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1.- INTRODUCCION

La palabra “inmunidad” es un sustantivo abstracto derivado del adjetivo en latin “in-
mun(itatem)” que significa estar exento de obligacion; aunque se desconoce el nombre del autor
gue empled por primera vez la palabra inmunologia como ciencia de estudio; si se sabe que entre
1906 y 1909 ya aparecia la palabra documentada en ingles (immunology), y muchos siglos antes
los romanos ya la empleaban para los altos cargos politicos, que no estaban obligados a pagar
impuestos.

La inmunodeficiencia es la carencia de funcionalidad ya sea de forma total o parcial del
sistema inmune en humanos o animales, aumentando la susceptibilidad de sufrir una infeccién por
microorganismos patogenos. La pérdida de funcionalidad del sistema inmune puede deberse a
una patologia de caracter autoinmune como por ejemplo en enfermedades tales como el sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (en el afio 2009 afectaba a 33,3 millones de personas en
todo el mundo) (Gresele et al., 2011), la enfermedad de Crohn o el lupus eritematoso sistémico
(del 20 al 50% de los casos con implicacion renal) (Karras, 2011) entre otras; o bien en casos en
los que se induce inmunosupresion a través de tratamientos en la lucha contra el cancer con
radioterapia o inmunoterapia, donde se pretende inactivar el sistema inmune para beneficio
terapéutico (Mellman et al., 2011).

La malnutricibn empeora al desarrollo general y expresion de la respuesta inmune de forma
significativa, siendo una de las principales causas de inmunodeficiencia a nivel mundial (Chandra,
1996). Los acidos grasos presentes en la dieta ademas de servir como sustrato energético para la
célula son capaces de modular el sistema inmune positiva 0 negativamente tanto en la resistencia
a la infeccion por parte del hospedador, como en los procesos inflamatorios que se pueden derivar.

No todos los acidos grasos actuan de igual forma al ser incorporados por las células
eucariotas, los acidos grasos pertenecientes a la serie n-3 o también conocidos como omega-3
presentan propiedades beneficiosas para el sistema cardiovascular, pero muestran deficiencias en
aspectos relacionados con la resistencia contra microorganismos infecciosos pudiendo empeorar la
resistencia del hospedador a dicha infeccion (lrons et al.,, 2003). En cambio, numerosos estudios
han demostrado que el acido oleico y los componentes fendlicos presentes en el aceite de oliva a
los que se les atribuyen propiedades antiinflamatorias, no empeoran la resistencia del hospedador
a la infeccién en humanos y animales de experimentacion (Puertollano et a/., 2007; Puertollano et
al., 2010).


http://dicciomed.eusal.es/lexema/sin-obligacion-lat-cient-inmunidad
http://dicciomed.eusal.es/lexema/sin-obligacion-lat-cient-inmunidad

1.1.- Sistema inmunitario, aspectos generales

Se conoce por sistema inmunitario al conjunto de procesos bioldgicos, fisioldgicos vy
estructuras celulares en humanos y animales que participan en la defensa contra agentes
infecciosos 0 ajenos al interior de la cavidad corporal. Debido a la gran variedad de
microorganismos patdgenos y otras amenazas para la salud, la evolucién ha provisto a humanos
con un sistema inmunitario altamente sofisticado, flexible y potente que actia de forma conjunta

y coordinada dando lugar a la respuesta inmunitaria.

1.1.1.- Inmunidad innata o natural

Este tipo de inmunidad es la primera linea constituida por mecanismos de defensa
celulares, bioquimicos y barreras fisicas frente a los microorganismos patégenos encontrandose
siempre funcional para garantizar una rapida y efectiva respuesta. Las caracteristicas principales
de este tipo de respuesta inmunitaria: i) especificidad frente a estructuras compartidas por grupos
de microorganismos afines (patrones moleculares asociados a patdgenos), ii) diversidad de
actuacion limitada (codificada por la linea germinal), iii) no presenta memoria y iv) falta de

reactividad frente a uno mismo; los principales componentes de la inmunidad innata son:

- Barreras epiteliales y sustancias antimicrobianas producidas en las mismas.
- Células fagociticas (neutrofilos y macrofagos) y linfocitos citoliticos naturales (células NK).

- Proteinas sanguineas como los factores del sistema del complemento y otros mediadores

de la inflamacion.

- Citoquinas que regulan y coordinan la actividad de las células involucradas en este tipo de

respuesta inmunitaria.

1.1.1.1.- Barreras epiteliales

La primera barrera fisica que impide la entrada de microorganismos que pueden ser
potencialmente patdgenos a nuestro organismo, son las superficies de los epitelios en los que se
incluyen la piel y las superficies mucosas de los aparatos respiratorio y gastrointestinal. Los
epitelios presentan la capacidad de producir ciertos péptidos con caracteristicas antimicrobianas
como son las catelicidinas y defensinas, que son distintas desde el punto de vista estructural. Un
estudio reciente sobre mucinas en superficies mucosas (Kim, 2012) revela la importancia de estas

como barreras ante infecciones respiratorias aéreas.



Las defensinas (Lehrer y Lu, 2012) son pequefios péptidos catiénicos de 29 a 34
aminoacidos y que se clasifican en tres familias a, B y ¢ segun la localizacién de los puentes
disulfuro; se producen en células epiteliales de la superficie de mucosas respiratorias, intestinales
y de la piel; también en leucocitos que contienen granulos como los neutrdfilos, que en la
actualidad se relacionan con procesos de alergia y asma (Vega et al., 2011); linfocitos NK y los
linfocitos T citotdxicos; ejerciendo todos una actividad téxica frente a hongos, bacterias y
microorganismos. Las catelicidinas proceden de una proteina precursora de 18 KDa conformada
por dos dominios, son producidas por neutrofilos y distintas barreras epiteliales como la piel, las
mucosas digestivas y respiratorias; después de la proteolisis que puede estimularse por accion de
las citoquinas de la inflamacién o distintos productos microbianos, la proteina precursora da lugar

a dos péptidos funcionales con toxicidad frente a un amplio rango de microorganismos.

1.1.1.2.- Tipos celulares de la respuesta inmune innata

La mayoria de células que participan en este tipo de respuesta son producidas en la médula
Osea y son transportadas a través del torrente sanguineo hasta los tejidos donde actian; se
incluyen los neutroéfilos, macrofagos y células dendriticas.

Los neutrofilos o también leucocitos polimorfonucleares con el nucleo multilobulado
conectado entre si, presentan un didmetro de 12-15 pm y su funcion principal es la fagocitosis y la
destruccion inicial de los microorganismos. Los neutrdéfilos albergan en su citoplasma dos tipos de
granulos, los especificos que contienen enzimas como la colagenasa, lisozima o elastasa; y
granulos azurdfilos que son lisosomas que contienen enzimas y sustancias antimicrobianas. Este
tipo celular presenta una vida media en sangre de 6 horas después mueren por apoptosis y son
fagocitados por macréfagos residentes en higado o bazo. Los neutréfilos migran hacia los focos de
infeccion en pocas horas desde la entrada de los microorganismos al organismo, al penetrar en
tejidos funcionan unas pocas horas y después mueren; la producciéon de neutréfilos se ve
aumentada por la accion del factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF). Los
neutrofilos colaboran con plaquetas para atrapar y erradicar bacterias patdgenas (Harding y
Kubes, 2012).

Los macroéfagos son los mediadores mas antiguos de la inmunidad innata, proceden de un
tipo de células que se encuentran en sangre periférica y no estan del todo diferenciadas; son los
monocitos con un diametro de 10-15 pm, nucleo con forma arrifionada y un citoplasma con

lisosomas, vacuolas fagociticas y un citoesqueleto filamentoso. Al penetrar en tejidos las células



maduran y se convierten en macrofagos. Los macrofagos especificos de tejidos reciben un nombre
distinto como por ejemplo las células de Kupffer en el higado que secretan interleuquinas (IL) y
factor de necrosis tumoral (TNF) (Seki et al, 2011), macréfagos alveolares en el pulmon,
osteoclasto en hueso o los microgliocitos en el sistema nervioso central. Son las células efectoras
dominantes en las Ultimas etapas de la respuesta inmunitaria innata. Los macréfagos tienen la
capacidad de estimularse y producir distintas citoquinas en presencia de lipopolisacarido (LPS) de
bacterias Gram negativas (Rossol et a/., 2011).

Las células citoliticas naturales o Natural Killer (NK) son un subconjunto de linfocitos
procedentes de la médula 6sea que constituyen entre el 5% y 20% de las células mononucleares
presentes en el bazo y en la sangre, no son frecuentes en otros organos linfaticos periféricos. Sus
precursores en la médula 6sea tienen aspecto de linfocitos grandes con numerosos granulos
citoplasmaticos; no son linfocitos T ni B y no expresan receptores del antigeno de distribucion
clonal como las inmunoglobulinas o los presentes en linfocitos T. En la respuesta inmunitaria
innata destruyen a células infectadas por microorganismos por la accion de mecanismos liticos y
mediante la secrecion de interferon (IFN-y) que activa a los macrofagos para eliminar los
microorganismos ingeridos. La activacion de los linfocitos NK esta regulada por un equilibrio entre
los receptores activadores e inhibidores que reconocen moléculas sobre la superficie de otras
células; las sefales activadoras quedan bloqueadas por las sefiales inhibidoras con el fin de
impedir el dafio a células normales. El conjunto de receptores activadores de los linfocitos NK
reconocen un grupo heterogéneo de ligandos que son expresados por células que estan
infectadas por virus (Vidal et al, 2011) u otros microorganismos intracelulares o que estan
dafadas. Los linfocitos NK reconocen las células y destruyen aquellas que han quedado cubiertas
por los anticuerpos, a dicho proceso se le conoce como citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos. Las citoquinas interleuquina 12 (IL-12) y la interleuquina 15 (IL-15) estimulan la
proliferacion y actividad de linfocitos NK; la IL-12 procede de los macrofagos e induce la
produccién de IFN-y por parte del linfocito NK, la IL-15 se produce en macréfagos y en otros
muchos tipos celulares y es un factor de crecimiento para las linfocitos NK. Las concentraciones
elevadas de IL-2 también favorecen la actividad de este tipo de linfocitos (Zwiner y Domaica,
2010).

Los linfocitos NK destruyen las células infectadas a través de la accion de unos granulos
proteicos que se encuentran en su citoplasma, al activarse ocurre la exocitosis de las proteinas en

las inmediaciones de las células diana. Existen dos tipos de proteinas en los granulos una de ellas



es la perforina, que facilita la entrada de otras proteinas conocida como granzimas al citoplasma
de las células diana; la granzimas son enzimas que activan la apoptosis en células diana (Wang y
Weng, 2011).

Las células dendriticas derivan de precursores ubicados en la médula ésea, presentan
propiedades fagociticas y se encuentran en tejidos linfaticos, el epitelio de mucosas y el
parénquima de los érganos. Tienen un importante papel en la respuesta inmunitaria innata a las
infecciones y en su vinculacion con la respuesta inmunitaria adaptativa ya que expresan
receptores para el reconocimiento de patrones; ademas reconocen virus endocitados y producen
interferones con potente actividad antivirica (Frank et al., 2012). Existen dos subconjuntos de
células dendriticas, las células dendriticas mielociticas que tienen una alta capacidad de estimular
respuestas intensas de los linfocitos T y las plasmociticas, que presentan un aspecto similar a las
células plasmaticas cuando se encuentran en estado inmaduro y al activarse adquieren aspecto
dendritico; se encuentran en la sangre en forma de precursores y en bajo numero en los 6rganos
linfaticos. Las células dendriticas inmaduras residentes en epitelios y tejidos captan antigenos de
naturaleza proteica dandose la maduracién de la célula dendritica y los transportan hasta ganglios
linfaticos de drenaje; este tipo de ceélulas presenta la capacidad de expresan dos tipos de
receptores especificos en su superficie. Receptores de tipo fo// que reconocen moléculas de origen
microbiano y activan a linfocitos para que inicien su maduracion y expresen citocinas (Schmid et
al., 2011). El receptor CCR7 especifico de quimiocinas producidas en las zonas T de los ganglios
linfaticos, también es expresado por linfocitos T virgenes. La expresion de dicho receptor se debe
a que las células dendriticas se activan debido a la presencia de microorganismos, la produccion
de citocinas a nivel local como el factor de necrosis tumoral (TNF) y la pérdida de adhesion a los
epitelios.

Las células dendriticas presentan caracteristicas que las hacen ser las células presentadoras

de antigenos mas eficaces para desencadenar la respuesta primaria por parte de los linfocitos T:
12) Presentan una localizacion estratégica en los principales lugares de entrada de
microorganismos y en érganos diana para microorganismos infecciosos.

22) Expresan receptores que les confieren la capacidad de capturar agentes extrafos.

32) Migran preferentemente a zonas T de ganglios linfaticos en donde circulan los linfocitos

T virgenes en busca de antigenos extrafios a los que unirse.



42) Las células dendriticas maduras expresan moléculas coestimuladoras necesarias para la

activacion de los linfocitos T virgenes.

Las células dendriticas Natural Killer (DCNK) parecen ser las principales fuentes iniciales de
IFN-gamma en el comienzo de una infeccion con L. monocytogenes; las células DCNK a diferencia
de células NK, presentan una gran produccién temprana de la anterior molécula durante la

infeccion (Plitas et al., 2007).

1.1.1.3.- Inflamacion

La inflamacidbn es una compleja reaccion en los tejidos vascularizados del sistema
inmunitario, consiste en la acumulacion y la activacion de leucocitos y proteinas plasmaticas en un
punto de infeccion, de exposicion a toxinas o de lesion celular. La inflamacion inmune es
consecuencia de una respuesta inmunitaria adaptativa al antigeno. El infiltrado celular en el lugar
de la inflamacién contiene células del sistema inmune innato (neutrofilos y macrofagos) reclutados
por accion de citoquinas producidas por linfocitos T. Los cambios que se producen en los
leucocitos y en el endotelio vascular estan mediados por las interacciones moleculares entre las
moléculas de adhesion del endotelio (selectinas y ligandos de integrinas) y receptores especificos
de los leucocitos (ligandos de selectinas e integrinas). Los leucocitos inactivados experimentan un
proceso de rodamiento en el endotelio y tiene lugar las uniones entre los ligandos de selectinas
del leucocito y las selectinas endoteliales; el rodamiento depende de las interacciones selectina-
ligando pero en células T y eosinofilos puede originarse una union y un rodamiento independiente
a selectinas por unién de la integrina VLA-4 con la molécula de adhesion vascular 1 (VCAM-1).

Los leucocitos se activan por accion de las quimiocinas, reordenan sus citoesqueletos y

pasan a tener una forma mas aplanada y mayor movilidad, lo que permite que las integrinas se
unan a sus ligandos endoteliares.
A continuacién se da una adherencia estable de los leucocitos al endotelio por medio de la unién
de integrinas de gran afinidad a sus ligandos (molécula de adhesion intercelular ICAM-1 y
molécula de adhesion vascular VCAM-1), cuya expresion aumenta por accién de las citoquinas de
la inflamacion.

En dltimo lugar ocurre la transmigracion de los leucocitos a través de las uniones entre las
células endoteliales de la pared vascular. Una vez que el leucocito se encuentra en el tejido, migra
empleando sus integrinas para introducirse en la red de fibrina o fibronectina formada a partir de

las proteinas plasmaticas extravasadas.



En el proceso inflamatorio también participan los linfocitos T virgenes, estos quedan
retenidos en gran numero en los ganglios linfaticos responsables de drenar un foco infeccioso o
inflamatorio; los mecanismos responsables en esta retencion pasajera de los linfocitos T son las
citocinas del sistema inmunitario innato interferédn (IFN) a y B. En la actualidad se ha confirmado
la existencia de multiples mecanismos para una elevada y rapida produccion de IFN-gamma en
infecciones con el patégeno intracelular L. monocytogenes (Bou Ghanem et al, 2009). Se

diferencian dos tipos de inflamacion:

- Aquda
Su duracion es relativamente corta (minutos, horas o dias), se caracteriza por un inicio

rapido, exudado de fluidos plasmaticos (proteinas, fibrinas y leucocitos) y migracion de
neutréfilos. Los neutréfilos son importantes fuentes de leucotrienos (LT) y prostaglandinas (PG)
(Wright et al., 2010); el LTB4 se produce a partir del acido araquidénico (ARA) por accion de las
enzimas lipoxigenasas y es un quimioatrayente que promueve la adhesion y migracion de
neutrofilos (Hallett et al., 2008); la PGE2 también deriva del ARA pero por accion de la enzima
ciclooxigenasa y tiene principalmente un efecto antiinflamatorio en neutréfilos y retrasando la
apoptosis en los mismos (Ottonello et a/., 1998). Los neutrofilos sintetizan y secretan IL-8 en
respuesta a multiples estimulos tales como el TNF-a y el factor estimulador de colonias
granulocito-macrofago (GM-CSF) (Fujishima et al., 1993), ademas neutréfilos activados sintetizan
IL-1, IL-1RA, IL-6, IL-12, TFG-B, TNF-a y oncostatina M (Cassatella, 1999; Cross et al., 2004).

- Crénica

Puede durar semanas, meses 0 afos; histolégicamente se caracteriza por el infiltrado de
linfocitos, macrofagos y células plasmaticas con la proliferacion de vasos sanguineos y tejido
conectivo (la formacion de tejido fibroso prevalece sobre el exudado de fluido). Un aspecto
importante es la diferenciacion en los 6rganos linfaticos periféricos de los linfocitos T virgenes a
células efectoras, la salida de linfocitos activados se rige por la via del 1-fosfato-esfingosina (S1P);
se trata de un factor quimiotactico lipidico que se encuentra en altas concentraciones en sangre, y
se une a un receptor especifico de linfocitos T acoplado a la proteina G (S1P1). Los linfocitos T
efectores expresan moléculas de adhesiéon y receptores de quimiocinas que se unen a ligandos
especificos de células endoteliales en focos inflamatorios periféricos. Las citocinas que participan

en los procesos inflamatorios pueden resumirse en la siguiente tabla (Tabla 1).



Tabla 1. Resumen de citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, asi como trabajos donde se estudian o

cuantifican.
(_thoqumas_ Fuente Diana Con_set;u_enmas Citas
proinflamatorias biolégicas
Activacion
Células endoteliales. (inflamacién y
Neutrofilos. coagulacion) fiebre y
TNF-a Macréfagos. Hipotalamo. sintesis de proteinas |3,71,52,
Linfocitos T. Higado. de la fase aguda, 252,241
Mdsculo. catabolismo
Muchos tipos celulares (caquexia) y
apoptosis.
. Activacion
Macrofagos . . . -
Células endoteliales Células endoteliales. (inflamacién y
IL-1 . Hipotalamo. coagulacién) fiebrey |68, 196, 280
Algunas células . ) . .
- Higado. sintesis de proteinas
epiteliales.
de la fase aguda.
Activacion,
L2 Linfocitos T Linfocitos T/B. proliferacién, aumento 17, 81, 195,
Linfocitos NK. de la sintesis de 317, 343
citocinas.
Activacién y aumento
Linfocitos T CD4+ o de la produccionen 56 4¢,
IL-5 Eosindfilos y linfocitos B. | eosindéfilos y
TH2 . y 290
proliferacién de
linfocitos B.
Sintesis de proteinas
Macréfago células Higado de la fase aguda y 130, 173,
IL-6 endoteliales Lir?focifos B proliferacién de 234, 249,
Linfocitos T. ' linfocitos productores | 308
de anticuerpos.
Neutréfilos. Quimiotaxis en
Macroéfagos Células endoteliales. neutroéfilos y
. . . S 91, 216,
IL-8 Células endoteliales Macrofagos participacién como
- o . . 225, 226
Células epiteliales. Mastocitos . mediador en la
Queratinocitos. inflamacién.
Diferenciacién a TH1
de linfocitos T,
IL-12 Macréfagos células  Linfocitos T. aumento de la 22’1221’ 241,
dendriticas Linfocitos NK. actividad citotoxica y
sintesis de IFN-y.
Activacion de
Linfocitos NK Macréfagos. macréfagos, cambios | 139, 211,
IFN-y Linfocitos T CD8+ Linfocitos T/B. de isotipo en linfocitos | 221,
TH1. Diversas células. B y diferenciacion a 241, 340
TH1

Abreviaturas: IFN-y, interferon gamma.




__C|tocmas . Fuente Diana Consecuencias bioldgicas Citas
antiinflamatorias
Cambio de isotipo en linfocitos B a
Linfocitos T Linfocitos T/B. IgE. Diferenciacion de linfocitos Ta 65, 173, 217,
IL-4 CD4" TH, Macrofagos TH> Inhibicién de la activacion de 274 296
Mastocitos. Mastocitos. macréfagos por medio de IFN-y. '
Proliferacién (in vitro) de mastocitos.
ngg:g)gso.f_ Macrofago. Inhibicion de la sintesis de IL-12 y de
IL-10 Células expresion de coestimuladores del 218, 231, 315
(sobre todo o
dendriticas. CPH de clase IlI.
reguladores)
Linfocitos T Linfocitos B. Cambio de isotipo en Imfomt_qs Ba
cD4* TH células IgE. Aumento de la produccion de
IL-13 : 2 o moco en células epiteliales. Aumento 92, 218, 273,
Linfocitos T epiteliales. ; . )
; de la sintesis de colageno en 331
NK Fibroblasto. fibroblastos y macroéfagos
Mastocitos. Macréfagos. y gos.
Estimulacion de monocitos por
Familia de Monocitos accion conjunta junto a LPS o GM-
IL-19 citoquinas de . o CSF. Importante papel en 8, 94, 129
Linfocitos T/B. )
IL-10. enfermedades inmunes como el
asma o la psoriasis.
IL-23 ?:/I;irlgzagos Linfocitos T Inhibicion de los linfocitos TH1. 182. 200. 281
o Linfocitos NK. Sintesis de IFN-y en linfocitos NK. ' ’
dendriticas.
Inhibicion de la proliferacion de
. . funciones efectoras en linfocitos T.
Linfocitos T : . o . .
Macréfagos Linfocitos T/B Inhibicion de la proliferacion y
TGF-B Otros tinos Macrofagos sintesis de IgA en linfocitos B. 6, 19, 67
P Fibroblastos Inhibicion de la activacion de
celulares. . , .
macréfagos. Aumento de la sintesis
de colageno en fibroblastos.

Abreviaturas: IFN-y, interferén gamma. CPH, complejo principal de histocompatibilidad. Ig E, inmunoglobulina E. LPS, lipopolisacérido. GM-

CSF, factor estimulador de las colonias granulocitos- monocitos. Ig A, inmunoglobulina A.

En el proceso de la inflamacion también intervienen las moléculas de adhesion, que se
encuentran en las superficies celulares y tienen como funcion favorecer las interacciones
adhesivas con otras células sobre una matriz extracelular. Los leucocitos expresan diversos tipos
de moléculas de adhesién (integrinas, selectinas y miembros de las superfamilias de
inmunoglobulinas), estas tienen un papel decisivo en la migracion y activacion celular en las
respuestas inmunes innata y adaptativa. Desde el punto de vista de los procesos inflamatorios e
infecciosos las moléculas de adhesion mas interesantes son las VCAM-1 o CD106 (Vanderstocken
et al., 2010) e ICAM-1 o CD45 (Shi et al, 2010), ambas son consideradas marcadores de

activacion endotelial (Frijns et al., 1997) y pertenecen a la familia de las inmunoglobulinas con
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dominios extracelulares de tipo inmunoglobulina en namero variable; son ligandos de integrinas
permitiendo la adhesion entre leucocitos y endotelio. La selectina E o CD62E (Lee et al., 2010), se
expresa en células endoteliales activadas y pertenece a la familia de las selectinas con un dominio
extracelular de tipo lectinas que le confiere la actividad adhesina, tienen un papel fundamental en

la unién de neutréfilos y linfocitos con el endotelio vascular.

Las quimiocinas (citocinas quimiotacticas) forman una amplia familia de proteinas de 8 a
10 Kda, sus funciones se relacionan con la motilidad celular durante el desarrollo, el
mantenimiento tisular y tienen funcion quimioatrayente en respuestas inmunitarias e
inflamatorias. La caracteristica bioquimica comdn en este tipo de moléculas es la conservacion de
cuatro residuos de cisteina que se unen formando dos puentes disulfuro; dependiendo de si las
dos primeras cisteinas estan juntas o separadas se originan dos tipos de familias. En las
guimiocinas CC los residuos de cisteina se encuentran juntos, y en las CXC, las cisteinas estan
separadas por otro aminoacido; ademas existen dos quimiocinas que no se incluyen en las
anteriores familias, la linfotactina y la fractalkina. Dentro de la familia de quimiocinas CC
encontramos tres que estan muy relacionadas con los procesos inflamatorios e infecciosos y
tienen como funcion la atraccién de poblaciones mixtas de leucocitos. La proteina inflamatoria de
macréfagos 1-a CCL3 (MIP-1a) (Narni-Mancinelli et al., 2007) esta producida por distintos tipos
celulares como macréfagos (especialmente en presencia de endotoxinas bacterianas), células
dendriticas y linfocitos; sus dianas son macrofagos, neutrofilos, eosinofilos, basoéfilos y
fibroblastos; tiene como principal funcion el reclutamiento y activacion de leucocitos
polimorfonucleares; también induce la sintesis y liberacion de otras citoquinas pro-inflamatorias
(IL-1, IL-6 y TNF-a). La proteina quimioatrayente de monocitos 1 CCL2 (MCP-1) (Gu et al., 1997)
producida por macréfagos activados, monocitos, fibroblastos y queratinocitos; sus dianas son
monocitos, células T, dendriticas, eosinéfilos, basofilos y NK; su funcion principal es activar a
monocitos para llegar a tejidos y dar macréfagos. La quimiocina expresada y secretada por el
linfocito T normal en funcion de su grado de activacion (RANTES) o CCL5 (Koppe et al., 2012) es
producido por linfocitos T, células endoteliales y plaquetas; se trata de una quimiocina para
monocitos, células T, dendriticas, NK, basoéfilos y eosinéfilos; también activa las desgranulacion de

granulocitos.

11



A nivel fisiolégico en la respuesta inflamatoria se produce enrojecimiento, calor, hinchazon y
dolor, esta sintomatologia refleja los tres tipos de cambios que se producen de forma coordinada

en los vasos sanguineos locales:

a) Aumento del didmetro vascular y aumento del flujo local sanguineo dando lugar al

enrojecimiento y el calor.

b) Activacion de células endoteliales resultando en una mayor produccion de citoquinas y
moléculas de adhesion; de dicha forma se facilita la union de leucocitos circulantes, su
reclutamiento y activacion. Esto conlleva la salida de neutrofilos al foco de la inflamacion

ayudando asi a macrofagos locales en su funcién.

¢) Aumento de la permeabilidad vascular favoreciéndose la salida a los tejidos de células y
proteinas que llegan al lugar de la inflamacion donde se acumulan. En dicha etapa se

produce la hinchazon y dolor.

1.1.2.- Inmunidad adaptativa o especifica

Se trata de un tipo de inmunidad a cargo de los linfocitos y estimulada por la exposicion a
los agentes infecciosos, a diferencia de la inmunidad innata se caracteriza por una alta
especificidad frente a las distintas macromoléculas, asi como por su memoria o capacidad de
responder con una mayor intensidad tras la exposicion repetida al mismo patdgeno. El sistema
inmune adaptativo tiene la capacidad de reconocer y reaccionar frente a una gran cantidad de
sustancias microbianas y no microbianas, este tipo de inmunidad lleva a cabo tres estrategias para

eliminar la mayoria de microorganismos en los casos de infeccion:

- Los anticuerpos segregados se unen a los microorganismos extracelulares, bloquean su
capacidad para infectar las células del huésped favoreciendo asi la ingestibn por los

fagocitos y su posterior destruccion.

- Los fagocitos ingieren a los microorganismos y los destruyen, los linfocitos T cooperadores

fomentan sus capacidades microbicidas.

- Los linfocitos T citoliticos o citotoxicos (LTC) destruyen células infectadas que son

inaccesibles a los anticuerpos.

Una de las principales caracteristicas del sistema inmune adaptativo es la produccion de
una gran cantidad de linfocitos durante su maduracion y tras recibir una estimulacion antigénica,

entre ellos elige a las células mas aptas para combatir a los microorganismos infecciosos.
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1.1.2.1.- Especificidad y diversidad en la inmunidad adaptativa

Es la responsable de que los distintos antigenos den lugar a respuestas especificas,
también ocurre con distintas porciones de un complejo proteinico, un polisacarido o cualquier otro
tipo de macromolécula. Cada linfocito expresa receptores de membrana capaces de distinguir
entre pequefias diferencias estructurales de antigenos distintos. El repertorio linfocitico es el
numero total de especificidades antigénicas que presentan los linfocitos de una sola persona, se
estima que es capaz de distinguir entre 10’ y 10° determinantes antigénicos diferentes. La
diversidad permite que el sistema inmunitario responda a una amplia variedad de antigenos, surge
de la variabilidad que posee la estructura de los lugares de union antigénica en los receptores

linfociticos destinados a los antigenos.

