorimétrico”
probablemente porque la accién catalizadora de la "mezcla de reaccion”
usada en el ensayo neutralizo la coloracion natural de UT-TOA, no siendo
necesario restar las absorbancias de los pozos que tenian s6lo UT-TOA a
los recipientes que contenian células y UT-TOA (Figura 12); sin embargo,
si se resto a los recipientes de ensayo la absorbancia del grupo control
negativo (CN) sin células y sin UT-TOA (control de ruido o background)

para corregir el efecto del medio de cultivo.
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Monocito-macroéfagos Sélo
¥ UT-TOA

Figura 12. Ausencia de efecto colorimétrico de UT-TOA.

Se sembraron por triplicado monocitos-macréfagos (0,15x10°) tratados o no con UT-
TOA (6,25 — 400ug/mL) y por triplicado recipientes sin células y que sélo recibieron o
no UT-TOA (6,25 — 400ug/mL), luego se incubd la placa por 24h, 37°C y 5% CO, para
realizar el ensayo de LDH. Se muestra la placa antes de realizar la lectura en el
espectrofotometro. UT-TOA= extracto hidroalcoh6lico de Uncaria tomentosa con 5,03%
de alcaloides oxinddlicos totales; CN = control negativo con o sin células y sin
tratamiento; LDH= lactato deshidrogenasa.

Procedimiento del ensayo de LDH

Se cultivaron por triplicado, en una placa fondo plano transparente de 96
pozos, muestras de 06 donantes distintos (0,15 — 0,20 x 10® monocitos-
macrofagos/pozo) obtenidos segun el procedimiento 4.5 en un volumen de
180uL de medio Macrophage-SFM Yy se trataron con 20uL del extracto de
UT-TOA en un rango de concentraciones finales entre 6,25 — 400ug/mL
durante 24. Los controles negativos (CN) no recibieron ningun extracto de
UT-TOA vy solo se les agreg6 200uL del medio Macrophage-SFM,

GIBCO.
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Luego de la incubacion se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo y se
ensayaron de inmediato o se almacenaron a -70°C para su posterior
ensayo.

En una placa fondo plano transparente de 96 pozos se agregaron por
triplicado controles negativos sélo con 80uL de medio de cultivo y ademas
80uL de cada uno de los sobrenadantes de las muestras de UT-TOA a
evaluar.

Se agregaron 80uL a cada pozo del reactivo "Mezcla de Reaccion”. Nota:
se preparo haciendo una dilucion 1/45 del catalizador con la solucion
colorante.

La placa se incubd durante 30 minutos a 15°-20° C y en oscuridad.

Se midio la absorbancia a 492nm en un lector de microplacas LisaScan
EM, Erba.

Calculo de resultados

Se resto las absorbancias de los controles de ruido (CB) a los valores de
absorbancia de cada CN y concentracién de UT-TOA.

Se realizaron gréficas de la actividad de LDH a 492nm versus el CN vy las
concentraciones finales de UT-TOA (6,25 — 400ug/mL).

Los resultados se interpretaron en base a la actividad de la LDH, es decir,
a mayor incremento de la produccion de Formazan (mayor absorbancia)
mayor efecto citotdxico.

Para considerar un incremento de la actividad de la LDH, este debi6 ser

estadisticamente significativo comparado con el CN.
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4.8. Medicion de apoptosis con tincion con el colorante 7-
aminoactinomicina D (7-AAD) por citometria de flujo
El 7-AAD es un colorante fluorescente derivado de la actinomicina D que
selectivamente se une a regiones de GC en el DNA. Frecuentemente se usa
para colorear y excluir células muertas por citometria de flujo. También
permite distinguir entre células viables y apoptoticas o muertas a partir de
su penetracion o no por la membrana celular, por tanto la intensidad de
fluorescencia se incrementa proporcionalmente a la apoptosis celular;
mientras que en células viables no hay emision de fluorescencia. El 7-
AAD ha demostrado ser comparable a Anexina V desde la fase de
apoptosis temprana e incluso puede reemplazar al ioduro de propidio
(100).
Procedimiento del ensayo de 7-AAD
Se cultivaron por triplicado, en una placa fondo plano transparente de 24
pozos, monocitos-macréfagos de 04 donantes (0,15 — 0,20 x 10°
monocitos-macrofagos/pozo) obtenidos segun el procedimiento 4.5 en un
volumen de 540uL de medio Macrophage-SFM vy se trataron con 60ul de
distintas concentraciones del extracto de UT-TOA durante 24 y 48h. Los
controles negativos no recibieron ningun extracto y solo se les agrego
600uL del medio Macrophage-SFM, GIBCO. Nota: Se evalu6 un rango
de concentraciones finales comprendido entre 6,25 a 400ug/mL a partir de
una solucion stock del extracto UT-TOA de 5mg/mL.
Luego de la incubacion se lavd la placa 2 veces con sales de Hanks

(HBSSH).
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Se agreg6 a cada pozo 1mL de PBS pH 7,2 frio (PBS-/-).

Se coloco la placa sobre un recipiente con hielo y se procedio a
resuspender el PBS-/- durante 30-60s con la ayuda de una micropipeta.
Con una paleta tipo “cell scraper” se procedio a raspar la superficie del
pozo para remover los monocitos-macréfagos adherentes.

Las células resuspendidas en el PBS-/- fueron trasvasadas a tubos de
citometria conteniendo 1mL de PBS-/- frio.

Los tubos fueron centrifugados a 1500rpm durante 5 minutos.

Se descarto el sobrenadante.

El sedimento celular fue resupendido en 100uL de 7-AAD diluido en PBS
con 1% Suero Fetal Bovino (PBS 1% SFB). Nota: Para cada tubo de
citometria se usaron 5uL de 7-AAD y 95uL de PBS 1% SFB (dilucion
1/20 del stock).

Los tubos se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente y
protegidos de la luz.

Se realizé la adquision de 15000 eventos en el canal FL3 de un citdbmetro
de flujo FACSCalibur (BD Biosciences).

Los resultados se interpretaron en base a la incorporacion o no del
colorante, siendo las células viables 7-AAD negativas y las células
apoptoticas 7-AAD positivas para la emision de fluorescencia.

La data fue almacenada en archivos FSC y analizada en el software

FlowJo vX.0.7.
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4.9. Medicién de la produccion de especies reactivas del oxigeno
(ROS)

El estrés oxidativo representa un imbalance entre la produccion de
ROS/RNS (especies reactivas del oxigeno y del nitrogeno) y la capacidad
del sistema bioldgico de detoxificar los intermediarios reactivos o de
reparar el dafio resultante. En condiciones normales ROS esta reducido a
agua. Por esta razén las células estan protegidas contra el estrés oxidativo
por una cadena interactuante de enzimas antioxidantes. Disturbios en el
estado redox normal de los tejidos puede causar efectos tdxicos sobre la
célula que la pueden conducir a la muerte celular (101). ROS es
considerado perjudicial para la célula; sin embargo, también tiene roles
importantes en la regulacién de vias de sefializacion y expresion de genes,
en la diferenciacion de monocitos a macréfagos, asi como también en la
eliminacién de microorganismos invasivos capturados por el macrofago, a
través de superdxido (O%) por ejemplo (102).

Los agentes estimulantes que se usan comunmente son PMA (forbol
miristato), que activa la via de la PKC e induce la produccion endégena de
superdéxidos (ROS); ZNO (zymosan), obtenido de la pared celular de
Saccharomyces cerevisae, que activa a los macrofagos via TLR2 y
Dectina-1 y fMLP, un péptido quimiotactico que induce el estallido
metabolico, aumento de la velocidad respiratoria, secrecion de enzimas

lisosomales y produccion del anion superdxido (103).
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Procedimiento del ensayo de ROS

Se cultivaron por triplicado, en una placa fondo plano de color blanco de
96 pozos, 11 muestras de monocitos-macréfagos humanos (0,15 — 0,20 x
10° monocitos-macréfagos/pozo) obtenidos segin el procedimiento 4.5 en
un volumen de 180uL de medio Macrophage - SFM y se trataron con
20uL del extracto de UT-TOA en un rango de concentraciones finales
entre 0,01 — 25ug/mL durante 2h de tratamiento y adicionalmente 24, 48 y
72h de cultivo y en otro ensayo independiente se evallo el rango de 6,25 —
150ug/mL durante 24 y 48h de cultivo, al cabo de los cuales se midié la
produccion de ROS. En todos los casos los controles negativos (CN) no
recibieron UT-TOA, ni estimulo (PMA o ZNO o fMLP) alguno soélo
200uL del medio Macrophage-SFM, GIBCO. Nota: Los rangos indicados
se utilizaron con el objetivo de encontrar la(s) concentracion(es) que
incremente(n) la produccion de ROS, para de esta manera proseguir con el
resto de ensayos en los que no era posible evaluar rangos amplios de
concentraciones debido a la demanda de material.

Se aspir6 y lavo el contenido de cada pozo 2 veces con sales de Hanks
(HBSS+).

Se agregé 150uL de HBSS+ a los controles negativos (CN), sin
tratamiento (NT) y con UT-TOA y 120uL de HBSS+ al resto de pozos.

Se agreg6 30uL de luminol (60uM) a todos los pozos.

Se agreg6 30uL de PMA (100nM) o ZNO(50ng/mL) o fMLP(1uM)

(controles positivos de produccion de ROS), respectivamente, excepto a
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los controles negativos (CN). La lectura es inmediata y los controles
positivos son los estimulos.

o Esquema del ensayo de ROS:

PMA ZNO fMLP

NT OQO 000 000 00
@ PP OO0 00O 0O

Se hizo la lectura de la emisién de quimioluminiscencia durante 1h 30min
en un equipo de quimioluminiscencia EnVision Multilabel Reader (Perkin
Elmer, France) y se obtuvieron valores de unidades de
quimioluminiscencia por cada minuto.

La data se analiz6 en Excell y GraphPad Prism version 7.0 for Mac y
representa la media de las lecturas de quimioluminiscencia durante
1h30min versus los distintos grupos de evaluacion. Los resultados de la
produccion de ROS fueron previamente normalizados debido al “efecto
colorimétrico” del extracto de UT-TOA para lo cual se representd
graficamente la relacion entre las lecturas de quimioluminiscencia de las
células que fueron tratadas o no con UT-TOA y recibieron o no estimulos
y las lecturas de quimioluminiscencia de células tratadas o no con UT-

TOA pero que no recibieron estimulo (NS).

Cultivo de Candida albicans para ensayos de ROS:

Se contaron con cepas de laboratorio de C. albicans almacenadas a -20°C .
Nota: La cepa de C. albicans fue donada amablemente por la Dra. Agnés

Coste, Director del Laboratorio de Macréfagos y Receptores Nucleares en
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Inflamacion e Infeccion de la Facultad de Ciencias Farmaceéuticas,
Universidad Paul Sabatier, Toulouse, Francia.

Luego de descongelar las cepas se agregé 200uL de la suspension gota a
gota sobre placas Petri conteniendo agar Sabouroud y con la ayuda de
unas perlas de vidrio se sembré por toda la superficie de la placa.

Las placas se cultivaron a 37°C durante 24h y 48h.

Se recupero una alicuota del cultivo de las levaduras y se agrego a 1mL de
HBSS+

Se hizo una dilucion 1/100 en HBSS+ y se cargo 10uL a una camara de
Neubauer para el conteo.

Se realizaron los calculos para obtener una proporcion de monocitos-
macréfagos:C. albicans de 1:3, por ejemplo 0,15x10° a 0,45x10°. Todo
por triplicado como se indica en 4.9 y en el esquema del ensayo de ROS.
Finalmente se siguieron exactamente los pasos del procedimiento 4.9 a
diferencia que en lugar de los estimulos (PMA, ZNO o fMLP) se utilizd
C. albicans

Los monocitos-macréfagos (0,15 — 0,2 X10°%) de 02 donantes fueron
tratados previamente con la concentracion final de 25ug/mL de UT-TOA

durante 24h a 37°C, 5% CO, y 98% de humedad.

4.10. gRT-PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
cuantitativa)
Mediante esta técnica se evaluo la expresion relativa del RNA mensajero

(RNAm) de genes de moléculas que determinan la polarizacion
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transcripcional de monocitos-macrofagos tratados con UT-TOA con
respecto al RNAm de un gen housekeeping o constitutivo. Para tal fin, se
realizo el procedimiento previamente estandarizado por el Laboratorio de
Macrofagos y Receptores Nucleares de la Facultad de Farmacia,
Universidad Paul Sabatier, Toulouse Ill, Francia. Este procedimiento
estandarizado se describe en las publicaciones de los investigadores del
laboratorio como Aubouy A, Lefévre L, Olagnier D y Coste A (104-106)
y ha sido realizado en un equipo LightCycler 480 system (Roche
Diagnostics) usando LightCycler SYBR Green | Master (Roche
Diagnostics). Los primers fueron disefiados por los analistas del
Laboratorio utilizando el software Primer 3 y son listados en el Anexo 01.
El RNAm de B-actina fue usado como control invariante o housekeeping.
Se usaron un pool de muestras de DNAc diluidas serialmente como
estandares externos en cada corrida para la cuantificacion y los resultados
fueron expresados como veces de induccion relativa respecto al control
invariante.

Los monocitos-macrofagos de 02 donantes, luego del tratamiento por
triplicado con UT-TOA (25ug/mL, concentracion final) durante 6h o 16h,
fueron sometidos a un proceso de lisis celular para la obtencion del
material genético. A partir de este material se procedio a realizar un RT-
PCR en dos pasos (107) donde primero se convertié el RNA a DNA por
una transcripcion reversa, luego con la ayuda de primers o cebadores
especificos de los genes a medir, se hiz6 una reaccién de PCR que llevo a

la cuantificacion de este material genético en un equipo LightCycler 480
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system (Roche Diagnostics) usando LightCycler SYBR Green | Master

(Roche Diagnostics) (108).

Procedimiento del ensayo de gRT-PCR

4.10.1. Obtencion de monocitos-macrofagos adherentes y tratamiento
con UT-TOA

e Se utilizaron leucocitos provenientes 02 donantes, los que fueron
obtenidos segun el procedimiento 4.5. En este caso los monocitos-
macréfagos fueron cultivados por triplicado en placas de 48 pozos a razén
0,45x10° células/pozo y un grupo fue tratado con 60uL de UT-TOA a la
concentracion de 25ug/mL, mientras que el otro grupo (control negativo
CN) no recibi6 el tratamiento, en su lugar se completo con 60uL de medio
de cultivo SFM.
Las células fueron tratadas por 6h o 16h con UT-TOA, luego fueron
lavadas 1 vez con HBSS+, se les agregd 350uL/pozo de solucion de lisis

(RLT) y se almacenaron a -70°C.

4.10.2. Extraccion de RNA
Se utilizo el kit extraccion EZ-10 Spin Column Total RNA Minipreps
Super Kit (Bio Basic) y se siguieron estrictamente las instrucciones del
fabricante, brevemente.
Se descongelaron las células lisadas con la solucién RLT.

Se agregaron 350uL de etanol al 70% y se homogenizo.
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La solucién se coloco en columnas de extraccion y se centrifugd 1min a
8000rpm.

Se elimino el liquido que atravesd la columna y se agregé 500uL de
tampon de lavado (RW) y se centrifugé 1min a 8000rpm.

Se elimino el liquido que atraveso la columna y se agregé 500uL de
soluciéon RPE de lavado (RW) y se centrifugd 1min a 8000rpm.

Se elimin6 el liquido que atravesd la columna y se centrifugd 1min a
8000rpm.

Las columnas se colocaron en tubos de 1,5mL, se les agregd 30uL de agua
estéril libre de RNAsas y se colocaron 2min en un bafio maria seco a 50°C.

Se centrifugd 1min a 8000rpm y el RNA se almacend a -80°C.

4.10.3.  Transcripcion reversa

La sintesis del DNA complementario (DNACc) fue realizada a partir de
RNA total (un minimo de 100ng) usando el kit Verso cDNA — Thermo
Scientific, siguiendo estrictamente las instrucciones del fabricante (109).
El producto de la transcripcion reversa fue alicuotado y almacenado a -
80°C.
Para cada muestra se preparo un mix con los siguientes reactivos:

o 5X cDNA buffer 4uL

o dNTP 2uL

o RNA primer (oligodT)  1uL

o RT enhancer 1luL
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o Verso enzyme luL

o H.0 miliQ gsp 6uL
Se mezcld todo excepto la enzima 'y se vortexeo.
Se agregd la enzima y se mezcl6 con micropipeta.
A cada tubo se le agregd 15uL del mix y 5uL de RNA previamente
vortexeado y centrifugado (spin).
Se centrifugaron los tubos y se realiz6 la transcripcion reversa en un
termociclador Gene Cycler™ Thermal Cycler, Bio-Rad, siguiendo las
siguientes condiciones:

o Incubacion: 30min a 42°C/Inactivacion: 2min a 95°C

4.10.4. Diluciones del DNAcy RT-PCR
Se hicieron diluciones seriadas (1/5, 1/10, 1/20, 1/50) del DNAc para
hacer una curva estandar que muestre la linealidad y la eficiencia del
ensayo.
Las muestras de DNA se diluyeron 1/10.
Los primers sentido y anti-sentido se diluyeron 1/20 y se usaron a una
concentracion final de 0,5uM.
Se prepard un mix de primer para cada gen teniendo en cuenta que se las
muestras de los grupos de tratamiento con o sin UT-TOA, agua como
control y diluciones seriadas del DNAc de todas las muestras juntas
(muestras+H,0+Diluciones DNAC):

o SYBR (Syber Green) 3uL

o Primer R (sentido) luL
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o Primer L (anti-sentido) luL

o H,0 milig 3uL
Se agregaron en una placa para RT-PCR 8uL del mix de primers
(incluyendo el primer de referencia de B-actina) y 2uL de la muestra,
control de agua y diluciones de DNAc.
Se cubrid la placa con cinta adhesiva, se centrifugd a 1200rpm durante
Imin y se colocd en un equipo LightCycler 480 system (Roche
Diagnostics) y se corrid el programa SYBR Green | 3841l durante
1h30min.
El volumen de reaccién fue de 10uL vy los ciclos de amplificacion fueron
60 (10s a 95°C y 60s a 60°C) pero el niumero de ciclos necesarios para la
amplificacion (Cp) de la mayoria de genes estuvo entre 26 — 36.
Los datos obtenidos fueron analizados con el software del mismo equipo.
El andlisis realizado se inicio primero evaluando que el carril
correspondiente al agua (H20) no diera ninguna sefial por tratarse de un
control negativo. Luego se evalud la linealidad de la curva estandar
realizada con las diluciones del DNAc verificado que el error sea lo mas
cercano a cero y que la eficiencia se acercara a 2,0.
Se evaluo la expresion del RNAm de B-actina y sélo si este se expresaba
se continuaba con la evaluacion de los demas RNAm.
El método de analisis empleado es la cuantificacion relativa a través del
método Livak y en este caso el programa Light Cycler 480 de Roche
utiliza la formula de la segunda derivada (Abs quant/2™ Derivation Max)

para calcular directamente los valores de Cp y la concentracién que refleja

64



la expresion del RNAm (107,110). Para obtener la expresion relativa
normalizada se dividid los valores de concentracion de cada mensajero en

estudio entre el mensajero de referencia 3-actina.

