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Abstract Viscum album is a parasitic plant that grows on apple or
pine trees. It is commonly known as Euro- pean mistletoe.
Viscum album (VA) preparations are the aqueous extracts
used as a complemen-tary medicine in cancer therapy.
Various clinical studies have shown that VA preparations
improve the quality of life in different cancer patients.
Biologically active components of VA extracts include Mistletoe
lectins (ML), viscotoxins, polyphenols and polysaccharides.
The treatment with VA preparations or with purified ML has
been shown to be associated with tumor regression in several
in vivo experimental models of tumoral implantation. Various
in vitro studies have shown the cytotoxic effects of VA
preparations on various tumor cells. The mecha- nisms
underlying the anti-tumoral activity of VA preparations or ML
are complex and involve apoptosis, angio- genesis and
immunomodulation. The immunomodulatory mechanisms
mediated by the VA preparations can complement the anti-
tumoral effects, resulting in effective tumor regression. This



review provides an account of the current status of the
understanding of the VA-associated immunomodulation in
various cell types including lymphoblastoid, monocytic and
endothelial cell lines.
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Resumen Efecto antitumoral de extractos de Viscum album.
Busqueda de efectos inmunomoduladores.

Viscum album es una planta parasitaria que crece en los pinos y
manzanos. Se conoce comUn- mente como European mistletoe. Las
preparaciones de Viscum album (VA) son extractos acuosos que se
emplean como medicinas complementarias en la terapia del cancer.
Varios estudios clinicos han demostrado que las preparaciones de VA
mejoran la calidad de vida de los pacientes oncologicos. Entre los
componentes biolégicamente activos presentes en los extractos
acuosos de VA se pueden mencionar las lectinas de Mistletoe (ML),
viscotoxinas, polifenoles y polisacaridos. En varios modelos
experimentales de implantacién tumoral in vivo, el tratamiento con
preparaciones de VA o con la lectina ML purificada se asocidé con
regresion tumoral. Asimismo, diversos estudios in Vvitro demostraron
que las preparaciones de Va tienen efectos citotoxicos sobre varias
células tumorales. Los mecanismos implicados en la actividad
antitumoral de las preparaciones de VA son complejos e involucran
apoptosis, angiogénesis e inmunomodulacion. Se propone que los
mecanismos immunomodulatorios podrian complementar los efectos
antitumorales, resultando en una efectiva regresién del tumor. Este
trabajo revisa el estado actual del conocimiento sobre la
inmunomodulacion asociada al VA en dife- rentes tipos celulares
incluyendo lineas linfoblastoideas, monociticas y endoteliales.

Palabras clave: Viscum album, citotoxicidad, apoptosis, endotelio,
sistema inmune

Los preparados de Viscum Album (VA) son extractos acuosos de
Viscum album o muérdago europeo que contienen diferentes
tipos de lectinas ' Las lectinas del muérdago (ML) I, Il y llI
pertenecen a la familia de proteinas inactivadoras de ribosomas
(RIP) de tipo Il. Las RIP de tipo Il estan compuestas por una N-
glicosidasa (cadena A) y una lectina que reconoce galactésidos
(cadena B) conectadas por un puente disulfuro®. Todos los
preparados utilizados con fines terapéuticos contienen, ademas
de lectinas de muérdago y viscotoxinas, varias enzimas, péptidos
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por ejemplo viscumamide, aminoacidos tioles, aminas,

polisacaridos, ciclitoles, lipidos, fitoesteroles, triterpenos,
flavonoides, fenilpropanos y minerales. Diversos estudios han
descrito los beneficios clinicos de los preparados a base de
extractos de VA en pacientes con cancer °7. El tratamiento con
extractos de VA o con ML purificado también se ha asociado a la
regresion tumoral en varios modelos experimentales in vivo de
implantacion tumoral &1°

