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Abstract

Uncaria tomentosa (cat's claw) (Willd. Ex Roem. & Schult) is a liana from the Peruvian
Amazon and is used in traditional medicine for its immunomodulatory and anti-
inflammatory properties. The present study used in vitro assays to investigate the
immunomodulatory effects of a hydroalcoholic extract of Uncaria tomentosa with
5.03% pentacyclic oxindole alkaloid (UG-POA) on the immunophenotype of subsets of
dendritic cells (DC), Thl, Th2, Thl7 and IL-12 from the culture of peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) from patients with breast cancer stage Il and healthy
controls. In all bioassays UG-POA concentrations between 50 to 1000 ug/mL were used.
Results: we demonstrate that UG-POA does not alter subpopulations and DC accessory
molecules, however, in healthy controls there was a decrease in the percentage of DCm
(myeloid) and an increase in HLA-DR and CD86 at 1000 pg/mL. Cytokine
measurements show that UG-POA in both groups increased Thl (IFN-y and 1L-2), Th2
(IL-4) and Th17 (IL-17) responses. IL-12 was only modulated in the group of healthy
controls producing an increase of 1L-12p70 and diminished IL-12p40 production.
Conclusions: UG-POA has a positive effect on the antitumor immune response at
concentrations of 500 - 1000 ng/mL UG-POA, and is a promising natural product for

use in preventive and alternative anti-cancer therapies.



Resumen

Uncaria tomentosa (Ufia de gato) (Willd. Ex Roem. & Schult) es una liana de la
Amazonia peruana y es utilizada por la medicina tradicional por sus propiedades
inmunomoduladores y antiinflamatorias. El presente estudio utilizd ensayos in vitro para
investigar los efectos inmunomoduladores de un extracto hidroalcohdlico de Uncaria
tomentosa con 5,03% de alcaloides oxindolicos pentaciclicos (UG-POA) sobre el
inmunofenotipo de subpoblaciones de células dendriticas (DC), citoquinas Thl, Th2,
Th17 y IL-12 a partir del cultivo de las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) de pacientes con cancer de mama de estadio 11 y controles sanas. En todos los
bioensayos se utilizaron concentraciones de UG-POA entre 50 — 1000 upg/mL.
Resultados: demostramos que UG-POA no altera las subpoblaciones y sus moléculas
accesorias de DC; sin embargo, en los controles sanos se observd una disminucion del
porcentaje de DCm (mieloides) y un aumento de HLA-DR y CD86 a 1000 ug/mL. La
medicion de citoquinas demuestra que UG-POA incrementa en ambos grupos las
respuestas Thl (IFN-y y IL-2), Th2 (IL-4) y Thl7 (IL-17). IL-12 solo fue
inmunomodulada en el grupo de controles sanos produciéndose un incremento de IL-
12p70 y una disminucion de IL-12p40. Conclusiones: A las concentraciones de 500 —
1000 ug/mL UG-POA tiene un efecto positivo sobre la respuesta inmune antitumoral y
resulta un producto natural promisorio para el uso preventivo y alternativo en terapias

anticancerigenas.



Abreviaciones

DC: Celulas dendriticas

DCm: Células dendriticas de origen mieloide

DCp: Células dendriticas de origen plasmacitoide
PBMC: Células mononucleares de sangre periférica
APC: Celulas presentadoras de antigenos

LT: Linfocitos T

LB: Linfocitos B

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad
HLA-DR: Antigeno leucocitario humano, haplotipo DR
GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos
LTCDA4": Linfocitos T helper, “ayudadores”

LTCDS": Linfocitos T citotoxicos, “efectores”

NK: Células natural killer

LTh1: Linfocitos T helper 1

LTh2: Linfocitos T helper 2

LTh17: Linfocitos T helper 17

CAMs: Moléculas de adhesion celular

UG: Uncaria tomentosa (Ufia de gato)

POA: Alcaloides oxinddlicos pentaciclicos

TOA: Alcaloides oxinddélicos tetraciclicos



UG-POA: Extracto hidroalcoholico de Uncaria tomentosa estandarizado al 5,03% de
alcaloides oxindolicos pentaciclicos
ELISA: Enzimainmunoensayo

TA: Temperatura ambiente

IL-2: Interleuquina-2

IL-4: Interleuquina-4

IL-6: Interleuquina-6

IL-10: Interleuquina-10

TNF-a: Factor de Necrosis tumoral-alfa
IFN-y: Interferon-gamma

IL-17A: Interleuquina-17A

IL-12: Interleuquina-12

IL-12p70: Interleuquina-12 subunidad p70

IL-12p40: Interleuquina-12 subunidad p40



1. Introduccion

El cancer es un problema de salud pablica que lidera las principales causas de muerte a
nivel mundial. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el 2008 se
produjeron 7,6 millones de muertes (cerca del 13% de las muertes a nivel mundial por
esta causa). Cada afio los principales tipos de cancer con alta mortalidad son: pulmén
(1,37 millones), estdmago (736, 000), higado (695, 000), colorrectal (608, 000) y mama
(458, 000). Més del 70% de las muertes ocurren en paises de ingresos bajos y medios.
Para el 2030 se proyecta un incremento de muertes a nivel mundial por cancer de 13,1
millones™.

En Latinoamérica el cancer ocupa el tercer lugar de las causas de muerte y en el Perq, el
Registro de Céancer de Lima Metropolitana, ha publicado tasas de incidencia y
mortalidad por cancer global la cual es de 150,7 y 78,3 por cien mil habitantes de
nuestra ciudad capital. Para la oficina de informatica del Instituto Nacional de
enfermedades Neoplasicas el cancer de mama ocupa el segundo lugar en las neoplasias
més frecuentes en mujeres?.

Segun estas proyecciones el cancer de mama podria convertirse en un problema de salud
publica en el Perd, por lo que es necesario generar informacion a todo nivel de los
posibles blancos que puedan servir para corregir esta neoplasia.

Sin lugar a dudas el cancer se caracteriza por estar acompafiado de un importante
componente inmunoldgico, el cual todo el tiempo esta evitando que las células
neoplasicas que aparecen se propaguen. ® Sin embargo, cuando éstas son capaces de

evadirlo aparecen mecanismos més agresivos de respuesta.® Por lo tanto, el cancer y la



respuesta inmune conviven en una lucha constante que lamentablemente, en la mayoria
de los casos, no es favorable para la persona que presenta el cuadro neoplasico.

Uno de los mecanismos mas eficientes del sistema inmune se da a través de las células
dendriticas (DC), las cuales forman parte de la inmunidad innata y adaptativa y cumplen
un rol en la respuesta inmune que resulta clave para combatir infecciones por distintos
patdgenos y por supuesto, el cancer. Asimismo, resulta importante en la participacion de
los comunicadores celulares por excelencia, es decir, las citoquinas, que permitiran que
se lleve a cabo muchos mecanismos inmunologicos a partir del reconocimiento de las
células neoplasicas.

Las DC se derivan de precursores ubicados en médula ésea, son muy heterogéneas ya
que existen distintas subpoblaciones dependiendo del tejido donde se alojen y la funcién
que cumplan*®. Actualmente son herramientas Gtiles en los programas de terapia
biolégica como las vacunas de DC “cargadas” con antigenos tumorales ex vivo e in vivo*
1 ¢ incluso es posible obtener gran cantidad de DC in vitro para estudios sobre sus
caracteristicas inmunolégicas***®.

Las DC se denominan, junto con los macréfagos y los linfocitos B (LB), células
presentadoras de antigeno (APC) por la gran capacidad de activar a los linfocitos T (LT)
virgenes y LT de memoria e iniciar la respuesta inmune. Las DC pueden estar en varios
estadios de diferenciacién y se las puede encontrar en circulacién como DC de origen
mieloide (DCm) y plasmacitoide (DCp)*?®, en érganos linfoides periféricos y en lugares
donde ocurre la infeccion o donde se lleva a cabo una respuesta inmune como el

ambiente tumoral®. Las DC en su estadio inmaduro tienen una gran capacidad de captura



de antigenos, la que culminard en su maduracion con una alta expresion del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (en inglés, major complex histocompatibility) (MHC) o
también conocido como antigeno leucocitario humano (en inglés, human leukocyte
antigen) (HLA-DR) en el humano, una molécula necesaria para la presentacion de los
antigenos a los LT (primera sefial). Ademas existe un nivel de activacion que se
relaciona con la alta expresion de moléculas co-estimuladoras como CD80, CD83 y
CD86, vitales para la activacion de los LT (segunda sefial). Asimismo, se requiere del
factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) debido a que esta
citoguina no solo sobre-regula la expresion de CMH-clase 11 sino también la expresion
de CD80, CD83 y CD86" 8. Todo lo anterior induce a los LT a entrar en proliferacion
para luego diferenciarse en alguna de las subpoblaciones de linfocitos T helper,
“ayudadores” (LTCD4%), o linfocitos T citotoxicos, “efectores” (LTCD8"), con
determinadas funciones y perfiles de produccién de citoquinas en el contexto de la
inmunidad adaptativa o generaré la tolerancia periférica, la cual es importante para evitar
respuestas autoinmunes. Las DC también estan involucradas en la activacion de los
linfocitos B (LB) a través de la produccion de moléculas de activacién (BAFF, B-cell
activating factor belonging to TNF family) y supervivencia (APRIL, a proliferation-
inducing ligand); de células natural killer (NK), activandolas e induciendo su expansion
y de células NKT, induciéndolas a producir IFN-y para generar resistencia a tumores, lo
que demuestra su gran versatilidad'® **?!. La respuesta inmune antitumoral utiliza los

mismos mecanismos de la inmunidad innata y adaptativa descritos en la infeccién por



patogenos; sin embargo, en el presente estudio evaluaremos la accion de las DC y
citoguinas inmunomoduladoras en el contexto de la inmunidad adaptativa.