4.11. Medicién por citometria de flujo de receptores de superficie en
monocitos-macrofagos humanos adherentes tratados con UT-TOA
Con este ensayo se hizo seguimiento a los cambios a nivel transcripcional
inducidos por UT-TOA de algunos genes, Yy si estos cambios se reflejaron en
la expresion de un grupo de receptores importantes no solo para la
polarizacion M1/M2 sino también para la actividad de reconocimiento de
antigenos a traves de receptores de superficie de los monocitos-macréfagos.
En este estudio se sigui6 como patrén de polarizacion M1/M2 a los
marcadores recomendados por Fadini GP et al. y Tedesco S et al. (47,111) con
algunas modificaciones, a partir de monocitos-macréfagos CD14+, es decir se
determinaron células CD14+CD68+ para M1 y CD14+CD163+ para M2
ambos son receptores tipo scavenger o “barredores” (CD68 y CD163); sin
embargo, también se evaluaron otros receptores relacionados no sélo a
polarizacibn M1/M2 sino también a la actividad de reconocimiento de
antigenos y respuesta de los monocitos-macréfagos humanos. Estos receptores
reconocen fundamentalmente estructuras de tipo carbohidrato sobre
microorganismos o células neoplasicas. En este estudio se ha medido la
expresion de CD16b (FcyRIII), un receptor que reconoce el extremo Fc de las
inmunoglobulinas IgG (usado como marcador para M1). Ademas, se midieron

Dectina tipo 1 (Dec-1); receptor de manosa (MR) o CD206 y DC-SIGN
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(Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-
Integrin) o CD209, todos ellos receptores de lectina tipo C (usados como
marcadores M2).

Para este ensayo se usaron monocitos-macrofagos humanos tratados con UT-

TOA durante 24h y luego las células se marcaron con paneles de anticuerpos

especificos para los receptores de membrana para luego proceder a la

adquisicion 'y analisis en un citometro de flujo FACS Calibur

(BDBiosciences).

Procedimiento

e Se obtuvieron monocitos-macréfagos adherentes (0,15x10° células) de 05
donantes segun el procedimiento 4.5.

e Los monocitos-macréfagos se cultivaron en placas de 24 pozos cada
muestra por triplicado (ver esquema). Donde, Controles negativos (CN) y
controles no marcados, es decir que no recibieron anticuerpos (NM)
fueron cultivados en 600uL de medio SFM; los grupos de tratamiento con
UT-TOA fueron cultivados en 540uL de medio SFM y 60uL de UT-TOA
(25ug/mL, concentracion final). La placa se incub6 durante 24 horas a

37°C, 5% de CO, y 90% de humedad.

OIOIO

@™
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Esquema de la distribucion de grupos en la placa de cultivo de monocitos-macréfagos.

e Luego de la incubacion se lavo la placa 2 veces con sales de Hanks
(HBSS+).

e Seagrego a cada pozo 1mL de PBS pH 7,2 frio (PBS-/-).

e Se coloco la placa sobre un recipiente con hielo y se procedié a
resuspender el PBS-/- durante 30-60s con la ayuda de una micropipeta.

e Con una paleta tipo “cell scraper” se procedio a raspar la superficie del
pozo para remover los monocitos-macréfagos adherentes.

e Las células resuspendidas en el PBS-/- fueron trasvasadas a tubos de
citometria conteniendo 1mL de PBS-/- frio.

e Los tubos fueron centrifugados a 1500rpm durante 5 minutos.

e Se descarto el sobrenadante.

e Se agreg6 100uL de una solucion de PBS 1%SFB conteniendo los paneles
de anticuerpos especificos a los tubos respectivos, excepto a los controles
NM.

o Panel 1: Anti-CD68-FITC; Anti-CD163-PerCP.Cy5.5; Anti-
CD14-PE
o Panel 2: Anti-CD206-FITC; Anti-CD209-APC; Anti-Dec-1-
PE; Anti-CD16-PerCP.Cy5.5
e Todos los tubos se incubaron por 30-45min en refrigeracion.
e Se agrego 1mL de PBS -/- a todos los tubos para lavarlos por

centrifugacion a 1500rpm durante 5 minutos.
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Se descarto el sobrenadante y a cada sedimento se le agreg6 200uL de PBS
1% SFB o Cell Fix (Paraformaldehido 1%).

Se realiz6 la adquision de 5000 eventos segun una plantilla estandarizada y
compensada para cado uno de los paneles utilizando un citémetro de flujo
FACSCalibur (BD Biosciences). La compensacion se realizé con el kit
CALIBRITE de BD Biosciences.

La data fue almacenada en archivos FSC y analizada en el software
FlowJo vX.0.7. En el que se determino los porcentajes de células que

presentan positividad para los marcadores indicados en los paneles 1y 2.

4.12. CBA (Cytometric Bead Array) para citoquinas relacionadas a
la polarizacion M1/M2

Mediante la técnica de citometria de flujo - CBA se evalud, en el

sobrenadante de cultivo de monocitos-macréfagos adherentes (0,15 — 0,20

x10°) de 03 donantes obtenidos segtn el procedimiento 4.5 y tratados o no

por 24h, 48h y 72h con UT-TOA (25ug/mL, concentracién final), los

niveles de las citoquinas IFN-y, TNF-a, IL-6, y IL-10.

Procedimiento

Se siguieron estrictamente las indicaciones del fabricante. Brevemente,

antes de comenzar con el ensayo:

e Se reconstituyo el estandar antes de realizar las diluciones con 2mL del

diluyente del estandar. Se dejo equilibrar durante al menos 15 minutos y se

vortexe0 para mezclar.
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e Se agregaron 300l del diluyente del estandar a tubos de vidrio con los
siguientes rotulos: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 y 1:256. Las
equivalencias de las diluciones con las concentraciones finales se muestran

en la tabla a continuacion:

Tabla 5. Curva estandar del ensayo de CBA

Tubo Concentracion Dilucion del estandar
(pg/mL)
1 0 Diluyente
2 20 1:256
3 40 1:128
4 80 1:64
5 156 1:32
6 312,5 1:16
7 625 1:8
8 1250 1:4
9 2500 1:2
10 5000 Top Standard

e Se realizaron diluciones seriadas afiadiendo primero 300uL de diluyente
del estandar a cada tubo de dilucion.
e Se tomo 300uL del "Top Standard™ y se agregaron al tubo de la dilucién

Y, de este tubo se tomaron 300uL y se agregaron al tubo de la diluacion ¥a y
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asi sucesivamente hasta llegar al tubo de la dilucién 1/256. EIl diluyente del

estandar servira como la concentracion cero (Opg/ml). Ver esquema siguiente:

300 .0 300 uL 300 uL 300 L 300 4 Ol 300, 300 oL

VaTRTATATAATA

|
_— e e 1 e —

20 et

6 i 1256
o.m- ol lnm (hl- toﬂ Oftion ool-m« mlunw Dilution  Dilution
ﬂ-»‘-ﬂ' Tutee Tube Yave Tube Tube Tute Tute Tutse

e  Preparacion del “Mix de Captura™:

o Se determino el nimero de tubos de ensayo (incluyendo
estandares) requerido para el ensayo.

o Se vortexed vigurosamente cada recipiente conteniendo la
suspension de los Beads de captura.

o Se agreg6 una alicuota de 10uL de cada Bead de captura
por cada tubo de ensayo a ser analizado a un tubo vacio
rotulado como "Mix de Captura”. Por ej. 10uL del bead de
captura de TNF-a x 18 tubos de ensayo = 180uL de beads
de captura de TNF-a. y de la misma forma con las demés
citoquinas.

o Se vortexe0 vigurosamente.

e Seagreg6 50uL de beads de captura a todos los tubos de ensayo.
e Se agregd 50uL de las diluciones del estandar a los tubos para la curva

estandar.
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e Seagregd 50uL de cada muestra a los tubos para las muestras problema.

e Se agregd 50uL del reactivo de deteccion de las citoquinas a todos los
tubos de ensayo.

e Se incubd todos los tubos de ensayo durante 3 horas a temperatura
ambiente, protegidos de la luz.

e Se agregd 1mL del buffer de lavado a cada tubo de ensayo y se
centrifug6 a 1500rpm durante 5 minutos.

o Se aspiro y descartd el sobrenadante de
cada tubo de ensayo.

e Se agregd 300uL de solucion de lavado a cada tubo de ensayo para
resuspender el sedimento de los beads.

e Se adquirieron 3000 eventos usando un citémetro de flujo FACS Calibur
(BD Biosciences) y la guia de adquisicion del fabricante disponible en:
http://static.bdbiosciences.com/documents/BD_FACSCalibur_Flow_Cytomet
er.pdf?_ga=2.89009563.1466645503.1508714468-61059819.1492868634 vy
los resultados fueron analizados por el software FCAP Array™ Software,
Soft Flow Hungary Ltd. for BD Biosciences.

e Finalmente, los resultados se expresan en concentracion de cada citoquina

en unidades de pg/mL.

4.13. Cultivo de linea celular B16 e induccién de tumor en ratones
C57/BL6
La linea celular B16/BL6, tipicamente utilizada para la induccion de

melanoma murino (112), fue gentilmente donada por el Dr. Claudio Acufia
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(Universidad Santiago de Chile). Las células B16/BL6 se mantuvieron en
cultivo en medio RPMI-1640 completo (suero fetal bovino al 10%,
penicilina 100U/mL, estreptomicina 100ug/mL) y piruvato de sodio al
0,01%, en una atmosfera humeda a 37°C y 5% CO,. El cultivo se mantuvo
hasta una confluencia del 70%, luego las células fueron tripsinizadas por
10 minutos (tripsina-EDTA 0,25%), lavadas, contadas y resuspendidas en
PBS pH 7,2.

La dosis estandarizada para la inoculacion subcutdnea en el flanco
izquierdo de la region abdominal del animal fue de 1x10° células en 100uL
de PBS. A partir del dia de la inoculacion (dia 0) en adelante los animales
fueron observados diariamente hasta el dia del sacrificio por dislocacion
cervical. Los tumores fueron detectados por palpacion digital. Al respecto,
Overwijk W et al (112) menciona que el crecimiento de los tumores varia
entre 14 y 21 dias y que depende de la técnica con que se inoculan las
células debiéndose apreciar una ampolla en el sitio de la inoculacion, esto
determinaré el tiempo de aparicién del tumor, ya que puede haber mucho o
poco in6culo. Asimismo, se usa el seguimiento del tamafio del tumor
porque incluso se podria alcanzar un tamafio muy grande antes del dia 21 o
22 y los tumores se necrosarian y sangrarian demasiado.

Se utilizaron dos esquemas de tratamiento: (1) Administracion diaria de
UT-TOA o vehiculo diluyente 7 dias antes de la induccion del tumor y 22
dias o cuando los tumores alcanzaban un tamafio de 4,5mm. despues. (2)

Administracion diaria de UT-TOA o vehiculo diluyente 7 dias antes de la
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induccidn del tumor y 14 dias después o cuando los tumores alcanzaban un

tamafio de 4,5mm.

4.14. Aislamiento y cultivo de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC)

En el caso de los estudios en sangre periférica de ratones, el dia 22 se
obtuvieron muestras por puncion cardiaca de cada raton
(aproximadamente 1mL) y se realizd un pool de 2 a 3 animales para
obtener la cantidad de células necesarias para los ensayos. Con estos
pooles se realizo el aislamiento de PBMC mediante la técnica de gradiente
de centrifugacion con Histopaque 1,083g/mL (Sigma, St Louis, MO,
USA).

Procedimiento

e Previamente, se prepar6 tubos de polipropileno con 3mL de
Histopaque.

e Se diluy6 la muestra de sangre en partes iguales con RPMI-1640
completo (Sigma, St Louis, MO, USA) a temperatura ambiente
(TA).

e Se agreg6 la muestra de sangre diluida (6mL) al tubo que contiene
el Histopaque y se centrifugo a 1800 rpm a TA por 30 minutos, sin
utilizar freno.

e Se recuperd con una pipeta de transferencia el anillo celular
formado en la parte intermedia (capa de células mononucleares) y

se vertio a otro tubo (Fig. 13).
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Figura 13. Aislamiento de PBMC en sangre de ratones.

Gradiente de centrifugacion con Histopaque (densidad=1,083g/mL) a partir de un pool de
muestras de sangre periférica obtenidas por puncidn cardiaca. Para los ensayos
experimentales se utilizaron 5x104 células por pozo y por triplicado.

Se lavo dos veces con 15mL de RPMI-1640 completo a TA el
primer lavado y a 4°C el segundo lavado por diez minutos a
2500rpm. En el primer lavado se elimind el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en RPMI-1640 completo.

Después del segundo lavado se procedié de la misma manera pero
se resuspendio en 1mL de RPMI-1640 completo a 4°C.

Se contaron las células en una cdmara de Neubauer, relacion 1:1
con el colorante azul de Trypan (Sigma, St Louis, MO, USA).
Finalmente, se calculd la cantidad de células necesarias a ensayar.
Una vez aisladas las PBMC, se sembraron 5x10* células por cada
100uL de suspensién en tubos estériles y se incubaron a 37°C con
5% de CO;, en RPMI 1640 completo por 24h. Luego se obtuvieron
los sobrenadantes de cultivo para la medicion de citoquinas y las

células fueron marcadas con anticuerpos especificos.
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4.15. Aislamiento de células mononucleares del microambiente

tumoral (MTMC)

4.15.1. Extraccion y homogenizacion del tumor solido
La primera parte del procedimiento consiste en obtener los tumores
solidos subcutaneos (Fig.14), los cuales fueron removidos
quirdrgicamente de la zona abdominal de cada animal y se
colocaron en solucion salina estéril a 4°C para conservarlos antes

de la homogenizacion.

Figura 14. Tumor de melanoma subcutaneo

Tumor sélido inducido por inoculacién de 10° células en el flanco izquierdo del
abdomen de en ratones C57BL/6.

Procedimiento

e EIl tumor sélido obtenido fue fraccionado extensivamente con la
ayuda de tijeras quirdrgicas y con los bordes rugosos de 2 laminas
portaobjetos sobre una placa Petri para permitir la liberacion
celular.

e Se agregd 1mL de colagenasa tipo I, 0,5% p/v (Gibco, USA) para

facilitar la digestion del tejido restante.

75



Se incubo durante 30 minutos a 37°C con agitacion del recipiente
cada 10 minutos.

La suspension resultante se paso por un filtro de gasas estériles
dentro de la cabina de bioseguridad obteniendo una suspension en

un tubo coénico.

4.15.2. Gradiente de centrifugacion

La segunda parte del procedimiento consiste en la separacién
celular (MTMC) en base a la densidad de sus células, la cuales
tienen la misma densidad que el reactivo Histopaque por lo que es
posible su separacion por centrifugacion controlada.

La suspension obtenida en el procedimiento anterior (aprox. 8mL)
se agrego lentamente sobre un tubo conteniendo 4mL de
Histopaque (d=1,083g/mL), Sigma, St Louis, MO, USA) a
temperatura ambiente.

Se centrifugo el recipiente a 1800rpm (450xg) durante 30 min. sin
freno.

Se recupero el anillo celular (MTMC) (Fig. 15)
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Figura 15. Aislamiento de MTMC.

Gradiente de centrifugacion a partir del tumor digerido con colagenasa tipo I. Se
obtuvo el anillo de células blanquecino que se muestra en la figura.

Se realizaron 2 lavados con 13mL de RPMI-1640 incompleto, el
primero a temperatura ambiente y el segundo a 4°C durante 10
minutos a 2500 rpm (750xg).

Luego de descartar el sobrenadante, las células se resuspendieron
en 1mL de medio RPMI-1640 completo.

Se realizo el conteo con Trypan Blue y se ajustaron las cantidades
de células para tener 2x10° MTMC por cada 100uL de medio
RPMI-1640 completo.

Todos los tubos conteniendo células fueron incubados por 24h a

37°C y 5% CO,.