El efecto antitumoral experimental de los extractos de VA puede
estar respaldado por las propiedades citotoxicas directas del ML
hacia las lineas celulares tumorales "' 12, Esta bien establecido
que la citotoxicidad de los extractos de VA depende de la
induccidon de apoptosis. de apoptosis. Sin embargo, los
mecanismos subyacentes a la apoptosis inducida por el extracto
de VA no se han conseguido dilucidar por completo 0 1320, Mas
recientemente, varios estudios han demostrado que los
extractos de VA y el ML purificado tienen propiedades
inmunomoduladoras 4 17, 18, 2127 Se ha demostrado que los
preparados de VA o el ML purificado inducen la activacion de la
transcripcion y la secrecion de citocinas proinflamatorias como la
IL-1, la IL-6 y el TNF en las PBMC humanas y en las células
endoteliales 17:22:24.26 Ademas, varios estudios han demostrado
que los extractos de VA  ejercen propiedades
inmunomoduladoras, es decir, potencian la actividad de las
células NK o modulan la polarizacion de las TH %% 2°. Sin
embargo, las propiedades citotdxicas in vitro de los extractos de
VA hacia las lineas celulares cancerosas plantean la cuestion de
la interaccidon de los preparados de VA con la supervivencia de
las células implicadas en los sistemas inmunitario e inflamatorio,
es decir, los linfocitos, los monocitos y las células endoteliales
(EC). Para abordar esta cuestion, hemos realizado varios
estudios in vitro sobre la interaccion de los extractos de VA con
diversas lineas celulares establecidas (lineas celulares
monociticas y linfoblastoides, lineas EC) o cultivos primarios
(esplenocitos murinos normales, HUVEC).
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Citotoxicidad de los extractos de VA hacia lineas
celulares humanas derivadas de linfocitos Ty B, y de
monocitos in vitro

Varios autores han establecido que la citotoxicidad de los
extractos de VA podria variar considerablemente en funcion del
tipo de preparacion y de la célula investigada. Se ha descrito la
induccidon de necrosis celular por extractos de VA en linfocitos
de sangre periférica humana (PBL), monocitos de sangre
periférica humana (PBM), timocitos murinos, células monociticas
humanas THP1 y células leucémicas mononucleares MOLT4 4
16-18
Realizamos un estudio para comparar las propiedades
citotoxicas de diferentes preparaciones de VA: VA Qu FrF, Qu
Spez, M Spez y VA P en un amplio panel representativo de
células linfoblasticas de origen T y B y en lineas celulares
monociticas '® 30, La induccién de la toxicidad celular por
diversos extractos de VA se evalud in vitro en las lineas
celulares T humanas CEM vy Jurkat, las lineas linfoblasticas B
Raji, BC36, BC28, BC41, WW2-LCL y en las lineas celulares
monociticas HL-60 y MM-619, 30, La muerte celular se midio
mediante la captacion de yoduro de propidio seguida de analisis
por citometria de flujo. VA Qu FrF, Qu Spez y M Spez indujeron
una muerte celular dependiente de la dosis tanto en las lineas
celulares T como en las lineas celulares monociticas. La
toxicidad celular se asocié con una inhibicion dependiente de la
dosis de la proliferacién celular. Como era de esperar, VA P
carecia de citotoxicidad en todas las lineas celulares analizadas.
Esto puede explicarse en parte por las bajas concentraciones de
ML citotoxico en las preparaciones de VA P.
La participacion de la apoptosis en la toxicidad celular inducida por
los extractos de VA ha sido bien demostrada en diversas lineas
celulares tumorales 317 31 Los mecanismos moleculares no se
comprenden del todo y se han publicado resultados contradictorios.
En cuanto a las células linfoblasticas, utilizando la linea celular T
HuT78.B1 resistente al Fas, hemos demostrado que la via del Fas
no esta implicada en la apoptosis del VA Qu FrF, como habian
informado  anteriormente otros autores®?. También hemos
demostrado que el VA QuFrF induce una disminucion drastica de la
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cantidad de proteinas antiapoptoticas Bcl-2 y Bcl-X en los linfocitos