1.1.2.2.- Memoria de la inmunidad adaptativa

La memoria da lugar a una amplificacion de las respuestas después de producirse una
reexposicion al mismo antigeno. Las respuestas a una segunda exposicion o sucesivas (repuestas
inmunitarias secundarias) suelen ser mas amplias y rapidas que la respuesta primaria al antigeno;
cada exposicion repetida a un antigeno amplia el clon de linfocitos especificos dirigidos contra el
mismo. La estimulacion de linfocitos virgenes por un antigeno da lugar a células de memoria

longevas con caracteristicas especiales para aumentar la eficiencia en la respuesta inmune.

1.1.2.3.- Especializacion en la inmunidad adaptativa

Genera respuestas inmunes Optimas diferentes y especiales para la defensa frente a
diferentes tipos de microorganismos. Debido a dicha caracteristica la inmunidad humoral y celular
son estimuladas por distintos tipos de microorganismo patégenos o por las diferentes fases de la
infeccion (intracelular o extracelular); cada tipo de respuesta inmunitaria protege al huésped de

forma especifica y concreta segun el tipo de microorganismo o la fase de la infeccidn.

1.1.2.4.- Contencion y homeostasis de la inmunidad adaptativa

Esta caracteristica permite al sistema inmunitario responder al contacto con antigenos
nuevos. Las respuestas inmunitarias normales disminuyen con el paso del tiempo tras la
estimulacion con el antigeno, de esta forma el sistema inmunitario recupera su estado basal de
reposo (homeostasis). La contencidn de las respuestas inmunitarias ocurre porque las
reacciones que desencadenan los antigenos para su eliminacion suprimen el estimulo necesario
para la supervivencia y activacion de los linfocitos, lo que da lugar a que estos mueran por

apoptosis.
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1.1.2.5.- Ausencia de autorreactividad en la inmunidad adaptativa

Es una de las propiedades mas destacadas y evita la produccion de lesiones en el
hospedador durante las respuestas a los antigenos extrafios. La insensibilidad inmunitaria se
denomina tolerancia, la tolerancia frente a los antigenos propios o autotolerancia se conserva por
diversos mecanismos; el objetivo es la eliminacion, inactivacion funcional o muerte de aquellos
linfocitos que expresen receptores especificos frente a antigenos propios es decir que sean
autorreactivos. Las enfermedades autoinmunes se originan de alteraciones que afectan a la
induccion o a la conservacion de la autotolerancia dando lugar a respuestas inmunitarias contra

antigenos propios.

1.1.2.6.- Tipos celulares en la respuesta inmune adaptativa

Los linfocitos son las células encargadas del reconocimiento de antigenos extrafios de
forma especifica y de la respuesta frente a ellos, son los mediadores de la inmunidad celular y
humoral; existen dos poblaciones linfocitarias, los linfocitos B y los linfocitos T. Los linfocitos B
son las unicas células productoras de anticuerpos; reconocen a los antigenos extracelulares y se
diferencian en células plasmaticas secretoras de anticuerpos, de esta manera actlan como
mediadores de la inmunidad humoral. Las principales funciones efectoras de los linfocitos B son la

neutralizacion de los microorganismos, la fagocitosis y la activacion del sistema del complemento.

Los linfocitos T son células de la inmunidad celular, reconocen los antigenos de los
microorganismos intracelulares, destruyen a dichos patdégenos o a las células infectadas por los
mismos y no producen anticuerpos. Las moléculas de membrana que reconocen a los antigenos
para los linfocitos T, son distintos de estos pero con una estructura afin; ademas presentan una
especificidad restringida hacia los antigenos, reconociendo y respondiendo a los antigenos de
membrana de las superficies celulares pero esto no ocurre con antigenos solubles. Existen dos
poblaciones bien caracterizadas de linfocitos T, los linfocitos T cooperadores y los linfocitos T

citoliticos o citotoxicos (LTC).

Los linfocitos T cooperadores tienen como funciones efectoras la activacion de macréfagos,
la inflamacién y la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos T y B; los LTC tienen como
funcién efectora la destruccién de las células productoras de antigenos extrafios, como son las
infectadas por virus o por otros patdgenos intracelulares.

Otras poblaciones linfocitarias son los linfocitos T reguladores que tienen como principal

funcidon la reduccién y/o inhibicion de la respuesta inmunitaria.; y los linfocitos citoliticos
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naturales (NK) que presentan como funcion principal la inmunidad innata frente a virus y otros
microorganismos intracelulares. Las distintas clases de linfocitos se distinguen por la expresion de
proteinas de superficie denominadas moléculas CD que estan numeradas.

Las células presentadoras de antigenos (CPA) en el inicio de la respuesta inmunitaria
adaptativa llevan a cabo la captacion de antigenos y su exposicién ante unos linfocitos especificos;
las mas especializadas son las células dendriticas que atrapan a los antigenos microbianos
procedentes del exterior, los transportan hasta los érganos linfaticos y los presentan ante linfocitos
T virgenes que desencadenan las respuestas inmunitarias. La activacion de los linfocitos por parte
de los antigenos da lugar a la puesta en marcha de numerosos mecanismos destinados a
eliminarlos; las células efectoras tienen como funcion principal la eliminacion de los
microorganismos, dos ejemplos de células efectoras en sus distintas modalidades son los linfocitos

T activados y los fagocitos mononucleares.

1.1.2.7.- Inmunidad celular

Los linfocitos T cooperadores CD4 proliferan tras su activacion y se diferencian en
células efectoras con funciones que dependen de las citocinas segregadas. Como primera
respuesta se secreta IL-2 que es un factor de crecimiento que actia en linfocitos activados
estimulando la expansion clonal de los mismos. Parte de la descendencia se diferencia a células
efectoras con distintas funciones y citocinas secretadas, estas células abandonan los 6rganos
linfaticos y se dirigen a focos de infeccion asociados a inflamacion. Cuando estas células efectoras
diferenciadas se encuentran de nuevo con los microorganismos asociados a las células, se activan
para la eliminacion de las mismas. Algunos linfocitos T cooperadores CD4 secretan IFN-y que es
un potente activador de macrofagos y estimula en estos la produccion de sustancias microbicidas;
también pueden secretar citocinas que estimulan la produccion de inmunoglobulina E (Ig E) que
activa a eosindéfilos para eliminar parasitos demasiado grandes cuando la fagocitosis no es
efectiva. Ademas este tipo de linfocitos pueden estimular las respuestas de los linfocitos B.

Los linfocitos T CD8 activados proliferan y se diferencian a LTC que destruyen células con
microorganismos en su interior (virus o bacterias ingeridas por macréfagos que escapan de
vesiculas fagociticas y llegan al citoplasma); con la desaparicion de células infectadas los LTC

eliminan los reservorios de la infeccion.
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1.1.2.8.- Inmunidad humoral

Se trata de un tipo de respuesta inmunitaria adaptativa mediada por los anticuerpos
producidos por los linfocitos B, siendo el principal mecanismo de defensa contra los
microorganismos y sus toxinas. Los linfocitos B se activan, proliferan y se diferencian a células
secretoras de anticuerpos que cumplen distintas funciones; la respuesta de los linfocitos B a los
antigenos proteinicos requiere de una sefial activadora por parte de los linfocitos T CD4. Tras la
ingestion y degradacion de los antigenos proteicos por parte de los linfocitos B; estos exponen sus
péptidos ligados a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (CPH) para que sean
reconocidos por los linfocitos T cooperadores, que finalmente activan a los propios linfocitos B.
Parte de la descendencia de los clones expandidos de los linfocitos B se diferencian en células
plasmaticas secretoras de anticuerpos; los lugares de unién de los anticuerpos coinciden con los
lugares de union iniciales del linfocito B al antigeno. La maduracion de la afinidad es un
proceso que mejora la calidad de la respuesta inmunitaria humoral, ocurre cuando los linfocitos T
cooperadores estimulan la produccion de anticuerpos con mayor afinidad por el antigeno. La
activacion inicial de los linfocitos genera células de memorias longevas que sobreviven afios
después de la infeccion, es lo que se conoce como memoria inmunoldgica; estas ceélulas
poseen una amplia reserva de linfocitos especificos frente a un antigeno y responden con mayor
rapidez y eficacia que las células indiferenciadas.

Los linfocitos B inmaduros son transportados a través de la sangre desde la médula Osea
hasta la pulpa roja del bazo, en este 6rgano maduran hasta convertirse en linfocitos B foliculares o
linfocitos B de la zona marginal. Los primeros migran hacia la pulpa blanca por un proceso
dependiente de integrinas en la que esta implicada de manera directa la quimiocina CXCL13; una
vez completada la maduracién en la pulpa blanca esplénica regresan a la circulacion alojandose en
ganglios linfaticos y tejidos linfaticos de mucosas. Cuando los linfocitos B virgenes entran en el
estroma de los organos linfaticos secundarios viajan hasta los foliculos donde se encuentran con
antigenos y quedan activados. Las subpoblaciones de linfocitos B que expresan determinados
tipos de anticuerpos emigran desde los organos linfaticos secundarios hacia los tejidos especificos,
de tal forma los linfocitos B activados segregan diferentes tipos de anticuerpos denominados
isotipos con diversas funciones efectoras. Se debe destacar que los linfocitos B secretores de 1gG
son atraidos por diversos tejidos hacia los focos de inflamacion crénica atribuyéndose también la
unién de VLA-4, VCAM-1 y CXCL10 entre otras quimiocinas en la superficie endotelial de los

mismos. Los anticuerpos son producidos por linfocitos B y células plasmaticas en los 6rganos
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linfaticos y la médula 6sea, después entran en la sangre y se dirigen a lugares donde hay
antigenos. La mayoria de anticuerpos en el suero tienen una vida media de tres semanas, pero
ciertas células plasmaticas pueden emigrar a la médula 6sea y vivir durante afios sin dejar de
producir anticuerpos en concentraciones bajas. Estos anticuerpos secretados por células longevas
proporcionan una respuesta inmediata frente a una reexposicion al microbio (memoria
inmunoldgica). Los anticuerpos sintetizados en los tejidos linfaticos asociados a las mucosas son
transportados a través de las barreras epiteliales a hacia la luz de los 6rganos mucosos.

Los polisacaridos y los lipidos estimulan la produccién de inmunoglobulina M (IgM), los
antigenos proteinicos segun los linfocitos T cooperadores pueden estimular la produccion de IgG,
IgA o IgE.

Este tipo de respuesta combate a los microorganismos patégenos de mdultiples formas; los
anticuerpos IgG suelen recubrir a los microorganismos “marcandolos” antes de su fagocitosis, ya
gue los neutrofilos y macrofagos (fagocitos) expresan receptores para las colas de las I1gG. La
mayor parte de la IgG del suero de un individuo normal es secretada por células productoras de
anticuerpos de vida larga, que son inducidas por la exposicién a diversos antigenos a lo largo de la
vida del individuo. Algunos anticuerpos presentan unas funciones determinadas especiales en
puntos anatomicos concretos, como son los casos de la IgA y la 1gG.

La IgA suele encontrarse también en los epitelios mucosos y se encarga de neutralizar
microorganismos a la luz de las vias respiratorias o el tubo digestivo entre otras ubicaciones. La
IgG pasa al feto por transporte activo a través de la placenta con la finalidad de proteger al recién

nacido hasta que madure su sistema inmunitario.

Linfocito B activado

A Fagocitosis de microorganismos con

x \ fragmentos del complemento (C3b)
Activacion del - § | iqis de microorganismos

AcC complemento

Opsonizacion y fagocitosis de microorganismos

Neutralizacién de microorganismos y toxinas.
Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

Inflamacion

Figura 1. Funciones efectoras de los anticuerpos (Ac) producidos por los linfocitos B, dichas funciones
efectoras pueden ser llevadas a cabo por distintos isotipos de anticuerpos. Adaptado de Abbas,

Lichtman y Pillai (Inmunologia celular y molecular, 62 edicion).
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Los anticuerpos contra los microorganismos y las toxinas microbianas se encargan de
bloquear la union de los mismos a los receptores celulares, inhibiendo o “neutralizando” asi la
infeccién por parte de los microorganismos. La mayor parte de los anticuerpos neutralizantes en la
sangre son del isotipo 1gG e IgA en el caso de los 6rganos mucosos; los mas eficaces son aquellos
gue presentan una alta afinidad por el antigeno. Aunque muchas de las funciones efectoras de los
distintos anticuerpos son mediadas por las regiones constantes de las cadenas pesadas, todas
ellas se desencadenan por la unién de los antigenos a las regiones variables. Las funciones de los

distintos isotipos de los anticuerpos se muestran en la siguiente tabla (Tabla 2).

Tabla 2. Resumen de las principales funciones de los diferentes isotipos de anticuerpos.

Isotipo Funciones principales

Subdividida en IgA; e IgA,, en la circulaciéon en forma de monémero.
Inmunidad de las mucosas, secrecion en forma de dimero en el epitelio de la luz de los aparatos

1gA digestivo y respiratorio, también en las lagrimas y la leche materna.
Activacion del complemento por la via de la lecitina o por la via alternativa.

IgD Mondmero que actlia como receptor antigénico de linfocitos B virgenes cuando actla como anticuerpo
de membrana.

IgE Desgranulacion de los mastocitos en reacciones de hipersensibilidad inmediata.

Predomina en la respuesta alérgica y frente al ataque de parasitos.

Monomeros IgG; (altas cantidades en suero), 1gG,, 1gG; e 1gG,.

Opsonizacion de antigenos para la posterior fagocitosis por parte de macréfagos y neutrofilos.
Activacion de la via clasica del complemento.

1gG Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos mediada por linfocitos NK y macrofagos.

Paso de los anticuerpos de la madre a través de la placenta y del intestino en la inmunidad neonatal
(19G; e 1gG3)

Inhibicién por retroalimentacion (Feed-back negativo) de la activacién de los linfocitos B.

En suero forman pentdmeros con diez sitios de unién al antigeno.
IgM Activacion de la via clasica del complemento.
Receptor antigénico de los linfocitos B virgenes cuando actda como anticuerpos de membrana.

Abreviaturas: lg, inmunoglobulina; NK, natural killer.

En la opsonizacion y fagocitosis mediada por anticuerpos, los anticuerpos del isotipo
IgG *“recubren” (opsonizan) a los microorganismos estimulando su fagocitosis al unirse a
receptores de Fc sobre los fagocitos. Este tipo de receptores estimulan la fagocitosis de particulas
opsonizadas y liberan sefiales que estimulan las actividades microbicidas de los leucocitos; dentro
del tipo de los receptores Fc los mas importantes son los receptores para las cadenas pesadas de
los anticuerpos IgG, son los receptores Fcy y existen tres tipos (FcyRI, FcyRII y FcyRIII). Los
linfocitos NK y otros leucocitos se unen a las células recubiertas de anticuerpos mediante los
receptores de Fc y las destruyen, es lo que se conoce como citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (CCDA). La unidn de las células diana al receptor FcyRIII activa al linfocito NK y

este sintetiza y libera citocinas como el IFN-y.
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1.2.- Familias lipidicas

1.2.1.- Familias lipidicas

Los acidos grasos (tracilglicéridos), son moléculas que constan de cadenas hidrocarbonadas
y un grupo carboxilo siendo las unidades basicas de los lipidos saponificables. La clasificacion de
los mismos atiende a la presencia o ausencia de dobles o triples enlaces, los acidos grasos
saturados son aquellos que no presentan ningun tipo de doble ni triple enlace; los acidos
grasos insaturados se clasifican en dos tipos, i) acidos grasos monoinsaturados (poseen un
unico doble enlace) y ii) acidos grasos poliinsaturados (presentan multiples dobles enlaces).

Los acidos grasos poliinsaturados conocidos también como PUFA”s (del inglés
polyunsaturated fatty acids) se clasifican en tres importantes familias atendiendo a la posicion y
numero de los dobles enlaces contenidos, de dicha forma las tres principales familias: acidos
grasos m-3 (n-3) la posicion del primer doble enlace se encuentra entre los carbonos tres y
cuatro de la cadena hidrocarbonada; acidos grasos m-6 (n-6) presentan el primer doble enlace
entre los carbonos seis y siete; y acidos grasos w-9 (n-9) con el primer enlace doble entre los
carbonos nueve y diez de la cadena hidrocarbonada.

Dentro del conjunto de los &cidos grasos, los procedentes de animales son de naturaleza
saturada algunos ejemplos son el acido miristico (14:0), acido palmitico (16:0) o el acido estearico
(18:0); los acidos grasos procedentes de vegetales suelen ser de naturaleza insaturada. Existen
dos acidos grasos denominados esenciales al no poder sintetizarlos de novo el organismo a partir
de otros acidos grasos y han de ser aportados con la dieta, ya que el ser humano carece de las
enzimas A-12-desaturasa y A-15-desaturasa (presentes en muchas plantas) para la insercion de
enlaces dobles en las posiciones n-3 y n-6, son el &cido linoleico de la serie n-6 (18:2n-6) y el
acido a-linolénico de la serie n-3 (18:3n-3). El &cido linoleico suele estar presente en aceites de
maiz, girasol y azafran, el acido a-linolénico se encuentra en el aceite de linaza. La deficiencia en
estos acidos grasos afecta a la fisiologia de multitud de células y tejidos, especialmente a las de
origen nervioso (McNamara et al., 2010; Lands, 2012); también esta deficiencia produce una
disminucion en el peso del bazo y el higado asi como una supresion de la respuesta inmune
celular acompafiada de una disminucién en la produccién de anticuerpos. Estos acidos grasos
estan implicados en la biosintesis de biolipidos (prostaglandinas y leucotrienos) que participan en
la inflamacién. A partir de estos acidos grasos esenciales el cuerpo humano si puede sintetizar

otros por medio de rutas de biosintesis de los acidos grasos poliinsaturados.
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12:0 3> 14:0 2> 16:0>> 18:0
A8 Desaturasa ¢
18:1n-0
Dieta o sintesis e novo Ditts
A 4 A-12-desaturasa
18:2n-6 -3 18:3n-3
A-13-desaturasa
(solo plantas)
A-§-Desatiurasa ¢
v
18:3n6 18:4n3
* A-3-Desaturaza *
20:3n-6 20:4n3  Arido eicosapertanoico (EPA)
Arido araquidonico (ARA)  20:4n6 20-5n.3 Arido docosahexancico (DHA)

Figura 2. Ruta de biosintesis de los principales acidos grasos poliinsaturados a partir de acidos grasos esenciales (acidos linoleico
y a-linolénico) que son ingeridos a través de la dieta ya que solo pueden ser sintetizados por plantas, donde estan presentes las

enzimas A-12-desaturasa y A-15-desaturasa. Adaptado de Calder, Field y Gills (Nutricién y funcién inmune, 2002).

Dentro de los grupos de acidos grasos poliinsaturados citados anteriormente se pueden
clasificar los aceites que compondran las dietas lipidicas en el presente trabajo. Para evitar la
deficiencia de acidos grasos esenciales la dieta control contiene un contenido del 5% en aceite
de maiz, ya que este aceite es rico en acido linoleico (n-6) (59 %), éacidos grasos
monoinsaturados como el acido oleico (n-9) (24%) y en menor medida en &cidos grasos saturados
(acidos palmitico y estearico) (13 %), también se caracteriza por la presencia de a-tocoferol
(vitamina E). Otro de los aceites empleados es el aceite de girasol en cuya composicion también
podemos encontrar &cido linoleico (n-6) en torno a un 63 %, &acido oleico (n-9) un 21 % y hasta
un 12 % de grasas saturadas (acidos palmitico y estearico). Estos dos aceites son claros
representantes del tipo de grasa presente en las dietas occidentales de paises como Estados
Unidos, donde otros tipos de aceites no esta presentes de la forma que estos lo estan.

Como grasas representantes de la dieta mediterrdnea se ha empleado el aceite de oliva en
dos variedades, virgen extra y virgen extra ecoldégico. El aceite de oliva virgen extra se

constituye principalmente de éacido oleico (n-9) (55-83 %), acido linoleico (n-6) (3,5-21 %) y
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entorno a un 20 % de acidos grasos saturados. El aceite de oliva virgen extra ecoldgico se
caracteriza porque su aceituna cumple los requisitos del cultivo ecolégico y es recogida en el
momento 6ptimo de su maduracién (enero), a diferencia del aceite de oliva virgen extra la
aceituna es molida el mismo dia que se recoge. El aceite de oliva ecoldgico solo es producido en
aquellas almazaras autorizadas para la elaboracion del mismo, bajo condiciones de cultivo
ecoldgico establecidas por la entidad u organismo certificador que deben cumplirse y someterse a

un control periédico como son:

- Mantenimiento de una adecuada cubierta vegetal en el olivar para evitar la erosion del

suelo.

- Manejo del suelo con un laboreo reducido con aportes adecuados de materia organica,

no se emplea ningun tipo de tratamiento quimico.

- Maximo aprovechamiento de los aportes de las aguas de las precipitaciones debido a un

adecuado manejo del sistema agua-suelo.

- Se restringe el uso de productos quimicos y fitosanitarios en el control de plagas y
enfermedades con el fin de disminuir la cantidad de contaminantes en el medio ambiente y

en los alimentos.

El aceite de pescado contiene un alto contenido en acidos grasos de cadena larga (n-3),
8-15 % de DHA, 10-15 % de EPA y 2-4 % de &cido octadecatetraenoico entre otros en menor
proporcion. En la década de los afios setenta se descubrio la influencia del aceite de pescado en el
sistema inmunol6gico de humanos y animales debido a su alto contenido en &cidos grasos n-3; a

dia de hoy es empleado en proporciones adecuadas en emulsiones lipidicas para nutricion enteral.

1.2.2.- Deficiencias lipidicas e inmunidad
La hipolipidemia o disminucién de los niveles de lipidos en sangre es una de las principales
consecuencias de los estados de malnutricibn, esto puede inducir un proceso de
inmunodeficiencia secundaria. Los acidos grasos tienen un papel clave en la modulacion de las
propiedades estructurales y funcionales a nivel celular; la composicién de &cidos grasos de los
fosfolipidos de membrana determina su fluidez, funcion y transporte (Stubbs y Smith, 1990).
En los dltimos afios son numerosos los estudios que han demostrado la influencia de las

deficiencias en acidos grasos esenciales (linoleico y a-linolénico) sobre el sistema inmune de
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humanos y animales (Lands, 2012; Palsdottir et a/., 2011), haciendo especial mencion en como la
proporcion en el consumo entre las cantidades de acidos grasos w-3 y w-6 afecta a parametros
inmunoldgicos (Malaisse et al., 2009; Djemli-Shipkolye et al, 2002) y en procesos tumorales
(Kang y Liu, 2012). Estudios realizados en poblaciones de esquimales de Groenlandia entre los
aflos 1950 y 1970 demostraban la baja incidencia de procesos inflamatorios (Kromann y Green,
1980) y de enfermedades isquémicas del corazon (Kromhout, 1989), debido a un alto consumo de
acidos grasos poliinsaturados w-3 contenidos en el aceite de pescado; ya que uno de los
constituyentes principales de las dietas esquimales es el pescado crudo. Posteriores estudios han
demostrado que dietas con un alto contenido en acidos grasos w-3 se relacionan con un aumento
de la susceptibilidad a infecciones tales como Mycobacterium tuberculosis (Bonilla et al., 2010a) o

Listeria monocytogenes (Puertollano et al., 2001Db).

1.3.- Consecuencias bioldgicas

1.3.1.- Mecanismos de los acidos grasos para modular las funciones inmunes
Los &cidos grasos contenidos en las dietas lipidicas pueden modular la funcion inmune y
consecuentemente la respuesta inflamatoria (de Pablo y Alvarez de Cienfuegos, 2000), a través de
alteraciones en la estructura y composicién de la membrana; ademas pueden modificar funciones

y sefiales de proteinas y eicosanoides asi como cambios en la expresion de genes.

1.3.1.1.- Alteracion en la fluidez de membrana (presentacion de antigenos y transduccion
de seriales)

La activacion de las células inmunes resulta en la sintesis de novoy un incremento de la
translocacion en los fosfolipidos de membrana (Jackson et al., 2008). La fluidez de membrana que
es un importante regulador del proceso de fagocitosis se determina por: i) los componentes
lipidicos y ii) la composicion de acidos grasos.

La funcién inmune depende de la interaccion entre los distintos tipos celulares implicados
en la respuesta inmunologica a través del efecto en la composicion de la membrana, los acidos
grasos aportados en la dieta tienen gran influencia en dichas interacciones (Kullenberg et al.,
2012).
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Figura 3. Mecanismos por los que los é&cidos grasos poliinsaturados pueden ejercer efectos en la

inflamacion y sistema inmune (Calder y Grimble, 2002).

Cambios en las estructuras de las membranas lipidicas celulares pueden modular la
actividad de proteinas que se encuentran en las mismas y actian como canales idnicos, moléculas
de adhesion, transportadoras, receptoras, involucradas en sefales de transduccién o enzimas. La
unién de las citoquinas a sus receptores también puede verse alterada por estos mismos motivos
(Gupta et al., 2012). Los lipidos de fuentes endbégenas o exdgenas afectan a multitud de rutas de
sefalizacion por la accion de multiples mecanismos; muchas de las moléculas de sefalizacion se
generan en los fosfolipidos de membrana y estos a su vez regulan la actividad de proteinas que
estan involucradas en la respuesta celular inmunologica influenciando en el patron de liberacion

de los acidos grasos de los linfocitos (Hsueh et a/., 2011).

1.3.1.2.- Formacion de peroxidos ljpidicos (estrés oxidativo)

Desde hace tiempo se sabe que la oxidacién de los acidos grasos de la serie n-3 es mas
rapida que los de la serie n-6, hecho que podria aumentar la susceptibilidad de las membranas a
la peroxidacion lipidica (Romieu et al., 2008). El aumento del riesgo de oxidacién por el consumo
de acidos grasos n-3, se puede contrarrestar con el consumo de antioxidantes en la dieta
(vitamina E) o acompafiado con &cidos grasos como los contenidos en el aceite de oliva (n-9) que
ademas posee diversas sustancias polifendlicas de capacidad antioxidante (oleuropeina, a-
tirosol,...). Actualmente son diversos los estudios que demuestran las propiedades antioxidantes

del acido oleico en animales (Al-Shudiefat et al., 2013) y en cultivos celulares (Sarria et al., 2012).
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1.3.1.3.- Regulacion en la formacion de eicosanoides

Los eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos) son moléculas bioactivas
con un papel clave entre &cidos grasos, inflamacion y funcién inmune; son sintetizados a partir de
acidos grasos de veinte atomos de carbono partiendo de los precursores que son el acido dihomo-
y-linolénico (20:3n-6), el acido araquidonico (20:4n-6) y el acido eicosapentanoico (20:5n-3).

Las dos mayores vias para la sintesis de eicosanoides son las de dos enzimas distintas: la i)
lipoxigenasa (LOX) y la ii) cicloxigenasa (COX). El acido araquidonico en las membranas celulares
es movilizado por varias fosfolipasas de las cuales la mas importante es la fosfolipasa A2. Los
acidos grasos poliinsaturados ingeridos en la dieta influyen directamente en las rutas de
biosintesis de los mismos, sobre los leucotrienos (Hagi et al, 2010; Stanke-Labesque et al.,
2008); sobre prostaglandinas (Viau et a/., 2012) y sobre tromboxanos (Ewart et a/., 2002).

Dentro de la clasificacion de los acidos grasos, el que presenta mayor importancia como
sustrato para la formacion de mediadores inflamatorios es el ARA (20:4n-6) que es el precursor de
dos importantes moléculas bioactivas como son la prostaglandina E2 (PGE2) y el leucotrieno B4
(LTB4), ambas implicadas directamente en la respuesta inmunoldgica. El precursor del ARA que es
el acido dihomo-y-linolénico (20:3n-6) (DGLA) por accion de otras lipoxigenasas y cicloxigenasas
distintas a las de la ruta del ARA da lugar a otras series distintas de mediadores inflamatorios. El

EPA (20:5n-3) de forma independiente da lugar a otras series de leucotrienos y prostaglandinas.

Acido yinolénico (18:3n-6)
l COX—* PGE1 TXA1
510X — ™ LTB3 LTC3
15L0X — » 150H-DGLA

Acido dihomo-ylinolénico {20:3n-6)

_-PGD2 _p PGJ

COX—™ PGG2
- PGH2 _ PGEZ PGLZ PGF2a THAZ

12.LOX ™ 12HPETE ™ 12 HETE

L 15L0X ™ 15HPETE —™ 15 HETE
ARMA (20:4n -6) 4

LTB4=LTC4=LTD4>LTE4
5.LOX—* 5HPETE —> LTA4 <
E z
Lipoxina Ad
S HETE Lipoxina B4

COX —p PGE3 THXAS
EPA (2(:5n-3
: 5-L0OX—»LTBS LTCS LTD5 LTES

Figura 4. Rutas de biosintesis de eicosanoides a partir del EPA y ARA. Abreviaturas COX:
ciclooxigenasa, LOX: lipoxigenasa; HETE: Acido hidroxieicosatetraenoico; HETE:  Acido
hidroperoxieicosatetraenoico; PG: prostaglandina; LT: leucotrieno; TX: tromboxano.Adaptado de Calder,

Field y Gills (Nutricién y funcion inmune, 2002).
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1.3.1.4.- Modlificacion en la expresion génica

Los acidos grasos poliinsaturados regulan la expresion de una variedad de genes
codificados por proteinas reguladoras con un papel clave en las rutas metabdlicas de hepatocitos
y adipocitos (Schmidt et al., 2012). Los acidos grasos poliinsaturados regulan la expresion de los
genes de citoquinas, moléculas de adhesién, enzimas cicloxigenasa (COX) y oxido nitrico sintasa, y
otras proteinas inflamatorias (de Mello et al., 2009; Weaber et al., 2009).
Todas estas regulaciones a nivel génico son llevadas a cabo a través de la regulacion en la
transcripcion del factor nuclear kappa betta (NFkB). Este factor es activado por disociacion y
fosforilacion de la subunidad inhibitoria kappa B, y el dimero que queda libre es traslocado
directamente al nucleo celular donde actia sobre los genes. Diversos estudios afirman que una
dieta rica en aceite de pescado (alto contenido en &cidos grasos n-3) afecta a la actividad del

NFkB disminuyendo la produccidon de mediadores inflamatorios (Mbodji et al., 2013).