Las causas de la aparicion de un cancer son diversas. Sin embargo, desde el punto de
vista inmunoldgico una eficiente respuesta antitumoral innata inducird por ejemplo
apoptosis, con ello se generan restos antigénicos conformados por cuerpos apoptoticos o
lisados de células tumorales que seran reconocidos por el sistema inmune adaptativo.
Esto serd inducido por las APC que pueden fagocitar estos cuerpos apoptéticos,
especialmente el macréfago y la DC, pero también se encargaran del procesamiento,
migracion y presentacion de antigenos tumorales especificos en los 6rganos periféricos a
los LT, quienes a su vez son los encargados de ejecutar una respuesta de tipo LThl o de
tipo LThl7. Estos LThl17 contribuyen a la respuesta antitumoral facilitando la
quimioatraccion de células inmunocompetentes hacia el microambiente tumoral, ya que
IL-17 favorece la produccion de IL-6, el factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSF) y varias quimioquinas por células como los fibroblastos, células epiteliales y
las mismas células neoplésicas por lo que cumpliria un rol pro-inflamatorio.t* 2 %

Aun asi existe un nivel de evasion de la respuesta inmune por parte del cancer; por
ejemplo, se ha demostrado una alteracion grave fenotipica y funcional de las DC en los
pacientes con cancer de mama debido a factores liberados por el tumor.*** 2 Estudios
demuestran que las DC son incapaces de migrar a los nddulos linfoides debido a que
factores liberados por el tumor como el factor transformante del crecimiento tipo beta
(TGF-B), interleuquina 10 (IL-10) y el factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF),

alteran su diferenciacion debido a que inducen una escasa expresion de moléculas del



CMH y co-estimuladoras con lo que la respuesta inmune citotoxica antitumoral antigeno

especifica no se lleva a cabo™ % %,

Especificamente se ha demostrado que TGF-$
producido por el tumor, puede favorecer indirectamente la metéstasis al incrementar la
produccién o degradacion de la matriz extracelular, induciendo la vascularizacion
tumoral e inhibiendo los mecanismos de inmunovigilancia. Se han realizado ensayos
exitosos con una proteina quimérica soluble compuesta por una porcion del receptor tipo
Il de TGF-B y el fragmento Fc de una IgG1 murina (Fc:TPRII), la cual bloquea la unién
de TGF-B a su receptor endogeno y como consecuencia produce diez veces menos

metastasis pulmonar que el grupo control®*

.Otro factor tumoral es VEGF (producido por
células cancerigenas de mama y colon. Afecta la maduracion funcional sélo de primeros
estadios de las DC en sangre periférica, ya que incrementa el nimero de células madre
CD34", poseedoras del receptor Flt1 o VEGFR1 especifico para VEGF. Estas células
madre son incapaces de adquirir las caracteristicas morfologicas tipicas de una DC y
tienen un bajo nivel de expresion de CMH-I11 y una capacidad reducida de captacion de
antigenos o una ineficiente presentacion de antigenos resultando en una tolerancia
inmune y privilegio inmune para las células tumorales en el hospedero®2°.

También se ha demostrado que en sangre las DC expresan niveles bajos de moléculas
co-estimuladoras y también de interleuquina IL-12, ademas de mostrar un deterioro de la
capacidad de estimular a LT*® ' En este contexto, resulta importante mejorar la

respuesta de las DC y la expresion de moléculas importantes a través de elementos que

permitan contrarrestar la accion de los factores tumorales.



Otro mecanismo relacionado a la alteracion de la maduracion de las DC se relaciona con
la induccién temprana de la maduracion; sin embargo, es disfuncional ya que se pierde
la capacidad inicial de captura de antigenos y de produccién de citoquinas reguladoras.
En este caso, las poliaminas, moléculas inmunomoduladoras endogenas, son los
potenciales candidatos de esta alteracion, debido a que son importantes mediadores de
las funciones inmunes y aparecen en altas concentraciones en tejidos de proliferacion
activa. En particular, se sugiere que la espermina (poliamina) contribuiria a disminuir la
respuesta anti-tumoral, habiéndose encontrado altos niveles en el plasma y orina de
pacientes con cancer de mama y ademas es capaz de inhibir la produccién de 1L-12 por
macréfagos?®C.

Un estudio donde se realiz6 ensayos ex vivo con sangre periférica de pacientes con
cancer de mama, confirmé que hay una reduccién marcada de la subpoblacion de DCm
CD11c", que presentan un inmunofenotipo maduro con sobre-expresion de CD86 y una
deficiente produccién de IL-12%. También se ha demostrado, in vitro que las DC, en
presencia de espermina, reducen su capacidad para capturar antigenos y fagocitar células
apoptéticas de una manera dosis dependiente®.

En general, se sabe que gran parte de la respuesta inmune es mediada por las citoquinas,
las que cumplen roles de mensajeros celulares facilitando que se lleven a cabo los
mecanismos de proliferacién, maduracion, activacién y regulacién. Por ejemplo, las DC
son capaces de producir IL-12 con lo que pueden direccionar una respuesta de tipo Thl
importante no s6lo frente a infecciones por patdgenos intracelulares sino también frente

a células neoplasicas®® *2. También se ha demostrado que IL-12 mejora la funcién y
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promueve indirectamente la diferenciacion y maduracion de las DC a través de la
produccién de citoquinas pro-inflamatorias como IFN-y, TNF-q, IL-6 y GM-CSF.*? Una
falta de produccién de IL-12 por las DC puede conducir a la muerte celular temprana.®®
Probablemente esta reduccién de DC encontrada por Della et al., 2003* se deba a la
induccion de apoptosis por parte de los factores tumorales o inmunosupresores como lo
demostré Kiertscher et al., 2000%’, quienes determinaron que el efecto apoptético de
sobrenadantes de distintas lineas celulares cancerigenas, incluyendo las de cancer de
mama, es especifico para DC*’. Ademas, Pinzon-Charry et al., 2006**, encontraron que
este efecto pro-apoptético inducido por factores tumorales® presentes en el
sobrenadante de lineas celulares de DC de cancer de mama era revertido por
estimulacion con CD40 y el tratamiento con IL-12 exdgena, lo que se evidencia con el
aumento en la expresion de Bcl-2, una proteina anti-apoptotica perteneciente a la familia
Bcl-2 e involucrada directamente en la apoptosis de DC inducida por factores
tumorales®*.

Si bien es cierto que la IL-12 es importante, se debe tener en cuenta que existe una
familia de IL-12 conformada ademas por IL-23 y IL-27, estructuralmente relacionados
incluyendo la subunidad IL-12p40 y p19. El fragmento IL-12p40 es comun a IL-12p70 y
IL-23. Estudios recientes indican que 1L-23 favoreceria la produccion de IL-17 por las
células tumorales y que esto contribuiria a atraer leucocitos efectores al microambiente
tumoral.® Por ello se debe evaluar en qué contribuye realmente cada una de estas

citoquinas al momento de estudiar su comportamiento.
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Actualmente, es sabido que el paradigma Th1/Th2 no existe mas y que mas bien han
sido descubiertas mas subpoblaciones de LTh (Thf, Th4, Th9, Th22, iTreg, nTreg, entre
otras) que tienen un rol importante en la respuesta antitumoral. Las células inflamatorias
y sus moléculas pueden tener un papel fundamental en la iniciacion y el mantenimiento
de la inmunidad antitumoral de proteccion. Los linfocitos T helper 17 (Th17) son un
componente inflamatorio importante y se ha demostrado que promueven la inflamacién
en una serie de enfermedades autoinmunes®“*. Recientemente, las células Th17 se han
investigado en pacientes con diversos tipos de cancer, siendo uno de ellos el cancer de
mama. En general se acepta que, si bien las células Th17 pueden permanecer como una
menor poblacion en sangre periférica de pacientes con cancer, pueden presentarse en una
mayor proporcion en el lugar mismo donde se encuentra localizado el tumor®. Las
células T efectoras convencionales a menudo expresan HLA-DR, CD25 y granzima B,
pero se ha demostrado, que en cuanto a las células Th17 localizadas cerca al tumor, estas
expresan niveles insignificantes de estas moléculas. Esto sugiere que estas células Th17
podrian no ser células T efectoras convencionales. Ademas, expresan niveles minimos
de PD1 (programmed cell death 1) y Foxp3 (forkhead box P3), lo cual sugiere que no
contribuyen a la inmunosupresién en el microambiente tumoral* *.

En lo que concierne al patrén de citoquinas que liberan las células Th17 se ha observado
que expresan niveles insignificantes de la citoquina antinflamatoria IL-10, pero
alrededor del 50-90% de las células Th17 producen altos niveles de citoquinas efectoras
como la IL-2, GM-CSF, IFN-y y TNF.* Las células Th17 asociadas a tumores exhiben

un perfil de citoquinas de células T efectoras similar al que se ha descrito de las células
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T efectoras en enfermedades infecciosas.*® * Este perfil de citoquinas se ha observado
en células Th17 asociadas con distintos tipos de tumores humanos, en donde se incluye
distintos carcinomas de piel, intestino pancreas, higado y ovario.*® Estos datos indicarfan
que estas células Th17 pueden tener un papel protector en la inmunopatologia del tumor
mediante la promocion de la inmunidad antitumoral. Sin embargo, la relacidn entre éstas
y la inmunopatologia del tumor es atin de indole controversial.**°

Hay varias lineas de evidencia que sugieren que las células Thl7 pueden promover
respuestas protectoras inmunes antitumorales. En primer lugar, células Thl7 infiltradas
en el tumor expresan varias citoquinas efectoras, similar a lo observado en pacientes con
enfermedades infecciosas.*® *’ Esto sugiere que las células Th17 asociadas a tumores
podrian ser células T efectoras funcionales, y de acuerdo con esta posibilidad, las células

Th17 se correlacionan negativamente con la presencia de LTreg**

y se correlacionan
positivamente con las células efectoras inmunes, incluyendo células T efectoras IFN-y",
LT CD8" y NK, en el microambiente del tumor mismo.** Estas observaciones son
compatibles con los datos de los tumores tanto de humanos asi como de raton*> %> 3 La
actividad antitumoral mediada por células Th17 también podria estar relacionada con el
reclutamiento de DC en el microambiente del tumor o tumores en ganglios linfaticos.
Las células Th17 pueden estimular la expresion de CCL20 en los tejidos tumorales y
promover el trafico DC tumorales de modo dependiente de CCL20-CCR6. A su vez, los
LT CD8+ son efectivamente preparados y activados por las DC y consecuentemente

median una respuesta inmune antitumoral potente. En conjunto, estos datos sugieren que

las células Th1l7 no pueden mediar la actividad antitumoral de modo directo, sino que
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mas bien pueden promover la inmunidad antitumoral indirectamente a través del
reclutamiento de DC y las células citotoxicas efectoras.>

Todos estos mecanismos inmunologicos hoy en dia son abordados por inmundélogos de
todas partes del mundo habiéndose creado terapias bioldgicas que acompafian a los
tratamientos convencionales para el cancer. Si bien es cierto que estas terapias
bioldgicas apuntan a blancos especificos del sistema inmune o de las células neoplésicas
resultan ser demasiado costosas por el momento como para ser utilizadas de manera
masiva en paises en vias de desarrollo como Peru. Aun asi las terapias bioldgicas logran
resultados parciales cuyo principal logro a destacar es la mejora en la calidad de vida del
paciente; por lo que uno de los objetivos de muchos investigadores es apuntar hacia los
productos naturales, que podrian tener un potencial anticancerigeno importante, el cual
merece ser evaluado y comprobado cientificamente por aquellas propiedades que en el
uso popular se les atribuye.