T19, un hallazgo coherente con la liberacion de citocromo de las
mitocondrias inducida por ML | '3

A las concentraciones estudiadas, casi todas las lineas celulares
linfoblastoides B eran resistentes a todas las preparaciones de VA
(solo la linea celular BC41 era totalmente sensible a las tres
preparaciones) estudiadas. Nuestros hallazgos confirman
claramente que las lineas celulares de origen linfocitario B son
refractarias a la muerte celular inducida por los extractos de VA.
Bantel&co obtuvieron resultados similares '3. La linea celular de
linfocitos B, BJAB, requiri6 cantidades aproximadamente 1000
veces superiores de ML-I que las requeridas por las células Jurkat
para alcanzar un nivel éptimo de apoptosis '3. Actualmente se
desconocen los mecanismos moleculares de dicha resistencia de
las lineas celulares de origen B.

Los resultados de los experimentos preliminares realizados en
nuestro laboratorio pueden aportar nuevos conocimientos sobre la
interaccion de los extractos de VA con el sistema inmunitario. Estos
experimentos preliminares ex vivo sugieren que los preparados de
VA pueden inducir la proliferacion celular en esplenocitos de
ratones C57BL6 normales, segun se ha medido mediante la
incorporacion celular de timidina tri-tiada. Sin embargo, estos datos
muestran claramente un equilibrio entre la inhibicidn o induccion de
la proliferacion y la inducciéon de la apoptosis, que variaba en
funcion de la preparacion utilizada, la concentracion y el tiempo de
incubacidn (fig. 1). Los resultados ponen de relieve la necesidad de
disefiar un programa adecuado para lograr la inmunoestimulacion
tanto en experimentos in vivo como in vitro.
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Fig. 1.— Modulacion diferencial de la proliferaciéon de esplenocitos de
ratdn mediante extractos de VA. Se obtuvieron esplenocitos de raton a
partir de ratones C57BL6 normales (6 ratones). Las células se cultivaron
durante 72 h en presencia de 50 pg/ml de VA Qu FrF, Qu Spez, M Spez y
P. Tras 48 h, se anadi6 [3H]timidina (0,5 uCi) al medio. A continuacién,
las células se cultivaron durante otras 24 h. Después, se recogieron los
esplenocitos y se midid la [3H]timidina incorporada. Los resultados se
representan como porcentaje de variacion en comparacion con los
controles no tratados. Tras 72 h de cultivo, VA Qu FrF y Q Spez
inhibieron fuertemente la proliferacion de esplenocitos murinos, mientras
que VA P indujo drasticamente la proliferacion celular.

Induccién de la apoptosis por diversos extractos de
Viscum album tanto en lineas celulares endoteliales
venosas humanas inmortalizadas como en HUVEC.

Ademas de su funcion de control entre la sangre y los tejidos, el
endotelio desempefa un papel fundamental en varios procesos
biolégicos. Las células endoteliales participan activamente en la
regulacion del flujo sanguineo y la coagulacion, en el inicio y la
intensificacion de la inflamacién, y en la angiogénesis, que es



IMMUNOMODULATORY PROPERTIES OF VISCUM ALBUM 91
fundamental para la reproduccion, el desarrollo y la reparacion

3334 Por lo tanto, es necesario investigar la contribucion del
efecto mediado por las células endoteliales en las propiedades
antitumorales de los extractos de VA. A este respecto, evaluamos
las interacciones entre los extractos de VA y las células
endoteliales.
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Fig. 2.— Induccién de la muerte celular en la linea celular endotelial
EA-hy926 mediante extractos de VA. Se cultivaron células EA-hy926
subconfluentes durante 48 h en presencia de concentraciones
crecientes de extractos de VA: VA Qu FrF (barras negras), Qu Spez
(barras sombreadas), M Spez (barras grises) y P (barras abiertas), o se
dejaron sin tratar (control). A continuacion, se cuantificé la muerte
celular midiendo la captacion de Pl y se expres6 como porcentaje de
células positivas al colorante. VA Qu FrF, Qu Spez y M Spez indujeron
toxicidad celular dependiente de la dosis en las células EA-hy926. Las
EC fueron totalmente resistentes al VA P.