EPA
ARA
2 series de PG 4 series de LT
Inflamacion e inmunidad

Figura 5. Inhibicién de la produccién de mediadores inflamatorios derivados
del ARA por accion del EPA. Abreviaturas: EPA (&cido eicosapentaendico), ARA

(&cido araquidénico), PG (prostaglandinas), LT (leucotrienos).

Un segundo grupo de factores de transcripcién con un papel importante en la inflamacion
son los receptores activados para la proliferacion de peroxisomas (PPAR”s), de los que existen dos
principales que son el PPARa y el PPARy con funciones en el higado y en el tejido adiposo
respectivamente. Los PPAR’s inducen una p-oxidacién peroxisomal que da lugar a una
disminucion de los eicosanoides inflamatorios; ademas pueden actuar como activadores o
antagonistas de otros factores de transcripcion donde se incluye el NFkB (Zuiiga et al., 2011). El
EPA y el DHA son considerados agonistas del PPAR-a e inhibidores de la capacidad de unién del
NFkB al ADN (Adkins y Kelley, 2010). Recientes estudios en el campo de la endocrinologia sefialan
a la hormona tiroidea como potente modulador del metabolismo lipidico y establecen una relacion
con la regulacién de PPAR (Souza et al., 2011). Otros estudios afirman que los acidos grasos

poliinsaturados de la serie n-3 disminuyen la funcion de células dendriticas mediante la inhibicién
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del NfkB y la activacién del PPAR-y, ya que tiene un papel clave en la maduracién de las células
dendriticas (Draper et al., 2011).

Algunos de los fosfolipidos que se encuentran en las membranas plasmaticas celulares tales
como el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PI), la fosfatidilcolina (PC) o la fosfatidilserina (PS), se
hidrolizan por acciébn de las fosfolipasas dando lugar a un segundo mensajero que es el
diacilglicerol (DAG) o el fosfatidilinositol-1,4,5-trifosfato (IP3). El DAG se encarga de la activacion
de la proteina intracelular protein quinasa C (PKC) responsable de las sefiales de transduccion; el
IP; produce un incremento del ién Ca®* a nivel intracelular que hace que este se una a la proteina
calmodulina formando complejos que activan a enzimas importantes implicados en la activacion de
factores de transcripcion.

En la actualidad son diversos los estudios que relacionan también el NFkB con el desarrollo
de procesos tumorales (Xiao y Fu, 2011), recientemente se ha descubierto la regulacién del NFkB
a través de las telomerasas que se reactivan en procesos oncologicos (Ghosh et al., 2012). El
PPARY es objetivo de multitud de estudios relacionados con mecanismos de resistencia a farmacos
en células tumorales (Cizkova et al., 2012); se ha descubierto también como objetivo terapéutico

en el tratamiento de la leucemia linfocitica cronica (Spaner et al., 2013).

1.3.1.5.- Apoptosis

La apoptosis 0 muerte celular programada es un mecanismo celular con un importante
papel en la modulacion de la funcion inmune. En la actualidad son numerosos los estudios que
demuestran la accién apoptotica de los acidos grasos tanto a nivel /n vitro como /n vivo. Debe
destacarse también el importante papel de la peroxidacion lipidica en la induccion del proceso de
apoptosis. Desde hace tiempo se conoce el efecto apoptético del acido palmitico (acido graso
saturado), sobre cultivos celulares por disipacion del potencial de membrana mitocondrial (Ayn),
(de Pablo et al, 1999), actuando directamente sobre la mitocondria. A nivel /n vitro se ha
constatado que los acidos grasos de la serie n-3 producen una inhibicion del crecimiento y tienen
un efecto apoptoético en células de cancer de colon (Fasano et al., 2012; Yang et al., 2013). Un
reciente estudio demuestra la capacidad antifingica de ciertos acidos grasos a través del proceso
de apoptosis en levaduras (Thibane et al., 2012). A nivel /n vivo existen estudios relacionando la
apoptosis y los acidos grasos en el desarrollo cerebral de rata (Tuzun et al, 2012), cancer de
pancreas en raton (Song et al, 2011) y en tejido mamario de raton (Sun et al., 2011).
Actualmente los estudios se centran en la apoptosis como mecanismo efectivo contra el cancer y

los procesos de metastasis (Ichihara et al., 2011).
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Respecto a la relacién entre apoptosis y acidos grasos monoinsaturados de la serie n-9 que
son los mayoritarios en el aceite de oliva, también se aborda desde un punto de vista oncoldgico
como es el grado de apoptosis que produce en células procedentes de cancer de mama (Solanas

et al., 2010) y en linfocitos de raton con dafio pulmonar (Bi et al., 2010).

1.3.2.- Modulacién de la microbiota intestinal

El tracto gastrointestinal de mamiferos es uno de los ecosistemas mas poblado del planeta
albergando a mas de 800 especies distintas de bacterias, la mayoria se encuentran en el colon; los
dos tipos de bacterias dominantes en el mismo son Bacteroidetes y Firmicutes. Estudios
demuestran la relacion existente entre los acidos grasos poliinsaturados, probiéticos y microbiota
intestinal (Laparra y Sanz, 2010), el perfil consumido de acidos grasos puede dar lugar a cambios
en la composicién de la microbiota intestinal (Alcock et al., 2012). Un reciente estudio demuestra
cambios importantes a nivel de la microbiota intestinal de ratones tratados a una dieta rica en
acidos grasos saturados (Liu et al., 2012a), y se tiene constancia de que un elevado consumo de
acidos poliinsaturados de la serie n-3 producen un incremento de las especies de lactobacilos y

bifidobacterias en la microbiota intestinal (Pachikian et al., 2011).

Los acidos grasos de la dieta comienzan a llevar a cabo sus efectos moduladores al
momento de ingerirse, en la cavidad orofaringea los productos derivados de los acidos grasos por
accion de las lipasas eliminan patdgenos potenciales y previenen la formacién de biofilms orales;
en el estdbmago los acidos grasos y monoglicéridos aumentan la acidez inhibiendo el crecimiento
de bacterias, virus y parasitos; en el intestino delgado los acidos grasos producen una disminucion
del pH evitando asi la sobrepoblacion y colonizacion bacteriana; finalmente en el intestino grueso
los metabolitos de acidos grasos de cadena corta impiden el paso de patdégenos a lugares de
unién en células epiteliales. Un estudio demuestra la modulacion del perfil de acidos grasos en el
tejido hepético y adiposo a través de la modulacion inducida por la dieta en el metabolismo de la
microbiota intestinal (Wall et a/., 2009). En otro estudio con una dieta compuesta por aceite de
oliva y extractos secos y refrigerados vegetales, disefiada para tener un fuerte efecto en la
composicion de la microbiota intestinal, se consigui6 reducir el desarrollo intestinal de adenomas
en ratones reduciéndose de esta forma la carcinogénesis (Mai et al., 2007). Uno de los motivos de
la modulacion de la microbiota intestinal es el tratamiento de ciertas patologias que guardan una
estrecha relacion con la composicion de la microbiota intestinal, como la obesidad (Farias et al.,
2011) o la diabetes (Musso et al., 2011).
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1.3.3.- Funciones del sistema inmune moduladas por los acidos grasos

Diversos estudios confirman el efecto modulador que producen los acidos grasos sobre la
funcion inmune (de Pablo y Alvarez de Cienfuegos, 2000; Galli y Calder, 2009). Uno de los
parametros de mayor importancia en la respuesta inmunologica es la inflamacion, que también
tiene un importante papel en la modulacion ejercida por los acidos grasos (Calder y Grimble,
2002; Calder, 2006) incluso a nivel genético (Weaber et al., 2009). Los dos acidos grasos que
principalmente van a modular las funciones del sistema inmune son el &cido eicosapentanoico
(EPA) vy el acido docosahexanoico (DHA) ambos de la serie n-3, son los componentes mayoritarios
del aceite de pescado; los estudios atribuyen a este propiedades inmunosupresoras (Fritsche et
al., 2000) siendo poco efectivos en situaciones de infeccidon (lrons et al., 2003). Los acidos grasos
contenidos en el aceite de oliva no son tan desfavorables en los estados de inmunosupresion e

infeccion (Puertollano et al., 2007; Al-Shudiefat et al., 2013).

1.3.2.1.- Proliferacion de linfocitos

La linfoproliferacion o proliferacion de linfocitos B y T es uno de los parametros mas
estudiados en inmunologia para observar el tipo de deplecién ejercida sobre la respuesta humoral
o celular; a nivel /n vitro se emplea un estimulo para la activacion de los linfocitos y la posterior

proliferacion, los mas empleados son mitdgenos que producen una activacion policlonal:

- Concanavalina A (Con A) o fitohemaglutinina (PHA), activacion de células T.
- Lipopolisacérido de pared bacteriana de £. coli (LPS), activacion de linfocitos B.

- Pokeweed mitogen (PWM), activa tanto a linfocitos T como a B.

Los linfocitos T son muy eficaces en la identificacion de células infectadas y coordinando
una respuesta inmune efectiva contra patdgenos; los linfocitos T se activan cuando el antigeno se
le presenta es asociacion de moléculas del MHC o cuando es transportado desde el sitio de la
infeccién hacia organos linfoides periféricos. La proliferacion de células T requiere de muchos
estimulos procedentes de las glicoproteinas de superficie (CD80, CD85 o CD28) de células
presentadoras de antigenos. Existen tres eventos claves que preceden a la activaciéon de los
linfocitos T: i) el incremento de Ca** intracelular, ii) cambios en el pH v iii) cambios en el potencial
de membrana mitocondrial.

Los &cidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 ejercen un efecto inmunosupresor sobre
linfocitos T CD4 (Shaikh et a/, 2012). Ademas, se ha descubierto que una supresion a nivel de la
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sinapsa inmunolégica imposibilita la translocacién mitocondrial disminuyendo la entrada de Ca®*
en las células T e impidiendo su activacion (Yog et al., 2010). Las células dendriticas maduras son
potentes activadores de células T, un estudio refleja este hecho relacionandolo con las capacidad
inmunosupresora de los acidos grasos de la serie n-3 (Brix et al., 2010); otros trabajos muestran
la capacidad de los acidos grasos poliinsaturados de influenciar los microdominios de membrana o
balsas lipidicas (Brassard et al., 2007), y la regulacion de linfocitos T reguladores a travées del
PPARy (Iwami et al, 2011). El caracter inmunosupresor de estos acidos grasos los hace
candidatos a tener un papel importante en enfermedades inflamatorias (Bassaganya-Riera y
Hontecillas, 2010; Wood et a/., 2011). En la inmunidad humoral la unién de las inmunoglobulinas
(IgM o IgD) con el antigeno (epitopo del microorganismo) complementario y el reconocimiento
por el Th CD4 de dicho complejo, inicia la proliferaciéon de las células B. La interaccion entre

linfocitos B y la respuesta de células T cooperadoras (Th):

i) Los antigenos se unen a receptores de la inmunoglobulina de células B.

i) Las células B expresan en su superficie secuencias del péptido patdégeno y moléculas del
MHC de clase I1.

i) Las células cooperadoras T CD4 se unen al complejo anterior (péptido y MHC) y manda
seflales para la activacion de células B a través de citoquinas secretadas y la expresion de la

molécula de superficie CD40.

iv) El resultado es la expansion clonal de las células B y la secrecion al plasma de

inmunoglobulinas con la misma especificidad de las células B.

Existen estudios basados entre la interaccion entre acidos grasos poliinsaturados de la serie
n-3 y cuantificacién de la estimulacién de células B a través de la expresion de sus receptores de
superficie (Rockett et al., 2010); recientemente se ha descubierto dos proteinas implicadas en la
regulacion de los linfocitos B, la CD20 y la CD23. Estas proteinas son sometidas a un proceso de
modificacion post-transcripcional reversible denominado S-palmitilacion (lvaldi et a/., 2012). En la
actualidad un estudio ha demostrado la activacion a través del aceite de pescado y LPS de las
células B con un aumento de tamafo en las balsas lipidicas de membrana (Rockett et al., 2012),
pero con una supresion en la activacion de células T CD4 transgénicas inmaduras; otro estudio del
mismo autor corrobora el hecho de que las balsas lipidicas sean susceptibles de modificarse a
través de los acidos grasos de la serie n-3 (Rockett et a/., 2011). La interaccion entre ambos tipos

de linfocitos es de vital importancia en el conjunto de la inmunidad adaptativa.
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Figura 6. Relacion existente entre los linfocitos y tejidos involucrados; como consecuencia de la circulacién
constante de los linfocitos T y B los tejidos corporales estan bajo una continua vigilancia inmunolégica de

patogenos invasores. Abreviaturas: Ag (antigeno). Adaptado de Huston, 1997.

1.3.2.2.- Produccion de citoquinas

El sistema inmunologico como consecuencia de un proceso infeccioso activa a los linfocitos
T cooperadores CD4 o helpery esto genera dos tipos de respuestas denominadas Thl y Th2. La
diferenciacion de los precursores de células Th esta determinada por factores ambientales y
genéticos en el momento del reconocimiento del antigeno por las células T, pero el factor mas
potente es el ambiente local de citoquinas presentes en el momento de la activacion. Los virus y
las bacterias promueven la diferenciacion a la respuesta Thl y los helmintos y alérgenos
promueven Th2. Durante la activacion del sistema inmune las células liberan citoquinas y otros
mediadores solubles implicados en la sefializacion celular y en la modificacion del metabolismo;
son las interleuquinas (IL), interferones (IFN), factores de crecimiento (GF), factores

estimuladores de colonias (CSF) y factor de necrosis tumoral (TNF).
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Figura 7. Diversidad funcional de las células Th. Abreviaturas: IL (interleuquina), TNF (Factor de
necrosis tumoral), IFN (Interferén), lg (inmunoglobulina). Adaptado de Abbas et a/ 1996;
Mosmann y Sad, 1996).

La IL-6 y TNFa junto a la IL-1 forman el grupo de las citoquinas proinflamatorias siendo

mediadores importantes en el proceso de la inflamacion, la produccién de estas citoquinas se ve
incrementada rapidamente después de un trauma o la invasion del organismo por patégenos; son
responsables de sintomas como la fiebre, la produccion de proteinas de fase aguda o la
inmunomodulacién. Los estudios en animales afirman que un aumento en la ingesta de EPA vy
DHA producen un aumento de los niveles de IL-1 y de la respuesta de tejidos a las citoquinas
(Grimble y Tappia, 1998), en cambio el ARA reduce la expresién de la misma (Bousserouel et al.,
2003); recientes estudios confirman que el EPA suministrado en la nutricion parenteral produce
una disminucion de la IL-6 y el TNF a nivel de hepatocitos y macréfagos mayor que el ARA (Hao et
al., 2010); otro estudio que compara el efecto entre las dietas orientales (aceite de oliva) y las
occidentales (mayor contenido en acidos grasos saturados), una combinacién de aceite de oliva y
nueces en el desayuno no aumenta los niveles de ARN mensajero del TNFa y la IL-6 en células
mononucleares de sujetos sanos (Jiménez-Gémez et al., 2009).
La administracion oral de acido oleico (n-9) y acido linoleico (n-6) tienen la capacidad de modular
la produccién de mediadores inflamatorios en macréfagos de rata disminuyendo la produccion de
IL-18 e IL-6 (Magdalon et al, 2012); en cambio el ARA tiene la capacidad de potenciar la
inflamacion produciendo un incremento de la IL-6 y el TNFa en células endoteliales (Grenon et al.,
2012) y un aumento en la adhesién de los monocitos a las mismas.

Actualmente el aceite de oliva virgen extra ha mostrado efectos antiinflamatorios en
marcadores bioldgicos relacionados con la aterosclerosis produciendo una disminucion de la IL-6 y

los receptores de TNF a corto y largo plazo (Urpi-Sarda et al, 2012). Las propiedades
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antiinflamatorias asociadas al acido oleico y otros componentes polifenélicos presentes en el
aceite de oliva se han empleado en el tratamiento de patologias tales como enfermedades
inflamatorias intestinales (Sanchez-Fidalgo et al, 2010), reduciendo los niveles de citoquinas
proinflamatorias (IL-6, TNFa e IFNy) en comparacion con el aceite de girasol; en procesos
alérgicos (Yamada et al., 2008) inhibiendo la produccién de 1L-4 y TNFa en células RBL-2H3; en la
prevencion de enfermedades cardiovasculares (Lou-Bonafonte et al, 2012) y en procesos
infecciosos (Puertollano et al., 2007).

Se ha demostrado la accion beneficiosa de la suplementacion de acidos grasos de la serie n-3 en
el tratamiento de enfermedades respiratorias y procesos alérgicos infantiles (Shek et al., 2012);
ademas los acidos grasos de la serie n-3 tienen la capacidad de mejorar la defensa del
hospedador ante una exposicion secundaria con el patégeno intracelular Listeria monocytogenes
en un modelo murino (Cruz-Chamorro et al., 2011). Este hecho puede deberse a un incremento

de la respuesta Thl (Figura 7).

1.3.2.3.- Actividad de células Natural Killer (NK)

Las células NK (Natural Killer) o también conocidas como linfocitos NK se encuentran en la
circulacion y en el bazo y tienen la funcion de eliminar células infectadas por virus o que han sido
transformadas, esta funcion la llevan a cabo a través de la inmunidad innata y no a través de la
adaptativa, ya que no se activan por antigenos especificos y no esta regulada su funcion a través
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).

Uno de los aspectos que se debe destacar es la reduccion de la funcionalidad de este tipo
de células con el envejecimiento asi como la capacidad citotoxica de las mismas. Uno de los
mecanismos empleados por las células NK para la eliminacion de otras células transformadas, es
la secrecion de la enzima perforina que abre poros en las membranas plasmaticas celulares,
estudios recientes confirman este hecho (Hazeldine et al., 2012).

En los ultimos afios son numerosos los estudios que relacionan la actividad de las células
NK con diferentes marcadores de superficie, un ejemplo es el marcador CD57 presente en células
NK altamente diferenciadas (Gayoso et al, 2011) y el receptor activador NKp46 que es el
encargado de activar la lisis en células diana después de su dimerizacion (Jaron-Mendelson et al.,
2012); desde que en 1997 Alessandro y Lorenzo Moretta identificaron el NKp46 en los siguientes
afos se identificaron otros dos receptores naturales de citotoxicidad el NKp44 en el afio 1998 y el

NKp30 en 1999 (Moretta et al., 2000; Brusilovsky et al., 2012), al parecer estos receptores son los
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responsables de que las células NK diferencien entre células sanas y transformadas o infectadas
por virus.

Actualmente son numerosos los estudios que se publican relacionando las células NK con
otros eventos inmunoldgicos. Un estudio relaciona la actividad de las células NK con el estrés
oxidativo y niveles elevados de la IL-6 y el TNFa (Kaszubowska et al., 2011); recientemente se ha
publicado que el desarrollo de las células NK también es regulado por el ligando de quimiocinas
CXCL12 y su receptor principal CXCR4 (Noda et a/., 2011).

La relacion que existe entre los acidos grasos de la dieta y las células NK se ha estudiado
desde afios atrés. Los primeros estudios que datan del afio 1988 mostraban una relacion
inversamente proporcional entre la cantidad total de grasa en la dieta y la actividad de las células
NK, es decir un incremento en la cantidad de grasa ingerida en la dieta resulta en una disminucién
de la actividad que desarrollan las células NK (Barone y Hebert, 1988; Hebert et al., 1990). En
este mismo afo otras investigaciones demostraban el caracter inmunosupresor del EPA sobre las
células NK a nivel /n vitro e in vivo (Yamashita et al.,, 1988) y la disminucion de la actividad de
células NK al aumentar la sintesis de prostaglandina E2 (PGE2) en ratones envejecidos a los que
se les habia suministrado EPA y tocoferol (Meydani et al, 1988). En los siguientes afios se
confirma los efectos inmunosupresores del EPA y el DHA conjugados con triacilglicerol (TG) sobre
las células NK (Yamashita et a/, 1991; Hamazaki, 1992), estudios animales en bazo de rata
demostraron la modulacion de la actividad de las células NK a través del leucotrieno B4 (LTB4) y el
acido 5-hidroperoxieicosatetraenoico (5-HPETE) producido por macrofagos (Chang et al., 1991),
esto revelo la implicacion de los productos de la enzima 5-lipoxigenasa (5-LOX) en el metabolismo
del ARA (Cifone et al.,, 1993). En 1994 un estudio de la universidad de Oxford establecia los
efectos producidos por diferentes tipos de dietas lipidicas sobre la funcion de las células NK, los
acidos grasos monoinsaturados contenidos en una dieta confeccionada con aceite de oliva
producia una menor actividad de las células NK (Yagoob et a/, 1994); dos afios mas tarde el
mismo grupo de investigacion demostraba que el 4cido oleico era el responsable de la modulacion
producida por el aceite de oliva comentada anteriormente (Jeffery et al., 1996). Afios mas tarde
han afirmado que los acidos grasos monoinsaturados tienen un efecto inmunosupresor menor que
el aceite de pescado (n-3) sobre la actividad de las células NK (Yaqoob et al., 1998).

En 1995 un trabajo comenzaba a relacionar el papel inmunomodulador de los acidos grasos
n-3 y la funcion de las células NK en pacientes con tumores solidos (Gogos et al., 1995). Los

primeros estudios basados en el efecto de los acidos grasos sobre células NK en humanos
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comenzaron a realizarse a finales del siglo pasado, el resultado era la inhibicion de las mismas por
parte del DHA (Kelley et al., 1999), sin embargo otro estudio afirmaba que la suplementacion con
EPA y no con otros acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 o0 n-6, tenia efecto
inmunosupresor sobre las células NK en sujetos sanos mayores de 55 afios (Thies et al., 2001).
Nuestro grupo de investigacion demostré el papel inmunosupresor de las dietas lipidicas
(especialmente la basada en aceite de pescado) sobre las células NK en ratones a los que se le
habian un linfoma murino (Puertollano et a/., 2001a).

Debido al claro efecto inmunomodulador de los acidos grasos sobre las funciones inmunes,
las investigaciones comenzaron a centrarse en el efecto de la composicion de ciertas férmulas
empleadas en la nutricion enteral sobre la actividad de las células NK (Sakurai et al., 2006). En los
Ultimos afios las investigaciones se encaminan en conocer los mecanismos moleculares y
genéticos por los cuales los acidos grasos poliinsaturados modulan la actividad de las células NK
(Mukaro et al., 2008; Fernandes, 2008; Salinthone et al, 2011), para ello también se han
empleado modelos de infeccion experimental con virus como el de la /nfluenza (Schwerbrock et
al., 2009), induccién de linfomas y trasplante de células cancerigenas en animales (Johansson et
al., 2010; Goldfarb et al., 2012) y en infecciones bacterianas (Puertollano et al., 2004a; Girardi et
al., 2011).

1.3.2.4.- Presentacion de antigenos

La presentacion de antigenos es la exhibicién de los péptidos ligados a moléculas del MHC
sobre la superficie de una célula presentadora de antigenos (CPA) que permite el reconocimiento
especifico por los receptores de linfocitos T (LTR) y la activacion de los linfocitos T. Las CPA son
células que exhiben sobre su superficie fragmentos peptidicos de los antigenos proteinicos
asociados a moléculas del MHC y activan a linfocitos T especificos del antigeno, también expresan
moléculas coestimuladoras para la éptima activacion de los linfocitos T. Las CPA profesionales son
los linfocitos T cooperadores indiferenciados, células dendriticas, fagocitos mononucleares,
linfocitos B y macréfagos; estas células expresan moléculas del MHC de clase Il vy
coestimuladores. Estudios pioneros implicaban en el proceso de presentacion del antigeno por
parte de los macréfagos y monocitos a la PGE2 y al IFNy (Zlotnik et al., 1985; Kunkel et al.,
1986), los estudios indicaban que el IFNy ademas de promover otras acciones inmunoldgicas
favorecia la presentacién de antigenos en monocitos (Klein et al., 1990) y la PGE2 inhibe la

capacidad de presentacion de antigenos de macrofagos intraperitoneales (Ertel et a/., 1993).
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En 1992 se demostrd que el acido eicosapentanoico conjugado con triacilglicerol (EPA-TG)
tenia la capacidad de inhibir la funcion de células presentadoras de antigenos en esplenocitos
murinos (Fujikawa et al., 1992). Mas tarde un estudio relacionaba la malnutricién proteino-
energética y la capacidad de presentacion de antigenos de macrofagos intraperitoneales; ratones
gue se habian alimentado con una dieta baja en proteinas (2,5% de caseina) presentaban
deficiencias en los componentes de la presentacion de antigenos de macréofagos intraperitoneales
durante una infeccion experimental con Mycobacterium (Redmond et al., 1995). A finales de la
década de los noventa aparecieron estudios que ratificaban la accion inmunosupresora de los
acidos poliinsaturados de la serie n-3 sobre la presentacion de antigenos, el EPA y DHA inhiben la
expresion de moléculas del MHC de clase II y del IFNy que es el responsable de activar a
monocitos que presentan antigenos (Hughes y Pinder, 1997) y también la disminucién en la
actividad de presentacion de antigenos de células dendriticas en ratas (Sanderson et al., 1997).
En el afio 2007 un trabajo implicaba a la proteina kinasa C A como estimuladora del proceso de
presentacion de antigenos a través de moléculas del MHC de clase Il en células dendriticas
murinas (Majewski et al., 2007).

Recientemente algunos estudios han mostrado el caracter protector de los acidos
monoinsaturados del aceite de oliva en células presentadoras de antigenos comparado con otros
acidos grasos saturados como el acido palmitico, que afectan a la composicion de triglicéridos de
las deposiciones lipidicas (Shaikh et a/., 2008). Un afio antes este mismo investigador publicé un
trabajo donde explicaba la inmunosupresion ejercida por los acidos grasos en el proceso de
presentacion de antigenos a través de moléculas del antigeno leucocitario humano de clase I (HLA
1) (Shaikh y Edidin, 2007). Un trabajo de un grupo de cientificos de las universidades de Shanghai
y Baltimore han demostrado que el consumo de una dieta con un alto contenido en acidos grasos
saturados o monoinsaturados induce la deplecion de células NK hepéticas, resultando en un
empeoramiento en la presentacion de antigenos por parte de hepatocitos a células NK (Hua et al.,
2010).

1.3.2.5.- Produccion de anticuerpos

Dicha accién es llevada a cabo por accién de los linfocitos B con el objetivo principal de
neutralizar y eliminar a los antigenos responsables de poner en marcha la produccién de
anticuerpos. Otro tipo de moléculas con un importante papel en este proceso son las citoquinas

producidas por los linfocitos T cooperadores (T helper), ya que estas promueven la proliferacion
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de linfocitos B y activan las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas. La capacidad de los acidos
grasos de modular las funciones inmunologicas implica que la produccion de inmunoglobulinas
también se vea afectada por la accidon que ejercen los mismos.

Los primeros estudios que relacionan este hecho datan del afio 1982 relacionandose el
consumo de una dieta rica en EPA con un aumento en la produccion de las inmunoglobulinas (IgE
e IgG) (Prickett et al., 1982). A lo largo de los afios ochenta la bibliografia que hace mencién a
esta relacion es escasa, en 1991 un estudio examina la influencia del acido a-linoleico en el perfil
de inmunoglobulinas séricas de humanos inmunocompetentes; el resultado fue de ausencia de
cambios en las concentraciones de las mismas (Kelley et al, 1991). Fritsche y colaboradores
realizaron un estudio sobre la influencia de los acidos grasos poliinsaturados sobre diversos
parametros inmunoldgicos, entre otros evaluaron la respuesta primaria de anticuerpos de ratas
Sprague-Dawley alimentadas con una dieta de pescado o una control y con distintas
concentraciones de a-tocoferol acetato (vitamina E); se observd que la respuesta primaria de
anticuerpos era mayor en ratas alimentadas con una dieta de aceite de pescado y 900 mg/Kg de
vitamina E (Fritsche et al, 1992). El mismo autor si encontré en otro trabajo en aves de corral
destinadas al consumo humano, una disminucion de la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos en esplenocitos del 50% en aves que habian sido alimentadas con dietas basadas en
el aceite de soja o pescado comparadas con las que habian sido alimentadas con aceite de maiz o
manteca (Fritsche y Cassity, 1992). Tres afios mas tarde otro estudio evalué la accion de los
acidos grasos de la dieta sobre la modulacion de los nucleétidos de la respuesta inmune humoral;
ratones alimentados con una dieta libre de nucleétidos y de alto contenido en grasas saturadas
producian mas anticuerpos /n vivo pero el aumento en la produccién de anticuerpos inducido por
los nucleotidos era menos eficiente comparado con otras dietas (Jyonouchi et a/, 1996).