4.16. Determinacion del porcentaje de linfocitos y células dendriticas

por citometria de flujo en PBMC y/o MTMC de ratones con

melanoma tratados con UT-TOA

En este ensayo se evaluaron marcadores de superficie no sélo para la

identificacion de poblaciones inmunocompetentes sino también
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marcadores relacionados con el nivel de activacion de estas células. Para
realizar el marcaje adecuado se realizo una previa titulacion de los
anticuerpos monoclonales especificos para encontrar la dilucion o titulo al
cual la relacion sefial/ruido es la maxima. Este procedimiento permitio
controlar el ruido o “"background” que se origina por la autofluorescencia,
la superposicion espectral o la union inespecifica de anticuerpos. Los
anticuerpos monoclonales dirigidos contra los antigenos de superficie
fueron adquiridos todos de Becton Dickinson, San Jose, CA, USA: CD4-
PE (1/100); CD8a-APC (1/400); CD69-PerCP (1/800); CD3e-PercCP
(5ug/mL); CD4-FITC (0,25ug/mL); CD8a-PE (2ug/mL) y CD44-APC
(4ug/mL); NK1.1-APC (4ug/mL); CD11c-APC (1/800); CD11b-FITC
(1/1200). Asimismo, la compensacién y adquisicion fueron realizados dos
citbmetros de flujo, un FACSCalibur (BD Immunocytometry Systems,
USA) para muestras de PBMC y un FACSCanto Il (BD Immunocytometry
Systems, USA) para muestras de MTMC.
Procedimiento
e En todos los casos se agregaron 100uL de PBS conteniendo
combinaciones de anticuerpos monoclonales distintos segin la
poblacion a evaluar al sedimento celular de PBMC o MTMC

contenido en un tubo para citometria.
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Tabla 6. Marcadores utilizados para evaluar poblaciones inmunocompetentes a nivel
sistémico (PBMC) y en el microambiente tumoral (MTMC)

Origen PBMC MTMC
Tipos Helper Citotoxico Helper Citotoxico
LT CD3e+CD4+ CD3e+CD8a+ CD4+ CD8a+
virgenes ¢ eribea a
LT
CD4+CD44+ CDB8a+CD44+ CD4+CD69+ CDB8a+CD69+

activados

Otros Linfocitos y DC

- — NK1.1+CD3-

CD11c+CD11bB9"

CD11c+CD11b“""

LT: Linfocitos T; NK: Natural Killer; DC: Células dendriticas; m: mieloides; p:

plasmacitoides.

e Se incubaron los tubos durante 30 minutos entre 2 — 8 °C.

e Se lavaron los tubos dos veces con 1mL de Cell Wash (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA) a 1800rpm.

e El sedimento obtenido se resuspendié en 500uL de cell fix
(paraformaldehido al 1%, en PBS pH 7,4).

e Se realiz6 la adquisién de 1000 eventos segun una plantilla
estandarizada y compensada para cada una de las poblaciones
indicadas en la Tabla 6 utilizando un citdbmetro de flujo
FACSCalibur (BD Biosciences). La compensacion se realizo con el
kit CALIBRITE de BD Biosciences.

e La data fue almacenada en archivos FSC y analizada en el software

FlowJo vX.0.7.
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4.17. CBA (Cytometric Bead Array) para citoquinas del
sobrenadante de cultivo de PBMC y/o MTMC

Para la evaluacion de citoquinas por citometria de flujo se utilizaron los

sobrenadantes de cultivo de PBMC y MTMC y se utilizaron los kits BD™

Cytometric Bead Array (CBA), cédigo 560485 (mouse Thl/Th2/Thl7

cytokine kit) http://www.bdbiosciences.com/ds/pm/others/23-12380.pdf y

codigo 552364 (mouse inflammation Kit)

http://www.bdbiosciences.com/ds/pm/others/23-12720.pdf para la

medicion de las citoquinas Thl (IFN-y, IL-2, TNF-a); Th2 (IL-6, IL-10)
para PBMC y MTMC y Th17 (IL-17A); 1L-12p70 y MCP-1 (proteina
quimioatrayente de monocitos) s6lo en MTMC. Se siguid el
procedimiento indicado en 4.12 con algunas variaciones. Se adquirieron
3000 eventos en wun citobmetro de flujo FACSCanto Il (BD
Immunocytometry Systems, USA) y el analisis de datos se hizo en el

software BD™ Cytometric Bead Array Software, version 1.4.

4.18. Analisis estadistico

Los resultados son presentados como el promedio + EEM (Error Estandar
de la Media). El anélisis estadistico ha sido realizado con el software
GraphPad Prism version 5.00 for Mac, GraphPad Software, San Diego
California USA, www.graphpad.com. Los ensayos de LDH y Citometria
de flujo para marcadores de superficie fueron evaluados por ANOVA
de dos vias por medidas repetidas u ordinario usando comparaciones

multiples y test pos hoc de Bonferroni y Sidak, respectivamente. El ensayo
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de apoptosis fue evaluado por ANOVA de una via por medidas repetidas
usando comparaciones multiples y test pos hoc de Dunnet. Los ensayos de
ROS se evaluaron con ANOVA ordinario y test pos hoc de Bonferroni y
en algunos caso un test de tendencias lineares. La medicion de ROS frente
a C. albicans se evalu6 con un Test-t pareado de dos vias e intervalo de
confianza de 95%. Los ensayos de qRT-PCR y Citoquinas se realizaron
con ANOVA de dos vias por medidas repetidas usando comparaciones
multiples para el tratamiento (UT-TOA) vy el tiempo (h) y test pos hoc de
Sidak.

En los ensayos relacionados al modelo de melanoma murino tanto la
relacion de LT CD4/CD8a como la medicion de citoquinas fueron
evaluados por una ANOVA ordinario de una via y test pos hoc de Dunnett.
En cuanto a las citoquinas se hizo un test-t de una cola no pareado
adicional y s6lo mostro significancia para la IL-17A. Los porcentajes de
linfocitos y células dendriticas fueron evaluados por el test de Mann-
Whitney de una cola. Se hicieron tests de Correlaciones de Pearson (r)
para las relaciones de linfocitos CD4/CD8a y porcentajes poblacionales de
linfocitos y células dendriticas comparadas contra la citoquinas analizadas.
En todos los casos valores de probabilidad menores a p<0,05* o p<0,01**
p<0,001*** o p<0,0001**** fueron considerados estadisticamente

significativos.

81



5. RESULTADOS

5.1 Viabilidad celular

La evaluacion de la viabilidad de monocitos-macrofagos tratados con UT-
TOA en el rango de concentraciones de 6,25 — 400ug/mL durante un
periodo de 24h indican que el valor de 1C50 es de 107,1ug/mL, es decir,
que esta seria la concentracién que estaria eliminando el 50% de estas
células en el tiempo indicado. ElI valor de IC50 se ha obtenido

promediando los triplicados de cada uno de los 07 donantes distintos

(Figura 16).
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Figura 16. Determinacion de IC50 de UT-TOA por el ensayo de MTT con correccion del efecto
colorimétrico.

Gréfica representativa del promedio de 07 donantes de muestras de monocitos-macréfagos adherentes
(0,15x10° células/pozo) tratados con UT-TOA (6,25 — 400ug/mL) durante 24h. La grafica representa una
regresion no linear sigmoidal de tipo dosis-respuesta donde: % Actividad= Actividad sobre la viabilidad
celular de la muestra comparada a la viabilidad del control negativo (CN) cuya absorbancia representa el
100%; Log (UT-TOA ug/mL) = Logaritmo de base 10 de las concentraciones de UT-TOA (6,25 —
400ug/mL); 1C50 = Antilogaritmo de Log de la concentracion que produce el 50% muerte celular. Cada
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punto representa el promedio de 07 donantes + error estandar de la media. UT-TOA = Extracto
hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa con 5,03% de alcaloides oxindolicos totales.

5.2. Citotoxicidad

La medicion de la actividad de la LDH en el sobrenadante de cultivo de
06 donantes de monocitos-macrofagos que fueron tratados por 24h con
UT-TOA (6,25 — 400ug/mL) dié como resultado que el extracto tenia
actividad citotéxica en el rango 100 a 400ug/mL, la cual es
estadisticamente significativa (p<0,05) con respecto al CN; mientras que
en el rango de 6,25 a 50ug/mL no hay actividad significativa de la LDH
con respecto al CN. Por lo tanto, en este rango el extracto no es citotdxico

para monocitos-macrofagos adherentes (Figura 17).
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Figura 17. Citotoxicidad de UT-TOA por el ensayo de LDH.

La grafica representa la actividad de la LDH en el sobrenadante de cultivo de 06 muestras distintas
de monocitos-macréfagos adherentes (0,15x10° células/pozo) tratados con UT-TOA (6,25 —
100ug/mL) por 24h. La grafica representa el promedio + error estdndar de la media donde:
Actividad LDH= Absorbancia del sobrenadante de cultivo medida a 490nm; UT-TOA = Extracto
hidroalcoholico de Uncaria tomentosa con 5,03% de alcaloides oxinddlicos pentaciclicos. Two-
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way ANOVA para medidas repetidas por comparacién mdltiple de medias y test pos hoc de
comparaciones multiples de Bonferroni. Significancia estadistica si p<0,05*.

5.3. Apoptosis

Adicionalmente se evalu6 en 04 donantes cada uno por triplicado el nivel
en porcentaje de muerte celular por apoptosis y la viabilidad celular
inducida por UT-TOA en cultivos de monocitos-macrofagos enfrentados
durante 24h y 48h en un rango de concentraciones de 6,25 — 400ug/mL. Se
considero6 que a priori existia un porcentaje de apoptosis basal producto de
la manipulacién de las células y de no permanecer bajo sus condiciones
estandar de cultivo, por esta razén se normalizo el ensayo restando al
mismo control negativo (CN) y a todos los grupos de tratamiento con UT-
TOA el porcentaje basal de apoptosis del CN. Por otro lado, la viabilidad
se obtuvo de la diferencia entre el 100% de viabilidad y el porcentaje de
apoptosis del CN y de los grupos de tratamiento con UT-TOA. En la
figura 18 se muestra una grafica de citometria representativa de la
determinacion de apoptosis/viabilidad con el colorante 7-AAD.

Como se observa en la Fig.19 a las 24h y en el rango de 100 — 400ug/mL
de UT-TOA se presentan los mayores porcentajes de apoptosis
comparados al grupo CN (p<0,05), llegandose incluso a un promedio de
49,5% a la concentracion de 400ug/mL, es decir, en el rango de 6,25 —
100ug/mL el extracto de UT-TOA no induce apoptosis. En cuanto a la
viabilidad (Fig. 19), la evaluacion estadistica indica que a partir de los
50ug/mL la viabilidad de los monocitos-macrofagos ya empieza a
disminuir, aunque se debe destacar que el valor de p es de 0,0489, es decir,

a pesar de que hay significancia estadistica el valor es muy alto, por tanto,
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se considera que la viabilidad empieza a disminuir en el rango de 100 —
400ug/mL, rango que se correlaciona mejor con el nivel de apoptosis

encontrado.
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Figura 18. Induccion de apoptosis y evaluacion de viabilidad celular luego del
tratamiento con UT-TOA. Determinacion por citometria de flujo con 7-AAD -
Grafica de Citometria

La gréfica es representativa de un experimento independiente de monocitos-macr6fagos
adherentes (0,15x10° células/pozo) tratados con UT-TOA (6,25 — 400ug/mL) por 24h. El
porcentaje de apoptosis del CN ha sido restado al resto de los tratamientos para
normalizar el ensayo; mientras que la negatividad al colorante 7-AAD- reflejé la
viabilidad de las células. CN= control negativo; UT-TOA(ug/mL)= extracto
hidroalcoholico de Uncaria tomentosa con 5,03% de alcaloides oxindélicos pentaciclicos;
7-AAD = 7 aminoactinomicina D. FSC = forward scatter, dispersion frontal de la luz
laser que incide sobre las células.
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Figura 19. Induccion de apoptosis y evaluacién de viabilidad luego del tratamiento
con UT-TOA por 24h determinadas por citometria de flujo con 7-AAD.

La gréfica es representativa de experimentos independientes por triplicado de 04 muestras
distintas de monocitos-macréfagos adherentes (0,15x10° células/pozo) tratados con UT-
TOA (6,25 — 400ug/mL) por 24h. La positividad de fluorescencia para el colorante 7-
AAD+ reflejo la muerte celular por apoptosis de las células enfrentadas 0 no a UT-TOA,;
mientras que la negatividad al colorante 7-AAD- reflejo la viabilidad de las células.
Ambas graficas representan el promedio * error estandar de la media donde:
%Apoptosis= Porcentaje de células 7-AAD" calculado en base a la resta del %Apoptosis
promedio del CN (Apoptosis basal) a todos los grupos UT-TOA; %Viabilidad=
Porcentaje de células 7-AAD" calculado a partir del 100% de viabilidad del CN; UT-
TOA(ug/mL)= Extracto hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa con 5,03% de alcaloides
oxindélicos pentaciclicos; 7-AAD = 7 Aminoactinomicina D. ANOVA one-way para
medidas repetidas y test pos hoc de Dunnett. Significancia estadistica si p<0,05*" o
p<01001**/uu

Aunque al tiempo de 48h solo fue posible evaluar la apoptosis/viabilidad
en el rango de concentraciones de 12,5 — 100 ug/mL de UT-TOA se
observo que entre 12,5 — 50ug/mL no existia induccién significativa de
apoptosis y que la viabilidad se mantenia alta comparada con el CN. A la
concentracion de 100ug/mL de UT-TOA se evidencidé no sélo un

incremento de la apoptosis sino también una disminucion de la viabilidad
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celular (Figura 20). A esta misma concentracion se observd un

comportamiento similar a las 24h.
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Figura 20. Induccién de apoptosis y evaluacién de viabilidad luego del tratamiento
con UT-TOA por 48h determinada por citometria de flujo con 7-AAD.

La gréfica es representativa de experimentos independientes por triplicado de 02 muestras
distintas de monocitos-macréfagos adherentes (0,15x10° células/pozo) tratados con UT-
TOA (12,5 — 100ug/mL) por 48h. Ambas gréaficas representan el promedio * error
estandar de la media donde: %Apoptosis= Porcentaje de células 7-AAD" calculado en
base a la resta del %Apoptosis promedio del CN (Apoptosis basal) a todos los grupos UT -
TOA; %Viabilidad= Porcentaje de células 7-AAD" calculado a partir del 100% de
viabilidad del CN; UT-TOA(ug/mL)= Extracto hidroalcohélico de Uncaria tomentosa
con 5,03% de alcaloides oxinddlicos pentaciclicos; 7-AAD = 7 Aminoactinomicina D.
ANOVA one-way para medidas repetidas y test pos hoc de Dunnett. Significancia
estadistica si p<0,05* 0 p<0,001**1

5.4. Producciéon de ROS frente al tratamiento con UT-TOA vy
estimulos inductores del estallido respiratorio
Luego de la evaluacion de la actividad citotoxica de UT-TOA se

determino que el rango de dosis a partir del cual no existe dicha actividad
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era de 6,25 — 100ug/mL. Por tanto, cualquier efecto bioldgico ejercido por
UT-TOA que se pueda dar en este rango no tendria que ser atribuible a la
actividad citotoxica del extracto.

A continuacion se procedié a determinar la(s) dosis de UT-TOA capaz de
incrementar la produccion de ROS en el cultivo de monocitos-macrofagos
de un total de 04 donantes luego de 2h, 24h, 48h o 72h de tratamiento. En
un primer ensayo se evalud el rango de dosis de UT-TOA de 0,01 — 25
ug/mL (Figura 21) y en un segundo ensayo se evaluaron dosis de UT-
TOA de 6,25 — 150 ug/mL (Figura 22 y 23). La evaluacion de los
resultados de la produccion de ROS se realizo previa normalizacién de las
mediciones de quimioluminiscencia debido al “efecto colorimétrico” del
extracto de UT-TOA para lo cual se representd graficamente la relacion
entre las lecturas de quimioluminiscencia de las células que fueron
tratadas o no con UT-TOA y recibieron o no estimulos y las lecturas de
quimioluminiscencia de células tratadas o no con UT-TOA pero que no
recibieron estimulo (NS).

Los resultados del tratamiento de monocitos-macréfagos con UT-TOA
(0,01 — 25ug/mL) durante 2h, posterior cambio de medio e incubacion por
24h (Fig. 21A,D,G), 48h (Fig. 21B,E,H) y 72h (Fig. 21C,F,I); primero
demuestran que los controles negativo (Basal) y positivo (PMA, ZNO,
fMLP) se comportaron correctamente a las 24h pos tratamiento para los
tres estimulos utilizados y que a las 48h y 72h pos tratamiento sucedio lo
mismo pero sélo para PMA (Basal vs PMA) (Fig.21A,B,C). Por tanto, el

analisis resulta siendo valido sélo para estos casos. Los resultados ademas
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demuestran que luego de las 2h de tratamiento con UT-TOA a las 24h
posteriores todavia existe un incremento significativo de la produccion de
ROS superior al de los estimulos (PMA, ZNO y fMLP) a la concentracién
de 25ug/mL de UT-TOA (Fig. 21 A,D,G). Este mismo comportamiento se
mantiene a las 48 y 72h pos tratamiento para el estimulo con PMA, siendo
incluso significativo a las dosis de 1 y 25ug/mL de UT-TOA (p<0,05)

(Fig. 21 B,C).
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Figura 21. Produccién de ROS en monocitos-macréfagos tratados con UT-TOA.

