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EFECTO DE UN EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE UNCARIA
TOMENTOSA (UNA DE GATO) SOBRE LA POBLACION DE CELULAS
DENDRITICAS Y SUS MOLECULAS HLA-DR Y CD86 ANTE EL
ESTIMULO CON LIPOPOLISACARIDOS

lvan Lozada-Requena'?, César Nufiez'®, Yubell Alvarez'<, José Luis Aguilar'¢

RESUMEN

Objetivo. Determinar el efecto de un extracto hidroalcohdlico de ufia de gato, Uncaria tomentosa (UG) sobre células
dendriticas (DC) de sangre periférica y la expresién de HLA-DR y CD86 en muestras de sangre periférica de individuos
sanos tratadas con lipopolisacaridos (LPS). Materiales y métodos. El polvo de la corteza de UG se preparé como una
decoccion estéril a 30g/L por 30 minutos. Se obtuvo muestras de sangre periférica de individuos sanos. Las células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) fueron separadas por gradiente de centrifugacion, pretratadas o no durante
dos horas con distintas concentraciones de UG y estimuladas 24 h con LPS, luego fueron marcadas con anticuerpos
monoclonales fluorescentes especificos para HLA-DR, Linaje tipo 1 (Lin1), CD11c y CD86 y preparadas para la
citometria de flujo. Resultados. Comparando con el grupo de CMSP con LPS pero sin UG se observd, de manera
dosis dependiente, una disminucion en el porcentaje de DC mieloides (DCm) (p<0,05) y una tendencia a incrementar
el porcentaje de DC plasmacitoides (DCp). En las DCp se observo una disminucion de la intensidad de fluorescencia
media (IFM) de HLA-DR sélo a 500 y 1000 pg/mL de UG (p<0,001); mientras que hubo un incremento de la IFM de CD86
en todo el rango (p<0,05). En DCm a las mismas concentraciones no se observé efecto de UG sobre la IFM de HLA-DR
y CD86. Conclusiones. Este extracto estandarizado de UG tiende a incrementar el porcentaje de DCp y disminuye el
porcentaje de DCm. UG no afecta la expresion de HLA-DR y CD86 en DCm. Este estudio demuestra que este extracto
de UG favorece la activacion/diferenciacion de DCp, la cual participa en mecanismos de respuesta inmune adaptativa.

Palabras clave: Uncaria; Ufia de gato; Células dendriticas; Antigenos CD86; Plantas medicinales (fuente: DeCS
BIREME).

EFFECT OF AN HYDRO-ALCOHOLIC EXTRACT OF UNCARIA
TOMENTOSA (CAT'S CLAW) OVER DENDRITIC CELL SUBSETS AND
HLA-DR/CD86 MOLECULES BY LIPOPOLYSACARIDES STIMULUS

ABSTRACT

Objective. To determine the effect of an hydro-alcoholic extract of cat’s claw Uncaria tomentosa (UG) over
lipopolysaccharides — treated dendritic cells (DC) and HLA-DR and CD86 molecules expression of peripheral blood
samples obtained from healthy individuals. Materials and methods. Peripheral blood samples were collected from
healthy individuals. Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) were isolated by centrifugation over density gradient,
pre-treated with and without the addition of UG, and then stimulated for 24 h with lipopolysaccharides (LPS), then the
cells were labelled with specific fluorescent monoclonal antibodies to HLA-DR, Linage type 1 (Lin1), CD11c and CD86
and prepared for flow. Results. Compared to PBMC with LPS but without UG group, we found a decrease of myeloid DC
(mDC) percentage (p<0.05) and a tendency to increase plasmacytoid DC (pDC) percentage, both in a dose-dependent
manner. There was a decrease in media fluorescence intensity (MFI) of HLA-DR in DCp between 500 and 1000 pg/mL
of CC (p<0,001), but we found a increase in MFI of CD86 at all concentrations (p<0,05). There was no effect of UG over
MFI of the HLA-DR or CD86 expression in mDC. Conclusions. UG showed a tendency to increase pDC percentage and
decreased mDC percentage. UG did not affect the expression of CD86 and HLA-DR from mDC. This study demonstrates
that UG promotes activation/differentiation of pDC, which has a demonstrated involvement in the adaptive immune
response mechanisms.
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INTRODUCCION