Se conoce que una gran variedad de plantas medicinales han demostrado tener potencial
para ser usadas en el abordaje de diferentes patologias. Sin embargo, a pesar del
empirismo hay que demostrar su utilidad, debido a que los efectos benéficos de una
planta medicinal no pueden ser atribuidos a un principio activo particular inico como si
ocurre con los medicamentos quimicos.

A las plantas con accion terapéutica se les atribuye, desde un punto de vista popular,
grandes virtudes gue han sido transmitidas de manera oral de generacién en generacion.
Sin embargo, es necesario demostrar con resultados cientificamente validos sus

propiedades atribuidas tradicionalmente®®. Por ejemplo, Chang y col.>* determinaron el
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efecto inmunomodulador de Tripterygium wilfordii, una planta de China, cuyo extracto
refinado del xilema de la raiz ha demostrado cientificamente inhibir la expresion de
moléculas de adhesion celular (CAMSs) sobre células endoteliales en cultivo, lo que se ha
planteado que podria explicar su efecto anti-inflamatorio observado en artritis
reumatoide (AR).

La ufia de gato (UG), Uncaria tomentosa Willd DC, es una planta de la Amazonia
peruana de uso milenario por las tribus Aguaruna, Ashaninka, Cashibo, Conibo y
Shipibo. Los Ashéaninka la Illaman Savéntaro (saveshi = planta, antearo = potente) y la
utilizan para tratar asma e inflamaciones del tracto urinario; mientras que las tribus
indigenas de Piura la utilizan para tratar tumores, inflamaciones y reumatismo®® %,

Su composicién quimica es variada incluyendo glicosidos del &cido quinovico,
esteroides, fenoles, triterpenos polihidroxilados, flavonoides, proantocianidinas,
catequinas, saponinas, taninos y alcaloides. Estos ultimos han permitido la clasificacion
en dos quimiotipos: uno con mayor contenido de alcaloides oxindélicos pentaciclicos
(POA), y otro con una concentracion mas alta de tetraciclicos (TOA); sin embargo, no se
produce un patron uniforme de POA y TOA, pudiendo variar dependiendo si se obtienen
la corteza, las hojas o las raices e incluso dependera de la estacion del afio en que se

recolecte la planta®® %

. Se sugiere que la actividad bioldgica se deberia a la
combinacion de otros compuestos que actuarian en sinergismo, o como vehiculos o
inducidos por los POA. Los POA: pteropodina, isopteropodina, mitrafilina e

isomitrafilina, extraidos de Uncaria tomentosa inhiben la via de las protein tirosin

kinasas (PTK) (importantes para la division y diferenciacion celular y apoptosis) y
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serian los responsables de la citotoxicidad ejercida por induccion de apoptosis en lineas
celulares de cancer de pulmén humanas MB-MDA-231%,

In vitro, 11 extractos de UG (100ug/mL) produjeron entre 27% y 59% de actividad anti-
mutagénica ante 8-MOP (8-metoxi-psoralen) y radiacion UV en cepas de Salmonella
typhimurium mediante la supresion de oxigeno y eliminacion de oxi-radicales generados
por el estimulo mutagénico®. La primera evidencia de propiedades anti-tumorales se

determiné con un extracto acuoso de UG (C-Med-100™

, un producto practicamente
libre de alcaloides), que inhibié la proliferacion celular en lineas leucémicas y de
linfoma B humanas a través de la induccién de apoptosis®™. Este mismo producto ha
demostrado un mejoramiento de la funcion inmune, actividad anti-inflamatoria y
reparacion del ADN en ratas y piel humana®®®’.

Ademas de la demostrada actividad anti-inflamatoria de UG®®", también se ha
demostrado que el extracto hidroalcohdlico de UG ejerce un efecto modulador sobre las
DC tanto mieloides como plasmocitoides y sobre sus moléculas co-estimuladoras’ ™.
Ademas, un estudio disefiado para investigar los efectos de un extracto de alcaloides
oxindol pentaciclico de la corteza de UG sobre el fenotipo de linfocitos, la produccién
de citoquinas Thl/Th2, la proliferacion celular y citotoxicidad, in vivo y en
experimentos inmunotdxicos inmunomoduladores in vitro, obtuvo como resultados mas
resaltantes: el aumento de la celularidad de la pulpa esplénica blanca y la médula timica
y el aumento del nimero de linfocitos T y linfocitos B; un gran efecto estimulador sobre

la viabilidad de los linfocitos y la polarizacion inmunolédgica hacia un perfil de

citoquinas Th2."
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El presente estudio evalu6 el efecto inmunomodulador de la UG sobre DC y citoquinas
involucradas en la respuesta anti-tumoral en cancer de mama, debido a que es una de las
neoplasias en las que se ha investigado mucho mas la participacion de las DC y las

moléculas que permiten su desarrollo en la respuesta anti-tumoral.
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2.1.

2.2.

Objetivos

Objetivo General

Evaluar la actividad inmunomoduladora de un extracto hidroalcohdlico de

Uncaria tomentosa (Ufa de Gato) (Willd. Ex Roem. & Schult) (UG) en

subpoblaciones de células dendriticas y sus moléculas accesorias y sobre la

produccién de citoquinas Thl/Th2/Thl7 e 1L-12 a partir de células

mononucleares de sangre periférica (PBMC) de pacientes con cancer de mama.

Objetivos especificos

2.2.1. Determinar el porcentaje de las subpoblaciones de células dendriticas
DCm (CD11c'HLA-DR") y DCp (CD123"HLA-DR") y sus moléculas de
maduracion (HLA-DR) y activaciéon (CD86), respectivamente, en PBMC
de pacientes con cancer de mama estadio Il luego del tratamiento in vitro
con UG.

2.2.2. Determinar el nivel de citoquinas Th1/Th2/Th17 e IL-12 (IL-12p70 y IL-
12p40) en el sobrenadante de cultivo de PBMC de pacientes con cancer

de mama estadio Il luego del tratamiento in vitro con UG.
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3. Materiales y Métodos

3.1.

Sujetos

Se captaron 11 mujeres sanas (diagnostico negativo de adenocarcinoma
mamario) (46.6 + 9.11 afos) y 8 mujeres con cancer de mama en estadio Il
(54.75 £ 12.74 anos), las cuales donaron de manera voluntaria muestras de
sangre periférica (36mL) previa firma de un consentimiento informado aprobado
por el Comité de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (Codigo de
inscripcion 57825) (Ver anexo 9.1).

Las mujeres sanas fueron incluidas siempre y cuando tuvieran mamografia
negativa y que no hayan tenido alguna enfermedad en los Gltimos 6 meses.

Las mujeres con cancer de mama fueron incluidas segln los siguientes criterios
de inclusion y exclusion:

e Criterios de inclusion:

o Diagndstico histolégicamente confirmado de adenocarcinoma
mamario (Estadio 1)

e Criterios de exclusién:

o Haber recibido quimioterapia y/o radioterapia

o Haberse sometido a cirugia (por cancer de mama)

o Haber tenido algln otro tipo de cancer previo

o Sufrir de alguna inmunodeficiencia y/o enfermedad autoinmune

o Estar recibiendo algun citostatico en los ultimos 12 meses
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3.2

Extracto hidroalcoholico de Uncaria tomentosa estandarizado al 5,03% de
alcaloides oxinddlicos pentaciclicos (UG-POA)

Se utilizé un extracto hidroalcohdlico obtenido a partir de la corteza de Uncaria
tomentosa, en forma de un polvo fino color marron rojizo, proporcionado por
PERUVIAN HERITAGE SA y contenia 5,03% de alcaloides oxindolicos
pentaciclicos (UG-POA). Este contenido ha sido determinado por HPLC segun lo
indicado por Dreifuss AA et al, 2010”". Se prepar6 una solucién stock de UG-
POA a partir del polvo fino pesando 30g del polvo, el que se agreg6 a un matraz
de 5L y se diluy6 en 1L de agua bidestilada, dejandola hervir por 30 minutos. Se
obtuvo entonces una solucion color vino con restos solidos visibles después de
dejar en reposo la solucion. Una vez fria se decant6 la solucion, luego fue filtrada
dos veces en papel Whatman N°3 y finalmente microfiltrada en cabina de flujo
laminar con filtro de 0,22um. De este ultimo filtrado se obtuvo una solucién mas

clara y de color naranja palido (solucién stock), la cual se conservé a—70°C.