Con el paso del tiempo y con la mejora de la tecnologia los trabajos han ido evolucionando
con mayor grado de sofisticacion. En 1996 un trabajo reflejo los cambios en la produccion de
inmunoglobulinas en células B de esplenocitos procedentes de ratas Sprague-Dawney alimentadas
con una dieta rica en acidos grasos de la serie n-3 y lectinas (Lim et a/, 1996); el resultado fue la
fuerte inhibicion de la produccién de IgA e IgM y débilmente la 1gG. Un estudio muestra cambios
a nivel del ADN encargado de la produccion de anticuerpos en ratones con un modelo
experimental de lupus sistémico eritematoso y alimentados con acidos grasos de la serie n-3
(Reifen et al., 1998). Un estudio a comienzos de la década anterior examina la influencia de los

acidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 en la respuesta de anticuerpos de gallinas
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(Parmentier et al., 2002).

Recientemente un trabajo estudia la influencia del consumo maternal de aceite de pescado
o de linaza en la respuesta de anticuerpos de ratones neonatos, el resultado es una reduccion en
dicha respuesta por parte del consumo de aceite de pescado pero no con la de aceite de linaza
(Lauritzen et al., 2011). Actualmente no existen muchos estudios que relacionen los acidos grasos
monoinsaturados y la produccion de anticuerpos asi como el efecto comparado de los mismos con
otros tipos de acidos grasos, esta es la direccidén en la que han de encaminarse las investigaciones

en el futuro.

1.4.- Consecuencias clinicas

Después de haber establecido la relacion existente entre los acidos grasos y determinados
parametros inmunoldgicos, y siendo evidente el efecto modulador de aquellos sobre los mismos; a
continuacién vamos a describir la utilidad desde el punto de vista clinico-hospitalario de los efectos
producidos por los acidos grasos a nivel inmunologico. Determinadas enfermedades se
caracterizan por presentar desordenes inflamatorios que pueden ser modulados por la accion
inmunosupresiva de los acidos grasos (Wanten y Calder, 2007); en los casos de pacientes
inmunocomprometidos por una inmunosupresion inducida o secundaria (quimioterapicos, VIH,
etc) los efectos inmunosupresores anteriormente citados pueden dar lugar a un incremento de la
susceptibilidad a los agentes infecciosos, aunque determinados acidos grasos presentan efectos
menos negativos (Puertollano et al, 2007). Hoy dia los acidos grasos se emplean en la
elaboracion de formulas destinadas a la nutricibn enteral y parenteral, se conocen como
emulsiones lipidicas. La composicion de las mismas no es la misma en todos los casos, pero si
mantienen un equilibrio en la ratio de acidos grasos poliinsaturados de las series n-3 y n-6 para no
producir desequilibrios en el organismo. Debemos destacar que el acido oleico presente en el

aceite de oliva se emplea en la formulacion de algunas emulsiones lipidicas.

1.4.1.- Acidos grasos, inmunidad e infeccién

Al cabo de los afios y tras muchas investigaciones se ha establecido que el estado
nutricional determina el grado de inmunocompetencia del organismo; mientras una nutricion
adecuada con los correctos niveles de vitaminas y nutrientes da lugar a un correcto
funcionamiento del sistema inmune, los estados de malnutricion da lugar a un aumento en la
incidencia de enfermedades infecciosas por un incorrecto funcionamiento inmunolégico. Las

investigaciones con el transcurso de los afios se han realizado sobre variedad de acidos grasos los
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mas citados son acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 (DHA y EPA en aceite de pescado),
n-6 (ARA en aceite de girasol), acidos grasos saturados (grasas de origen animal) y acidos grasos
monoinsaturados (acido oleico en aceite de oliva).

Una de las consecuencias directas es la reduccion o supresion de ciertos mediadores
inflamatorios, por dicho motivo algunos han sido aplicado en el tratamiento de determinadas
enfermedades autoinmunes (Ruggiero et al., 2009) que conllevan desordenes inflamatorios con el
inconveniente de que pueden reducir la inmunidad celular frente a patdégenos (de Pablo et al.,
2000).

1.4.1.1.- Bacterias

Los estudios animales alimentados con dietas lipidicas y bacterias Gram negativas.

Tabla 3. Breve revisién bibliografica de los efectos promovidos por algunas dietas lipidicas sobre

animales de experimentacion tras la infeccién con diferentes bacterias Gram negativas.

Patdgeno Animal Dieta lipidica Resultados Citas
o .
1gsfagze'te de Menor composicion de lipidos totales y
Escherichia coli b . triglicéridos en higado de ratas sépticas 170
10% Aceite de - .
maiz alimentadas con 10% aceite de pescado.
13.5% Aceite de I .
Salmonella pescado + 1.5% PUFAs u)-3.d|sm|nuyen la mortalidad y la
teritidis (LPS Rata Aceite de girasol homeostasis de la glucosa en el shock 79
enteritidis (LPS) 9 ’ endotoxico en ratas lactantes de 10 dias de
15% Aceite de
: edad.
girasol.
Emulsiones
Escherichia coli lipidicas NTP, 20% | Ninguna emulsién parece tener ventajas sobre
Intralipid, 20% las otras, pero la basada en aceite de oliva 97
Lipofundina, 20% | preserva el sistema de fagocitos mononucleares.
Clinoleic
Salmonella Gallina Acido caproico Disminucion de la expresiéon de genes de
enterica serovar | Lohmann (4cido graso de virulencia y de la invasion de células del epitelio | 307
enteritidis blanca cadena media) intestinal
Pseudomonas RatoN Dieta w-3 y dieta La d!eta m_—l3 mejora la respuesta del hospedador
. C57BL/6 -6 a la infeccién pulmonar, el DAFC y el 235
aeruginosa aglutinamiento de células inflamatorias
Porphyromonas 0 i
pryron; . 1O,A) Aceite de Aumento de los niveles de PUFAs w-3 en tejidos
gingivalis y Raton atun o o
Fusobacterium | BALB/C 10% aceite de orales y dlsmlnuc!on enllg pérdida de hueso 16
alveolar en la periodontitis.
nucleatum sunola
Helicobacter Raton DHA |n_h|be la colonlzamor_l mtestlna! de H. pylori
Jori C57BL/6 DHA 50uM y disminuye la respuesta inflamatoria del 49
ek hospedador.

Abreviaturas: PUFAs (Polyunsaturated Fatty acids, acidos grasos poliinsaturados); NTP (Nutricion Total Parenteral); DAFC (Distal

Alveolar Fluid Clearance, Aclaramiento en fluido alveolar distal); DHA (Acido docosahexanoico).
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Los estudios animales con dietas lipidicas y bacterias Gram positivas.

Tabla 4. Breve revision bibliografica de los efectos promovidos por algunas dietas lipidicas sobre

animales de experimentacion tras la infeccién con diferentes bacterias Gram positivas.

Patdgeno Animal Dieta lipidica Resultados Citas
La restriccion cal6rica aumenta la
Dietas actividad fagocitica de macréfagos
Streptococcus Rata semipurificadas con alveolares y mejora la resistencia a la 70
zooepidermicus | Fischer restrir::cién calérica infeccion, pero suprime la produccion de
mediadores inflamatorios como el 6xido
nitrico y el TNFa.
éggcyll}i(vgadEPEXtSﬁzr EPA y DHA empeoran de forma
Raton 180 /k de otra ’ | significativa la respuesta de IL-12 e IFNy 87
C3H/H zieta ?je gceite de en ratones sometidos a infeccion
pescado experimental.
20% Aceite de Aumento del numero de células
escado. 2094 peritoneales y de la supervivencia en la
Xceite dé oIiv(ja 20% dieta de coco, la dieta de pescado y oliva 63
Listeria Rat6n Aceite de cocoi muestran un mayor aclaramiento
monocytogenes | gaLp/c bacteriano a las 96 horas.
PUFAs n-3 no afectan al desarrollo y
18% Aceite de funcion /n vivo de células T de memoria y 138
pescado efectoras CD4 y CD8 especificas de
Listeria
. Aumento de la secrecién de 1L-12p70 en
0,
RatoN ng/gagge';%;e ratones alimentados con aceite de
BALB/C Kceite dé oIiv(ja 20% pescado, aumento del TNFa en la dieta de 241
Aceite de coco, coco y reduccion en las tres dietas del
) IFNy.
Raton Dieta alta en grasas Ratones alimentados con la dieta alta en
Staphylococcus | C57BL/6 | (35 % en grasa) y grasas muestran un aumento de la
aureus y Ratén | dieta baja en grasas mortalidad ante una septicemia 291
posiblemente por una supresion de la
0,
Ob/Ob (4%). funcién inmune.

Abreviaturas: TNF (factor de necrosis tumoral), EPA (4cido eicosapentanoico), DHA (acido docosahexanoico), IL

(interleuquina), IFN (interferén), PUFAs (&cidos grasos poliinsaturados).
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1.4.1.2- Virus

Tabla 5. Breve revisién bibliografica de los efectos promovidos por algunas dietas lipidicas sobre

animales de experimentacion tras la infeccion con diferentes virus.

Patégeno Animal Dieta Resultados Citas
lipidica
El aumento de colesterol hepatico aumenta la
Coxsackievirus | Raton Dieta alta en susceptibilidad y mortalidad de ratones a la
85 C57BL/6 grasas (18% infeccion viral, con una disminucion del 37
grasa) aclaramiento viral en sangre y una respuesta
defectuosa de macréfagos y monocitos.
Dieta d.e alto Ratones alimentados con la dieta con hepatitis
Mouse contenido en ] )
hepatitis virus | Raton AlJ grasas aguda, altos recuentos virales en higado con o8
2 MHV3 hipercolesterolé focos necroticos y altos niveles de
( ) P transaminasas en suero.
mica
Drlf):zir?;ijsa en Ratones alimentados con menor contenido de
Virus hepatitis | Raton ?contenido de proteinas muestran una inhibicion en el 45
B (VHB) transfectado caseina crecimiento de hepatocarcinoma hepatico
reducido 6%). inducido por el VHB.
Dieta de aceite Ratones alimentados con aceite de pescado
. de pescado y reflejan una supresion de la citotoxicidad de
Virus Influenza | Ratén BALB/c | dieta de mezcla i vt . 33
células T pulmonares especificas frente al virus
de grasa de res . . .
. y un incremento de la respuesta proliferativa.
animal.
Dieta control y
Reovirus tipo 1 dieta La dieta de DHA no altera la mucosa o la
L Raton B6C3F1 | enriquecida con | respuesta sistémica de Ig al virus, pero retrasa 15
ang aceite de su aclaramiento del tracto gastrointestinal.
pescado.
Dieta control y El consumo de aceite de pescado en ratones
dieta rica en agrava la infeccion con el virus y aumenta la
. - . . 272
aceite de susceptibilidad de padecer otras infecciones
pescado. virales.
. Raton
Virus Influenza - -
C57BL/6 Dieta baja en - .
rasas (10,5% Incremento de la morbilidad y mortalidad
g ' durante una infeccién viral secundaria con un
de grasas) y . o
. empeoramiento en el mantenimiento de la 153
dieta alta en . . s
rasas (58% de respuesta de células T de memoria especificas,
grasas) en ratones con obesidad inducida.
Dieta de alto La infeccion no afecta a la homeostasis de la
Norovirus Raton : glucosa en ratones alimentados con una dieta
/ C57BL/6 contenido en que induce obesidad y resistencia a la diabetes 229
murino grasas (58,9%)
a corto plazo.
Dieta de alto La respuesta frente al virus puede verse
Virus HIN1I Rat6n contenido en comprometida a causa de la obesidad con un
2009 C57BL/6 grasas que aumento en la expresion de citoquinas 158
induce proinflamatorias en tejido pulmonar y un
obesidad. aumento de la mortalidad
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1.4.1.3.- Parasitos

Tabla 6. Breve revision bibliografica de los efectos promovidos por algunas dietas lipidicas sobre

animales de experimentacion tras la infeccién con diferentes parasitos.

normal (12%
lipidos).

pulpa blanca e hiperplasia en centros
germinales y pulpa roja.

Patdgeno Animal Dieta lipidica Resultados Citas
Plasmodium . . - -~
bergheiy Dieta de alto Una terapia con quimioterdpicos es menos
Pl di Raton contenido en efectiva en el caso de ratones alimentados con 101
asmoar. U’_n colesterol altos niveles de colesterol.
chabaudi
Dieta con El uso de una droga antimalarica tipica de
Plasmodium RatéN Swiss V|tam.|na E, . Chlng (Q!nghaosu) en ra}tones con deficiencia
i albino selenio y aceite en vitamina E y con aceite de higado de 175
yoel de higado de bacalao aumentaba su eficacia, pero no con
bacalao. deficiencia en selenio.
0,
p 0, 1.0 y 20% de Ratones alimentadas con la dieta del 20% en
Schistosoma ; aceite de )
. Raton CD1 aceite de pescado muestran una mayor 93
mansoni menhaden L L
penetracion del parasito.
(pescado).
Dieta con aceite | Ratas alimentadas con aceite de pescado
Plasmodium de pescado y muestran una disminucién en la presencia de
. Rata noruega . . . ‘o = 316
berghei dieta con aceite | esquizontes del parasito acompafiado de una
de maiz. disminucion en la produccion de IL-6 e IL-1.
Dieta de aceite
de higado de Ratones alimentados con la dieta n-3 muestran
Schistosoma Raton bacalao, dieta una disminucion en el tamafio de las areas de 178
mansoni de aceite de granuloma a nivel pulmonar producidas por el
coco y dieta de parasito.
aceite de soja.
. Ratones alimentados con la dieta y sometidos
Trypanosoma Dieta de alto a la infeccion experimental con el parasito
. Raton CBA/J contenido en . 294
cruzi desarrollan aterosclerosis temprana con
grasas
aumento de la IL-6.
Dieta alta en Ratones infectados y alimentados con la dieta
) o A
Schistosoma ) grz.isas (29 A) alta en grasas padecen una desorgan.|2a0|on
Mansoni Ratén lipidos) y dieta esplénica con un aumento en la densidad de la 58

Abreviaturas: IL (interleuquina).
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1.4.2.- Dietas ricas en acidos grasos e inmunosupresion

La inmunosupresion o inmunodepresion es la inhibicibn de uno o0 mas componentes que
integran el sistema inmunitario innato o adaptativo, surgida a raiz de una enfermedad subyacente
0 provocada a proposito mediante farmacos con el fin de prevenir o tratar el rechazo de un
injerto, o una enfermedad autoinmunitaria. En la actualidad existen una serie de
inmunosupresores que habitualmente se emplean como quimioterapicos como la ciclosporina,
ciclofosfamida (CPA), metotrexato (MTX), etc. Como ejemplo de enfermedades subyacentes que
dan lugar a una inmunodeficiencia adquirida o secundaria se encuentra el virus de /a
inmunodeficiencia humana (VIH) que inhibe a los linfocitos T CD4" cooperadores; infecciones por
Mycobacterium tuberculosis que pueden producir anergia frente a muchos antigenos y existen
registros de nifios africanos con infecciones palldicas cronicas que presentan una disminuciéon en
la funcion de los linfocitos T. Una neoplasia maligna agresiva de linfocitos T denominada leucemia
o linfoma de linfocitos T del adulto (LTA) da lugar a una inmunosupresion grave que aumenta la

susceptibilidad a maltiples infecciones oportunistas.

Consecuencia bioldgica

Inmunosupresidn iatrogénica

Enfermedad

v

Inmunosupresion

Figura 8. Relacion entre la inmunosupresion y la enfermedad. Determinadas
enfermedades pueden dar lugar a una inmunosupresion secundaria como
consecuencia biolégica. En cambio para ciertas patologias es necesaria la
administracion de farmacos que inducen una inmunosupresion (iatrégena),

necesaria en el tratamiento de las mismas.
La malnutricion proteinica-calorica es una de las principales causas de mortalidad en los
paises en desarrollo y se asocia desde hace tiempo a un deterioro de la inmunidad celular y
humoral frente a los microorganismos infecciosos; los procesos de metastasis en médula 6sea, la
inmunosupresion por trasplantes o enfermedades autoinmunes y la esplenectomia también dan
lugar a situaciones de inmunocompromiso. El presente trabajo se centra en la accion de tres

farmacos de diferente accion inmunosupresora; la ciclofosfamida (CPA), el GK 1,5 y el RB6-8C5.

Pero en la actualidad existen otros muchos farmacos que producen dicha accion.
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Tabla 7. Principales causas de inmunosupresién mas importantes.

Causa Inmunosupresion

VIH Eliminacion de linfocitos T CD4 cooperadores.

Trastornos metabolicos inhiben la funcién y maduracion

Malnutricion proteinica-calorica ) .
de los linfocitos

Reduccion de los precursores de linfocitos en médula

Quimioterapia y radioterapia antineoplasica 6sea

Reduccion del lugar para la maduracién de los

Metéstasis en médula 6sea y por leucemia )
leucocitos.

Trasplantes y enfermedades autoinmunes Reduccion en la activacién linfocitaria.

Esplenectomia Reduccion en la fagocitosis de microorganismos.

1.4.2.1.- Ciclofostamida (CFPA)

La ciclofosfamida (CPA) es un agente citostatico alquilante del grupo de las mostazas
nitrogenadas, su nombre especifico segun la IUPAC es 2-[bis(2-cloroetil)amino]tetrahidro-2H-
13,2-oxazafosforina 2-oxido monohidrato, y su férmula quimica es C;H15C12N20,PH,0; se
presenta como un polvo cristalino de color blanco que es soluble en agua, etanol y suero
fisiolégico. La CPA tiene un amplio espectro antineoplasico y es empleada junto a otros farmacos
en el tratamiento de linfomas, leucemias y tumores, asi como determinadas enfermedades
autoinmunes como lupus eritematoso sistémico, granulomatosis de Wegener o esclerosis multiple.

La ciclofosfamida después de su administracién y de llegar al higado es activada por el
sistema de enzimas microsomales hepéticas y pasa a desarrollar una accion citotéxica. La CPA se
convierte en primer lugar en aldofosfamida y 4-hidroxiciclofosfamida y a continuacion en acroleina
y fosforamida que son dos potentes alquilantes que forman puentes en el ADN e impiden su
replicacion, esto da lugar a la muerte de las células; los linfocitos T son muy sensibles a la accion
de la CPA. Los primeros estudios sobre la accion de dicho farmaco ya mostraban importantes
reducciones en poblaciones de timocitos y esplenocitos murinos (Merritt et al, 1982), a
continuaciéon se comenzé a estudiar a nivel hematopoyético y su relacion con la sintesis de
prostaglandinas (Nickevich et al., 1986); en 1989 un trabajo daba conocer una posible modulacién
de la CPA en el metabolismo del acido araquiddnico de macréfagos peritoneales (Giordano et al.,
1988) y mas tarde la participacion de las lipoxigenasas en el metabolismo de las misma (Kanekal y
Kehrer, 1994). La CPA se emplea desde hace tiempo en tratamientos quimioterdpicos y en
determinadas ocasiones las células tumorales desarrollan resistencia a la misma (Hamuro et al.,
1996).

43



En el aflo 1997 un estudio de la universidad de Tokio cre6 un modelo de enteropatia por
sensibilidad alimentaria en ratones BALB/c a los que se inmunosuprimieron con CPA y ademas
fueron alimentados con distintas dietas lipidicas n-6 y n-3; los resultados mostraron una clara
influencia de la dieta en la produccién de leucotrienos de los ratones (Ohtsuka et al., 1997) y en
ratones con un modelo de enfermedad autoinmune (Bhattacharya et a/., 2003). Un estudio en
pacientes con cancer de mama relaciona la capacidad de ciertos acidos grasos de aumentar la
sensibilidad de los tumores de mama a los farmacos citotoxicos (Bougnoux et a/., 1999) en otro
caso mas reciente se evalla la eficacia de los efectos antitumorales de determinadas drogas
citotoxicas en presencia de acidos grasos de la serie n-3 (Wynter et al., 2004).

Aungue no son muchos los articulos que relacionan dietas lipidicas y ciclofosfamida se debe
destacar el publicado por nuestro grupo de investigacion en el que se examina la resistencia de
ratones BALB/c alimentados con dietas lipidicas y tratados con CPA frente a una infeccidon con
Listeria monocytogenes (Cruz-Chamorro et al., 2007), el resultado fue el empeoramiento de la
inmunosupresion en ratones alimentados con aceite de pescado y tratados con CPA; sin embargo
recientes estudios resaltan el papel protector del acido eicosapentanoico en la peroxidacion lipidica

gue ocurre en el higado por accion de la CPA (Li et al., 2011).

1.422-GK1.5

El anticuerpo monoclonal purificado GK1,5 o anti-L3T4 (anti-CD4) reconoce a moléculas de
superficie (L3T4) de linfocitos T CD4 murinos y se une a ellos de forma especifica produciendo un
bloqueo en las funciones de los mismos. Estudios iniciales sobre este inmunosupresor mostraban
gue presentaba la capacidad de bloquear la union especifica al antigeno del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase Il (Wilde et al., 1983; Swain et al., 1984).

En 1986 un estudio probd los efectos del GK 1,5 en ratones desafiados mediante una
infeccion con el bacilo de Calmette-Guérin que implica el desarrollo de anemia acompafiada de un
aumento en el namero de granulocitos y monaocitos, el resultado fue que el GK 1,5 impedia el
desarrollo de anemia e incrementaba la produccion de fagocitos en ratones infectados (Marchal y
Milon, 1986). En los siguientes afios comienzan a aparecer estudios en animales sometidos a
multiples modelos de infeccién; un ejemplo es la supresién de granulomas hepaticos en ratones
infectados con Schistosoma mansoni debido al tratamiento con el anticuerpo monoclonal anti-
L3T4 (Mathew y Boros, 1986); también se investigd la modulacién en las subpoblaciones

linfocitarias de las placas de Peyer en ratones infectados con Giardia muris y tratados con GK1,5
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(Ermak et al., 1988). En 1989 un estudio evaluaba los efectos de la administracion de GK 1,5 en
ratones infectados con Listeria monocytogenes (Czuprynski et al., 1989; Czuprynski y Brown,
1990), los resultados mostraban un claro aumento del aclaramiento bacteriano en bazo e higado
de ratones tratados con GK 1,5 y ademas presentaban un aumento moderado de la resistencia a
un desafio secundario con el mismo patégeno. En el mismo afio otro estudio con GK 1,5 en
ratones infectados con el virus del Herpes simplex reflejaba una mayor actividad de las células NK
en los ratones inmunosuprimidos (Erlich et a/, 1989). Este inmunosupresor también ha sido
probado en modelos de infeccion con patdogenos como Candida albicans (Cenci et al., 1989),
Trypanosoma cruzi (Rottenberg et al., 1990) o Treponema pallidum subespecie pertenue en
hamster (Liu et al., 1991).

Actualmente la bibliografia sobre la relacion entre la modulacién ejercida a nivel del sistema
inmune por los acidos grasos en animales sometidos a un modelo de infeccion y el uso del
anticuerpo monoclonal GK 1,5 es escasa. Los estudios se centran mas en el uso del mismo como
farmaco inmunosupresor frente a patdgenos infecciosos, pero sin tener en cuenta los cambios

inmunes producidos por la dieta.

1.4.2.3.- RB6-8C5

El RB6-8C5 o también conocido como GR1 o Ly6G es un anticuerpo monoclonal purificado
antigranulocito que reacciona con la proteina Ly6G que es a su vez el antigeno de diferenciacion
mieloide Grl, el resultado es la deplecion de los neutréfilos y monocitos a nivel sistémico. Los
primeros estudios sobre este anticuerpo se centraban en la regulacion de la expresion del
antigeno RB6-8C5 en células murinas de médula 6sea (Hestdal et a/., 1991), a continuacion se
pasé a estudiar a las familias de células que eran afectadas por el mismo (familia mieloide Ly6)
(Fleming et al., 1993) y en los siguientes afos ya se investigaba el papel llevado a cabo por los
neutrdéfilos en la adquisicion de resistencia, en un modelo de infeccion con Listeria monocytogenes
(Czuprynski et al., 1994; Rakhmilevich, 1995; Lopez et al., 2000). A partir de 1997 multitud de
trabajos evallan la accion ejercida sobre neutréfilos por el RB6-8C5 sobre modelos de infeccion
con distintas bacterias patdgenas Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium y Yersinia
enterocolitica (Conlan, 1997); también con Staphylococcus aureus (Verdrengh y Tarkowski, 1997)
y Mycobacterium tuberculosis (Pedrosa et al., 2000).

Al comienzo de la pasada década un trabajo publicado cuantificaba la produccién de

citoquinas en ratones tratados con el anticuerpo RB6-8C5 e infectados con Legionella
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pneumophila; ratones inmunosuprimidos mostraban una disminucion de los niveles de IFNy e IL-
12 y un aumento de la IL-4 e IL-10 (Tateda et a/., 2001), los autores sugieren el importante papel
inmunoregulador llevado a cabo por neutrofilos. Otro trabajo dos afios mas tarde corrobora el
hecho del papel de los neutréfilos en la modulacion de la respuesta inmunoldgica, existen
evidencias suficientes a partir de los trabajos publicados para afirmar que los neutréfilos afectan
directamente al balance de la respuestas celulares Thl y Th2 (Mednick et a/., 2003). En el afo
2005 un grupo de investigadores de la universidad de Missouri evaluaron como se veia afectada la
resistencia del hospedador en ratones alimentados con acidos grasos w-3, inmunosuprimidos con
RB6-8C5 e infectados con Listeria monocytogenes, la conclusion fue que la reduccion en la
resistencia del hospedador a la infeccion mediada por los acidos grasos w-3, ocurria de forma
independiente a la actividad de neutréfilos (Fritsche et al., 2005). Este trabajo reafirma el hecho
de que ciertos acidos grasos como son los de la serie n-3 no son tan beneficiosos en situaciones
de infeccion debido al caracter inmunosupresor de los mismos. En los ultimos afios los estudios se
han centrado en investigar a un mas el papel de los neutrofilos como moduladores de la respuesta
inmunolégica, en la mayoria de articulos los animales que son inmunosuprimidos se someten a
una infeccion experimental junto a animales no inmunosuprimidos con el objetivo de comparar la
respuesta inmune en ambos; no hace mucho tiempo un trabajo utilizaba un modelo de infeccién
con esporas de Bacillus anthracis cepa Ames (Cote et al, 2006) y otro un modelo con
Acinetobacter baumannii (van Faassen et al., 2007). Al parecer la deplecion de neutrofilos
producida por el RB6-8C5 puede tener efectos beneficiosos frente a la hepatotoxicidad producido
la droga analgésica acetaminofén (Liu et al, 2006). La especificidad de union del anticuerpo
monoclonal RB6-8C5 ha sido cuestionada ya que se une a la proteina Ly6G de la linea mieloide y a
la Ly6C que es expresada también en células dendriticas, subpoblaciones linfocitarias y monocitos
de raton; de forma alternativa se propone el empleo del anticuerpo monoclonal (1A8) especifico
solo de la linea Ly6G (Daley et al., 2008).

Recientemente un trabajo de la universidad del norte de Texas refleja el importante papel
protector de los neutrofilos en el higado, en ratones inmunosuprimidos con RB6-8C5 e infectados
con Listeria monocytogenes (Carr et al.,, 2011), posiblemente el papel protector se debe a la
produccién de TNFa por parte de neutréfilos. Cabe destacar también que dicho anticuerpo no
muestra resultados muy esperanzadores en el tratamiento de tumores hepéticos en ratones (Ma et
al., 2012).
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1.4.3.- Acidos grasos en nutricion hospitalaria

En pacientes hospitalizados criticos son frecuentes estados de malnutricion y alteraciones
graves del sistema inmune, en estas ocasiones es cuando se emplea la nutricion artificial (o
también Soporte Nutricional Especializado), que se proporciona al individuo cuando este es
incapaz de ingerir cualquier tipo de comida por via oral. Las emulsiones lipidicas suelen ser
empleadas en la nutricion artificial ya que actian como suministro de energia y fuente de acidos
grasos esenciales, sin embargo en determinados casos pueden asociarse a problemas de infeccion
a través de contaminaciones en la ruta de administracion, o bien por alteraciones en la respuesta
inmune inducidas por componentes de las formulas administradas. Actualmente se debe destacar
como hecho importante el efecto producido por algunas dietas lipidicas en el sistema inmune y su
aplicacion clinica en pacientes inmunocomprometidos o criticos con mayor susceptibilidad a las
infecciones por patdgenos oportunistas; esto se debe a que el metabolismo lipidico juega un papel
importante en la inmunidad celular del individuo. Las emulsiones lipidicas empleadas
antiguamente estaban constituidas con acidos grasos de la serie w-6 (4cido linoleico en el aceite
de soja) siendo asociadas a complicaciones de secundarias en pacientes criticos y a aumentos de
la mortalidad. En los ultimos afios han aparecido nuevas emulsiones lipidicas basadas en la
incorporacion de aceite de oliva (acidos grasos monoinsaturados) y diversos trabajos demuestran

su eficacia frente a otras (Garnacho-Montero et a/., 2002; Puertollano et a/., 2010).