Actualmente existe un gran interés en el estudio de las
células dendriticas (DC), para conocer su funcionamiento
tanto en condiciones de normalidad, como en diferentes
tipos de enfermedades humanas, debido a su funcién
crucial en la activacion de linfocitos T (LT), linfocitos B,
células NK e incluso de LT reguladores, ya que se esta
reconociendo su actividad condicionante de la activacion
o tolerancia hacia antigenos propios o extrafios ("

Existen, en general, dos principales poblaciones de DC: /)
las de tipo mieloide (DCm); y ii) las de tipo plasmacitoide
(DCp). Las DCm se caracterizan por inducir respuestas
tipo Th1 y ademas con produccién de citoquinas
proinflamatorias como IL-12, TNF-a e IL-6, participando
principalmente en respuestas antibacterianas; mientras
que las DCp inducen respuestas tipo Th2 y son
productoras de grandes cantidades de IFN-q, por lo que
participan activamente en la defensa contra infecciones
virales, canalizando la activacion del LT CD8* &™),
El reclutamiento local de estas dos subpoblaciones
esta principalmente condicionado por receptores para
quimioquinas (moléculas de comunicacioén intercelular
secretadas por células del tejido blanco hacia el medio
extracelular donde ejercen una funcion de quimo-
atraccion) que expresan diferencialmente estas dos
poblaciones celulares (DCm o DCp) *12_ Al llegar a los
tejidos las DC terminan su proceso de desarrollo, que
es condicionado por la presencia de algunas citoquinas
como GM-CSF, TNF-a e IL-13. Luego de la captura de
antigenos y durante su transporte a los ganglios linfaticos
regionales o tejidos periféricos inmunolégicamente
comprometidos, las DC deben madurar e incrementar la
expresion de moléculas accesorias o coestimuladoras
como las moléculas HLA-DR, CD80 y CD86, criticamente
imprescindibles para poder producir un adecuado
proceso de activacion e induccion de la maduracion del
LT naive (virgen) #4810,

Recientemente se ha destacado la importancia de la
participacion de las DC en diferentes enfermedades
autoinmunes como artritis reumatoidea (AR) (1319),
Thomas et al. ®, encuentran que en el fluido y tejido
sinovial de pacientes con AR, entre el 20 — 45% de
células mononucleares denominadas no T corresponden
a células CD33*CD144™, |as cuales, por su morfologia,
corresponderian a DC. Estas DC de fluido y tejido
sinovial expresan constitutivamente las moléculas
de superficie HLA-DQ, ICAM-1 (CD54), CD58, CD40
y B7 (CD80/CD86) e intensidades de fluorescencia
media incrementadas de las moléculas HLA-DR y
MHC-I (lo cual significa mayor cantidad de expresion
de estas moléculas por célula) a diferencia de las
mismas moléculas en DC de sangre periférica. Estos

mismos autores demostraron que las DC tuvieron mejor
capacidad para la presentacion de antigenos a los LT
infiltrantes de sinovia 8.

También se ha determinado que las DC, aquellas que
tienen una gran capacidad de procesar antigenos
cancerigenos, son piezas clave en el proceso de
activacion de los LT que a su vez pueden generar una
eficaz respuesta antitumoral. En este sentido, se ha
encontrado que ciertos factores tumorales liberados
por el tumor afectan directamente a las DC modulando
la produccion de estas células, inmunolégicamente
competentes, maduras y sus principales moléculas
accesorias. Esto se evidencié por la baja produccion de
MHC Il y falta de expresién de moléculas coestimuladoras
(CD80, CD83, CD86) o a la inversa, en la que factores
tumorales como espermina inducen la sobreexpresion
de CD83 alterando la funciéon de las DC, como se ha
demostrado en el cancer de mama (17:18),

Nuestro grupo ha descrito efectos inmunomoduladores
de extractos estandarizados de Uncaria tomentosa,
donde quedé demostrado, en el aspecto bioldgico, su
capacidad para la inhibicién de procesos inflamatorios
en animales de laboratorio, asi como a nivel celular, la
inhibicionenlaproduccionde TNF-a1encélulasanimales
y humanas en cultivo, y la inhibicion de la expresién
de ICAM-1 en macréfagos humanos, una molécula de
adhesion critica en la quimoatraccion de las células
inflamatorias hacia el tejido inflamado en macréfagos
humanos (1921,