Nuestro estudio in vitro se centrd en la capacidad de los extractos
de VA para inducir la muerte de las células endoteliales.
Utilizando células endoteliales venosas humanas primarias
(HUVEC) vy las lineas celulares endoteliales venosas humanas
inmortalizadas IVEC y EA-hy926, hemos demostrado que los
extractos de VA inducen la muerte de las células endoteliales de
forma dependiente de la dosis y el tiempo 2°. La figura 2 muestra
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las propiedades citotoxicas de los extractos de VA hacia EA-
hy926, evaluadas mediante la captacion de PI. Tres extractos de
VA indujeron una potente mortalidad de EA-hy926, evaluada
mediante la captacionde PIl. VA Qu FrF y VA Qu Spez fueron los
preparados mas eficaces. Iscador M Spez tuvo menos
propiedades citotoxicas. Las células EA-hy926 fueron insensibles
a Iscador P en ninguna de las concentraciones probadas. Se
obtuvieron resultados similares con las lineas celulares IVEC.
Otros autores también han informado de la sensibilidad de varias
lineas EC a los extractos de VA 2°.

A continuacion, demostramos que la muerte de EC mediada por
VA implica apoptosis, utilizando varios métodos, es decir,
formacion de escalera de ADN, marcaje con anexina V y analisis
Western blot para la escision de poli(ADP)-ribosa polimerasa
(PARP). La figura 3A ilustra el aspecto citologico de las HUVEC
incubadas con altas concentraciones de VA Qu FrF20. Se
observaron numerosas ampollas tipicas alrededor de la célula.
Como se ilustra en la figura 3B, las HUVEC -cultivadas en
presencia de extractos de VA mostraron los cuerpos apoptoéticos
tipicos. El marcaje con anexina V mediante analisis de citometria
de flujo y los experimentos de escalera de ADN también
confirmaron la participacion de la apoptosis en la muerte celular
endotelial inducida por extractos de VA. El porcentaje de células
endoteliales que sufrieron apoptosis (An V+/Pl-) aumentdé de
forma dependiente del tiempo y la dosis para los extractos de VA.
El analisis Western blot también demostré6 que la escision de
PARP esta implicada en la apoptosis de HUVEC inducida por VA.
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.. Se pueden utilizar los extractos de Viscum album para
el tratamiento antiangiogénico del cancer?

La angiogénesis es el proceso mediante el cual se forman nuevos
vasos sanguineos a partir de la ramificacion de vasos preexistentes
33, 34,36, 37 La angiogénesis tumoral desempefia un papel esencial
en la progresion y la metastasis de los tumores. Las aplicaciones
clinicas de la investigacion sobre la angiogénesis han surgido en el
ambito del diagnostico, el prondstico o el tratamiento de la
neoplasia 3 39, Los mecanismos implicados en la angiogénesis
tumoral consisten en una amplia gama de fendmenos, entre los
que se incluyen el aumento de la division de las células
endoteliales dentro del tumor, la regulacion al alza de las moléculas
de adhesion celular y la produccion de factores angiogénicos 33 34,

Fig. 3.— Las HUVEC sufren apoptosis cuando se tratan con dosis mas altas
de VA Qu FrF. Se cultivaron HUVEC subconfluentes con VA Qu FrF a 50
Mg/ml durante 48 h. El panel A ilustra las caracteristicas de las células
endoteliales en el examen citologico, con presencia de hemorragias
alrededor de las células. Panel B.

