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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las células dendriticas (CD) son las mas potentes células
presentadoras de antigenos (CPA) del sistema inmune y se encuentran en el
organismo en diferentes estadios de diferenciacién reflejando el contacto
previo 0 no con una sefal de peligro particular. Dentro de este grupo de
células encontramos las células dendriticas inmaduras (CDi), las cuales no
han tenido contacto con sefal alguna y las células dendriticas maduras
(CDm) las cuales han recibido una sefial de maduracion. Cada una de estas
poblaciones puede activar la respuesta inmune de una forma diferente; la
presentacion de antigénos (Ags) por las CDi se ha correlacionado con la
inducciéon de linfocitos T (LT) reguladores o incluso anérgicos (1), (2)
mientras que las CDm inducen una respuesta de LT efectores (3), (4),(5). Las
CDi pueden inducir LT reguladores (6), (2) in vivo, lo que deja entrever que
las sefales requeridas para activar en forma diferencial la respuesta inmune
no estan completamente dilucidadas (7), (8), (5). Este ultimo estadio ha sido
observado en CD de origen mieloide, como las células derivadas de medula
06sea murina (CD-BM), las células de Langerhans (CL) y las CD derivadas de
monocitos humanos (CDmo) (7). Las CD cuando se confrontan con
patdgenos u otras sefiales percibidas como peligro, entran en un proceso de
maduracién en el que se producen cambios a nivel fenotipico y funcional. En
estado maduro las CD presentan Ags y aumentan sus niveles de moléculas
coestimuladoras como CD80 y CD86. Adicionalmente, producen citocinas
como la IL1B, IL10 e IL12, que median la polarizacion y la generacion de

respuesta inmune adaptativa de células T hacia un perfil TH1 o TH2.

Los diferentes estadios de maduracion de las CD y la respectiva
respuesta inmune generada muestran una célula con alta plasticidad que
podria ser modulada. Por tal motivo, las CD han sido consideradas células
adyuvantes naturales, que bajo estimulos moduladores podrian favorecer o

no la respuesta inmune en diferentes contextos (9), (3) por ejemplo frente a
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células tumorales (10), (11), (12). Para tal fin, el controlar los procesos de
maduracién de la CD es uno de los componentes mas importantes que
podria inducir una respuesta especifica de células T. En este sentido, al
pensar en elaborar vacunas en las que se busque activar la respuesta
inmune utilizando CD, es importante que como requisito inicial el estimulo
que se utilice no solo contenga Ags para los cuales se genere inmunidad,
sino que también se deben proveer estimulos necesarios para promover la
maduracién completa de la CD que finalmente podria generar inmunidad

protectora.

Los inmunomoduladores, en este contexto, tienen la capacidad de
magnificar tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa (13).
Actualmente varios adyuvantes como el aluminio o el monofosforil lipido A
(MLP) son utilizados en vacunacion y tienen aprobacién por organismos
como la “US Food and Drug administration” (FDA) para ser ensayados en
humanos (14). Con el fin de encontrar nuevos compuestos
inmunomoduladores que induzcan la maduracion de las CD, los
polisacaridos (PS) extraidos de plantas representan una fuente interesante
para la generacion de esta regulacién, ya que como se ha observado en PS
obtenidos de hongos estos pueden activar a través de diferentes receptores
la respuesta inmune mediada por células como macréfagos y CD (15), (16).
Las CD tienen receptores que reconocen patrones moleculares de patégenos
(PAMPs) (7), (17) clasificados como receptores de patrones de
reconocimiento (PRR), entre los que se encuentran los receptores toll (TLRs)
y los receptores de lectinas tipo C (CLR); o los citoplasmicos donde estan los
receptores tipo dominio de union de oligomerizacion NOD (NLR) que
incluyen dos grades familias: NOD, NALPs y el transactivador del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad clase Il (CMH-II), de igual modo los receptores
helicasas ARN que reconocen ARN de doble cadena. Los CLR, se unen a
carbohidratos (CHO), favoreciendo la fagocitosis y presentacion de Ags (18),

(19). Diferentes CLR son expresados por las CD, incluyendo el receptor de
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manosa (RM) (CD206), el receptor especifico de lectinas tipo C de la familia
ICAM-3, en células dendriticas (DC-SIGN) o (CD209), el antigeno
leucocitario 75 (DEC-205), la Dectina 1 y Dectina 2, y las lectinas tipo C no
clasicas, entre otros (19), (20), (21).

Dada la diversidad de receptores que participan en la activacion de las
CD, es logico pensar que algunos metabolitos primarios de las plantas como
los PS, pudieran unirse a ellos y activar a la CD para ejercer una funcién
inmunoldgica particular. La Petiveria alliacea, es utilizada tradicionalmente en
el tratamiento de enfermedades inflamatorias, por lo que se podria inferir su
actividad sobre las células dendriticas. Por otra parte, la Caesalpinia spinosa,
presenta en su fruto verde un PS con una estructura compleja rica en
manosa Yy galactosa, que lo hace un candidato ideal para unirse a los RM de
las CD. Por estas razones, unido al hecho que en nuestro grupo estamos
trabajando en la busqueda de Inmunomoduladores a partir de plantas,
escogimos estas dos plantas para evaluar la actividad de sus metabolitos
primarios y secundarios, aislados o como componentes de una fraccion, en
la modulacién de la respuesta Inmune. Este trabajo se centra en la actividad
bioldgica de las fracciones y no en la caracterizacion quimica, la cual hace

parte de otra linea de investigacion del grupo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinar la actividad inmunomoduladora del polisacarido obtenido de
Caesalpinia spinosa y de la fraccion acuosa y organica de Petiveria alliacea

sobre células dendriticas derivadas de monocitos humanos.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1. Establecer el patron de expresion de moléculas relacionadas con la

maduracioén fenotipica de células dendriticas.

2.2.2. Evaluar los cambios funcionales relacionados con la produccion de
citocinas, actividad fagocitica y presentacién de antigénos en respuesta a los

tratamientos.

2.2.3. Determinar la expresion de algunos genes importantes en la funcion
de las células dendriticas que nos permitan establecer el tipo de modulacion

inmune generada por los diferentes metabolitos.
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3. JUSTIFICACION

Uno de los intereses de investigacion en el grupo de inmunologia y biologia
celular dentro de las lineas de investigacibn de quimioprevencion y
biomedicamentos antitumorales e inmunomoduladores, es el estudiar la
actividad tanto antitumoral como inmunomoduladora de plantas colombianas
para las cuales se tenga alguna evidencia del uso tradicional que implique

estas actividades en particular.

Las plantas estudiadas hasta el momento por el grupo son Caesalpinea
spinosa y Petiveria alliacea. De estas, se han obtenido y estudiado
principalmente varias fracciones con actividad antitumoral. La fraccion
obtenida de Caesalpinea spinosa denominada (Fraccién 2 precipitable en
etanol) P2Et, constituida por el acido galoilquinico y pentagaloilglucosa;
presenta actividad citotdéxica contra diferentes lineas de células tumorales
(Tesis Maestria M. Pombo, 2007), induciendo la muerte por apoptosis en la
linea de eritroleucemia humana (K562) (Castafieda D, sometido) y la
inhibicién del crecimiento tumoral en la linea de adenocarcinoma de seno
humano (MCF7) (Castafieda D. Tesis de maestria, 2011). Adicionalmente,
esta fraccion aumenta la sensibilidad de las dos lineas de células tumorales
al tratamiento con Doxorrubicina, entre otros medicamentos, lo que sugiere

que podria tener una actividad adyuvante en el tratamiento del cancer in vivo.

Por otra parte, se ha encontrado que la fracciéon obtenida a partir de la
purificacion con acetato de etilo (F4) de P. alliacea, altera la organizacién del
citoesqueleto de actina, e induce el arresto del ciclo celular en fase G2 y
causa la muerte de diferentes lineas de células tumorales via independiente
de la mitocondria. Adicionalmente, el analisis del proteoma de la linea de
células de melanoma humano (A375) mostré6 un cambio metabdlico

importante que podria explicar en parte su actividad antitumoral in vivo (22).
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La actividad antitumoral, ha sido estudiada utilizando fracciones extraidas
con solventes organicos, que permiten la obtencion de los metabolitos
secundarios de la planta. Poco se ha estudiado acerca del papel biolégico de
los metabolitos primarios, tales como PS y proteinas, los cuales se obtienen
facilmente en solventes acuosos y podrian estar en mayor cantidad en las
preparaciones utilizadas tradicionalmente, como infusiones o cocciones de la
planta. Los metabolitos primarios mas estables de estas preparaciones, son
los PS, dado que las proteinas se degradan facilmente luego de las
extracciones en calor. Este hecho, unido a la presencia de receptores de PS
en las células presentadoras de Ags, que pueden regular la respuesta
inmune, nos llevé a comenzar a decorticar la actividad de estos metabolitos,
particularmente sobre las células dendriticas humanas (CDh), que son el eje

central en la induccién de una respuesta inmune o de tolerancia (23), (24).

Los hongos han sido usados tradicionalmente para la prevencion y el
tratamiento de diferentes enfermedades infecciosas y el cancer (24). Los PS
aislados a partir de estos, en particular los B-glucanos han sido ampliamente
estudiados debido a su actividad inmunomoduladora y antitumoral. Los (-
glucanos interactuan con diferentes células del sistema inmune como
leucocitos, macréfagos y CD entre otros (25), (26), (15)a través de receptores
de glicanos como: el receptor de complemento 3 (CR3- (CD11b/CD18) (27),
(28) receptores scavenger (29), Dectina 1 (30), (31), (32) y los receptores
TLR-2 y 4 (33), (34), (35). Existen otros polisacaridos con un potencial similar
y posiblemente menor toxicidad, dentro de los derivados de plantas, como
son aquellos que poseen residuos de manosa en su estructura, como el

descrito en las semillas verdes de C.spinosa.
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Las CD, por ser las principales CPA, son cruciales en la iniciacion de la
respuesta inmune primaria de células T virgenes hacia un fenotipo ayudador
o citotoxico (36), (37). Establecer por lo tanto la capacidad
inmunomoduladora que tienen los metabolitos provenientes de plantas
colombianas nos permitira conocer el potencial inmunomodulador que
pueden generar este tipo de moléculas sobre CDh, y asi mismo, establecer
su posible uso en el futuro como inmunoregulador positivo (adyuvante) o
negativo (inmunosupresores) en diferentes patologias como el cancer o
enfermedades autoinmunes, en las que estas células pueden ser mediadoras

importantes en la induccién de una respuesta inmune especifica (4), (38).
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4. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS.

4.1. Inmunomodulacion.

Los componentes capaces de interactuar con el sistema inmune ya sea
estimulando o suprimiendo aspectos especificos de la respuesta inmune del
huésped pueden ser clasificados como inmunomoduladores o modificadores
de respuesta biolégica (15), (24), (39). Los inmunopotenciadores o
adyuvantes son sustancias o preparados quimicos que son utilizados por sus
multiples aplicaciones. Por un lado, por su capacidad de estimular la
resistencia del huésped frente a enfermedades infecciosas, por otro lado, por
la potenciacion de la inmunogenicidad de las vacunas (23), (40). Contrario a
lo anterior, los inmunosupresores han sido utilizados con el fin de reducir o
evitar la respuesta inmune en condiciones como transplante de érganos,

enfermedades autoinmunes y alergias, entre otros (41).

4.2. Inmunopotenciadores o adyuvantes.

Los adyuvantes son componentes que sirven para aumentar la magnitud,
amplitud, calidad y longevidad de la respuesta inmune especifica a Ags,
caracterizandose por tener minima toxicidad o menos efectos inmunes
generados por si mismos (13). La adicidon de estos adyuvantes a algunas
vacunas, puede substancialmente reducir la cantidad de antigeno y/o el
nuamero de inmunizaciones requeridas para lograr la respuesta inmune
deseada (4). En las vacunas contra enfermedades infecciosas, uno de los
adyuvantes mas comunmente utilizado son las sales de aluminio (aluminio),
las cuales han mostrado ser seguras y efectivas en la induccion de
anticuerpos (41). Adicional al aluminio, otros dos adyuvantes como la

emulsién agua y aceite y el monofosforil lipido A (MLP) (MF59®) + Aluminio
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(ASO4), han sido usados en diferentes vacunas aprobadas por la FDA (42).

El aluminio es un componente licenciado para diferentes vacunas humanas,
entre las que se incluyen: Difteria—pertussi-tetanos (DPT), Diptheria-tetanos
(DT), DT combinada con el virus de la hepatitis B (HBV), Haemophilus
influenza B (HIB) o Polio virus inactivado (PVI), Virus de la Hepatitis A (VHA),
Streptococcus pneumoniae, meningococo y para el Virus del Papiloma
humano (VPH) (14). Algunos de los mecanismos de accién que han sido
descritos para el aluminio incluyen: 1. La formacion de depdsitos que facilitan
la liberacién continua del antigeno; 2. la formacion de estructuras
particuladas que promueven la fagocitosis del antigeno por CPA (43), como
las CD, macréfagos y células B, y 3. el aumento de la expresién de
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (CMH clase 1),
asi como de moléculas coestimuladoras y la presentacion de Ags (13).
Recientes investigaciones han mostrado cémo el aluminio induce la
secrecion de citocinas involucradas en la activacion del inflamosoma como la
IL1B, IL18 e IL33 por monocitos y macréfagos a través de la activaciéon
directa de la familia de receptores como los NOD (NLR) que contienen
dominios purina 3 (NALP3) (44). La respuesta inmune adaptativa generada
por el aluminio incluye la generacién preferente de células TH2, las cuales
median la diferenciacién de células B capaces de secretar anticuerpos de
tipo 1IgG1 e IgE (45).

Otro de los adyuvantes utilizados en humanos es el monofosforil lipido A
(MPL®) (MF59T™M) derivado del lipopolisacarido (LPS) de Salmonella
minnesota, el cual es un potente estimulador de la respuesta de células T y
anticuerpos. El LPS esta compuesto de dos estructuras basicas: una porcion
de polisacarido hidrofilico y un motivo lipidico hidrofébico llamado lipido A
(46). Estructuralmente el MPL® posee una modificacion en la estructura del
lipido A, la cual reduce drasticamente la toxicidad del mismo y por esta razén

es conocido como LPS detoxificado (12). EIl MPL® es el primero y unico
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ligando de un receptor TLR, especificamente del TLR4, utilizado en vacunas
humanas licenciadas, y ha sido utilizado s6lo o en combinacion en vacunas
como Fendrix® para Virus hepatitis B (VHB), VPH (42) y en algunos
candidatos vacunales para el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). En
general, el MPL® tiene una seguridad aceptable y al utilizarlo con diferentes
Ags se ha obtenido una mayor respuesta inmune en cuanto a titulo de
anticuerpos, acompafada de un mejor balance de respuesta inmune
TH1/TH2 que la obtenida para el aluminio (47). Adicionalmente, el MPL®
esta licenciado en Europa para el tratamiento de las alergias al polen
(Pollinex Quattro®), dada su habilidad de disminuir la respuesta TH2 a
alergenos. El adyuvante MPL® ha sido usado mundialmente por cientos de
individuos donde se ha corroborado su efectividad y se ha mostrado que es

seguro, bien tolerado y muy potente.

Dos clases de adyuvantes son comunmente utilizados en las vacunas

actuales:

-Vehiculos: Que son definidos como componentes que presentan Ags
vacunales al sistema inmune de manera 6ptima; que incluye el control en su
liberacion y un sistema depdsito de liberacion que incrementa la respuesta
inmune especifica al Ag. ElI vehiculo puede también liberar un
inmunoestimulante. Algunos ejemplos incluyen: sales minerales, emulsiones,
liposomas, virosomas (nanoparticulas hechas de proteinas virales como
hemaglutininas de influenza y fosfolipidos) y complejos estimulantes inmunes
(Tabla 1) (13).
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-Inmunoestimulantes: Definidos como  componentes  que
directamente interactian con el sistema inmune para incrementar la
respuesta a Ags (ej: ligandos de TLR/NLR/RRL, citocinas, saponinas y

exotoxinas bacterianas (Tabla 2).

Vehiculo/ sistema de Tipo de respuesta inmune
liberacion Rta | Rta | Presentacion Rta Rta Células By
TH1 | TH2 Células | persistencia de
cruzada B T
Sales Minerales (sales de + ++
aluminio, fosfato de calcio,
(Alum+MPL)
Emulsiones (MF59) ++ +++
(escueleno/agua), Q521,
ASO2 (escueleno+MPL+Q521)
Liposomas (DMPC /Chol, | +++ + + +
ASO1)
Virosomas (IRIV), ISCOMs. ++ ++ ++ +++
Aceite mineral (IFA, ++ +++
Montanide, escueleno).

Alum: Aluminio, MPL: Monofosforil lipido A, Chol: Colesterol

Tabla 1. Respuesta inmune generada por vehiculos/sistemas de liberacion.
(Adaptado de Dubensky TW, 2010)
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Inmunoestimulantes Interaccion Celular Tipo de Respuesta
inmune

Ligandos TLR: Lipopéptido bacteriano, TLR-2, 2/1, 2/6 TH1, Ac, NK

lipoproteina, acido lipoteicoico, lipoglicano

micobacteriano.

ARN viral de doble cadena TLR3 NK

LPS, Lipido A, MPL. TLR4 TH1, Ac

Flagelina TLR5 TH1, LTC, Ac

ARN viral de cadena sencilla, TLR7/8 TH1, LTC

imidazoquinolonas (Imiquimod).

DNA Bacteriano, CpG. TLR9 TH1,LTC, Ac

Citocinas: GM-CSF, IL-2, IFN-y Receptores de TH1, Ac

citocinas

receptor tipo toll.

Ac : anticuerpos, CpG: secuencias ricas en citocina y guanina, GM-CSF: factor estimulador
de colonias granulo monociticas, LPS: Lipopolisacarido, MPL: monofosforil lipido A, NK:

células asesinas naturales, LTC: linfocito T citotoxico, TH1: células ayudadoras tipo 1, TLR:

Tabla 2. Respuesta inmune generada por inmunoestimulantes.
(Adaptado de Thomas W, 2010)




ANTECEDENTES

Adicionalmente, otros tipos de inmunomoduladores obtenidos a partir de
plantas han sido estudiados durante los ultimos afos. Un ejemplo de ellos
son la saponinas (Quil-A, ISCOM, QS-21), triterpenos glicosilados aislados
de plantas (48). De este grupo, uno de los adyuvantes mas estudiados ha
sido el Quil-A, extraido de la corteza del arbol Quillaja saponaria, el cual esta
compuesto por una mezcla heterogénea de triterpenos glicosilados que

varian en su actividad adyuvante y toxicidad.

A partir de este compuesto, se ha purificado un componente llamado el QS-
21, que posee una baja toxicidad y aumenta la inmunogenicidad (mediada
por Ac, células TH1 y LTC) frente a proteinas, glicoproteinas y Ags. El
tratamiento clinico con el QS-21 solo o en combinacién con otros
inmunoestimulantes, ha progresado hasta el punto de empezar a ser
ensayado en vacunas para diferentes agentes infecciosos como influenza,
VSH, VIH, VHB, malaria y en cancer modelos de melanoma, cancer de colon
y linfomas de células B (13), (42).

4.2.1. Propiedades inmunopotenciadoras de los polisacaridos obtenidos

de plantas.

Recientemente, los PS aislados de fuentes botanicas (hongos, algas,
liguenes y plantas superiores) se han convertido en un foco de interés para
la investigacion en el area biomédica debido al amplio espectro de
propiedades terapéuticas descritas y su baja toxicidad celular; la cual
representa una ventaja debido a que no se generan efectos secundarios
significativos que representan uno de los mayores problemas asociados con
PS bacterianos y componentes sintéticos con actividad inmunomoduladora.
Teniendo en cuenta lo anterior, los PS de plantas se convierten en
excelentes candidatos para terapias inmunomoduladoras y tratamientos anti

tumorales entre otros (16).
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A nivel inmunoldgico los PS son generalmente considerados Ags
independientes de células T en donde no hay induccién de respuesta inmune
mediada por células. Sin embargo, cada vez mas en la literatura se reportan
los mecanismos que involucran la actividad inmunoestimulatoria antitumoral,
bactericida y otros efectos terapéuticos de los PS de origen vegetal
(heteroglicanos y proteoglicanos), la cual ocurre via estimulacién de
diferentes células del sistema inmune como macréfagos, monocitos, NK, CD,
y linfocitos infiltrantes de tumor (15), (25), (26), (27), (28), (30), (31), (32),
(33), (34), (35), (49).

Estudios realizados a partir de PS derivados de 35 especies de plantas, han
mostrado tener un efecto estimulador en la funcién de células del sistema
inmune como los macréfagos (16). En particular estos componentes
incrementan la actividad citotoxica de estas células frente a células tumorales
y microorganismos, a través del aumento de especies reactivas de oxigeno y
de secrecion de citocinas y quimiocinas, como el factor de necrosis tumoral
(TNFa), IL1B, IL6, IL8, IL12 e IFNa. (16).

Uno de los PS mas estudiados dentro de los productos naturales es el
Acemanano (ACM), extraido del Aloe vera que actua sobre los macréfagos,
induciendo la sintesis de IL1B8, TNFa y activa las CD de origen murino, (50)
posiblemente a través de los receptores de manosa presentes en estas
células. El ACM, presenta ademas actividad antiviral y antitumoral (51), (52)
e induce la produccién de oxido nitrico (ON), aunque de una forma menos

eficaz que el LPS bacteriano.

Los extractos acuosos del Sho-saiko-to y Juzen Taiho-to, entre otros,
estudiados en Japdn, presentan una actividad antitumoral e
inmunomoduladora interesante favoreciendo la disminucién del crecimiento

del melanoma in vivo; y regulando positivamente la expresién del oncogén
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Rel implicado en su transformacion maligna. Por un lado, se ha observado
que el Sho-saiko-to aumenta la expresion de las moléculas coestimuladoras
en las CD, lo que podria dar origen a la activacién de la respuesta inmune
citotoxica mediada por los linfocitos T (53). Asi como éstos, los extractos
obtenidos de Tinospora cordifolia, o Acanthopanax senticosus, actuan
aumentando la fagocitosis y la presentacion antigénica junto con la
produccion de citocinas como IL1B y TNFa (54) o activando las células NK y

disminuyendo el crecimiento del tumor (55).

Dentro de los PS con capacidad inmunomoduladora se encuentran los
obtenidos a partir de los hongos como el Ganoderma lucidum (Gl) y Angelica
gigas nakai (AgN). Por un lado, para los PS de Gl se ha reportado su efecto
inmunomodulador sobre diferentes células del sistema inmune como
macrofagos, neutrofilos, células asesinas naturales (NK), LT, LB y CD (56).
Este PS, aumenta la capacidad fagocitica de macréfagos de ratdn in vivo e in
vitro y también incrementa la secrecion de citocinas proinflamatorias como
IL1B8 y TNFa por estas células (57).

Asi mismo, en CD murinas derivadas de medula 6sea, se ha observado que
esta macromolécula a diferentes concentraciones favorece el aumento de la
coexpresion del HLA I-A/ I-E y promueve la expresion del ARN mensajero
(ARNm) y la proteina de citocinas como la IL12p40 (56). Paralelo a la
maduracidén ejercida por este PS a nivel fenotipico y de secrecién de
citocinas en las CD in vitro; se pudo observar como los PS Gl favorecen la
proliferacion de linfocitos en cultivos mixtos leucocitarios (33). Ademas de su
actividad inmunomoduladora, también se ha corroborado su actividad
antitumoral, la cual se atribuye a la secrecién de citocinas proinflamatorias y
a la induccién de la apoptosis de las células tumorales o también a la
inducciéon de la maduracion de las CD, que antagonizan el efecto
inmunosupresor de la quimioterapia y favorece la iniciacion de la respuesta

inmune y la actividad citotéxica especifica de células T CD8 a través de la
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secrecion de INFy y granzima B (34). Por otra parte, el PS obtenido de AgN
incrementa de forma eficiente la maduracion de las CD evidenciada no solo
por el aumento en la expresion de moléculas como CD80, CD86 y CMH-II,
sino a su vez por el aumento en la produccion de IL12 y el aumento en la
estimulacion de células T alogénicas. De forma adicional en modelos
tumorales murinos se ha observado que las CD maduradas con el AgN
inhiben mas eficientemente el crecimiento tumoral del melanoma (B16F10)
que las CDi. La maduracién de las CD de ratéon fue observada en ratones
C57BL6 y C3H/HeN tIr4 +/+, pero no en ratones C3H/HedJ tlr4-/-; lo que
sugiere que el AgN media la maduracion de estas células a través del
receptor TLR4 (58).

De forma similar a partir de extractos acuosos de Angelica sineusis, se ha
encontrado que estos PS poseen actividad bioldgica ya que incrementan la
produccion de citocinas relacionadas con respuesta TH1 como IL2 e INFy,
las cuales, disminuyen la secrecion de citocinas relacionadas con TH2 como
IL4 (59). Asi mismo, reportes del efecto de los PS de Juniperus scopolorum
sobre macrofagos peritoneales murinos y fagocitos mononucleares,
demostraron que esta fraccion tiene una potente actividad
inmunomoduladora que favorece el estallido respiratorio, estimulando
directamente la produccion de ON e induciendo la secrecion de citocinas
proinflamatorias (IL183, IL6, TNFa, e IL12p70) y anti inflamatorias como IL10
(16). Las propiedades inmunomoduladoras de los PS también han sido
mostradas en diferentes modelos animales. Un ejemplo de ellos son los
glucanos aislados de la pared celular de las levaduras. Uno de los rasgos en
cuanto actividad mas significativa de estas macromoléculas es su actividad
estimulante de la hematopoyesis y la induccion de una respuesta inmune

celular y humoral (49).
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4.3. Biologia de las Células Dendriticas.