Igualmente, hemos descrito a nivel molecular, la
inhibicion de algunos mecanismos intracelulares via el
factor de transcripcion NF-kB ("9, Otros autores también
han demostrado actividad de extractos de UG en la
inhibicion de otras citoquinas, claves en el proceso
inflamatorio como IL-1 e IL-6 @2, No existen muchos
estudios sobre los efectos de la UG a nivel celular y
menos aun sobre DC y su efecto en la expresion de
moléculas de superficie, claves en la induccién de una
respuesta inmune en individuos sanos. Sin embargo,
recientemente hemos demostrado in vitro que la UG es
capaz de disminuirla proporcién de DCmy sobreexpresar
las moléculas HLA-DR y CD86 en sangre periférica de
pacientes con AR, lo cual podria constituir otra evidencia
de su efecto inmunomodulador (9,

Dado el papel critico de las DC, en los mecanismos
inmunopatogénicos de diversas enfermedades, hemos
evaluado el efecto de la exposicion a diferentes
concentraciones de un extracto hidroalcohdlico
estandarizado de ufa de gato (UG) sobre células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) en cultivo
estimuladas con el antigeno de lipopolisacarido (LPS) y
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determinado la modificacion en el porcentaje de DCm
y DCp y su efecto sobre la expresion de las moléculas
HLA-DR y CD86 en ambas subpoblaciones celulares,
mediante la técnica de citometria de flujo en muestras
frescas de individuos sanos.

MATERIAL Y METODOS
GRUPO DE ESTUDIO

Se capté diez individuos sanos, adultos (33 + 9 afos),
entre varones y mujeres que concurrieron al Laboratorio
de Inmunologia de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia (UPCH). Los individuos fueron considerados
sanos si no tuvieron historia de enfermedades cronicas
de importancia, no tuvieron infecciones clinicamente
diagnosticadas, no habian recibido suplementos
nutricionales, transfusiones e inmunosupresores como
corticosteroides por al menos seis meses previos a la
toma de muestra.

Previa lectura y firma del consentimiento informado, los
individuos donaron 15 mL de sangre periférica en tubos
vacutainer con anticoagulante (Becton Dickinson-BD),
segun técnicas convencionales de toma de muestra. Este
estudio cumplié los principios éticos estipulados en la
Declaracion de Helsinki 2000, acerca de la investigacion
médica que involucra a seres humanos y ha sido aprobado
por el Comité Institucional de Etica de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (Codigo N.° 52185).

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE UNCARIA TO-
MENTOSA ESTANDARIZADO AL 5% DE ALCALOIDES
OXINDOLICOS PENTACICLICOS (UG-POA)

Se utilizé un extracto hidroalcohdlico obtenido a partir de
la corteza de UG, en forma de un polvo fino color marrén
rojizo. Este preparado fue proporcionado cordialmente
por CIFARMA SA (lote N.° 0008000345) y contenia
5% de alcaloides oxinddlicos pentaciclicos (POA),
cuantificados por cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC) Figura 1.

Se preparé una solucion stock de UG-POA a partir
del polvo fino (30 g del polvo), el cual se agregd a un
matraz de 5L y se diluyé en 1L de agua bidestilada,
luego se dejd hervir la mezcla por 30 minutos. Después
de dejar la solucién en reposo; se obtuvo una solucion
de aspecto similar al vino tinto, con restos sodlidos
visibles, después de dejar en reposo la solucion. Una
vez enfriada, se decantd, luego fue filtrada dos veces
en papel Whatman N.° 3 y, finalmente, microfiltrada en
cabina de flujo laminar con filtro de 0,22 um. De este
ultimo filtrado se obtuvo una solucién mas transparente
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Figura 1. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) del
extracto hidroalcohdlico de ufia de gato.

La gréfica representa la aparicion de picos de absorbancia
correspondiente a los distintos alcaloides oxinddlicos pentaciclicos
(POA) encontrados en el extracto, los que aparecen segun el tiempo
de retencién establecido con los respectivos estandares para cada uno
de los alcaloides.

y de color amarillo palido (solucion stock), la cual fue
conservada a -70 °C.

