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Resumen

Introduccion: El Herpes Labial Recurrente supone una
condicién inmunoldgica alterada, tal como una hiperactividad
de células T-reguladoras CD4+CD25+ (Treg). Estas ejercen
control sobre la tolerancia periférica y reducen el riesgo inmu-
nopatoldgico, suprimiendo otras lineas celulares. Por ende, la
supresién ejercida sobre la reaccién inmune antiviral podria
afectar negativamente el curso de la infeccién. Este contexto
ha impulsado la bdsqueda de nuevas alternativas inmunomo-
duladoras como la Equindcea purptrea. Dada su propiedad
inmunosupresora, se propone en el tratamiento del Herpes
Labial Recurrente.

Metodologia: Estudio clinico prospectivo que analiza
las subpoblaciones linfocitarias en |2 pacientes con Herpes
Labial Recurrente, antes y después de recibir Equindcea pur-
purea (30 gotas tres veces al dia durante siete dias).

Resultados: En comparacién con individuos sanos, los
pacientes presentan una respuesta aumentada de células
Treg. Esta condicion se reduce significativamente tras reci-
bir Equindcea purpdrea (515 + 145y 432 + 113 cel/
mm? antes y después del tratamiento, respectivamente, p <
0,005).

Conclusién: La hiperactividad de células Treg podria
explicar el estado de inmunosupresién de estos pacientes y
favoreceria la persistencia viral. Se propone esta fitomedicina
como una dlternativa inmunoterapéutica beneficiosa.

Palabras clave: Herpes labial recurrente, Equindcea pur-
purea, células T reguladoras CD4(+)CD25(+) (Treg).

Summary

Background: Recurrent Herpes Labidlis patients may
suffer from immunological alterations, such as CD4+CD25+
Regulatory-T Cell (Treg) hyperactivity. These cells control
peripheral tolerance and reduce immunopathology risk by
suppressing other immunological cells. Hence, the Treg cell
suppression on the antiviral immune reaction may perturb
adversely the herpes infection outcome. This scenario has
forced physicians to explore new immunomodulatory alterna-
tives in Phytomedicine, such as Echinacea purpurea. Regarding
the immunosuppressive property, it has been challenged to be
employed in the Recurrent Herpes Labialis management.

Methods: Clinical prospective study that analyzed lym-
phocytic subpopulation profile in twelve patients with Recurrent
Herpes Labialis, before and dfter receiving E. purpurea (30
drops three times a day during seven days).

Results: Comparing to healthy subjects, patients presen-
ted an enlarged Treg cell response. This condition became sig-
nificantly reduced dfter receiving E. purpurea. (515 + 145
and 432 + |13 cel, before and dfter treatment respectively,
p < 0.005).

Conclusion: The intensified Treg cell activity may eluci-
date the immune suppression these patients undergo, aiding
the viral persistence and survival. This proposes E.purpurea as
a beneficial immunotherapedutic alternative.

Key words: Recurrent Herpes Labialis; Echinacea purpu-
rea, CD4(+)CD25(+) Regulatory T cells (Treg).

INTRODUCCION

La Equindcea purpUrea es una planta nativa pertenciente
a la familia Compositae. Entre sus propiedades, la inmuno-
modulacién ha alcanzado importancia cientifica. Distin-
tos estudios han demostrado su capacidad de aumentar
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el recuento leucocitario,” la actividad y proliferacién de
macréfagos,(- 3 la funcién de células natural killer, la
activacion del complemento,®? la amplificacién de la res-
puesta de factores tales como factor de necrosis tumoral,
interleuquinas |, 6 y 10,(>® y la inhibicién de la enzima
hialuronidasa. Se sugiere que los polisacaridos, el dcido
chicérico,® 9y las alcamidas serfan los principales compo-
nentes inmunomoduladores activos.®” Sin embargo, existe
controversia, ya que ciertos autores no han demostrado
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esta propiedad, despertando dudas no sélo en cuanto a
su efectividad, sino también en relacidn a distintas variables
que podrian influenciar en los resultados de los estudios
(dosis, estandarizacién y manipulacién del extracto, disefio
del estudio, entre otros).

Paralelamente, se ha descrito una propiedad antiviral
que se explicara a través de la inhibicién de la enzima hia-
luronidasa, del bloqueo del receptor viral de la célula hués-
ped y del aumento del interferdn alfa. Este dltimo induce la
sintesis de una proteiha TIP (Traduction Inhibitory Protein)
que bloquea la traduccién del RNA viral.!'" Los compo-
nentes alcamidas, dcido chicdrico y derivados del 4cido
cafeico participarfan en esta propiedad antiviral.('?