Las CD fueron descubiertas inicialmente en la epidermis por
Langerhans en 1868 e identificadas casi 100 afios después en oérganos
linfoides secundarios. Las CD forman una red de vigilancia inmunolégica en
la mayoria de los tejidos y o6rganos (60). Estas células de origen
hematopoyético, pasan por diferentes etapas de maduracién y forman un
sistema complejo constituido por subgrupos de células heterogéneas que
varian en la expresion de marcadores de superficie (61). Las CD son CPA
que juegan un papel central en la iniciacion y regulacién de la respuesta
inmune, regulando tanto la inmunidad innata (macréfagos, granulocitos vy
NK), como la inmunidad adaptativa, a través de la interaccion con las células
T, que incluye la respuesta de células T ayudadoras tipo 1 (TH1), tipo 2
(TH2), tipo 17 (TH17), T reguladoras (Treg) y células B (36), (37), (62). Las
CD pueden presentar Ags procesados a las células T en un ambiente
inmunogénico o tolerogénico, dependiendo de las sefales del
microambiente. Estas células captan, trasportan, procesan y presentan Ags a
los linfocitos T (36) y en ausencia de un estimulo inflamatorio, residen en los
organos linfoides periféricos, particularmente en los sitios de interfase con el

medio ambiente como piel y mucosas.

4.3.1.Subgrupos de células dendriticas.

Como otros tipos celulares del sistema inmune, las CDi se producen
continuamente a partir de células hematopoyéticas (CD34+ FLT3+) de la
medula ésea. Existen dos vias principales de diferenciacion de CD a partir de
células progenitoras hematopoyéticas (CPH). Una via genera células
progenitores mieloides comunes (CPM) y la otra, células progenitoras
linfoides comunes (CPL). En la via de desarrollo mieloide se generan dos

tipos de CD, las células de Langerhans (LCs) que expresan CD1a+ y
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langerina+ y que residen en epitelios estratificados como la piel, y las CD
intersticiales (CD int) que expresan DC-SIGN y CD14+ residentes en la
dermis de diferentes 6rganos que incluyen higado, rifidén, corazén y otros
tejidos conectivos Figura 1 (5). Adicionalmente, en modelos murinos in vivo
se ha observado que los monocitos que expresan el marcador de superficie
GR1+, tienen la capacidad de diferenciarse a CD en condiciones de
inflamacion (63), (64). Las CDmo constituirian una categoria independiente
de CD, derivada durante el proceso de inflamacion, que no tendria un rol en
la generacion de CD en condiciones no inflamatorias (65). Sin embargo,
recientes estudios han mostrado que los monocitos pueden ser los
precursores de algunos subgrupos de CD como las LC y subgrupos de CD
presentes en mucosa intestinal y respiratoria (64). No obstante, los avances
que se han tenido en el entendimiento de este proceso; los mecanismos que
regulan la diferenciacién de monocitos a CD todavia no se han dilucidado
(63).

En la via de desarrollo linfoide se generan CD plasmocitoides (CDps) que
circulan en la sangre y en organos linfoides secundarios y secretan grandes
cantidades de INF tipo | (a y B) en respuesta a una infeccion viral y/o
ligandos de TLR7 y 9 (37).

En humanos, los estudios de heterogeneidad de las CD han sido muy
limitados debido a la falta de disponibilidad evidente de tejidos. De hecho,
mucho del conocimiento que se tiene ahora de las CDh proviene de estudios
con CD purificadas de sangre o de modelos de cultivo in Vitro (61) (62).

Las CD mieloides humanas a nivel fenotipico se definen por ser células
Linage (-), CMH-II+, CD4+ y carecer de CD8. Adicionalmente, los subgrupos
de CDh de linaje mieloide se caracterizan por ser CD11c” y las de linaje
linfoide CD11c-, mientras que la expresion de este marcador para las CD de
ratbn es conservada en todos los subgrupos (61). Las CD en sangre se
subdividen dentro en tres subgrupos, dos a los que pertenecen las células
dendriticas mieloides (CDms) convencionales que se caracterizan por ser

CD4+CD1a+CD11c""CD1c+ (0,6% de células mononucleares de sangre
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periférica (CMSP), las CD4+CD1a-CD11c¢"" (<0.05% deCMSP) y las CDps
CMH-11+CD11¢c-CD4+CD123+ (0,4% de PBMC), las cuales fueron descritas
inicialmente en tejidos (amigdalas) como células plasmaticas asociadas a T,
células T plasmocitoides o monocitos plasmocitoides que tienen la habilidad
de diferenciarse a CD maduras (CDm) en cultivo con IL-3 y CD40L y activar

células T virgenes (61), (66).
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Medula Osea .ﬁ FLt3

Monocito Sangre
/pCD1

Tejidos CD11c*CD123* CD11c CD123*
Periféricos
CD interticial CD langerhans g.l *
| | |

Organos

Linfoides

secundario

DC SING CD1a
CD14 Langerina

Figura 1. Vias de desarrollo de las células dendriticas humanas
(Adaptado de Yong-Jun Liu 2001, 2002 y Sato K, 2007).

4.3.2. Receptores de Células Dendriticas.

Las CD reconocen PAMPs a través de los receptores de patrones de
reconocimiento (PRRs) (17), (7), los cuales incluyen los receptores TLRs y
los no TLR, tales como los receptores de proteinas intracelulares NOD,

helicazas CARD y CLR, los cuales reconocen diferentes PAMPs vy
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desencadenan la respuesta inmune a patégenos a través de diferentes rutas
de senalizacion (67), (68). Los receptores TLR, por su parte, transmiten
informacion de la interaccion de las CD con patégenos a través de cascadas
de senalizacion, de esta forma, median una apropiada respuesta celular, la
cual resulta en una sucesién de eventos que incluyen la activacion fenotipica
y morfoldgica de las CD y /o la produccién de citocinas proinflamatorias
(TNFa, IL6, IL1B, IL-12, e INF tipo 1(a y B)) y su migracioén (69).

Los receptores miembros de la familia TLR son expresados en forma
diferencial en las células del sistema inmune y responden a diferentes
estimulos. Al evaluar su expresion sobre diferentes grupos de células, se ha
encontrado que los monocitos expresan unos pocos miles de receptores por
célula, mientras que en CD se encuentran unos pocos cientos de moléculas
0 menos. La expresion de estos receptores también ha sido observada en
otros tipos de células entre las que se encuentran, las células del endotelio
vascular, adipocitos, miocitos cardiacos y células epiteliales intestinales (70).
Los TLR de manera individual se encuentran distribuidos diferencialmente en
la célula; TLR1, TLR2 y TLR4 son expresados en la superficie de éstas,
mientras que TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 se expresan en su mayoria en
compartimentos intracelulares como los endosomas (71). La expresién de
TLR sobre CD se encuentra distribuida diferencialmente en los subgrupos de
estas células. Las CDms expresan TLR 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 10, mientras
que las CDps expresan TLR1, 6, 7, 9y 10 pero no TLR4 (70).

La activacién especifica a través de cada TLR, conduce a la generacién de
un perfil de expresion génica diferente, por ejemplo la activacién de la via de
sefalizacion para TLR3 o TLR4 conlleva la induccion de INF tipo I, mientras
que la activacion a través de la via TLR2 y TLR5 no (72), (73). Asi mismo, la
via de senalizacion TLR8 y TLR9, también lleva a la induccién de INF tipo |, a
través de mecanismos distintos a los inducidos a través de TLR3/4 (74). A

nivel estructural, cada TLR consiste de dos dominios bien caracterizados:

na
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uno extracelular que contiene repeticiones ricas en leucina (LRR) y una
region TLR/receptor de la Interleucina 1 (TIR) (75). Una vez se da el
reconocimiento del patégeno a través de TLR, se produce la dimerizacion de
TIR y se dispara la via de sefializacién citoplasmatica en la que se activa una
molécula activadora central conocida como factor de diferenciacién mieloide
88 (MyD88); aunque esta molécula es comun en la activacion de todos los
TLR, ahora es claro que existen vias de activacion dependientes e
independientes de MyD88 (71). La sefnal generada a través de TLR activa
vias inflamatorias que culminan en la activacion del factor nuclear (NF-kB) y
de la proteina de activacién AP-1. El NF-kB es un factor de transcripcion
heterodimérico que se encuentra en la mayoria de tipos celulares y esta
compuesto por las sub-unidades p65 y p50. En células no estimuladas, NF-
KB es secuestrado en el citoplasma en una forma inactiva, debido a la
interaccion con la proteina inhibidora IkB. Después de estimulacién, kB es
fosforilado por el complejo proteico IKK formado por las proteinas quinasas
IKKa y IKKb y la molécula reguladora IKK/Nemo. La fosforilazacién de IkB,
conlleva a su posterior ubicuitinacion y degradacion por el proteasoma
permitiendo que NF-kB sea translocado dentro del nucleo y se una al sitio
kB. En paralelo a la activacion de NF-kB, la via de MAP quinasas es activada
y conlleva a la fosforilacion y activacion de AP-1. NF-kB y AP-1 son factores
de transcripcion implicados en el control de la respuesta inflamatoria a través

de la induccidn de citocinas pro-inflamatorias (76).

Los CLR son importantes PRRs que cumplen funciones de unién especifica
a CHO, fagocitosis de patdégenos y transporte de los mismos a diferentes
compartimentos especializados donde interactuan con diferentes ligandos
que median funciones celulares como la adhesion (18), (19) entre otras.
Diferentes CLR son expresados por las CD, incluyendo el receptor de
manosa (RM) (CD206), la molécula 3 de adhesién intercelular captadora no
integrina especifica de CD (DC-SIGN) (CD209), DEC-205, Dectin 1, Dectin 2

y lectinas tipo C no clasicas. Algunos de estos receptores como RM, DC-
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SIGN y Dectina-2, han sido asociados al reconocimiento de PAMPs del tipo
manano (77), (78), (79), (80).

El receptor RM comprende una regidén extracelular amino terminal que
contiene un dominio rico en cisteina, un dominio repetitivo de fibronectina
tipo Il, 8 dominios de reconocimiento de carbohidratos (DRC) y una region
transmembranal con una cola citoplasmatica corta. Su expresiéon aumenta
por IL4, IL13 e IL10 y disminuye por INFa y LPS (79), (81). El reconocimiento
de CHO es dado por los DRCs 4 a 8, que reconocen especificamente
hexosas con grupos hidroxilos ecuatoriales en C3 y C4, es decir, manosa,
fucosa, glucosa o N-acetilglucosamina, pero no galactosa. Igualmente, se ha
establecido que oligosacaridos compuestos por cadenas ramificadas de
manosa presentan mayor avidez por el receptor que sus equivalentes
lineales o0 monosacaridos. EI RM es capaz de reconocer un amplio rango de
bacterias Gram (+), Gram (-) levaduras, parasitos y micobacterias y ha sido
implicado en la fagocitosis de patdgenos (82). El receptor DC-SIGN (CD209)
comprende un dominio CRD extracelular C terminal, un dominio de
tetramerizacion, una region transmembranal simple y una cola citoplasmatica
corta que incluye diferentes motivos (ITAM), (20), (79). DC-SIGN reconoce
estructuras de CHO con un alto grado de sustitucion de manosa y cadenas
ramificadas fucosiladas con unidades terminales de galactosa. La expresién
de DC-SIGN es inducida por IL-4, IL13 y es regulada negativamente por IFN-
Y, TNFa, LPS, y dexametasona (77), (79).

El receptor Dectina-1 y Dectina-2 (Dendritic cell-asociated lectin 2) esta sobre
expresado en CD en contextos inflamatorios. Dectina-2 presenta un dominio
con afinidad por la manosa siendo menor que RM y DC-SIGN, con
especificidad por estructuras altamente sustituidas (Mangs GIcNAc2 >
MangGIcNAc2 >Man,GIcNAc2) (83), (84). Los mecanismos que llevan a la
expresion de esta molécula en la superficie celular asi como la ruta de

sefalizacion que sucede después de la interaccion ligando-dectin 2 no ha

N
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sido elucidada (83).

4.3.3 Activacion de Células Dendriticas

Las CD de tejidos periféricos, como las LC de epidermis, son células
centinelas llamadas CDi. La mayor caracteristica funcional de una CDi es su
capacidad de endocitosis, la cual ocurre continuamente en este estadio (7),
(85). Funcionalmente las CDi, tienen altos niveles de ARNm y proteina para
CMH-II en el citoplasma pero contrariamente expresan bajos niveles de este
complejo en la superficie celular (3), (86) y no expresan moléculas
coestimuladoras (87). De hecho las moléculas de CMH-Il son acumuladas de
manera abundante en compartimentos lisosomales junto con los Ags
internalizados durante el proceso de endocitosis caracteristico de éstas (88).
La endocitosis sola no induce la activacion de las CD y puede ser usada
como blanco de Ags para la induccion de células T anérgicas in vivo (89). Un
ejemplo de ello es el uso de receptores de endocitosis como el receptor de
lectinas DEC205, el cual es expresado preferencialmente por las CD y media
la captura y presentacion de Ags solubles, induciendo una respuesta
tolerogénica frente a ellos (dentro de condiciones no inflamatorias) y una
fuerte inmunidad (dentro de condiciones de activaciéon, como por ejemplo al
coadministrar CD40L). Los Ags entregados via DEC-205 bajo estas
condiciones, son presentados sobre CMH clase | y Il, llevando a la activacion
de células T CD4 y/o CD8 (88). Estos resultados indican como para que se
dé la induccién de inmunidad, también se requiere de estimulos que
maduren la CD(9). La maduracion, fue un término originalmente usado para
describir la actividad de presentacién de Ags por CD cultivadas después de
ser aisladas de tejidos (88). Este proceso inicia después que la célula recibe
un estimulo adecuado (patdgenos, estimulos asociados a sefales de peligro
como citocinas o productos de dafo tisular), como el generado a través de
ligandos de los receptores TLR, citocinas inflamatorias, ligandos de células T
(Ej: CD40 ligando (CD40L) o por células NK entre otros).
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Durante el proceso de maduracion de la CD, se producen varios cambios a
nivel funcional y morfolégico. Las CD inmaduras presenta una
macropinocitosis activa la cual disminuye a medida que la célula dendritica
madura (90). Durante este proceso se dan cambios que envuelven la
acidificacién del compartimiento lisosomal que optimiza el procesamiento del
antigeno, la sobre-regulacion de las moléculas coestimuladoras (CDA40,
CD83, CD80 y CD86) y la reorganizacién de las moléculas del CMH-II, que
escapan de los compartimentos lisosomales y son transportadas a la
membrana plasmatica (el incremento que se produce es de 5 a 20 veces
para el CMH-II mientras que el CD86 incrementa mas de 100 veces) la cual,
también, comienza a tener cambios morfolégicos en los que se observa la
formacion de dendritas caracteristicas de estas células (91), (90) que
favorecen el contacto estrecho con multiples células T simultaneamente.
Adicionalmente, las CD también adquieren una alta movilidad celular que les
permite llegar a tejidos linfoides y activar células T (92), (88). Este proceso de
migracion se considera clave y ha sido una de las limitantes de la
inmunoterapia activa antitumoral con CD, ya que cuando se estimulan
células de pacientes con el fin de que generen su propia inmunidad frente al
cancer, las CD que se inyectan migran pero persisten muy poco en los
tejidos linfoides lo que disminuye la posibilidad de inducir una respuesta

inmune adecuada (3).

Recientemente, también ha sido reportado que las CD pueden existir en un
estado semi-maduro en el cual ellas son capaces de inhibir la activacién de
las células T, generando células T reguladoras y promotoras de la tolerancia
(7), (2). En este nuevo estado de desarrollo las CD se caracterizan por
poseer marcadores de superficie como los de las CD maduras (alta
expresion de CMH Il y moléculas coestimuladoras).Sin embargo, ellas no

secretan elevados niveles de citocinas pro-inflamatorias como IL-13, IL-6,

A



ANTECEDENTES

factor de necrosis tumoral (TNFa) o IL12p70, por el contrario se ha
observado que pueden secretar mas IL10, aunque no es una observacion
constante. In vivo también se ha observado que las CD semi-maduras
aunque poseen altos niveles de CMH-Il y moléculas coestimulatorias, no son
suficientes para inducir inmunidad de células T, por el contrario son células
que inducen un ambiente tolerogénico ya que promueven la induccién de
células T reguladoras IL10+ (93). En contraste con estas células, las CD
inmaduras residentes en 6rganos (tejidos periféricos u 6rganos linfoides
secundarios), inducen la anergia de células T por sus baja concentracién o
ausencia de moléculas del CMH en la membrana celular asi como de
moléculas coestimulatorias y la falta de produccion de citocinas pro-

inflamatorias. Figura 2 (7).
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4.3.4. Células dendriticas en contexto tumoral.

Las células tumorales durante su proceso de oncogénesis, se caracterizan

por: proveerse de sefiales propias de crecimiento, ignorar sefales inhibitorias

de crecimiento, replicarse sin limites, escapar de la muerte, ser angiogénicas

e invadir tejidos a través de membranas y paredes capilares (94). Schreiber y

colaboradores en el 2004, propusieron como caracteristica adicional la

capacidad de evasién de la respuesta inmune innata y adaptativa (95).

La interaccion espontanea entre las células tumorales y las células del

sistema inmune ha llevado a generar cambios reciprocos, permitiendo a las

N
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células tumorales tener una menor inmunogenicidad y disminuir la capacidad
de las células del sistema inmune para montar una respuesta efectiva frente
a este crecimiento maligno. Aunque varios mecanismos han sido propuestos
para explicar la habilidad de las células tumorales para escapar a la
respuesta inmune, existe una propuesta en particular que ha ganado mas
atencion, ya que relaciona el reconocimiento de Ags tumorales por parte de
las células T, como un proceso que desafortunadamente ha llevado a la
inducciéon y el establecimiento de células T tolerogénicas antigeno
especificas (96). La respuesta inmune adaptativa frente a los tumores es
iniciada dentro de los nddulos linfoides de drenaje tumoral (NLDT) (78) en el
que los Ags solubles del tumor, fragmentos tumorales o células tumorales
apoptéticas son llevados por las CD infiltradas en el sitio del tumor y
presentadas a células T virgenes. La presentacién apropiada de estos Ags a
las células T genera una respuesta inmune efectora, permitiendo que estas
células migren al sitio del tumor y eliminen las células cancerigenas. Sin
embargo, en un estadio de desarrollo avanzado del cancer se ha observado
que la presentaciéon de Ags tumorales es llevada a cabo en condiciones
donde las CD no estan totalmente activadas, son inmaduras o son CD
inmunosupresoras que conducen a la anérgia o a la delecion de células T
especificas de tumor (17). En estas condiciones de activacién, las células T
no pueden tener una proliferacion sostenible y por tanto muchas de estas
células especificas para Ags tumorales mueren rapidamente por apoptosis

(97) o se generan LT tolerogénicos a los Ags especificos del tumor.

La respuesta inmune antitumoral requiere de la participacion de las CPA del
huésped (98). Estudios recientes han mostrado que los macrofagos
reclutados en el sitio del tumor (a través de la accidn de citocinas,
quimiocinas y factores derivados del tumor), son capaces de inducir un
fenotipo antiinflamatorio y de esta forma promover el crecimiento del tumor
(99). En los estudios realizados en diferentes tipos de tumores, se han

identificado citocinas que afectan adversamente la respuesta inmune
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antitumoral; estas incluyen el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), IL10, TGF-B e IL6 (100), (101), (102).

Algunas de estas citocinas son producidas por las células tumorales, otras
son inducidas a nivel sistémico por productos derivados de estas células. Por
ejemplo, el TGF-B producido por las células de carcinoma de colon reduce el
numero de CD circulantes (103) mientras que la produccién de IL10 por las
células tumorales amplifica la induccidon en la produccién de IL10 por parte
de las células del huésped (104). En estudios realizados ‘in vitro” con los
sobrenadantes de lineas celulares de carcinoma pancreatico, e in vivo en el
suero de pacientes con carcinoma pancreatico avanzado, se establecio el
efecto sobre la maduracién y funcibn de las CD inducido por el
microambiente antitumoral, mediante la secrecion de citocinas como VEGF,
IL6, IL10 y TGF-B, llevando a una disminucion del numero de CDms y
favoreciendo la diferenciacién a CDps que inducen un fenotipo prevalente
TH2 (105). Asi mismo, el microambiente afecta la capacidad de maduracion
de las CD la cual se caracteriza por un nivel bajo de expresion de CMH clase
II, moléculas coestimuladoras, tales como CD80, CD86 y baja secrecion de
IL12 (101). Adicionalmente, se ha observado que las CD con baja capacidad
de presentacion antigénica, son capaces de inducir tolerancia frente a Ags
tumorales (106). Recientemente, el factor de transcripcion STAT3 (regulador
negativo de la respuesta inmune) ha sido propuesto como una molécula
importante que media la inmunosupresion inducida por el tumor. STAT3 se
produce de forma constitutiva en varias lineas tumorales y se ha encontrado
asociado al proceso de oncogénesis (98). En células tumorales la activacion
de STAT3 esta correlacionada con la inhibicion en la secrecién de citocinas
proinflamatorias, acompafada de la secrecidon de citocinas anti-inflamatorias
como IL10 y VEGF. Estas citocinas a su vez pueden inducir la activacion de
STAT3 en las CD cercanas y de esta forma influenciar su maduracion
funcional (107). Las células tumorales tienen al menos dos vias por las

cuales pueden alterar la maduracion y funcién de las CPA; la primera
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(STAT3), previamente descrita, es mediada por factores derivados del tumor
que promueven la generacion de CD inmaduras incapaces de activar la
repuesta de células T (98). La segunda, demostrada por Gur-Wahnon en el
2009, destaca como el contacto celular y la activacion de la via dependiente
de la via de sefalizacién de Janus kinasa (JAK), genera células dendriticas
tolerogénicas con un fenotipo maduro alterado que suprime la activacion de
la célula T. Las CD juegan un papel importante en la iniciacion y regulacién
de la respuesta inmune y esta habilidad de iniciar la reaccién inmune o
inducir tolerancia es estrictamente dependiente de su estado de maduracion
y de su fenotipo. Las CD en su estado inmaduro pueden inducir anergia de
células T, mientras que las CD maduras activan las células T e inducen

inmunidad.

4.4. Plantas con potencial inmunomodulador.

4.4.1. Caesalpinia spinosa como fuente de inmunomoduladores.

4.4.1.1. Descripcion general y distribucidén geografica de Caesalpinia.

Caesalpinia spinosa Molina Kuntze es un arbol de hasta 10m o arbolito de 3
a b5m perteneciente a la familia Caesalpiniaceae (Leguminosae:
Caisalpinoideae), el fruto tiene forma de vainas encorvadas que miden aprox
10 cm de largo por 3 cm de ancho, y poseen un color naranja rojizo cuando
estan maduros. Contienen de 4 a 7 semillas ovoides, ligeramente aplanadas
membranosas, (muy rico en proteinas), de color pardo oscuro 0 negruzco
cuando estan maduras. Es originaria de la region andina en donde es
conocida comunmente como tara, dividivi, quebrancho, huarango, guasango
y guaranga. En Colombia esta presente en climas frios (18-24°C) y bosque
seco pre montanoso, con un promedio anual de lluvias de 500 a 1.000 mm. y

pertenece a la subregién tropical humedad (108) Figura 3.
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Figura 3. Caesalpinia spinosa (Tomada de tesis de maestria de Pombo M, 2007).

4.4.1.2. Usos tradicionales reportados para Caesalpinia spinosa.

Esta planta ha sido utilizada desde la época prehispanica en la medicina
folclorica y en afos recientes como materia prima en el mercado mundial de
hidrocoloides alimenticios. De acuerdo con lo reportado Garcia-Barriga en
1974, la bebida del cocimiento de los frutos sirve en gargarismos para aliviar
la amigdalitis, es desinfectante y reduce las glandulas. También ésta coccién
en sorbetorios por la nariz es util en el tratamiento de la sinusitis. De los
frutos se extraen taninos, por lo que se utiliza en la industria curtiembre. La
madera es utilizada como lefia y es util en la recuperacién de ecosistemas,
para controlar la erosidon. En Peru, C. spinosa es utilizada como
antiinflamatorio en forma de gargaras para infecciones bronquiales, sinusitis;
como agua de lavado para los ojos inflamados, infecciones vaginales y
micoéticas; como bebida para el dolor de estomago, las diarreas, célera,

reumatismo y como depurativo del colesterol(109), (110), (111).

na
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4.4.1.3. Aspectos Farmacoloégicos de Caesalpinia spinosa.

Se ha reportado que el extracto etandlico de los frutos de C.spinosa presenta
actividad antimicrobiana tanto en bacterias Gram positivas como Gram
negativas. Entre las bacterias Gram positivas se encuentran Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis y Staphylococcus epidermidis y frente
a las Gram negativas Bacteroides fragilis(112). De igual forma, en la especie
Caesalpinia mimosoides se han obtenido algunas fracciones con actividad
antimicrobiana (113).También se ha reportado actividad antitumoral del acido
galico y del metil-galato aislados de Caesalpinia ferrea (114). Un gran
numero de propiedades han sido descritas para el acido galico: antioxidante,
antialérgico, antimutagénico, anticarcinogénico y antiinflamatorio (115).
Serrano y col en 1998, encontraron que el acido galico y sus derivados
(metil, propil, octil y lauril esteres) inducen apoptosis en diversas lineas
celulares tumorales dentro de las cuales se mencionan diferentes tipos de
leucemias, linfomas y mielomas. Adicionalmente, se ha reportado actividad
importante para los metil, propil y octil esteres del acido galico, sobre la linea
celular tumoral HeLa (Adenocarcinoma de cerviz humano) y su relacion
estructura-actividad (116). Estudios encaminados a determinar la actividad
antitumoral del acido galico y sus derivados (esteres) han demostrado su
efecto citotdxico sobre la linea celular tumoral L1210 (Leucemia) segun
ensayos de MTT e induccidon de apoptosis segun ensayos de fragmentacion

del ADN en gel de agarosa (117).