1.4.3.1.- Nutricion enteral y parenteral

Dentro del campo de la nutricion artificial existen dos tipos de nutricion segun la via de
administracion, distinguiéndose asi la nutricion enteral y la nutricion parenteral.

La nutricion enteral se define como la administracion de nutrientes por via digestiva,
debido a la incapacidad de ingerirlos por via oral y por ello es necesario el uso de sondas que
aseguren la llegada de nutrientes al estbmago. En este tipo de nutricion la administracién de
nutrientes puede ser llevada a cabo de dos formas distintas; como dieta total (la dieta se
administra integramente), o bien como suplemento (complemento de la dieta oral). La Sociedad
Espafiola de Nutricion Parenteral y Enteral (SENPE) propone como requisito imprescindible para
gue el paciente reciba este tipo de nutricion, es que presente una minima capacidad motora y

funcional en su aparato digestivo.

En la nutricion parenteral en cambio, los nutrientes son administrados por via

intravenosa; este tipo de nutricion esta dirigida a pacientes que presentan la incapacidad de
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ingerir los nutrientes por via oral o digestiva para cubrir las necesidades nutricionales. Al igual que
en el anterior tipo de nutricién, en esta también existen dos formas de administrar los nutrientes.
Por via central, el suministro de nutrientes es por una vena de gran calibre que normalmente
suele ser la vena cava superior; o por via periférica con el suministro de nutrientes a través de

una vena de pequefio calibre.

Segun la SENPE la poblacion diana de para la utilizacion de alguno de los dos tipos de
nutricion es muy variada, pero normalmente suelen ser pacientes hospitalizados criticos, como
casos de malnutricion por imposibilidad de alimentarse por via oral por causas como intestino
corto, enfermedad inflamatoria intestinal, peritonitis, coma, traumatismo craneo-encefalico,
complicaciones secundarias en cirugia abdominal, enteritis, cancer o anorexia nerviosa; ademas la
SENPE sefiala que en determinados casos el Soporte Nutricional Especializado se convierte en un
arma terapéutica actuando los nutrientes como farmacos, sefialando los importantes avances en

los ultimos afios en el campo de la nutricion en nuestro pais.

1.4.3.2.- Emulsiones ljpidicas en nutricion parenteral
A lo largo de la historia se han sucedido tres generaciones distintas de emulsiones lipidicas
intravenosas, la composicion de acidos grasos de las mismas han ido evolucionando de forma
paralela a los conocimientos adquiridos en las investigaciones sobre el metabolismos de los
mismos Yy su relacién con el sistema inmune. Este hecho hace que las emulsiones lipidicas para la

nutricién parenteral se clasifiquen en orden ascendente desde la primera a la tercera generacion:

1.4.3.2.1.- Primera generacion

Se trata de emulsiones lipidicas basadas en aceite de soja o de cartamo, su principal
finalidad era proporcionar acidos grasos esenciales para evitar su déficit y secundariamente servir
de fuente de energia. Este tipo de emulsiones contienen un alto porcentaje (50-60%) de acidos
grasos poliinsaturados de la serie w-6 (acido linoleico) que se ha asociado a alteraciones
inmunoldgicas, ademas estdn desaconsejadas en pacientes quirdrgicos graves, quemados,
sépticos o criticos con altos niveles de agresioén. Dos ejemplos de emulsiones lipidicas de primera
generacion son Intralipid® 20% y Soyacal® 20%, ambas estan constituidas en su totalidad por
aceite de soja y fueron las primeras que empezaron a comercializarse en Espafia en 1966. Los
primeros estudios en este tipo de emulsiones se centraban en la composicién de nutrientes y la

estabilidad de los mismos al ser administrados (Harrie et al., 1986), llegando a la conclusién de
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gue eran fisicamente estables (Barat et al, 1987). Posteriormente estas emulsiones han sido
empleadas en estudios comparativos con otras emulsiones lipidicas de generaciones posteriores
(Balet et al., 2004).

1.4.3.2.2.- Segunda generacion
Dentro de esta generacién encontramos distintos tipos de emulsiones cuya finalidad
comun respecto a la anterior generacion, es la de reducir los niveles de acidos grasos
poliinsaturados de la serie n-6. Dentro de este grupo existen tres emulsiones lipidicas que han

sido elaboradas empleando estrategias diferentes.

Las emulsiones basadas en una mezcla fisica de aceite de soja y triglicéridos de
cadena media (TCM) se componen de un 50% de aceite de soja y un 50% de aceite de coco 0
palma con una altisima proporcion de TCM. Este tipo de emulsiones parecen mejorar el balance
nitrogenado, la tolerancia hepatica y el perfil inmunoldgico respecto a las anteriores emulsiones de
primera generacion; aun asi no ha demostrado mejores resultados clinicos y el uso de la misma en
altas dosis debe limitarse en casos de diabetes, acidosis y cetosis. Un ejemplo comercial de estas
emulsiones es la Lipofundina (LCT/MCT®) 20% que aparecié en el afio 1991, se compone de
aceites de soja y de coco al 50% cada uno y presenta mayor contenido en a-tocoferol que las de
primera generacion. Los primeros estudios después de su comercializacion en nuestro pais
recomendaban su uso en pacientes criticos (Ball, 1993) y sometidos a cirugia, al mejorar el
metabolismo proteico (Jiang et al., 1993). En nuestro pais los estudios se centraron en un
principio en como afectaban estas emulsiones a la funcién plaquetaria (Porta et al., 1994) y a la
coagulacién (Martinez et al., 1995). En 1999 un estudio realizado en pacientes sanos a los que se
les habfa suministrado Lipofundina LCT/MCT® 20%, neutréfilos no estimulados presentaban un
aumento en la produccion de radicales de oxigeno (Wanten et al., 1999); posteriores estudios
desaconsejaban su uso en casos de traumatismo cerebral grave al relacionar a dicha emulsién con
aumentos de la presion intracraneal (Wolf et al.,, 2004). Desde la aparicion de otras emulsiones
lipidicas mas evolucionadas los siguientes estudios son la mayoria de indole comparativo aunque
en los ultimos afos se destacan dos estudios; el primero trata de como afecta la lipofundina a la
composicion de acidos grasos de los tejidos de lechones (Amusquivar et al., 2008), y el segundo y
mas reciente en conejos donde la lipofundina induce hiperlipidemias, aumento del estrés oxidativo
y de la lesiones ateroscleroticas (Delgado-Roche et al., 2012). En un ensayo clinico aleatorizado se

desaconseja el uso de este tipo de emulsidon en pacientes sometidos a cirugia abdominal (Wang et
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al., 2012) y un ultimo estudio realizado también en conejos refleja como la nutricion total
parenteral con este tipo de emulsiones puede dar lugar a cambios en la composicion de acidos

grasos de fosfolipidos cerebrales (Macia-Botejara et al., 2013).

Las emulsiones lipidicas basadas en aceite de oliva y soja se componen de un 80%
de aceite de oliva y un 20% de aceite de soja para evitar deficiencias en acidos grasos esenciales.
La novedad es que esta emulsion incorpora el acido oleico que como se veia anteriormente es un
acido graso monoinsaturado de la serie w-9, considerandose una emulsién segura y bien tolerada.
En 1998 comenzé a comercializarse en Espafia una emulsién de este tipo, Clinoleic® 20% con
ciertas ventajas frente a otras como una mejor resistencia a la peroxidacion lipidica, efecto neutro
sobre el sistema inmune y una menor produccion de mediadores proinflamatorios; ademas
algunos componentes fendlicos presentes en el aceite de oliva tienen caracter antioxidante y

antiinflamatorio.

Las emulsiones basadas en una mezcla quimica de aceite de soja y TCM se
componen de lipidos sistémicos obtenidos a partir de la hidrdlisis del aceite de coco (34%) y de
soja (64%) con reestirificacion posterior al azar. Estas emulsiones parecen mejorar el balance
nitrogenado respecto a las mezclas fisicas de soja, con menos alteraciones hepaticas y sobre el
sistema inmunitario. Un ejemplo de este tipo de emulsiones es Structolipid® que comenzé a
comercializarse en nuestro pais en el afio 2000, los primeros estudios sobre esta emulsion
mostraban un aumento de la peroxidacion lipidica /i vitro en neutrofilos polimorfonucleares (Wu
et al, 1999). En 2006 un estudio en sujetos voluntarios sanos comparaba el efecto de
Structolipid® 20% con Intralipid® 20%, ambas por via intravenosa, los resultados de los sujetos
tratados con la primera emulsién mostraban un aumento de los niveles de acidos grasos libres en
suero y de la lipoproteina lipasa (LPL); en cambio la vida media en sangre fue mayor en la
segunda emulsion eliminandose en mayor tiempo (Nordenstrom et al., 2006). Mas tarde un
trabajo publicado por investigadores de la empresa Fressenius-Kabi analizaba los componentes de
los recipientes de plastico en los que se comercializa Structolipid® (Ellborg et a/., 2010), los
resultados mostraban que los componentes estaban de acuerdo a la farmacopea de los Estados
Unidos. Posteriores estudios en esta emulsion se centran también en la posible liberacién de PVC

en las vias de administracion y su interaccion con este tipo de emulsiones (Bagel et a/., 2011).
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1.4.3.2.3.- Tercera generacion

Esta ultima generacion de lipidos ha sido desarrollada con la finalidad de modular la
respuesta inflamatoria frente a la agresion, en este tipo de emulsiones se incluye el aceite de
pescado para aumentar el aporte de acidos grasos de la serie -3 buscando de esta forma un
efecto farmaconutriente.

Diversos estudios han sugerido la importancia en el consumo de la ratio de acidos grasos
w-6/ w-3; al parecer la especie humana evolucioné con un ratio cercano a 1 y la dieta occidental
actual tiene una relacion de 15-20, asociandose este ultimo hecho a un aumento en la incidencia
de enfermedades crénicas tales como la aterosclerosis, hipertensién, obesidad, diabetes, etc.
Segun los estudios la mejor ratio w-6/ w-3 dependiendo de la patologia varia en unrango de 2 a5
y en casos de inflamacion sistémica de 2 a 4. Estas emulsiones se muestran seguras y sin efectos
adversos significativo, actualmente en Espafia existen dos tipos de emulsiones de tercera

generacidon gue incorporan aceite de pescado.

Las emulsiones lipidicas basadas en aceite de soja, TCM y aceite de pescado
(emulsiones MSF), se basan en emulsiones de segunda generacion en las que se sustituye
parte del aceite de soja por aceite de pescado. En nuestro pais desde 2005 se comercializa
Lipoplus® que se compone de un 40% de aceite de soja, 50% de aceite de coco y 10% de aceite
de pescado; ademas la ratio de w-6/ w-3 es de 2,7 mucho menor que en anteriores generaciones
de emulsiones debido a la incorporacion del aceite de pescado. Los beneficios de la incorporacion
de acidos grasos w-3 a este tipo de emulsiones ha sido reflejado en diversos estudios; a nivel de
la sintesis de leucotrienos por leucocitos de pacientes sometidos a cirugia mayor (Kodller et al.,
2003), en un ensayo con pacientes con cirugia abdominal (Wichmann et al., 2007) y en pacientes

de la UCI con cirugia abdominal de neurisma aortica (Berger et al., 2006).

Las emulsiones lipidicas basadas en aceite de soja, TCM, aceite de oliva y aceite
de pescado (emulsiones SMOF), se componen de una mezcla fisica de aceites de soja (30%),
TCM (30%), oliva (25%) y pescado (15%); se trata de un nuevo concepto de emulsion a la luz de
los actuales conocimientos adquiridos en las investigaciones. Desde el afio 2005 se comercializa
SMOFLipid® 20% con la anterior composicién de acidos grasos y el ratio w-6/ w-3 balanceado a
2,5.
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1.4.3.3.- Emulsiones lipidicas ricas en aceite de oliva
Hoy dia las dos principales emulsiones lipidicas basadas en aceite de oliva son como se ha
visto anteriormente Clinoleic® 20% y SMOFLipid® 20%, de segunda y tercera generacion

respectivamente. La composicion detallada de las mismas se refleja en la siguiente tabla:

Tabla 8. Composicién de las dos principales emulsiones lipidicas basadas

en aceite de oliva.

ClinOleic®20% | SMOFLipid®20%
% Aceite de coco - 30
% Aceite de oliva 80 25
% Aceite de pescado - 15
% Aceite de soja 20 30
% Acido oleico 65 28
% Acido linoleico 17 19
% Acido linolénico 3 2
% ARA 0,5 0,5
% EPA - 2
% DHA - 2
mg/L a-Tocoferol 30 200
Ratio w-6/w-3 9 2,5
Generacion 22 32
Comercializado desde 1998 2005

Abreviaturas: ARA (&cido araquiddnico), EPA (&cido eicosapentanoico), DHA (&cido
docosahexanoico).

Los primeros estudios que investigaban el efecto de estas emulsiones se centraron primero
en Clinoleic que fue la primera en aparecer, en 1999 un estudio en pacientes pediatricos
destacaba la eficacia y seguridad a largo plazo del aceite de oliva produciendo una disminucion en
la peroxidacién lipidica comparado con las emulsiones basadas en aceite de soja (Goulet et al.,
1999). Un afio mas tarde otro trabajo realizado en linfocitos de ratas experimentales evidencié
gue la emulsién basada en aceite de oliva prevenia /n vivo la inhibicion en la expresion de la
molécula CD25 que suele ocurrir con emulsiones lipidicas convencionales (Moussa et al., 2000). Se
debe destacar que las emulsiones lipidicas basadas en aceite de oliva pueden realizar una
modulacion selectiva de la respuesta inmune manteniendo la inmunidad protectora y reduciendo
la respuesta inflamatoria (Granato et al.,, 2000). Dos afios mas tarde otro trabajo en nuestro pais
ratificaba este hecho en ratas con una septicemia experimental con £. coli a las que se le habia
suministrado tres emulsiones lipidicas diferentes una de ellas Clinoleic (Garnacho-Montero et al.,
2002), la emulsién basada en aceite de oliva preservaba la funcion y supervivencia de fagocitos
mononucleares. En un caso ratas tratadas con emulsiones lipidicas fueron sometidas a extirpacién

hepatica y posteriormente se estudio su regeneracion, la emulsién basada en aceite de oliva tenia
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importantes efectos beneficiosos en la regeneracion hepética posiblemente por sus propiedades
antioxidadantes (Ok et al., 2003).

Los estudios posteriores realizados con la emulsion lipidicas Clinoleic suelen emplear
también emulsiones lipidicas basadas en aceite de semilla de soja para comparar los efectos que
producen ambas, en la mayoria de casos Clinoleic muestra mejores efectos y se propone como
una alternativa segura frente a las emulsiones basadas en aceite de soja (Sala-Vila et al., 2007).

Los siguientes estudios demuestran los efectos de Clinoleic:

- Pacientes adultos con nutricion parenteral domiciliaria y afectados por fallo crénico

intestinal (Thomas-Gibson et al., 2004).

- En la produccion de citoquinas en células mononucleares de sangre periférica (Reimund
et al., 2004).

- En el tiempo de estancia en la UCI y en los niveles de glucosa de pacientes criticos con

trauma multiple (Huschak et al., 2005).

- En la funcion de neutrofilos humanos /7 vitro 'y en las interacciones celulares leucocito-

endotelio de rata /n vivo (Buenestado et al., 2006).

- En los niveles de proteinas de fase aguda y en el numero total de leucocitos de

pacientes criticos con infeccion (Mateu de Antonio et al., 2008).

- En células mononucleares de sangre periférica de infantes prematuros (Gawecka et al,

2008) y en neonatos criticos (Webb et al., 2008).

- En el periodo postoperatorio de pacientes sometidos a cirugia digestiva (Puiggros et al.,
2009).

- En pacientes pediatricos sometidos a trasplante de médula 6sea y que requieren

nutricién parenteral (Hartman et al., 2009).

- En los efectos vasculares, metabdlicos e inflamatorios de sujetos sanos (Siqueira et al.,
2011).

53



Respecto al otro tipo de emulsion lipidica SMOFLipid debido a su reciente aparicion en el
afno 2005 el numero de estudios en Pubmed es mas reducido. En 2006 un grupo de investigadores
de un centro clinico aleman publicaron los efectos beneficiosos de esta emulsidn lipidica en
pacientes quirurgicos (Grimm et al.,, 2006; Mertes et al., 2006), en 2009 otro estudio de otro
centro aleman afirmaba que esta emulsion lipidica era mas efectiva que Clinoleic al conservar
mejor la primera la integridad hepatocelular (Piper et a/., 2009). Un afio mas tarde se publicaron
datos acerca de su seguridad y eficacia en infantes prematuros con efectos beneficiosos en la
colestasis (Tomsits et al, 2010) y en la disminucion del estrés oxidativo (Skouroliakou et al.,
2010); este ultimo autor actualmente ha publicado un trabajo donde no existian evidencias de la

regulacion de la colestasis por parte de esta emulsion lipidica (Skouroliakou et al., 2012).

La estabilidad a largo plazo de esta emulsion lipidica también ha sido investigada (Janu et
al., 2011) y también como se ve afectada la misma en presencia de altas concentraciones de
glucosa y calcio (Télessy et al., 2011). Actualmente un trabajo de la Universidad de Huelva
cuestiona la estabilidad a largo plazo de esta emulsion lipidica haciendo referencia a variaciones
en el tamafio de las gotas lipidicas que no se adaptan a lo establecido en la farmacopea de los
Estados Unidos (Gallegos et al., 2012). Uno de los ultimos trabajos publicados resalta la
tolerabilidad y seguridad de esta emulsion lipidica e incluye en su publicacion datos que
demuestran una disminucion de dos transaminasas hepéticas (ALT y AST) y de la bilirrubina total,

realizado en pacientes estables sometidos a nutricion parenteral (Klek et al., 2013).
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2.-HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La Hipotesis del presente trabajo parte del hecho ya comprobado de la accién
moduladora de los diferentes tipos de aceite presentes en la dieta, en funcion de los acidos grasos
gue mayoritariamente estan presentes en ellos, ejercen sobre el sistema inmunoldgico; en el
presente trabajo se ha prestado una especial atencion al aceite de oliva virgen extra, que ejerce
un efector inmunosupresor mas leve que el ejercido por otros tipos de lipidos como es el caso del
aceite de pescado. El aceite de oliva virgen extra ecologico al ser producido en ausencia de
fitosanitarios y otros productos quimicos, es un firme candidato a ser incluido en el estudio, ya
gue la bibliografia sobre el efecto del mismo a nivel inmunologico en situaciones de

inmunosupresién no es muy numerosa.

Los objetivos que se pretenden alcanzar en la presente tesis doctoral fueron los

siguientes:

I) Comparar los posibles efectos producidos por el aceite de oliva virgen extra ecoldgico
sobre el sistema inmune tras una infeccion experimental con la bacteria Listeria

monocytogenes.

I1) Analizar y definir el efecto de la ingestion prolongada de acidos grasos poliinsaturados
como el aceite de pescado (n-3) y el aceite de girasol (n-6); y &cidos grasos
monoinsaturados como los aceites de oliva (n-9) virgen extra y virgen extra ecolégico. Todo
ello en un modelo murino experimental (BALB/c) sometido a inmunosupresion con i) el
farmaco inmunosupresor ciclofosfamida, o con anticuerpos monoclonales ii) RB6-8C5 (que
produce una deplecién de neutréfilos) y iii) GK 1,5 (que provoca una deplecion en linfocitos
T CD4).

I11) Cuantificar la resistencia y capacidad de recuperacién de los animales alimentados con
las dietas lipidicas anteriormente citadas y sometidos a una infeccion experimental con
Listeria monocytogenes, mediante la realizacidbn de ensayos /n vivo de supervivencia y

recuentos de bacterias viables de bazo e higado.

IV) Comprobar las posibles diferencias existentes en los mecanismos de defensa frente a
bacterias patdgenas asociados al consumo de aceite de oliva virgen extra procedente de
cultivo, recoleccién y produccion estrictamente ecoldgica. Analizar la posible existencia de

inmunotoxicos en aceites no ecologicos.
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V) Identificar /n vivo mecanismos de accion intercelulares (produccion de citoquinas),
mediadores lipidicos responsables de sefializacion intracelular  (eicosanoides),
subpoblaciones linfocitarias que puedan verse afectadas y modificadas en procesos de

inmunosupresion tras la ingestion habitual de los distintos tipos de aceites.

VI) Comprobar la posible existencia de un efecto sinérgico entre los componentes de la
dieta objeto de estudio (aceite de oliva ecolégico) con una probada actividad
antiinflamatoria, que pueda facilitar la prevencion de enfermedades inflamatorias en

situaciones de inmunocompromiso.
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Figura 9. Resumen de los acidos grasos de las dietas experimentales y los tres tipos de agentes
inmunosupresores (CPA, GK 1.5 y RB6-8C5). La cuestion planteada es como influye la alimentacién
con los diferentes tipos de acidos grasos durante un periodo de tiempo, en el sistema inmune de
animales inmunodeprimidos e infectados experimentalmente con L. monocytogenes. En base a una

hip6tesis inicial se establecieron unos objetivos en el desarrollo del presente trabajo.
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3.- MATERIAL Y METODOS.
3.1.- Ensayos /n vivo

3.1.1.- Animales y dietas lipidicas experimentales

Se han empleado en todos los ensayos, ratones BALB/c de 4 semanas de edad y un peso
comprendido entre los 15-20 g (Janvier). Los ratones se estabularon en una dependencia con una
temperatura constante de 24° C y ciclos de luz/oscuridad de 12 h; los ratones se distribuyeron de
forma aleatoria para cada ensayo en numero de 50 ejemplares por cada grupo experimental, con
agua y alimento ad /ibitum durante el periodo de 1 mes.

Desde su elaboracién y hasta su utilizacién, todas la dietas estuvieron almacenadas en
oscuridad y a una temperatura de 4° C. Los ratones fueron alimentados durante un periodo de 30
dias con una de las dietas lipidicas que fueron reemplazadas cada 24 horas por otras nuevas para
evitar su oxidacién. Como control negativo se empled una dieta baja en grasas con un contenido en
lipidos del 5 % (50 mL de aceite de maiz/kg dieta), con la finalidad de evitar deficiencias en acidos
grasos esenciales. Las mezclas vitaminica y mineral fueron preparadas por separado antes de la
elaboracion de la dieta lipidica y almacenadas en cantidades stock de 1 kg en oscuridad y
temperatura ambiente.

Los animales fueron sacrificados mediante dislocacién cervical y todos los procedimientos
experimentales fueron llevados a cabo de acuerdo a la legislacion nacional y europea sobre el
cuidado y uso de animales de experimentacion, y siguiendo los consejos del comité bioético de
experimentacion animal de la Universidad de Jaén (86/609/EEC, R.D. 53/2013).

Tabla 9. Composicion de las dietas experimentales y aceites utilizados.

Componente g/kg de dieta (%) | Baja en grasas g/kg de dieta (%)

Colina 2 (0,2%) 2 (0,2%)

D,L-metionina 3 (0,3%) 3 (0,3%)

Mezcla vitaminica 10 (1%) 10 (1%)

Mezcla mineral 35 (3,5%) 35 (3,5%)

Celulosa 80 (8%) 80 (8%)

Sacarosa 155 (15,5%) 205 (20,5%)

Caseina 200 (20%) 200 (20%)

Grasas * 200 (20%)* 50 (5%)

Almidén de trigo 315 (31,5%) 415 (41,5%)




Componentes lipidicos (*)

Aceite g/kg de dieta
Oliva virgen extra 200
Oliva virgen extra ecoldgico 200
Girasol 200
Pescado 200
Maiz (dieta baja en grasa) |50
Tabla 10. Mezcla vitaminica
Componente g/kg Componente g/kg
Acido folico 0.2 Riboflavina 0.6
Acido nicotinico 3 Tiamina hidrocloruro 0.6
Biotina 0.02 Vitamina A 1.9975
Cianocobalamina 0.001 | Vitamina D4 0.0025
Pantotenato de calcio 1.6 Vitamina E 9.995
Piridoxina hidrocloruro (vit B6) 0.7 Vitamina K 0.005

* Se completa todo con 981,279 g de sacarosa.

Tabla 11. Mezcla mineral

Componente a/kg

Carbonato cuprico (Fluka) 0.3
Carbonato de manganeso (Fluka) 35
Carbonato de zinc (Fluka) 1.6
Citrato férrico (Merck) 6
Citrato potasico monohidratado (Sigma-Aldrich) 220
Cloruro sodico (Sigma) 500
Fosfato calcico dibasico (Sigma-Aldrich) 74
lodato potasico (Fluka) 0.01
Oxido de magnesio (Merck) 24
Sulfato potasico (Sigma-Aldrich) 52
Seleniato de sodio pentahidratado (Merck) 0.01
Sulfato crémico de potasio dodecahidratado (Fluka) |0.55

* Se completa todo con 118,03 g de sacarosa.
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3.1.2.- Preparacion de los inmunosupresores CPA, GK 1.5 y RB6-8C5

La ciclofosfamida (CPA), (Sigma-Aldrich) se reconstituyo en esterilidad a una concentracion de
1,5 mg/mL en PBS (Sigma-Aldrich). Los anticuerpos monoclonales purificados de rata anti-L3T4 (GK
1.5; BD Pharmigen) y anti-Gr-1 (RB6-8C5; BD Pharmigen) se reconstituyeron también en esterilidad

a una concentracion de 0,5 mg/mL en PBS (Sigma-Aldrich).

3.1.3.- Tratamiento con los agentes inmunosupresores CPA, GK 1.5 y RB6-8C5

Transcurrido un periodo de 30 dias de alimentacion con las dietas experimentales, uno de los
grupos se tratd con una dosis de CPA de 100 mg/kg en PBS (Sigma-Aldrich) a las 72, 48 y 24 horas
previas la infeccion experimental con Listeria monocytogenes. Dos de los grupos se
inmunosuprimieron con una dosis de 2,5 mg/kg de los anticuerpos monoclonales GK 1.5 y RB6-8C5
por separado reconstituidos en PBS (Sigma-Aldrich), 24 horas antes de la infeccién experimental. A
un altimo grupo se le inyectd con una dosis de 100 pL de PBS (Sigma-Aldrich) 24 horas antes de la
infeccién experimental con el objetivo de que actuara como control negativo. La administracion del
tratamiento en todos los grupos se realizé a través de la via intraperitoneal mediante el empleo de

jeringas de 1 mL (Acofar).

3.1.4.- Preparacion de Listeria monocytogenesy posterior infeccion experimental

Una cepa virulenta de Listeria monocytogenes aislada en el H.U. Virgen de las Nieves
(Granada), se sembré en medio agar-sangre (Scharlau Chemie), 24 h a 37° C y aerobiosis.
Posteriormente el cultivo se resuspendid en solucion salina al 0.9 %(p/v) y mediante
espectrofotometria se determiné la concentracion de 10’ UFC/mL ([D.O] a 550 nm = 1) (Puertollano
et al.,, 2008). Las concentraciones de trabajo para cada uno de los ensayos llevados a cabo se
obtuvieron mediante la realizacion de diluciones seriadas (1:10), en solucion salina estéril al 0,9 %

(p/v), (NaCl, Scharlau Chemie) a partir de la concentracién de 10’ UFC/mL.

Después de la alimentacion de los ratones con las dietas experimentales durante 30 dias y el
posterior tratamiento con los correspondientes inmunosupresores, los ratones se infectaron
experimentalmente con Listeria monocytogenes a una concentracion de 10* UFC/mL en el caso del
ensayo de recuperacién de bacterias viables a partir de bazo e higado, y de 10° UFC/mL para el
ensayo de supervivencia, en solucion salina estéril 0.9 % (p/v), (NaCl, Scharlau Chemie). El
procedimiento de infeccion se llevé a cabo mediante la inyeccion con una jeringa de 1 mL (Acofar)
en el plexo retro-orbital ocular, de igual forma en todos los grupos. Los animales se anestesiaron con

una solucion de ketamina y xilacina previamente a dicho procedimiento.
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Figura 10. Disefio experimental
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3.1.5.- Ensayos de supervivencia

Cinco grupos de ratones BALB/c (cada uno n=40) se alimentaron con cada una de las dietas
experimentales (baja en grasas, girasol, oliva virgen extra, oliva ecoldgico y pescado) durante 30
dias, cada grupo se dividi6 en cuatro subgrupos (n=10) con sus correspondientes tratamientos
inmunosupresores (CPA, GK 1.5 y RB6-8C5), incluido el grupo control (PBS). Listeria
monocytogenes se resuspendié en solucion salina estéril 0.9 % (p/v), (NaCl, Scharlau Chemie) a una
concentracién de 10° UFC/mL, tal y como se describe en el apartado (3.4), 100 pL se inyectaron en
el plexo retro-orbital ocular de la anterior suspensién (10* UFC/ratén) con una jeringa (Acofar) de 1
mL. La muerte de los animales se registro cada 24 horas y la duracion del ensayo fue de 10 dias

desde el momento de la infeccion con el patdégeno.