Se ha determinado la accidén antiviral de la Equindcea
purpdrea contra el herpes simplex virus tipo | y 20319
Incluso estudios clinicos que han utilizado Equindcea pur-
purea describen un periodo de remisién mayor entre las
recurrencias clinicas.!®

Existen estudios clinicos que describen las alteracio-
nes inmunoldgicas que sufren los pacientes con Herpes
Labial Recurrente y que se asocian con las recurrencias
clinicas. Algunos proponen un déficit de inmunoglobulina
A9y del interferén gamma,('” una hiperactividad de célu-
lasT reguladoras CD4+CD25+ (Treg), una reduccién de la
motilidad de neutrdfilos, de la concentracién de linfoquinas
(interferdn alfa y factor inhibidor de migracién de leucoci-
t0s), de anticuerpos relacionados con la actividad linfocitica
y citotdxica, y una disminucién en la proliferacién linfocita-
ria. (719 También se describe que factores locales, como la
produccién de prostaglandina E, facilitarfan la reactivacién
viral.{1?

Las células Treg CD4+CD25+ constituyen una subpo-
blacién de linfocitos T derivados del timo cuyo rol es man-
tener la tolerancia periférica y prevenir el desarrollo de
desdrdenes autoinmunes. Estas células suprimen distintas
liheas inmunoldgicas, incluyendo la induccién y prolifera-
cién de células efectoras y de memoria T CD4+ y CD8+,
la produccién de inmunoglobulinas por linfocitos B, la cito-
toxicidad de células natural killer, la funcién y maduracién
de células dendritas, y el reconocimiento y supresién del
potencial linfocito T autorreactivo.('” Por lo tanto, reducen
el riesgo inmunopatoldgico asociado a la respuesta inmune
primaria.

La hiperactividad de células Treg es una condicién
que se ha observado en infecciones virales crénicas, mani-
festada por una amplificacién en la respuesta y recuento
celular. Estas células se mantienen crénicamente activas,
suprimiendo la respuesta inmune y, de este modo, contri-
buyendo a la persistencia viral.®® Esto se ha demostrado
en infecciones virales crénicas por virus de la hepatitis C,
virus de la inmunodeficiencia humana y en el citomegalo-
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virus. @Y También se ha observado en infecciones por virus
herpes simplex (HSV),® demostrdndose una supresidn
de células CD8+. Estudios en ratas depletadas de células
Treg y previamente infectadas con HSV-1 han demostrado
un aumento significativo en la respuesta celular CD8+.2

Por lo tanto, se propone que en las infecciones virales
crénicas existirfa una respuesta amplificada y mantenida de
las células Treg. Esta inhibirfa la respuesta inmune antiviral
de las células CD4+ y CD8+.2*9 S bien la respuesta de
las células Treg podria corresponder a un mecanismo de
prevencién del dafio inmunopatoldgico, finalmente favo-
rece la supervivencia del agente viral y de su persistencia
en el largo plazo.?®

Considerando la condicién de inmunosupresién que
padecen los pacientes con Herpes Labial Recurrente, y la
propiedad inmunomoduladora de la Equindcea purpurea,
se propone a ésta como una alternativa en el manejo del
Herpes Labial Recurrente.

METODOLOGIA

Estudio clinico multicéntrico, prospectivo. pareado
(antes y después), en el que participan pacientes con histo-
ria de Herpes Labial Recurrente, definido como al menos
tres episodios clinicos anuales. Los pacientes fueron reclu-
tados de distintos centros médicos (Centro de Referencia
de Salud Cordillera Oriente, Centro Médico Biomer, Cli-
nica Tabancura, Centro de Salud Familiar de la Municipali-
dad de Vitacura). El diagndstico fue confirmado mediante
Inmunoglobulina G posititiva y corroborado clinicamente
por dermatdlogo especialista al momento del brote clinico.
Este se apoyd en el registro de fotos clinicas (Figuras | y 2).
Se conté con el consentimiento informado de los pacien-
tes y con la aprobacién de Comité de Etica de Investiga-
cién en Seres Humanos, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile.

Figura |. Lesion vesicular perioral.
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Figura 2. Lesién costrosa amarillenta en labio inferior.

Criterios de inclusion: Pacientes de edad entre 18
y 65 afios y con antecedente de HSV-1 labial recurrente
(IgG HSV-1 positiva) con al menos tres episodios clinicos
anuales.