4.4.1.4 Polisacaridos aislados del fruto de Caesalpinia spinosa

Los frutos verdes C. spinosa poseen uno de los polisacaridos mas
ampliamente utilizados en farmacia denominado Galactomanano. Este
polisacarido se obtiene principalmente del endospermo de las semillas de
esta planta y ha sido ampliamente utilizado como estabilizador de

emulsiones; y dada su baja toxicidad, se utiliza también en la industria
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farmacéutica, biomédica y de cosméticos (118), (119), (120). Aunque se ha
postulado que puede tener actividad inmunomoduladora similar a la del ACM
debido a su contenido de manosa (121), no existe ningun estudio que evalue

su actividad bioldgica y valide su uso como potencial inmunoestimulante.

El Galactomanano en general tiene actividades bioldgicas interesantes que
pueden ser antagodnicas. Las conidias de Aspergillus fumigatus conocidas
por tener una pared celular rica en polisacaridos particularmente
Galactomananos, inducen la maduracion de una subpoblacion de células
dendriticas, localizadas principalmente en la piel conocidas como LC. La
sefal de maduracion es transmitida al parecer por receptores de tipo TLR y
lectinas que reconocen constituyentes de la pared celular de las conidias
como el Galactomanano e induciendo la maduracién solo a nivel fenotipico
de las CD y la produccién de IL10, sin produccién detectable de IL12p70.
Adicionalmente, el fenotipo inducido en estas células disminuye la capacidad
de presentaciéon antigénica de las mismas medida por aloactivacién de los
linfocitos T (122). En conjunto estos resultados implican que el
reconocimiento e internalizacion de estas conidias podria resultar en CD
maduras con un fenotipo polarizante regulatorio T/ TH2 (123). Otro receptor
que ha sido asociado al reconocimiento de las conidias de este hongo es el
receptor Pentraxin (Ptx3), ya que ratones que no tienen este receptor se ha
observado defectos en el reconocimiento de las conidias por parte de
macrofagos alveolares y CD asi, como también, una inapropiada induccién

de respuesta inmune adaptativa TH2(124).

Esta actividad inmunoestimulante ha sido también observada para el
Galactomanano purificado del liquen Ramalina celastri el cual aumenta la
produccion de ON en macrofagos y tiene efectos leishmanicidas sobre las
formas amastigotes de Leishmania amazonensis, al parecer producto del
aumento en la produccién de ON (125). Asi mismo, el Galactomanano

obtenido del hongo Morchela sculenta también favorece la activacion de

AN
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macréfagos e incrementa el nivel de expresion del NF-kB (~50% del nivel
inducido por el LPS) en la linea de células monociticas leucémicas humanas
(THP-1), el cual estd ampliamente asociado con la respuesta inflamatoria
mediada por citocinas (126). Finalmente, el Galactomanano extraido de
Mimosa scabrella y Leucaena leucocephala, ha sido implicado con la
proteccion frente a la infeccion por flavivirus (virus de la fiebre amarilla o virus
del dengue). Colectivamente, estos datos hacen pensar que existe un amplio

potencial farmacolégico de estos polisacaridos (127).

4.4.2 Petiveria alliacea como fuente de inmunomoduladores:

4.4.2.1 Descripcidon general y distribucion geografica del genero

Petiveria.

Petiveria alliaceaes una hierba perenne de la familia Phytolaccacceae,
presente en la selva amazédnica y en otras areas tropicales de América latina,
el Caribe, Africa y el sur este de los Estados Unidos donde se conoce como:
anamu, apacin, guiné, pipi y tipi entre otros, mientras que en Colombia se
conoce como: anamu, hierba hedionda, jazmillo, mapurito, raiz de pipi,
lancetilla, mucura, barbasco y chimu. En nuestro pais se localiza en el
bosque seco tropical (bs-T) en climas céalidos y medios entre los 0 m a los
1.600 msnm, con temperaturas promedio superiores a 24° C, con un
promedio anual de lluvias de 1.000 y 2.000 mm, perteneciente a la subregién
o provincia de humedad subhumedo (128). A nivel de departamental se
encuentra distribuida en Antioquia, Amazonas, Atlantico, Bolivar, Boyaca,
Cauca, Caldas, Cesar, Cérdoba, Cundinamarca, Chocd, Magdalena, Meta,
Norte de Santander, Quindio, San Andrés, Sucre, Tolima y Valle (108), (129),
(130) Figura 4.
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Figura 4. Petiveria alliacea (Adaptado de Ximenes S. 2008)

4.4.2.2 Usos tradicionales reportados para la Petiveria alliacea.

Entre los diversos usos reportados para la Petiveria en el Brasil se encuentra
como: diurético, antihelmintico, antiespasmddico anticonvulsionante,
emenagogo, abortivo, analgésico afrodisiaco, antifebril, antitumoral, entre
otros usos(131), (132), (133). En Trinidad es utilizada como anticoagulante,
depurativa, en dismenorreas y enfermedades venéreas. En Puerto Rico se
utiliza para el asma, la inflamacién de la vejiga, histerismo y cdélera. En Cuba
se emplea para afecciones de la piel, artritis y dolores de muela. En
Republica Dominicana se usa como cataplasma y en Nicaragua como
insecticida. En Panama es utilizada en resfriados, calambres e inflamacién
(131). En la costa Atlantica Colombiana donde es muy abundante, la coccion
de sus hojas se utiliza como sudorifico, para dolores de los huesos, para
casos de hidropesia, paralisis y reumatismo. Las partes aéreas de la planta
en enjuague evita la caries y la caida de los dientes, curando en poco tiempo
la piorrea. Se ha descrito ademas, que la planta en decoccion se utiliza en

inflamaciones y en cancer de estomago (108).
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4.4.2.3 Aspectos Farmacolégicos anti-cancerigenos de la Petiveria

alliacea

La evaluaciéon de 1400 extractos de plantas, realizada en busqueda de
nuevos farmacos antitumorales, clasific6 el anamu como una de las 34
plantas con mayor actividad antitumoral (130). Estudios realizados en
Venezuela y Cuba dan evidencias de las propiedades del anamu en la
curacion del cancer. En 1975 el Dr. Alberto de los Toyos Alcala en la
Habana-Cuba, reporté las propiedades anticancerigenas de la planta,
basado un hecho que sucedié en Nicaragua conocido como el “Caso
Managua®, en el que vacas que padecian de leucemia y que fueron puestas
a pastar en lugares donde crecia de forma abundante la Petiveria, al cabo de
cierto tiempo se curaron (130). Asi mismo en 1981, el Dr. Sergio Santana
Sanchez en Cuba presentdé un estudio cientifico detallado de 200 casos de
pacientes desahuciados de cancer y leucemia, quienes fueron tratados con
una mezcla de diferentes yerbas, en la que se encontraba principalmente el
anamu y de quienes se reportd la desapariciéon de los sintomas clinicos y
hematopoyéticos de la enfermedad para todos los casos, sin observarse
alguna manifestacion de intolerancia o toxicidad (134), (130). Rossi y col en
1990, y posteriormente en 1993, encontraron que los extractos acuosos y
etandlicos tienen capacidad de retardar el ciclo celular en varias lineas de
células tumorales y leucémicas pero no sobre células de cancer de seno
(135),(136). En la Universidad de Sao Paulo en Brasil, se demostré que
extractos hidroetandlicos de raiz, tienen actividad antimitotica, principalmente
en la fraccion soluble en éter (137). En cuanto a la toxicidad de los extractos
obtenidos de esta planta; Ximenes en el 2008, en un modelo de rata estudio
el potencial de toxicidad tanto aguda y crénica de un extracto acuoso de
Petiveria y al establecer la concentracion letal 50 (CL50 4g/kg) encontré una
baja toxicidad para el extracto (138). Asi mismo, en un modelo similar, se
evaluo la toxicidad aguda y sub crénica de los extractos acuosos de las hojas

de la planta, evaluando tanto los niveles de glucosa en sangre, el
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hematocrito y la movilidad intestinal de ratones albinos tratados con
diferentes dosis del extracto (1 g/kg, 2 g/kg), durante un periodo de tiempo de
18 y 70 dias, sin encontrar mortalidad ni signos de toxicidad a lo largo de
este tiempo (139). Estos resultados soportan los resultados encontrados por
otros autores los cuales no encuentran ningun signo de toxicidad para los
extractos acuosos de la planta administrados de forma oral en diferentes
dosis (10 g/kg) (140) y (5 g/kg) (141).

Recientemente, nuestro grupo encontré que una fraccion no polar de P.
alliacea induce apoptosis por la via mitocondrial y disminucién de la HSP70,
la cual puede ser protectora contra la muerte celular (142). Ademas, el
analisis del proteoma de la linea de células de melanoma humano (A375)
tratadas con fracciones obtenidas a partir de la purificacion con acetato de
etilo (F4), ha demostrado un cambio metabdlico importante que podria
explicar la muerte celular, unido a una actividad sobre el citoesqueleto que

induce una detencidn de las células en la fase G2 del ciclo celular (22).

Uno de los compuestos mas estudiados de Petiveria y al cual se le atribuye
su actividad antitumoral es el Dibencil trisulfuro (DTS), el cual esta presente
de forma exclusiva en P. alliacea. Estudios in vitro han mostrado que el DTS,
inhibe la proliferacion de varias lineas celulares cancerigenas actuando
sobre el citoesqueleto de éstas y desestabilizando la forma normal en la que
se encuentran los microtubulos, sin afectar la dinamica de la actina, pero
inhibiendo la proliferacion de las células. (143), (144), (145).

4.4.2.4 Actividad Inmunomoduladora de la Petiveria alliacea.
Otra de las propiedades de la Petiveria que también ha sido
documentada, no soélo por su uso tradicional sino también a nivel

experimental es su actividad inmunomoduladora. Sin embargo, es poco lo

que se conoce en cuanto a sus mecanismos de accion. Delavueau en 1980
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mostré como un extracto hidroalcohélico obtenido de la planta, estimula la
actividad fagocitica de las células en ratones inyectados intraperitonealmente
con una suspension de Escherichia coli (146). Asi mismo, Queiroz en el 2000
mostré en el modelo de Listeria monocytogenes, como en los ratones
infectados que reciben el tratamiento preventivo con el extracto
hidroalcohdlico de la planta, se induce un aumento en la produccioén de IL-2 e
IFNy, asi como un aumento en la actividad de las células NK, que induce la
proteccion contra la infeccion y favorece el aumento del numero de colonias
de granulocitos y monocitos que participarian en parte, en el control de la
enfermedad (147), (148). Asi mismo, existen otros reportes que por el
contrario muestran como la Petiveria podria tener en paralelo a su actividad

inmunoestimuladora actividad inmunosupresora.

Germano y colaboradores, describieron la actividad antiinflamatoria de P.
alliacea en diferentes modelos animales, mostrando como la aplicacion
topica de un extracto hidroalcohdlico puede disminuir la formacion de
granulomas en ratas y disminuir la dermatitis en los ratones tratados (149).
Adicionalmente, de esta planta, se han podido aislar diferentes compuestos
como el Beta-sitosterol, inhibidor de la prostaglandina sintetasa, enzima que
cataliza la reaccion de acido araquidonico a prostaglandinas, lo cual
explicaria, en parte su accién anti—inflamatoria (150). Asi mismo, para el
DTS, el cual se menciond anteriormente, se ha visto codmo en ensayos de
reaccion mixta de linfocitos en activacion dependiente de CD3, el DTS
disminuye la secrecién de citocinas TH1 asi como el TNFaq, IL6, IL1B e IL8 y

favorece la secrecion de citocinas TH2 como la IL4 (151).

La actividad antitumoral e inmunomoduladora de la Petiveria podria estar
mediada por la actividad directa sobre las células tumorales, pero también
por la actividad sobre las células del sistema inmune, tales como las CD, que
como se ha visto en el contexto antitumoral juegan un papel importante en la

inducciéon de la respuesta inmune (98). Esta hipdtesis no ha sido estudiada
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hasta el presente y es por ello que el trabajo que planteamos pretende
dilucidar el efecto del extracto acuoso de Petiveria alliacea en la actividad de
las CD.

[aYa)
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5. HIPOTESIS:

Los mediadores de la actividad inmunomoduladora de las plantas de interés,
estan presentes principalmente en los extractos acuosos y pueden activar o
inhibir las células dendriticas modulando su fenotipo, su actividad biolégica y

la produccién de citocinas tanto a nivel génico como de proteinas.

6. METODOLOGIA UNIFICADA Y DETALLADA DE LOS ARTICULOS.

6.1 Obtencion y caracterizacién quimica del Galactomanano de

Caesalpinia spinosa.

El polisacarido neutro tipo Galactomanano fue extraido a partir del
endospermo del fruto de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze, recolectado
en Suba (Bogota) y autenticada por el Dr. Antonio Mejia, Universidad Juan N.
Corpas. El polisacarido fue purificado a partir de la goma tara suspendida en
agua, mediante precipitacion con etanol absoluto (proporcion 1:2) y
posteriormente liofilizado. Se prepard una dispersion al 2% del polisacarido
en agua estéril apirébgena agitando vigorosamente por 1h a temperatura
ambiente y luego calentando la dispersién a 80°C en un bafio de agua por 30
min bajo agitacion continua. Posteriormente, se centrifugd a 14000 rpm por
1h a temperatura ambiente para remover el material no disuelto y la
concentracion de la solucion se calculd por gravimetria a partir del contenido
de material seco no disuelto. La concentracion calculada para la solucién del

polisacarido fue del 1%.
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6.1.2 Métodos Analiticos

La hidrolisis acida del polisacarido fue realizada por tratamiento inicial de la
muestra con &cido sulfurico al 72% por 1h a 30°C, seguido de calentamiento
1h en autoclave a 110°C en &cido sulfurico al 4% (152). El hidrolizado fue
neutralizado con Na;COs; y los monosacaridos fueron analizados por
cromatografia en capa delgada (TLC) y HPLC. El analisis por TLC fue
realizado en placas de Silica Gel 60 (Merck KGaA) con una fase movil
acetato de etilo/propanol/acido acético/agua (4:2:2:1) y los cromatogramas
fueron revelados con el reactivo vainillina/acido sulfurico. Asi mismo, las
muestras fueron analizadas para azucares como galactosa, arabinosa,
manosa, glucosa, xilosa y fructosa por HPLC (Shimadzu Prominence LC-
20AT) usando una columna Biorad Aminex HPX-87P a una temperatura fija
de 84°C y un detector de indice de refraccion (Shimadzu RID-10A). Se

empled agua purificada como fase maovil a un flujo de 0,4mL/min.

6.2 Obtencion de la fracciones de Petiveria alliacea.

El material vegetal fue recolectado en Viota, Cundinamarca, e identificado
por el bidlogo Antonio Luis Mejia como P. alliacea. La planta se compard con
la muestra del Herbario Nacional Colombiano, con numero de registro
333406 del 12 de agosto de 1991.

6.2.1 Obtenciéon de la Fraccién Acuosa (FA)

La fraccion acuosa de Petiveria alliacea se obtuvo a partir de las hojas y
tallos secos de la planta esterilizada con 6xido de etileno. EI material vegetal
fue extraido con 5mL de etanol (EtOH) al 96 % por cada Kg de material; el
residuo del material asi tratado fue extraido utilizando 2 L de agua caliente
por Kg de material. La fraccion acuosa asi obtenida fue precipitada por

adicion de 4 volumenes de EtOH al 75% y posteriormente centrifugada a
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8000 rpm por 5 min a 22 °C, el residuo obtenido posteriormente fue liofilizado

y resuspendido en agua a una concentracion de 50 mg/mL.

La caracterizacion preliminar de esta fraccion fue evaluada por ensayos
colorimétricos para determinar azucares, taninos y compuestos fendlicos.
Ensayos de antrona y fenol-acido sulfurico permitieron establecer la
presencia de azucares simples en la fraccidon (monosacaridos, oligosacaridos
o polisacaridos) (153). La cuantificacién total de proteinas usando ensayos
de Bradford revelo un contenido de 927ug/mL. La presencia de
glicoproteinas fue detectada con acido per yodico, coloracién de Schiff y por

electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida con SDS (154).

6.2.2. Obtencion de la Fraccién organica (FO).

Las hojas secas y los tallos (300 g) fueron extraidos a reflujo (60°C) con 1,5L
de etanol al 96% durante 3 h. El extracto etandlico fue filtrado en papel
Wattman y evaporado a presion reducida (175 mbares) hasta obtener la
mitad de su volumen. Luego se afadié un volumen igual de agua destilada y
se calent6 en una plancha de calentamiento a 65°C por 20 min. con agitacion
constante hasta su completa floculacion. El floculado fue eliminado por
filtracion (papel Wattman) y a la fraccion soluble se le realizé una extraccion
exhaustiva (7 veces) liquido-liquido con acetato de etilo (EtOAc), utilizando
un embudo de separacion. Posteriormente, las siete extracciones fueron
mezcladas y evaporadas a presioén reducida (240 mbares a 40 °C) hasta

sequedad. Dicha fraccion fue denominada fraccién organica (FO)



MATERIALES Y METODOS

6.3 Diferenciacion de Monocitos a Células dendriticas:

A partir de 15mL de concentrado de leucocitos provenientes de voluntarios
sanos que asistieron al banco de sangre del hospital Universitario de la
Samaritana (Bogota, Colombia) y que previamente habian firmado el
consentimiento informado; se obtuvieron CMSP, utilizando el gradiente de
densidad ficoll hypaque (Amercham, GE Healthcare Europe GmbH). Las
poblaciones de monocitos CD14+ fueron separadas utilizando el estuche de
seleccién positiva MiniMaCs siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante
sin modificaciones (Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch, Gladbach, Germany).
La pureza de las células fue determinada por citometria de flujo realizando el
marcaje de 10 ul de las células eluidas con anti-CD14-APC (Pharmingen,
San Diego, CA, USA). Los monocitos obtenidos con una pureza superior al
98%, fueron cultivados por 5 dias en placas de 24 pozos con 1mL de medio
RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 5%, 2mM de
glutamina, 100 Ul/mL de penicilina/ estreptomicina (Eurobio, Paris, Francia);
como estimulo de diferenciaciéon se utilizaron 800 Ul/mL del factor
estimulador granulocito macréfago (GM CSF) y 1000 Ul/mL de Interleucina 4
(IL4) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Luego de 3 dias de
diferenciacién la mitad del medio de cultivo fue remplazado con medio fresco
suplementado con estas citocinas a la mitad de la concentracion establecida.
Al dia 5 las células dendriticas diferenciadas a partir de monocitos fueron
estimuladas por 48 h con diferentes concentraciones del GLM obtenido de C.
spinosa (7 y 21 pg/mL) y 25 ug/mL de la fracciéon acuosa e inorganica (FA 'y
FO) obtenidas de Petiveria alliacea. Como control de no activacion, las CD
fueron colocadas sin estimulo y/o tratadas con los solventes utilizados para

resuspender cada fraccion (GLM-agua) y (FA- agua y FO (Etanol).

Como control de maduracion, las CD fueron estimuladas con 1 ug/mL de
LPS resuspendido en PBS 1X (Sigma, St Louis, MO, USA). Adicionalmente,
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el GLM vy las fracciones (FA y FO) utilizadas en los ensayos fueron
previamente tratadas varias veces con perlas de agarosa recubiertas de
Polimixina B (PolB) (Sigma, St Louis, MO, USA) con el fin de eliminar el
posible LPS contaminante. Para descartar cualquier presencia de LPS en las
fracciones y en los cultivos, todos los reactivos fueron analizados utilizando
la prueba de amebocitos de Lymulus spp (Bio Whittaker Inc., Walkersville,
MD, USA) segun indicaciones del fabricante. La viabilidad celular fue
determinada con azul de tripan para monitorear el potencial téxico del

compuesto y las fracciones utilizadas.

6.4 Analisis del fenotipo de las células dendriticas.

La expresidon de marcadores de superficie sobre las CD inmaduras y/o
tratadas con el LPS y/o GLM, FA, FO fue evaluada al dia 7 de cultivo, con
anticuerpos anti-CD1a Pacific Blue, anti-CD86 PE, anti-CD83 FITC, anti-HLA-
DR APC-H7, anti-CD209 PercP-Cy5 y anti-CD206 APC (BD Biosciences). La
adquisiciéon y el analisis de los datos se realizé utilizando el citobmetro de flujo
FACSCanto Il y los programas de analisis FACSDiva 6.1 y Flowjo 8.7.
(FLOWJO) (BD Immunocytometry Systems, BD Biosciences, Franklin Lakes,
NJ, USA).

6.5. Ensayos de Fagocitosis.

Para analizar la capacidad fagocitica de las CD. 100.000 CD/pozo, cultivadas
en medio RPMI suplementado SBF al 5% fueron estimuladas o no durante
48 horas con los diferentes tratamientos (LPS, GLM 7 y 21 ug/mL). Las CD
inmaduras y estimuladas, fueron lavadas con buffer HANKS y resuspendidas
con 100 pL (0,5 ug/mL) de las Bioparticulas de E. coli pHrodo™ (Invitrogen)
durante tres horas a 37 °C. La fluorescencia de las bio particulas fue leida en
un fluorometro con un filtro de excitacion de 535 nm y un filtro de emision de

595 nm. (Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA ). Adicionalmente, el
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porcentaje de células fagociticas fue analizado por citometria de flujo. Para
ello las CD fueron tefiidas con anticuerpos anti CD11c-APC y se analiz6 la
poblacién de células doblemente marcadas utilizando el programa Flowjo 8.7
(FLOWJO). Los ensayos fueron realizados por triplicado y los analisis de

citometria de flujo fueron realizados como se describié previamente.

6.6. Reaccion mixta leucocitaria.

Las CD diferenciadas a partir de monocitos humanos fueron estimuladas por
48 h con LPS (1ug/mL) o con diferentes concentraciones del GLM (7 y 21
ug/mL) en medio RPMI suplementado. Las células asi estimuladas fueron
recuperadas, lavadas y cultivadas en medio fresco RPMI suplementado con
5 % de suero humano AB GemCell™(Gemini Bio-Products. West
Sacramento, CA). 500.000 CD/pozo, fueron colocadas en contacto con
diferentes proporciones (1:2, 1:5 y 1:10) de CMSP alogénicas, que
previamente habian sido separadas por gradiente de ficoll hypaque vy
marcados con 2,5 uM de Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE),
segun recomendaciones del fabricante (Invitrogen). Después de cinco dias
de co-cultivo, las células fueron colectadas y marcadas inicialmente con el
marcador de viabilidad aqua fluorescent reactive dye (Invitrogen) vy
seguidamente con los anticuerpos anti-CD3 PercP, anti- CD4 APC-H7 y anti
CD8 Pacific Blue (BD Biosciences). Las muestras fueron adquiridas en un
FACS ARIA (BD Biosciences) y analizadas con el programa Flowjo 8.7
(FLOWJO).

6.7 Expresion diferencial de genes por RT-PCR en tiempo real.

Las CD estimuladas con el LPS y/o GLM, FA y FO fueron utilizadas para la
extraccion de ARN total utilizando Trizol (GIBCO. Invitrogen. Carlsbad, CA.
USA). Se evaluo la concentracién y calidad del ARN obtenido por

espectrometria usando Nanodrop (NanoDrop products Wilmington, DE USA)
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y por visualizacién de las subunidades ribosomales 26S y 18S en geles de
agarosa al 1% tenidos con bromuro de etidio. EI cDNA fue sintetizado a partir
del ARN total aislado de cada una de las CD estimuladas, utilizando el ARN
PCR core como se describe en el manual (Applied Biosystems, Foster City
CA, USA). Para los ensayos de real time PCR (RQ-PCR), se tomaron 3 yL
de una dilucion 1/20 del cDNA, 12,5 pL de 2x master mix SYBR Green PCR
(Applied Biosystems Foster City, CA. USA) y 50 — 400 nM de los cebadores
sentido y antisentido para cada uno de los genes (Tabla 1. Articulo 1y 2) en
un volumen total de 25 uL de mezcla. La reaccion de amplificacion fue
llevada a cabo por duplicado en placas opticas de 96 pozos usando un ABI
Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems. Foster City,
USA). Las condiciones de amplificacion de las muestras fueron las
siguientes: denaturacion 95°C por 10 min, seguidos de 40 ciclos a 95 °C por
15 s, 60 °C por 60 s (0 62°C por 30 s) y 72 °C por 15 s, seguido de un ciclo
final de disociacién (95 °C por 15 s, 60 °C por 15 s y 95 °C por 15 s). La
especificidad del producto amplificado fue analizada realizando la curva de
fusion con diluciones seriadas de cada cDNA en experimentos preliminares
de PCR. Como gen normalizador interno se utilizé gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH). El valor CT fue calculado para cada una de las
muestras en tres experimentos independientes. Para determinar la expresion
relativa de estos genes se utilizd el método de comparacion 222€T donde:

2°ACT =[(CT gen de interés -CT control interno) muestra A] - (CT gene de
interés- CT control interno) muestra B]. La muestra A corresponde a las CD

tratadas y la muestra B a las CD no estimuladas (155).
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6.8 Analisis de produccion de citocinas.