3.3. Ensayos de Laboratorio

3.3.1. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

A partir de la obtencion de muestras de sangre periférica fresca (36mL) por
donante voluntaria se realizd el aislamiento de PBMC mediante la técnica de
gradiente de centrifugacion con Histopaque 1,077g/mL (Sigma, St Louis, MO,
USA). Previamente, se preparo tubos de polipropileno con 10mL de Histopaque.
Se diluyé la muestra de sangre en partes iguales con RPMI-1640 completo

(Sigma, St Louis, MO, USA) a temperatura ambiente (TA). Se agreg6 la muestra
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3.3.2.

de sangre diluida (30mL) al tubo que contiene el Histopaque. Se centrifugd a
1800 rpm a TA por 30 minutos, sin utilizar freno. Se recuperd con una pipeta de
transferencia el anillo celular formado en la parte intermedia (capa de células
mononucleares) y se vertié a otro tubo. Se lavo dos veces con 40mL 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 eliminG el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en RPMI-1640 completo. Después del segundo lavado se
procedié de la misma manera pero se resuspendié en 1mL de RPMI-1640
completo a 4°C. Se contaron las células en una camara de Neubauer, relacién 1:1
con el colorante azul de Trypan (Sigma, St Louis, MO, USA). Finalmente, se
realizaron los célculos para obtener la cantidad de células necesarias a ensayar.
Cultivo celular y grupos de tratamiento experimental

Las PBMC obtenidas fueron inmediatamente cultivadas en medio RPMI-1640
completo (Sigma, St Louis, MO, USA) con suero bovino fetal al 10% (Hyclone),
penicilina 100U/mL y estreptomicina 100ug/mL (Sigma, St Louis, MO, USA).
Se cultivaron 100uL de suspension para obtener una concentracion final de 1x10°
PBMC/pozo en tubos de citometria. Seguidamente se establecieron los siguientes
grupos de tratamiento, tanto para las pacientes Estadio 1l como para las Sanas, y
se incubaron a 37°C, con 5% CO, por 2h:

Grupo 1. PBMC tratadas solamente con el vehiculo diluyente de UG-POA (agua

destilada);
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Grupo 2. PBMC tratadas con el vehiculo diluyente y estimuladas con LPS
(1pg/mL);

Grupo 3. PBMC tratadas con UG-POA (50ug/mL), estimuladas con LPS; tanto
para las pacientes Estadio I como para las Sanas.
Grupo 4. PBMC tratadas con UG-POA (500ug/mL), estimuladas con LPS; tanto
para las pacientes Estadio 11 como para las Sanas.

Grupo 5. PBMC tratadas con UG-POA (1000ug/mL), estimuladas con LPS;
tanto para las pacientes Estadio Il como para las Sanas.

Luego de culminar el periodo de 2h de incubacion, se procedio a afiadir 50uL de

LPS y se incubd nuevamente a 37°C, con 5% CO, hasta el dia siguiente.

3.3.3. Citometria de flujo para determinacion de DC y sus moléculas accesorias

La citometria de flujo es una técnica de analisis celular que permite medir las
caracteristicas de dispersion de luz y fluorescencia que poseen las células
conforme se las hace pasar a través de un rayo de luz y se les marca con
anticuerpos monoclonales unidos a sustancias fluorocromas.

Se utilizé una suspension celular de 100uL. PBMC (5x10°) para cada tubo en 5
tubos estériles de citometria.

Para la determinacién del porcentaje de células dendriticas y la intensidad de
fluorescencia media (IFM) de las moléculas HLA-DR y CD86, las suspensiones
celulares fueron marcadas con los siguientes anticuerpos monoclonales: Anti-
Lin1-FITC (7uL) (Cat No. 340546), Anti-HLA-DR-PerCP (5uL) (Cat No.

347364), Anti-CD11c-APC (5uL) (Cat N0.340544), Anti-CD123-APC (5uL)
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3.3.4.

(Cat No. 560087), Anti-CD86-PE (5uL) (Cat No. 555658) (Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA). Los anticuerpos Anti-CD11c-APC y Anti-CD123-APC
fueron agregados a distintos tubos de ensayo, segun el tipo de célula dendritica
que se desea medir DCm o DCp, respectivamente. Todos los tubos fueron
incubados por 30 minutos a 2-8°C, se lavaron dos veces con 1mL de Cell wash
(solucion de lavado celular, 1% suero fetal bovino en PBS (pH 7,4)) a 1800rpm
por 5 minutos, repitiéndose este paso 2 veces. Finalmente, los sedimentos
celulares fueron resuspendidos con 500uL de Cell fix (1% paraformaldehido en
PBS pH 7,4) y guardados a 4°C hasta su lectura.

La adquisicion de los datos se realiz6 usando un citometro de flujo FACSCalibur
(BD Immunocytometry Systems, USA). El analisis de los datos obtenidos se
realiz con el software Summit 4.3 (Dako Colorado, Inc., USA) (Ver anexo 9.2).
Determinacion de citoquinas Th1/Th2/Th17 por Cytometric Bead Array
(CBA)

El ensayo CBA es una variante de la citometria de flujo que emplea beads
(también Illamadas perlas), de distintos tamarfios revestidas con una fraccion de
anticuerpos contra una citoquina determinada. Luego de la unién de ambas otro
anticuerpo marcado con un fluorocromo (Ficoeritrina o PE) se une a la citoguina
formando de este modo un complejo que pasa por la celda de deteccién del
citbmetro de flujo, que cuenta con un laser que incide sobre el complejo. Luego
es posible medir la intensidad de fluorescencia media (IFM) y a través de curvas

estandar (Ver anexo 9.3) y determinar la concentracion de cada una de ellas.
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Se utiliz6 un kit de CBA para la deteccion de citoquinas humanas Th1/Th2/Th17
(BD, San José CA, USA), para medir los niveles de las siguientes citoquinas:
interleuquina-2  (IL-2), interleuquina-4 (IL-4), interleuquina-6 (IL-6),
interleuquina-10 (IL-10), Factor de Necrosis tumoral-alfa (TNF-a), interferén-
gamma (IFN-y) e interleuquina-17A (IL-17A) en una sola muestra de
sobrenadante de cultivo de PBMC. El rendimiento del kit ha sido optimizado
para el andlisis de las concentraciones fisioldgicamente relevantes (niveles en
pg/ml).
Para el ensayo se procedio a colectar del sobrenadante de cultivo de cada uno de
los 5 grupos de los cultivos de PBMC y se realiz6 al ensayo de CBA para la
deteccion de citoquinas Thl (IL-2, TNF, IFN-y); Th2 (IL-4, IL-6, IL-10) y Th17
(IL-17), siguiendo estrictamente las indicaciones del fabricante. Las muestras
fueron diluidas 1/16, tanto del grupo Sanas como del grupo de Estadio II.
Antes de comenzar con el ensayo:
e Se prepararon los estdndares siguiendo los pasos mencionados a
continuacion:
1. Se reconstituyo el estandar 15 minutos antes de realizarse las diluciones en
cabina de flujo laminar (Ver anexo 9.3), con 2mL del diluyente del estandar.
Se le dejé equilibrar durante al menos 15 minutos antes de hacer las
diluciones. Se vortexeo para mezclar.
2. Se agregé 300ul del diluyente del estandar a tubos de vidrio con los

siguientes rétulos: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 y 1:256. Las

24



3.

1

2)

3)

equivalencias de las diluciones con las concentraciones finales se muestran

en la tabla a continuacién:

CONCENTRACION  piLUCION DEL STANDARD

TUBO (pg/mL) DE LA CITOQUINA

| () { Controlnegativo ) = Nodilucion del Standard
(Solo diluyente)

2 20 1:256

3 40 1:128

-+ S0 1:64

5 156 1:32

6 312.5 1:16

7 625 1:8

S 1,250 1:4

9 2.500 1:2

10 5.000 Top standard

Se realizaron diluciones seriadas afiadiendo 300uL de cada estandar al tubo
siguiente (Ver anexo 9.3). Vortexear para mezclar entre cada transferencia.
El tubo con el estdndar no diluido sirvié como la concentracion del estandar
mas alto. El diluyente del estdndar sirvi6 como la concentracion cero
(Opg/ml).

e Se mezclaron los beads siguiendo los pasos mencionados a continuacion:
Se determind el nimero de tubos de ensayo (incluyendo estandares y
controles) necesarios para el ensayo, teniendo un total de 124 tubos.

Se vortexeo fuertemente cada tubo con la suspension de beads de captura de
3 a 5 segundos antes de mezclarlos con las muestras.

Se agreg6 una alicuota de 10uL de cada uno de los beads de captura y se

vortexeo la mezcla.
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e Para la realizacion propia del ensayo se siguieron los siguientes pasos:

1) Se mezclaron los beads de captura, de los cuales se agregaron solamente
50uL a cada tubo de ensayo.

2) Se afiadi6 50uL de las diluciones del estdndar de las citoquinas
Th1/Th2/Th17 a los tubos utilizados como controles.

3) Se afadio 50uL de cada muestra a los tubos respectivos.

4) Se agregd S0ulL del reactivo de deteccion de las citoquinas humanas
Th1/Th2/Th17 a todos los tubos de ensayo.

5) Se incubaron los tubos de ensayo durante 3 horas a temperatura ambiente,
protegidos de la luz.

6) Se afiadi6 1mL del buffer de lavado a cada tubo de ensayo y se
centrifugd a 200g durante 5 minutos.

7) Con cuidado se aspir6 'y descart6 el sobrenadante de
cada tubo de ensayo.

8) Finalmente, se afiadié 300uL de solucién de lavado a cada tubo de ensayo
para re-suspender el sedimento de los beads.

La adquisicion de datos se realiz6 usando un citometro de flujo FACSCalibur,

dentro de las 24 horas post ensayo y los resultados fueron analizados por el

software BD™ Cytometric Bead Array Software, version 1.4.

3.3.5. Medicion de IL-12 por enzimainmunoensayo (ELISA)
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

El ensayo de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) es una prueba de
fase sélida tipo sandwich, sea para IL-12 (p40) o IL-12 (p70), el cual utiliza un
anticuerpo monoclonal especifico para la citoquina deseada de detectar
recubierta por una placa de 96 pocillos.

Se utilizé un kit ELISA (EIAOpt BDBiosciences, San Diego, CA, USA) para la
determinacion cuantitativa in vitro de la IL-12 (p40) e IL-12(p70) en
sobrenadante de cultivo celular.

Siguiendo estrictamente las indicaciones del fabricante se procedié a realizar los
pasos detallados a continuacion:

Preparacion del estandar: 15 minutos antes de empezar el ensayo se reconstituyd
el estandar y se realizo las diluciones seriadas en el diluyente de ensayo (Ver
anexo 9.4).

Se revistieron los pocillos con 100uL del anticuerpo de captura (anti-citoquina)
diluido en Buffer de revestimiento (1/250).