Criterios de exclusion: Antecedentes clinicos de
atopia, asma bronquial,inmunosupresién, trastorno autoin-
mune, sihdrome de inmunodeficiencia adquirida, enferme-
dad del coldgeno, esclerosis multiple, hepatopatfas, diabetes
mellitus, terapia con fdrmacos hepatotdxicos (esteroides
anabdlicos, amiodarona, metotrexato y ketoconazol), far-
macos inmunosupresores, incluyendo corticosteroides.
antecedente de terapia antiviral supresora durante los Ulti-
mos 24 meses, trastornos psiquidtricos o de personalidad,
polifarmacia (mayor o igual a tres medicamentos diarios);
embarazo y lactancia.

Toma de muestras de sangre: Se extrajeron 3 ml de
sangre periférica del antebrazo en tubos EDTA.

Estudio Inmunoldgico: Se analizaron las siguientes
subpoblaciones linfocitarias: linfocitos B (CD 19+), linfocitos
T Totales (CD3+), linfocitos T Helper (CD3+CD4+), linfo-
citos T Supresores Citotdxicos (CD3+CD8+), células NK

CD3-CD56+ (Natural Killer) y células NKT CD3+CD56+
(Natural KillerT cells) y activacién celular (linfocitosT regu-
ladores CD4+CD25+)

Anilisis de la determinacion de subpoblacion linfo-
citaria: Se realiz6 mediante citometria de flujo utilizando
un panel de tres colores. Los anticuerpos (Ac) utilizados
fueron el CD3-FITC/CD|6+56-PE/CD45-TC, CD3-FITC/
CD8-PE/CD45-TC y CD3-FITC/CD4-PE/CDA45-TC. Para
ello, se utilizaron 100 pl de sangre, la cual fue incubada con
los diferentes anticuerpos monoclonales. Después de la lisis
de los glébulos rojos con cloruro de amonio al 1%, las célu-
las se lavaron y se resuspendieron en paraformaldehido al
| %. Se adquirié un total de 10.000 eventos por muestra en
un Citémetro de Flujo Epics-XL Beckmann-Coutter.

Determinaciéon de Linfocitos T CD4+ activados. Se
realizé mediante citometria de fluyjo utilizando un panel
de dos colores. Los Ac utilizados fueron el CD4-FITC y
CD25-PE. Para ello se emplearon 100 ul de sangre incu-
bada con los diferentes Ac monoclonales. Después de la
lisis de los gldbulos rojos con cloruro de amonio al 1%, las
células se lavaron y se resuspendieron en paraformaldehido
al 19. Se adquirié un total de 10.000 eventos por muestra
en un Citdmetro de Flujo Epics-XL Beckmann-Coulter:

Valor de referencia utilizado para células Treg: Para
calcular el tamafio muestral se consideré como rango de
normalidad el recuento de células Treg obtenido a partir
de un grupo de |1 sujetos voluntarios sanos. Este valor
se compard con la media obtenida de los pacientes con
Herpes Labial Recurrente (Tabla 1), alcanzando un p value
< 0,001 con un intervalo de confianza 95% (test estadis-
tico no paramétrico Mann Whitney).

Calculo del tamafio muestral: Se calculé un minimo
de ocho pacientes, considerando una media del recuento
de células CD4+CD25 Treg de sujetos sanos (160 cel),
media del recuento de células CD4+CD25 Treg de pacien-
tes (515 cel), diferencia de media (65), desviacién estdndar
de la media (53,7), poder de 80% y p value < 0,05.

TABLA I.
COMPARACION DEL RECUENTOY PORCENTAJE DE LAS CELULAS TREG CD4+CD25+ EN SUJETOS
SANOSY PACIENTES CON HISTORIA DE HERPES LABIAL RECURRENTE.

Células Treg CD4+CD25+ Sujetos sanos Pacientes con historia p value
de Herpes Labial Recurrente

Media del recuento celular 160 515 < 0,001

(células/mm?)

Porcentaje de la poblacién 7,07 20,6 < 0,001

linfocitaria total (%)
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Poblacion en estudio: Se entrevistd un total de 15
pacientes que cumplieron con los criterios de inclusién.
Tras contar con diagndstico clinico y corroborado con IgG
positiva, se dio inicio al estudio inmunoldgico y posterior
inicio del tratamiento con Equindcea purpurea en dosis de
30 gotas cada ocho horas (dosis aprobada por la FDA) por
un total de siete dfas, sin asociarse otro firmaco durante
estos dfas. Se determind este perfodo como suficiente para
poder observar cambios en las células Treg CD4+CD25+
de acuerdo a estudios inmunoldgicos.® 29 Un paciente
presenté episodio de recurrencia clinica el mismo dia en
que fue citado, entregdndosele ademds terapia antiviral de
Valaciclovir (2 gramos cada 12 horas por 24 horas). Sin
interrumpir el tratamiento de Equindcea purpdrea, también
se realizé el estudio inmunoldgico en este caso.