AISLAMIENTO DE CMSP

Apartirde lamuestra de sangre periférica fresca, obtenida
de cada sujeto sano, se procedio a realizar la separacion
del grupo de células mononucleares mediante la técnica
de gradiente de centrifugacion. Previamente, se prepard
tubos de polipropileno con 15 mL de Histopaque (Sigma,
St Louis, MO, USA). Se diluy6 la muestra de sangre en
partes iguales con RPMI-1640 (Sigma, St Louis, MO,
USA) completo a temperatura ambiente (TA). Se agrego
la muestra de sangre diluida (30 mL) al tubo que contiene
el Histopaque. Se centrifugé a 1800 revoluciones por
minuto (RPM) a TA por 30 minutos, sin utilizar freno.
Se recuperd con una pipeta de transferencia el anillo
celular formado en la parte intermedia (capa de células
mononucleares) y se vertiéo a otro tubo de 50 mL. Se
lavé dos veces con 40 mL de RPMI-1640 completo a
TA el primer lavado y a 4 °C el segundo lavado por diez
minutos a 2500RPM. En el primer lavado se elimino el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en RPMI-1640
completo a TA. Después del segundo lavado se hizo
lo mismo pero se resuspendié en 1 mL de RPMI-1640
completo a 4 °C. Se contd las células en camara de
Neubauer, relacion 1:1 con el colorante azul de Trypan
(Sigma, St Louis, MO, USA). Se realizé los calculos para
obtener la cantidad de células necesarias a ensayar.

CITOMETRIA DE FLUJO PARA LAS CMSP TRATADAS
CON EL EXTRACTO DE UG-POA 'Y ESTIMULADAS
CON LPS

Para cada individuo, se distribuyé 100 pL de la
suspension de CMSP (5x10° células) por tubo en cinco
tubos estériles para citometria (Becton Dickinson, San
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Jose, CA, USA). El primer tubo fue tratado con 50pL del
diluyente del extracto de UG (medio de cultivo RPMI-
1640) y los cuatro tubos adicionales fueron tratados con
50uL del extracto de UG a las concentraciones finales de
50, 100, 500 y 1000 pg/mL, respectivamente. Todos los
tubos fueron incubados a 37 °C con 5% de CO, por dos
horas. Luego se agregd 50 uL del agente estimulante
LPS (500 ng/mL) (Sigma, St Louis, MO, USA) a todos los
tubos, y se incubaron a 37 °C con 5% de CO, por 24 h.

Para la determinacion del porcentaje de células
dendriticas y la intensidad de fluorescencia media (IFM)
de las moléculas HLA-DR y CD86, las suspensiones
celulares fueron marcadas con los siguientes anticuerpos
monoclonales, incluyendo los controles de isotipo:
anti-HLA-DR-PerCP (5pL) (isotipo IgG2a-PerCP), anti-
CD11c-APC (5 pL) (isotipo IgG2b-APC), Lineage cocktail
1 (Lin 1)-FITC (7pL) (isotipo IgG1-FITC), anti-CD86-PE
(5uL) (isotipo IgG1-PE) (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA). Todos los tubos fueron incubados por 30
minutos a 4 °C, se lavaron dos veces con 2 mL de Cell
wash (solucién de lavado celular, 1% suero fetal bovino
[Hyclone, Logan, UT, USA]en PBS [tampdn fosfato salino]
pH 7,4) a 1800RPM por cinco minutos. Finalmente, los
sedimentos celulares fueron resuspendidos con 500
uL de Cell fix (1% paraformaldehido en PBS pH 7,4) y
guardados a 4 °C hasta su lectura.

La adquisicion de los datos se realizd usando un citdémetro
de flujo FACSCalibur (BD Immunocytometry Systems,
USA). El analisis de los datos obtenidos se realizé con el
software Summit 4.3 (Dako Colorado, Inc., USA). Previo a
ello, se realizé una seleccién (R1) para incluir linfocitos y
monocitos en una grafica dot plot de forward scatter (FSC)
vs side scatter (SSC). A partir de aqui se establecieron
estrategias de seleccion secuenciales para definir las
subpoblaciones de DC sanguineas: DC mieloides
CD11c*HLA-DR'Lin1- y DC plasmacitoides CD11c’HLA-
DR*Lin1-, como se demuestra en la Figura 2.