La cuantificacion de citocinas secretadas en el sobrenadante del cultivo de
las CD estimuladas con el LPS y/o GLM, FA y FO, fue evaluada después de
24 y 48h con el Kit CBA (Cytometric Bead Array) para citocinas inflamatorias
como IL8, IL1B3, IL6, IL10 , IL12p70 y el factor de necrosis tumoral (TNFa)
siguiendo las instrucciones del fabricante (CBA; BD Biosciences). Los
sobrenadantes de las CD (1x10° cell/pozo) cultivadas en placas del 24 pozos
fueron colectados y almacenados a -80 °C hasta su analisis. La adquisicién y
el andlisis de los datos fueron realizados en un citometro de flujo FASCAria,
utilizando el Software de analisis FCAP (BD Biosciences, San Jose, CA) (BD

Immunocytometry Systems).
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7. RESULTADOS:

Los resultados de este trabajo se mostraran a través de la presentacién
de dos articulos, uno ha sido publicado y el otro aceptado para

publicaciéon con correcciones.

De forma adicional se anexa el articulo titulado “Influencia del
tratamiento de Petiveria alliacea en la expresion diferencial de genes en
células tumorales” el cual fue publicado en la revista Universitas
medica y forma parte de los productos obtenidos durante mi formacién

académica.

7.1 ARTICULO 1: Galactomannan from Caesalpinia spinosa induces

phenotypic and functional maturation of human dendritic cells.

(Articulo publicado en la revista International Immunopharmacology-
Jun;11(6):652-60. 2011

7.1.1 INTRODUCCION:

En este primer articulo, evaluamos la actividad Inmunomoduladora del
Galactomanano obtenido de C. spinosa sobre la maduracion de las células
dendriticas humanas obtenidas de monocitos de sangre periférica a través
de la medicién de los cambios fenotipicos relacionados con las moléculas
que participan en la presentacién antigénica, y de actividades biolégicas
como la fagocitosis, presentacion de Ags en un contexto alogénico y

produccion de citocinas a nivel proteico y génico.

El Galactomanano, presenta una estructura rica en manosa que le permite
interactuar con los receptores de polisacaridos presentes en las células

dendriticas, como lo mencionamos en la introducciéon de esta tesis. Otros
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Galactomananos se han estudiado en este sentido, pero nunca se ha
evaluado el que se obtiene de la C. spinosa, el cual presenta diferencias
estructurales con el polisacarido obtenido de Aspergillus fumigatus, 1o que

podria significar que tiene actividades biolégicas diferentes.
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7.2. ARTICULO 2: The immunomodulatory effect of aqueous and organic
fractions from Petiveria alliacea in human dendritic cells.

(Articulo sometido para publicacion en the American Journal of Chinese
Medicine)

7.2.1 INTRODUCCION

Petiveria alliacea ha sido implicada en multiples actividades bioldgicas,
algunas de ellas posiblemente antagdénicas como la anti-tumoral Vs anti-
rreumatica y anti-inflamatoria (109), (132), (143). Tradicionalmente la planta
se consume via oral en infusiones acuosas, aunque también se ha reportado
su uso en forma de emplastos (130), (138). Asi mismo es posible adquirir las
hojas y tallos molidos en comprimidos como medicamento herbal (156),
(157). De forma importante se ha observado que este tipo de infusiones
tienen un alto contenido de metabolitos primarios tipo polisacaridos y una
menor cantidad de metabolitos secundarios debido a su baja solubilidad en
solventes acuosos (158). La actividad biolégica que ejercen estos
metabolitos es diferente, dadas sus diferencias quimicas, su biodisponibilidad
asi como sus posibles blancos moleculares. Para los PS se ha descrito que
aquellos que poseen mayor actividad inmunomoduladora y antitumoral,
poseen una estructura quimica conformada por hetero-p-glucanos, (159),
heteroglicanos, b-glucano proteinas, o glucano proteinas, (160), (161), (162).
De igual forma se ha postulado que los PS provenientes de hongos que
contienen monosacaridos de tipo glucosa y manosa, podrian tener mayor
actividad antitumoral ya que podrian interactuar directamente con diferentes
receptores (CR3-(CD11b/CD18) (28), (27), Dectina 1, 2 (30), (31), (32) o DC
SIGN (78), que tienen una alta afinidad por este tipo de azucares y que se
encuentran expresados en macrofagos y CD (163), (79), (77), (80).
Adicionalmente, se ha observado que los PS con mayor bioactividad poseen
a nivel estructural cadenas de monosacaridos unidos por enlaces 1-3, 14

o 1-6, y de forma importante se ha descrito que los b-glucanos con enlaces
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1-3, son mas inmunoestimulantes debido a su conformacion de triple hélice
que como propone Muller les podria dar mayor rigidez y orden, lo cual
favoreceria su reconocimiento por receptores presentes en células inmunes.
Un ejemplo de ello es el Lentinan obtenido de Lentinula edodes (Shiitake),
que cuando es sometido a denaturacion con DMSO o urea pierde su
estructura terciaria y asi mismo su actividad antitumoral (161).
Adicionalmente, se ha descrito que las cadenas de monosacaridos que se
encuentran unidas por enlaces 1-6 comparado con las uniones 1-3, tienen
menor actividad al parecer debido a su flexibilidad inherente que le permite
tener distintas conformaciones (164). Hasta el momento no se han descrito
los polisacaridos presentes en P. alliacea extraibles en soluciones acuosas,
sin embargo, es importante tener en cuenta que la diversidad estructural de
estas moléculas podria explicar en parte las multiples actividades que ejerce

esta planta.

En cuanto a la actividad de los metabolitos secundarios, principalmente
aquella que implica la activacion del sistema inmune, se han implicado
algunos de los metabolitos secundarios presentes en esta planta como el
DTS, para el cual se ha descrito que su efecto antitumoral radica
directamente en la inhibicion de la proliferacion de lineas de células
tumorales (neuroblastoma (SH-SY5Y), carcinoma mamario (MCF-7),
melanoma (IPC), leucemia de células T (Jurkat) (143), (144), (145), y aunque
no se ha implicado al sistema inmune en esta actividad, se ha observado que
en ensayos de reaccion mixta leucocitaria, el DTS disminuye la secrecion de
citocinas pro-inflamatorias (IL13, IL6, IL8, IL12p70, TNFa) (151) que han sido
asociadas con la induccidon de una respuesta inmune antitumoral (165),
(166), (167), (44), (168) y por otra parte favorece la produccion de citocinas
TH2 como la IL4. Teniendo en cuenta esta caracteristica algunos autores
proponen que esta molécula también podria ser utilizada en el tratamiento de

enfermedades autoinmunes (169).

~a
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Dada la complejidad molecular de la planta, y las multiples actividades que
se le han atribuido, quisimos evaluar la actividad de dos fracciones obtenidas
de P. alliacea, una de caracter acuoso, rica en metabolitos primarios
principalmente polisacaridos y la segunda rica en metabolitos secundarios,
extraidos en solventes organicos. Escogimos como blanco las células
dendriticas humanas, dado que las actividades en las cuales se implica P.
alliacea, corresponden a diferentes formas de activacion de la respuesta
inmune, ya sea la induccion de linfocitos T efectores, por una célula
dendritica madura, la inducciéon de tolerancia por una célula dendritica
parcialmente madura, o la induccién de respuesta TH2 (170), (171), (172).
Este analisis nos permitié evaluar en el articulo que presentamos a
continuacioén, cuales de los metabolitos inducen una actividad sobre las
células dendriticas, con el fin de comenzar a decorticar la actividad bioldgica
de la planta y la busqueda diferencial de los compuestos implicados en su

actividad.
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8. DISCUSION GENERAL.

8.1 Efecto inmunomodulador del Galactomanano purificado de

C.spinosa.

Teniendo en cuenta el potencial adyuvante que tendrian las CD en la
generacion de la respuesta inmune, en este estudio se determiné la actividad
inmunomoduladora que podrian tener polisacaridos como el Galactomanano
en la activacién de las CD. Los resultados obtenidos muestran que el PS
Galactomanano obtenido de Caesalpinea spinosa, incrementa a nivel
fenotipico la expresion de moléculas coestimuladoras como CD83, CD86 y
del CMH-II que son requeridas para que se genere la estimulacién de células
T (106) y que adicionalmente permite clasificar a estas CD dentro de un
estadio maduro (173), (7). Asi mismo encontramos que también favorece la
expresion y secrecion de citocinas proinflamatorias como la IL1B, IL6, IL8,
IL10, IL12p70 y el TNFa, que como se ha descrito son controladas a nivel
transcripcional por el NF-kB (173), (69), (71), el cual también se encontrd
sobre regulado a nivel de ARN luego del tratamiento con el Galactomanano.
Adicionalmente, el estimulo de maduraciéon generado por este polisacarido
lleva a la disminucion de la fagocitosis, hecho que ha sido reportado y que
corrobora la transicion de las CDi en proceso de maduracion (90).
Adicionalmente, determinamos por ensayos de MLR como la estimulacion
con este PS favorece la presentacion de Ags que conduce a un aumento en
la proliferacion de linfocitos T alogénicos. Al evaluar la expresidén a nivel de
ARNm de diferentes genes en las CD, se encontré que el Galactomanano
induce por un lado el aumento en la expresion en mas de dos veces de los
genes para la IL12p70, IL1B, IL23, IL6, TNFa, IFNy, ILT2 y NF-kB, asi como

la disminucion en la expresion de los genes para TGF-B y TLR4.

Algunos patdgenos, como microorganismos causantes de enfermedades

cronicas, poseen diversas estrategias que les ayudan a evadir la respuesta

[aka)
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inmune, una de ellas se basa en modular la activacion de la CD (174); en
estudios realizados in vitro se ha observado que las CD infectadas con
promastigotes de Leishmania mexicana no sobre regulan la expresion de
moléculas como CMH-II y CD86 y no secretan IL12, pero si pueden activarse
en respuesta a otros estimulos (LPS/INFy) (175). De igual forma se ha
observado que las CD inmaduras aisladas de pacientes chagasicos y
estimuladas con proteinas del parasito (HSP70-T) o con péptidos como el K1
(derivado de la proteina KMP-11 de T. Cruzi), secretan altos niveles de IL10
y bajos niveles de IL12, cuando se compara con los niveles de citocinas
secretadas por CD provenientes de pacientes sanos, estos hallazgos
sugieren que las CD provenientes de pacientes chagasicos actuan como
células reguladoras negativas de la respuesta inmune frente a este parasito
(176), (177).

Asi mismo en enfermedades como el cancer se ha observado que la
presentacion de Ags tumorales es llevada a cabo en condiciones donde las
CD que infiltran el tumor no estan totalmente activadas, son inmaduras o son
CD inmunosupresoras que conducen a la anérgia o a la delecion de células T
especificas de tumor (17), (178), (98), (101). Las células tumorales como se
describid anteriormente secretan citocinas (IL6, IL10, TGF-B, M-CSF, VEGF)
que pueden inhibir la diferenciacion y la maduracién de las CD (179).
Gavrilovich en 1996 demostré que al cultivar y diferenciar células CD34+
hacia CD en presencia de sobrenadantes de lineas de células tumorales de
seno y colon, las CD diferenciadas carecian de su morfologia tipica,
expresaban de forma reducida el CMH-II y su capacidad de tomar Ags
solubles disminuia. En experimentos adicionales Gavrilovich pudo establecer
por primera vez que el VEGF es uno de las principales factores que interfiere
con la diferenciacion y funcion de las CD, ya que al colocar la proteina
recombinante VEGF en cultivo junto con las células CD34+, las CD
diferenciadas reducen significativamente su habilidad de estimular células T

alogénicas (100).
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El estadio de maduracion en el que se encuentren la CD, ha sido relacionado
con su capacidad de modular la respuesta inmune (2). Como respuesta a la
homeostasis o de tolerancia a lo propio, las CD inmaduras o semimaduras
favorecen la respuesta tolerogénica, mientras que en respuesta a patégenos
o sefales de peligro entre otros, la CD madura genera respuesta inmune
inflamatoria (7), (102), (5). La activacién y maduracion de las CD juega un
papel central en la induccion de la respuesta inmune frente a patdgenos y
células tumorales entre otros, dado que la polarizacion de la respuesta de las
células T que se genera depende de la sefal derivada de la célula

presentadora de antigeno (78), (92).

El fenotipo encontrado en las CD estimuladas con el Galactomanano, sugiere
que la modulacién que genera el polisacarido podria inducir la activacion de
CD que permitieran la activacion de células T virgenes, ya que se induce la
sobre expresion de moléculas como el CMH-II, CD86 y CD83 que como ha
sido previamente reportado con lleva a la expansiéon clonal de la célula T,
secrecion de citocinas y la ejecucion de la funcidn efectora de las mismas
(106), (91), (89), (178). La maduracion de la CD es tipicamente generada por
el reconocimiento de patdégenos microbianos o virales (LPS, CpG ADN o
ARNds) a través de receptores TLR (70). La interaccidén de estos receptores
con sus ligandos tiene como consecuencia la induccién de efectos
pleiotropicos en la CD que promueven la sobrevida de la célula, la secrecion
de citocinas (IL-1, IL-6 o TNFa), expresion de receptores de quimiocinas,
migracion, cambios en el citoesqueleto (180), (67), asi como la regulacion de
sefales involucradas en la presentacidon de antigeno, expresién de moléculas
coestimuladoras y secrecion de citocinas que con lleva a la expansion clonal
de la célula T, secrecién de citocinas y la ejecucion de la funcién efectora de
las mismas (106), (91), (89), (178).

-
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La generacion de la respuesta inmune adaptativa es orquestada por el
balance entre sefales coestimuladoras e inhibitorias, que son
predominantemente controladas por tres grupos de moléculas pertenecientes
a la familia B7 (181). En el grupo | se encuentran las moléculas B7
activadoras que incluyen B7-1 (CD80), B7-2 (CD86) y B7-H2; B7-1 y B7-2
tienen un restringido patrén de expresién inducible sobre CPA, como
macrofagos, CD, células hematopoyéticas y células T activadas. Las
moléculas B7-1 y B7-2 se unen de forma promiscua al receptor estimulador
CD28 vy al receptor inhibitorio CTLA-4 (182), (183). La interaccion de CTLA-4
con los mismos ligandos, actia como un regulador negativo de la activacion
de las células T dependiente de CD28 (184), (181). Frente a la
administracién de anticuerpos bloqueadores de la interaccion (B7-CD28) in
vitro se ha observado que la falta de esta sefial conduce a la generacién de
linfocitos T anérgicos especificos de antigéno los cuales son incapaces de
producir por si mismos IL2 (185). El rol critico de la interaccion B7-
CD28/CTLA4 es un hecho determinante de la respuesta inmune (activacion
versus anergia) que se ha convertido en un blanco atractivo de
inmunomodulaciéon terapéutica en enfermedades autoinmunes y en
transplante de 6rganos (186), (187). Por otro lado B7-H2 es expresado sobre
células B, macrofagos vy tejidos no linfoides, que se unen a otros miembros
de la familia CD28, el co-estimulador inducible (ICOS) que se expresa sobre
células B y T activadas, mediando sefales coestimuladoras. Analisis
realizados en ratones deficientes de B7-H2 demostraron que esta via es
también requerida para la activacion, diferenciacién y ejecucion de la funcion
efectora de células T CD4+ (188).

En el grupo Il de B7 se encuentran moléculas como B7-H1 (PD-L1) y B7-DC
(PD-L2), ligandos del inmunoreceptor 1 de muerte programada (PD-1)
(receptor tirosina basado en motivos inhibitorios (ITIM) el cual es expresado
sobre células T activadas, células B, CD, células NKT y monocitos no

activados; la interaccion de estas moléculas con PD-1, modula la
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sefalizacion generada a través del TCR y el BCR, controlando de esta forma
la induccion y el mantenimiento de la tolerancia inmune periférica (189),
estudios realizados en animales PD-1(-/-) confirman la funcion tolerogénica
de esta molécula ya que estos animales desarrollan enfermedades
autoinmunes sugiriendo el rol inhibitorio de PD-1 en la respuesta inmune
(190).

El grupo Il de B7 incluye miembros como B7-H3 y B7-H4, para los cuales no
se ha definido un receptor. Aunque la evidencia experimental muestra que
B7-H3 estimula la proliferacion, secrecion de citocinas y la actividad citolitica
de las células T, otros estudios han demostrado la funcién inhibitoria de B7-
H3, incluyendo la discapacidad de diferenciacion de respuesta TH1 y la lisis

mediada por células NK (191).

En adicion al reconocimiento de PAMPs, también se ha comprobado que las
citocinas proinflamatorias como TNFa, IL18 median la maduracion y la
expresion de moléculas coestimuladoras en la CD (86). Cuando las CD se
encuentran en estado inmaduro, el CMH-II se encuentra almacenado en
compartimientos endosomales; pero después que la CD recibe el estimulo de
maduracién este complejo se acumula en la membrana plasmatica (86), (3).
Estudios realizados por Puré en 1990, mostraron como al inhibir la sintesis
de proteinas durante la maduracion de la CD, se disminuye la acumulacion
del CMH-II en la superficie de la célula sin verse afectada la degradacion del
pool endosomal pre-existente, o que indica que una vez la CD recibe la
sefal de maduracién se induce la sintesis de novo del CMH-II (192), (193),
(194), (88). La sintesis de un nuevo CMH-IlI favorece el acoplamiento
eficiente y la presentacion del péptido antigénico dentro de moléculas del
CMH-II recién sintetizadas (195). El proceso de sintesis de estas moléculas
en las CD se desarrolla de forma gradual después de las primeras cuatro
horas de estimulo y disminuye gradualmente; estudios realizados con CD

diferenciadas in vitro, han mostrado como la sintesis del CMH-II disminuye
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relativamente despacio, en alrededor de un tercio del nivel de lo encontrado
en las CD inmaduras un dia después de que la maduracion fue iniciada
(194), (196). Recientemente se ha descrito que la expresion del CMH-II en
CD inmaduras se encuentra regulada por la ubicuitinaciéon del residuo lisina
225 localizado en el tallo citoplasmatico de la cadena 3 del CMH-II, mediada
por MARCH-I una ubicuitin ligasa E3 perteneciente a la familia de proteinas
asociadas a membrana RING-CH | (MARCH) (197). Una vez el proceso de
maduracién se disminuye, la ubicuitinaciéon del pool de moléculas CMH-II,
favorece su acumulacién en la superficie de la célula (198). Las proteinas
que median este proceso (MARCH-I) se expresan en nédulos linfoides, bazo
y en CPA, células B y CD (197), (199). En estudios realizados en ratones
knockout para MARCH-I se encontré de forma interesante que no solo esta
ubicuitin ligasa media la degradacién lisosomal de CMH-II de las CD
inmaduras, si no que adicionalmente la no expresion de esta proteina
conlleva la sobre expresion en superficie de CD86. Lo que sugiere que esta
proteina en particular es necesaria para el mantenimiento y la funcion de la

CD convencional en estado de equilibrio (no inflamatorio) (200).

Estudios realizados por Pierre y Gatti en el 2008 demostraron que las
sefales inducidas por la estimulacion con LPS a través de TLR4 inhiben la
expresion del ARNm para MARCH-1 y a su vez se inhibe la ubicuitinacion del
CMH-II en CD derivadas de monocitos (CDDM) (201).

La maduracién de la CD en respuesta a ligandos de TLR esta también
marcada por la induccién CD83 (202), pero a diferencia de la CMH-Il y CD86
la funcién de esta en la activacion de los LT es desconocida (203). Al igual
que CD86, la proteina CD83 consta de un solo dominio extracelular de tipo
Inmunoglobulinas (lg), un segmento que atraviesa membrana y un tallo
citoplasmatico. Esta proteina se expresa fuertemente en CD maduras (202),
y también puede ser inducida en células T (con péptidos antigénicos o

anticuerpos especificos para TCR) y B activadas (203), (204) bajo el control
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del factor de transcripcion NF-kB (205). Estudios en donde se interfiere con la
expresion de CD83, han observado que la falta de esta molécula disminuye
la capacidad de estimulacion de la CD inhibiendo la activacion in vivo e in
vitro de linfocitos T(206), (207), (208). Basados en esta observacion se ha
postulado que la funcion de esta molécula podria mediar una sefal co-
estimuladora para la activacién del LT, sin embargo existe aun controversia
en cuanto a su funcién ya que estos resultados no han sido reproducibles en
otros estudios (209) y no hay un ligando conocido de esta molécula.
Recientemente, se ha reportado que el dominio transmembranal de CD83
también favorece la expresion del CMH-Il y CD86, ya que esta region
interactia con la proteina MARCH-I inhibiendo asi la asociacién vy
degradacion del CMH-Il y de CD86 (210).

Una fuente interesante y prometedora de moléculas inductoras de
maduracién de las CD son los polisacaridos. Varios reportes han mostrado la
bioactividad de los PS de plantas y el rol potencial de estas moléculas en
terapia del cancer dadas sus propiedades inmunoestimuladoras; las cuales
incluyen activacién de macréfagos (211), monocitos (212), células asesinas
naturales (NK) (213) y CD (58) entre otras.

Los resultados obtenidos con el Galactomanano en este estudio demuestran
la capacidad inmunoestimuladora que tiene este polisacarido rico en manosa
y galactosa sobre las CD. Al comparar nuestros resultados con lo reportado
para otros tipos de PS, encontramos que la estimulacion de CD con las
conidias de Aspergillus fumigatus las cuales son ricas en Galactomanano,
favorece al igual que nuestro Galactomanano la induccion de moléculas
coestimuladoras como el CD83 y CD86 en CD de Langerhans diferenciadas
in vitro, (122); sin embargo, contrario a nuestros hallazgos las conidias
inducen la produccién de IL10 en ausencia de 1L12p70, lo cual favorece la
respuesta de LT de tipo TH2 acompafiada de la disminuciéon de la

proliferacion de LT alogénicos (123). En comparacién, el Galactomanano
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obtenido de C. spinosa induce un perfil de citocinas diferente, en donde
encontramos 1IL10, junto con la produccién de IL12p70 y favorece la

proliferacion de LT alogénicos.

Las diferencias encontradas en nuestro estudio con lo reportado para el
Galactamanano presente en las conidias de A. fumigatus, podrian deberse al
tipo de componentes que se encuentran en las conidias de este hongo, ya
que aunque son ricas en este polisacarido también se ha reportado
contienen B-glucanos, quitina, a-glucanos (214) que en conjunto podrian
regular la respuesta inmune de forma diferente a lo reportado por nosotros.
Chai en el 2011 da evidencia de la regulacion que puede generar cada uno
de los polisacaridos constituyentes de la pared celular de este hongo, ya que
al realizar ensayos de estimulacion de CD con ligandos de TLR2 (Pam3Cys)
y TLR4 (LPS) en presencia de B-glucano y el Galactomanano, se observa
que el B-glucano inhibe especificamente la secrecion de citocinas como IL6
frente al estimulo generado por el ligando de TLR2, mientras que el
Galactomanano inhibe la secrecion de esta citocina a través de TLR2 y
también de TLR4 (214). Por otro lado, el aumento en la expresion del factor
de transcripcion NFkB en las CD estimuladas con el Galactomanano de C.
spinosa se correlaciona con lo previamente observado para el
Galactomanano obtenido de Morchela sculenta (126) asi como para el PS
Angelan obtenido de Angelica gigas (58) y el PS obtenido de Ganoderma
lucidum en donde se observa también un aumento en la expresion de NFkB
(215). ElI aumento en la expresion de este factor contribuye a la regulacién
transcripcional de varios genes en las CD que son requeridos en el control de
la respuesta inflamatoria a través de la induccién de citocinas inflamatorias
(IL1, IL6, IL8, IL10, IL12, IL17, IL23 y TNF) y a su vez con la activacion y
maduracién de CD (165), (167), (168). EI NFkB es un factor transcripcional
involucrado en un amplio rango de procesos bioldgicos, que incluyen la

respuesta inmune, sobrevida de la célula, respuesta a stress y la maduracién
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de varios tipos de células (76), (67), (216). La familia de factores de
transcripcion de NFkB existe como homodimero o heterodimero de cinco
proteinas distintas NF-kB1 (p50 y su precursor p105) NF-kB2 (p52 y su
precursor p100), RelA (p65), RelB y cRel (168). En la mayoria de células el
NFxB es mantenido inactivo en el citoplasma por un complejo de proteinas
inhibitorias (IkB) pero frente a multiples estimulos inmunes, entre los que se
encuentran citocinas, estimulacién a través de TCR vy ligandos de TLR, las
proteinas IkB son fosforiladas y degradadas por el proteasoma (67). En el
caso de NF-kB1 el procesamiento proteolitico de p105 produce p50, el cual
se homodimeriza o heterodimeriza antes de translocarse al nucleo y unirse a
elementos kB encontrados en las regiones reguladoras de los genes blanco
de actividad de este factor (217), (218). Este factor de transcripcion es un
elemento clave en la determinacion del fenotipo de la CD, por lo tanto la
inhibicion de la activacién del NFkB ha sido propuesto como una estrategia
para mantener a las CD en estado inmaduro y promover la tolerancia inmune
(219), (220).