Se descart6 el excedente y se lavd 3 veces con 300uL/pozo de solucidon de lavado
(Ver anexo 9.4).

Los pocillos se bloguearon con 200uL/pozo de diluyente de ensayo y se
incubaron por 1 hora a temperatura ambiente.

Se repitid el paso 3.

Se agregaron 100uL de cada estdndar y muestra problema en cada pocillo de una
placa de 96 pocillos, se sell y se llevo a incubar por 2 horas a temperatura

ambiente.
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7) Se repitio el paso 3 pero se lavo 5 veces.

8) Se agregd 100uL de anticuerpo de deteccion (diluido 1/250), preparado 15
minutos antes de su uso (Ver anexo 9.4), a cada pozo, se sello la placa y se
incubd por 1 hora a temperatura ambiente.

9) Se repitio el paso 3 pero se lavo 7 veces esperando de 30 segundos a 1 minuto
entre cada lavado.

10) Se agregd 100uL de sustrato a cada pozo y se procedio a incubar 30 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad.

11) Se agregd S0uL de solucion Stop a cada pocillo y se leyé a 450nm dentro de los

primeros 30minutos.
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4. Analisis estadistico

Los resultados son presentados como el promedio + EEM (Error Estandar de la Media).
El andlisis estadistico fue realizado con el software STATISTICA (data analysis
software system) version 7, statsoft.Inc (2004). Las comparaciones entre grupos fueron
hechas por el analisis de varianza ANOVA factorial y one-way ANOVA y solo cuando
p<0,05 se realizaron comparaciones de medias Pos hoc con el test de Fisher. Un valor de
probabilidad menor de 0,05 (p<0,05) y 0,001 (p<0,001) fueron considerados

estadisticamente significativos.
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5. Resultados

5.1. Determinacion de las subpoblaciones de DCm y la expresion de sus moléculas
accesorias (HLA-DR y CD86) por citometria de flujo

Para la determinacion de las subpoblaciones de las DCm y la expresion de sus moléculas
accesorias tanto HLA-DR como CD86 se utiliz6 una suspensién celular de 5x10°
PBMC. Se utilizaron los grupos que fueron especificados en materiales y métodos.

Los resultados obtenidos muestran en el grupo Sanas, una disminucién dosis
dependiente en el porcentaje de DCm que se hizo significativa (p<0,001) a 500ug/mL y
1000upg/mL (Figura 1). En el caso del grupo Estadio Il aungue se observa una
disminucion del porcentaje de DCm esta no fue estadisticamente significativa (Figura 1).
Cuando evaluamos la expresion de las moléculas HLA-DR y CD86 en la poblacién de
DCm se observo en el grupo Sanas un aumento significativo (p<0,01) con respecto al
control con LPS para ambas moléculas a la concentracién de 1000ug/mL (Figuras 2 y
3); mientras que en el grupo Estadio Il no se observé ninguna modificacion en la

expresion de estas moléculas a las concentraciones ensayadas (Figura 2 y 3).
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Figura 1. Efecto de UG-POA sobre el porcentaje de DC mieloides (CD11cH"HLA-DRM"). Estadio I1, pacientes
con cancer de mama en estadio 11 y Sanos, personas con mamograffa negativa. Se cultivaron 0,5x10° PBMC/tubo, las
cuales fuero tratadas por 2h con UG-POA (50, 500 y 1000ug/mL), excepto los grupos Sin y Con LPS que recibieron
el vehiculo diluyente. Luego todos los grupos, excepto el grupo Sin LPS fueron estimulados con LPS (1pug/mL) por
24h. Finalmente, se realizo el marcaje con anticuerpos especificos, se adquirieron los datos por citometria de flujo y se
obtuvieron los porcentajes celulares por analisis con el software Summit 4.3. Los resultados representan el promedio +
EEM (Error Estandar de la Media) de 8 CAMA y 11 Sanas. Se realiz6 un ANOVA one-way Y el test post hoc de
Fisher. Se considero significancia estadistica solo si p<0,05.
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Figura 2. Efecto de UG-POA sobre la expresion de HLA-DR en DC mieloides. Estadio |1, pacientes con cancer de
mama en estadio Il y Sanos, personas con mamografia negativa. Se cultivaron 0,5x10° PBMC/tubo, las cuales fuero
tratadas por 2h con UG-POA (50, 500 y 1000ug/mL), excepto los grupos Sin y Con LPS que recibieron el vehiculo
diluyente. Luego todos los grupos, excepto el grupo Sin LPS fueron estimulados con LPS (1pg/mL) por 24h.
Finalmente, se realizd el ensayo de citometria de flujo y el andlisis con el software Summit 4.3. Los resultados
representan el promedio + EEM (Error Estandar de la Media) de 8 CAMA y 11 Sanas. Se realizé un ANOVA one-
way y el test post hoc de Fisher. Se considerd significancia estadistica solo si * p<0,05. IFM= Intensidad de
Fluorescencia Media.
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Figura 3. Efecto de UG-POA sobre la expresion de CD86 en DC mieloides. Estadio Il, pacientes con cancer de
mama en estadio I y Sanos, personas con mamografia negativa. Se cultivaron 0,5x10° PBMC/tubo, las cuales fuero
tratadas por 2h con UG-POA (50, 500 y 1000ug/mL), excepto los grupos Sin y Con LPS que recibieron el vehiculo
diluyente. Luego todos los grupos, excepto el grupo Sin LPS fueron estimulados con LPS (1pg/mL) por 24h.
Finalmente, se realizd el ensayo de citometria de flujo y el andlisis con el software Summit 4.3. Los resultados
representan el promedio + EEM (Error Estandar de la Media) de 8 CAMA y 11 Sanas. Se realiz6 un ANOVA one-
way y el test post hoc de Fisher. Se considerd significancia estadistica solo si * p<0,05. IFM= Intensidad de
Fluorescencia Media.

5.2. Determinacién de las subpoblaciones de DCp y la expresion de sus moléculas
accesorias (HLA-DR y CD86) por citometria de flujo

Para la determinacion de las subpoblaciones de las DCp y la expresién de sus moléculas
accesorias tanto HLA-DR como CD86 se utilizé una suspension celular de 5x10°
PBMC. Se utilizaron los grupos que fueron especificados en materiales y métodos.

Los resultados obtenidos muestran tanto en el grupo Sanas como en el grupo Estadio II,
que los porcentajes de DCp no se modifican y que aunque a 1000ug/mL se observa una

aparente disminucién esta no tuvé significancia estadistica (Figura 4).
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Cuando evaluamos la expresion de las moléculas HLA-DR y CD86 en la poblacién de
DCp se observo en el grupo Sanos un aumento significativo (p<0,05) con respecto al
control con LPS para la molécula accesoria HLA-DR a la concentracion de 1000ug/mL
(Figuras 5); mientras que para la molécula accesoria CD86 no se observd ninguna

modificacion significativa en la expresion a las concentraciones ensayadas (Figura 6).
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Figura 4. Efecto de UG-POA sobre el porcentaje de DC plasmocitoides (CD11c™"HLA-DR™9"). Estadio I,
pacientes con cancer de mama en estadio 11 y Sanos, personas con mamografia negativa. Se cultivaron 0,5x10°
PBMC/tubo, las cuales fuero tratadas por 2h con UG-POA (50, 500 y 1000pg/mL), excepto los grupos Sin y Con LPS
que recibieron el vehiculo diluyente. Luego todos los grupos, excepto el grupo Sin LPS fueron estimulados con LPS
(1pg/mL) por 24h. Finalmente, se realiz6 el marcaje con anticuerpos especificos, se adquirieron los datos por
citometria de flujo y se obtuvieron los porcentajes celulares por analisis con el software Summit 4.3. Los resultados
representan el promedio + EEM (Error Estandar de la Media) de 8 CAMA y 11 Sanas. Se realiz6 un ANOVA one-
way y el test post hoc de Fisher. Se consider6 significancia estadistica solo si p<0,05.
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Figura 5. Efecto de UG-POA sobre la expresion de HLA-DR en DC plamocitoides. Estadio 1l, pacientes con
cancer de mama en estadfo I y Sanos, personas con mamografia negativa. Se cultivaron 0,5x10° PBMC/tubo, las
cuales fuero tratadas por 2h con UG-POA (50, 500 y 1000ug/mL), excepto los grupos Sin y Con LPS que recibieron
el vehiculo diluyente. Luego todos los grupos, excepto el grupo Sin LPS fueron estimulados con LPS (1pg/mL) por
24h. Finalmente, se realizd el ensayo de citometria de flujo y el anlisis con el software Summit 4.3. Los resultados
representan el promedio + EEM (Error Estandar de la Media) de 8 CAMA y 11 Sanas. Se realizé un ANOVA one-
way y el test post hoc de Fisher. Se considerd significancia estadistica solo si * p<0,05. IFM= Intensidad de

Fluorescencia Media.
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Figura 6. Efecto de UG-POA sobre la expresion de CD86 en DC plamocitoides. Estadio I, pacientes con cancer de
mama en estadio Il y Sanos, personas con mamografia negativa. Se cultivaron 0,5x10° PBMC/tubo, las cuales fuero
tratadas por 2h con UG-POA (50, 500 y 1000ug/mL), excepto los grupos Sin y Con LPS que recibieron el vehiculo
diluyente. Luego todos los grupos, excepto el grupo Sin LPS fueron estimulados con LPS (1pg/mL) por 24h.
Finalmente, se realizd el ensayo de citometria de flujo y el andlisis con el software Summit 4.3. Los resultados
representan el promedio + EEM (Error Estandar de la Media) de 8 CAMA y 11 Sanas. Se realiz6 un ANOVA one-
way y el test post hoc de Fisher. Se considerd significancia estadistica solo si * p<0,05. IFM= Intensidad de

Fluorescencia Media.
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5.3. Medicion de citoquinas Th1/Th2/Thl7

Para la deteccion de citoquinas Th1/Th2/Th17 (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-17) se recolectaron los sobrenadantes de cultivo de los grupos con los cuales se
realizd el ensayo de CBA siguiendo los pasos previamente explicados (Ver 3.3.4).
Citoquinas Thl

En ambos grupos, Estadio Il y Sanos los niveles de IFN-y mostraron un aumento dosis
dependiente que se hace estadisticamente significativo a partir de 500pug/mL (p<0,001)
de UG-POA con respecto al control con LPS. En este caso también se observd que el
grupo de Sanos produjo mayores niveles de IFN-y que los sujetos del grupo Estadio Il
(Figura 7).