Para la adquisicion y analisis de las subpoblaciones
de DC y sus moléculas de superficie, se utilizaron 30
000 eventos (o células). Los eventos de la region R1
fueron presentados en una grafica de dot plot entre el
cocktail de anticuerpos Lin1 vs HLA-DR y se cre6 R2
para incluir a las células Lin1-HLA-DR*. Los eventos de
R1 y R2 fueron presentados en una gréfica dot plot de
CD11c vs HLA-DR y se creo R3 para incluir a todas las
DCm CD11c*HLA-DR®, las que fueron expresadas en
porcentaje; mientras que R4 incluyo a todas las DCp
CD11cHLA-DR*, las que también fueron expresadas
en porcentaje. Finalmente, se crearon graficas de
histogramas para medir cuantitativamente la expresion
de las moléculas HLA-DR y CD86 tanto para las DCm
como para las DCp, a través de la obtencién de la
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Figura 2. Estrategia de seleccién usada para definir las
subpoblaciones de DC y sus moléculas de superficie por
citometria de flujo.

Las regiones R1 y R2 (cajas sélidas) fueron creadas para definir
los porcentajes DC mieloides o CD11c*HLA-DR*Lin1- (R3) o DC
plasmacitoides CD11cHLA-DR*Lin1- (R4). A partir de R3 y R4 se
obtuvieron histogramas que expresan la IFM de las moléculas HLA-
DR y CD86 para ambas subpoblaciones de DC. IFM = Intensidad de
Fluorescencia Media.

intensidad de fluorescencia media (IFM) captada por el
equipo.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico comparativo de los datos se
realizé utilizando la prueba de rangos de Friedman,
para muestras relacionadas, la prueba t-student,
usando el software estadistico SPSS v10 y la prueba de
tendencias y analisis de medidas repetidas, utilizando el
software estadistico STATA v10. Se considerd un valor
estadisticamente significativo si p<0,05.

RESULTADOS

EFECTO DE UG-POA SOBRE LA CANTIDAD DE LAS
SUBPOBLACIONES DE DC.

Tal como puede verse en la Figura 3, analizando las
subpoblaciones de DC, se aprecia que la poblacion de
DCm disminuye de manera dosis dependiente luego del
tratamiento con UG-POA (p<0,05, segun la prueba de
rangos de Friedman para muestras relacionadas vy la
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Porcentaje de DC

Figura 3. Efecto de UG-POA sobre la poblacion de DC de
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de diez
individuos sanos.

El grupo CP recibié el vehiculo diluyente de UG-POA y LPS (500 ng/
mL) y el resto de grupos fueron tratados con 50, 100, 500 y 1000 ug/
mL de UG-POA, respectivamente y, ademas, estimulados con LPS.
Brevemente, las CMSP fueron preincubadas por 2 h con las diferentes
concentraciones de UG, excepto el grupo CP, luego todos los grupos
fueron incubados con LPS por 24h a 37 °C, con 5% CO, y marcados con
anticuerpos monoclonales para ser ensayados por citometria de flujo. La
gréfica representa el promedio * EEM (error estandar de la media).

* Prueba de rangos de Friedman, prueba de tendencias y andlisis de
medidas repetidas.
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Figura 4. Efecto de UG-POA sobre la expresién de HLA-DR y
CD86 en DCm de CMSP de 10 individuos sanos.

El grupo CP recibié el vehiculo diluyente de UG-POA y LPS (500 ng/
mL) y el resto de grupos fueron tratados con 50, 100, 500 y 1000 ug/
mL de UG-POA, respectivamente y, ademas, estimulados con LPS.
Previamente, las CMSP fueron preincubadas por 2 h con las diferentes
concentraciones de UG, excepto el grupo CP, luego todos los grupos
fueron incubados con LPS por 24 h a 37 °C, con 5% CO, y marcados con
anticuerpos monoclonales para ser ensayados por citometria de flujo.
La gréafica representa la intensidad de fluorescencia media (IFM) de
cada molécula (promedio + EEM (error estandar de la media)). Prueba
de rangos de Friedman, prueba de tendencias y analisis de medidas
repetidas.
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Figura 5. Efecto de UG-POA sobre la expresion de HLA-DR y
CD86 en DCp de CMSP de diez individuos sanos.