3.1.6.- Recuperacion de bacterias viables en bazo de ratones infectados con

Listeria monocytogenesy tratados con CPA, GK 1.5 y RB6-8C5

Los grupos de ratones (n=40) divididos en sus respectivos subgrupos (n=10) se alimentaron
con las dietas experimentales durante 30 dias. Después del tratamiento con los correspondientes
inmunosupresores los animales se desafiaron con una infeccidbn experimental con Listeria
monocytogenes, una dosis de 100 pL de una suspensién de 10* UFC/mL en solucién salina estéril
0.9 % (p/v), (Scharlau-Chemie), se inyect6 a través del plexo retro-orbital ocular empleando para
ello una jeringa de 1 mL (Acofar). Los bazos de los animales se extrajeron en condiciones de
esterilidad en una cabina de seguridad biolégica de tipo 11, posteriormente se pesaron y disgregaron

con rejillas estériles en placas de Petri con 10 mL de PBS estéril (Sigma-Aldrich). Los bazos
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disgregados se recogieron en tubos para la realizacién de diluciones seriadas en solucién salina
estéeril 0.9 % (p/v) (NaCl Scharlau Chemie). De cada una de las diluciones se transfirieron 5 pL a
una placa de agar-sangre (Scharlau Chemie). Las placas se incubaron en condiciones de aerobiosis
24 h a 37° C y las colonias se recontaron a las 0, 24 y 48 h de la infeccibn con Listeria

monocytogenes, el nimero de bacterias viables se expresé graficamente como logip.

3.1.7.- Recuperacion de bacterias viables en higado de ratones infectados con

Listeria monocytogenesy tratados con CPA, GK 1.5 y RB6-8C5

Los grupos de ratones (n=40) separados en sus respectivos subgrupos (n=10) se alimentaron
con las dietas experimentales durante 30 dias. Después del tratamiento con los correspondientes
inmunosupresores los animales se infectaron experimentalmente con L/steria monocytogenes, una
dosis de 100 pL de una suspension de 10* UFC/mL en solucién salina estéril 0.9 % (p/v), (Scharlau-
Chemie), se inyecto a través del plexo retro-orbital ocular con una jeringa de 1 mL (Acofar). Los
higados de los animales se extrajeron en condiciones estériles en el interior de una cabina de
seguridad biolGgica de tipo 11, se pesaron y disgregaron con rejillas estériles en placas de Petri con
10 mL de PBS estéril (Sigma-Aldrich). Los higados ya disgregados se recogieron en tubos para la
realizacion de diluciones seriadas en solucion salina estéril 0.9 % (p/v) (NaCl Schrlau Chemie). De
cada una de las diluciones se transfirieron 5 pL a una placa de agar-sangre (Scharlau Chemie). Las
placas se incubaron en condiciones de aerobiosis 24 h a 37° C y las colonias se recontaron a las 0,
24 y 48 h de la infeccidn con Listeria monocytogenes, el nUmero de bacterias viables se expreso

graficamente como logio.

3.2.- Organos y células murinas

3.2.1.- Extraccion de bazo, higado y timo

Los ratones BALB/c previamente introducidos en una cabina de seguridad bioldgica (Telstar),
se anestesiaron con una solucién de ketamina y xilacina siguiendo las pautas que se establecen en
la legislacion vigente sobre experimentacion animal (86/609/EEC, R.D. 53/2013). Antes de la
extraccion de la sangre a través del plexo retro-orbital ocular los ratones se pesaron y desinfectaron
con etanol al 70°; la extraccion de los 6rganos se realizd en condiciones asépticas tras realizarse una
incisién abdominal. Los 6rganos ya extraidos se pesaron y depositaron en tubos con 3 mL de PBS
esteéril (Sigma-Aldrich), y se conservaron a una temperatura de 4° C hasta su inmediato procesado

para los correspondientes ensayos.
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3.2.2.- Recoleccion y preparacion de esplenocitos de ratéon

El bazo se deposité en una placa de Petri con 10 mL de PBS estéril (Sigma-Aldrich). La
disgregacion del 6rgano se llevo a cabo mediante una rejilla estéril y las células se incubaron 15
minutos a 4° C con 3 mL de tampodn de lisis 10x (Sigma-Aldrich). Las células se lavaron tres veces
con PBS estéril (Sigma-Aldrich) a 1200 R.P.M durante 5 minutos a 4° C (Beckman-Coulter Allegra
22R). Los recuentos celulares se realizaron en la camara de Neubauer disponiendo 20 uL de la
suspension celular en 180 puL de solucién de recuento de Turck (acido acético glacial 3 %, agua
milliQ 97 % y azul de metileno). Las células se ajustaron a una concentracion de 5x10° células/mL
en medio de cultivo completo RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH) con un 10 % de SBF (PAA

LaboratoriesGmbH) y 1 % de antibiotico penicilina/estreptomicina (PAA Laboratories GmbH).

3.2.3.- Recoleccion y preparacion de timocitos de ratéon

El timo se depdsito en una placa de Petri con 10 mL de PBS estéril (Sigma-Aldrich), se
disgregd mediante una rejilla estéril y las células se incubaron 15 minutos a 4° C con 3 mL de
tampodn de lisis 10X (Sigma-Aldrich). Las células se lavaron tres veces con PBS estéril (Sigma-Aldrich)
a 1200 R.P.M, 5 minutos a 4° C (Beckman-Coulter Allegra X22R). Los recuentos celulares se
realizaron en la cdmara de Neubauer disponiendo 20 pL de la suspensién celular en 180 pL de
solucion de recuento de Turck (acido acético glacial 3 %, agua milliQ 97 % y azul de metileno). Las
células se ajustaron a una concentracion de 5x10° células/mL en medio de cultivo completo RPMI
1640 (PAA Laboratories GmbH) con un 10 % de SBF (PAA Laboratories GmbH) y 1 % de antibiotico

penicilina/estreptomicina (PAA Laboratories GmbH).

3.3.- Ensayos ex vivo

3.3.1.- Ensayo de viabilidad celular (MTT)

Dicho ensayo se llevd a cabo empleando el compuesto 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma-Aldrich) y siguiendo los pasos del ensayo de Mossman
(Mossman, 1983). Una solucion stock de MTT se preapar0 a una concentracion de 5 mg/mL en PBS
estéril (pH=7.2, Sigma-Aldrich); se esterilizd, se filtr6 (Millipore 0.22 um) y se almacend en
oscuridad a 4° C. EI MTT o sal de tetrazolio tiene la capacidad de difundir de forma pasiva hasta el
interior de la mitocondrias de las células vivas donde es transformado en cristales de formazan con
un color magenta caracteristico. La concentracién celular se ajusté a 5x10° células/mL (10°
células/pocillo) en wuna placa microtiter de 96 pocillos (Nunc). Después del tratamiento

correspondiente se afiadieron 20 uL de la solucion stock de MTT a cada pocillo y la placa se incubo
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durante 4 horas a 37° C, en una atmdsfera con el 5 % de CO, y humedad relativa del 98 %. Tras el
periodo de incubacién la placa se centrifugd a 1200 R.P.M (Beckman GS-6R) durante 5 minutos a 4°
C, se eliminaron los sobrenadantes y se resuspendieron los cristales precipitados en 150 yL de una
solucion de alcohol isopropilico (Panreac Quimica) con acido clorhidrico a 0.04 N, con el objeto de
disolver correctamente los cristales de formazan. La densidad Optica de la placa se ley6 en un lector
de placas microtiter (BioRad, mod. 680) a una longitud de onda de referencia de 620 nm y de

medida 550 nm.

3.3.2.- Ensayo de proliferacion celular con mitdgenos en esplenocitos y timocitos

de raton.

El objetivo del ensayo es el de activar a los linfocitos del bazo y del timo con mitdégenos
especificos y cuantificar la proliferacién celular de los mismos mediante la técnica anteriormente
descrita del MTT (3.10.1). Una placa de 96 pocillos (Nunc) se dispuso a una concentracion celular de
10° células/pocillo (5x10° células/mL) en medio RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH) suplementado
con un 10 % de SBF (PAA Laboratories GmbH) y 1 % de antibidtico penicilina/esptreptomicina (PAA
Laboratories GmbH). ElI mitdgeno concanavalina A (Con A, Sigma-Aldrich) se resuspendio en medio
de cultivo RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH) y afiadido a cada pocillo a una concentracion de 50
mg/mL; se dispusieron pocillos en ausencia del tratamiento con los mitégenos que actuaron como
control. Las placas se incubaron durante 24 horas a 37° C en una atmdésfera con un 5 % de CO, y
una humedad relativa del 98%. Transcurridas las 24 horas de incubacion se realizo el ensayo de
viabilidad celular (MTT) y los valores se expresaron en valores de indices de estimulacién linfocitaria

respecto a la dieta control y animales tratados con PBS.

3.3.3.- Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en esplenocitos de

raton.

El compuesto 27,7 dichlorodihydrofluorescein diacetate (H,DCFDA, Sigma- Aldrich) difunde
pasivamente al interior celular donde las esterasas intercelulares liberan los grupos acetato y el resto
se oxida dando lugar a una molécula fluorescente. Una placa de 24 pocillos (Nunc) se prepar6 con
2x10° esplenocitos/mL en medio RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH) suplementado con un 10 %
de SBF (PAA Laboratories GmbH) y 1 % de antibidtico penicilina/estreptomicina (PAA Laboratories
GmbH). Las células se incubaron durante 1 hora a 37° C con H,DCFDA (Sigma-Aldrich) a una
concentracion de 40 puM/pocillo. A continuacién las células se lavaron 3 veces con PBS (Sigma-
Aldrich) a 1200 rpm (Beckman-Coulter, Allegra X22R), 5 minutos y 4° C. Finalmente las células se
resuspendieron en 500 pyL de PBS (Sigma-Aldrich) y la emision de fluorescencia fue cuantificada en
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un fluorimetro (Genios plus, Tecan) a una longitud de onda de excitacién de 480 nm y de emisién de

530 nm. Los valores se expresaron como unidades relativas de fluorescencia (URF).

3.3.4.- Determinacion de citoquinas en sangre periférica de raton

La sangre se extrajo con una pipeta Pasteur (Albus) a través del plexo retro-orbital ocular a
las 0, 24 y 48 horas de ratones anestesiados tratados y no tratados e infectados con Listeria
monocytogenes. La sangre se depositd en tubos heparinizados (BD Pharmigen) a una temperatura
de 4° C. Acto seguido los elementos formes se separaron del suero centrifugando la sangre a 2000
R.P.M (Beckman GS-6R), 20 minutos a 5° C. Los sueros se almacenaron a -20° C para posteriores
andlisis, en alicuotas de 60 pL para el andlisis de eicosanoides y de 30 pL para el analisis de
citoquinas por citometria de flujo.

Las citoquinas se analizaron y cuantificadas empleando el kit de citometria Mouse Th1/Th2
10plex FlowCytomix Multiplex (eBioscience, San Diego, CA, USA), y siguiendo las instrucciones del
fabricante; las citoquinas analizadas: Interleuquina (IL)-1-a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17, factor
estimulador de colonias de granulocito-mastocito (GM-CSF), interferén (IFN)-y y el factor de necrosis
tumoral (TNF)-a. Las muestras de cada raton fueron dispuestas por duplicado y la curva patron por

triplicado.

3.3.5.- Cuantificacion de la produccion de eicosanoides

A partir de las alicuotas de 60 pL de los sueros de los ratones que han sido almacenadas a -
20° C, se cuantificaron la produccidon de eicosanoides mediante un kit de ELISA colorimétrico. Los
eicosanoides analizados: prostaglandina E2 (PGE2), leucotrienos B4 (LTB4) y tromboxano B2
(TXB2); todos los ensayos se realizaron empleando kits de la misma casa comercial (Oxford

Biomedical research, MI USA).

3.3.5.1.- Prostaglandina E2 (PGE2)

Esta prostaglandina deriva de la PGH, que es sintetizada a partir del acido
araquidonico a traves de la ruta de la ciclooxigenasa; la PGE2 es producida por diversos tipos
celulares como pueden ser fibroblastos, macréfagos y células epiteliales. Esta prostaglandina
esta implicada en la regulacidén de la funcién inmunoldgica y en la regulacién de los procesos
del suefio, entre otras actividades. La base del principio del ensayo es la competicién que se
lleva a cabo entre un conjugado enzimatico y la PGE, presente en la muestra, por unirse a
anticuerpos monoclonales de conejo anti-PGE, que recubren el interior de los pocillos de la

placa del kit. La densidad 6ptica es inversamente proporcional a la cantidad de PGE2. Para la
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realizacion del ensayo se dispusieron 50uL de las muestras de suero objeto de estudio y de
los estandares del kit por duplicado. Los resultados se obtuvieron empleando un lector de
placas microtiter (BioRad, mod. 680) para la determinacion de la densidad 6ptica [D.O.]. Los

resultados se expresaron como porcentajes de incremento respecto a los grupos control.

3.3.5.2.- Leucotrieno B4 (LTB4)

El LTB4 deriva del LTA4 que es sintetizado a partir del acido araquidonico, es producido
por células fagociticas como macréfagos y es la sustancia quicio-atrayente mas potente para
leucocitos. ElI LTB4 juega un importante papel en los procesos inflamatorios ya que estimula la
permeabilidad vascular. Al igual que el anterior, el ensayo esta basado en la competicién del
mismo LTB4 con un conjugado enzimatico por unirse a los anticuerpos de conejo que se
encuentran en la placa del kit. Los resultados se expresaron como incremento de porcentaje

respecto a los grupos control.

3.3.5.3.- Tromboxano B2 (TXB2)

El TXB2 es un producto hidrolizado estable del TXA2 que es inestable y deriva de la
PGH2 esta como se cita en el primer apartado (3.3.5.1) deriva del acido araquidonico a traves
de la ruta de la ciclooxigenasa. La principal actividad del TXB2 es la induccién de la
agregacion plaquetaria y de otros productos como colageno y trombina. Los tipos celulares
productores de este tipo de molécula son plaguetas, macrofagos y fibroblastos. Aunque sigue
el mismo principio de los dos anteriores ensayos (3.3.5.1 y 3.3.5.2), este caso el conjugado
enzimatico compite con el TXB2 por unirse a los anticuerpos anti-eicosanoide de conejo.

Figura 11. ELISA. Descripcion reconstructiva de la reaccion llevada a cabo en los

pocillos de la placa de los kits de detecciébn de eicosanoides. A mayor densidad

oOptica y color azul menor cantidad de eicosanoide.
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Abreviaturas: Ac, anticuerpo; PGE2, prostaglandina E2; TBX2, tromboxano X2; LTB4, leucotrieno B4; TMB,

tetrametil bencidina.
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3.3.6.- Inmunofenotipaje en sangre periférica de raton mediante citometria de flujo

El inmunofenotipaje es un método en que los anticuerpos son usados para la deteccién de
antigenos celulares en las muestras de estudio. El objetivo del ensayo es la determinacion del perfil
inmunoldgico de muestras de sangre periférica de raton sometido a una infeccion experimental con
Listeria monocytogenes, mediante una técnica de citometria de flujo. Los ratones se trataron con
CPA, GK 1,5, RB6-8C5 o PBS (control); y se alimentaron durante un mes con una dieta baja en
grasas (control), de girasol, oliva virgen extra, oliva ecolégico o de aceite de pescado. La sangre se
extrajo del plexo retro-orbital ocular empleando una pipeta Pasteur (Albus) y fue depositada en
Eppendorff de 1,5 mL (Daslab) heparinizados (heparina Analema) a 4° C, 500 uL de cada raton se
transfirieron a cinco tubos experimentales (BD). Cada uno de los cinco tubos con los 100 pL de
sangre, llevaban una combinacién distinta de anticuerpos monoclonales unidos a fluoréforos con
afinidad a marcadores de superficie especificos de células linfocitarias, y se detectaron y
cuantificaron por cada uno de los tres laseres del citometro (FL-1, FL-2 y FL-3); a continuacion se

detallan las cantidades de anticuerpos monoclonales que se emplearon:

Tabla 12. Cantidades de anticuerpos monoclonales necesarios en el inmunofenotipaje.

Tubo/ Anticuerpo | Anti-CD3e ‘ Anti-CD4 ‘ Anti-CD8a ‘ Anti-CD16/CD32 Anti-CD19
1 Solo 100 pL de sangre
2 2 uL
3 4 uL
2puL
4 2yuL
5 4 uL

Los tubos con los anticuerpos monoclonales especificos como se detalla anteriormente (Tabla
12), se incuban en oscuridad a 4° C durante 40 minutos. Transcurrido el periodo de incubacién con
los anticuerpos monoclonales (tabla 6), se lisaron los glébulos rojos con 1,5 mL de tampon de lisis
gue contenia un 30 % (p/v) de perdxido de hidrégeno (Sigma), durante 15 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. Después de la realizacion del protocolo de lisis en los globulos rojos, los
tubos experimentales se centrifugaron a 1200 r.p.m (Beckman-Coulter Allegra 22R), 5 minutos a 4°
C; y los sobrenadantes se desecharon para eliminar el tampdn de lisis (Sigma). A continuacion los
tubos experimentales se lavaron dos veces con PBS 1x (Sigma-Aldrich), durante 5 minutos a 1200
r.o.m (Beckman-Coulter Allegra 22R) y a una temperatura de 4° C. En todos los lavados los
sobrenadantes se decantaron con el objetivo de retirar el exceso de anticuerpo monoclonal unido a
fluoroforo. Por dltimo tras haber realizado el ultimo lavado, los precipitados se resuspendieron en

500 uL de Facs Flow (BD) y se analizaron empleando los tres canales o laseres (FL-1, FL-2 y FL-3)
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del citémetro (BD FACScalibur). Todos los anticuerpos monoclonales empleados en el ensayo
sesuministraron por el mismo fabricante (BD-Pharmigen; BD Biosciences, San Diego, CA USA); las

especificaciones de cada uno de los anticuerpos se pueden observar en la siguiente tabla (Tabla 13):

Tabla 13. Especificaciones de BD-Pharmigen sobre los anticuerpos monoclonales empleados.

Marcador | Fluoréforo | Procedencia Especificacion Clon [(mg/mL)] | Laser
CD3 FITC Hamster Anti-mouse CD3e 145-2611 0,5 FL-1
CD4 PerCP Anti-mouse CD4 RM4-5 FL-3
CD8 PE Antimguse CD8a 53-6.7 FL-2

CD16/32 Rata Anti-mouse 2.4G2 0.2 FL-2

CD19 PergF;'Cy Anti-mouse CD19 1D3 FL-3

Abreviaturas: FITC, fluoresceina isotiocianato; PerCP, complejo proteinico peridinina-clorofila; PE, ficoeritrina;

PerCP-Cy, proteina peridinina-clorofila con extremo de cianina; FL, laser de fluorescencia.

Previamente a la realizacion del ensayo es necesario llevar a cabo una calibracion del
citobmetro con los isotipos control de los anticuerpos monoclonales unidos a fluoréforos que han sido
empleados en el presente ensayo; la finalidad de este procedimiento es la de establecer un control
negativo de las subpoblaciones linfocitarias objeto de estudio. La siguiente tabla (Tabla 14) muestra

los isotipos controles empleados (BD-Pharmigen; BD Biosciences, San Diego, CA USA):

Tabla 14. Especificaciones de BD-Pharmigen sobre los isotipos controles empleados

en la calibracion del citometro (BD FACScalibur).

. . - e Contenido
Isotipo Fluoréforo Procedencia Especificacion [ (mg/mL) ] (mg/mL)
CcD3 FITC Hamster 19G1, « Isotype 05 0,25/0,5
control
CD4 PerCP 19G,,, « Isotype
CD8 control
CD16/ PE 19G,,, k Isotype
CD32 Rata control 02 0,1/05
19G 2, k Isotype
control
CD19 PerCP-Cy 5.5 190G, x Isotype
control

Abreviaturas: FITC, fluoresceina isotiocianato; PerCP, complejo proteinico peridinina-clorofila; PE,

ficoeritrina; PerCP-Cy, proteina peridinina-clorofila con extremo de cianina; 1gG, inmunoglobulina G.
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3.4.- Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron en todos los ensayos en forma de media + error estandar
asociado a la media (SEM). Los analisis estadisticos se realizaron mediante el andlisis de la varianza,
teniendo como objeto la comparacion de los efectos producidos por las distintas dietas respecto al
grupo control (dieta baja en grasas), y de los diferentes inmunosupresores respecto al control de los
mismos (PBS). Las medias se compararon empleando para ello el test de Fisher (Fisher”s least
significant difference, LSD test). Los valores de A< 0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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RESULTADOS




4.- RESULTADOS

4.1.- Ensayos /in vivoy ex vivo

4.1.1.- Peso de los ratones después del tratamiento con los inmunosupresores
(CPA, GK 1,5 y RB6-8C5) y tras la infeccion experimental con Listeria
monocytogenes.

Después de la infeccibn experimental con L. monocytogenes, el peso de los ratones
alimentados con sus respectivas dietas lipidicas y tratados con los correspondientes
inmunosupresores; en ningun caso, el tratamiento con los agentes inmunosupresores produjo una
disminucion en el peso corporal de los ratones tratados. Las diferencias estadisticas significativas
cuando existieron fueron entre subgrupos de dieta sometidos a un mismo tratamiento
inmunosupresor (Tabla 15).

En el grupo de ratones control (PBS), los que fueron alimentados con una dieta constituida con
aceite de oliva ecoldgico mostraron un incremento significativo del peso a las 48 h, respecto a los
alimentados con las demas dietas.

El grupo tratado con CPA mostré una disminucion significativa del peso corporal de los ratones
alimentados con la dieta que contenia aceite de pescado en el momento de la de la infeccion
experimental.

Los ratones inmunosuprimidos con GK 1.5 mostraron una reduccién significativa en el peso de
los mismos que fueron alimentados con la dieta que contenia aceite de pescado tanto a las 24 como
a las 48 h; y un aumento significativo en el peso de los ratones alimentados con la dieta que
contenia aceite de girasol a las 24 y 48 h después de la infeccidon con L. monocytogenes.

En el grupo tratado con RB6-8C5 se encontraron diferencias estadisticas significativas con un
aumento en el peso de los ratones alimentados con las dietas de aceite de oliva y aceite de pescado
a las 24 h, respecto a los ratones alimentados con la dieta baja en grasas en el mismo punto de
tiempo (Tabla 15).

73



Tabla 15. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en el peso corporal de
ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a las 0, 24 y 48 h post-infeccion. (n=10 en cada

subgrupo de dieta).

Peso ratén (q) PBS ‘ CPA

Tiempo post-infeccion (h) 0 24 ‘ 48 ‘ 0 24 48
Baja en grasas 2435+0,99 23,17+1,41 ‘ 21,97 £1,99 ‘ 2338+159 | 20,19+0,68 @ 22,53+137
Aceite de oliva 21,5182 | 22,97+2,77 ‘ 24,65 + 1,49 ‘ 20,62+044 19,63+1,20  19,64+1,76

Aceite de oliva ecoldgico  2223+079  2078%125 2624+115* 2031£069 2199+210 2218%217

Aceite de pescado 2281094 19394074 | 2095+044 1881:020* 10124021 1887+121
Aceite de girasol 2065240 23064031 | 2478+287 2361280 2223+189  2007+079
GK 15 | RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 ‘ 48 ‘ 0 24 48
Baja en grasas 23674060 | 2163007 | 224+001 | 1067081 1619+590 1033067

Aceite de oliva 237+221 | 26,1+180 ‘ 25,13 +2,30 ‘ 21,17 £2,97 | 26,47 +3,40% | 23,98 + 1,04
Aceite de oliva ecolégico 27,97+311 | 235+087 ‘ 24,13 +2,08 ‘ 2191+1,02 | 21,37+ 045 | 2539385

Aceite de pescado 236+1,41 | 19,33 £3,05* ‘ 22,25+0,79* | 21,34+1,07 | 23,32+0,94* | 20,89 +0,63

20,91+0,88 | 20,78+0,99 @ 24,41+1,65

Aceite de girasol 2727+186 | 26,77 + 1,50* ‘ 27,43 £ 1,65*

Los resultados fueron expresados como media = error estdndar de cuatro experimentos independientes (n=10 en cada
subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 se consideraron diferencias estadisticas significativas.
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Figura 11. Peso de los ratones en gramos alimentados con dietas lipidicas y tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o
RB6-8C5 (D). Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e
infectados experimentalmente con L. monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]). Las barras

negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( || ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado.

Las barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verde claro ( ) corresponden a la dieta
de aceite de oliva virgen extra ecologico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. Los ratones se pesaron
por triplicado. Las barras corresponden a la media + error estandar de tres determinaciones independientes analizadas mediante el test de
Student-Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*A,<
0.05).
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4.1.2.- Peso de los organos (bazos, higados y timos) de /los ratones después del
tratamiento con los inmunosupresores y tras la infeccion experimental con
Listeria monocytogenes

Los grupos de los ratones que fueron tratados con CPA y GK 1,5 mostraron diferencias
estadisticas significativas en el peso del bazo entre los distintos subgrupos de dieta; por el contrario
los grupos que tratados con PBS y RB6-8C5 no mostraron diferencias significativas entre las
diferentes dietas (Tabla 16).

Dentro del grupo de CPA se encontré una disminucion significativa en el peso de los bazos de
ratones alimentados con la dieta de aceite de pescado a las 48 h post-infeccién, respecto a los
alimentados con las dietas de aceite de oliva y girasol.

Los ratones que fueron tratados con el agente inmunosupresor GK 1,5 y alimentados con una
dieta basada en aceite de pescado, presentaron un incremento significativo en el peso del bazo
respecto a las deméds dietas a las 24 h de la infeccién experimental.

Los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con aceite de pescado a las 48 h, no

sobrevivieron a la infeccién experimental con L. monocytogenes (Tabla 16).

Tabla 16. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en el peso del bazo de
ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a las 0, 24 y 48 h post-infeccion. (n=10 en cada

subgrupo de dieta).

Peso bazo (mq) PBS CPA
Tiempo post-infeccion (h) 24 48 24 48
Baja en grasas 290 £ 125 163 £ 013 73 £025 110 = 027
Aceite de oliva 367 £ 058 300+0 167 + 058 200 + 082
Aceite de oliva ecologico 117 £ 035 157 + 021 50 + 010 125 + 050
Aceite de pescado 213 + 006 237+124 123 +025 60 + 014*
Aceite de girasol 105 + 007 360 + 017 57 012 213+ 075
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccién (h) 24 48 24 48
Baja en grasas 107 + 040 158 + 038 250 £ 030 170 £ 012
Aceite de oliva 157 + 040 85 +013 233+ 115 200 + 100
Aceite de oliva ecoldgico 160 + 053 98 + 005 133+ 021 140 + 036
Aceite de pescado 283+029* = 108 + 065 203 + 029 -
Aceite de girasol 193 £ 012 110 £ 041 123 + 006 440 + 467

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes
(n=10 en cada subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un
intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 se consideraron diferencias estadisticas significativas.
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Figura 12. Peso en miligramos de los bazos de ratones alimentados con dietas lipidicas y tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o
RB6-8C5 (D). Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados

experimentalmente con L. monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]). Las barras negras corresponden a la

dieta control o baja en grasas ( || ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado. Las barras verdes ( )
corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verde claro ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra

ecoldgico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. Los bazos se pesaron por triplicado. Las barras corresponden a la
media * error estandar de tres determinaciones independientes analizadas mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los valores con asterisco

presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*~< 0.05).

La Tabla 17 representa los pesos de los higados de los diferentes grupos a las 24 y 48 h
después de la infeccion experimental con Listeria monocytogenes. No se observo diferencias
estadisticamente significativas respecto al peso de los mismos en los grupos de PBS y CPA; en
cambio si se observaron diferencias significativas en los grupos de GK 1,5 y RB6-8C5.

El grupo tratado con GK 1,5 mostré un incremento estadisticamente significativo a las 24 h
post-infeccion en los ratones alimentados con la dieta de aceite de pescado respecto a los
alimentados con dieta control. Los ratones tratados con RB6-8C5 reflejaron un aumento significativo
en el peso del higado con la dieta de aceite de oliva a las 24 h respecto a las dietas de aceite de
oliva ecoldgico y aceite de girasol.

Los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con aceite de pescado a las 48 h, no

sobrevivieron a la infeccion experimental con L.monocytogenes (Tabla 17).
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Tabla 17. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en el peso del higado de

ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a las 24 y 48 h post-infeccion. (n=10 en cada

subgrupo de dieta).

Peso higado (q) PBS CPA
Tiempo post-infeccion (h) 24 48 24 48
Baja en grasas 1,48 +0,18 1,23+0,13 1,23 £ 0,06 1,15+0,13
Aceite de oliva 1,47+0,12 | 147+006 = 1,17+0,06 1,23+0,10
Aceite de oliva ecologico 1,4 +£0,24 1,13+0,26 | 1,32+0,10 @ 1,08+0,05
Aceite de pescado 1,26 +0,09 | 148+021 | 1,09+0,02 1,11+0,03
Aceite de girasol 1,09+042 | 097+007 1,14+010 1,29+0,18
GK 15 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 24 48 24 48
Baja en grasas 1,18 +0,24 1,06 £ 0,05 1,37 +£0,13 1,39 + 0,08
Aceite de oliva 1,23+0,12 | 1,13+0,05 | 1,83+0,15* 15+0,17
Aceite de oliva ecolégico 1,27+0,15 | 1,20+0,10 @ 1,41+0,19 1,28+0,02
Aceite de pescado 1,48 +0,10* | 1,18+0,16 = 1,31+0,12 -
Aceite de girasol 1,47 £0,15 1,3+0,10 1,11+0,08 | 1,06 +0,10*

Los resultados fueron expresados como media = error estandar de cuatro experimentos independientes (n=7

en cada subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de

confian

za del 95%.