En ambos grupos, Estadio 1l y Sanos los niveles de IL-2 muestran un aumento dosis
dependiente que se hace estadisticamente significativo (p<0,05) a 1000ug/mL de UG-
POA con respecto al control con LPS (Figura 8). Cuando se evaluaron los niveles de
TNF-a por el método de CBA estos sobrepasaron en todos los grupos los 5000pg/mL
(Figura 9) por lo que no fue posible determinar los niveles de esta citoquina por falta de
muestra para otro ensayo.

Citoquinas Th2

En ambos grupos, Estadio Il y Sanos los niveles de IL-4 muestran un aumento dosis
dependiente que es estadisticamente significativo (p<0,05) a 1000pg/mL de UG-POA
con respecto al control con LPS. Ademas, se puede destacar que los sujetos Sanos

producen mayores niveles de IL-4 que los sujetos del grupo Estadio Il (Figura 10).
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Cuando evaluamos los niveles de IL-6 no encontramos diferencias ante las distintas
concentraciones de UG-POA evaluadas en ninguno de los grupos (Figura 11).

Los niveles de IL-10 no mostraron ninguna variacion con respecto al control con LPS a
las concentraciones de UG-POA evaluadas. Aunque en el grupo de Sanos se puede
observar una tendencia dosis dependiente a incrementar los niveles de IL-10 esta no fue
estadisticamente significativa y destacamos el hecho de que exista una mayor
concentracion en el grupo de Sanos que en el grupo Estadio 1l (Figura 12).

Citoquinas Th17

Cuando comparamos los niveles de IL-17A con respecto al control sin LPS observamos
que el grupo con LPS disminuy6 los niveles de esta citoquina; sin embargo, tras el
tratamiento con UG-POA observamos un incremento dosis dependiente de los niveles de
IL-17A que se hacen significativos a partir de 500ug/mL para el grupo Estadio 1l
(p<0,05) y 1000ug/mL para el grupo Sanos (p<0,01) (Figura 13). Estos niveles de IL-
17A llegan a concentraciones por encima de los controles utilizados sobretodo a
1000pg/mL.

Citoquinas 1L-12p70 e 1L-12p40

En el grupo Estadio Il no encontramos diferencias en los niveles de IL-12p70 a las
concentraciones evaluadas; sin embargo, en el grupo Sanas encontramos un incremento
dosis dependiente de IL-12p70 que fue significativo a 1000 pg/mL (p<0,05) (Figura 14).
Los niveles de IL-12p40 en ambos grupos mostraron un disminucion dosis dependiente

que fue significativa solo en el grupo Sanas a 1000 pug/mL (p<0,05) (Figura 15).
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Figura 7. Medicién de los niveles de IFN-y (pg/mL). Las PBMC (0,5x10° cél/ml) de personas con adenocarcinoma
mamario en estadio Il (Estadio 1) y personas sanas (Sanos) fueron cultivadas por 2h con o sin UG-POA vy estimuladas
con o sin LPS (1pg/mL) por 24h. Luego se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo y se midi6 por CBA los niveles
de citoquinas. Los resultados representan el promedio + EEM (Error Estandar de la Media) de 6 Estadio 1l y 5 Sanos.
Se realizé un ANOVA one-way Y el test post hoc de Fisher. Se considerd significancia estadistica solo si p<0,05 (* vy
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Figura 8. Medicién de los niveles de I1L-2 (pg/mL). Las PBMC (0,5x10° cél/ml) de personas con adenocarcinoma
mamario en estadio Il (Estadio 1) y personas sanas (Sanos) fueron cultivadas por 2h con o sin UG-POA vy estimuladas
con o sin LPS (1pg/mL) por 24h. Luego se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo y se midié por CBA los niveles
de citoquinas. Los resultados representan el promedio + EEM (Error Estandar de la Media) de 6 Estadio Il y 5 Sanos.

Se realiz6 un ANOVA one-way Y el test post hoc de Fisher. Se consideré significancia estadistica solo si p<0,05 (* y
**).
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Figura 9. Medicién de los niveles de TNF-a (pg/mL). Las PBMC (0,5x10° cél/ml) de personas con adenocarcinoma
mamario en estadio Il (Estadio 1) y personas sanas (Sanos) fueron cultivadas por 2h con o sin UG-POA vy estimuladas
con o sin LPS (1pg/mL) por 24h. Luego se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo y se midié por CBA los niveles
de citoquinas. Los resultados representan el promedio + EEM (Error Estandar de la Media) de 6 Estadio 1l y 5 Sanos.
Se realiz6 un ANOVA one-way Y el test post hoc de Fisher. Se consider¢ significancia estadistica solo si p<0,05 (* y
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Figura 10. Medicién de los niveles de I1L-4 (pg/mL). Las PBMC (0,5x10° cél/ml) de personas con adenocarcinoma
mamario en estadio Il (Estadio 1) y personas sanas (Sanos) fueron cultivadas por 2h con o sin UG-POA vy estimuladas
con o sin LPS (1pg/mL) por 24h. Luego se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo y se midié por CBA los niveles
de citoquinas. Los resultados representan el promedio + EEM (Error Estandar de la Media) de 6 Estadio Il y 5 Sanos.
Se realizé un ANOVA one-way Y el test post hoc de Fisher. Se consideré significancia estadistica solo si p<0,05 (* vy

**) i
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Figura 11. Medicién de los niveles de I1L-6 (pg/mL). Las PBMC (0,5x10° cél/ml) de personas con adenocarcinoma
mamario en estadio Il (Estadio 1) y personas sanas (Sanos) fueron cultivadas por 2h con o sin UG-POA vy estimuladas
con o sin LPS (1pg/mL) por 24h. Luego se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo y se midi6 por CBA los niveles
de citoquinas. Los resultados representan el promedio + EEM (Error Estandar de la Media) de 6 Estadio 1l y 5 Sanos.
Se realizé un ANOVA one-way Y el test post hoc de Fisher. Se consideré significancia estadistica solo si p<0,05 (* vy
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Figura 12. Medicién de los niveles de IL-10 (pg/mL). Las PBMC (0,5x10° cél/ml) de personas con adenocarcinoma
mamario en estadio Il (Estadio 1) y personas sanas (Sanos) fueron cultivadas por 2h con o sin UG-POA vy estimuladas
con o sin LPS (1pg/mL) por 24h. Luego se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo y se midio por ELISA los niveles
de citoquinas. Los resultados representan el promedio + EEM (Error Estandar de la Media) de 6 Estadio 1l y 5 Sanos.

Se realiz6 un ANOVA one-way Y el test post hoc de Fisher. Se consideré significancia estadistica solo si p<0,05 (* y
**).
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Figura 13. Medicién de los niveles de IL-17A (pg/mL). Las PBMC (0,5x10° cél/ml) de personas con
adenocarcinoma mamario en estadio 11 (Estadio 1) y personas sanas (Sanos) fueron cultivadas por 2h con o sin UG-
POA y estimuladas con o sin LPS (1pg/mL) por 24h. Luego se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo y se midio
por CBA los niveles de citoquinas. Los resultados representan el promedio + EEM (Error Estandar de la Media) de 6
Estadio Il y 5 Sanos. Se realiz6 un ANOVA one-way y el test post hoc de Fisher. Se considerd significancia
estadistica solo si p<0,05 (* y **).
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Figura 14. Medicién de los niveles de IL-12p70 (pg/mL). Las PBMC (0,5x10° cél/ml) de personas con
adenocarcinoma mamario en estadio Il (Estadio 1) y personas sanas (Sanos) fueron cultivadas por 2h con o sin UG-
POA y estimuladas con o sin LPS (1ug/mL) por 24h. Luego se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo y se midi6
por ELISA los niveles de citoquinas. Los resultados representan el promedio + EEM (Error Estandar de la Media) de
6 Estadio Il y 5 Sanos. Se realizd un ANOVA one-way y el test post hoc de Fisher. Se considerd significancia
estadistica solo si p<0,05 (* y **).
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Figura 15. Medicién de los niveles de IL-12p40 (pg/mL). Las PBMC (0,5x10° cél/ml) de personas con
adenocarcinoma mamario en estadio 11 (Estadio 1) y personas sanas (Sanos) fueron cultivadas por 2h con o sin UG-
POA y estimuladas con o sin LPS (1pg/mL) por 24h. Luego se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo y se midio
por ELISA los niveles de citoquinas. Los resultados representan el promedio + EEM (Error Estandar de la Media) de

6 Estadio Il y 5 Sanos. Se realizd6 un ANOVA one-way Yy el test post hoc de Fisher. Se considerd significancia
estadistica solo si p<0,05 (* y **).
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6. Discusion
El cancer presenta un componente muy importante de evasion de los mecanismos
inmunoldgicos de respuesta antitumoral de un ser humano. Por ejemplo, ciertas células
tumorales pueden liberar factores capaces de inducir apoptosis a una de las células mas
importantes del sistema inmune, las células dendriticas evitando asi que sean

880 Otras células

reconocidas y eliminadas por el sistema inmune del hospedero
tumorales no liberan sefiales de peligro de modo que incluso si las DC inmaduras toman
y procesan antigenos tumorales del microambiente o células tumorales apoptoticas,
pueden producirse errores en su maduracion, ademas que en un inicio los antigenos
tumorales son poco inmunogeénicos. Asi entonces, es posible que aparezca una tolerancia
inmunolégica por parte de las DC®.