Seguimiento de pacientes: Al tercer dia los pacientes
fueron contactados telefénicamente para corroborar su
adherencia al tratamiento. Una vez completados los siete
dfas de tratamiento, los pacientes fueron citados nuevamente
para una segunda toma de muestra de sangre. Sin embargo,
tres pacientes no asistieron, por lo que fueron excluidos del
estudio. Finalmente, |12 pacientes completaron el protocolo.
En ellos se compararon los resultados obtenidos antes y
después del tratamiento con Equindcea purpdrea.

Anilisis estadistico: Los resultados se analizaron
utilizando test estadistico no paramétrico de la suma de
los rangos de Wilcoxon (software SigmaStat 3,5), con un

intervalo de confianza de 95% y un p value < 0,05 para
alcanzar significancia estadistica.

RESULTADOS

A partir de la comparacién de los pardmetros inmu-
noldgicos antes y después de recibir Equindcea purpurea
se observé una disminucién significativa del recuento de
las células Treg CD4+CD25+ (suma de los rangos T+: 72,
T- 6, W-:66;Tabla P entre T [12,0,017: 71 y T [12, 0,005]).
En condicidn basal se obtuvo una media de 515 + 145 cel,
mientras que la media después de recibir tratamiento fue
432 + 113 cel, p < 0,005. La diferencia del recuento de
células Treg CD4+CD25+ calculada antes y depués del tra-
tamiento se detalla en laTabla 2. La media de las diferencias
calculadas fue de 68 células (Gréfico I).

El dnico caso que recibié terapia antiviral estandar junto
con la Equindcea purpdrea. presenté un descenso en el
recuento de células Treg CD4+CD25+ de 415 cel a 209 cel
(15,8 a 14%), similar a los resultados del resto de los pacientes.

En cuanto al porcentaje de células Treg CD4+CD25+,
también se observé una tendencia de disminucidén des-
pués del tratamiento con Equindcea purplrea., pero ésta no
alcanzd significancia estadistica (22 + 5,8% antes de recibir
tratamiento y 20,2 + 4,1% después de éste, p < 0,06). No
hubo diferencia estadisticamente significativa al comparar
el resto de las subpoblaciones linfocitarias (Tabla 3).

TABLA 2.
COMPARACION DEL RECUENTO DE LAS CELULAS TREG CD4+CD25+ ANTESY
DESPUES DEL TRATAMIENTO CON EQUINACEA PURPUREA

(células/mm?)

Antes del tratamiento Después del tratamiento p value
con Equindcea purptrea con Equindcea purptrea
Treg CD4+CD25+ 515£ 145 432 £ 113 < 0,005

-25,00

-50,00—

-75,00—

100,00+

125,00

Recuento células Treg

CD4+CD25+
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Grafico 1. Media de la diferencia calculada del recuento de células
Treg CD4+CD25+ obtenida a partir de la comparacién de los resultados
antes y después del tratamiento con Equindcea purpurea.
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TABLA 3.
MEDIA DEL RECUENTO DE LAS SUBPOBLACIONES
LINFOCITARIAS ANTESY DESPUES DEL
TRATAMIENTO CON EQUINACEA PURPUREA
Antes Después p value
CD3 totales 1676 [53] 0,17
CD3+CD56+ 222 135 020
CD3-CD56+ 236 264 0,85
CD56+ 524 400 056
CD4+ 1070 912 1,76
CD8+ 738 519 079
CDI9+ 217 270 017
DISCUSION

De acuerdo a los resuftados, los pacientes con HSV-|
labial recurrente presentaron una respuesta significativa-
mente amplificada de las célulasTreg activadas (CD4+CD25+)
al compararse con sujetos sanos (p < 0,001).