Las gréaficas representan la relacién de quimioluminiscencia del Estimulo con/sin UT-
TOA vs NS de monocitos-macréfagos (0,15x10° células/pozo) (n=04) previamente
tratados o0 no por 2h cambio de medio e incubacion adicional por 24h (A,D,G), 48h
(B,E,H) y 72h (C,F,I) con UT-TOA (0,01 — 25ug/mL) y estimulados o no
inmediatamente antes de la medicion de ROS con PMA (100nM) (A,B,C);
ZNO(50ng/mL) (D,E,F) y fMLP(1uM) (G,H,I). ROS= Especies Reactivas del Oxigeno;
UT-TOA(ug/mL)= Extracto hidroalcohélico de Uncaria tomentosa con 5,03% de
alcaloides oxindélicos pentaciclicos; NS= Sin estimulo; PMA = Phorbol 12-myristate 13-
acetate; ZNO = Zymosan; fMLP = N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine. Las barras
representan el promedio * error estandar. ANOVA ordinario de una via y test pos hoc de
comparaciones mdltiples de Bonferroni. Test de tendencias lineares. Significancia
estadistica si p<0,05* 0 p<0,001**,
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En el segundo ensayo, en el que se evaluaron las concentraciones de UT-
TOA de 6,25 — 150 ug/mL inmediatamente después del tratamiento
continuo por 24 y 48h de monocitos-macréfagos (Figura 22 y 23), se
analizo primero la cinética de produccion de ROS durante la hora y 30
minutos que duro el ensayo tras el tratamiento y estimulo para lo cual se
grafico los valores promedio de las mediciones triplicadas realizadas por
cada minuto durante 1h30min (Figura 22A-F) y ademas se analizo el
promedio de esta cinética, es decir la media de los 90 valores generados
durante 1h30min (Figura 23A-F). En el primer caso, se demuestra que la
dosis de UT-TOA que claramente incrementa la produccion de ROS es la
de 25ug/mL tanto a las 24h como a las 48h (p<0,05) (Fig. 22A-F),
excepto con el estimulo de ZNO a las 48h (Fig.22E) donde més bien se
observé que la concentracion de 50ug/mL era la que aparentemente
producia un mayor incremento de ROS. La cinética muestra que el tiempo
ideal de estimulacion de los monocitos-macrofagos con UT-TOA es el de
24h donde la produccién de ROS supera en intensidad a la de 48h. Méas
aun la produccion de ROS frente a los tres distintos estimulos es diferente:
con PMA el incremento de ROS es ascendente y de mayor intensidad
conforme transcurre el tiempo (Fig. 22A); en el caso de ZNO, el
incremento es sostenido y constante (Fig. 22B) y con fMLP, se produce
un pico de produccion de ROS antes de los primeros 10 minutos para
después mantenerse en ascenso hasta los 90min que dura la medicion

(Fig. 22C). Este mismo comportamiento se repite aunque en menor grado
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a las 48h (Fig. 22D y F) con excepcién de ZNO en el que se incrementa

mas la produccién de ROS a 50ug/mL de UT-TOA (Fig. 22E).
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Figura 22. Cinética de produccién de ROS en monocitos-macréfagos tratados con
UT-TOA por 24hy 48h.
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Las graficas representan la produccién de ROS durante 1h30min de monocitos-macréfagos (0,15x10°
células/pozo) de 02 donantes previamente tratados o no con UT-TOA (6,25 — 150ug/mL) uno por 24h
(A-C) y el otro por 48h (D-F) y estimulados 0 no inmediatamente antes de la medicion de ROS con
PMA (100nM) (A,D); ZNO(50ng/mL) (B,E) y fMLP(1uM) (C,F). La unidad de medida en el tiempo
es la quimioluminiscencia; sin embargo, se representa la relacién Estimulo con/sin UT-TOA vs NS.
ROS= Especies Reactivas del Oxigeno; UT-TOA(ug/mL)= Extracto hidroalcohélico de Uncaria
tomentosa con 5,03% de alcaloides oxindolicos pentaciclicos; PMA = Phorbol 12-myristate 13-
acetate; ZNO = Zymosan; fMLP = N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine; NS = Con/sin estimulo,
sin tratamiento.

Al analizar las relaciones promedio de la produccion de ROS y realizar la
evaluacion estadistica se comprueba con significancia estadistica que
tanto a las 24h como a las 48h el extracto de UT-TOA a la concentracion
de 25ug/mL logra incrementar la produccion de ROS respecto al control
sin tratamiento con UT-TOA pero con estimulo (PMA, ZNO o fMLP)
(Fig.23A-F); adicionalmente se comprobé que luego de 24h de
tratamiento y ante el estimulo de ZNO, UT-TOA a 75ug/ml también es
capaz de incrementar la produccion de ROS (Fig. 23B), algo similar
ocurre ante PMA (Fig.23D) y ZNO (Fig.23E) luego de 48h pero a
50ug/mL de UT-TOA. La intensidad de la relacién de produccién de ROS
es mejor a las 24h de tratamiento con UT-TOA que a las 48h, siendo en el
caso del estimulo con PMA hasta 3 veces mayor a las 24h que a las 48h a
25ug/mL de UT-TOA (Fig. 23A y D); y ligeramente superior ante los
estimulos con ZNO y fMLP a las 24h de tratamiento que a las 48h (Fig.

23B-F).
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Figura 23. Produccion de ROS en monocitos-macrofagos tratados con UT-TOA (Relacién
estimulo/No estimulo)

Las gréaficas representan la relacion de quimioluminiscencia del Estimulo con/sin UT-TOA vs NS de
monocitos-macréfagos (0,15x10° células/pozo) de 02 donantes previamente tratados o no por 24h y 48h con
UT-TOA (6,25 — 150ug/mL) y estimulados o no inmediatamente antes de la mediciéon de ROS con PMA
(100nM) (A y D); ZNO(50ng/mL) (B y E) y fMLP(1uM) (C y F). ROS= Especies Reactivas del Oxigeno;
UT-TOA(ug/mL)= Extracto hidroalcoholico de Uncaria tomentosa con 5,03% de alcaloides oxindélicos
pentaciclicos; NS= Sin estimulo; PMA = Phorbol 12-myristate 13-acetate; ZNO = Zymosan; fMLP = N-
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Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine. Las barras representan el promedio + error estandar. ANOVA
ordinario de una via y test pos hoc de comparaciones multiples de Bonferroni. Significancia estadistica si
p<0,05* 0 p<0,01** p<0,001*** 0 p<0,0001****

Segun la informacion anterior se procedid a repetir el ensayo de
produccién de ROS luego del tratamiento por 24h y 48h con UT-TOA a
25ug/mL y 100ug/mL usando los mismos estimulos (PMA,ZNO,fMLP)
en un total 03 muestras de donantes voluntarios de monocitos-
macrofagos. Los resultados demuestran nuevamente que la concentracion
de 25ug/mL de UT-TOA incrementd significativamente (p<0,05) la
produccién de ROS luego del tratamiento por 24h y estimulo con PMA
(Fig. 24A) y por 48h y estimulo con PMA y fMLP (Fig. 24 Dy F). En el
caso de los estimulos con ZNO (24h y 48h) (Fig. 24B y E) y fMLP (24h)
(Fig. 24C) se observé una tendencia al incremento de ROS a la

concentracion de 25ug/mL pero esta no fue significativa (p>0,05).
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Figura 24. Produccion de ROS en monocitos-macrofagos tratados con UT-TOA (25 y
100ug/mL).

Las graficas representan la relacion de quimioluminiscencia del Estimulo con/sin UT-TOA vs NS de
monocitos-macréfagos (0,15x10° células/pozo) de 02 o 03 donantes diferentes cada uno por triplicado
previamente tratados o no por 24h (A-C) y 48h (D-F) con UT-TOA (25ug/mL y 100ug/mL) y estimulados o
no inmediatamente antes de la medicion de ROS con PMA (100nM) (A y D); ZNO(50ng/mL) By E) y
fMLP(1uM) (C y F). ROS= Especies Reactivas del Oxigeno; UT-TOA(ug/mL)= Extracto hidroalcohdlico de
Uncaria tomentosa con 5,03% de alcaloides oxind6licos pentaciclicos; NS= Sin estimulo; PMA = Phorbol 12-
myristate 13-acetate; ZNO = Zymosan; fMLP = N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine. Las barras
representan el promedio * error estandar. ANOVA ordinario de una via y test pos hoc de comparaciones
multiples de Bonferroni. Significancia estadistica si p<0,05*.
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5.5. Produccion de ROS frente a estimulo con Candida albicans

Luego del enfrentamiento por 24h de triplicados de monocitos-
macrofagos en cultivo de 02 muestras independientes con C. albicans
(relacion 1:3) se observo que con el tratamiento de UT-TOA a 25ug/mL
existié una tendencia que no fue estadisticamente significativa (p=0,058)
al incremento de la produccion de ROS comparado con el grupo control

sin UT-TOA (Figura 25).
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Figura 25. Produccion de ROS en monocitos-macrdfagos tratados con UT-TOA y
estimulados con C. albicans

Las gréficas representan el promedio del triplicado de la relacion de quimiolumiscencia
del estimulo por C. albicans vs NS de monocitos-macréfagos (0,15x10° células/pozo) de
02 donantes previamente tratados o no por 24h con UT-TOA (25ug/mL) y estimulados o
no con C. albicans (relacion 1:3) e inmediatamente después de la medicién de ROS
durante 1h30min. ROS= Especies Reactivas del Oxigeno; UT-TOA(ug/mL)= Extracto
hidroalcoholico de Uncaria tomentosa con 5,03% de alcaloides oxind6licos pentaciclicos;
NS= Sin estimulo. Test-t pareado de dos vias e intervalo de confianza de 95%.
Significancia estadistica si p<0,05*.

5.6. Evaluacion transcripcional de la polarizacion M1/M2
Mediante el ensayo de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo

real cuantitativo (QRT-PCR) se midio la expresion relativa del RNA
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mensajero (RNAm) de genes relacionados con la polarizacion M1/M2
segun Hao et al 2012 (113). En este caso se evaluaron 16 genes
relacionados a citoquinas, quimioquinas y moléculas de superficie
(principalmente receptores de reconocimiento). Se ensayaron 02 muestras
independientes por triplicado y para cada una se evaluaron dos periodos de
tratamiento con UT-TOA a la concentracion final de 25ug/mL sobre la
expresion de estos genes, tanto a las 6h como a las 16h de tratamiento.
Comparando en todos los casos contra el grupo control negativo (CN, sin
UT-TOA) (Fig. 26 y 27), los resultados demuestran que a las 6h de
tratamiento, UT-TOA induce una tendencia al incremento (p>0,05) de la
expresion de los RNAm para ccl2 y cd16b, es decir el 12,5% del total de
marcadores M1/M2 (Fig. 26E y G). Asimismo, UT-TOA incrementa de
manera significativa (p<0,05) la expresion del RNAm del receptor de
manosa (mr o cd206), ccr2 y cd163, es decir el 18,75% del total de
marcadores M1/M2 (Fig. 27C, E y F); mientras que la expresion relativa
de los RNAmM de ccl17 y dc-sign mostraron una tendencia al incremento y
representan el 12,5%. Adicionalmente, los resultados demuestran que a las
16h de tratamiento, UT-TOA disminuye significativamente (p<0,05) la
expresion relativa de los RNAm de tnf- y il-14, es decir el 12,5% del
total de marcadores M1/M2 (Fig. 26A y B); también hay una tendencia a
disminuir la expresion relativa de los RNAm de cd16b y cd32ab (Fig. 26G
y H) e incrementar el RNAm de ccl2 (Fig. 26E) (estos marcadores
representan el 12,5% y 6,25% de marcadores M1/M2, respectivamente).

La evaluacion estadistica permitio determinar que la variable tiempo sélo
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influyo en la expresion relativa de los RNAm de ccl2 y cd16b (Fig.26 E y
G), es decir en ambos casos el tratamiento con UT-TOA disminuye de
manera significativa (p<0,05) la expresion del RNAmM de ambos
marcadores conforme transcurre el tiempo. Por otro lado, durante las
primeras 6h de tratamiento con UT-TOA se incrementa de manera
significativa (p<0,05) la expresion relativa de los RNAmM de mr o ¢d206,
ccr2 y ¢d163, es decir el 18,75% del total de marcadores M1/M2 (Fig.
27C,E y F); mientras que se observo una tendencia al incremento de ccl-17
y dc-sign, o sea el 12,5% de marcadores M1/M2 (Fig. 27D y H). Cuando
se evalla lo sucedido luego de 16h de tratamiento con UT-TOA se
observd una disminucidn significativa (p<0,05) de los mismos marcadores
que fueron inducidos a las 6h, es decir, mr o cd206, ccr2 y cd163 (Fig.
27C,E y F) y de igual forma hubo una tendencia a la disminucion de los

marcadores ccl-17 y dc-sign (Fig.27D y H).
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Figura 26. Expresion relativa del RNAmM de genes relacionados a la polarizacion M1 de
monocitos-macroéfagos tratados con UT-TOA.

Se representa el promedio de la expresion relativa del RNAm de genes relacionados a la
polarizacion M1 como una relacién entre el valor que representa el RNAm del gen en estudio
entre el RNAm del gen housekeeping o constitutivo de -actina. Se usaron muestras triplicadas de
02 donantes de monocitos-macréfagos (0,45x10° células/pozo) tratados o no por 6h y 16h con UT-
TOA (25ug/mL), las que fueron sometidas a la extraccion del RNA total, transcripcion reversa y
gRT-PCR. Orupo Control Negativo sin tratamiento (CN) e@; Grupo UT-TOA tratado con
25ug/mL del extracto M. ANOVA de dos vias con medidas repetidas, test de comparaciones
multiples por tratamiento y tiempo, test Pos Hoc de Sidak y significancia estadistica si p<0,05* o
p<0,01**
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Figura 27. Expresion relativa del RNAm de genes relacionados a la polarizacion M2 de
monaocitos-macrofagos tratados con UT-TOA.

Se representa el promedio de la expresién relativa del RNAm de genes relacionados a la
polarizacion M2 como una relacién entre el valor que representa el RNAm del gen en estudio
entre el RNAm del gen housekeeping o constitutivo de B-actina. Se usaron muestras triplicadas de
02 donantes de monocitos-macréfagos (0,45x10° células/pozo) tratados o no por 6h y 16h con UT-
TOA (25ug/mL), las que fueron sometidas a la extraccion del RNA total, transcripcion reversa y
gRT-PCR. Orupo Control Negativo sin tratamiento (CN) e@; Grupo UT-TOA tratado con
25ug/mL del extracto M. La expresion relativa se represento en promedio + error estandar de la
media. ANOVA de dos vias con medidas repetidas, test de comparaciones multiples por
tratamiento y tiempo, test Pos Hoc de Sidak y significancia estadistica si p<0,05* o p<0,01**

Considerando so6lo la significancia estadistica se diria que a nivel
transcripcional UT-TOA induce una polarizacion M2 a las 6h de
tratamiento (Fig.27C, E y F); mientras que si el tratamiento se prolonga
hasta las 16h existiria una polarizacién mixta M1/M2 donde marcadores
de ambos fenotipos disminuyen su expresion relativa (Fig. 26A y B y Fig.
27C, E y F). Lo anterior se puede apreciar en la Tabla 07 que resume el
comportamiento de la expresion relativa de los RNAm en la polarizacion

M1/M2.
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Tabla 7. Evaluacion transcripcional de la polarizacion M1/M2 de monocitos-macréfagos
tratados con UT-TOA.

Se representa la expresion relativa del RNAm de genes relacionados a la polarizacion M1/M2. Se
usaron 02 muestras por triplicado de monocitos-macréfagos (0,45x10° células/pozo) tratados o no
por 6h y 16h con UT-TOA (25ug/mL), luego fueron sometidas a la extraccion del RNA total,
transcripcion reversa y qRT-PCR. (+) expresion incrementada; (-) expresion disminuida; (=)
expresion inalterada; NO= no se evalud. Los incrementos o disminuciones tienen significancia
estadistica solo si p<0,05*.

GEN Fenotipo Muestras (n=02)
Funcion
(RNAmM) | M1 M2 6h 16h
tnf-[J + - = -*
il‘]D + - = _*
il-lra - + = -
Citoquinas il-12p40 + - = =
il-10 = + = -
ccl-2 + - + +
ccl-17 - + + -
Receptor de CCL2 ccr2 - + +* -*
mr - + +* -x
Receptor Lectinas
dec-1 - + = =
tipo C
dc-sign - + + =
Receptor de tipo tlr-2 + - = =
Toll
Receptor scavenger cd163 - + + * -*
Integrina cdlib + - = NO
cd16b + - + -
Receptor Fc (IgG)
cd32ab + - = -
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5.7. Evaluacion de los receptores de superficie de monocitos-
macrdfagos

De los receptores implicados en la polarizacion M1/M2 a nivel
transcripcional ha sido posible medir la expresion como receptor en la
superficie de monocitos-macrofagos los siguientes: CD68 y CD16b
(fenotipo M1) y CD163, receptor de manosa (MR) o CD206, Dec-1y DC-
SIGN o CD209 (fenotipo M2).

Se analizaron las muestras provenientes de 05 sujetos cuyos monocitos-
macrofagos fueron tratados o no con 25ug/mL de UT-TOA durante 24h y
se les realizo la citometria de flujo para los marcadores de superficie antes

mencionados (ver Estrategia de citometria de flujo en Fig. 28 y 29).
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Figura 28. Estrategia de citometria de flujo para la determinacion de marcadores M1/M2
Las poblaciones se definieron en base a controles no marcados para establecer los limites de
los cuadrantes, las poblaciones de interés se indican en las flechas.
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Los monocitos-macr6fagos obtenidos luego del tratamiento con UT-TOA (25ug/mL) durante 24h fueron
marcados con anticuerpos monoclonales especificos para marcadores M1 (CD68) y M2 (CD163). El anélisis
consistid en determinar la poblacién de monocitos-macréfagos por granularidad y expresién del marcador
tipico de monocitos-macréfagos CD14" (SSC vs CD14). A partir de esta seleccion se analizaron en gréficas
dot plot de dos marcadores que representaban los porcentajes de poblaciones CD14°CD68" (M1) y
CD14'CD163" (M2).

4 . g
10° 2q1 Q
1 .

Dec-1 PE

SSC-M .. SSC-Height

1% 23]

*rAny N UL B
400 OO 0 o5

= il 10 10 10
FSC-H .. FSC~Height - ~ FLA-H 2 CD209 APC
.

FL2-H :: Dec-1 PE

10* 102 w0
FL3-H :: (D16 PerCPCYS.S

Figura 29. Estrategia de citometria de flujo para la determinacion de marcadores M1/M2.