Las DC circulantes recogidas de los pacientes con cancer parecen ser fenotipicamente y
funcionalmente defectuosas®*®*. Estudios previos han demostrado que factores liberados
por el tumor como el factor transformante del crecimiento tipo beta (TGF-p),
interleuquina 10 (IL-10) y el factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF), ejercen
un mecanismo por el cual impiden la diferenciacion de las DC, debido a que inducen
una escasa expresion de moléculas MHC y expresan niveles bajos de moléculas co-
estimuladoras™™ 224, Por lo que se reduce la capacidad de estimular a los LT*® "2,

En el presente estudio, nuestros resultados indican que la UG-POA a las concentraciones
evaluadas no produce ningun efecto sobre las subpoblaciones de DC y sus moléculas de

maduracion (HLA-DR) y activacion (CD86) en el grupo de pacientes con cancer de

mama de estadio Il; sin embargo, en el grupo de mujeres sanas se encontrd un efecto
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significativo especialmente en la subpoblacion de DCm donde se encontré que UG-POA
disminuye esta subpoblacién a 500 y 1000 pg/mL y mas bien a 1000 pg/mL aumenta la
expresion de HLA-DR y CD86 en un efecto inmunomodulador aparentemente opuesto.

Similares resultados fueron encontrados por Lozada-Requena et al.”

quienes
encontraron que a las mismas concentraciones la poblacion de DCm disminuia
significativamente mientras que las moléculas HLA-DR y CD86 no eran modificadas.
En otro estudio similar pero con PBMC de pacientes con artritis reumatoide, Nufiez et
al.” encontraron que la subpoblacién de DCm disminufa significativamente en tanto que
las moléculas HLA-DR y CD86 se incrementaban también significativamente. En ambos
estudios la actividad de las DCp no fue modificada significativamente. Estos resultados
evidencian que la UG inmunomodula a la subpoblacion de DCm alterando su
comportamiento en mecanismos que servirian para evitar la presentacion de antigenos al
sistema inmune adaptativo. Esta caracteristica tendria un valor agregado en
enfermedades de tipo autoinmune pero no necesariamente en respuestas antitumorales
donde se requiere que se muestren los antigenos del tumor al sistema inmune. En el caso
de las DCp, como se ha evidenciado en este estudio y otros, esta subpoblacién no se ve
alterada por el extracto de UG-POA vy, al menos en la respuesta anti-tumoral no
cambiaria mucho el escenario debido a que es una subpoblacion cuya funcion es
eficiente frente a las infecciones virales a través de la produccién de interferones alfa y
beta que contribuyen a la eliminacion de estos patdgenos.

Adicionalmente, podemos sugerir que es posible que en el estadio Il de cancer de mama,

las células de las pacientes evaluadas no respondan a UG-POA de la misma forma que lo
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hacen las células de mujeres sanas precisamente por factores tumorales que impidan la
accion de nuestro extracto.

Por otro lado, muchos de los mecanismos inmunoldgicos son gobernados por las
citoquinas quienes son las comunicadoras celulares por excelencia. Por ejemplo, la IL-
12 es capaz de direccionar una respuesta de tipo Thl la cual activa la inmunidad celular
por linfocitos T frente a células neoplésicas®" *. Esta misma citoquina mejora la funcién
y promueve indirectamente la diferenciacion y maduracion de las DC a través de la
induccion de la producciéon de citoquinas como IFN-y, TNF-a, IL-6 y GM-CSF.
Asimismo, IL-12 activa directamente a células de la inmunidad innata (NK-T y NK) y
adaptativa (LT CD4 y CD8).** * De estas citoquinas la mas importante es IFN-y ya que
puede actuar directamente sobre el tumor, asi como también sobre componentes
endoteliales y estromales de su microambiente. IFN-y mejora el reconocimiento del
tumor por los LT, induce quimioquinas que reclutan efectores de ambas inmunidades,
disminuye la angiogénesis incluyendo las moléculas de adhesion de células endoteliales
limitandola®.

Nuestros resultados demuestran que ni el heterodimero 1L-12p70, ni la subunidad IL-
12p40 son modificados por UG-POA en el grupo Estadio I, mientras que en el grupo de
Sanas a 1000pg/mL de UG-POA la IL-12p70 aumenta y la IL-12p40 disminuye. Una
explicacion a este resultado es que parte de la IL-12p40 se dimeriza con la subunidad IL-
12p35 para formar la IL-12p70. Como es sabido existe una familia de I1L-12 conformada
por los miembros IL-12, 1L-23 y IL-27; ademas la subunidad p40 no solo forma la IL-12

sino también la IL-23, por lo que suponemos que la otra parte de IL-12p40 estaria
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formando IL-23. Sin embargo, este hecho debe comprobarse midiendo esta otra
citoguina. Segun nuestros hallazgos, al menos en sujetos sanos, UG-POA favoreceria la
produccién de IL-12 mientras que en el grupo Estadio Il existiria alguna deficiencia en
las PBMC que les impediria responder al extracto de UG.

Cuando evaluamos los resultados de las citoquinas Th1 en principio encontramos que en
los dos grupos evaluados se da una sobreproduccion de TNF-o a niveles que no es
posible hacer comparaciones entre grupos, una alternativa hubiese sido diluir la muestra
pero lamentablemente no se contd con suficiente cantidad. TNF-a es una citoquina
sobre la que otros investigadores han encontrado que la Uncaria tomentosa es capaz de
disminuir su produccion’® 3. Una alternativa es el anélisis de IL-6 que a pesar de ser una
citoquina Th2 tiene la misma naturaleza proinflamatoria de TNF-o por lo que se
discutird mas adelante. Donde si encontramos un resultado destacable para UG-POA es
sobre la produccién de IFN-y e IL-2 donde para ambos grupos evaluados se ven
aumentos significativos de estas citoquinas. Lineas atras ya se habia mencionado la
relevancia del IFN-y en la respuesta antitumoral por lo que la UG-POA ayuda a mejorar
el rol de esta citoquina. En el caso de IL-2, es la citoquina més importante producida por
los LT inmediatamente después de su activacion. IL-2 es un factor de crecimiento,
sobrevivencia y diferenciacion de los LT y es producida principalmente por los LT CD4,
por lo que su presencia y aumento permitiria mejorar la inmunidad adaptativa celular
antitumoral.

En relacion a las citoquinas tipo Th2 los resultados muestran que en ambos grupos los

niveles de IL-6 y IL-10 no son modificados por la UG-POA. Estos resultados no
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tendrian mayor relevancia si Lemaire et al*’

no hubieran demostrado que en macréfagos
alveolares de ratas dos extractos acuosos de Uncaria tomentosa disminuyeron la
produccién de IL-6; sin embargo, se trata de dos modelos distintos donde no
necesariamente se puede encontrar reproducibilidad en los resultados.

Cuando evaluamos los resultados de la produccion de IL-4 observamos que en ambos
grupos a la concentracion de 1000pug/mL se produce un aumento significativo de esta
citoquina. La fuente de IL-4 son linfocitos T, mastocitos y algunas otras poblaciones
celulares cuando es requerida para la diferenciacién Th2, en nuestro caso al utilizar
PBMC la fuente Gnica son los LT. A pesar de que UG-POA logra incrementar sus
niveles, la baja concentracion en pacientes con cancer de mama estadio Il (menos de
50pg/mL) podria deberse a la relacion mutuamente excluyente de las respuestas
Th1/Th2 o a una deficiencia de las células de estas pacientes en producirla segun la
progresion del cancer. No ocurre lo mismo con las pacientes sanas donde se logra un
nivel de estimulacion de mas de 100 veces. Aunque siendo IL-4 poco relacionada con la
inmunidad anti-tumoral se trata de una citoquina que si podria colaborar con ella, ya que
activa la inmunidad humoral por linfocitos B productores de 1gG1 e IgE y el aumento de
la expresion MHCII; mejora la activacién del LT y la funcién del eosinéfilo®. Los
anticuerpos contra moléculas de superficie de células cancerigenas pueden inhibir
sefiales oncogénicas y/o estimular la destruccion del tumor a través de la union a

receptores Fc de macrofagos, granulocitos y células NK. También pueden promover la

presentacion de antigenos tumorales por las células presentadoras de antigenos a través
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de la formacién de complejos inmunes®®. Por tales razones no debe descartarse la
presencia de IL-4 en la respuesta antitumoral.

Una reciente subpoblacion de LT descrita en humanos es la Th17, a la cual se le atribuia
un rol en los procesos inflamatorios de enfermedades autoinmunes; sin embargo, hoy en
dia se sabe que es importante también en la respuesta antitumoral ya que la IL-17 que
produce es capaz de inducir a tumores primarios a que produzcan quimioquinas, las que
a su vez reclutan hacia el ambiente tumoral a DC, LT y células NK efectoras.?

Nuestros resultados demuestran que en ambos grupos existe un aumento dosis-
dependiente de los niveles de IL-17 que se hizo estadisticamente significativo a la
concentracion de 500 y 1000pg/mL. Asimismo, la produccién de IL-17A es superior en
el grupo de pacientes sanas que en pacientes con cancer de mama estadio 1, lo que nos
indica que a pesar de que la progresion del cancer en estas pacientes afecta la produccion
de IL-17A, esta logra ser mejorada por UG-POA.

Existen pocos estudios sobre las propiedades de Uncaria tomentosa en la respuesta
antitumoral. Farias et al®, demostraron la recuperacién de neutréfilos después de una
neutropenia inducida por quimioterapia en ratones tratados con ifosfamida. Dreifuss et
al”” , demostraron en un modelo de carcinosarcoma en ratas como el mismo extracto que
usamos en este estudio redujo el tamafio del tumor y al menos parcialmente tenia una
capacidad de regulacion redox y de la homeostasis del metabolismo.

En relacion a las citoquinas comprometidas con la respuesta antitumoral existe un
estudio que utiliza el &cido uncarinico C aislado de Uncaria rhynchophylla mas IFN-y,

juntos modulan la funcion de las DC humanas de sujetos sanos de manera que favorecen
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la produccién de citoquinas Thi, especialmente IFN-y por parte de los LT . Domingues

76
|

et al™ encontraron que un extracto hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa (con 1%

alcaloides totales) inducia una diferenciacion de tipo Th2 en el cultivo de esplenocitos
de raton tratados por 48h con 10 — 500ug/kg siendo principalmente I1L-4 y IL-5 las
citogquinas elevadas y IFN-y, TNF-a. y IL-2; estos resultados se asemejan a los nuestros,
excepto con TNF-a; sin embargo, se debe tener en cuenta que son modelos y
condiciones distintas.