El grupo CP recibié LPS (500ng/mL) y el resto de grupos fueron tratados
ademas con 50, 100, 500 y 1000 ug/mL de UG-POA. Las CMSP fueron
preincubadas y, por 2 h con las diferentes concentraciones de UG,
excepto el grupo CP, luego todos los grupos fueron incubados con LPS
por 24h a 37 °C, con 5% CO, y marcados con anticuerpos monoclonales
para ser ensayados por citometria de flujo. La gréfica representa la
intensidad de fluorescencia media (IFM) de cada molécula (promedio
+ EEM (error estandar de la media)). Prueba de rangos de Friedman,
prueba de tendencias y anélisis de medidas repetidas: significancia
estadistica comparada con el grupo CP a las concentraciones de 500 y
1000 o«g/mL, p<0,001 (1) y en todo el rango, p<0,05 (t).

prueba de tendencias y analisis de medidas repetidas).
En el caso de las DCp, se puede apreciar una tendencia
al aumento de estas subpoblaciones de manera dosis
dependiente; sin embargo, no se encontré diferencia
estadisticamente significativa (p>0,05).

EFECTO DE UG SOBRE LA EXPRESION DE LAS
MOLECULAS HLA-DR Y CD86 EN LA SUPERFICIE DE
DCm Y DCp

Ambas moléculas de activacion (HLA-DR y CD86) en
las DCm no variaron su expresion tras el tratamiento
con UG-POA comparados con el grupo CP (Figura 4).
Sin embargo, en el caso de la poblacién de DCp cuando
se les compara con CP, existe un aumento de manera
dosis dependiente en la expresion de la molécula CD86
a lo largo de todas las dosis usadas (p<0,05) y una
disminucion en la expresion de la molécula HLA-DR,
manifiesta a las concentraciones de 500 y 1000 pg/mL
(p<0,001) (Figura 5).

DISCUSION

Los resultados muestran que el extracto hidroalcohdlico
de Uncaria tomentosa estandarizado al 5% de alcaloides
oxinddlicos pentaciclicos (UG-POA) tiene un efecto sobre
las DC presentes en muestras de CMSP de individuos
sanos. Este efecto aparentemente es antagonico,
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causando una disminucion dosis-dependiente en
el porcentaje promedio de la subpoblacion de DCm
(p<0,05) y una tendencia al aumento, también dosis
dependiente, de la subpoblacién de DCp.

Nufez et al. "® encontraron un resultado similar con el
porcentaje de DCm tratadas con el mismo extracto de UG
pero en pacientes con AR, por lo que este hallazgo podria
interpretarse como una evidencia mas del efecto inmuno-
modulador a nivel celular de la UG #71522) Sin embargo,
resultados mas concluyentes podrian requerir un mayor
numero de muestras para definir las tendencias encontra-
das en este estudio sobre todo en el caso del porcentaje
de DCp y la expresion de su molécula HLA-DR.

También es importante indicar que al trabajar con
CMSP, las cuales estan conformadas por poblaciones
celulares heterogéneas, se debe tener en cuenta el
grado de variabilidad en los resultados, ya que a pesar
de provenir de individuos sanos estos pueden ser
inmunolégicamente distintos como se pudo observar en
el estudio realizado con pacientes con AR por Nufez
et al. en el cual el extracto de UG sodlo tuvo un efecto
modulador sobre las DCm y sus moléculas HLA-DR y
CD86 ). Segun lo anterior, seria importante un estudio
similar con DC separadas y cultivadas selectivamente
(con factores de crecimiento) a partir de las CMSP o
precursores de médula 6ésea o mediante el uso de lineas
celulares en cultivo, ya que existen diferencias entre DC
obtenidas de CMSP o de sangre periférica.