Los monocitos-macréfagos obtenidos luego del tratamiento con UT-TOA (25ug/mL) durante 24h
fueron marcados con anticuerpos monoclonales especificos para marcadores M1 (CD16) y M2
(Dec-1, CD206 o receptor de manosa, CD209 o DC-SIGN). El andlisis consistio en determinar la
poblacion de monocitos-macréfagos por tamafio y granularidad (FSC vs SSC). A partir de esta
seleccion se analizaron en graficas de cuadrantes los porcentajes de Dec-1" (cuadrante Q1);
CD206" (cuadrante Q3); CD209" (cuadrante Q7) y CD16" (cuadrante Q11).

Los resultados demuestran que no hay variacion en la expresion de los

marcadores M1: CD68 y CD16 y M2: Dec-1, receptor de manosa o

CD206 y DC-SIGN o CD209; sin embargo ambos tipos de marcadores

estan presentes en los monocitos-macréfagos tratados por lo que existiria
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una polarizacion mixta que se mantiene independientemente del
tratamiento con UT-TOA (Fig. 30).
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Figura 30. Polarizacion M1/M2 de monocitos-macrofagos tratados con UT-TOA.

Se representa el porcentaje promedio de células CD14'CD68" y CD16" (M1) y CD14°CD163";
Dec-1%; CD206" y CD209" (M2). Se usaron 05 muestras por triplicado de monocitos-macréfagos
(0,15x10° células/pozo) tratados o no por 24h con UT-TOA (25ug/mL). La suspensién celular

obtenida fue marcada con anticuerpos especificos. 0= Orupo Control Negativo,

Grupo tratado con 25ug/mL de extracto. ANOVA ordinario de dos vias, test de
comparaciones multiples, test Pos Hoc de Sidak y significancia estadistica si p<0,05*
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5.8. Evaluacion de citoquinas inmunomoduladoras

Las citoquinas IFN-y, TNF-a, IL-6 y IL-10 fueron evaluadas todas al
mismo tiempo en experimentos independientes a partir de muestras de
sobrenadante de cultivo de monocitos-macréfagos de 03 donantes
diferentes. Los sobrenadantes por triplicado de cada uno de estos donantes
fueron obtenidos luego del tratamiento o no con 25ug/mL de UT-TOA
durante 24h, 48h y 72h. Las concentraciones de citoquinas (pg/mL) fueron
obtenidas a partir de la extrapolacion del valor de intensidad de
fluorescencia media de cada citoquina a curvas estandar. Las curvas
guardaron la linealidad esperada con un R? promedio de 99,95% (Anexo
03).

Los resultados demuestran que UT-TOA (25ug/mL) es capaz de
incrementar de manera estadisticamente significativa (p<0,05) la
produccion de IFN-y durante las primeras 24h y 48h (Fig.31A); sin
embargo las citoquinas TNF-a, IL-10 e IL-6 entre las 24h y 72h solo
mostraron tendencias al incremento en su concentracion luego del
tratamiento con UT-TOA (Fig.31B,C y D). Es importante destacar que
luego de el tratamiento con UT-TOA la produccion de IFN-y, TNF-a y IL-
10 disminuyeron significativamente (p<0,05) pero en funcién del factor

tiempo de tratamiento (Fig.31B,C y D).
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Figura 31 Cinética de citoquinas inmunomoduladoras producidas por monocitos-

macrofagos tratados con UT-TOA.

Se sembraron monocitos-macréfagos (0,15x10° Cél/pozo) de 03 donantes independientes y se
trataron 0 no con UT-TOA (25ug/mL) durante 24, 48 y 72h, luego se recogieron los sobrenadantes
de cultivo para la medicién de IFN-y, TNF-a, IL-6 y IL-10 mediante citometria de flujo y su
aplicacion CBA. Cada punto en la grafica representa la concentracién promedio de citoquinas
(pg/mL) de cada uno de los 03 donantes. UT-TOA(ug/mL)= Extracto hidroalcoholico de Uncaria
tomentosa con 5,03% de alcaloides oxindolicos totales; ANOVA de dos vias con medidas
repetidas, test de comparaciones maltiples para los factores tratamiento y tiempo, test Pos

Hoc de Sidak y significancia estadistica si p<0,05* o p<0,01**

5.9. Relacion CD4+/CD8a+ y activacion linfocitaria en ratones con
melanoma tratados con UT-TOA

En ese estudio, se utilizaron dos tipos de muestras celulares mononucleares

provenientes de sangre periférica (PBMC = peripheral blood mononuclear

microambiente tumoral de melanoma (MTMC=

cells) y del

microenviroment tumoral mononuclear cells). Ambas muestras son
importantes ya que si bien es cierto las células inmunocompetentes en

circulacion pueden encontrarse maduras o inmaduras es altamente probable
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que sean atraidas al microambiente tumoral debido no solo a la angiogénesis
promovida por el tumor sino también al sistema de quimioguinas y sus
receptores que permiten su llegada o "homing™ hacia el microambiente
tumoral como se evidencio en un corte histolégico del tumor de melanoma

(Fig. 32) (114).

Figura 32. Poblaciones inmunocompetentes en el microambiente tumoral.

Corte histolégico (hematoxilina-eosina) representativo de un tumor sélido de melanoma de un
raton del grupo que recibié 1000 mg/kg de UT-TOA (Extracto hidroalcohélico de Uncaria
tomentosa con 5,03% de alcaloides oxindolicos totales). Microscopia de luz invertida, aumento
40x. LF= linfocitos; M=melanocitos; MC=macréfagos; VS=vasos sanguineos con glébulos rojos.

En ambos casos se determino primero el porcentaje de LT helper
CD3e*'CD4" y LT citotoxicos CD3e"CD8" y luego se célculo la relacion de
LT CD4'/CD8a* (Ayudadores/Citotoxicos). Ademas, se determin6 el nivel
de activacion representado por la expresion de los marcadores CD44" en el

caso de PBMC y CD69" en MTMC. La determinacion de estas poblaciones
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se realizo siguiendo las siguiente estrategias por citometria de flujo. (Fig. 33
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Figura 33. Estrategia de citometria de flujo para la determinacion de LT a partir de MTMC.

Las MTMC fueron obtenidas del tumor s6lido de melanoma de ratones tratados con UT-TOA. Las células
de fueron marcadas con anticuerpos monoclonales especificos para LT helper (CD3e+CD4+) y citotoxicos
(CD3e+CD8a+t), mientras que el nivel de activacion en cada uno fue medido por la expresion de CD69. El
analisis consistié en determinar la poblacion de linfocitos por tamafio y granularidad (FSC vs SSC). A partir
de esta seleccion se obtuvo la poblacién de LT (CD3e+) para luego obtener en gréficas de cuadrantes los
porcentajes de LT no activados CD8a+ (cuadrante Q1); CD4+(cuadrante Q3); LT activados CD4+CD69+
(cuadrante Q2); CD8a+CD69+ (cuadrante Q6). MTMC= Células mononucleares del microambiente

tumoral; LT= Linfocitos T.
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Figura 34 Estrategia de citometria de flujo para la determinacion de LT a partir de PBMC
Las PBMC fueron obtenidas de sangre periférica de ratones tratados con UT-TOA. Las células
fueron marcadas con anticuerpos monoclonales especificos para LT helper (CD3e+CD4+) y
citotoxicos (CD3e+CD8a+), mientras que el nivel de activacion en cada uno fue medido por la
expresion de CD44. El andlisis consistio en determinar la poblacién de linfocitos por tamafio y
granularidad (FSC vs SSC). A partir de esta seleccidn se obtuvo la poblacion de LT (CD3e+) para
luego obtener en gréficas de cuadrantes los porcentajes de LT no activados CD8a+ (cuadrante
Ql); CD4+(cuadrante Q3); LT activados CD4+CD44+ (cuadrante Q10); CD8a+CD44+
(cuadrante Q6). PBMC= Células mononucleares sangre periférica; LT= Linfocitos T.
Los resultados demuestran que no existen diferencias de la relacion
CD4'/CD8a" entre ratones sanos (CN) y ratones con melanoma (M-S) a
nivel sistémico y en el microambiente tumoral (M-T), es decir la cantidad
porcentual de linfocitos T es la misma y no es afectada por el tumor
(Fig.35A y C); sin embargo, el tratamiento con UT-TOA mejora

significativamente esta relacion a nivel sistémico, la cual se incrementa de

manera significativa (p<0,05) a la concentracion de 1000mg/kg, es decir,
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UT-TOA favoreceria el incremento de linfocitos T helper (CD4+) virgenes
en circulacion (Fig.35A). Cuando se evalto el nivel de activacion se
observo que a diferencia del CN, el control M-S demostr6 una muy baja
relacion entre linfocitos T activados CD4'CD44'/CD8a’CD44" (Fig. 35B),
lo que indicaria que el tumor estaria afectando la capacidad de activacion
que puede ejercer el LT helper CD4" o LT citotoxico CD8a", existiendo mas
bien un problema funcional que de frecuencia o cantidad de linfocitos.
Cuando se evaluo el tratamiento con UT-TOA, se demuestra que el nivel de
activacion a nivel sistémico se mejora significativamente (p<0,05) a las
dosis de 50 y 500mg/kg y aunque a la dosis de 1000mg/kg hay una
tendencia a ser superior a la del control M-S, esta no llega a hacer
significativa (Fig. 35B). Asimismo, la evaluacion estadistica demuestra que
en el microambiente tumoral, UT-TOA no tuvo ningun efecto significativo

sobre los parametros anteriormente evaluados (Fig. 35 C y D).
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Relacion CD4+CDA4+/CDEa+CD44+

PBMC MTMC
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Figura 35. Relacion de linfocitos T sistémicos y del microambiente tumoral.

Se determino por citometria de flujo los porcentajes de LT helper (CD3e+CD4+), LT citotxicos
(CD3e+CD8a+) y el nivel de activacion (CD44+ o CD69+) de ambas poblaciones provenientes de
PBMC o MTMC. Luego se determino y graficé las relaciones CD4+/CD8a+ (A,C) y
CD4+CD44+/CD8a+CD44+ (B) o CD4+CD69+/CD8a+CD69+ (D) tanto para PBMC (A y B)
como para MTMC (C y D), respectivamente. Las gréaficas representan los porcentajes promedio 2
a 3 pooles de muestras de sangre o el tumor individual de animales con y/o sin melanoma y
tratados con dosis de 50 — 1000mg/kg de UT-TOA. PBMC=Células mononucleares de sangre
periférica; MTMC= Células mononucleares del microambiente tumoral; UT-TOA= Extracto
hidroalcoholico de Uncaria tomentosa con 5,03% de alcaloides oxinddlicos totales; CN= Control
negativo sin melanoma; M-S= Control con melanoma y sin UT-TOA para sangre; M-T= Control
con melanoma y sin UT-TOA para tumor subcutaneo. ANOVA ordinario de una via y test de
comparaciones multiples. Significancia estadistica si p<0,05* o p<0,01**
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5.10. Evaluacion de otras poblaciones inmunocompetentes en el
microambiente tumoral de ratones con melanoma tratados con
UT-TOA

En el presente estudio solo ha sido posible evaluar en el microambiente

tumoral poblaciones inmunocompetentes como LT totales (CD3e+),

linfocitos NK (NK1.1+CD3e-), NKT (NK1.1+CD3e+) y células dendriticas
mieloides (DCm, CD11c+CD11b™¥™) vy  plasmacitoides (DCp,

CD11b+CD11b""") luego del tratamiento o no con UT-TOA (100, 500 y

1000mg/kg). A continuacion se muestra la estrategia de citometria de flujo

para la determinacion de las poblaciones inmunocompetentes en el
microambiente tumoral (Figura 36). En el caso de linfocitos se tomo en
cuenta el andlisis sugerido por el fabricante BD Biosciences

(www.bdbiosciences.com Catalogo 550627) y en el caso de células

dendriticas el recomendado por Den Haan JMM et al (115).
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Figura 36. Estrategia de citometria de flujo para la determinacion de LT, NK, NKT y células
dendriticas a partir de MTMC.

Las MTMC fueron obtenidas del tumor sélido de melanoma de ratones tratados con UT-TOA. Las células
fueron marcadas con anticuerpos monoclonales especificos para LT totales (CD3e+); linfocitos NK
(NK.1.1+CD3e-) y NKT (NK1.1""M9"CD3e+) (A) y para células dendriticas mieloides (DCm,
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CD11c+CD11b™%" y plasmacitoides (DCp, CD11c+CD11b™"") (B). El analisis con graficas de contorno es
representativa de una muestra y consistié en determinar primero la poblacién de linfocitos y monaocitos por
tamafio y granularidad (FSC vs SSC), respectivamente. A partir de esta seleccion se obtuvo las poblaciones
en Ay B. Se puede apreciar en (A) que las poblaciones se acercan al eje X pero no por un problema de
compensacion sino por falta de ajuste de los voltajes de los canales de los respectivos fluorocromos en X e
Y.

Los resultados demostraron que a nivel del microambiente tumoral el tratamiento
con 100 mg/kg de UT-TOA logro incrementar de manera significativa (p<0,05) el
porcentaje de células dendriticas mieloides (DCm) y que este incremento tendié a
disminuir de manera dosis dependiente (Fig. 37E). Por otro lado, las poblaciones
de LT, NK y NKT totales, asi como la poblacion de células dendriticas
plasmacitoides no fueron afectadas por el tratamiento con UT-TOA (Fig. 37 A-D,

F).
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Figura 37. Porcentajes de poblaciones de linfocitos y células dendriticas en
microambiente tumoral.

Se determino por citometria de flujo los porcentajes de LT totales (CD3e+), NK (NK.1.1+CD3e-) y
NKT (NK1.1""M9CD3e+) en tumores de 02 a 05 ratones (A-D) y para células dendriticas
mieloides (DCm, CD11c+CD11b""%") y plasmacitoides (DCp, CD11c+CD11b"*"") de tumores de
05 a 09 ratones (E,F) en MTMC. Las gréficas representan los porcentajes de cada muestra y el
promedio de muestras de animales con melanoma y tratados o no con dosis de 100 — 1000mg/kg de
UT-TOA. MTMC= Células mononucleares del microambiente tumoral; UT-TOA= Extracto
hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa con 5,03% de alcaloides oxinddlicos totales; CN= Control
negativo sin melanoma; M-T= Control con melanoma y sin UT-TOA para tumor subcutaneo. Test
de Mann-Whitney de una cola. Significancia estadistica si p<0,05*
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5.11. Citoquinas sistémicas y del microambiente tumoral de ratones con
melanoma tratados con UT-TOA
Tras la obtencion de PBMC y MTMC estas células se mantuvieron en
cultivo celular por no mas de 24h al cabo de las cuales fue posible obtener
los sobrenadantes de cultivo para proceder a la medicion de citoquinas por
una variante de la citometria de flujo, el ensayo de CBA con el que es
posible medir moléculas solubles utilizando beads de captura y sobretodo
medir mdltiples citoquinas en una misma muestra de sobrenadante de
cultivo.
Las citoquinas que se midieron en ambos tipos de muestras (PBMC y
MTMC) fueron IFN-y, TNF-a (citoquinas Thl) y IL-6, IL-10 (citoquinas
Th2) (Fig. 38); mientras que IL-2 (Thl), IL-4 (Th2), IL-17A (Th17) se
midieron s6lo en PBMC y las citoquinas inflamatorias MCP-1 y IL-12p70
s6lo se midieron en MTMC (Fig.39).
Los resultados demuestran que de las citoquinas evaluadas tanto a nivel
sisttmico como en el microambiente tumoral sélo la citoquina TNF-o una
citoquina tipo Thl se incremento de manera significativa (p<0,05)
comparada contra el grupo M-T, luego del tratamiento con 1000mg/kg de
UT-TOA (Fig. 38C); mientras que las deméas citoquinas no fueron
modificadas por el tratamiento con UT-TOA (Fig. 38).
Cuando se evaluo la produccion de IL-17, una citoquina Thl7, a nivel
sisttmico se encontrd0 una disminucion estadisticamente significativa
comparada con el grupo M-T, luego del tratamiento con 1000mg/kg de UT-

TOA (Fig. 39E); sin embargo, las citoquinas IL-2, IL-4 a nivel sistémico
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(Fig. 39A y C) y MCP-1 y IL-12p70 a nivel del microambiente tumoral

(Fig.39 B y D) no cambiaron su nivel de expresion luego del tratamiento

con UT-TOA.
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Figura 38. Niveles de citoquinas Th1/Th2 en PBMCy MTMC.
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IL-4 (pg/mL)

Se determino por citometria de flujo (CBA) la concentracion (pg/mL) de citoquinas en el
sobrenadante de cultivo de PBMC y MTMC provenientes de ratones con o sin melanoma, tratados
0 no con UT-TOA (50 — 1000mg/kg). Las gréaficas representan los niveles de citoquinas promedio
de 2 a 3 pooles de muestras de sangre o del tumor individual de animales. MTMC= células
mononucleares del microambiente tumoral; PBMC= células mononucleares de sangre periférica;
UT-TOA-= extracto hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa con 5,03% de alcaloides oxindélicos
totales; CN= Control negativo sin melanoma; M-S= Control con melanoma y sin UT-TOA para
sangre; M-T= Control con melanoma y sin UT-TOA para tumor subcutaneo. ANOVA ordinario

de una cola y test pos hoc de Dunnett. Significancia estadistica si p<0,05*.

PBMC MTMC
25« A 40007 B
2 - o °
20+ . ° e .
= - 3000+
- . E
© =
E 154 2 °
2 = 20004
3 10+ § <
5 1000+ ”
0- > v
0 > T - - r e — | —T T e
254 C 1507 D
20+ : ° ® _E. ®
foe -~ S 1005
154 o
: A :
10+
S 504
54 =
©
0d—ocye- T s T r 0 e 2> oy >
N S
& Y'\QQ o &
20 E 0&' 0« A
:E‘15. e < P<0,06
3 o g ¢ i
Bl ** .
S
--‘.- 5-
c L Ll . L Bl

Figura 39. Niveles de citoquinas Th1/Th2/Th17 en PBMC e inflamatorias en MTMC.