* P< 0,05 se consideraron diferencias estadisticas significativas.
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Figura 13. Peso en gramos de los higados de ratones alimentados con dietas lipidicas y tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o
RB6-8C5 (D). Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados

experimentalmente con L. monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]). Las barras negras corresponden a la

dieta control o baja en grasas ( || ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado. Las barras verdes ( )

corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verde claro ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra
ecoldgico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. Los higados se pesaron por triplicado. Las barras corresponden a
la media + error estandar de tres determinaciones independientes analizadas mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los valores con asterisco

presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*A< 0.05).
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El peso del timo (Tabla 18) mostré diferencias estadisticas significativas en los grupos de CPA
y RB6-8C5; por el contrario, no se encontraron diferencias significativas en los grupos de PBS y GK
1,5.

Los ratones tratados con CPA y alimentados con la dieta basada en aceite de pescado,
reflejaron un incremento significativo en el peso de los timos a las 48 h respecto a la dieta baja en
grasas; los pesos de los timos de ratones alimentados con la dieta de girasol a las 24 h, también
mostraron un aumento significativo respecto a las restantes dietas.

Dentro del tratamiento con RB6-8C5, se observé un aumento significativo en el peso de los
timos de ratones alimentados con la dieta basada en aceite de oliva ecolégico a las 48 h, en
comparacion a las dietas baja en grasas y de aceite de oliva no ecoldgico, después de la infeccion
experimental. La ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con aceite
de pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales de superar la infeccién experimental

con L. monocytogenes (Tabla 18).

Tabla 18. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en el peso del timo de
ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a las 0, 24 y 48 h post-infeccion. (n=10 en cada

subgrupo de dieta).

Peso timo (mg) PBS CPA
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 67 £ 39 36+£16 44 £33 702 8+01 15+09
Aceite de oliva 52+22 | 96+14 | 59+39 | 48+38 301 29+11
Aceite de oliva ecologico 30+£18 | 19+03 | 29+27 | 9+01 10+11 | 38+11
Aceite de pescado 33+29 | 47+45 | 13+03  7+02 | 3125 67 +22*
Aceite de girasol 61+34 | 64+37 51+30 12+06 66+29* 48%32
GK 15 RB6-8C5
Tiempo post-infeccién (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 40 £ 27 48 £18 9+07 34 £06 47+£20 139+ 44
Aceite de oliva 34+10 | 36+31  44+31 48+16 50+13 | 13253
Aceite de oliva ecoldgico 67+22 | 24+18 | 45+46 | 4007 48+14 | 187 +19*
Aceite de pescado 62+41 | 22+20 33+37  52+05  45+11 -
Aceite de girasol 76+ 03 | 55+31 | 30+12 41+14 54+09 @ 166+21

Los resultados fueron expresados como media + error estdndar de cuatro experimentos independientes
(n=10 en cada subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un
intervalo de confianza del 95%.

* P<0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 14. Peso en miligramos de los timos de ratones alimentados con dietas lipidicas y tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o
RB6-8C5 (D). Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados

experimentalmente con L. monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]). Las barras negras corresponden a la

dieta control o baja en grasas ( | ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado. Las barras verdes ( )
corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verde claro ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra
ecoldgico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. Los timos se pesaron por triplicado. Las barras corresponden a la
media * error estandar de tres determinaciones independientes analizadas mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los valores con asterisco

presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*~<0.05).

4.1.3.- Indices esplénicos de los ratones sometidos a inmunosupresién y tras la

infeccion experimental con Listeria monocytogenes.

El indice esplénico indica la proporcion del peso del bazo respecto al peso corporal del animal
y se relaciona con un cuadro de esplenomegalia asociado a la infeccion por Listeria monocytogenes.
La Tabla 19 representan los indices esplénicos a las 24 y 48 h después de la infeccion experimental
con L. monocytogenes. Los grupos de CPA y GK 1,5 mostraron diferencias significativas, en cambio
no se encontraron en los grupos tratados con PBS y RB6-8C5.

Dentro del grupo de ratones que fue tratado con CPA, se encontrd una reduccion significativa
en el indice esplénico de ratones alimentados con una dieta basada en aceite de pescado a las 48 h
post-infeccion, respecto a las dietas basadas en aceite de girasol y aceite de oliva.

En el grupo del inmunosupresor GK 1,5 se observé un incremento significativo del indice
esplénico respecto a las demas dietas, en ratones que fueron alimentados con una dieta basada en
aceite de pescado a las 24 h de la infeccion experimental con L. monocytogenes.

Los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con aceite de pescado a las 48 h, no

sobrevivieron a la infeccién experimental con L. monocytogenes (Tabla 19).
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Tabla 19. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en el indice esplénico de
ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a las 24 y 48 h post-infeccion. (n=10 en cada

subgrupo de dieta).

Indice esplénico x 102 PBS CPA
Tiempo post-infeccion (h) 24 48 24 48
Baja en grasas 12,64 £5,9 742 +0,63 3,66 + 1,37 4,85+0,89
Aceite de oliva 15,26 + 0,49 12,37+0,84 8,4 +2,56 10,35 + 4,36
Aceite de oliva ecol6gico 535%221 5,91 +0,49 2,260,224 564 +2,13
Aceite de pescado 10,56 + 0,38 11,4 + 6,06 6,45+ 1,27 3,25+1,11*
Aceite de girasol 4,58 + 0,37 13,74 +0,38 2,54 +0,37 10,64 + 3,88
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 24 48 24 48
Baja en grasas 4,96 + 2,03 7,04+172 13,87 +2,28 9,99 +2,09
Aceite de oliva 598+13 3,41+0,63 8,99 + 4,93 8,53 +4,24
Aceite de oliva ecol6gico 6,86 + 2,44 4,13 +£0,37 6,17 £ 0,95 5,44 + 2,05
Aceite de pescado 14,07 + 3,65* 481+2091 9,04 +£1,62 -
Aceite de girasol 7,24 +0,68 3,96 + 1,28 5,94 +0,01 4,99 + 0,38

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes
(n=7 en cada subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un
intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.

o
A o 307 o
= B = sof
o 257 o<
Q o 25
o L L
— 20 = 20}
@ 15 o =
(%2} - o
@ — »w 151
® 10t @ T T
2 T ® 10 T
- 7 - ) : T
= 5 T © [
S N =
o _ —
24 h 48 h 0
_ _ 24 h 48 h
Horas postinfecci¢n Harme nactinfan it n
o _ o
4 30 - 30
o D>
o 2571 o 25
2 L
S 20f1 * = 20
= o
g 15 » 15[
5 |
S 107 T _ ® 10 T
o 1 =] - _-— T
il " N =l B
0 0
24 h 48 h 24 h 48 h

Horas postinfecci¢n Horas postinfecci¢tn

Figura 15. Indice esplénico (x107®) de ratones alimentados con dietas lipidicas y tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5
(D). Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados

experimentalmente con L. monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]). Las barras negras corresponden a la

dieta control o baja en grasas ( | ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado. Las barras verdes ( )

corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verde claro ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra
ecolégico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. Los indices esplénicos se realizaron por triplicado. Las barras
corresponden a la media + error estandar de tres determinaciones independientes analizadas mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los valores

con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*/< 0.05).
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4.1.4.- Ensayo de supervivencia frente a Listeria monocytogenes en ratones

sometidos a inmunosupresion

La Figura 16 muestra el porcentaje de supervivencia de los ratones no inmunosuprimidos
(PBS) (figura 16A), y que se sometieron a un proceso de inmunosupresion con CPA (figura 16B),
GK1,5 (figura 16C) y RB6-8C5 (figura 16D); frente a una dosis letal (10°> UFC) de una cepa virulenta
de Listeria monocytogenes por via endovenosa. La grafica representa el porcentaje de ratones que

sobreviven en los distintos dias después de la infeccion experimental con el patégeno.

En todos los casos pueden observarse bajos porcentajes de supervivencia en los ratones
alimentados con la dieta rica en aceite de pescado transcurridos 2 dias desde la infeccion
experimental; en los grupos de tratamiento control (figura 16A), CPA (figura 16B) y GK 1.5 (figura
16C) existieron incrementos del 70%-80% en la mortalidad de los ratones alimentados con la dieta
gue contenia aceite de pescado en el dia 2, y en el dia 3 el porcentaje de supervivencia fue del 10
% en estos tratamientos.

En el caso de ratones alimentados con aceite de pescado y tratados con RB6-8C5 (figura 16D)
murieron todos en las 48 h posteriores a la infeccion experimental. También con este tratamiento
todos los ratones alimentados con las demas dietas reflejaron bajos porcentajes de supervivencia del
20 %-10 %; este hecho implicaria el papel fundamental de los granulocitos en las primeras etapas
del control de la infeccion bacteriana.

Los ratones alimentados con la dieta baja en grasas mostraron porcentajes de supervivencia
del 70% (PBS), 60% (GK 1.5) y del 50% (CPA).

Los ratones alimentados con las dietas que contenian aceite de oliva virgen extra y aceite de
oliva virgen extra ecolégico, mostraron mayores porcentajes de supervivencia respecto a los ratones
alimentados con la dieta de aceite de pescado en todos los tratamientos excepto con RB6-8C5. En el
tratamiento con GK 1.5 (figura 16C), los ratones alimentados con estas dos dietas que contenian
aceite de oliva mostraron porcentajes de supervivencia del 90 %; este tipo de grasa mostro claras
ventajas ante una depleciéon de células T CD4+.

El porcentaje de supervivencia de los ratones alimentados con la dieta rica en aceite de
girasol fue similar al de ratones control y alimentados con la dieta de aceite de oliva en los controles
y tratados con CPA; sin embargo en los tratamientos con GK 1.5 y RB6-8C5 el porcentaje de

supervivencia fue inferior al 50%.
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Figura 12. Medida del porcentaje de supervivencia durante una infeccién experimental con Listeria monocytogenes de ratones
alimentados con dietas lipidicas y tratados por via intraperitoneal con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D). Ratones Balb/c
alimentados con las dietas lipidicas durante 4 semanas (/=10 en cada subgrupo de dieta), se les inyectd via intraperitoneal PBS estéril (grupo control),

CPA, GK 1.5 o RB6-8C5; y seguidamente infectados por via intravenosa con L. monocytogenes (10° unidades formadoras de colonias [UFC]/mL). La
linea negra representa el porcentaje de supervivencia de ratones control alimentados con la dieta baja en grasas ( — 4 — ). La linea azul representa

el porcentaje de supervivencia de ratones alimentados con la dieta de aceite de pescado ( — 4 — ). La linea verde representa el porcentaje de
supervivencia de ratones alimentados con la dieta de aceite de oliva virgen extra ( ). La linea rosa representa el porcentaje de supervivencia
de ratones alimentados con la dieta de aceite de oliva virgen extra ecolégico ( A— ). La linea naranja representa el porcentaje de supervivencia de

ratones alimentados con la dieta de aceite de girasol ( ). Los datos expresan los resultados totales de cuatro experimentos independientes y

fueron analizados mediante el test de mortalidad de Kaplan-Meier.

4.1.5.- Recuperacion de bacterias viables en bazo e higado de ratones infectados

con Listeria monocytogenes y tratados con CPA, GK 1.5y RB6-8C5

La recuperacion de bacterias viables en bazo se refleja en la Tabla 20, todos los grupos
tratados mostraron diferencias significativas entre las distintas dietas lipidicas. En el grupo control
(PBS) a las 24 y 48 h, existi6 una disminucion significativa en la recuperacion de bacterias viables
del subgrupo de la dieta baja en grasas respecto a las demas dietas; sin embargo el subgrupo de

aceite de pescado reflej6 un incremento significativo a las 24 y 48 h por encima de los demas
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subgrupos. En el grupo tratado con CPA los ratones alimentados con la dieta de aceite de pescado
reflejaron un aumento significativo de las bacterias viables en el bazo respecto a las demas dietas a
las 24 y 48 h después de la infeccion experimental con la bacteria patogena.

Dentro del grupo que fue tratado con el inmunosupresor GK 1,5 existi0 una reduccion
significativa a las 24 h en el subgrupo de aceite de oliva ecoldgico respecto a todos los demas
subgrupos alimentados con dietas; y un aumento significativo en las bacterias viables en bazos de
ratones alimentados con la dieta baja en grasas a las 48 h, respecto a los subgrupos alimentados
con las dietas de aceite de oliva y aceite de oliva ecoldgico. Los animales que fueron alimentados
con la dieta basada en aceite de oliva ecolégico mostraron una disminucion significativa a las 24 h
en el numero de bacterias viables recuperadas de bazo respecto a los animales alimentados con las
demas dietas, y las 48 h respecto a los alimentados con las dietas de aceite de pescado y baja en
grasas. Los ratones alimentados con la dieta basada en aceite de pescado, reflejaron un aumento
significativo en las bacterias viables recuperadas en bazo a las 48 h en comparacion a los ratones
alimentados con las demas dietas.

En el grupo tratado con RB6-8C5 se evidencié un aumento significativo en las bacterias
viables recuperadas de los bazos de ratones alimentados con la dieta que contenia aceite de
pescado a las 24 h respecto a los animales alimentados con la dieta baja en grasas; y un incremento
en los animales alimentados con la dieta rica en aceite de girasol a las 48 h también respecto al
subgrupo de baja en grasas. La ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y
alimentados con aceite de pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales de superar

la infeccion experimental con L. monocytogenes (Tabla 20).
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Tabla 20. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la recuperacién de

bacterias viables en bazo de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a las 24 y 48 h post-

infeccion. (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Bazo (1odi0) PBS CPA
Tiempo post-infeccion (h) 24 48 24 48
Baja en grasas 1,3 +0,30* 1,25 + 0,50* 2,43 = 0,23 2,56 = 0,54
Aceite de oliva 3,06 = 0,40 3,69 = 0,36 2,72 +0,10 3,12+ 0,24
Aceite de oliva ecoldgico 2,49 = 0,20 3,81 +0,58 2+0 2,5+0,38
Aceite de pescado 3,95 + 0,65* 5,96 + 0,65* 4,47 = 0,40* 6,1 + 0,20*
Aceite de girasol 3,16 = 0,28 49+ 1,02 2,53+0,21 2,9+0,42
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 24 48 24 48
Baja en grasas 3,4+0,17 4,06 = 0,29* 2,66 = 0,05 4,12 + 1,06
Aceite de oliva 2,78 0,16 3,08 = 0,15 3,69 = 0,36 553%+0,81
Aceite de oliva ecol6gico 1,99 + 0,03* 3,25+ 0,62 3,53 +0,72 5,3+0,30
Aceite de pescado 3,26 = 0,24 4,83 +0,57* 4,75 = 0,50* -
Aceite de girasol 3,13+ 0,46 3,73 +0,20 4,07 =£0,21 6,52 + 0,68*

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=7 en
cada subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de
confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 17. Recuperacion de Listeria monocytogenes viables a partir del bazo de ratones alimentados con dietas lipidicas y tratados
con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D). Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada
intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente con L. monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al

grupo control se le inyectd por via intraperitoneal PBS. Las barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas (-). Las barras azules

( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado. Las barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras

verde claro ( ) corresponden a la dieta de aceite de

) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra ecolégico. Las barras amarillas (
girasol. Las bacterias se aislaron tal y como se describe en el apartado de material y métodos. Los resultados del recuento del nimero de colonias
bacterianas se expresaron como log;, de bacterias viables. Las barras corresponden a la media = error estandar de tres determinaciones
independientes analizadas mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la

dieta baja en grasas o control (*/~< 0.05).
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La Tabla 21 muestra la recuperacion de bacterias viables en higado donde también todos los
grupos tratados y el control (PBS) mostraron diferencias significativas. En el grupo de PBS, los
ratones alimentados con la dieta baja en grasas mostraron una disminucion significativa a las 24 y
48 h, respecto a todos los ratones alimentados con las demas dietas. La recuperacion de bacterias
viables en higado de los animales alimentados con la dieta rica en aceite de pescado a las 24 h se
incrementd de forma significativa respecto a los subgrupos alimentados con la dieta baja en grasas
y la dieta que contenia aceite de oliva ecoldgico; y a las 48h respecto a los todos los demas
subgrupos alimentados.

Los ratones tratados con el inmunosupresor CPA y alimentados con la dieta de aceite de
pescado mostraron un incremento significativo en la recuperacion de bacterias viables de higado a
las 24 y 48 h respecto a los animales alimentados con las demés dietas; a las 48 h se destacO una
disminucion significativa del nUmero de bacterias viables en el subgrupo alimentado con la dieta
baja en grasas respecto a los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de oliva ecoldgico y
aceite de pescado.

En el grupo de ratones tratados con GK 1,5 se incrementé significativamente el niumero de
bacterias viables en los ratones alimentados con la dieta de aceite de pescado a las 24 h respecto a
los subgrupos alimentados con la dieta baja en grasas y la dieta rica en aceite de oliva ecologico; a
las 48 h se produjo un incremento significativo del subgrupo alimentado con la dieta baja en grasas
en comparacion a los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de oliva ecologico y aceite de
oliva. Los ratones alimentados con la dieta que contenia aceite de oliva ecoldégico mostraron una
reduccion significativa en la recuperacion de bacterias viables a las 48 h, respecto a los subgrupos
alimentados con la dieta de aceite de pescado y aceite de girasol. El subgrupo alimentado con la
dieta de aceite de pescado fue significativamente mayor a todos los demas a las 48 h, y el
alimentado con la dieta de aceite de girasol también se incremento de forma significativa respecto a
los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de aceite de oliva y aceite de pescado.

Dentro del grupo de tratamiento con RB6-8C5 se destaca un incremento significativo en la
recuperacion de bacterias viables en los animales alimentados con la dieta que contenia aceite de
pescado a las 24 h respecto al subgrupo de ratones alimentados con la dieta baja en grasas; a las
48 h el subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de girasol se incremento significativamente
respecto a los subgrupos alimentados con las dietas que contenian aceite de oliva y el subgrupo de
dieta baja en grasas. La ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con
aceite de pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales de superar la infeccion

experimental con L. monocytogenes (Tabla 21).
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Tabla 21. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la recuperacién de

bacterias viables en higado de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a las 24 y 48 h

post-infeccion. (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Higado (1ogi0) PBS CPA

Tiempo post-infeccion (h) 24 48 24 48
Baja en grasas 1,46 = 0,15* 2,07 = 0,50* 2,98 = 0,30 2,92 = 0,85*
Aceite de oliva 3,53+ 0,68 3,53+ 0,68 3,25+ 0,52 4,02 =0,68
Aceite de oliva ecol6gico 3,18 + 0,36 4,77 £ 1,57 2,83+ 0,72 4,56 + 0,30
Aceite de pescado 5,17 = 0,51* 5,77 £ 0,68* 4,87 = 0,23* 6,09 = 0,07*
Aceite de girasol 3,5+0,34 3,5+0,34 3,16 = 0,28 3,65+ 0,40

GK 1,5 RB6-8C5

Tiempo post-infeccion (h) 24 48 24 48
Baja en grasas 3x0 3,58 + 0,68* 3,56 £ 0,31 4,63 = 0,53
Aceite de oliva 3,19 +0,17 25+0,14 4,38 0,43 5,49 = 0,50
Aceite de oliva ecol6gico 2,59 + 0,53 2,49 + 0,16* 4,67 + 0,35 4,77 = 0,68

Aceite de pescado 3,95 + 0,09* 4,88 = 0,51* 5,14 + 0,47* -
Aceite de girasol 3,26 £ 0,24 3,52 +0,33* 4,93 = 0,48 6,19 =+ 0,27*

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=7 en
cada subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de
confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 18. Recuperacion de Listeria monocytogenes viables a partir del higado de ratones alimentados con dietas lipidicas y tratados
con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D). Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada
intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente por via intravenosa con L. monocytogenes (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al

grupo control se le inyect6 por via intraperitoneal PBS. Las barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( | ). Las barras azules (

) corresponden a la dieta de aceite de pescado. Las barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras
verde claro ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra ecoldgico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite
de girasol. Las bacterias fueron aisladas tal y como se describe en el apartado de material y métodos. Los resultados del recuento del nimero de
colonias bacterianas fueron expresados como log;, de bacterias viables. Las barras corresponden a la media + error estandar de tres determinaciones
independientes analizadas mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la

dieta baja en grasas o control (*/< 0.05).

4.1.6.- Ensayo de proliferacion celular con mitégenos en esplenocitos y timocitos
(linfoproliferacién), de los ratones infectados con Listeria monocytogenes y
tratados con CPA, GK 1.5 y RB6-8C5.

La siguiente tabla (Tabla 22) representa el porcentaje de incremento del indice de
estimulacion en bazo en presencia y ausencia del mitdgeno concanavalina A (Con A), respecto a la
dieta baja en grasas (100 % de estimulacion) después de la infeccion experimental con L.
monocytogenes por via intravenosa (10°UFC).

El grupo de animales control tratado con PBS en ausencia de concanavalina A, reflejé un
incremento significativo a las 24 h del porcentaje de estimulacién en el subgrupo alimentado con la
dieta de aceite de pescado, respecto a los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de girasol

y aceite de oliva ecologico. En el grupo de PBS estimulado con concanavalina A, se encontré una
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disminucion significativa en el subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de oliva ecologico a
las 0 h respecto a los animales alimentados con las demas dietas ensayadas; sin embargo los
ratones alimentados con una dieta rica en aceite de pescado a las 24 y 48 h, reflejaron un
incremento significativo en los dos puntos de tiempo respecto a los animales alimentados con las
dietas de aceite de girasol y aceite de oliva (Tabla 22).

En el grupo de ratones tratados con CPA en ausencia del mitdgeno, se encuentra una
reduccion significativa en los ratones alimentados con la dietas basadas en aceite de oliva ecolégico
y aceite de oliva a las 0 h, respecto a los alimentados con las dietas de aceite de girasol y aceite de
pescado; y un incremento significativo respecto a los animales alimentados con las demas dietas, de
los mismos subgrupos alimentados con aceite de oliva ecoldgico y aceite de oliva a las 24 h.

Dentro del grupo tratado con CPA y estimulado posteriormente con el mitégeno, se observo
un incremento significativo en el subgrupo alimentado con aceite de oliva ecolégico a las 0 h,
respecto a los subgrupos de ratones alimentados con las dietas ricas en aceite de oliva y aceite de
girasol. Los ratones alimentados con la dieta de aceite de oliva reflejaron un incremento significativo
del porcentaje de estimulacion a las 24 h respecto a los animales alimentados con las demas dietas.
A las 48 h de la infeccion experimental en el grupo de CPA estimulado con el mitégeno, todos los
subgrupos de ratones alimentados con dietas mostraron diferencias significativas destacandose
incrementos en los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de oliva y aceite de oliva
ecoldgico, y una considerable disminucion en el subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de
girasol (Tabla 22).

En el grupo de tratamiento con GK 1,5 en ausencia de la concanavalina A, el porcentaje de
estimulacion del subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de oliva ecoldgico a las 0 h se
incrementd significativamente respecto a los subgrupos alimentados con las dietas que contenian
aceite de girasol y aceite de oliva; el subgrupo de ratones alimentados con la dieta que contenia
aceite de pescado a las 0 h también se incremento de forma significativa, en comparacion al
subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de oliva.

Dentro del grupo que fue tratado con GK 1,5 y estimulado con el mitdégeno, los ratones
alimentados con la dieta de aceite de oliva ecologico a las 0 h mostraron un incremento significativo
respecto a los ratones alimentados con la dieta de aceite de oliva, y una disminucion significativa
comparado con los alimentados con la dieta que contenia aceite de pescado. El subgrupo de ratones
alimentado con una dieta basada en aceite de pescado mostré incrementos significativos del
porcentaje de estimulacion en los tres puntos de tiempo; a las 0 y 48 h respecto a los subgrupos de

ratones alimentados con las dietas que contenian aceite de oliva, aceite de girasol y aceite de oliva
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ecoldgico; y a las 24 h en comparacion al subgrupo alimentado con la dieta de aceite de girasol.

No se encontraron diferencias significativas en el grupo de tratamiento con RB6-8C5 y no
estimulado con el mitdégeno, en cambio si se encontraron en los que fueron estimulados en
presencia de concanavalina A. Los ratones alimentados con la dieta que contenia aceite de girasol
reflejaron una reduccion significativa del porcentaje de estimulacién a las 0 y 48 h, respecto al
subgrupo de ratones alimentados con la dieta de aceite de oliva. La ausencia de datos en los ratones
tratados con RB6-8C5 y alimentados con aceite de pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de

los animales de superar la infeccion experimental con L. monocytogenes (Tabla 22).
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Tabla 22.

linfocitaria en bazo de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a las 0, 24 y 48 h post-

Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la proliferacién

infeccion en presencia y ausencia de concanavalina A (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Esplenocitos
% incre_mento respecto a PBS CPA
baja en grasas
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =053 | 100+019 100013 | 100+ 015 100#+030 K 100 =014
Aceite de oliva 162 =013 | 128 £ 051 79 =018 65+ 013* 148 +011* 118 =015
Aceite de oliva ecol6gico 141 =015 106 £027 100 +015 | 67 =£023* 169 +017* 119 =010
Aceite de pescado 159 £ 041 146 £018* | 106 =x012 § 106 +019 | 127 =037 | 107 =008
Aceite de girasol 147 £ 039 @ 107 =029 81 + 016 98 = 014 137 =014 | 118 =021
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =017 100 +042 100+019 | 100+ 019 100067 | 100 =038
Aceite de oliva 96 + 017 92 + 028 128 =023 | 180+ 062 | 182 +037 | 166 =091
Aceite de oliva ecol6gico 159 = 017*| 86 =018 106 =018 | 113 +011 | 169 +030 | 124 =+ 065
Aceite de pescado 147 = 034* | 103024 | 145+048 | 150+ 018 184 * 023 -
Aceite de girasol 107 £017 119 + 036 99 + 025 99 + 020 135+ 010 | 128 =015
Esplenocitos + Con A
% incre_mento respecto a PBS CPA
baja en grasas
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 +£013 | 100*=014 | 100+ 012 100 =017 100 * 014 100 = 008
Aceite de oliva 107 =014 | 107 £018 104 =015 80+ 027 |140 +=011* 161 +019*
Aceite de oliva ecol6gico 63 +012* 127 +009 | 121 =020 116 =019*| 99 + 008 151 = 020*
Aceite de pescado 126 = 031 148 = 031*| 148 £ 022* 97 +014 115 += 013 122 = 015*
Aceite de girasol 101 006 @ 96008 | 106 005 @ 87 =013 § 114 + 009 94 = 009*
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =014 100 +015 | 100 +£016 | 100 =020 | 100 = 050 100 = 022
Aceite de oliva 91 + 013 71 =019 88 + 019 177 =080 | 209 = 056 263 + 143
Aceite de oliva ecol6gico 158 = 025*| 96 + 033 115+ 013 | 114+ 018 114+ 041 166 = 067
Aceite de pescado 178 = 024* | 113 = 023* | 162 = 049* | 161 =026 206 *= 034 -
Aceite de girasol 116 £ 020 94 012 89+ 025 | 73x021* | 140 x= 022 143 = 058

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10) en cada

subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 19. Porcentaje de incremento respecto a controles del indice de estimulacion linfocitaria en bazo de ratones alimentados con
dietas lipidicas e infectados; y tratados previamente con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D), en presencia de Con A. Ratones
Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente via
intravenosa con L. monocytogenes (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyect6 por via intraperitoneal PBS. La dieta
control o baja en grasas equivale al 100% de proliferacion linfocitaria (datos no mostrados). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de
aceite de pescado. Las barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verde claro ( ) corresponden a

la dieta de aceite de oliva virgen extra ecoldgico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. Los esplenocitos se
aislaron tal y como se describe en el apartado de material y métodos. Los resultados del ensayo de viabilidad celular fueron expresados como
porcentaje de incremento respecto al grupo control (baja en grasas). Las barras corresponden a la media + error estandar de tres determinaciones
independientes analizadas mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la

dieta baja en grasas o control (*/< 0.05).

El porcentaje de incremento del indice de estimulacion linfocitario en timocitos respecto a la
dieta baja en grasas se representa en la siguiente tabla (Tabla 23), fue realizado también en
presencia y ausencia del mitbgeno concanavalina A.