Una caracteristica funcional de la CD, es su capacidad de polarizar la
respuesta inmune de las células T ayudadoras a través de la secrecion de
citocinas (3), (64), (221). La estimulacion que induce nuestro Galactomanano
favorece la produccion de citocinas pro inflamatorias como la IL13, IL6, IL8,
IL12p70, TNFa y de forma paralela la IL10. Estos resultados son
comparables con lo que previamente ha sido reportado para otros PS que
igualmente modulan la secrecion de citocinas en las CD. En experimentos
realizados utilizando como estimulo el acemanan se ha observado que
induce la produccién de IL12 en CD de ratén (222) y de IL18 y TNFa en
macrofagos (50). Cao en el 2002 también mostré que los PS obtenidos de
Ganoderma (PS-G) inducen en CD de ratén el aumento en la expresion a
nivel de gen y proteina de la IL12p40 (33). Los analisis del perfil de genes

(realizado por Microarrays) generado en las CD derivadas de monocito
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tratadas con PS-G, también evidenciaron el aumento en la expresiéon de las
citocinas IL12, IL23 e IL27; con el fin de confirmar los resultados obtenidos
en los Microarrays, en este mismo trabajo se investigé en ratones BALB/c el
efecto de estos PS-G en la induccion de respuesta de Ac y la produccion de
citocinas frente a un antigeno especifico. Para ello se inmunizaron ratones
con ovoalbumina (OVA) con el PS-G y se pudo demostrar que los niveles de
anticuerpos anti-OVA IgG2a se incrementaban significativamente cuando se
comparaban con los Ac producidos por los ratones inoculados solo con OVA
(223). Asi mismo, se ha encontrado que el PS Angelan también incrementa
de forma eficiente la secrecion de IL12p40 (58). Igualmente reportes del
efecto de los PS de Juniperus scopolorum sobre macréfagos peritoneales
murinos y fagocitos mononucleares, demostraron que esta fraccion tiene una
potente actividad inmunomoduladora que favorece la secrecidon de citocinas
proinflamatorias (IL1B, IL6, TNFa, e IL12p70) y anti inflamatorias (IL10) (16).
Uno de los mecanismos que juega un papel importante en la actividad
inmunoreguladora de la CD es la secrecion de citocinas. La produccion de
citocinas por CD en estado de equilibrio contribuye a mantener la
homeostasis normal en el individuo, mientras que las citocinas secretadas
por CD activadas pueden contribuir en varios aspectos a la respuesta por
agentes infecciosos a través de la estimulacion de mecanismos efectores y la

iniciacién y polarizacion de la respuesta inmune (2)

Las CD pueden secretar un diverso panel de citocinas que en conjunto con
las moléculas de superficie que estas expresan inducen la polarizacion de
células T virgenes hacia un perfil TH1, TH2, T reg o TH17 (5). De manera
importante el Galactomanano induce la produccién de la IL12p70 la cual
como se sabe es producida por CD activadas que inducen la proliferacion de
las células NK y la polarizacion de los LT ayudadores hacia un perfil TH1
(224), (225); el cual como se ha reportado conlleva a la generacién de
inmunidad mediada por células frente a enfermedades infecciosas o cancer.

La importancia de la IL12 en la generacion de respuesta inmune protectiva



DISCUSION

es validada por el hallazgo de que en humanos y modelos experimentales
murinos que poseen mutaciones genéticas que bloquean las vias de
sefalizacion dependientes de IL12 o IFNy, se observa una marcada
sensibilidad a patégenos intracelulares como Mycobacterium y especies de
Leismania (226). La IL12, IL23 e IL27 son miembros de la familia de citocinas
IL12 relacionados estructuralmente (166). Cada una es un heterodimero,
conformado por una subunidad hélice alfa (p35, p19 o p28) combinado con
una subunidad soluble (p40 o la proteina inducida por Epstein Barr (EBI3).La
forma funcional de la IL12 esta formada por las subunidades p35 y p40; IL23
por p19 y p40 e IL27 por p28 y EBI3 (5), (166). Los genes que codifican para
la IL12 necesitan ser expresados de forma coordinada para producir el
heterodimero biolégicamente activo (166). En ausencia de IL12p35 o
IL23p19, p40 es secretada como mondémero o homodimero, donde p35
puede ser secretado unicamente cuando es asociado con p40. EI ARNm
codificante para IL12p35 esta presente en varios tipo de células mientras que
el ARNm codificante para p40 se ha visto restringido a células que producen
el heterodimero biolégicamente activo (células B, Macrofagos y CD) (227).
La union de este heterodimero se produce a través de puentes disulfuro y es
secretado, normalmente bajo estimulo, sin embargo IL12 puede existir de
forma preformada asociada a moléculas de membrana y ser rapidamente
liberada (10 min) ante el contacto con microorganismos intracelulares como
Leishmania en ausencia de transcripcion de novo (228). Estas observaciones
y los encuentros en las mediciones en términos de expresion (24h) y
produccion (24 y 48h) de IL12 encontrada con el Galactomanano, nos lleva a
pensar que efectivamente la estimulacién que produce nuestro polisacarido
puede inducir la maduracion de la célula y la induccion de sintesis de novo
delalL12 en las CD.

De forma llamativa también se ha observado que frente a productos

bacterianos como el LPS, la IL12 tiene una cinética de liberacion mas

retardada (2-4h), ya que depende de la transcripcién y acumulacién de novo
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del ARNm de p40 y p35 en la célula (228). Basados en los reportes
existentes de moléculas que median la activacion y maduracion de la CD, en
nuestro estudio utilizamos como control de maduracién el LPS, para el cual
encontramos resultados comparables con lo previamente reportado en
cuanto a la induccién no solo de moléculas CMH-Il y coestimuladoras si no a
su vez del aumento en la expresion de ARNm y la secrecién de la IL12p40
en las CD (229), (230). La IL12 es requerida para la produccion de citocinas
como el IFNy, el cual favorece la sobre expresion de moléculas CMH-I y
CMH-II en las CD y asi mismo la generacién y actividad de CTL a través de
la activacion de STAT-4 (229), (231); la transduccion de la sefial a través del
receptor de IL12R induce la fosforilacién de proteinas pertenecientes a la
familia de Janus Kinasas (JAK2 y TYK2) las cuales fosforilan y activan
factores de transcripcion transductores de sefal y activadores de la
transcripcion 1 (STAT1), STAT3, STAT4 y STATS5. Una vez se da el contacto
entre la CD (CD80, CD86) y el LT, la estimulacién a través de CD28 favorece
la expresion del receptor para la IL12 lo cual a su vez promueve que se dé la
activacion de STAT4 y la induccion de IFNy (232), (233).

De manera interesante se ha observado que tanto en células T CD4 como en
CD8, STAT4 es requerido para la induccién de IFNy producido por el
estimulo con IL12 pero unicamente las células T CD4 requieren la
produccion de STAT4 para la produccion de IFNy en respuesta a la
activaciéon a través del TCR (233). El IFNy asi mismo tiene la capacidad de
aumentar la produccién de la IL12 (p40 y p35), en un mecanismo de
retroalimentacion positiva durante la respuesta inflamatoria y la respuesta
mediada por células TH1. Las células T también aumentan la produccién de
IL12 a través de la interaccion directa célula-célula a través de ligandos de la
familia TNF expresados en las células T activadas como el CD40L (234),
(166).



DISCUSION

Otra de las citocinas producidas por las CD en presencia del Galactomanano
es la IL10, esta citocina fue originalmente descrita en 1988 como un “factor
inhibitorio de citocina” (CSIF) producido por células TH2, que tiene la
capacidad de inhibir la secrecion de citocinas por parte de los TH1 (235). La
IL10 es producida por macréfagos, CD, Células B (236) y diferentes grupos
de células T como: las células T reguladoras (Tregs), (Tr1) (237), (238) y
células TH17 (239). Otras células no inmunes que secretan IL10 son los
queratinocitos, las células epiteliales y las células tumorales (240), (241). La
produccion de IL10 por CD mieloides es relativamente baja cuando se
compara a la producida por macréfagos (242). En general se ha observado
que la estimulacion a través de los TLR, especialmente con ligandos de
TLR2 genera mayor produccién de IL10 que los ligandos de TLR4 (30); en
experimentos realizados por Dillon en el 2006, se pudo determinar que las
CD derivadas de monocitos humanos u obtenidas de ratén, al ser
estimuladas con ligandos de TLR2 y Dectin-1 (Zimosan obtenido de la pared
celular de levaduras) adquieren un perfil de CD reguladoras secretoras de
abundante IL10 con poca o nada IL6 e IL12p70, favoreciendo de esta forma
la respuesta de células T reguladoras (105), (170), (1), (172). En el caso
contrario si se estimulan las CD con LPS, ligando de TLR4, la CD secretan
IL10 pero acompafada de la producciéon de las citocinas IL6 e IL12 y
favorece la expansién clonal de células T efectoras especificas de antigeno
(243), (244). La induccidn de las CD reguladoras bajo el estimulo de Zimosan
parece ser generada via activacién de TLR2 y Dectin-1 dependiente de la

activaciéon de ERK MAPK, la cual promueve la produccion de IL10 (244).

De manera interesante observamos que bajo el estimulo del Galactomanano
la expresion de la IL10 a nivel de ARN se encuentra disminuida a las 24h,
mientras que la proteina es detectable en los sobrenadantes de las CD a las
24 y 48h de estimulo. Estos resultados indican que la sefial generada por el
PS, podria inducir la sintesis de estas citosina y luego la regulacién de su

expresion a través de mecanismos de desestabilizacion del ARNm que

e
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previamente han sido reportados para algunas citocinas (245).

Los niveles fisiolégicos de la proteina son estrictamente controlados por
varios mecanismos, entre ellos, la tasa de produccion del ARNm
(transcripcion) y degradacién de las proteinas, asi como la estabilidad del
ARNm vy la eficiencia en su traduccion (246). La regulacién de la estabilidad
del ARNm es compleja y como se ha descrito se realiza de manera
dependiente de elementos reguladores dentro de la regién codificante o no
transcrita del ARNm. La regulacién de la estabilidad de esta molécula parece
depender de la interaccion entre elementos intrinsecos que actuan en cis y
factores que actuan en Trans. Los elementos que actuan en cis consisten en
secuencias primarias altamente conservadas (247), (248) o estructuras
estables de tallo y lazo (stemloop) (249). Uno de los elementos en cis mejor
caracterizado es el motivo AUUUA o elemento minimo rico en AU (ARE).
Estudios en mamiferos han mostrado que este elemento se encuentra
ubicado en la regién 3'- no traducida (3'UTR) de aproximadamente el 5 al
8% de los genes transcritos por las células de estos individuos (250). Varios
procesos de traduccion de la sefializacion han sido asociados con cambios
en la estabilidad del ARN; por ejemplo en las células T se ha mostrado que el
ARNmM para la IL2 es inherentemente inestable debido a la presencia de las
secuencias ARE en el 3'UTR, sin embargo una vez se da la activacion de la
célula T, el ARNm IL2 es estabilizado por la activacién de la via c-Jun
aminoterminal kinasa (JNK) (245). Asi mismo se ha descrito que bajo el
estimulo del LPS las lineas de células leucémicas promonociticas humanas
(THP-1), regulan tempranamente (4h) la expresion de la IL10 por
mecanismos que favorecen la estabilidad del ARNm y que dependen de la
via de activacion de NFkB (251). Adicionalmente, se ha observado que
moléculas con actividad antitumoral como el taxol obtenido de Taxus
brevifolia, utilizan mecanismos de desestabilizacion del ARNm codificante de
proteinas como el BCL-2 que regulan la sobrevida de lineas leucémicas
humanas HL-60 (252).
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Otra de las citocinas que encontramos aumentadas a nivel de gen y proteina
en las CD tratadas con el Galactatomanano y que de forma importante ha
sido asociada con induccion de la respuesta anti tumoral es la IL13. Como se
ha establecido la activacion de este tipo de citocina es mediada por la
interaccion de receptores TLRs y NLRs que favorecen la generacion de pro
IL1B y otras citocinas inflamatorias entre las que se incluyen la pro IL18 e
IL33 (253), (254). La sefalizacion a través de los ligandos de TLR como el
LPS inducen la activaciéon del NFkB y la subsecuente expresion del gen y
sintesis de la pro IL1B; sin embargo para que la proteina sea secretada de
forma activa requiere la generacién de una segunda sefal que se genera a
través de receptores NALP1 y NALP3 que inducen la formacién del complejo
citoplasmatico multiprotéico conocido como inflamosoma (255). La activacion
de este complejo favorece la expresidon de caspasas inflamatorias como la
caspasa 1 (también conocida como enzima convertasa de IL1B) que es la

encargada de clivar la pro IL1B3 a su forma activa IL1B (256), (257).

El receptor NALP3 reconoce un amplio rango de componentes, entre los que
se incluyen ARN bacteriano, ATP y cristales de acido urico, entre otros (258).
De manera interesante se ha visto que en el proceso de muerte
inmunogénica  inducida por radioterapia 'y algunos  agentes
quimioterapeuticos, como las antraciclinas y el oxaliplatin se induce la
exposicion de sefales de peligro como: la calreticulina en la membrana
plasmatica de las células tumorales, (259), la liberacion de la proteina de alta
movilidad box 1 (HMGB1) del nucleo de la células a los alrededores de las
células muertas (260) y la secrecion de la adenosin trifosfato (ATP). El
reconocimiento de estas sefiales de muerte inmunogénica por parte de las
CD, es mediado a través de los receptores TLR4/HMGB1 y NALP3/ATP. El
reconocimiento del ATP a través de NALP3 o cryopirina, media la activacién
del inflamosoma en la CD favoreciendo la respuesta inmune contra las
células tumorales. Ensayos realizados in vitro por el grupo de Zitvogel y

Kroemer, mostraron que las CD Casp1-/- derivadas de medula dsea de ratén

Vel
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al ser incubadas con el linfoma de células T murino EL4 previamente tratado
con oxaliplatin (EG-7), fallan en la activacién de células T virgenes de
ratones OT-1. Adicionalmente, con el fin de demostrar el papel directo de la
IL1B en la estimulacion de células T CD8, los autores estimularon células T
CD3+CD8+ de baso de ratdn por cross-linking simultaneo de CD3 y CD28 en
ausencia y presencia de la IL1B; los resultados obtenidos muestran como en
ausencia de la proteina IL1B recombinante, las células CD8+ virgenes no
producen IFNy (261).

La mayoria de adyuvantes activan receptores de la inmunidad innata como
TLR; recientemente se ha visto que de igual forma algunos adyuvantes
pueden interactuar con receptores de tipo NLR e inducir la activacion del
Inflamosoma. El aluminio es uno de los adyuvantes mas utilizados en
vacunacién debido a la baja toxicicidad que posee y a la efectiva respuesta
inmune que genera, que como se ha descrito en parte se ve favorecida por la

activacion del inflamosoma (44),

La induccion de inflamacién crénica que incluye la sobre activacion de IL1[3
ha sido considerada como una condicion promotora del tumor(262), sin
embargo como se ha mostrado la induccion de la muerte inmunogénica de la
célula tumoral favorece l|a respuesta inmune través de mediadores
proinflamatorios como la IL1B (261).Aunque todavia existe la pregunta
acerca de qué proceso inflamatorio con lleva la progresion en cancer y cual
inhibe el crecimiento tumoral, sin embargo la actividad antitumoral de los
Polisacaridos, la cual no parece favorecer el desarrollo tumoral, (26), (162),
(263), podria estar mediada por la induccién de un proceso de activacion
local y controlado de las células blanco, en este caso las células dendriticas,
las cuales inducirian posteriormente una respuesta capaz de inhibir el

crecimiento tumoral.
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8.2 Efecto inmunomodulador de la fraccién acuosa y la fraccion

organica obtenida de Petiveria alliacea.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la fraccion acuosa
(FA) contraria a la organica induce diferentes perfiles de activacion de las
CD. Por un lado encontramos que la FA induce cambios a nivel morfoldgico
de las células que pueden compararse con los mostrados por las CD
maduradas con el LPS. Asi mismo esta fraccidén induce un leve aumento en
la expresion de la molécula coestimuladora (CD86), en una pequefa
poblacién de células, y no induce aumento en la expresion de las otras
moléculas evaluadas, asociadas al estado de maduracién de la célula (CD83,
CMH-II). Adicionalmente, se encontré que la FA induce la sintesis de IL13 en

una proporcion mayor al compararse con el LPS.

Tradicionalmente se utilizan las infusiones acuosas de la planta aunque
también se encuentra reportado su uso en forma de emplastos (138), (130).
A estas preparaciones se le has atribuido actividad inmunomoduladora (264),
(132), sin embargo, no se ha identificado ni el blanco celular ni los
metabolitos implicados en esta actividad. En trabajos previos realizados por
nuestro grupo y otros, se ha mostrado que las fracciones organicas de la
planta tienen actividad citotoxica frente a células tumorales (143), (22), (142).
Aunque la toxicidad de la fraccion acuosa han sido previamente estudiada

(265) su actividad inmunomoduladora aun no ha sido evaluada.

Por varios afios ha sido propuesto que la actividad antitumoral e inmuno
estimuladora de P. alliacea se debe a la presencia del metabolito secundario
DTS (143); sin embargo, es interesante notar que aunque la fraccién
organica, parcialmente caracterizada por nuestro grupo (266) contiene DTS,
no se detectd actividad alguna sobre las CD, sugiriendo que otros
metabolitos presentes en la FA son los responsables de esta actividad.

Adicional a su actividad antitumoral, el DTS posee actividad anti inflamatoria

n
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que disminuye la respuesta de citocinas pro inflamatorias como la IL1p3, IL6,
IL8, IL12p70 y el TNFa durante la reaccién mixta leucocitaria (151). Aunque
el mecanismo de esta regulacion aun no ha sido dilucidado, creemos que
este tipo de moléculas podrian tener el mismo efecto inmunomodulador
sobre las citocinas secretadas por la CD que fueron tratadas con la FO. Por
otro lado, los estudios realizados con flavonoides obtenidos de diferentes
plantas han mostrado que muchas de estas moléculas poseen actividad anti-
inflamatoria que inhibe la sintesis y la actividad de los diferentes mediadores
proinflamatorios como serian los eicosanoides, citocinas, moléculas de
adhesioén y proteina c reactiva (267). Asi mismo, Santangelo en el 2007
mostré que al estimular macréfagos, células Jurkat y CMSP con diferentes
flavonoides se disminuye la expresion de citocinas y quimioquinas como la
IL1B, IL6, IL8, TNFa y la proteina quimiotrayente de monocito-1 (MCP-1)
(268). Dentro de las actividades de los flavonoides se incluye la inhibicion del
factor de transcripcion NF-kB y de la proteina de activacion-1 (AP-1) (269).
Un estudio reciente mostré como flavonoides como la Apigenina y el Lutenil
reducen la produccion de mediadores inflamatorios por inhibicidon directa de
la actividad transcripcional de la proteina del NF-kBp65 inducida bajo la
estimulaciéon con TNFa (270). Asi mismo otros reportes muestran que la
Apigenina atenua la expresion de moléculas del CMH-I y Il, asi como de
moléculas coestimuladoras (CD80 y CD86) en las CD CD11+ derivadas de
medula 6sea de ratén y disminuye de forma significativa la expresion de
IL12, la activacién de MAPKSs, asi como la translocaciéon al nucleo de la
subunidad del NF-kBp65 y la inducciéon de respuesta TH1 genera por la

estimulacion de las células con LPS (271).

Por otro lado, debido a que la FA afecta la produccion de citocinas en la CD
humanas, esto podria sugerir que la fraccion podria influenciar el micro
ambiente celular y modular la respuesta inmune inflamatoria. De manera
interesante la secrecion de IL1[ por la CD ha sido asociada con la activacion

del inflamosoma, complejo indispensable para la activacion de las células T
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CD8 secretoras de INFy frente a células tumorales (261). Es posible que
dicha actividad explique parcialmente el que la P. alliacea de forma

tradicional sea utilizada como agente antitumoral (169).

Aunque es necesario evaluar in vivo la biodisponibilidad de la fraccion, los
resultados obtenidos con la FO muestran que los metabolitos encontrados en
esta fraccion no inducen secrecidén de la IL8, lo cual concuerda con los
estudios realizados por Lopes-Martins, en el que se encontré que al tratar
ratas con un extracto crudo de la Petiveria por via oral, se disminuye la
capacidad migratoria de neutréfilos y eosindfilos en el modelo de Pleuritis

inducido por el Carregenan (132).

En general, el extracto crudo de P. alliacea es comunmente usado por su
actividad anti inflamatoria (149), actividad que ha sido atribuida a la
modulacién en la produccion de citocinas tipo TH1 como el TNFa, laIL6 y la
IL1B y el incremento de citocinas TH2 como la IL4 (22), (136), (142), (151).
Asi mismo Del valle en 1993 reportd que, el extracto etandlico por si solo no
induce la proliferacion de los linfocitos T in vitro, pero si posee actividad
sinérgica al combinarse con un estimulo como el de la fitohemaglutinina
(PHA) (272). Un estudio pre clinico realizado por Batista en Cuba, demostrd
el efecto protector de las hojas en polvo de Petiveria sobre el efecto
inmunosupresor inducido por el agente antitumoral 5- fluorouracil (5-FU). En
este estudio se observd que la P. alliacea en una dosis de 1200 ig/mL
incrementa la poblacion de linfocitos, neutréfilos y la celularidad de la medula
Osea de los ratones Balb/c tratados con el 5-FU (273). En este mismo ensayo
se pudo determinar que la P. alliacea en pre o post tratamiento combinado
con 5-FU, induce un efecto protectivo en el numero de células B productoras

de anticuerpos (273).

Nuestros resultados, permiten proponer, que los polisacaridos presentes en

la fraccidon acuosa podrian ser inmunomoduladores negativos de las CD, ya
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que producen una activacion parcial de la célula que podria estar asociado
con el estadio de CD “semi-maduras”, descritas en la literatura como CD que
expresan moléculas coestimuladoras y no secretan citocinas (2), (7); Dicha
situacion es similar a las CD obtenidas en nuestro estudio que no poseen
todas las sefales necesarias para la induccion de la respuesta inflamatoria
mediada por células T (5), (36), (274),(5,275). Por lo tanto creemos que este
tipo de estimulo podria generar CD tolerogenicas que como se ha descrito,
median la generacion de células T reguladoras (105), (170), (172). Sin
embargo es necesario continuar con estudios funcionales que nos permitan

establecer el tipo de CD generada.

A pesar de todos estos ensayos realizados sobre modelos murinos, aun no
se ha determinado el blanco celular de las fracciones o de mediadores
producidos. Este es el primer estudio en donde se evalia de forma
diferencial la actividad inmunomoduladora de diferentes fracciones de la P.
alliacea sobre células del sistema inmune y provee informacion relevante
para el entendimiento de como la planta puede ser usada tradicionalmente
como agente antitumoral, como fue observado en nuestros previos trabajos
(22), (142) o anti inflamatorio; con dos actividades parcialmente contrarias.
Actualmente, estamos caracterizando los metabolitos presentes en la FA
enfocando nuestro interés en el estudio de metabolitos primarios como los

polisacaridos.
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9. Perspectivas

La actividad Inmunomoduladora del Galactomanano observada en el
presente trabajo, sugiere que in vivo podria tener un papel activador de la
respuesta inmune a través de la activacion de las células dendriticas. Es
importante evaluar dicha actividad in vivo utilizando modelos murinos en los
cuales se estudie la actividad del polisacarido solo o en presencia de drogas
antitumorales con actividad citotoxica. Nuestro laboratorio cuenta
actualmente con el modelo de cancer mamario murino Balb/c transplantados
con células 4T1, y sobre este modelo podemos determinar si la presencia del
polisacarido produce una mayor activacion de la respuesta inmune y si la

respuesta inducida es protectora.

En relaciéon a la actividad de los polisacaridos de Petiveria alliacea,
actualmente se inicid6 un proyecto en el que se aislaran los metabolitos
primarios de la planta, en condiciones estériles con el fin de caracterizar los
polisacaridos, asi como su actividad sobre células mononucleares humanas.
Esta valoracién nos permitira avanzar en el conocimiento de la actividad de
la planta, que aunque ha sido ampliamente estudiada, las moléculas
especificas responsables de su actividad biolégica no han sido claramente

identificadas aun.
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ANEXOS

11. Anexos

11.1 ARTICULO 3: Influencia del tratamiento de Petiveria alliacea en la

expresion diferencial de genes en células tumorales.
(Articulo publicado en la revista Universitas Medica 50(3): 284-296. 2009).
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Plant polysaccharides present an interesting potential as immunomodulators, particularly in the induction of
antitumoral responses, principally because of their molecular complexity and low in vivo toxicity. Activation
of dendritic cells (DCs) could improve antitumoral responses usually diminished in cancer patients, and
natural adjuvants provide a possibility of inducing this activation. Herein, we investigated the immunomod-
ulatory activity of a neutral plant polysaccharide Galactomannan on human monocyte-derived DCs (MDDC).
MDDCs were stimulated with Galactomannan (GLM) from Caesalpinia spinosa and both phenotypic and
functional activities were assessed by flow cytometry and real-time PCR. The phagocytic ability of MDDCs was
determined by using E-coli pHrodo particles and induction of T-lymphocyte allostimulation was determined
after T-cell staining with carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE).

In MDDCs, purified Galactomannan induced phenotypic maturation revealed by increased expression of
CD83, CD86, CD206, and HLA-DR. Functional experiments showed the loss of particulate antigen uptake in
Galactomannan-stimulated DCs and increased alloantigen presentation capacity. Finally, Galactomannan
increased protein and mRNA levels of pro-inflammatory cytokines including IL-1(3, IL-6, IL-8, IL-12p70, and
TNF-au. These data reveal that Galactomannan obtained from Caesalpinia spinosa promotes effective activation
of MDDCs. This adjuvant-like activity may have therapeutic applications in clinical settings where immune
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responses need boosting.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The role for polysaccharides in the antitumoral immune response
was first reported 40 years ago [1]. Since then, the use of poly-
saccharides as antitumor drugs has been repeatedly suggested and
recent studies revealing their low level of toxicity have contributed to
the increasing interest in polysaccharides as therapeutic agents [2,3].
To date, polysaccharides, principally of fungal origin, have been
studied. Their antitumoral or immunomodulatory activities were
attributed to either a protective or an immunostimulatory role or even
to direct antitumoral activity. The most extensively studied poly-
saccharides with antitumoral activity are 3-1, 3 and p-1, 6-glucans.
However, a wide range of polysaccharides with different structures
also have biological and immunomodulatory activities [4].