Las células Treg CD4+CD25+ constituyen un grupo
de linfocitos T con efecto en la mantencién de la toleran-
cia periférica y disminucién del riesgo del desarrollo de
patologfas autoinmunes. Este efecto lo alcanzan mediante
la supresién de distintas lineas celulares. Sin embargo, este
efecto supresor impide al sistema inmune responder ade-
cuadamente frente a infecciones. La respuesta amplificada
de las células Treg CD4+CD25+ en pacientes infectados
por HSV-1 se correlaciona con observaciones de estu-
dios cientfficos,?® pero también, con otros agentes virales
como VHC, CMV and VIH.@"2224.27)

Surge, entonces, la hipStesis que plantea que las infec-
ciones virales crénicas inducirfan una activacién y expan-
sién mantenida de células Treg CD4+CD25+, y que éstas
inhibirfan la respuesta inmune antiviral de células CD4+ y
CD8+,@222%) comprometiendo la respuesta inmune pro-
tectora y el prondstico de la infeccién.?’?) Por lo tanto, el
impacto supresor de las células Treg CD4+CD25+ explica-
rfa el deficit inmunoldgico de estos pacientes, favoreciendo
a su vez la sobrevida del virus.

Se ha propuesto que la respuesta adaptativa de las
células Treg CD4+CD25+ podria corresponder inicial-
mente a un mecanismo de prevencién de dafio inmuno-
patoldgico. Estudios in vivo han demostrado el rol de estas
células en la disminucién en el dafio tisular secundario a
infeccién por HSV.?®®  Sin embargo, previene al sistema
inmune de responder adecuadamente ante esta infeccién
y favorece la sobrevida del patégeno, contribuyendo a su
persistencia a largo plazo.@%39
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Lo anterior despierta inquietudes respecto a una
posible asociacidn temporal entre una recurrencia clinica
y el nivel de activacién de las células Treg CD4+CD25+.
:Coincidird la recurrencia clinica con un periodo de mayor
activacién de las células Treg CD4+CD25+? ;Existird aso-
ciacién entre la remisidén clinica y una menor respuesta de
esta linea celular? ;Serd la amplificacién de la respuesta de
las células Treg CD4+CD25+ la responsable de que cier-
tos pacientes sufran de herpes recurrente, mientras otros
no presentan recurrencia clinica a pesar de haber sido
infectados?

Distintos estudios han demostrado que la Equindcea
purpurea presenta la propiedad de estimular la respuesta
inmunoldgica ®>3" y que justificarfa su uso en infecciones
por HS\/.(H,IS, 18)

Tras la administracién de Equindcea purpurea, la res-
puesta de estas células inmunosupresoras disminuyé en
forma significativa (p < 0,007). Sin embargo, no alcanzé
el nivel de los sujetos sanos. En el contexto de una infec-
cidn viral crénica, esto podria traducir la necesidad de esta
subpoblacidn dado su rol preventivo del dafio tisular.

Si bien se podrfa haber inferido que a partir de la
disminucién del recuento de células Treg CD4+CD25+,
sobrevendrfa una disminucidén en la supresién inmunolé-
gica y consecuente reactivacion de la respuesta linfocitaria
antiviral. Sin embargo, en este estudio no se observaron
diferencias significativas en el recuento de las otras subpo-
blaciones linfocitarias. Esto podria explicarse en la duracién
del tratamiento, o bien, que el efecto de las células Treg
CD4+CD25+ sobre las subpoblaciones serfa funcional y
no cuantitativo.

Serfa interesante indagar en la temporalidad de la res-
puesta linfocitaria, es decir; si un tratamiento mds prolon-
gado podrfa evidenciar modificaciones en el resto de las
subpoblaciones.

En suma, los resultados descritos podrfan ser impor-
tantes en el desarrollo de nuevas estrategias inmunote-
rapéuticas contra infecciones virales crénicas, mediante la
estimulacién de la respuesta inmune antiviral a través de la
inhibicién o deplecién de células Treg CD4+CD25+.Lograr
manejar el estado de inmunosupresién inducido por estas
células podria despertar luces en el tratamiento de una
serie de infecciones virales crénicas cuyo prondstico, hasta
hoy, es muchas veces deficiente.

CONCLUSION

Se observé que los pacientes con HSV-I labial
recurrente presentaron una respuesta significativamente
amplificada de las células Treg activadas (CD4+CD25+)
al compararse con sujetos sanos. Este fenédmeno podria
explicar el estado de inmunosupresién de estos pacientes.
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El efecto supresor de estas células sobre las células antivi-
rales CD4+ y CD8+ favorecerfa la sobrevida y persistencia
de este virus.Tras la administracién de Equindcea purpdrea,
la respuesta de estas células inmunosupresoras disminuyd
en forma significativa, dando lugar a una redistribucién lin-
focitaria.
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