Se determino por citometria de flujo (CBA) la concentracion (pg/mL) de citoquinas en el
sobrenadante de cultivo de PBMC y MTMC provenientes de ratones con o sin melanoma, tratados
0 no con UT-TOA (50 — 1000mg/kg). Las graficas representan los niveles de citoquinas promedio
de 2 a 3 pooles de muestras de sangre o del tumor individual de animales. MTMC= células
mononucleares del microambiente tumoral; PBMC= células mononucleares de sangre periférica;
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UT-TOA-= extracto hidroalcoholico de Uncaria tomentosa con 5,03% de alcaloides oxindélicos
totales; CN= Control negativo sin melanoma; M-S= Control con melanoma y sin UT-TOA para
sangre; M-T= Control con melanoma y sin UT-TOA para tumor subcutaneo. ANOVA ordinario
de una cola y test pos hoc de Dunnett. IL-17 sdlo mostro significancia con el test-t no
pareado de una cola. Significancia estadistica si p<0,05* .

5.12. Correlacion entre la relacion de linfocitos CD4/CD8a y citoquinas
sistémicas en ratones con melanoma tratados con UT-TOA
Adicionalmente se hicieron correlaciones entre las distintas variables
medidas en el estudio tanto para células como para citoquinas y entre ellas.
Al respecto, se encontrd que en particular las citoquinas sistémicas TNF-o. y
IL17-A y la relacion de linfocitos CD4/CD8a mantienen correlaciones
positivas (r=0,7) y negativas (r= -0,7), respectivamente; sin embargo no se
encontrd significancia estadistica por lo que se deben considerar como

tendencias (Fig. 39).
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Figura 40. Correlacion entre citoquinas y la relacién de linfocitos CD4/CD8a.

Se obtuvieron los valores promedio para TNF-o y IL-17 en unidades de pg/mL, las cuales fueron
correlacionadas respectivamente con los valores de la relacion de linfocitos CD4/CD8a para
muestras provenientes de PBMC de ratones con o sin melanoma, tratados o no con UT-TOA (50 —
1000mg/kg). PBMC= células mononucleares de sangre periférica; UT-TOA= extracto
hidroalcoholico de Uncaria tomentosa con 5,03% de alcaloides oxinddlicos totales. CN= Control
negativo sin melanoma; M-S= Control con melanoma y sin UT-TOA para sangre. Correlacion de
Spearman (r) de dos colas. Valores de r negativos o positivos significan correlaciones
negativas 0 positivas entre citoquinas y la relacion de linfocitos, respectivamente.
Significancia estadistica si p<0,05*
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6. DISCUSION

La Ufia de Gato o Uncaria tomentosa es una planta oriunda de la Amazonia
peruana y ha sido usada por la medicina tradicional atribuyéndosele una
serie de propiedades muchas de las cuales se han demostrado
cientificamente pero otras tantas solo tienen una base empirica y deberan ser
probadas. Por tanto, el principal objetivo de este estudio es la evaluacion de
la capacidad inmunoestimulante de un extracto de Uncaria tomentosa, para
lo cual se han realizado dos disefios experimentales uno basado en el estudio
de monocitos-macrofagos de sujetos humanos sanos y otro relacionado a un
modelo murino de tumor sélido (melanoma murino) habiéndose evaluado
en ambos casos el extracto hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa, el que
contd como Unico marcador quimico la determinacion de los alcaloides
oxindolicos totales (5,03%). En cuanto a la parte metodolégica se ha tenido
en cuenta el uso de células inmunocompetentes de sujetos humanos sanos y
del modelo murino en quienes se han medido pardmetros inmunolégicos de
la manera mas natural posible, reduciendo a lo estrictamente necesario el
uso de estimulos que normalmente no estan presentes en una respuesta
inmune convencional y en el caso de haberlos estos son declarados a lo
largo de la discusion.

Los principales hallazgos con monocitos-macrofagos humanos demuestran
que el extracto de UT-TOA es inocuo en un rango de concentraciones
menores a los 100ug/mL, lo que conjuga con la idea que se tiene cuando se
investigan productos naturales donde se espera que los efectos biologicos se

den a concentraciones lo mas bajas posibles para evitar posibles efectos
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adversos sobre otros componentes y que exista una buena tolerabilidad
sobretodo si seran recomendados como tratamientos alternativos (116). En
este estudio la dosis de 25ug/mL demostrd importantes efectos biologicos
como el incremento de ROS o estallido respiratorio, lo que le podria otorgar
una potencial capacidad de mejorar el proceso de eliminacién de
microorganismos patdgenos como por ejemplo con C. albicans. A esta
misma concentracion y a nivel transcripcional se demostrdo que UT-TOA
indujo una polarizacion que paso de M2 a una mixta M1/M2 dependiente
del tiempo de tratamiento (6h y 16h) y a nivel proteomico la polarizacién se
mantiene en un perfil mixto M1/M2 (24h) a pesar que sélo se evidencio el
incremento de IFN-y, una citoquina relacionada a la polarizacion M1; sin
embargo, se deja abierta la posibilidad de que otras concentraciones de UT-
TOA puedan tener iguales 0 mejores efectos biolégicos.

En cuanto al estudio de ratones con melanoma tratados con UT-TOA se
demostrd una mayor actividad a nivel sistémico que en el microambiente
tumoral. A nivel sistémico existio un incremento de la relacion de linfocitos
T CD4/CD8a y una recuperacion de la capacidad de activacion de estas
células. Ademas, la evaluacion de la produccion de citoquinas demostrd un
incremento de TNF-a y una disminucion de IL-17A, ambas citoquinas
muestran una tendencia a correlacionarse positiva y negativamente con la
relacion de linfocitos T CD4/CD8a, respectivamente. A nivel del
microambiente tumoral el Unico parametro inmunologico que demostrd un
incremento significativo fue el porcentaje poblacional de células dendriticas

mieloides.
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Existen muy pocos estudios que reporten los efectos de Uncaria tomentosa
sobre subpoblaciones del linaje monocito-macrofago por tanto este estudio
al igual que el de Monserrat-de la Paz S et al (117) constituyen una fuente
importante de informacion para dilucidar, en distintos escenarios, la
actividad inmunoestimulante de U. tomentosa. La mayoria de estudios
incluyen el uso de estimulos (Por ej. LPS o lipopolisacaridos, citoquinas,
etc.) que inducen una pre activacion de los monocitos-macréfagos antes de
evaluar al agente motivo de estudio. En particular, Monserrat-de la Paz S et
al demostraron un cambio de la polarizacién M1 (inducida por LPS) a un
fenotipo M2 luego del tratamiento con el alcaloide oxinddlico pentaciclico
Mitrafilina, el que fue aislado de la fraccion alcaloide (0,1%) de un extracto
de la corteza de U. tomentosa de origen peruano, resultado que se asemeja al
del presente estudio pero a nivel transcripcional y durante las primeras 6h de
tratamiento, aunque es importante recomendar que se incremente el nimero
de muestras en evaluacion para poder corroborar este resultado. Al respecto,
la intencion de esta investigacion ha sido evaluar a los monocitos-
macrofagos en su estado natural desde su obtencion como células
adherentes hasta su uso en ensayos in vitro, sin utilizar estimulos que alteren
significativamente sus funciones como es el caso de LPS o citoquinas como
IFN-gamma, los cuales suelen ser usados en estudios similares.

Como se menciond en la seccion de Material y Métodos, el extracto
utilizado (UT-TOA) en este estudio fue preparado en el afio 2010 y es
perfectamente valido deducir que no solo el contenido quimico sino también

la actividad biologica hayan podido disminuir a lo largo del tiempo. Al
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respecto, Laus G et al (18) demostr6 que varias plantas de Uncaria
tomentosa cosechadas en aproximadamente cada 2 afios durante 4, 6 y 7
afios presentaron patrones de alcaloides completamente distintos, pudiendo
variar el contenido total de alcaloides de 0,036 a 3,83% (p/p); sin embargo,
en todos los casos los isomeros de pteropodina, mitrafilina o rincofilina
fueron siempre encontrados como los principales constituyentes. Si bien las
plantas fueron recolectadas entre junio y octubre, existen reportes en plantas
asiaticas como Mitragyna parvifolia en las que el cambio puede ser en
varios meses. Asimismo, se han hecho estudios relacionados al clima y al
efecto que pueden ejercer las temperaturas estacionales y las fluctuaciones a
largo plazo y no se ha observado correlacion con el contenido de alcaloides
totales, por tanto se puede concluir Unicamente que la distribucion de
alcaloides de las especies de U. tomentosa esta sujeta a cambios. Por otro
lado, Navarro M et al en una especie de U. tomentosa de Costa Rica ha
demostrado que el contenido de flavonoides en distintas partes de la planta
como hojas, tallo, corteza y raiz es diferente siendo el contenido fendlico
total mayor en hojas, tallos y corteza que en raiz, también se asocia a lo
anterior el origen geografico de la planta y el uso de solventes de baja o
mediana polaridad para obtener fracciones fenolicas enriquecidas (2). Por lo
tanto, lo anterior podria explicar la inconsistencia de los hallazgos en las
diferentes investigaciones con esta planta y que los hallazgos obtenidos
deben circunscribirse a un tipo particular de preparacion del extracto
utilizado. En nuestro caso, se puede concluir que a pesar de que hayan

habido cambios en la composicion quimica del extracto de UT-TOA por
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efectos del tiempo, la actividad biologica del mismo aun se ha mantenido, lo
que se demuestra no sélo a través de los resultados obtenidos sino también
con los resultados de ensayos realizados en el 2014 y publicados en el 2015
(114). Adicionalmente, es importante recalcar que frente a este tipo de
situaciones relacionadas con el tiempo de almacenamiento del extracto seria
importante reanalizar el contenido de los metabolitos secundarios con fines
de controlar no solo la actividad quimica sino también la actividad bioldgica
de este tipo de productos naturales. Por otro lado, aunque existen estudios
que demuestran actividades biologicas de extractos libres o con trazas de
alcaloides (20,118,119), no se puede descartar que los efectos encontrados
sean 0 no debidos al contenido de alcaloides medidos en el extracto
utilizado, en vista de que las preparaciones y conservaciones de los mismos
pueden ser distintas y de que los metabolitos de esta planta tienen efectos
sinérgicos (10).

Uno de los primeros aspectos a evaluar en el estudio de productos naturales
y sobretodo de extractos de plantas, muchos de los cuales tienen distinta
metodologia para su preparacion, es la actividad citotdxica o de induccion
de muerte celular sobre los linajes celulares a ensayar y en particular sobre
los monocitos-macréfagos humanos usados en este estudio.

Tomados juntos los resultados de evaluacion de viabilidad, citotoxicidad y
apoptosis celular se demostrd que el extracto de UT-TOA no altera la
viabilidad celular, no es citotoxico y no induce apoptosis en el rango de
concentraciones de 6,25 — 100ug/mL por tanto efectos positivos como la

actividad antioxidante encontrada por Dreifuss AA et al (41), quien utilizo
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nuestro mismo extracto o los resultados descritos en esta investigacion son
debidos a la actividad bioldgica del extracto y no a la actividad citotdxica, la
gue se manifiesta a concentraciones superiores a 100ug/mL.

En este estudio la evaluacidon de la citotoxicidad inducida por UT-TOA
luego de 24h de tratamiento ha sido abordado midiendo la perdida de la
integridad de la membrana por el ensayo de LDH y evaluando la funcion
mitocondrial por el ensayo de MTT pero ademéas un evento que no es
medible directamente por estos ensayos es la induccion de apoptosis en el
cual habiendo células viables es posible que estas estén iniciando un
proceso de apoptosis, en el que la integridad de la membrana no se pierde
pero si cambia morfolégicamente (hinchamiento de la membrana) y en este
caso los cambios méas importantes ocurren a nivel intracelular y nuclear y
son medibles con ensayos como el 7-AAD, ya que el ensayo de MTT no
permite evaluar la apoptosis (120,121).

El ensayo de MTT demostré que la dosis inhibidora al 50% (IC50) del
extracto de UT-TOA fue de 107,lug/mL, es decir que hasta esta
concentracion al menos se mantenia la viabilidad del 50% de los monocitos-
macrofagos evaluados. Es importante remarcar que en el ensayo de MTT en
particular con el extracto de UT-TOA se observé un “efecto colorimétrico”
debido a que la coloracion violacea del compuesto formazan liberado por
células no viables se superpone e incrementa su intensidad cuando se
mezcla con la coloracion natural de los pigmentos del extracto sobretodo a
concentraciones altas (Fig.10). Este mismo efecto fue notado por Dreifuss

AA, quien lo corrigié midiendo la absorbancia del extracto antes y después
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de la aplicacion del compuesto DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) y
haciendo la respectiva sustraccion con lo que pudo medir la actividad anti-
oxidante (20). Por lo tanto, es necesario correr paralelamente recipientes de
cultivo sin células y con las mismas concentraciones del extracto de UT-
TOA evaluadas para luego restar la absorbancia a los recipientes que
contienen las células y el extracto de UT-TOA, ya que de lo contrario se
obtendran falsos resultados dosis-crecientes de incremento de la viabilidad
celular (Fig.11) como ocurrié inicialmente y se corrigio posteriormente.
Cuando se evaluo la integridad de la membrana mediante la liberacion de la
enzima LDH se demostrd que a partir de 100ug/mL existia un incremento
significativo de la actividad de la LDH, es decir por debajo de esta dosis no
existe efecto citotoxico (Fig.17). La medicion de la actividad de la LDH se
ha convertido en un excelente marcador predictor de la muerte celular de
mualtiples lineas celulares, habiéndose demostrado que cuando la viabilidad
es del 100% no existe liberacion de LDH llegando a obtenerse coeficientes
de variacion del 6% y limites de deteccion de 10UI/L, siendo una técnica
altamente correlacionable con técnicas de viabilidad celular como el ensayo
de Trypan Blue (99).

La evaluacion del ensayo de 7-AAD demostrd que a la dosis de 100ug/mL
existia un incremento en el proceso de apoptosis inducido por el extracto y a
esta misma concentracion y con el mismo ensayo de 7-AAD la viabilidad
celular disminuyo significativamente (Fig. 19); sin embargo, se aprecio que
a la dosis de 50ug/mL so6lo la viabilidad disminuia significativamente pero

el valor de p=0,0489 era demasiado cercano a 0,05, lo que no es un dato lo
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suficientemente robusto como para considerar que existe un efecto que
afecte la viabilidad celular. Cuando se incremento el tiempo de tratamiento
con el extracto a 48h se observo que tanto la apoptosis como viabilidad
mantuvieron los cambios a la dosis de 100ug/mL, confirmando la inocuidad
a dosis inferiores a 100ug/mL incluso con tiempos prolongados de
tratamiento (Fig.20). La técnica de 7-AAD esta siendo ampliamente
utilizada ya que el colorante 7-AAD puede reemplazar al ioduro de propidio
y tiene la ventaja de no necesitar tratamiento con RNAasas pues es selectivo
para regiones GC del DNA, siendo una adecuada técnica para evaluar no
solo la apoptosis (comparable al uso de Anexina V) sino también la
viabilidad celular (100). Nuestro resultado se asemeja con el estudio de An-
Chin Ch et al (122) en relacion Unicamente a la dosis inductora de
apoptosis, ya que An-Chin Ch hizo un estudio mas exhaustivo sobre una
linea celular cancerigena (HL-60), demostrando que el extracto de U.
tomentosa obtenido por extraccion secuencial con compuestos organicos
como n-hexano y acetato de etilo (CC-EA) era capaz de inducir apoptosis a
la dosis de 100ug/mL, dosis a la que se observé una fragmentacion del
DNA, acompariada de cambios morfolégicos y condensacion cromosomal
pero mas aun la via de apoptosis que era inducida por CC-EA era la via
mitocondrial o intrinseca debido a que habia liberacion de citocromo ¢ hacia
el citosol y un incremento en la produccion de ROS, lo que a su vez
promovié la activacion del sistema de caspasas (3 y 9) con la generacion
final de una DNAasa activada por caspasas (CAD) que es la que genera la

fragmentacion del DNA evidenciada en este estudio. Gracias a este estudio
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previo se deja abierta la posibilidad del estudio de esta via en los monocitos-
macrofagos humanos sanos como los utilizados en nuestro estudio.

Dreifuss AA et al no evallo la actividad citotoxica del extracto bruto de
UT-TOA vy reporta actividad anti-oxidante en el rango de 1 — 300ug/mL; sin
embargo, nuestros resultados indican que el mismo extracto tendria
actividad bioldgica libre de citotoxicidad por debajo de los 100ug/mL.
Segun lo anteriormente discutido es probable que del 2012 al 2016 (afios en
gue se usaron estos extractos de UT) haya habido una perdida de la potencia
bioldgica del extracto por el tiempo de almacenamiento y también es
probable que no se haya evidenciado el efecto citotoxico debido a que el
ensayo anti-oxidante no utiliza células y se trata de una reaccion
colorimétrica entre el extracto y el reactivo DPPH.

Por lo tanto, de manera robusta este estudio demuestra que el extracto de
UT-TOA es inocuo en el rango de 6,25 — 100ug/mL luego de 24h de
tratamiento de los monocitos-macrdfagos humanos ensayados.