Antigen-presenting cells (APCs) play a key role in initiating the
cognate immune response. Plant polysaccharides have been shown to

* Corresponding author. Carrera 7 No. 43-82 Ed. 53 Of. 608. Tel.: + 1571 3208320x4149
4103; fax: +15713208320x4021.
E-mail address: susana.fiorentino@javeriana.edu.co (S. Fiorentino).

1567-5769/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.intimp.2011.01.006

activate DCs, the most potent APCs [2], possibly by interacting with
Toll-like receptors (TLR), collectins, or scavenger receptors (SRs) [5].
These receptors are considered pattern recognition receptors and
induce, via ligand binding, the expression of innate immunity genes
[6], favoring the development of both innate and cognate immune
responses. A complete activation of DCs, leading to high expression of
surface major histocompatibility complex (MHC) class-II and co-
stimulatory molecules, as well as secretion of IL-12, is crucial for the
induction of CD4" T-lymphocyte responses. Conversely, incomplete
activation may impair T-cell activation and function, as reported
within the context of antitumoral immune responses [7,8]. Therefore,
the identification and the characterization of new adjuvants leading to
optimal activation of DCs are crucial to improve vaccine strategies and
immunotherapy in general.

The stimulatory effects of certain polysaccharides on human DCs
have been described [9-11]; however, their potential use as adjuvants
is limited by the restricted availability of purified products.

Galactomannans, polysaccharides widely used as emulsion stabili-
zers in the pharmaceutical and food industries are mainly obtained from
endosperm of leguminous seeds. Given their low toxicity, they are also
used in the cosmetic and biomedical industries [12], either alone or
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conjugated to antitumoral drugs [13]. The biological activity of
Galactomannans has not been extensively studied, but an immuno-
modulatory effect, similar to that reported for Acemannan [14], can be
envisaged, as these polysaccharides share similar mannose content.
Galactomannans are heterogeneous in terms of origins, structure and
biological activities. Among them, conidias from Aspergillus fumigatus
induces maturation of human Langerhans cells, mainly localized in the
skin. This signal is transmitted via a Galactomannan-recognizing
receptor [15], identified as the DC-SIGN receptor, expressed on
macrophages and dendritic cells. Interaction of conidias from Aspergillus
with DC-SIGN favors macrophage infection and IL-10 production, along
with decreasing antigen presentation [16].

Galactomannan from Caesalpinia spinosa and from Aspergillus
fumigatus binds to the pentraxin receptor [17], leading to the activa-
tion of innate immune response, but the underlying molecular mecha-
nism is still unknown.

Purified Galactomannan from lichen Ramalina celastri and Morchella
esculenta increases the activity of rat peritoneal macrophages [18] and
activation of the transcription factor NF-kB, largely associated with
inflammatory responses [19]. Galactomannan extracted from Mimosa
scabrella and Leucaena leucocephala was reported to protect against
infection by flavivirus (e.g. yellow fever virus or dengue virus) after
sulfation. Collectively, these data underline the pharmacological
potential of these polysaccharides [20].

In the present study, we evaluated the immunomodulatory
activity on human MDDCs of purified Galactomannan obtained from
Caesaelpinia spinosa, better known as Tara. Several parts of the tree
has been used since ancient times as anti inflammatory for bronchial
infections, sinusitis and rheumatism symptoms; however there are
not known reports about traditional knowledge for cancer, but oral
tradition suggests that in some regions of Colombia, Caesalpinia is
used for cancer, and that Galactomannan had been used as a chew-
gum of peasants, known as flu protector [21]. The immunostimulatory
activity of this polysaccharide was demonstrated by transcriptional,
phenotypic, and functional analysis, thus raising the possibility of
developing a novel therapeutic approach to enhance antitumoral
immunotherapy or vaccination strategies.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

Immature pods of Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze were
collected in Suba (Bogotd, Colombia). The plant was authenticated
by Dr. Antonio Mejia from Fundacién Universitaria Juan N. Corpas.
Plant material was compared with the Colombian National Herbarium
sample, registry number 523714.

2.2. Galactomannan extraction and purification from Caesalpinia
spinosa

Seeds were manually removed from the pods, cleaned and
treated in a steam bath at 92 °C for 5 min. The endosperm was then
manually separated from the germ and hull and treated with UV
radiation for 1 h and then refrigerated. Distilled water was added in
a 1:5 (endosperm:water) proportion and the suspension was left to
rest for 24 h. The suspension was further diluted to 1:10 (suspen-
sion:water) and mixed for 5 min proceeding to filtration through a
gauze followed by centrifugation at 3800 g (IEC Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) for 20 min at 20 °C. Precipitation of Galacto-
mannan was carried out by ethanol addition (99.8%, Riedel-de
Haén) to the supernatant at a vol:vol ratio of 2:1. Ethanol was
decanted and the precipitated Galactomannan was lyophilized and
stored at 4 °C [22].

2.3. Preparation of solutions

The Galactomannan solution was prepared according to a
previously described protocol with minor modifications [23]. Briefly,
the required amount of polysaccharide was gradually added to the
appropriate amount of distilled water and mixed for 1 h at room
temperature, followed by heating to 80 °C for 30 min with continuous
mixing. Insoluble material was removed by centrifugation at 3000 g
(IEC Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) for 1h at room tem-
perature and the solution concentration was calculated from the dry
matter content.

2.4. Chemical characterization of Galactomannan

Monosaccharide composition was determined by thin layer chro-
matography (TLC) and high-performance liquid chromatography
(HPLC) analysis; polysaccharide acid hydrolysis was carried out
according to the method described by Roncero [24]. Polysaccharide
was treated with 72% H,SO,4 at room temperature for 4 h, followed by
digestion at 110 °Cfor 4 h in 0.5 M H,SO4. The resulting suspension was
neutralized with Na,CO5 and then evaporated under N, and dissolved in
methanol. After several methanol extractions to remove Na,SO4
crystals, the sample was re-dissolved in distilled water to a known
concentration. TLC analysis was performed on Silica Gel 60 plates
(Merck KGaA) with ethyl acetate/propanol/acetic acid/water (4:2:2:1)
and sugars were detected with anisaldehyde-sulfuric acid reagent. HPLC
was performed on a Prominence LC-20AT (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan) using an Aminex HPX-87P column (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA), a fixed temperature of 84 °C and a water flow rate of 0.4 ml/min.
The eluate was monitored by refraction index RID-10A (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan).

2.5. Preparation of DCs

Fresh buffy coats (60 ml) were obtained from healthy volunteers
upon informed consent and peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) were purified by ficoll density centrifugation (Amersham, GE
Health Care Europe GmbH). Monocytes were isolated by positive
selection using anti-CD14+ microbeads and the MiniMACS Systems
according to manufacturer instructions (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany). The percentage of purity of these cells was
confirmed by flow cytometry and was greater than 98%. Monocytes
were cultivated for 5 days in RPMI 1640 medium containing 10% fetal
calf serum (FCS), 2 mM glutamine, 100 IU/ml penicillin, streptomycin
(Eurobio, Paris, France) supplemented with granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (800 IU/ml) and IL-4 (1000 IU/ml) (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA). Half of the culture medium was
replaced with fresh medium containing granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor and IL-4 on day 3 and MDDCs were
routinely used on day 5 of culture. On day 5, the MDDCs were
stimulated for 2 days with Galactomannan (7 and 21 pg/ml) purified
as described above. Lipopolysaccharide (LPS) stimulation was carried
out in parallel as a positive control of MDDC stimulation (1 pg/ml)
and cells cultured without any stimulus were used as negative
controls. All reagents were tested for the presence of LPS by the
Lymulus spp assay (Bio Whittaker Inc., Walkersville, MD, USA). In
addition, the Galactomannan used in the assays was treated with
agarose beads coated with polymyxin B (PolB) to eliminate any LPS
contamination (Sigma, St Louis, MO, USA). Cell viability was
determined with trypan blue to monitor potential Galactomannan
toxicity.

2.6. Flow cytometry and proliferation analysis

MDDC phenotypes were analyzed by using the following mono-
clonal antibodies (mAbs): CD1a-pacific blue, CD86-PE, CD83-FITC,
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Table 1
Real time primer sequences.
Genes Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5'-3’) Size
Housekeeping gene GAPDH AGCCGAGCCACATCGCT CCCTGGTGACCAGGC 87
Cytokines IL1-p ACAGACCTTCCAGGAGAATG GCAGTTCAGTGATCGTACAG 127
IL-4 TGTGCTCCGGCAGTTCTACAG TGGCTTCCTTCACAGGACAGG 164
IL-6 AATTCGGTACATCCTCGACGG AATTCGGTACATCCTCGACGG 100
IL-10 GTGATGCCCCAAGCTGAGA CACGGCCTTGCTCTTGTTTT 138
IL12p40 TGGAGTGCCAGGAGGACAGT TCTTGGGTGGGTCGGTTTG 147
IL-23 TGGAGTGCCAGGAGGCAGT TCTTTGCAAGCAGAACTGA 76
IFN-vy TCAGCTCGCATCGTTTTGG GTTCCATTATCCGCTACATCTGGA 120
TNF-o TCTTCTCGAACCCCGAGTGA CCTCTGATGGCACCACCAG 151
TGFR TCTTCTCGAACCCCGAGTGA AAGGCGAAGCCCTCAATTT 136
Apoptosis regulator Bcl-X CTGGCGTGGAAAGCGTAGA TGCTGCATTGTTCCCATGAG 153
Toll-like receptor TLR4 AGCAACAATTCCTGGCGATA AAACTCGGATGGGGTTTCC 117
Transcription factors NF-+B AGAACTGCAGGGTGCTGGATT GCGGATTAGCTCTTTTCCCG 145
PU.1 ATTTGAAACACTGGAAGCACGA CTCGTGCGTTTGGCGTTGGTATAGA 101
cJUN TGGAAACGACCTTCATGACGA GTTGCCTGGACTGGATTATCAGG 242
GATA family of transcription factors GATA3 CGGCTTCGGATGCAAGTC GTCGAGGTTGCCCCACAG 81
Leukocyte immunoglobulin-like receptor (LIR) family ILT2 TCCTCCTCCTCCTCCTCTTC CCATCTCCACCCATCTTC 225

HLA-DR-APC-H7, CD209-PercP-Cy5, and CD206-APC. All cells were
collected and washed in PBS containing 2% FCS and 0.1% sodium azide.
Immunostaining of non-stimulated or Galactomannan or LPS-stimu-
lated MDDCs was performed by incubating the cells with the afore-
mentioned antibodies for 20 min at 4 °C. After washing, flow
cytometry was performed by using a FACSARIA™ (Becton-Dickinson,
Colombia) and results were analyzed with Flowjo 8.7 software (Tree
Star, Ashland, OR, U).

2.7. Phagocytosis assay

DC phagocytic activity was assayed using the pHrodo Escherichia
coli BioParticles (Invitrogen. Carlsbad, CA. USA); 1 x 10° DC per well
were cultivated in RPMI supplemented with 5% fetal calf serum and
pretreated or not for 48 h with either LPS (1 pg/ml) or Galactomannan
(7 or 21 pg/ml). DCs were washed with HANKS buffer and mixed with
100 L (0.5 pg/ml) pHrodo E. coli bioparticles for 3 h at 37 °C. Particle
fluorescence was measured at an excitation of 530 nm and emission of
590 nm in a fluorometer (Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA).
The percentage of phagocytic cells was analyzed by flow cytometry.
Dendritic cells were stained with CD11c-APC antibody, and double
labeled cells were analyzed. Tests were carried out in triplicate and
flow cytometry was performed as previously described.

2.8. Mixed leukocyte reaction

MDDCs were differentiated from human monocytes and stimulated
for 48 h with LPS (1 pg/ml) or Galactomannan at different concentrations
(7 and 21 pg/ml) in complete medium. Stimulated cells were collected,
washed, and cultured in fresh RPMI media supplemented with 5% AB
human serum GemCellTM (Gemini Bio-Products. West Sacramento, CA,
USA). Allogenic PBMC were purified on a ficoll hypaque gradient, stained
with 2.5puM CFSE (Molecular Probes Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
according to manufacturer instructions and cultured in 24 well plates
with 5 x 10° MDDC at different ratios (1:2, 1:5, 1:10). After 5 days of co-
culture, T lymphocytes were collected and stained with viability dye aqua
fluorescent reactive (Invitrogen) and then with CD3-PercP, CD4-APC-H7,
and CD8-Pacific Blue (BD Biosciences). Flow cytometry was performed as
previously described.

2.9. Real-time PCR expression profiling

MDDCs were stimulated or not with LPS (1 pg/ml), Galactomannan
(7 and 21 pg/ml) for 24 h and total RNA was extracted by using TRIzol
reagent according to manufacturer instructions (Invitrogen). The
quality and quantity of RNA were assessed with a NanoDrop spectro-

photometer (NanoDrop Technologies). cDNA was synthesized with
RNA PCR Core using Random hexamers, following manufacturer
instructions (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). We used 3 pl
of a 1:20 dilution of the reverse transcription reaction in a quantitative

A

10

Mannose

Galactose

min

Fig. 1. Chemical characterization of Galactomannan purified from Caesalpinia spinosa.
Panel (A) shows TLC chromatograms at 360 nm (left) and visible range (right)
performed on Silica Gel 60 plates (Merck KGaA) ethyl acetate/propanol/acetic acid/
water (4:2:2:1) detected with anisaldehyde - sulphuric acid reagent. Panel (B) shows
the chromatogram obtained by HPLC-RI using an Aminex HPX-87P column, at a fixed
temperature 84 °C and a flow rate of water 0.4 mL/min; (1) Galactose and (2) Mannose.



S.P. Santander et al. / International Immunopharmacology 11 (2011) 652-660 655

real-time PCR (qPCR) reaction, using 12.5 pl of 2X SYBR Green PCR cycling conditions were as follows: an initial denaturing step at 95 °C
Master Mix (Applied Biosystems), 50-400 nM of forward and reverse for 10 min, 40 cycles at 95 °C for 15 s, and 60 °C for 60 s (or 62 °C for
primers (Table 1) in a total volume of 25 pl. The reactions were 30s), followed by a dissociation stage (95 °C for 15s, 60 °C for 15,
performed in duplicate in 96-well optical plates using an ABI Prism and 95 °C for 15s). The specificity of the amplified products was
7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems). The thermal examined by a post-amplification melt curve analysis. Amplification
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Fig. 2. Galactomannan induces phenotypic and functional maturation of DCs. (A) MDDC were cultured for 48 h with LPS (1 ug/mL) and GLM (7 and 21 pg/mL). The expression levels
of cell surface molecules including HLA-DR, CD86 and CD83 were increased after incubation with different concentrations of Galactomannan. Histograms representing one of four
independent experiments. (gray histogram MDDCs and black histogram MDDCs phenotype after treatments). (B) Phagocytic capacity of MDDCs after 48 h of stimulation with LPS
(1 pg/mL) or GLM (7 and 21 pg/mL) was measured using the phagocytic marker E. coli pHProdo for 3 h. Phagocytosis is considered positive when the emitted fluorescence is higher
than that produced by the bio particles themselves. The figure show the mean of four independent experiments. Statistical significance was determined using one way ANOVA test
with Bonferroni's multiple comparison post test. *p<0.05. (C) Phagocytosis was confirmed by staining the MDDCs with CD11c-APC antibody and determine by flow cytometry. The
scatter plots show cells after different treatments. MDDC, MDDC plus LPS, MDDC with GLM (63 pg/mL), MDDC with GLM (21 pg/mL), MDDC with GLM (7 pg/mL). Dot plots are
representing one of four independent experiments.
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efficiency for each primer set was evaluated by a standard curve
analysis with serial dilutions of each cDNA in a preliminary PCR
experiment. A mean threshold cycle (Ct) value was calculated for
each independent experiment. The expression level of each transcript
was normalized to the endogenous control gene for glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). Relative expression was
calculated by using the comparative method 224T=[(CT gene of
interest - CT internal control) sample A - (CT gene of interest - CT
internal control) sample B]. Sample A corresponds to treated MDDCs
and sample B is non-stimulated MDDCs [25].

2.10. Measurement of cytokine levels

Cytokine secretion was evaluated after 48 h of stimulation with
Galactomannan or controls (LPS or sterile water) by using the human
inflammation cytometric bead array kit (BD Biosciences). Levels of IL-13,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, and TNF-a were measured in culture
supernatants according to manufacturer instructions (CBA; BD
Biosciences). Briefly, MDDC supernatants (1 x 10° cells per well)
cultures were collected and stored at -80 °C until analysis. The
analysis was performed by using a FACSCanto II™ flow cytometer
with the program for Cytometric Bead Array kit (CBA) (BD
Biosciences, San Jose, CA).

2.11. Supplementary methods

To exclude the presence of contaminating LPS in the trials, all
reagents were analyzed by using limulus amebocyte lysate (LAL
PYROGENT®) (Cambrex Bio Science, Walkersville, MD, USA). No
endotoxin detection was determined in Galactomannan samples
(sensitivity limit test 0,10 EU/mL); however, to ensure endotoxin free
sample, Galactomannan was treated with agarose beads coated with
PolB twice to eliminate any LPS contamination (Sigma, St Louis, MO,
USA).

3. Results

3.1. Chemical characterization of Galactomannan obtained from
Caesalpinia spinosa

Polysaccharide obtained from Caesalpinia spinosa immature pods
was hydrolyzed in acid media to obtain free monosaccharide units,
which were characterized by chromatographic techniques. Fig. 1A
shows a TLC plate developed with anisaldehyde-sulphuric acid
reagent. The Galactomannan hydrolyzed sample migrates with the
same Rf and spot coloration at 360 nm (green and green-gray) as
those obtained from migration of a 1:1 mixture of galactose and
mannose patterns [26]. Different TLC chromatographic plates
performed with monosaccharide (glucose, fructose) and disaccha-
ride patterns (lactose, sucrose, trehalose) confirmed that only
mannose and galactose were detected in the purified material
(Data not shown).

Thereafter, we carried out HPLC separation on a Pb™*2 cation
exchange resin column AMINEX HPX87P coupled with a refraction
index detector, which allows high resolution and selectivity for
pentose and hexose analysis; Fig. 1B shows the chromatogram of
hydrolyzed Galactomannan. Two peaks were detected (retention
times 22 and 25 min), corresponding precisely to the retention times
of mannose and galactose. Furthermore, HPLC analysis showed the
absence of different monosaccharides from mannose and galactose in
the sample; thus, confirming the data obtained from TLC experiments
and the purity of our polysaccharide.

3.2. Galactomannan increases the expression of MHC class-II and
co-stimulatory molecules on MDDCs

Induction of an adaptive immune response requires the expression
of peptide-bound MHC class-II and co-stimulatory molecules on DCs
to induce T-lymphocyte activation. The ability of purified Galacto-
mannan from Caesalpinia spinosa to modify the MDDC antigen-
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Fig. 3. MDDCs induced allogenic CD4 and CD8 T-lymphocyte proliferation after GLM treatment. MDDC antigen presentation after stimulation with LPS (1 pg/mL) or GLM (7 or 21 pg/mL)
was determined by T-cell proliferation assays. Stained PBMCs with CFSE (2,5 iM) were co-culture with MDDCs in ratios 1:2, 1:5 and 1:10 (DCs: PBMC) during 5 days. CD4* (A) and CD8+
(B) cell proliferation was determined using specific antibodies and analyzed through flow cytometry. Dot plot are representing one of four independent experiments.
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Table 2
CD4 and CD8 T-lymphocyte allogenic proliferative responses.

A.

% CD4™" T cell proliferation

(MDDCs:PBMC) MDDC +LPS 1 +GLM 21 +GLM 7
(ug mL™")

1:2 3048 *54412 *554 16 *54412

1:5 2545 2545 2847 “44+7

1:10 8+3 16+3 1946 32413

B.

% CD8™ T cell proliferation

(MDDCs:PBMC) MDDC +LPS 1 +GLM 21 +GLM 7
(ug mL™)

1:2 32412 52413 50414 *534+12

1:5 14+3 2746 25+4 *38+4

1:10 540 16+3 17+1 *27+6

MDDCs stimulated for 48 h with LPS (1 pg mL™!) or Galactomannan (7 and 21 pg mL™")
induced allogenic CD4 and CD8 T-lymphocyte proliferation after 5 days of co-culture at
different ratios (1:2, 1:5, 1:10). CD4™ and CD8 " T lymphocytes stained with CFSE were
determined using specific antibodies (CD3, CD4 and CD8) and stained with viability
dye. The table shows the proliferation mean percentage + SEM of 4 independent
experiments. Statistical significance was determined by using one-way ANOVA test
with Bonferroni's Multiple Comparison post Test * p<0.05.

presenting and co-stimulatory molecules was determined after
culture for 48 h in the presence of different concentrations of poly-
saccharide (7 and 21 pg/ml). Fig. 2A reveals that Galactomannan
induces phenotypic changes comparable to those induced by LPS at
both concentrations tested. MDDC activation was revealed by
increased expression of HLA-DR and the co-stimulatory molecule
CD86 on Galactomannan-stimulated MDDCs. The DC maturation
marker protein CD83 was also increased, as was CD206. MDDCs acti-
vation by Galactomannan was selective as neither expression of CD1a
nor of CD209 was altered.

3.3. Stimulation with Galactomannan reduces particulate antigen
phagocytosis by DCs

Given that DC maturation is associated with reduced ability for
antigen uptake [8,27], we tested phagocytosis of particulate antigen

8-

Fold Change (Log ;)

8 =
TLR4 TGFB PU1 cJUNGATA3IL10 Bcl-X NFkB ILT2 IL4

before and after stimulation with Galactomannan. Analysis of the E. coli
bioparticle pHrodo™ captured by MDDCs treated or not with different
stimuli showed that Galactomannan induces a statistically significant
(p<0.005) decrease in the uptake of E. coli, similar to that observed with
LPS (Fig. 2B and C).

3.4. Galactomannan increases antigen presentation by DCs

Allostimulation assays were used as a read-out of the functional
ability of DCs for antigen presentation after Galactomannan stimula-
tion; DCs were cultured for 5 days with different ratios of CFSE-
labeled allogeneic PBMC. The percentage of proliferating CD3"CD4™"
and CD3*CD8* lymphocytes was determined by measuring CFSE
fluorescence. In Galactomannan, stimulated MDDCs induced prolif-
eration of alloreactive CD4 and CD8 T lymphocytes confirming the
immunostimulatory activity of this polysaccharide. A representative
experiment (one of four independent experiments) is shown in
Fig. 3A and B (data are summarized on Table 2).

3.5. Stimulation of DC with Galactomannan increases mRNA expression
levels of selected immune response genes

MDDCs were treated with Galactomannan, LPS, or the respective
solvent for 24 h and mRNA relative expression of selected genes
was studied by real-time PCR (Table 1). We used GAPDH as a
housekeeping gene given that transcript expression was unaltered
by MDDC stimulation by either LPS or Galactomannan [25,28]. By
comparing gene expression of immature vs. Galactomannan-
treated MDDCs, we found that polysaccharide treatment signifi-
cantly increased the transcript expression of cytokines implicated
in pro-inflammatory immune responses: IL-1p (8 fold), IL-12p40
(7.6 fold), IL-23 (5 fold), IL-6 (5 fold), INF vy, (3 fold), TNF-a (2.8
fold) and IL-4 (2 fold), as well as NF-«B in which the increase was
2.3 fold (Fig. 4). Interestingly, Galactomannan decreased TLR4
expression by 5 fold and TGFp by 2 fold.

Overall, LPS-treated MDDCs had an expression profile of the genes
studied, which was similar to Galactomannan-treated MDDCs (Fig. 4).
However, IL-12, IL-1p, IL-6, IL-23, and IFN-y are higher after
Galactomannan activation. In contrast, IL-10, GATA3, and c-jun are
down modulated after LPS activation but not with Galactomannan.
These results indicate that both Galactomannan and LPS induce

=3Lwps
B GLM 21ug/ml

IFNy TNFq IL6 IL23 IL1g IL12p40

Fig. 4. Real-time PCR gene expression in MDDCs after treatment with GLM. Expression levels of genes involved in the induction of immune response by MDDCs were analyzed after
24 h of stimulation with LPS (1 pg/mL white bars) or GLM (21 pg/mL black bars). The levels of gene expression in stimulated MDDCs were compared with unstimulated MDDCs.
Relative gene expression was calculate using the method 222", Data represent the mean of 2 independent experiments. Statistical significance was determined using two-way
ANOVA test with Bonferroni's multiple comparison post test. “p<0.0001. Black dotted line indicates the over level (>2) and under level of expression (<-2). The results are expressed

using log, of 2744,
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predominantly pro-inflammatory cytokine gene expression with a
superior effect of Galactomannan on cytokines known to be involved
in antitumor response. [29]

3.6. Galactomannan-treated MDDCs predominantly produce
pro-inflammatory cytokines

To confirm the cytokine transcript profiles found by RT-PCR, we
measured the cytokine concentrations in culture supernatants from
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MDDCs treated with either LPS or Galactomannan. The results show
that higher concentration (21 pg/mL) of Galactomannan activate a
highly IL-1p secretion, detected after 24 and 48 h of stimulation,
compared with LPS. Additionally, IL-6, IL-10, IL-12p70, and TNF-a
were also increased in accordance with the results obtained by real-
time PCR (Fig. 5). IL-8 was also significantly increased after 24 h but a
decrease after 48 h was observed, as noted with TNF-av and IL-6
compared to LPS. IL-12p70 was also detected, but at a lower
concentration compared with LPS. Interestingly, Galactomannan
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Fig. 5. Galactomannan induces secretion of pro-inflammatory and immunosuppressive cytokines in MDDCs., IL-1 3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 and, TNF-« levels were quantified in
MDDCs supernatants after 24 and 48 h of treatment with LPS (1 ug/mL) or GLM (7 and 21 pg/mL). Data represent the mean of 3 independent experiments. Statistical significance was
determined comparing stimulated and unstimulated MDDCs, by using unpaired T test (*p<0.05). Cytokine concentrations were measured using CBA kit (BD Biosciences) by flow

cytometry. Black dotted line indicates the CBA kit detection limit.
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induced the secretion of a higher concentration of IL-10 after 24 h in a
dose-dependent manner; however, after 48 h IL-10 production is
significantly lower. No change was observed in the IL-10 gene
expression with Galactomannan, suggesting that the initial rapid
production of this cytokine could be due to translation of mRNA present
atthe baseline in the cell. Increased values of IL-13, TNF-o, and IL-12 p70
were also observed in ELISA assays after 48 h (data not shown).