Los resultados obtenidos sobre células inmunocompetentes de pacientes con cancer de
mama indican que hay un importante efecto inmunomodulador sobre las citoquinas Thl
(IFN-y e IL-2), Th2 (IL-4) y Th17 (IL-17A) que amerita la realizacion de mas estudios

que confirmen la capacidad citoprotectora de la Ufia de Gato en la respuesta antitumoral.
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7. Conclusiones

El extracto UG-POA:

- No altera los porcentajes de las subpoblaciones de DC, ni sus moléculas de
maduracion (HLA-DR) y activacion (CD86) en el cultivo de PBMC de pacientes
con cancer de mama en estadio II; sin embargo, disminuye las subpoblaciones de
DCm y aumenta las moléculas HLA-DR y CD86 en las PBMC de mujeres
control sanas.

- No altera los niveles de 1L-12p70 ni de IL-12p40 en el cultivo de PBMC de
mujeres con cancer de mama en estadio Il; sin embargo, en las mujeres control
sanas si existe un incremento de I1L-12p70 y una disminucién de IL-12p40; lo
que favorece al menos en este grupo demostraria la direccionalidad hacia una
respuesta de tipo Thil.

- Induce una marcada respuesta Thl, Th2 y Th17 tanto en el cultivo de PBMC de
mujeres con cancer de mama en estadio Il como en mujeres control sanas, las
que resultan importantes para el desarrollo de la respuesta antitumoral.

- En todos los casos, este extracto ha demostrado que en el rango de 500 —
1000ug/mL se producirian los mejores efectos antitumorales. A estas
concentraciones no existe riesgo de citotoxicidad celular ya que la concentracion
inhibitoria (IC50) es mayor a 1mg/mL como lo han demostrado otros

investigadores.
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9. Anexos
9.1. Formato de Consentimiento Informado
CONSENTIMIENTO INFORMADO
Codigo ldentificacion:.........c.cccueeeeuneens Version: 2 Fecha:...../....../ oo Pagina 1 de 2

Inmunomodulacién de subpoblaciones de células dendriticas, moléculas accesorias
(HLA-DR y CD86) y citoquinas Th1/Th2/Th17 y IL-12 por Uncaria tomentosa (Ufia de
gato) a partir de células mononucleares de sangre periférica de pacientes con cancer de
mama
Ysmodes T, Nufiez C, Lozada-Requena I, Davila S, Ocampo C, AguilarJ L

1. Propésito

Los investigadores arriba indicados formamos parte del equipo del laboratorio de inmunologia de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, estamos haciendo un estudio con
Ufa de Gato y Cancer de Mama con el objetivo de determinar si este producto natural tiene algun
efecto sobre unas células de su sistema inmunolégico llamadas células dendriticas y sus moléculas,
las que participan en la respuesta contra los tumores.

Su participacidn en este estudio es voluntaria y por Unica vez por medio de una toma de muestra de
sangre con la que se aplicaran pruebas de laboratorio como Citometria de Flujo y ELISA. Usted
decide su participacion, si escoge no hacerlo, no habra ninguna represalia hacia su persona de
ningun tipo.

Puede que este consentimiento contenga términos que usted no comprenda. Por favor, pidanos
gue nos detengamos mientras repasamos el estudio y nos tomaremos el tiempo necesario para
explicarlos. Si mds tarde tiene preguntas, puede plantedrnoslas.

2. Riesgos

La toma de muestra de sangre es un procedimiento de rutina que no tiene un riesgo fisico ni
psicolégico para Ud. Podria existir una leve incomodidad al momento de introducir y retirar la aguja
pero es un dolor soportable y calmard rdpidamente.

3. Beneficios

No habra ningun beneficio directo para usted, pero con su muestra podria ayudarnos a determinar
las propiedades anti-tumorales de la Ufia de Gato.

4. Procedimientos

Para su participacion se le realizara una toma de muestra de sangre en cuatro tubos de 9mL con
anticoagulante y un tubo de 7mL sin anticoagulante. Sus muestras seran remitidas al Laboratorio de
Inmunologia # 108 de la Universidad Peruana Cayetano Heredia en Lima, para las respectivas
pruebas de laboratorio.

El estudio no contempla ningun tratamiento alternativo, solo se realizard una toma de muestra de
sangre del participante.

5. Confidencialidad

La informacién de los resultados obtenidos del analisis de las muestras seran codificados.
Adicionalmente, la informacion se encontrara bajo seguridad en el Laboratorio de Inmunologia de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia, con Unico acceso al equipo investigador del laboratorio.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Codigo ldentificacion:.........cccccuveennenns Versién: 2 Fecha:...../ oo oon. Pagina 2 de 2

6. Declaracidn del participante

Su participacidn es totalmente voluntaria, podra elegir si quiere donar su muestra de sangre o elegir
si quiere que no se use la muestra o resultados en el momento que desee, aun cuando sus
familiares/apoderados lo hayan aceptado.

7. éCon quién debo contactarme cuando tenga preguntas sobre el estudio y mi participacion?

Dr. César Nufiez Ponce Tel: e-mail
Seccion Inmunologia — Universidad Peruana Cayetano Heredia
Av. Honorio Delgado 430 SMP — Lima

MSc. lvan Lozada Requena Tel: e-mail
Seccién Inmunologia — Universidad Peruana Cayetano Heredia
Av. Honorio Delgado 430 SMP — Lima

BSc. Tindara Ysmodes Nastasi Tel: e-mail
Seccién Inmunologia — Universidad Peruana Cayetano Heredia
Av. Honorio Delgado 430 SMP — Lima

Si tiene preguntas sobre los aspectos éticos del estudio, puede contactar con el Comité Institucional
de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia al teléfono 01-319-000 anexo 2271 / 2542.

He leido este documento y realice las preguntas, donde fueron aclaradas todas mis dudas con total
satisfaccién, me han leido y explicado el documento. Es por ello que consiento voluntariamente se
me tome la muestra de sangre requerida para participar en el estudio y entiendo que tengo el
derecho de decidir que no se utilice mi muestra cuando asi yo lo decida sin que ello afecte mi
integridad como persona.

Si Ud. esta de acuerdo en participar en este estudio, por favor firme el presente consentimiento. Le
daremos una copia de este documento.

Nombres y apellidos del participante:

Nombre del apoderado (si lo hubiera):

Firma o marca del participante o apoderado Lima, de de20_

Firma de la persona que obtiene el consentimiento Lima, de de20
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9.2. Citometria de flujo. Procedimiento de analisis de datos obtenidos con

el software Summit 4.3

La estrategia de seleccion usada para definir las subpoblaciones de DC y sus
moléculas de superficie por citometria de flujo fue la que detalla a continuacion.

Se realiz6 una seleccion (R1) para incluir linfocitos y monocitos en una gréafica
dot plot de forward scatter (fSC) vs side scatter (SSC). A partir de aqui se
establecieron estrategias de selecciébn secuenciales para definir las
subpoblaciones de DC sanguineas: DC mieloides CD11c+HLA-DR+Linl-y DC

plasmacitoides CD11c-HLADR+Lin1-, como se muestra en la figura 17.
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Figura 17. Estrategia de seleccion usada para definir las subpoblaciones de DC y sus moléculas
de superficie



Las regiones R1 y R2 (cajas solidas) fueron creadas para definir los porcentajes
DC mieloides o CD11c+HLA-DR+Linl1- (R3) o DC plasmacitoides CD11c-
HLA-DR+Linl- (R4). A partir de R3 y R4 se obtuvieron histogramas que
expresan la Intensidad de Fluorescencia Media (IFM) de las moléculas HLADR

y CD86 para ambas subpoblaciones de DC.

9.3. Preparacion de reactivos para la medicion de citoquinas
Th1/Th2/Th17 por Cytometric Bead Array (CBA)
Todos los reactivos fueron mantenidos a temperatura ambiente (18-25°C) antes
de su uso.
e Representaciones graficas de las curvas Standard para cada una de las

citoquinas Th1/Th2/Th17
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IL-10 TNF [FN-y

IL-17A

e Estandares
Se realizaron diluciones seriadas afiadiendo 300uL de cada standard al tubo
siguiente (Figura 18). Vortex para mezclar entra cada transferencia. El tubo con
el standard no diluido sirvio como la concentracion del standard méas alto. El

diluyente del standard sirvié como la concentracion cero del standard.
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Figura 18. Diluciones seriadas del standard

9.4. Preparacion de reactivos para la medicion de IL-12 e IL6 por

enzimainmunoensayo (ELISA)

Todos los reactivos fueron mantenidos a temperatura ambiente (18-25°C) antes

de su uso.
e Estandares

1. Se reconstituyd un vial liofilizado de standard con el volumen requerido
(indicado en la etiqueta del vial) de diluyente del estandar para preparar un
500 pg/mL de solucién stock. Se dejo el standard equilibrar durante al menos
15 minutos antes de hacer las diluciones. Vortex para mezclar.

2. Se adicion6 300uL del diluyente del estandar a 6tubos de vidrio con los
siguientes rotulos: 250pg/mL, 125pg/mL, 62,5pg/mL, 31,3pg/mL, 15,6pg/mL
y 7,8pg/mL.

3. Se realizaron diluciones seriadas afiadiendo 300uL de cada standard al tubo

siguiente (Figura 19). Vortex para mezclar entra cada transferencia. El tubo

67



con el standard no diluido sirvié como la concentracién del standard mas alto
(500pg/mL). El diluyente del standard sirvié como la concentracion cero del

standard (Opg/ml).
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Figura 19. Diluciones seriadas del standard

e Solucion de lavado
Se preparé 2 litros de solucién de lavado, para lo cual se adicion6 100mL del
concentrado de lavado a 1900mL de agua.

e Anticuerpo de deteccién
Quince minutos antes de su uso, se coloco 12mL del anticuerpo de deteccién en
un tubo de vidrio limpio. Se adiciond 48uL del concentrado de enzimas (250X) y
se mezclo bien.

e Sustrato de deteccion
Quince minutos antes de su uso, se mezcldé volimenes iguales del reactivo
Sustrato Ay del reactivo de Sustrato B en un tubo de vidrio limpio. Se preparo
12mL (6mL de Sustrato A + 6mL de Sustrato B) de Sustrato en solucion. Se

evite la exposicion prolongada a la luz, el aire o temperaturas extremas.
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