Uno de los siguientes pasos en la evaluacion del extracto de UT-TOA fue
determinar su efecto sobre la produccion de especies reactivas del oxigeno
(ROS), la cual junto con otros compuestos antimicrobianos contenidos en la
membrana del fagosoma, es utilizada por el sistema de monocitos-
macrofagos como mecanismo de defensa ante los microorganismos que
fagocitan y posteriormente eliminan (52,102,123,124). Los resultados
obtenidos indican que 25ug/mL de UT-TOA incrementa niveles
significativos de ROS y ademas resulta sorprendente que solo a esta dosis se

haya encontrado esta actividad incrementada a pesar de que se ha evaluado
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dosis superiores donde no se ve el mismo efecto. Una razon probable es que
dosis superiores a 25ug/mL podrian saturar e inhibir los mecanismos
relacionados a la produccion de ROS y que esta dosis seria la ideal para el
incremento de ROS. Al respecto, este es el primer ensayo que demuestra tal
efecto sobre monocitos-macréfagos humanos tratados con UT-TOA, ya que
solo existe un estudio realizado por Menghini L et al (125) quien utilizando
macrofagos estimulados con LPS determina que una mezcla de extractos
provenientes de Uncaria tomentosa, Shiitake (hongo comestible) y Ribes o
grosella  (arbusto  caducifolio), comercialmente conocido como
IMOVIRAL™, disminuyen la produccién de ROS. En este caso el efecto es
contrario al encontrado en nuestro estudio y probablemente se deba al
agente estimulante (LPS) que induce un estrés oxidativo antes que actle el
extracto pero ademas debe estar en contacto con una mayor cantidad de
macréfagos (0,5 — 1x10%) y por un tiempo de 24h para lograr inducir la
produccion de ROS (126); sin embargo, en nuestro caso el estallido
respiratorio es inducido y evaluado en corto tiempo (1h30min) por los
agentes inductores de ROS (PMA, ZNO y fMLP) y los monocitos-
macrofagos son pre-tratados con UT-TOA. Ademas, es posible que otros

metabolitos presentes en el producto IMOVIRAL™

ademas de los que
contiene Uncaria contribuyan a tal efecto, es decir, la composicién quimica
es totalmente distinta a la de UT-TOA.

En nuestro caso, tanto a las 2h como a las 24h de tratamiento con UT-TOA,

los monocitos-macréfagos estuvieron en capacidad de incrementar la

produccién de ROS incluso por encima de la generada por los inductores
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(PMA, ZNO y fMLP). Ademas, cuando se trataron monocitos-macrofagos
con 25ug/mL de UT-TOA por 24h y luego se co-cultivaron con Candida
albicans estos también mostraron una tendencia a incrementar la produccion
de ROS, lo que significa que UT-TOA podria activar mecanismos
citotoxicos tipicos del proceso de fagocitosis contra este hongo. Es posible
que este sea el mecanismo que utiliza Uncaria para incrementar la
fagocitosis como lo demostr6 Groom SN et al (12) o como también lo
hicieron Keplinger K et al (11) y Wagner H (127) con el extracto y con la
fraccion alcaloide oxinddlica (isopteropodina). Este tipo de efectos
aparentemente opuestos obtenidos por nuestro estudio y el de Menghini L et
al se pueden dar dependiendo del tipo o fraccion de extracto utilizado, por
ejemplo, Nguyen H-YT et al. encontraron que monocitos humanos tratados
con distintas fracciones de Crinum latifolium y estimulados con PMA, ZNO
o fMLP tenian efectos opuestos sobre la produccién de ROS; mientras que
con PMA y fMLP, la fraccién alcaloide y los extractos flavonoide y acuoso
incrementaban la produccion ROS, con PMA y ZNO, los extractos acuoso y
alcaloide disminuyen la produccién de ROS (52). Recientemente,
Kosmider A et al. ha demostrado un efecto diferencial sobre la produccion
ROS en triplicados de tres experimentos independientes usando lineas
celulares cancerigenas (HepG2) y fibroblastos dermicos humanos normales
(NHDF), al encontrar que un extracto acuoso rico en alcaloides oxindolicos
pentaciclicos (13% de la masa de extracto seco, principalmente mitrafilina,
isomitrafilina y pteropodina); compuestos fendlicos ricos en taninos y

ademas libre de alcaloides oxindolicos tetraciclicos, el cual fue obtenido a
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partir de la decoccion de hojas secas de Uncaria tomentosa, incremento
(rango de 72,5 — 145ug/mL) o disminuyo (rango de 30-145ug/mL) la
produccién de ROS en células HepG2 o NHDF, respectivamente (128).
Comparando con nuestros resultados se presentan diferencias a nivel de las
células normales y el tipo de extracto, mientras nosotros utilizamos
monocitos-macrofagos de sujetos sanos y un extracto hidroalcoholico de
Uncaria tomentosa, Kosmider A et al. utiliza una linea celular de
fibroblastos y un extracto acuoso. Por tanto, siendo células distintas ya
puede existir una respuesta bioldgica distinta y en el caso de los extractos es
sabido que los extractos acuosos contienen mayores compuestos polares que
los extractos hidroalcohdlicos y por el contrario los extractos
hidroalcoholicos retienen otros compuestos que normalmente son
solubilizados en los extractos acuosos pudiendo ser esta una caracteristica a
tener en cuenta en los distintos efectos encontrados frente a distintas
preparaciones (128). Bors M et al. (98) utilizando PBMC pero sin la
fraccion de monocitos-macrofagos demostraron que los extractos etandlicos
(96% de etanol) de la corteza y hojas de Uncaria tomentosa incrementaron
significativamente la produccion de ROS a 50ug/mL y 100ug/mL,
respectivamente, resultado que se asemeja al de nuestro estudio pero con la
diferencia que usamos s6lo monocitos-macréfagos y una dosis de 25ug/mL,
nuevamente aunque el efecto es el mismo las diferencias en las
concentraciones pueden deberse a la preparacion de los extractos, ya que el
nuestro contenia un 70% de etanol y el de Bors M tenia una 96% de etanol.

Existen evidencias de que el contenido alcaloide es superior en los extractos
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etanolicos y probablemente dentro de ellos a mayor porcentaje de etanol
mayor concentracion de los mismos. En el estudio de Bors M et al. los
extractos acuosos tienen menor contenido de alcaloides y no fueron muy
eficientes en incrementar la produccion de ROS comparado con el extracto
etanolico (98).
Otros fitofarmacos también han demostrado actividades sobre ROS, por
ejemplo, un extracto de la raiz de una planta de la medicina tradicional
alpina, Doronicum austriacum demostro la inhibicion de la produccion de
ROS en macrdfagos J774A.1 en el rango de 5 — 50 ug/mL. En este caso no
solo se demostrd la actividad antioxidante sino también se indicO que
habria un efecto antiinflamatorio debido a que ROS contribuye al proceso
inflamatorio y su disminucion se relaciona con tal efecto (124). Esta seria
una evidencia mas del rol dual de ROS, ya que no sélo su incremento
favorece la eliminacién de agentes infecciosos o células malignas sino
también que su disminucion tendria un rol antiinflamatorio.
Antes y después del proceso fagocitico estdn involucrados no sélo
mecanismos de reconocimiento de los microorganismos, que son llevados
a cabo por receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), sino también
la produccion de citoquinas y quimioquinas que no solo activan a los
monocitos-macrofagos sino también promueven su movilizacion. Estos
mecanismos también se relacionan a la polarizacion M1/M2, la cual puede
desatar mecanismos proinflamatorios (M1), antiinflamatorios (M2) o
ambos (mixtura M1/M2) sobre todo en procesos patologicos. En este

estudio se ha intentado realizar un seguimiento no s6lo a nivel
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transcripcional sino también a nivel de la expresion de las proteinas que se
derivan de los genes relacionados a la polarizacion de monocitos-
macrofagos.

Los resultados indican que a nivel transcripcional la polarizacion de
monocitos-macrofagos transita entre el fenotipo M2 y el mixto M1/M2
dependiendo del tiempo de tratamiento y a nivel de la expresion de
receptores y citoquinas del linaje monocito-macréfago el extracto de UT-
TOA (25ug/mL) induce una polarizacion M1 (por la citoquina IFN-y) que
tiende a ser mixta M1/M2 a partir de las 24h de tratamiento; sin embargo,
dado que el proceso aislamiento podria tener como posibles contaminantes
a los linfocitos estos podrian contribuir a la produccion de IFN-y pero
independientemente de la fuente de origen de esta citoquina su induccion
por UT-TOA es positiva debido a que IFN-y no solo colabora en la
respuesta M1 sino también a nivel de las respuestas de tipo Thl. Por otro
lado, como se puede apreciar en las Fig. 26, 27 y Tabla 07, aunque los
patrones de expresion de los genes relacionados a la polarizacion M1/M2
son diferentes luego del tratamiento con UT-TOA durante 6h y 16h, existe
en lineas generales un incremento del 16,6% de los marcadores M2 a las
6h y una disminucion de los mismos luego de las 16h ademas de otros
marcadores M1/M2 dejando en evidencia que la capacidad de induccion
transcripcional de UT-TOA no es un proceso sostenido sino mas bien
cortoplacista. Estos resultados pueden ser interesantes cuando se evallen
condiciones patolégicas en las que se requiera que la actividad de

monocitos-macrdéfagos migre hacia una polarizacion M2 o0 M1/M2. Como
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se menciono anteriormente nuestros resultados se asemejan a nivel
transcripcional (t=6h) con los encontrados por Monserrat-de la Paz et al
(117) quien refiere que el compuesto alcaloide oxindolico pentaciclico,
mitrafilina (MTP) aislado del extracto alcohdlico de la corteza de U.
tomentosa induce una polarizacién M2 (117), lo anterior puede avalar las
propiedades anti-inflamatorias de Uncariaal menos a nivel transcripcional,
ya que a la concentracion y tiempos evaluados no se ha podido demostrar
este efecto a nivel proteomico. Otra coincidencia encontrada es a nivel de
una de las vias regulatorias claves en la migracion de los monocitos-
macrofagos determinada por el eje CCR2-CCL2, ya que ambos estudios se
observo que tanto CCR2 (marcador M2) como CCL2 (marcador M1) se
incrementan o tienden a incrementar; sin embargo, cabe destacar que
hemos utilizado un extracto crudo, el cual contiene concentrados todos los
compuestos de la planta a diferencia de Monserrat-de la Paz que uso MTP,
es decir un solo principio activo. Es de notar que en el presente estudio las
celulas han sido evaluadas en su estado natural, es decir, sin recibir ningun
estimulo quimico que “per se” cambie su perfil celular como es el caso del
uso de LPS, IFN-y o IL-4 antes de enfrentarse a U. tomentosa, por tanto
algunos resultados diferentes podrian explicarse a este nivel. Si nos
restringimos a las directrices del consenso logrado en el congreso
internacional de inmunologia del 2013 en Milan, lItalia y teniendo en
cuenta el modelo de activacion multidimensional (21,29), diriamos que el
extracto UT-TOA (25ug/mL) en un escenario de ausencia de estimulos

adicionales mas que del propio extracto induce una polarizacion M2 a las
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6h y una mixta M1/M2 a las 16h en monocitos-macrofagos humanos a
nivel transcripcional, esto Ultimo ha sido descrito por Ivashkiv LB et al
(51) quien declara que existen patologias como el cancer donde los
multiples factores liberados por los tumores condicionan la presencia
ambos fenotipos M1/M2, es decir existirian factores epigenéticos que
aunque no alterarian el cédigo genético controlarian como se codifica la
informacion en el DNA.

Cuando evaluamos la polarizacion M1/M2 a nivel proteico, segun el
sistema CD68(M1)/CD163(M2) recomendado por Fadini GP et al y
Tedesco S et al. (47,129) se observo que los marcadores M1 y M2
estuvieron presentes pero no fueron modificados por UT-TOA es decir se
mantendria una polarizacion mixta. Asimismo, cuando se evalto la
produccién de citoquinas relacionadas a la polarizacion M1/M2 como
IFN-y y TNF-a (M1) y IL-10, IL-6 (M2) sblo se encontré un incremento
de IFN-y una citoquina relacionada a la polarizacion M1y Thl (Fig. 31A);
mientras que las demas citoquinas mostraron tendencias a incrementar su
concentracion luego de 24h de tratamiento con UT-TOA pero que no
alcanzaron a ser significativas (Fig. 31B-D). Moserrat-de la Paz (117)
también evaluo los niveles de TNF-a y IL-6 en el sobrenadante de cultivo
celular y encontré que ambas citoquinas eran inhibidas por MTP, estos
resultados son opuestos a los nuestros; por su parte Lemaire | et al. (130)
demostro en macrofagos alveolares de ratas el incremento de IL-6 y IL-1,
ambos de naturaleza proinflamatoria como el TNF-a y sin bien es cierto

muchos estudios como los de Sandoval M et al (17) y Rojas-Duran R et al
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(131) atribuyen las propiedades antiinflamatorias de Uncaria tomentosa a
su capacidad de inhibir la produccion de TNF-a; sin embargo, debemos
tener en cuenta que las células que usaron ya sea in vitro o0 in vivo
recibieron estimulos previos principalmente de LPS, un conocido agente
inductor de la produccion de esta citoquina, por lo que la actividad de
Uncaria es distinta con y sin el estimulo. Durante el estudio ensayamos la
medicion de TNF-alJen monocitos-macréfagos tratados con UT-TOA y
estimulados con LPS (datos no publicados). Los datos demuestran que
UT-TOA inhibe la produccion de TNF-o pero a partir de 500ug/mL dosis
considerada citotoxica en este estudio. Adicionalmente, la evaluacion
estadistica demostr6 que el factor tiempo ejerce influencia en la
produccion de estas citoquinas, es decir a mayor tiempo menor produccion
de estas citoquinas, lo que demuestra que el tratamiento con UT-TOA
promovera la produccién de citoquinas de manera eficiente sobretodo a las
24h o tal vez menos y que esta produccion no es sostenida.

El seguimiento a nivel transcripcional y proteico solo fue posible con
algunas moléculas como las anteriormente evaluadas; sin embargo, es
importante destacar que en el caso de TNF-a si bien hay una tendencia a
incrementar la produccion de la proteina luego de 24h de tratamiento con
UT-TOA, no se ha podido precisar el tiempo exacto en el cual se produce
también el incremento de la expresion de su RNAm, ya que a las 6h la
expresion no varia y a las 16h la expresion disminuye significativamente,
por tanto es posible que el tiempo requerido para inducir la expresion del

gen de esta citoquina se encuentre entre las 6h y 16h, requiriendo una
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evaluacion adicional. Sin embargo, la disminucion en la expresion del
RNAm de tnf-[1 a las 16h si se relacionaria con una tendencia a disminuir
la produccion de esta citoquina a las 72h en nuestro modelo (Fig. 31B).
Adicionalmente, la IL-10 como proteina no mostro diferencias
estadisticamente significativas en su produccion tras el tratamiento con
UT-TOA a los tiempos de 24h, 48h y 72h; sin embargo, esta citoquina
mostré una tendencia al incremento en los tiempos evaluados (Fig. 31C),
lo que sugeriria un posible efecto promotor de esta citoquina anti-
inflamatoria.

Tomados juntos los resultados de las citoquinas se puede concluir que UT-
TOA (25ug/mL) induce una polarizacién M1 sélo debido a IFN-y pero con
una tendencia mixta M1/M2.

En el caso de los receptores M1: CD16 y M2: CD163 y CD206 estos no
cambiaron su produccion como proteinas luego del tratamiento con UT-
TOA (25ug/mL) por 24h (Fig. 30), pero presentaron distintos patrones de
expresion en su RNAm, siendo este incrementado a las 6h pero
disminuido a las 16h principalmente para los marcadores M2 (Fig. 27C,F),
segun estos resultados se sugiere evaluar la produccién de estas proteinas
antes o después de las 24h de tratamiento con UT-TOA para encontrar el
tiempo que refleje lo encontrado con la expresion de sus RNAm.

La evaluacién individual de moléculas como el receptor de manosa
(cd206), a pesar que solo incrementa su RNAm a las 6h (Fig. 27C) vy el
incremento en la produccion de ROS en presencia 0 no de agentes

infecciosos como C. albicans nos hacen hipotetizar que UT-TOA podria
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contribuir con un efecto positivo en el eje microbicida CD206-ROS
demostrado por Levefre L et al. (105) en el modelo de respuesta de
macrofagos frente a Leishmania donde demuestra que los receptores Dec-
1 y CD206 activan las vias de sefializacion Syk-p47phox y acido
araquidénico-NADPH oxidasa necesarias para la produccion de ROS.

El grupo de receptores opsonizantes como el receptor del extremo Fc de
las 1IgG (FcyRIIl) (CD16b) representan no solo marcadores del fenotipo
M1 que muestran una tendencia a incrementarse a nivel transcripcional
durante las primeras 6h de tratamiento con UT-TOA (25ug/mL) (Fig.
26G) sino también a PRRs capaces de contribuir al reconocimiento y la
eliminacién de microorganismos y aunque la produccién de la proteina
tampoco se ve reflejada en la expresion diferencial en la superficie de
monocitos-macrofagos tratados con el extracto es importante tener en
cuenta que al igual que otros receptores es posible que el tiempo que
requieren para su expresion puede ser el factor que haga la diferencia en
cuyo caso recomendamos hacer este seguimiento.

Las quimioquinas también forman parte de los marcadores de polarizacion
M1/M2 ademas de que su funcion es importante para la movilizacion y
atraccion celular sobretodo en el caso del eje CCL2-CCR2 donde su
activacion determina el reclutamiento de fagocitos mononucleares a los
lugares de infeccion o inflamacién (39,132). Las Unicas quimioquinas
donde UT-TOA a nivel transcripcional tuvo un efecto positivo con
tendencia al incremento es ccl2 (M1) (Fig. 26E) y con un incremento

significativo (p<0,05) ccr2 (M2) (Fig. 27E) este es un patron mixto
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M1/M2 en el que ambas quimioquinas promueven la movilizacion de
linfocitos Th2 segun lo demostrado por Gu L et al. (132) pero en
macrofagos estimulados con IL-4 o IL-13 (39); sin embargo, en nuestro
caso los monocitos-macrofagos solo fueron enfrentados a UT-TOA
(25ug/mL) y seria importante determinar el efecto de este resultado sobre
la polarizacion Th2.