4. Discussion

The results of this study show that Galactomannan purified from
Caesalpinia spinosa induces phenotypic maturation of MDDCs with
increased expression of CD83, CD86, CD206, and HLA-DR and increased
expression of pro-inflammatory cytokines at both the transcriptional
and the protein levels, such as IL-1p, IL-6, IL-12p40, IL-23, and TNF-a.
Additional evidence that Galactomannan provides a maturation
stimulus to MDDCs is the loss of their capacity for particulate antigen
uptake and the increased allostimulation of T lymphocytes. DC
activation plays a central role in the induction of immune responses
against pathogens and tumor cells, but the efficacy of the response is
determined by DC maturity. Activation of DCs through the sensors of
the innate immune system [30] leads to increased antigen presentation,
expression of co-stimulatory molecules, and cytokine secretion,
ultimately leading to optimal T-lymphocyte activation. When antigen
presentation is not optimal, lymphocyte activation may be compro-
mised, leading to the possibility of unresponsiveness [7]. Because the
lack of T-cell responsiveness has been documented in a tumor
environment, the use of adjuvants like Galactomannan to promote
and amplify DC maturation, in the presence of tumor antigens, could
allow the induction of specific antitumor immune responses.

The marked increase of IL-13 production, both at the transcriptional
and protein levels, in Galactomannan-treated MDDCs, is important
because IL-13 is necessary for the induction of specific adaptive
antitumor responses [29]. Although purinergic receptors are involved
in IL-1B production [31,32], Galactomannan seems to independently
induce IL-1p secretion. It could be possible that this polysaccharide acts
as mannan isolated from yeast, which is able to induce the production of
TNF-o¢ and IL-13 by binding to one of the C-type lectins mannose
receptor family expressed by APCs [33], activating an alternative
activation pathway.

Secretion of IL-6 and TNF-a induced by Galactomannan might
contribute to the establishment of an inflammatory environment,
which can initiate or maintain DC activation. Additionally, TNF-a
may participate in inducing death of tumor cells, [34,35]. The signals
required for the production of these cytokines can be mediated by
activation of MyD88 through TLR2 and TLR4 [36] as reported for LPS
[37,38]. In fact, TLR4 have a high affinity for mannan [39], which
might act as a danger signal. We are currently evaluating whether
Galactomannan may, therefore, act through the mannan receptor
or TLR4 so we hypothesized that Galactomannan should interact
with DCs through the mannan receptor (CD206) which has high
affinity for highly branched mannose structures or TLR4 since GLM
and a-mannan share a backbone composed of mannose (differing
only in anomeric configuration).

The type of cytokines produced during antigen presentation can
polarize the T-cell response toward a Th-1, Th-2, Th-9, Th-17, or
regulatory T-cell profile [40]. Galactomannan induced transcriptional
and translational increase of IL-12 but only translational increase of IL-
10 [41]. It might allow assuming that Galactomannan favors the Th-1
generation, mediated by IL-12 with a further activation of IFN-y
producing cells [42]. In contrast, early secretion of IL-10 could play a
role in the limitation of the pro-inflammatory response as proposed
for LPS [43] (|44]. In general terms, Galactomannans have been shown
to have immunostimulatory activity, such as those obtained from the
Morchella esculenta fungus [19] or the Galactomannan rich fraction
purified from Trigonella foenum which enhanced active phagocytosis

of zymosan particles in rat peritoneal macrophages [45]. However,
unlike Caesalpinia spinosa polysaccharide, the Galactomannan of
Aspergillus induces high IL-10 production without IL-12 production,
potentially due to stimulation through the DC-SIGN receptor [16]. It is
possible that structural differences between those polysaccharides
could explain functional differences.

This study provides novel data revealing the immunoregulatory
capacity of Galactomannan from Caesalpinia spinosa in human DCs
and, thus, provides further evidence for the therapeutic potential of
this polysaccharide. We are currently evaluating the immunomodu-
latory activity in a specific tumor antigen model, both in vitro and in
vivo, to validate its future utility as an antitumoral adjuvant.
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Abstract

Petiveria alliacea is a plant traditionally known for its anti-inflammatory and anti-tumor
activities; however, the molecular and cellular mechanisms explaining its
immunomodulatory properties are still unknown. Dendritic cells (DC) promote adaptive
immune response by activating T lymphocytes, inducing an effector response or tolerance

depending on the DC differentiation level. Herein, we evaluated the immunomodulatory



activity of aqueous and organic plant fractions from P. alliacea using human monocyte-
derived dendritic cells. The phenotype, cytokine secretion and gene expression were
estimated after treatment with the plant fractions. We found that P. alliacea aqueous
fraction induces morphological changes and co-stimulatory expression of CD86, indicating
partial DC maturation. In addition, pro-inflammatory cytokines as IL-1, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12p70, and TNFa were secreted. The fraction also increased NFxB gene expression
while down-regulating TGFPB gene. These results suggest that the aqueous fraction can
induce partial DC activation, a situation that can be relevant in tolerance induction. It is
important to state that the organic fraction by itself does not show any immunomodulatory
activity. This study provides evidence for possible immunomodulatory activity of P.

alliacea extracts which has been used in traditional medicine in Colombia.

Keywords: Petiveria alliacea, Immunomodulation, Dendritic cells, Cytokines, Gene

expression

Introduction

Throughout history, plants have been used as a major source of new medicines because of
their antitumor and immunomodulatory properties. The plant Petiveria alliacea or anamu
grows in the Caribbean, South America, and West Africa (Rosner et al., 2001) and has been
used in traditional medicine since the Aztecs for treating several diseases (Queiroz et al.,
2000). The plant roots and leaves have been attributed anti-inflammatory, anti-tumor,
antispasmodic, antibacterial, and analgesic activities (Lopes-Martins et al., 2002).
However, the types of immunomodulation and plant metabolites involved in such activities

are not yet fully defined.



It has been reported that a hydro-alcoholic root extract from P. alliacea can stimulate the
phagocytic activity of mice injected intraperitoneally with Escherichia coli (Delavueau et
al., 1980). In addition, P. alliacea root extracts may also act as chemo protectors as
reported in Listeria monocytogenes infected mice, inducing natural killer cell activity, IL-2
and IFNy secretion and an increase in granulocyte and monocyte colony numbers (Queiroz
et al., 2000), (Quadros et al., 1999). By contrast, anti-inflammatory activities have been
seen in other experimental models with a decrease in granuloma formation and dermatitis
in rodents, previously treated with pro-inflammatory agents (Germano et al., 1993). B-
sitosterol a compound present in P. alliacea extracts inhibits the activity of prostaglandin
synthetase, and may therefore contribute to the anti-inflammatory activity (Awad et al.,
1996). Dibenzyl trisulphide (DTS) a compound present in P. alliacea displays antitumor,
anti-inflammatory, antibacterial, and antifungal activities (Webster et al., 2008), with
decreasing production of pro-inflammatory cytokines.

Dendritic cells (DCs) can promote immune responses by activating T lymphocytes
(Banchereau et al., 2000). DC activation and maturation result in either tolerogenic or
effector immune response, depending upon the surroundings signals in which antigen
presentation occurs (Banchereau et al., 2000), (Liu ef al., 2001), (Steinman et al., 2007),
(Théry et al., 2001), (Blancoa et al., 2008). Immature DC are highly efficient in capturing
antigens, but not as antigen presenting cells, due to the low expression of co-stimulatory
molecules as CD86, CD83, CD80 and major histocompatibility complex class II (MHC-II).
In addition, they are unable to secrete polarizing cytokines (Lutz et al., 2002). In contrast,
mature DCs display low endocytosis activities, but they are efficient antigen presenting

cells and secrete pro-inflammatory cytokines (Steinman et al., 2002). However, Lutz et al



identified an intermediate differentiation stage after TNFa activation, in which DCs express
co-stimulatory molecules, along with high levels of MHC-II, but are unable to secrete
proinflammatory cytokines such as IL-1p, IL-6, IL-12p70 or TNFa (Lutz et al., 2002).

We examined the potential immunomodulatory activities of two P. alliacea fractions; the
aqueous fraction (AF), characterized by its high contents in primary metabolites and the
organic fraction (OF), rich in secondary metabolites during the maturation process of
monocyte-derived DCs (MDDC). Our results show that AF was able to induce partial
activation of MDDC with an intermediate maturation profile and preferential secretion of

IL-1B, which may therefore modulate subsequent immune responses.

Materials and Methods

Plant material

The plant material was collected in Viota (Cundinamarca, Colombia), authenticated by Dr.
Antonio Luis Mejia Pifieros from Fundacion Universitaria Juan N. Corpas as Petiveria
alliacea L. by comparing the plant material with a sample of the Colombian National

Herbarium, registry number 333406 of August 12, 1991.

Organic fraction extraction

P. alliacea dry ground leaves and stems (300 g) were extracted in Soxhlet (60 °C) with
96% ethanol (1.5 1) during 3 hours (h). The extract was filtered, concentrated under vacuum
(175 mbar) until half volume and then flocculated by adding distilled water and heating to
65 °C for 20 minutes (min) with constant shaking. The precipitate was discarded and the

supernatant recovered by filtration. In a separation funnel the supernatant was exhaustively



extracted (seven times) with ethyl acetate. The ethyl acetate soluble fraction was name
organic fraction (OF). The OF was characterized using HPLC/MS/MS and compounds
identified by dereplication were leridal/petiveral, 7-demethyl leridal and DTS (Santander et

al., 2009).

Aqueous fraction extraction

P. alliacea dry ground leaves and stems (500 g) previously sterilized with ethylene oxide
were extracted with 96% ethanol (2.5 1) for 3 days (d). The residue ethanol-insoluble was
extracted with distilled water (1 1) at 60 +/- 1 °C for 2 h. The aqueous solution was
concentrated under reduced pressure and ethanol (2000 ml, 75%) was added to selectively
precipitate polysaccharides and glycoproteins (Ebringerova et al., 2003), corresponding to
the fraction enriched in primary metabolites (FAO et al., 1998). The precipitate was
recovered by centrifugation at 3500 rpm for 5 min (22 °C), lyophilized and stored at 4 °C.
A stock solution was prepared (50 mg/ml) and named aqueous fraction (AF). A preliminary
fraction characterization was carryout with colorimetric assays to determine the presence of
sugars, tannins, and phenolic compounds. Anthrone and phenol-sulfuric acid assays were
used to confirm sugars presence in the sample (Dubois et al., 1956). The protein content
was determined by Bradford assay giving a concentration of 927ug/ml. The presence of
glycoproteins was determined with periodic acid— Schiff staining after SDS-PAGE (sodium

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) separation (Masahiro ef al., 1999).

Preparation of DCs



Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained from fresh buffy coats (60 ml)
of healthy volunteers, who signed informed consent. Mononuclear cells purification was
carryout by Ficoll density gradient centrifugation (Amersham, GE Health Care Europe
GmbH). Monocytes were isolated by positive selection using anti-CD14+ micro-beads with
MiniMACS Systems according to manufacturer instructions (MiltenyiBiotec,
BergischGladbach, Germany). The cells used in the assays had more than 98% of purity in
accordance to flow cytometry estimations. Monocytes were cultured for 5 days in RPMI
1640 medium, 10% fetal calf serum (FCS), 2 mM glutamine, 100 IU/ml penicillin,
streptomycin (Eurobio, Paris, France), granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF) (800 IU/ml) and IL-4 (1000 IU/ml) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).
On day 3 half of the medium was replaced with fresh media containing GM-CSF and 1L-4.
On day 5 the MDDCs were stimulated for 2 days with increasing amounts of AF (6, 12.5
and 25 pg/ml) or OF (7, 25, and 63 pg/ml). The assayed concentrations were chosen above
and below the IC50 previously calculated on tumor cells K562 (81.58 pg/ml) (Santander et
al., 2009). Stimulation with lipopolysaccharide (LPS) was used as a positive control of
MDDC stimulation (1 pg/ml). Results with cells cultured with solvents used as fraction
eluents were considered as the negative controls. Plant fractions AF and OF were treated
with polymyxin B coated agarose beads (Sigma, St Louis, MO, USA) to eliminate any
possible LPS contamination (Sigma, St Louis, MO, USA). All reagents were tested for LPS
presence using Lymulus spp assay (Bio Whittaker Inc., Walkersville, MD, USA). Normal
human mesenchymal cells and fibroblasts were cultured in the presence of increasing
concentrations of AF and OF (31.2, 62.5, 125, 250 and 500 pg/ml) to estimate cell
cytotoxicity in a trypan blue exclusion test.

Assessment of phenotype changes



MDDC phenotypes were analyzed using the following monoclonal antibodies (mAbs):
CDla- Pacific Blue™, CD86-PE, CD83-FITC, HLA-DR-APC-H7, and CD209-PercP-Cy5
(BD Biosciences, San Jose, CA). Cells were collected and washed in PBS containing 2%
FCS and 0.1% sodium azide. For immunostaining treated or untreated MDDCs, cells were
incubate with mAbs for 20 min at 4°C. After washing, data acquisition was performed on a
FACSARIA™ (Becton-Dickinson, Colombia) and analyzed using Flowjo 8.7 software

(Tree Star, Ashland, OR, USA).

Measurement of cytokine levels

The production of IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, and TNFa was determined from
culture supernatants after 24 or 48 h stimulation with either LPS, AF or OF using the
Cytometric Bead Array kit of human inflammation (BD Biosciences), according to
manufacturer instructions, followed by acquisition data on a FACSCanto II™ flow
cytometer with the program Cytometric Bead Array kit (CBA) and FCAP array software

(BD Biosciences).

Real-time PCR expression profiling

Total RNA was extracted from unstimulated MDDCs or stimulated with LPS, AF and OF
for 24 and 48h using TRIzol reagent (GIBCO) according to manufacturer instructions
(Invitrogen). Total RNA was quantified in a NanoDrop spectrophotometer (NanoDrop
Technologies), and the quality was confirmed by migration in a 1% agarose gel stained
with ethidium bromide. cDNA was synthesized with RNA PCR Core using Random

hexamers following the manufacturer instructions (Applied Biosystems, Foster City, CA,



USA). 3 ul of a 1:20 dilution was used for reverse transcription reaction in a real-time PCR
quantitative (QPCR) reaction, using 12.5 pl of 2X SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 50 - 400 nM of forward and reverse primers (Table 1) in 25-pul volume.
Reactions were performed in 96-well optical plates using an ABI Prism 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) and in duplicates. The thermal cycling conditions

were previously describe in (Santander ef al., 2011).

Results

Determination of the cytotoxicity of the fraction

The potential cytotoxicity of AF evaluated with human mesenchymal cells, using the
increasing concentrations detailed above, did not show any deleterious effect on cell
viability. Based on these findings, MDDC:s viability was confirmed from 6 to 50 pg/ml AF
concentrations. However, variations in cell shapes were observed at concentrations below
25 pg/ml, similar to those reported during DC maturation.

The OF cytotoxicity was evaluated on human fibroblasts during 24, 48 and 72 h. Neither
morphological alterations nor cytotoxicity was observed at any of the tested concentrations

on normal cells. Based on these results, we chose to use fractions at 25 pg/ml.

P. alliacea AF increases CD86 (co-stimulatory molecule) expression on MDDC.

The expression of cell surface molecules on MDDC was evaluated after either AF or OF

stimulation and compared to the results obtained with LPS. Results showed that AF

increased CD86 expression with no effect on the cell markers (Figure 1). In addition, the



fraction induced morphological changes such as dendrite elongation, a well-known
cytoskeletal characteristic of mature DC phenotype, (West et al., 2004), (Mellman et al.,
2001) (Figure 2).

OF did not induce the expression of any of the molecules tested and, as expected, no
morphological changes were observed, exhibiting a very similar behavior as with ethanol

(vehicle) treatment.

P. alliacea aqueous fraction increases gene and protein expression of pro-
inflammatory cytokines

To further characterize MDDCs activation state (immunostimulatory or regulatory), we
evaluated the cytokine produced by MDDCs matured with AF or OF. Gene expression
and/or protein secretion of IL-1f, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, TNFa, TGFpB, and NFkB
transcription factor were quantified after 24 or 48 hrs. Our results show that AF is able to
induce IL-1B, IL-6, and TNFa both at the transcript and the levels, with a slight delay
compared with cytokine production in the presence of LPS. In addition IL-10 was secreted
and detected on the supernatants, while the mRNA levels decrease by 1.7 fold as compared
to the control (Figure 3 and Table 2). (The fraction also decreased TGFf by 7.8 fold and an
increase NFkB by 2.9 fold (Table 2). OF showed only minor and not significant changes.
To evaluate if AF induced activity were lasting, MDDC cytokine gene expression and
protein secretion were estimated after stimulating for 48 h. Expression of IL-18, IL-6, IL-
10, TNFa, and IL-12p70 were increased; coinciding with an increase of IL-12 mRNA
levels after 24 h of treatment (Table 2).

No differences were found between 24 and 48 h of OF treatment related to cytokine

secretion (Figure 3). IL-8 protein secretion levels were evaluated on both fractions and only



AF induced a sustained production during the assessed time (Figure 3). The selected time
frame of 24 and 48h was chosen based on previous reports for LPS and some
polysaccharides activity over DCs (Ishii K, 2005), (YL Lin, 2006), (Kim J, et al., 2007),

(Santander et al., 2007), (Santander ef al., 2011).

Discussion

Petiveria alliacea traditional usage is in infusions made from plants. This type of
preparation has been suggested to exhibit immunomodulatory activity (Ruffa et al., 2002),
(Lopes-Martins et al., 2002). However, the cell target and metabolites involved in this
activity have not been clearly identified. Previous studies by our group and others have
shown that the plant organic fractions, rich in secondary metabolites are active against
tumor cells (Santander et al., 2009), (Urueiia et al., 2008), (Cifuentes ef al., 2009), (Rosner
et al., 2001). In addition, some reports indicate that an hexanol-extract of the plant
increases hematopoietic stem cell mobilization from the bone marrow (Quadros et al.,
1999). Although, the AF toxicity has been previously studied (Cavalcanti et al., 2008), the
immunomodulatory activity has not been evaluated.

In the present work, we observed that human MDDC cultured in the presence of P. alliacea
aqueous and organic fractions induce distinct responses. The partial increase of CD86
expression by AF suggests an incomplete DC activation and therefore tolerance induction
to antigens presented under these conditions (Lutz ef al., 2002), (Heath et al., 2004),
(Blancoa et al., 2008). However, AF is able to induce an increase of IL-1p, IL-6, TNFa, IL-

10, and IL-12p70 cytokines at mRNA and protein levels, suggesting that AF could have an



unknown mechanism to activate dendritic cells and that this mechanism induces increased
NF«B.

For several years, it has been proposed that P. alliacea antitumor and immune-stimulant
activity is due to the presence of dibenzyl trisulfide (DTS) (Rosner et al., 2001). We have
previously shown that the organic fraction, partially characterized by our group (Santander
et al., 2009), containing DTS, was unable to induce any detectable activity on dendritic

cells, suggesting that other metabolites contained in AF could be involved in this activity.

Since the cytokine secretion in human DCs is affected by AF, it can be suggested that P
alliacea fraction could influence the cellular microenvironment and modulate the
inflammatory immune response. Interestingly, secretion of IL-18 by DCs has been
associated with inflammasome activation, an essential complex for priming CD8+ T cells
against dying tumor cells, inducing IFNy secretion (Ghiringhelli and Zitvogel. et al., 2009).
This activity could partially explain the P. alliacea traditional use as an antitumor agent
(Williams et al., 2007).

In general, P. alliacea crude extracts are commonly used as anti-inflammatory agents
(Germano et al., 1993), activity attributed to Th1-type cytokine production, as TNFa, IL-6,
and IL-1PB and to the increase of Th2 cytokines as IL4 (Rossi ef al., 1993), (Williams ef al.,
2002), (Cifuentes et al., 2009), (Uruena et al., 2008). Del Valle (1993) has reported that T
lymphocytes treated with a P. alliacea ethanolic extract did not induce proliferation but a
synergic activity appears when combined with PHA stimulation (Del Valle, 1993). A
preclinical study showed that the lyophilized preparation of P. alliacea leaves (1200

pg/ml) has a protector effect on immunosuppressed (5-fluorouracil induced) Balb/c mice



inducing lymphocytosis, neutrophilia and protector effects on B cells, together with an

increase of bone marrow cellularity (Batista and Lemuz et al., 2011).

The present work is the first study evaluating a differential immunomodulatory activity of
P. alliacea fractions on immune system cells and providing relevant information
concerning the different biological activities of aqueous and organic fractions. Currently,
we are characterizing the AF metabolites and centering our study on primary metabolites as

polysaccharides.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. P. alliacea AF increases CD86 expression in MDDC. MDDCs were stimulated
with LPS (1 pg/ml) or AF (25 pg/ml) or OF (25 pg/ml). Histograms represent one of five
independent experiments (gray for controls and black for treated samples). The phenotype

profiles show an increase in CD86 expression by AF while OF shows no visible effect.

Figure 2. Effect of P. alliacea fractions on MDDC morphology. Differences in the

morphology of non-stimulated MDDCs or MDDCec treated with LPS (1 pg/ml) or AF (25



ug/ml) or OF (25 pg/ml)) for 48 h. AF induces morphological changes similar to mature

MDDC stimulated with LPS.

Figure 3. P. alliacea AF induces pro-inflammatory cytokine secretion. AF induces
secretion of IL1p, IL6, ILS, IL10, IL12p70, and TNFa after treatment for 24 and 48h. AF
displays similar behavior as LPS stimulation on MDDC, while OF did not show any effect.
Each graph represents the mean of three independent experiments. Statistical significance is

carryout comparing treated MDDCs and their controls using unpaired T test (* p < 0.05).

TABLE LEGENDS

Table 1. Real-time primer sequences.

Table 2. Gene expression regulation of by P. alliacea fractions. Relative gene expression
is calculated by 2-*““* method. Data represents the mean of two independent experiments.
Statistical significance is carryout comparing treated MDDCs with their controls using

unpaired T test (* p < 0.05).
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Genes Forward Primer (5'-3’) Reverse Primer (5'-3') Size
Housekeeping Gene GAPDH | AGCCGAGCCACATCGCT CCCTGGTGACCAGGC 87
IL1-B | ACAGACCTTCCAGGAGAATG GCAGTTCAGTGATCGTACAG 127
IL-6 | AATTCGGTACATCCTCGACGG GGTTGTTTTCTGCCAGTGCC 100
IL10 | GTGATGCCCCAAGCTGAGA CACGGCCTTGCTCTTGTTTT 138
IL-12p35 | TGGAGTGCCAGGAGGACAGT TCTTGGGTGGGTCAGGTTTG 147
Cytokines TNFa | TCTTCTCGAACCCCGAGTGA CCTCTGATGGCACCACCAG 151
TGFB | CAGCAACAATTCCTGGCGATA AAGGCGAAAGCCCTCAATTT 136
Transcription factors NFkB ATTTGAAACACTGGAAGCACGA GCGGATTAGCTCTTTTTCCCG 145

Table 1. Real- time primer sequences




Gene Description Fold Change
LPS AF OF

24h 48h 24h 48h 24h

Cytokines

IL-1B 4.6 3.1 32 -2.5 3.6
IL-6 14.2%* 3.4 1.7 -3.4 -2.3
IL-10 -4.6 -8.2% -13 -6.2* -1.8
IL-12p35 32.9*  193* 5.8% -1.6 -1.8
TNFa 5.5 1.7 1.4 2.4 1.5
TGFpB -14.5% -3.9 -7.8* -1.7 -1.4
Transcription Factors

NF«B 9% 2.7 2.9 1.1 -2

Table 2. Gene expression regulation of by P. alliacea fractions. Relative gene expression is calculated by 2-24Ctmethod. Data
represents the mean of two independent experiments. Statistical significance is carryout comparing treated MDDCs with their controls
using unpaired T test (* p < 0.05).
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Resumen

El estudio del perfil de expresion génica en las células eucariotas se constituye como una
herramienta importante en el entendimiento de las huellas moleculares generadas en res-
puesta a un estimulo farmacoldgico. A partir de Petiveria alliacea, una de las plantas
colombianas con actividad antitumoral, se ha obtenido la fraccion FAST 8 7:3, en la cual se
han encontrado diferentes compuestos, como el trisulfuro de dibencilo, uno de los compo-
nentes antitumorales mas potentes reportados para la planta. Esta fraccion también posee
actividad citot6xica sobre la linea de células tumorales K562 e induce cambios en el perfil
de expresion de genes, que podrian estar relacionados de alguna forma con la actividad
antitumoral tradicional reportada para esta planta. Esta actividad puede ser ejercida, en
parte, por la presencia del trisulfuro de dibencilo y por la actividad de los otros componen-
tes de la fraccion. En este contexto, proponemos el uso del ADNc-AFLP como herramien-
tattil en la tamizacion del perfil de genes transcritos en las células tumorales y, también,
como herramienta ttil para el descubrimiento de nuevos farmacos antitumorales.