Como es conocido, la diferenciacion entre DCm y DCp
depende de la expresion de la molécula CD11c. Zuhiga
y col. ™ demostraron que tras un estimulo antigénico viral
las DCp se pueden diferenciar a DCm, posiblemente por
la activacion de la expresion de la molécula CD11c. En
nuestro estudio, podriamos hipotetizar un efecto opuesto
en el que la UG-POA inhibiria la expresion de la molécula
CD11c por lo tanto redirigiendo la poblacién de DCm
hacia un mayor porcentaje de DCp, como lo demuestra la
tendencia al aumento en el porcentaje de esta poblacion.

Esta direccionalidad hacia DCp podria explicar un efecto
potenciador de la UG en la respuesta contra infecciones
virales o explicaria una potencial mejora en las
manifestaciones clinicas de enfermedades autoinmunes,
en las que las DC se encargan de la presentacion de los
antigenos virales y autoantigenos (31623,

Ademas, encontramos que la UG-POA indujo en las DCp
un aumento estadisticamente significativo en la expresién
de CD86 de manera dosis-dependiente (p<0,05) y
mantuvo la expresion de HLA-DR de manera similar a
la ejercida por LPS, excepto a 500 y 1000 ug/mL donde
se observo una disminucioén significativa (p<0,001), lo

que podria ser una evidencia del control de activacién/
diferenciacion de la UG-POA.

Podria objetarse que a alguna de estas concentraciones
ocurre un efecto citotoxico del extracto; sin embargo, un
estudio previo de nuestro grupo no encontré evidencias
de citotoxicidad a las dosis mencionadas, siendo el IC;
(concentracién inhibitoria al 50% en CMSP) del extracto
de UG-POA de 16mg/mL, concentraciéon mucho mayor
a las usadas en este estudio (50 a 1000 pg/mL) ©. En el
mismo estudio, también se demostr6é que a esas dosis,
el extracto no induce apoptosis en CMSP a las 4 h ni a
las 20 h ©®),

Existen otros productos naturales con efecto modulador
sobre las DC. Fukui et al. ?¥ evaluaron los marcadores
HLA-DR y CD86 de DC con 99 extractos de plantas
medicinales usadas en 210 formulaciones de la medicina
China, encontrando que por lo menos uno de los
extractos (Amomi semen) a la concentracion de 100 pg/
mL incremento la expresion de HLA-DR y CD86 en una
linea celular de DC epidermales de raton (XS106) y en
DC aisladas de médula dsea de raton. Podemos ver que
a pesar de utilizar grupos celulares y donadores celulares
distintos y en nuestro caso muy variables como las
CMSP; sin embargo, observamos efectos similares a los
encontrados con otros productos naturales sobre las DC.

También es posible concluir que la UG-POA, en
el rango de 50 a 100 pg/mL, no altera el nivel de
activacion/diferenciacion inducido por LPS (conocido
factor antigénico inductor) 224, Sin embargo, en el
rango de 500 a 1000 pg/mL esta propiedad disminuye
significativamente, lo que evidencia que incluso se
requeririan concentraciones mas bajas para lograr
efectos especificos, siendo esta una tendencia cuando
se evaluan las propiedades de productos naturales.

A diferencia de la molécula HLA-DR, el incremento en la
expresionde lamolécula CD86 en DCpy por consiguiente
la propiedad activadora/diferenciadora de la UG-POA se
mantiene de manera dosis dependiente en elrango de las
concentraciones utilizadas, siendo CD86 una molécula
coestimuladora, miembro de la familia B7 y un indicador
del efecto de activacion/diferenciacion de las DC (224,
Bajo estas circunstancias podemos concluir que el
extracto de UG-POA tiene un efecto inmunomodulador
que incrementa la funcién de presentacion de antigenos
de las DCp y que probablemente induce la conversion
favorable para el sistema inmune de DCm a DCp.

Todos estos mecanismos claramente son importantes
en la etiopatogenia de diversas enfermedades
humanas, asi como en los mecanismos inmunolégicos
de defensa contra diversos tipos de patégenos.
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Por lo tanto, este estudio aporta informacion
inmunoldgica adicional a los ya conocidos mecanismos
inmunorreguladores demostrados de la UG, lo que
justificaria continuar buscando los pasos moleculares
y celulares de estas acciones, asi como la evaluacién
clinica del uso de extractos estandarizados de UG
individualmente o en asociacién con otros farmacos,
incluyendo el establecimiento de la equivalencia con
la dosis-efecto.
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