Por lo tanto, el papel de los extractos de VA en el proceso de
angiogénesis es de interés para comprender algunos de los
mecanismos moleculares implicados en las propiedades
antitumorales de los extractos de VA. La figura 3 ilustra nuestros
resultados preliminares obtenidos en experimentos de formacion de
tubos capilares utilizando la linea celular EA-hy926. Se sembraron
células endoteliales en matrigel y se incubaron con diversas
concentraciones de extractos de VA. Se observo una red de tubos
capilares bien organizada en el pocillo de control (fig. 4A). Por el
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contrario, la formaciéon de tubos capilares dio un resultado
intermedio con VA P (50 pg/ml) (fig. 4B), mientras que se anulé en
presencia de VA Qu Spez (50 ug/ml) (fig. 4C). Por lo tanto, estos
resultados preliminares sugieren que los extractos inhiben la
angiogénesis in vivo de manera diferencial. El efecto
antiangiogénico in vivo de los extractos de VA también se ha
examinado mediante ensayos de membrana corioalantoidea en
ratones C57BL6 inoculados con células de melanoma B16-BL6 y
tratados con aglutinina de Viscum album L. coloratum10. Ademas,
los extractos de VA coloratum suprimieron el crecimiento tumoral in
vivo e inhibieron el numero de vasos sanguineos orientados hacia
la masa tumoral40.

Fig. 4— VA Qu Spez inhibe la angiogénesis en condiciones in vitro. Se
sembraron células EA-hy926 en Matrigel©, que promueve la angiogénesis in
vitro. Los matrigeles o bien no se trataron (panel A) o bien se trataron con
diferentes concentraciones de VA P o VA QuSpez. Tras 24 horas, se observa
un crecimiento normal de la vuscularizacion en el control (panel A), una
disminucion moderada del crecimiento vascular en el tratamiento con VA P
(panel B, 50 pg/ml). Sin embargo, se observa una notable reduccion del
crecimiento vascular en los tratamientos con VA QuSpez (panel D, 50 pug/ml).
Por lo tanto, la incubacion con VA Qu Spez (50 ug/ml) anuld parcialmente la
formacion de tubos capilares (C).

Los mecanismos moleculares que subyacen a la inhibicion de la
angiogenesis inducida por VA no se han dilucidado completamente.
A nivel de las células endoteliales, nuestros resultados pueden
sugerir la implicacion de la apoptosis de las células endoteliales
asociada al VA, al menos en parte en sus propiedades
antiangiogénicas. Varios estudios han demostrado claramente que
la apoptosis de las células endoteliales esta implicada en la
inhibicion fisiolégica de la angiogénesis. En consonancia con ello,
Yoon &col. han observado en experimentos in vitro que los
extractos de VA coloratum inhiben la proliferaciéon de las células
endoteliales de rata.
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Conclusiones

Los mecanismos moleculares que subyacen a la actividad
antitumoral del VA o el ML son complejos e implican varios
fendbmenos bioldgicos interrelacionados, como la apoptosis, la
angiogenesis y la inmunomodulacion. Al igual que otros miembros
de la familia RIP 1l, los extractos de VA ejercen actividad citotoxica
sobre lineas celulares derivadas tanto de humanos como de
roedores, aunque en menor medida en comparacion con la ricina.
Los extractos de VA y el ML purificado también inducen Ila
activacion de la transcripcion y la secrecion de citocinas
proinflamatorias en PBMC vy células endoteliales humanas. Para
abordar las interacciones entre las propiedades
inmunomoduladoras y antitumorales de los preparados de VA,
recientemente hemos investigado los mecanismos que subyacen a
los efectos de los extractos de VA sobre el crecimiento tumoral del
melanoma implantado en ratones. Estos estudios sugieren Ia
implicacion de ciertas citocinas antitumorales. En conjunto, varias
lineas de evidencia que se han acumulado en los ultimos afos, a
favor de las propiedades antitumorales e inmunomoduladoras de
los extractos de VA, animan encarecidamente a seguir
investigando de forma intensiva.
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