El grupo de citoquinas asociadas a polarizacion M1/M2 evaluadas son tnf-
a, iI-14, il-12p40 (M1) vy il-1ra, tgf-g, il-10 (M2). Los resultados
demuestran también una polarizacién mixta a las 6h de tratamiento con
UT-TOA (25ug/mL) en donde a pesar que no hay cambios significativos
en la expresion relativa del RNAm ambos patrones M1/M2 estan
presentes; mientras que a las 16h el patrén mixto se mantiene pero
disminuyendo los M1(tnf-a y il-1b) y los M2 (il-ra y tgf-b) (Tabla 07).
Desde el punto de vista técnico existe la posibilidad de que la presencia de
IFN-vy se deba a la presencia de linfocitos no eliminados durante el proceso
de adherencia de los monocitos-macréfagos; sin embargo, es importante
mencionar que Darwich L et al. (35) demostraron que tras el estimulo con
IL-12 y IL-18 los monocitos y macrofagos humanos son capaces de
producir IFN-y por lo tanto quedara abierta la posibilidad de que en el
presente estudio el tratamiento con UT-TOA haya inducido la produccion
de IFN-y en monocitos-macrofagos o en linfocitos no adherentes y no
eliminados.

Luego de la evaluacion de UT-TOA sobre células como los monocitos-

macrofagos de sujetos sanos se quizo evaluar la actividad de este mismo
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extracto pero en un contexto patolégico como el cancer donde es sabido
que los factores liberados por el tumor modulan gran parte de la respuesta
inmune a su favor con lo que el sistema inmune no puede contrarrestar el
avance de una enfermedad maligna como esta. En ese contexto se escogio
la evaluacién a nivel sisttmico y en el microambiente tumoral de
parametros inmunologicos en un modelo murino de melanoma B16/BL6 el
cual es un tumor solido que involucra la participacion de células
inmunocompetentes y sus moléculas mensajeras como las citoquinas.

Uno de los parametros para evaluar la progresion de una patologia es la
relacion de linfocitos CD4/CD8, la que en sujetos sanos es
aproximadamente de 2 a 1 y cambios o reversiones en la misma suelen
relacionarse a progresiones de infecciones virales, casos de pneumonia e
infarto al miocardio (133). Asimismo, bajas relaciones CD4/CD8 se
correlacionan con progresion tumoral y metastasis (134); mientras que
relaciones incrementadas, donde hay mayor proporcion de LT CD4 que
colaboran con los LT CD8 en la respuesta antitumoral, es lo que se espera
a pesar que estas relaciones suelen ser distintas dependiendo de los
tumores (135); sin embargo, no se debe dejar de lado el estado funcional
de las celulas pues es el que determinara una correcta respuesta.

El estudio realizado con el extracto de UT-TOA demostré que este
extracto ejercia mejores efectos inmunomoduladores a nivel sistémico que
en el microambiente tumoral. Precisamente el primer hallazgo a nivel
sistémico consistio en comprobar que a pesar que el control negativo (sin

melanoma) y el control positivo (con melanoma) presentaban la misma
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relacién de linfocitos CD4/CD8a (Fig. 35A); el nivel de activacion de
estas células expresado por el marcador CD44 era significativamente mas
bajo en el control positivo (Fig. 35B), es decir que manteniendo la misma
frecuencia porcentual de células; sin embargo, las células del control
positivo tenian una baja capacidad funcional, probablemente por la
actividad inmunosupresora del tumor. En lo que respecta al tratamiento
con UT-TOA se evidencio que a la dosis de 1000mg/kg se producia un
incremento significativo de la relacion CD4/CD8a , es decir se promovia
el incremento porcentual de LT CD4+ (Fig. 35A). De manera interesante a
esta misma dosis existi0 una tendencia a incrementar el marcador de
activacion CD44 pero donde si se logro recuperar la capacidad de
activacion (CD44) comparable incluso a la del control negativo fue a las
dosis de 50 y 500mg/kg. (Fig. 35B), mientras que a 1000mg/kg existié una
tendencia que se mantuvo por encima del control positivo.
Lamentablemente en el microambiente tumoral no se obtuvieron cambios
significativos en los parametros anteriormente evaluados excepto una
tendencia a incremento de la relacion CD4/CD8a a la misma dosis
sisttmica (Fig. 35C y D). En un estudio con ratones Balb/c sanos
Domingues A et al (96) demostré que los linfocitos esplénicos tratados
con 125mg/kg y 500mg/kg de un extracto hidroalcohdlico de U. tomentosa
también incrementaron significativamente la relacion de linfocitos
CD4/CD8a, es decir existio un importante incremento de los LT CD4+,
estos resultados aunque en distintos modelos y concentraciones de los

extractos se asemejan a los hallazgos en el modelo de melanoma.
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A nivel del microambiente tumoral no hubo variacion en los porcentajes
de poblaciones de linfocitos T totales (CD3"), linfocitos NK (NK1.1*CD3
), linfocitos NKT (NK1.1°CD3") y células dendriticas plasmacitoides
(CD11c+CD11b"™") (Fig. 37), mientras que si se observo un incremento
significativo de la poblacion de células dendriticas mieloides
(CD11c'CD11b"¥™) a la dosis de 100mg/kg (Fig.37E), lo que darfa
indicios de algun grado de inmunomodulacién en el microambiente
tumoral. No existen muchos estudios sobre los efectos de UT sobre células
dendriticas murinas y los que hay han sido desarrollados frente a células
dendriticas humanas y mayormente con una especie distinta a UT como es
la Uncaria rhynchophylla, con la que Bae WK et al (87) ha demostrado
que el acido uncarinico C (URC) junto con IFN-y es capaz de incrementar
la maduracion y activacion de las DC y ademas inducir la produccion de
IL-12 con la que ademas puede redireccionar una respuesta Thl que puede
ser antitumoral. Cabe mencionar que en uno de nuestros estudios sobre UT
y células dendriticas mieloides humanas no encontramos diferencias en los
porcentajes poblacionales luego del tratamiento con 50 y 100ug/mL y s6lo
se evidencio una disminucion a concentraciones superiores a 500ug/mL
las que segln nuestra evaluacion seria producto mas bien de un efecto
citotoxico (78). Por tanto, dado que el porcentaje poblacional de DCm
resultd incrementado luego del tratamiento con UT-TOA, resultaria
interesante demostrar si ademdas existen cambios en los niveles
maduracion y activacion que permitan mejorar la presentacion de

antigenos tumorales en el microambiente tumoral, en vista que las células
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dendriticas son un componente celular Gtil en las vacunas celulares contra
los tumores y que se requiere de mejores estrategias para mejorar su
funcionalidad en este esquema de inmunoterapia como lo indicamos en
nuestro articulo de revision (77).

Casi de la mano con la actividad de células dendriticas y de los
macrofagos M1/M2 esta la polarizacion Thl/Th2, la que hoy en dia
ademas es complementada por la Thl7 y las demas subpoblaciones de
LTh que se encuentran en muchos casos en etapa de estudios que
dilucidarén su funcién no sélo en modelos animales sino también en
humanos como en el caso de las mencionadas anteriormente.

En cuanto al perfil de citoguinas, se evaluaron las citoquinas Thl (IFN-y,
TNF-a, IL-2); Th2 (IL-4, IL-6 y IL-10) y Th17 (IL-17A) en PBMC y las
citoquinas Thl (IFN-y y TNF-o); Th2 (IL-6 y IL-10); IL-12p70 y MCP-1
en MTMC siendo el principal hallazgo que a nivel del tratamiento de
PBMC con 1000mg/kg de UT-TOA se mostr6 un incremento significativo
de TNF-a (Thl) y una disminucion significativa de IL-17A (Thl7),
mientras que no hubo variacion en las citoquinas IL-6, IL-10 (Th2)
(Fig.38), tampoco hubo variacién en otras citoquinas como IL-2, IL-4
sistémicas y 1L-12p70 y MCP-1 del MTMC (Fig.39). Al respecto, el
unico trabajo que evalta las citoquinas Th1/Th2 en células de ratones
sanos tratados con un extracto hidroalcoholico de Uncaria tomentosa es el
de Domingues A et al (96), quien demostrd0 una polarizacion Th2
caracterizada por el incremento de las citoquinas IL-4 y IL-5 a una dosis

de 500ug/mL mientras que a la misma concentracion las citoquinas Thl
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(IL-2, TNF-a. y INF-y) disminuian. Ademéas Bae WK et al (87) demostro
que las DC tratadas con URC promovian la polarizacion de linfocitos Thl
productores de IFN-y. En este caso nuestro resultados son opuestos a los
de Domingues A y coinciden con los de Bae WK, en el primer caso se
tendria que tener en cuenta que existen condiciones distintas a las nuestras
como que las células provienen del bazo de ratones sanos, que fueron
estimuladas previamente con el mitogeno ConA (concanavalina, que
promueve la proliferacion linfocitaria) y que el tratamiento con los
extractos fue por 48h; mientras que en el caso de Bae WK a pesar que se
trata de otra especie de Uncaria ambos casos promueven una respuesta
Th1y utilizan células obtenidas a partir de sangre periférica.

En relacion a la citoquina Th17, IL17A la basqueda bibliografica nos
indica que este es el primer estudio donde se evalla esta citoquina junto
con UT y en nuestro caso a nivel sisttmico UT-TOA produce una
disminucion significativa de IL-17A (Fig. 39E). Al respecto, los estudios
sobre la poblacién de linfocitos Th17 y la IL-17A en cancer son bastante
controversiales debido a que ambas propiedades pro y anti tumorales han
sido propuestas para esta citoquina pero definitivamente la infiltracion
tumoral de células Th17 sugiere un rol importante en la respuesta contra
tumores. Precisamente en un modelo de melanoma murino como el
utilizado en este estudio Kulig P et al (136) evaluo la capacidad de
metastasis pulmonar de las células B16 y encontré que IL-17A que cuenta
con receptores IL-17AR y IL-17RC en células epiteliales y endoteliales

promovié la metastasis pulmonar al regular la funcién de la barrera
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endotelial y la extravasacion de células tumorales desde la circulacién
hacia el parénquima pulmonar. Por lo tanto, el resultado encontrado con
IL-17A concuerda mejor con una respuesta antitumoral a nivel sistémico.
Con la informacién obtenida con todos las parametros inmunologicos
medidos se procedio a realizar evaluaciones de correlacion entre ellos y se
encontré que existian tendencias de correlacion positiva entre
CD4%/CD8a" y TNF-a. y de correlacion negativa entre CD4*/CD8a" y IL-
17A pero que no fueron significativas, es decir posiblemente el incremento
de la poblacidn de linfocitos T CD4 justificaria el incremento de TNF-a y
la disminucion de IL-17A. Es decir a nivel sistémico el tratamiento con
UT-TOA posiblemente permitiria una polarizacion de la respuesta Thl
antitumoral y una disminucién de la respuesta Th17 protumoral.
Finalmente, si bien los modelos mixtos M1/M2 son encontrados
especialmente en condiciones patologicas como lo refiere Italiani P et al.
(48) y el andlisis del transcriptoma muestra diferencias como las que se
han encontrado en este estudio, pero ademas el estudio en una patologia
como el cancer sugiere una mejora de la respuesta inmune aunque esta sea
sistemica y no en el microambiente tumoral es importante resaltar que
productos naturales como Uncaria tomentosa son consumidos de manera
preventiva como inmunoestimulantes y no como una solucion paliativa
por lo que saber que es lo que sucede con células inmunocompetentes tras
el tratamiento con extractos como el utilizado en este estudio nos dara
mayor evidencia para recomendar la realizacion de estudios de fase clinica

ya sea con extractos o con alguno de los compuestos quimicos que han
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sido aislados de la planta y ademas recomendar su uso como parte de la

medicina alternativa.

7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Tomados juntos los resultados de la evaluacion de la actividad bioldgica
del extracto hidroalcoholico de Uncaria tomentosa con un contenido de
alcaloides oxindolicos totales de 5,03% (UT-TOA) se concluye que en:

e Monocitos-macrofagos de humanos sanos

o El extracto es inocuo en el rango de 6,25 — 100ug/mL para
células provenientes de sujetos aparentemente sanos.

o Incrementa la produccion de ROS pudiendo tener actividad
microbicida frente a patdgenos como Candida albicans; sin
embargo, se recomienda la evaluacion funcional de esta
actividad (Por ej. evaluacién de la union a receptores de
reconocimiento y del proceso de fagocitosis).

o A nivel transcripcional y de expresion de receptores y
citoquinas existen mé&s evidencias de una polarizacion
mixta M1/M2 y se recomienda que a nivel transcripcional
se incremente el nimero de muestras para confirmar este
resultado.

o Se incrementa la produccion de IFN-y, una citoquina
importante para la respuesta contra  patdgenos

intracelulares; sin embargo, se debe descartar que también
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haya sido producida por linfocitos contaminantes durante el
aislamiento de los monocitos-macrofagos.

Es importante resaltar que para el modelo con monocitos-
macrdéfagos humanos aparentemente sanos, el tratamiento
con UT-TOA no estuvo acompafiado de estimulos
adicionales, lo que permitié reflejar las condiciones

fisioldgicas tipicas en que se mantienen estas células.

e Modelo de melanoma inducido en ratones

(@]

Los mejores efectos encontrados se dan mas a nivel
sistémico (sangre periférica) que en el microambiente
tumoral. Por tanto, es importante evaluar la
biodisponibilidad del extracto para determinar en qué grado
sus metabolitos podrian alcanzar el microambiente del
tumor.

A una dosis de 1000mg/kg incrementa la relacion
CD4/CD8a y de la citoquina Thl TNF-a y la disminucion
de la citoquina Th17 IL-17A, incluyendo una tendencia a
mejorar la activacion linfocitaria

La Unica poblacion inmunocompetente que mostré un
cambio significativo en el microambiente tumoral fueron
las células dendriticas mieloides; sin embargo, deberia
determinarse si fueron estimuladas sistémicamente o en el

microambiente tumoral.
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o De los resultados anteriores se concluye que debe hacerse
una valoracion costo-beneficio, es decir es mejor contar no
tanto con mayores frecuencias de linfocitos T sino
promover la capacidad de activacion de estas células, la
cual mejoraria la  respuesta de las  células
inmunocompetentes en el modelo de melanoma utilizado.

Aunque se conoce el contenido de alcaloides oxindolicos totales, no se
descarta que los efectos biolégicos encontrados se deban también a una
sinergia con los otros metabolitos componentes del extracto y que no
han sido identificados y cuantificados en este estudio.

Se recomienda estandarizar la preparacion de los extractos de UT e
identificar los principales grupos quimicos que han demostrado
efectos bioldgicos significativos. Ademas para su uso en estudios
experimentales se recomienda la evaluacion previa de la inocuidad de
la preparacion y en el caso de almacenamientos prolongados repetir las
cuantificaciones quimicas asi como también una evaluacion de la
potencia bioldgica del extracto a fin de garantizar su calidad.

Los datos obtenidos de este estudio deben considerarse como un aporte
al conocimiento basico de los efectos biologicos de U. tomentosa y no
como una evidencia definitiva para lo que se recomienda mayores

estudios pre-clinicos.
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8. ANEXOS

Anexo 01 - SECUENCIAS DE PRIMERS PARA PCR DE GENES HUMANOS

Nombre Secuencia

1 IL-1b(s) CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG

2 IL-1b (as) GATCCA CACTCTCCAGCTGCA

3 TNF(s) AGGCTGTGCATTGCACCTCA

4 TNF (as) GGGACAGTGACCTGCACTGT

5 IL-6(s) GAGGATACCACTCCCAACAGACC

6 IL-6 (as) AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA

7 MR (s) ATGCCAAGTGGGAAAATCTG

8 MR (as) TGTAGCAGTGGCCTGCATAG

9 Dec-1(s) CATCGTCTCACCGTATTAATGCAT
10 Dec-1 (as) CCCAGAACCATGGCCCTT

11 IL-1ra-H-L TGGGAATCTCAGATGGGAAG
12 IL-1ra-H-R CTGTGTCCCCCAGAACTTGT
13 1L-12p40 (s) GCCCAGCTGCTGAGGAGAGT
14 1L-12p40 (as) TGGGTGGGTGAGGTTTGATG
15 IL-10-H-L TGCAAAACCAAACCACAAGA
16 IL-10-H-R TCTCGGAGATCTCGAAGCAT
17 TLR-2-H-L TCCTGTTGTTGGACAGGTCA
18 TLR-4-H-R CAGGGCTTTTCTGAGTCGTC
19 CCL17-H-L AGGTCTTGAAGCCTCCTCAC

20 CCL17-H-R AGTTCAGACAAGGGGATGGG
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21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

CCR2-H-L
CCR2-H-R
CD163-H-L
CD163-H-R
CD16b-H-L
CD16b-H-R
CD32AB-H-L
CD32AB-H-R
DC-SIGN (As)
DC-SIGN (s)
B-Actine-H-L

B-Actine-H-R

TGGCTGTGTTTGCTTCTGTC

CCCGAGTAGCAGATGACCAT

AAGCTGATGTGGTTTGCAGG

CCATTGCCAGTTCTTGCAGT

TACAGCGTGGAGAAGGA

GCACCTGTACTCTCCACTGT

CCAAAGGCTGTGCTGAAACT

TACTCCCCGCTGTCATTGTT

CAACTTAGAAACAGCCAAATGGAA

GGGCATGGAGGCTCCAC

GGACTTCGAGCAAGAGATGG

AGCACTGTGTTGGCGTACAG
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Anexo 03 — Curvas estandar para citoquinas por CBA

Curvas estandar del ensayo de CBA para la medicidén citoquinas producidas por monocitos-
macrdéfagos tratados con UT-TOA. Las curvas representan la concentracion de estandares de
citoquinas vs la intensidad de fluorescencia media (MFI) generada por cada concentracién del
estandar de concentracion conocida. A partir de estas curvas y por extrapolacion se obtuvieron las

concentraciones de las citoquinas (pg/mL) evaluadas en el estudio.
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