Palabras clave: AFLP, Petiveria alliacea, expresion diferencial de genes, fairmacos
antitumorales, productos naturales.
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Title

Differential gene expression in tumor cells induced
by Petiveria alliacea treatment

Abstract

Gene expression profile in eukaryotic cells is a
very useful tool to understand the molecular
footprint responsible for the pharmacological
response to a stimulus. In the present study a
fraction named FAST 8 (7:3), obtained from
Petiveria alliacea, was used as stimulus to track
out the gene expression profile on K562 cell line.
P. alliacea is a plant that grows in Colombia, and
in traditional medicine is used for its anti-tumoral
activity. Of the different compounds present in the
fraction, dibenzyl trisulfide (DTS), is a compound
described by previous reports to have anti-tumoral
properties. The fraction exhibits cytotoxic activity
over tumor cell line K562 inducing changes in gene
expression profile. DTS might be in part
responsible for the fraction activity, but the other
compounds may also contribute to the biological
response. Herein, we propose the use of cDNA-
AFLP as a useful tool for gene expression profile
screening of tumoral cells and in the discovery of
new anti-tumoral drugs.

Key words: AFLP, Petiveria alliacea, gene
differential expression, antitumor drugs, natural
products.

Introduccion

Las plantas han sido utilizadas por
siglos como fuente de medicina popu-
lar para el tratamiento de diferentes
enfermedades, pero s6lo hasta ahora ese
conocimiento tradicional comienza a
ser utilizado y estudiado en la medici-
na moderna, redescubriendo medica-
mentos para el tratamiento del cancer.
Un ejemplo de ello es el taxol, aislado
de la planta Taxus brevifolia y caracte-
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rizado de manera experimental como
farmaco antitumoral, ya que tiene la
capacidad de unirse y desestabilizar los
microtibulos de diferentes lineas celu-
lares tumorales[2]. Debido a esta acti-
vidad, actualmente es usado en el
tratamiento de cdncer de mama y de
ovario[3].

En Colombia, existen diferentes
plantas que también tienen un inmen-
so potencial farmacolégico y que co-
mienzan a ser estudiadas con el fin de
encontrar nuevos productos que pue-
dan utilizarse en la terapia antitumoral;
una de ellas es Petiveria alliacea, co-
nocida cominmente como anamu. Esta
planta es cultivada en diferentes areas
tropicales con propdsitos medicina-
les[4], como diurético, antiespasmo-
dico, analgésico y antiinflamatorio[5,
6]. Hasta el momento, se han venido
realizando diferentes estudios farma-
colégicos con el fin de descifrar sus
propiedades medicinales, las cuales
han confirmado su actividad inmuno-
moduladora[7, 8], antimicética[9],
analgésica, antiinflamatoria[10, 11] y
antitumoral[12].

La actividad antitumoral fue inicial-
mente reportada en las fracciones
etanolicas, las cuales inducen citotoxi-
cidad en diferentes lineas de células
tumorales[13]. Diversos componentes
han sido implicados como responsa-
bles de la actividad antitumoral, como
el trisulfuro de dibencilo, que ejerce
diferentes efectos (antiproliferativos y
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citotoxicos) en células del neuroblas-
toma[12].

Recientemente, nuestro grupo en-
contr6 que una fraccién no polar de
P. alliacea induce apoptosis por la via
mitocondrial y disminucién de la
HSP70, la cual puede ser protectora
contra la muerte celular (articulo en
preparacién). Ademds, el andlisis del
proteoma de las células tumorales tra-
tadas con fracciones obtenidas a par-
tir de la purificacién con acetato de
etilo, ha demostrado un cambio
metabdlico importante que podria ex-
plicar la muerte celular, unido a una
actividad sobre el citoesqueleto que
induce una detencién de las células en
la fase G2 del ciclo celular[13].

En la actualidad, el estudio del per-
fil de la expresion genética en células
eucariotas se constituye como una he-
rramienta importante en el entendimien-
to de las huellas moleculares de una
variedad de enfermedades huma-
nas[14] y, también, se utiliza en la iden-
tificacién de genes expresados por
tejidos y células tratadas con diversos
agentes farmacolégicos[15]. Aunque
los mecanismos por los cuales P.
alliacea ejerce una funcién antitumo-
ral empiezan a ser estudiados, no sabe-
mos si la expresion diferencial de
proteinas[13] corresponde también a
una expresion diferencial de genes o
si, por el contrario, es el reflejo de un
manejo diferencial de las proteinas co-
dificadas naturalmente por la célula.

El estudio de estos mecanismos
permitiria diferenciar los blancos mo-
leculares de la planta entre los facto-
res reguladores del procesamiento
posterior a la traduccién de la degra-
dacién intracelular o los reguladores
de la expresion génica.

En este contexto, proponemos el
uso del ADNc-AFLP basado en el po-
limorfismo para la longitud de frag-
mentos amplificados (amplified
fragment length polymorphism, AFLP)
como método de estudio rdpido para
observar el perfil de transcritos entre
poblaciones de ARNm de células
tumorales. Este método involucra la
transcripcion inversa de ARNm a
ADNCc de doble cadena, seguida por
la digestién con una enzima de res-
triccién de amplio rango de corte
(EcoRI) y un segundo corte con una
enzima dirigida contra secuencias
menos frecuentes (Msel). Después de
la digestién enzimdtica, se realiza la
ligacién de adaptadores especificos
sobre el ADNc y el fraccionamiento
de esta mezcla se utiliza para la am-
plificacién selectiva por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR); estos
fragmentos se separan después en
geles de alta resolucién y se tifien con
nitrato de plata[16, 17].

En el presente estudio encontramos
que una fraccién de P. alliacea, a la
que denominamos FAST 8 7:3, pre-
senta un compuesto muy citotéxico,
previamente identificado en la plan-

Santander S.P., Uruefa C., Castafieda D., Cifuentes C., Aristizdbal F., Cordero C., Fiorentino S., Influencia del ...



ta[18], que induce muerte en la linea
tumoral K562, ademdas de generar un
cambio en el perfil de expresién de
genes determinado por AFLP. Estos
hallazgos podrian sugerir que el cam-
bio en el proteoma de las células[13]
corresponderia a un cambio en la ex-
presién de genes, lo que podria ser el
origen de su actividad antitumoral.

Materiales y métodos

Obtencion de las fracciones de
Petiveria alliacea

El material vegetal fue recolectado
en Viotd, Cundinamarca, e identifica-
do por el bi6logo Antonio Luis Mejia
como P. alliacea. La planta se com-
paré con la muestra del Herbario Na-
cional Colombiano, con nimero de
registro 333406 del 12 de agosto de
1991.

Las hojas secas y los tallos (300 g)
fueron extraidos por reflujo (60°C) con
1,5 litros de etanol al 96% por 3 ho-
ras. El extracto etandlico fue filtrado
y evaporado hasta la mitad de su vo-
lumen, a presidon reducida de 175
mbares. Se afiadié un volumen igual
de agua destilada y se calentd a 65°C
por 20 minutos con agitacién constante
para permitir la floculacién. El preci-
pitado fue eliminado por filtracién (pa-
pel Wattman) y la fraccioén soluble se
extrajo con acetato de etilo (EtOAc)
exhaustivamente (7 veces), utilizando
un embudo de separacidn.
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Analisis de la fraccion FAST 8 por
HPLC-MS/MS

Para la separacion de la fraccion, se
utiliz6 una bomba HPLC Alliance
2795 (Waters®, UK) con detector
ultravioleta de diodos PDA 996
(Waters®, UK), a las siguientes condi-
ciones: Columna Symmetry (Waters)
C18 - 2,1x150 mm - 5 pm +
precolumna a 40°C; solventes: solven-
te A (H,O + 0,1% HCOOH) y solvente
B (CH,OH + 0,1% HCOOH);
gradiente: 0 a 45 minutos de corrido
solvente A al 60% y solvente B al 40%;
de los 45 a 50 minutos de corrido sol-
vente A al 0% y solvente B al 100%, y
de 52 a 65 minutos de corrido solvente
A al 60% y solvente B al 40%. Para el
andlisis de la relacién masa/carga (m/z)
de los compuestos, se utiliz6 un
espectémetro de masas con tiempo de
vuelo (LCT de Mlcromasss®, UK) y
electrospray. Los andlisis se realizaron
en el Instituto de Productos Naturales
de Gif sur Yvette, Francia.

Mantenimiento y tratamiento de las
células tumorales

Para el estudio se utilizé la linea
celular K562 (eritroleucemia humana),
obtenida de la American Type Cell
Culture (ATCC) Las células se man-
tuvieron en medio RPMI 1640 con
suplemento de suero fetal bovino
(SFB) al 10%, 0,01 M de Hepes, 100
pg de penicilina, 100 UI de estrepto-
micina y 2 mM de glutamina (Eurobio,
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Francia), en atmésfera himeda con
5% de CO,.La viabilidad de las célu-
las se analizé con azul de tripano.

Determinacion del efecto citotoxico
de la fraccion FAST 8 sobre células
K562 (IC50)

Para los anilisis de citotoxicidad, se
cultivaron 5x10° células K562 y se tra-
taron con diferentes concentraciones de
la fraccion FAST 8 (125 a 0,9 pg/ml).
Como control negativo, se utilizé etanol
al 0,2% y como control positivo se
agregaron diferentes concentraciones
de vincristina (0,1 a 0,0008 pg/ml), por
48 horas a 37°C. Después del tratamien-
to, las células se centrifugaron y se
resuspendieron en medio RPMI 1640
con suplemento sin rojo de fenol y se
trataron por 4 horas a 37°C con MTT, a
una concentracion final de 0,25 pg/ml
[bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolio] (Molecular
Probes, Eugene, Oregon, USA). Des-
pués de la incubacién, los cristales de
formazéin se disolvieron con dimetil-
sulféxido (DMSO) y la absorbancia se
determiné a 540 nm en un Multiskan
MCC/340 (LabSystems). Finalmente, la
concentracion inhibitoria 50 se calculd
usando un andlisis Probit (MINITAB®
Release 14.1. Minitab Inc. 2003
Statistical Software).

Obtencion del ARNm y sintesis del
ADNc

Para los ensayos de AFLP, se trata-
ron 20x10°¢ células K562 con 25 ig/ml

de la fraccién FAST 8. Después del tra-
tamiento, las células se observaron al
microscopio para identificar posibles
cambios morfoldgicos. El ARN total de
las células K562 se obtuvo con trizol,
siguiendo las recomendaciones del
fabricante (GIBCO). Las muestras de
ARN se cuantificaron por espectrofo-
tometria y se observaron en geles de
agarosa al 1% tefiidos con bromuro de
etidio. El ARNm se aisl6 a partir del
ARN total, utilizando el kit de aislamien-
to de ARNm PolyATract (Promega).

Para la construcciéon del ADNc, 1 ug
del ARNm se puso en contacto con 50
ng/ml de cebadores aleatorios, 0,5 mM
de dNTP, 0,005 M de DDT y 200 U de
la enzima SuperScript III, en un volumen
final de 20 pl (Invitrogen). La reaccién
se llevo a cabo utilizando las siguientes
temperaturas: 10 minutos a 25°C, segui-
da de 50 minutos a 50°C y una reaccién
terminal de 70°C por 5 minutos. Para la
sintesis de la segunda cadena, se utiliza-
ron 5 U de E. coli ligasa, 20 U de E. coli
polimerasa I (New England Biolabs),
200 uM de dNTPs y 1 U de RNasa H
(Invitrogen), en un volumen final de
28 ul. La reaccion se llevo a cabo por 2
horas a 16°C. La purificacién del ADNc
de doble cadena se llevé a cabo utilizan-
do fenol:cloroformo:isoamilico en una re-
lacién de 25:24:1 (Clontech).

Andlisis de ADNc-AFPL

Para los analisis de AFPL, el ADNc
de doble cadena se incub6 con 0,5 U
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de EcoRI y Msel, segin las condicio-
nes del fabricante (Invitrogen). Se in-
cubaron 10 pl de los productos de
digestion con 5 pmol de los adaptadores
para EcoRI y Msel, con el fin de gene-
rar secuencias para la amplificacion del
ADNCc. Para las preamplificaciones, se
utilizaron cebadores con una base de
seleccion en el extremo 3’. La mezcla
utilizada contenia 50 ng de ADNCc, 20
ul de la mezcla de iniciadores de pream-
plificacién, PCR solucién tampdn
AFLP 1X y taq polimerasa a 0,04 U/
ul, en un volumen final de 25 pl. Con
esta mezcla se realiz6 la PCR, con el
siguiente perfil de amplificacién: 94°C
por 30 segundos (s), 56°C por 60 sy
72°C por 60 s, por 20 ciclos. Los pro-
ductos de amplificacién se visualiza-
ron en geles de agarosa al 1% tefiidos
con bromuro de etidio.

Para las amplificaciones selectivas,
se utilizaron cebadores, que poseen
la misma secuencia de los utilizados
en la preamplificacién, mas tres ba-
ses de seleccion en los extremos 3’
(Invitrogen-AFLP analysis system II)
(tabla 3).

Analisis del gel

Para observar los cambios en el
perfil de expresiéon de genes, la mues-
tra obtenida de la PCR selectiva se di-
luy6é con 20 ul de una solucién de
formamida al 98%, EDTA 10 mM,
azul de bromofenol y cianol de xileno,
la cual fue calentada por 5 minutos a
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95°C y colocada en hielo inmediata-
mente. La muestra se corrié en geles
de secuenciacién de poliacrilamida al
6% (acrilamida:bisacrilamida 20:1,
urea 6 M y solucién tamp6n TBE 1X)
y teflidos con nitrato de plata (Invitro-
gen-AFLPs analysis system II).

Resultados

Obtencion y analisis de la
composicion quimica del FAST 8

Durante el proceso de purificacion
del extracto de P. alliacea, se obtu-
vieron tres fracciones denominadas
(1:1), (7:3) y (9:1), a las que se les
determiné su actividad citotéxica so-
bre la linea de células tumorales K562.
Los resultados obtenidos muestran que
la fraccién 7:3, llamada FAST 8, in-
duce mayor cambio morfolégico y
posee mayor actividad citotéxica so-
bre las células tumorales que las otras
fracciones obtenidas para la P. alliacea
(no se presentan los datos). Por lo tan-
to, esta fraccién fue la seleccionada
para continuar con los ensayos biol6-
gicos.

Mediante el analisis de la actividad
citotéxica, se establecié la concentra-
cién a la cual el 50% de las células
tumorales se encontraban vivas y el
otro 50%, muertas (ICs); se calcul6
para la fraccion y se encontré una con-
centracion correspondiente a 81,58 pg/
ml (tabla 1).
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Teniendo en cuenta este resultado,
se establecieron concentraciones por
debajo de la IC50 que nos permitie-
ron observar el efecto de la fraccion.
Para el trisulfuro de dibencilo, uno de
los compuestos reportados y presen-
tes en la fraccion, en el 2007, Williams
referencia los valores de IC50 en di-
ferentes lineas tumorales como: neu-
roblastoma SH-SYS5Y (0,12 pg/ml),
carcinoma mamario MCF7 (0,62 ug/
ml) y (1,8 pg/ml), melanoma IPC (0,81
pg/ml), carcinoma primario de mama
(5,27 pg/ml), leucemia de células
Jurkat (0,09 pg/ml), fibrosarcoma
HT1080 (0,53 pg/ml), cincer de pul-
moén de células grandes H460 (1,4 g/
ml), mama M231 (0,672 pg/ml) y
adenocarcinoma HeLa (0,7 pg/ml).

Al comparar estos valores con los
obtenidos para nuestra fraccién en la
linea K562, encontramos menor acti-
vidad citotoxica en la fraccién y, aun-
que el trisulfuro de dibencilo es uno

cionales que podrian disminuir su toxi-
cidad, pero que también actuarian so-
bre otros blancos en la célula tumoral.

En el andlisis del espectro de masas
obtenido para la fraccion, se observé
la presencia de 14 relaciones masa/
carga (m/z). En ellas se encontraron
tres compuestos con relaciones de
masas 278, 298, y 314, que correspon-
dian a compuestos previamente identi-
ficados y reportados para P. alliacea,
como el trisulfuro de dibencilo[18],
7-demetil leridal y leridal o petiveral,
respectivamente[19, 20] (tabla 2).

Tabla 1
IC50 de la fraccion de P. alliacea FAST 8
7:3 en la linea celular K562. Las células
K562 fueron tratadas con diferentes
concentraciones de FASTS 7:3 y el IC50
del extracto fue calculado usando un
analisis Probit (MINITAB® Release
14.1. Minitab Inc. 2003 Statistical
Software)

IC50 (pg/ml)

de los compuestos mayoritarios en la Vincristina  FAST8 7:3
misma, ésta posee componentes adi- K562 1,07 81,58
Tabla 2

Caracterizacion de la fraccion FAST 8 por HPLC-MS/MS. La fraccion FASTS fue
sometida a un analisis por HPLC-MS/MS para identificar los posibles compuestos
presentes en ésta. Para el analisis de la relacion masa/carga (m/z) de los compuestos,
se utilizo un espectrometro de masas con tiempo de vuelo
(LCT de MIcromasss®, UK) y electrospray

Tiempo de retencién m/z Compuestos identificados
(minutos) por derreplicacion
30,65 314 Leridal/petiveral
33,41 298 Leridal 7 demeti
48,36 278 Trisulfuro de dibencilo

Santander S.P., Uruefa C., Castafieda D., Cifuentes C., Aristizdbal F., Cordero C., Fiorentino S., Influencia del ...



291

Tabla 3
Cebadores seleccionados para la amplificacion selectiva del ADNc de
la linea tumoral K562

M-CAA M-CAC

M-CAG

M-CAT M-CTA M-CTC

E-AAC S S \

J v ¢

Las relaciones masa/carga (m/z) co-
rrespondientes a 238, 281, 294, 308,
316, 330, 344, 514, 530, 676 y 692,
no se pudieron correlacionar con nin-
gliin compuesto reportado previamen-
te para la planta. El trisulfuro de
dibencilo encontrado en el FAST 8 es
uno de los compuestos con mayor ac-
tividad biolégica reportada inmuno-
moduladora como la actividad
citotéxica y la antiproliferativa en li-
neas de células tumorales —por dismi-
nucién de la fosforilacién de cinasas—
y la actividad inmunomoduladora[12,
21, 22]. Para compuestos como el 7-
demetil leridal, leridal y petiveral, no
se ha reportado ninguna actividad bio-
l6gica especifica.

La fraccion FAST 8 induce
cambios en el perfil de expresion
génica de las células K562

El cultivo de células tumorales en
las condiciones empleadas nos permi-
tié conseguir una concentracién sufi-
ciente de ARN total con la calidad
6ptima para obtener hasta 1 ug de
ARNm. Las condiciones utilizadas
para la sintesis de la primera y segun-
da cadenas de ADNc han sido
optimizadas para realizar las respecti-

vas digestiones y ligaciones con los
adaptadores blancos de la preamplifi-
cacion y, por consiguiente, poder rea-
lizar las amplificaciones selectivas
necesarias para implementar la técni-
ca de ADNc-AFLP.

El anélisis de estas amplificaciones
con las diferentes combinaciones de
cebadores nos ha llevado a encontrar
mezclas que permiten obtener un per-
fil de expresion de diferentes genes en
las células K562, que puede ser anali-
zado utilizando la técnica de ADNc-
AFLP (tabla 4).

La visualizacién de estas amplifi-
caciones en los geles de poliacrila-
mida nos permitié encontrar las
combinaciones con las que se puede
obtener un perfil de expresion dife-
rencial de genes (figura 1). Por ejem-
plo, la combinacién del iniciador
E-AAC y el M-CAC fue la 6ptima
para comparar la expresién de los di-
ferentes genes en las células K562.
Como se muestra en la figura 1 (ca-
rril 16), se encontraron 21 genes ex-
presados diferencialmente en las
células tratadas con la fracciéon FAST
8, al comparar las células tratadas con
el control negativo.
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Tabla 4
Combinacion de cebadores que amplifican el ADNc y permiten la observacion de un
perfil de expresion diferencial de genes en las células K562 tratadas con el extracto

FAST 8
M-CAA M-CACM-CAGM-CATM-CTAM-CTC
E-AAC \ \ «l X «l 3 3
Bandas observadas Nuevas 10 21 5 9 14 21
Aumentadas 3 0 5 1 5 2
Disminuidas 4 4 0 0 2 1
No expresadas 7 3 0 7 15 6

X: no recomendado

300 pb

200 pb

123 4 56 78 9 10 1 12 13 14 15 16 7

Figura 1. Andlisis de la expresion diferencial de genes por ADNc-AFLP en las células
tumorales K562 tratadas con el extracto FAST 8 de Petiveria alliacea. Las células
tumorales K562 fueron tratadas por 24 horas con 25 pg/ml del extracto FAST 8 obtenido
de Petiveria alliacea. Las amplificaciones selectivas se realizaron utilizando la siguiente
combinacién de cebadores: M-CAA, K562 tratadas con el solvente (KS) (linea 4) y K562
tratadas con FAST 8 (KFASTS) (linea 5); M-CAC, KS (linea 6) y KFASTS (linea 7); M-
CAG, KS (linea 8) y KFASTS8 (linea 9); M-CAT, KS (linea 11) y KFASTS (linea 12); M-
CTA, KS (linea 13) y KFASTS8 (linea 14); M-CTC (linea 15) y KFASTS8 (linea 16). Control
positivo: ADN tomate digerido con EcoR I con el cebador M-CAA (linea 1), M-CAC
(linea 2); marcador de peso molecular (linea 3, 10 y 17).
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La identificacién de los genes ex-
presados diferencialmente estd siendo
evaluada por nosotros actualmente; sin
embargo, ésta es la primera demostra-
cién de que un extracto de P. alliacea,
utilizada tradicionalmente para el tra-
tamiento de algunas enfermedades
como el cdncer, acttia sobre la célula
tumoral induciendo cambios genéticos
que pueden atribuirse a la presencia
de uno de los compuestos encontra-
dos en esta fraccién, como lo es el
trisulfuro de dibencilo, considerado
principal componente activo lipofilico
de la P. alliacea[18].

Conclusiones

Petiveria alliacea, cominmente
utilizada en la medicina tradicional en
América, el Caribe, Estados Unidos y
Africa, es una de las plantas con ma-
yor potencial farmacolégico en nues-
tro pais y a nivel mundial, ya que ha
sido seleccionada entre 14.000 extrac-
tos de plantas como una de las 34
candidatas con potencial antitumoral
por la Universidad de Illinois[23].

Los resultados obtenidos en este
estudio demuestran que el extracto
completo de la P. alliacea obtenido en
nuestro laboratorio, presenta actividad
citotéxica en la células K562 y con-
tiene tres compuestos, con masas de
278, 298, y 314, que corresponden a
compuestos previamente identificados
y reportados para P. alliacea, como
trisulfuro de dibencilo[18], 7-demetil
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leridal y el leridal o petiveral, respec-
tivamente[19, 20].

El trisulfuro de dibencilo se consi-
dera el principal compuesto activo
contra el cdncer, presente en la plan-
ta, ya que su mecanismo de accién ha
sido estudiado en diferentes células
tumorales, entre ellas las de neuroblas-
toma, en las que se ha observado dis-
minucién en la defosforilacién de las
MAPcinasas y, también, desestabiliza-
cién de la forma normal en la que se
encuentran los microtibulos del ci-
toesqueleto, sin afectar la dinamica de
la 4ctina, pero inhibiendo la prolifera-
cién de las células[12]. El trisulfuro de
dibencilo también posee actividad
citotoxica sobre lineas tumorales como
las del sarcoma TE671, el carcinoma
mamario MCF-7, el melanoma IPC, el
carcinoma primario de vejiga 5637 y
el cancer de pulmén[22].

En cuanto la expresion de genes,
también se ha encontrado que el tri-
sulfuro de dibencilo puede regular
positivamente la expresion de E-
caderina en células de neuroblastoma
SH-SYS5Y gk.a tratadas previamente
con factor de crecimiento nervioso
(NgF)[25]. La molécula de adhesion
celular E-caderina es un componente
primordial en la interaccién célula-cé-
lula y se encuentra notablemente au-
sente o disfuncional en muchos de los
carcinomas epiteliales o de mama mads
agresivos, indiferenciados y avanza-
dos; la pérdida de esta molécula se ha
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visto relacionada de manera impor-
tante en la transicidon de tumores
epiteliales benignos a estados invasi-
vos[26]. Por lo tanto, como se repor-
ta, el trisulfuro de dibencilo tiene
diferentes blancos citot6xicos en las
células tumorales, no sélo por su ac-
cién directa a nivel de microtibulos,
sino también, a nivel molecular al in-
ducir la expresién de genes importan-
tes relacionados con el estado invasivo
de la célula tumoral.

La demostracion de la existencia de
una expresion diferencial de genes por
las células tumorales tratadas con la
fraccion FAST 8, sugiere la actividad
especifica del extracto de la planta so-
bre la linea celular K562. La identifi-
cacion de los genes que se encuentran
regulados positiva o negativamente, nos
permitird dilucidar los blancos molecu-
lares especificos por los que P. alliacea
induce su actividad antitumoral.

La validacién de la actividad biol6-
gica de la planta sentard las bases cien-
tificas del conocimiento tradicional y,
asimismo, conducird al desarrollo de
nuevos medicamentos derivados de
productos naturales que podran ser uti-
lizados en la terapia antitumoral o como
adyuvantes de la terapia convencional.
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