Dentro del grupo control (PBS) en ausencia del mitbgeno concanavalina A, el subgrupo de
ratones alimentado con la dieta de aceite de girasol mostré una disminucion significativa a las 0 h

respecto a los ratones que fueron alimentados con las dietas ricas en aceite de oliva ecoldgico,
91



aceite de pescado y aceite de oliva. A las 24 h después de la infeccion experimental, el subgrupo
alimentado con la dieta que contenia aceite de oliva ecoldégico mostr6 un aumento significativo
respecto al subgrupo de ratones alimentado con la dieta rica en aceite de oliva. Los subgrupos
alimentados con las dietas que contenian aceite de oliva ecoldgico y aceite de girasol se redujeron
de forma significativa a las 48 h en comparacién a los subgrupos alimentados con las dietas de
aceite de pescado y aceite de oliva.

El porcentaje de incremento en el indice de estimulacion de los ratones control (PBS) y
estimulados con el mitdgeno concanavalina A, fue significativamente mayor en el subgrupo de
ratones alimentados con la dieta de aceite de pescado a las 48 h respecto a los ratones alimentados

con la dieta rica en aceite de oliva.

El grupo tratado con CPA no mostro diferencias significativas en ausencia del mitégeno
concanavalina A; en cambio en presencia del mismo, mostré0 una disminucion significativa en el
subgrupo de animales alimentado con la dieta que contenia aceite de girasol a las 48 h respecto a

los subgrupos alimentados con las demés dieta (Tabla 23).

Los timocitos de ratones tratados con GK 1,5 sin estimular con el mitégeno, experimentaron
una reduccidn significativa en el subgrupo de ratones alimentados con la dieta rica en aceite de oliva
a las 48 h respecto a los subgrupos alimentados con las dietas que contenian aceite de oliva
ecoldgico, aceite de girasol y aceite de pescado; por el contrario se dio un incremento significativo
en los animales alimentados con la dieta rica en aceite de oliva ecoldgico también a las 48h, en

comparacion a los ratones alimentados con las dietas de aceite de oliva y aceite de pescado.

La posterior estimulacién con el mitégeno concanavalina A en el grupo de ratones tratados
con GK 1,5, reflejé diferencias estadisticas significativas en el subgrupo alimentado con la dieta rica
en aceite de oliva ecologico; a las 0 h una disminucion respecto a los ratones alimentados con la
dieta de aceite de oliva, y a las 48 h un incremento en comparacién también a los animales
alimentados con la dieta que contenia aceite de oliva. El subgrupo alimentado con una dieta rica en
aceite de pescado mostré una reducciéon significativa del porcentaje de incremento a las 24 h,
respecto a los subgrupos alimentados con las dietas que contenian aceite de girasol y aceite de oliva

ecoldgico (Tabla 23).

El grupo tratado con RB6-8C5 en ausencia de concanavalina A, mostré un incremento
significativo del porcentaje en el subgrupo alimentado con la dieta de aceite de oliva a las 0 h,
respecto a los subgrupos alimentados con las dietas que contenian aceite de pescado y aceite de

girasol; a las 48 h, el porcentaje en el subgrupo alimentados con la dieta rica en aceite de oliva
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ecoldgico fue significativamente mayor que en los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de

oliva y aceite de girasol.

Los timocitos de ratones tratados con RB6-8C5 y posteriormente estimulados con la
concanavalina A, solo mostraron un incremento significativo a las 24 h en el subgrupo alimentado
con la dieta que contenia aceite de oliva ecoldgico respecto a los que fueron alimentados con la
dieta rica en aceite de pescado. La ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y
alimentados con aceite de pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales de superar

la infeccion experimental con L. monocytogenes (Tabla 23).
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Tabla 23. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la proliferacion

linfocitaria en timo de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a las 0, 24 y 48 h post-

infeccion en presencia y ausencia de concanavalina A (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Timocitos
% incremento respecto a PBS CPA
baja en grasas
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =016 | 100 =009 H 100045 100019 100+005 100 %012
Aceite de oliva 125+017 | 117011 194 =027 82 + 024 110 =020 | 114 =023
Aceite de oliva ecol6gico 140 =019 | 120 +£011* 157 £ 015* | 90 + 024 112 =011 96 = 016
Aceite de pescado 131 +015 | 109+ 018 186 +018 | 103+ 015 | 109 +£013 104 =022
Aceite de girasol 93 +038*  110* 015 | 161+ 020* 91 + 041 112 = 024 93 + 009
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =023 | 100 =036 | 100+018 | 100+ 050 100+ 020 100 %023
Aceite de oliva 125 = 014 95 + 009 58 £ 033* 181 + 026* | 108 = 028 47 =014
Aceite de oliva ecol6gico 124 =014 | 105=*024 | 122 +£015* 158 +024 122+ 010 92 += 054*
Aceite de pescado 126 = 012 88 = 017 107 = 007 | 145 *= 016 91 + 026 -
Aceite de girasol 109 = 019 87 = 034 102 =018 | 142 + 064 | 107 =019 35 + 009
Timocitos + Con A
% incremento respecto a PBS CPA
baja en grasas
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =009 | 100026 100=*=012 100+ 023 @ 100* 016 100 *018
Aceite de oliva 121 = 024 80 = 019 83+ 011 84 + 008 123 =021 | 109 =009
Aceite de oliva ecol6gico 97 = 010 83 = 009 104 =010 104 +019 100=*=014 | 106 =018
Aceite de pescado 106 = 007 68+ 012 | 111 +013* 79008 102 = 010 108 = 11
Aceite de girasol 101 = 012 86 = 025 89 = 015 87 012 103 + 017 | 68 %= 006*
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =008 100 +039 | 100+008 | 100+023 | 100+011 100 =*=018
Aceite de oliva 118 = 010 114 + 022 73 025 129 = 025 86 = 011 54 = 006
Aceite de oliva ecol6gico 99 +018* | 144+ 036 104 +017* 122=+024 | 109 +013*| 76 =031
Aceite de pescado 110 =021 | 99 = 020* | 86 %= 008 118 + 020 75 x+ 016 -
Aceite de girasol 105+ 005 | 121 =017 99 + 010 109 += 022 86 = 011 59 + 007

Los resultados fueron expresados como media + error estdndar de cuatro experimentos independientes (n=10) en cada

subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* p< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 20. Porcentaje de incremento respecto a controles del indice de estimulacion linfocitaria en timo de ratones alimentados con
dietas lipidicas e infectados; y tratados previamente con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D); en presencia de Con A. Ratones
Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente por via
intravenosa con L. monocytogenes (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyect por via intraperitoneal PBS. La dieta

control o baja en grasas equivale al 100% de proliferacion linfocitaria (datos no mostrados). Las barras azules ( | ) corresponden a la dieta de

aceite de pescado. Las barras verdes ( - ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verde claro ( ) corresponden a
la dieta de aceite de oliva virgen extra ecoldgico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. Los timocitos se aislaron
tal y como se describe en el apartado de material y métodos. Los resultados del ensayo de viabilidad celular fueron expresados como porcentaje de
incremento respecto al grupo de dieta control (baja en grasas). Las barras corresponden a la media = error estandar de tres determinaciones
independientes analizadas mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la
dieta baja en grasas o control (*/< 0.05)..
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4.1.7.- Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en bazo de los
ratones infectados con Listeria monocytogenes y tratados con CPA, GK 1.5 y RB6-
8C5.

Los radicales libres de oxigeno se cuantificaron a través de una técnica fluorimétrica y se
expresaron en Unidades Relativas de Fluorescencia (URF). La siguiente tabla (Tabla 24) muestra los
resultados obtenidos.

En el grupo de ratones control (PBS), el subgrupo alimentado con la dieta que contenia aceite
de pescado mostré una reduccion significativa en las URF a las 24 h, en comparacion al subgrupo de
animales alimentado con la dieta baja en grasas, y a las 48 h respecto a los alimentados con las
dietas que contenian aceite de oliva, aceite de girasol y baja en grasas; por el contrario, los ratones
del subgrupo alimentado con la dieta de aceite de oliva ecol6gico mostraron un incremento
significativo a las 48 h, respecto a los subgrupos alimentados con las dietas baja en grasas y de
aceite de pescado.

Dentro del grupo tratado con CPA se produjo un incremento significativo del subgrupo
alimentado con la dieta que contenia aceite de pescado a las 0, 24 y 48 h respecto a los subgrupos
alimentados con las demas dietas; también se incrementé significativamente a las 48 h el subgrupo
alimentado con la dieta rica en aceite de oliva ecoldgico en comparacion a los subgrupos
alimentados con las dietas baja en grasas, de aceite de oliva y de aceite de girasol (Tabla 24).

En el grupo de tratamiento con GK 1,5 no se encontraron diferencias significativas en los
valores de las URF a las 0 y 24 h después de la infeccidbn experimental con L. monocytogenes; sin
embargo a las 48 h se produjo un incremento significativo en el subgrupo alimentado con las dieta
gue contenia aceite de oliva respecto a todos los subgrupos alimentados con las demas dietas, y del
subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de pescado en comparacion al subgrupo de animales
alimentado con la dieta baja en grasas.

En el grupo de animales tratados con RB6-8C5 se produjo un incremento significativo a las 0
y 24 h en el subgrupo alimentado con la dieta que contenia aceite de pescado sobre todos los
subgrupos alimentados con las demas dietas; y el subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de
oliva ecolégico mostré un incremento significativo respecto a los subgrupos alimentados con las
dietas que contenian aceite de girasol y aceite de oliva, y a la dieta baja en grasas. La ausencia de
datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con aceite de pescado a las 48 h, se debe
a la incapacidad de los animales de superar la infeccion experimental con L. monocytogenes (Tabla
24).
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Tabla 24. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de

especies reactivas de oxigeno (ROS) en bazo de ratones infectados experimentalmente con L/steria monocytogenes

alas 0, 24 y 48 h post-infeccion (n=10 en cada subgrupo de dieta).

ROS (URF) PBS CPA

Tiempo post-infecciéon (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 415 = 020 | 474 = 056 416 = 164 175 + 024 303 =044 | 385 *x 095
Aceite de oliva 431 = 045 | 309 = 051 563 = 079 163 + 036 284 =024 | 402 =092
Aceite de oliva ecol6gico 536 £ 127 426 036 644 + 118* 222 £ 124 269 =034 | 878 = 108*
Aceite de pescado 564 + 124 | 234 £ 025* | 269 £ 178* | 510 = 044* | 742 +£192* | 996 = 131*
Aceite de girasol 362 =+ 032 | 402 =022 512 + 236 136 = 016 262 + 036 | 346 034

GK 1,5 RB6-8C5

Tiempo post-infecciéon (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 323056 222 +015 485 + 089 139 + 021 172 034 205 *= 024
Aceite de oliva 282+ 065 302048  1575%588* 123 %016 163 £ 024 297 = 057
Aceite de oliva ecol6gico 566 = 106 | 315+ 075 885 + 217 143 = 023 195 + 013 | 591 + 214*

Aceite de pescado 354 +024 | 397 =014 | 1190 = 513* | 498 = 044* | 514 + 150* -
Aceite de girasol 290 £ 035 | 292 =011 863 + 683 139 = 017 168 += 020 196 + 042

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10) en cada

subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 21. Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en esplenocitos de ratones alimentados con las dietas lipidicas,
inmunosuprimidos o no e infectados con Listeria monocytogenes Esplenocitos procedentes de ratones Balb/c alimentados durante 30 dias
(n=15 en cada intervalo de tiempo) con sus respectivas dietas lipidicas y tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la
infeccién experimental con L. monocytogenes por via intravenosa. Los esplenocitos fueron obtenidos como se describe en el apartado de material y
métodos e incubados con el compuesto H,DCFDA, posteriormente se cuantifico la produccion del producto oxidado que emite fluorescencia. Las barras

negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( || ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado. Las barras

verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verde claro ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva
virgen extra ecologico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. Los resultados se expresaron como la media =+ error
estandar de las unidades relativas de fluorescencia (URF) cuantificadas de tres determinaciones independientes analizadas mediante el test de

Student-Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*/~< 0.05).

4.1.8.- Medida de citoquinas en sangre periférica de raton.

La determinacion de los niveles de citoquinas en el presente trabajo fue llevada a cabo
mediante una técnica de citometria de flujo. Las citoquinas determinadas fueron las siguientes: IL-
1A, 11-2, IL-5, 1I-6, IL-10, IL-12p70, IFN-y, TNF-a, GM-CSF, IL-4 e IL-17; los resultados se expresaron
como porcentaje de variacion de las dietas respecto a la dieta control (baja en grasas).

Los datos referentes a IL-1A se recogieron en la siguiente tabla (Tabla 25). En los grupos
control (PBS) y de tratamiento con CPA, el subgrupo alimentado con la dieta que contenia aceite de
pescado mostré un incremento significativo a las 48 h respecto a los subgrupos de animales
alimentados con las demas dietas.

En el tratamiento con GK 1,5, el subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de pescado
mostré un incremento significativo a las 0 h respecto a los subgrupos alimentados con las demas
dietas; a las 24 h el porcentaje del subgrupo alimentados con la dieta que contenia aceite de oliva,
se redujo significativamente en comparacion a los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de
oliva ecoldgico y aceite de pescado.

Dentro del grupo de ratones tratado con el inmunosupresor RB6-8C5, se destacan dos
importantes incrementos significativos a las 24 h en los subgrupos alimentados con la dieta de
aceite de oliva ecoldgico y aceite de girasol, respecto a los subgrupos alimentados con las dietas que
contenian aceite de oliva y aceite de pescado. La ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-
8C5 y alimentados con aceite de pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales de

superar la infeccién experimental con L. monocytogenes (Tabla 25).
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Tabla 25. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de

interleuquina 1A (IL-1A) en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a

las 0, 24 y 48 h post-infeccion (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Interleuquina 1A
% incre_mento respecto a PBS CPA
baja en grasas
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =039 | 100 +044 | 100 +009 @100 +=017 100 = 051 100 = 005
Aceite de oliva 147 =013 | 143 +031 77 =006 123 =013 73 023 106 = 002
Aceite de oliva ecol6gico 92 = 012 165 + 015 86 = 009 128 = 017 62 + 049 98 = 012
Aceite de pescado 132+ 041 | 367 =118 | 625 579* 113 += 033 55 + 001 1390 * 555*
Aceite de girasol 141 =035 | 239 = 039 96 + 006 106 = 017 61 += 014 106 = 008
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =011 | 100+012 | 100 =006 @ 100 + 009 100 = 015 100 = 044
Aceite de oliva 140 = 026 | 91 = 021* 78 = 007 281 + 197 264 + 099 103 = 040
Aceite de oliva ecolégico 98 + 018 152 + 017 | 112+=011 128 =033 | 1759 +£1038* 96 = 032
Aceite de pescado 312 £ 065* | 158 =011 94 + 010 184 += 087 326 £ 072 -
Aceite de girasol 128 = 008 117 =14 85 + 003 95 + 005 | 1432 + 347* 113 += 058

Los resultados fueron expresados como media

+ error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10) en cada

subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 22. Medida de interleuquina-1A (IL-1A) en suero de sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas lipidicas
y tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccién experimental con Listeria monocytogenes.
Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente
por via intravenosa con L. monocytogenes (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyect6 por via intraperitoneal PBS.

Las barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( | ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado.

Las barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras azul claro ( ) corresponden a la dieta de aceite de
oliva virgen extra ecoldgico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La producciéon de IL-1A en suero fue
determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental y se cuantificO mediante el kit “Mouse Th1/Th2 10plex FlowCytomix Multiplex” de
eBioscience, que es capaz de medir por citometria hasta 10 citoquinas simultaneamente. Los resultados son expresados como media =+ error estandar
de cuatro experimentos independientes (n=4 en cada intervalo de tiempo), el analisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-Newman-Keuls.

Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*/< 0.05).

En la determinacion de la IL-2 (Tabla 26) no se encontraron diferencias significativas en el
grupo control (PBS) ni en los tratados con CPA y RB6-8C5. En cambio en el grupo de tratamiento
con GK 1,5 se observé una diferencia significativa, a las 0 h el subgrupo de animales alimentado con
la dieta que contenia aceite de girasol se increment6 de forma significativa respecto a los ratones
alimentados con la dieta que contenia aceite de oliva ecoldgico. La ausencia de datos en los ratones
tratados con RB6-8C5 y alimentados con aceite de pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de

los animales de superar la infeccion experimental con L. monocytogenes (Tabla 26).
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Figura 23. Medida de interleuquina-2 (IL-2) en suero de sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas lipidicas y
tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccion experimental con Listeria monocytogenes.
Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente
con L. monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyectd por via intraperitoneal PBS.

Las barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( | ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado.

Las barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras azul claro ( ) corresponden a la dieta de aceite de
oliva virgen extra ecolégico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La producciéon de IL-2 en suero fue
determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental y se cuantific6 mediante el kit “Mouse Th1/Th2 10plex FlowCytomix Multiplex” de
eBioscience, que es capaz de medir por citometria hasta 10 citoquinas simultdneamente. Los resultados son expresados como media *+ error estandar
de cuatro experimentos independientes (n=4 en cada intervalo de tiempo), el andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-Newman-

Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*/< 0.05).

Tabla 26. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de

interleuguina 2 (1L-2) en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a

las 0, 24 y 48 h post-infeccion (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Interleuquina 2
% incre_mento respecto a PBS CPA
baja en grasas
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 £ 016 | 100 =019 | 100 =007 | 100 +010 | 100 =011 100 = 006
Aceite de oliva 89 + 009 99 + 010 89+ 010 | 104 +£011 | 97 =010 91 + 007
Aceite de oliva ecolégico 95 + 005 94 + 009 94 + 007 | 101003 | 72 =+049 93 + 002
Aceite de pescado 108 =+ 008 | 103 +007 | 96 =011 95 + 011 102 =009 | 100 += 010
Aceite de girasol 107 =006 | 112 +004 | 98 + 006 101 =011 | 94 =010 95 + 004
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 111 £ 014 | 100 =004 | 100 =008 | 100+ 008 | 100 = 006 | 100 = 009
Aceite de oliva 111 =014 | 90 = 005 102 = 005 | 85+ 003 102 =008 | 105 + 003
Aceite de oliva ecol6gico 94 + 007 99 + 008 97 = 004 94 + 006 | 106 =005 | 90 + 009
Aceite de pescado 102 =012 | 89 =003 104 =011 | 85+ 010 100 = 007
Aceite de girasol 128 = 034*| 99 += 007 103 =004 | 93 =003 102 =008 | 97 = 009

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10) en cada
subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.

La Tabla 27 muestra el porcentaje de variacion en los niveles de IL-5 en los subgrupos de
dieta respecto al subgrupo alimentado con la dieta baja en grasas, con los diferentes tratamientos.
El grupo control (PBS) y los grupos tratados con GK 1,5 y RB6-8C5 no reflejaron diferencias
significativas; en cambio si se observaron en el grupo inmunosuprimido con CPA, con un incremento
significativo del subgrupo alimentado con la dieta que contenia aceite de pescado a las 48 h sobre
los subgrupos alimentados con las demés dietas. La ausencia de datos en los ratones tratados con
RB6-8C5 y alimentados con aceite de pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales

de superar la infeccion experimental con L. monocytogenes (Tabla 27).
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Tabla 27. Efecto de la administracién de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de

interleuquina 5 (IL-5) en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a

las 0, 24 y 48 h post-infeccion (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Interleuquina 5

% incremento respecto a

baja en grasas PBS CPA
Tiempo post-infecciéon (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 £ 010 | 100 +£004 | 100 =012 100 =007 @ 100+ 005 | 100 * 005
Aceite de oliva 97+£004 99009 | 94+007  102+003 97 %007 102 + 006

Aceite de oliva ecolégico 101 +004 97 =004 95+003 H 100+007 | 72+ 049 93 + 003

Aceite de pescado 97 = 002 94 + 005 96 = 009 @ 100 %= 006 98 = 003 | 154 = 025*
Aceite de girasol 100 =008 | 98 =005 | 101 +003 105 + 005 98 = 009 99 = 007
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infecciéon (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 +£ 006 100 =010 | 100 =003 | 100 =005 | 100 =003 | 100 = 007
Aceite de oliva 96 =007 @ 95=%x015 | 102006 97 =003 95 + 003 103 = 007

Aceite de oliva ecol6gico 93+003  99+004 | 110+008 92+ 003 94 + 003 99 + 007

Aceite de pescado 102 +011 102 =+011  114+006 85=+014 | 100013

Aceite de girasol 114 +017 101009 | 117 +010 | 99005 | 104 +013 | 102 + 006

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10) en cada
subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 24. Medida de interleuquina-5 (IL-5) en suero de sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas lipidicas y
tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccion experimental con Listeria monocytogenes.
Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente
con L. monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyectd por via intraperitoneal PBS.

Las barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( || ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado.

Las barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras azul claro ( ) corresponden a la dieta de aceite de
oliva virgen extra ecolégico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La producciéon de IL-5 en suero fue
determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental y se cuantific6 mediante el kit “Mouse Th1/Th2 10plex FlowCytomix Multiplex” de
eBioscience, que es capaz de medir por citometria hasta 10 citoquinas simultdneamente. Los resultados son expresados como media *+ error estandar
de cuatro experimentos independientes (n=4 en cada intervalo de tiempo), el andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-Newman-

Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*/~< 0.05).

En la siguiente tabla (Tabla 28) se muestra el porcentaje de variacion de los niveles de IL-6;
todos los grupos tratados presentan diferencias significativas entre los subgrupos alimentados con
las diferentes de dieta.

En el grupo de PBS (control) se observo un incremento significativo a las 24 h del subgrupo
alimentado con la dieta rica en aceite de oliva ecolégico sobre todos los subgrupos alimentados con
las demas dietas, aunque también se observaron elevados niveles a las 24 h en los ratones
alimentados con las dietas que contenian aceite de pescado, aceite de oliva y aceite de girasol. A las
48 h se observa un incremento significativo del subgrupo alimentado con la dieta de aceite de
pescado en comparacion a los subgrupos alimentados con las demas dietas.

En el grupo de ratones tratados con CPA se destaca un incremento significativo a las 48 h en
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el subgrupo alimentado con la dieta de aceite de pescado.

Dentro del tratamiento con GK 1.5, también se observan diferencias significativas, existio un
incremento en el porcentaje del subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de pescado a las 24
h (respecto a los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de girasol y aceite de oliva); y a las
48 h (en comparacion a todos los subgrupos alimentados con dietas).

En grupo tratado con RB6-8C5 se destacaron varios incrementos significativos a las 24 h; el
subgrupo alimentado con la dieta que contenia aceite de girasol respecto al subgrupo alimentado
con la dieta de aceite de oliva; el subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de oliva respecto a
los subgrupos alimentados con las dietas ricas en aceite de oliva ecolégico y aceite de girasol; y el
subgrupo alimentado con la dieta de aceite de pescado respecto al subgrupo alimentado con la dieta
de aceite de oliva. La ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con
aceite de pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales de superar la infeccion

experimental con L. monocytogenes (Tabla 28).
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Figura 25. Medida de interleuquina-6 (IL-6) en suero de sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas lipidicas y
tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccion experimental con Listeria monocytogenes.
Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente
con L. monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyectd por via intraperitoneal PBS.

Las barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( | ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado.

Las barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras azul claro ( ) corresponden a la dieta de aceite de
oliva virgen extra ecolégico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La producciéon de IL-6 en suero fue
determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental y se cuantific6 mediante el kit “Mouse Th1/Th2 10plex FlowCytomix Multiplex” de
eBioscience, que es capaz de medir por citometria hasta 10 citoquinas simultdneamente. Los resultados son expresados como media + error estandar
de cuatro experimentos independientes (n=4 en cada intervalo de tiempo), el andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-Newman-

Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*/< 0.05).

Tabla 28. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de

interleuguina 6 (IL-6) en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a
las 0, 24 y 48 h post-infeccion (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Interleuquina 6
% incre_mento respecto a PBS CPA
baja en grasas
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 £ 004  100+019 | 100+ 107 | 100 =003 | 100 +011 100 + 026
Aceite de oliva 94 +£001 | 2029 +134 | 20+009 @ 102+ 003 82 + 026 106 + 022
Aceite de oliva ecol6gico 100 =002 | 3121 = 211*| 11 + 002 101 = 001 135+ 135 93 + 013
Aceite de pescado 92 £ 006 | 1566 = 1379 757 = 054* 145 + 050 116 = 014 | 7032 +£1694*
Aceite de girasol 102 = 003 | 1894 + 179 22 =008 111 =011 145 = 020 111 =019
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 £ 002  100+008 | 100+ 004 | 100 =003 | 100 * 099 100 + 015
Aceite de oliva 97 = 002 78 =024 91 + 003 101 = 002 606 + 319 48 += 049
Aceite de oliva ecol6gico 98 + 003 122 + 060 93 + 002 108 = 002 | 1506 + 033* 57 =010
Aceite de pescado 96 £ 004 129 +025* | 144 = 013*| 97 = 007 893 + 203*
Aceite de girasol 101 = 007 75 %= 007 95 + 002 248 = 093 1638 = 112* 119 = 024

Los resultados fueron expresados como media * error estadndar de cuatro experimentos independientes (n=10 en cada
subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.

El porcentaje de variacion de los niveles de IL-10 entre los distintos subgrupos con los
diferentes tratamientos se representa en la siguiente tabla (Tabla 29). Se encontraron diferencias
significativas en los tratamientos con CPA, RB6-8C5 y en el grupo control (PBS); sin embargo el
grupo de GK 1.5 no mostré diferencias significativas.

En los grupos de PBS (control) y CPA se produjo un incremento significativo en los animales
alimentados con la dieta rica en aceite de pescado a las 48 h, sobre los subgrupos alimentados con

las demas dietas ensayadas.
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En el grupo tratado con RB6-8C5 también se observa un incremento significativo a las 48 h
después de la infeccion con L. monocytogenes, en este caso en el subgrupo alimentado con la dieta
gue contenia aceite de girasol respecto a los subgrupos alimentados con las dietas de aceite oliva y
aceite de oliva ecologico. La ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados

con aceite de pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales de superar la infeccion

experimental con L. monocytogenes (Tabla 29).

Tabla 29. Efecto de la administracién de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de

interleuquina 10 (1L-10) en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con L/steria monocytogenes a

las 0, 24 y 48 h post-infeccion (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Interleuguina 10
% incre_mento respecto a PBS CPA
baja en grasas
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 = 007 | 100 =003 | 100002 | 100 =001 § 100 =003 | 100 += 004
Aceite de oliva 94 + 0,40 98 = 002 97 = 002 99 + 006 97 = 001 102 = 002
Aceite de oliva ecolégico 100 £ 002 | 102 £002 | 99 =+ 002 98 + 003 75 £+ 050 99 + 002
Aceite de pescado 91 + 004 94 £ 001 | 127 +£025* 97 =003 98 £ 001 | 124 + 003*
Aceite de girasol 97 £004 | 100+ 003 | 98+ 003 98 + 003 98 £ 002 | 103 +001
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =002 | 100 =001 100003 | 100 005 | 100 =004 | 100 += 002
Aceite de oliva 98 + 002 99 + 001 100 = 001 97 = 001 103 = 001 91 + 002
Aceite de oliva ecolégico 96 + 003 98 +002 | 101+002 | 97+001 | 103003 90 * 002
Aceite de pescado 98 £002 | 100+ 002 | 103+002 | 90+ 005 | 100 * 010
Aceite de girasol 100 £ 005 | 100 +£003 | 98+ 002 93 + 003 97 £002 | 116 + 022*

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10 en cada

subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 26. Medida de interleuquina-10 (IL-10) en suero de sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas lipidicas
y tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccion experimental con Listeria monocytogenes.
Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente
con L. monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyect6 por via intraperitoneal PBS.

Las barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( || ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado.

Las barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras azul claro ( ) corresponden a la dieta de aceite de
oliva virgen extra ecoldgico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La produccion de IL-10 en suero fue
determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental y se cuantific6 mediante el kit “Mouse Th1/Th2 10plex FlowCytomix Multiplex” de
eBioscience, que es capaz de medir por citometria hasta 10 citoquinas simultdneamente. Los resultados son expresados como media + error estandar
de cuatro experimentos independientes (n=4 en cada intervalo de tiempo), el andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-Newman-

Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*/< 0.05).

La siguiente tabla (Tabla 30) representa la variacion de los niveles del porcentaje de la IL-
12p70; existieron diferencias significativas en todos los grupos de tratamiento.

En grupo de PBS (control) se observa un incremento significativo a las 24 h en el subgrupo
alimentado con la dieta de aceite de pescado, en comparacién a los grupos alimentados con las
demas dietas.

Los animales tratados con CPA mostraron incrementos significativos a las 24 h en el subgrupo
alimentado con la dieta rica en aceite de girasol, y a las 48 h en el subgrupo alimentado con la dieta

gue contenia aceite de pescado.
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En los grupos tratados con los inmunosupresores GK 1,5 y RB6-8C5, el subgrupo alimentado
con la dieta de aceite de pescado fue significativamente mayor 24 h después de la infeccion
experimental. La ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con aceite
de pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales de superar la infeccion experimental

con L. monocytogenes (Tabla 30).

Tabla 30. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccion de
interleuguina 12p70 (1L-12p70) en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con Listeria

monocytogenes a las 0, 24 y 48 h post-infeccién (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Interleuquina 12p70
% incre_mento respecto a PBS CPA
baja en grasas
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 + 020 100 +£020 | 100 =006 100+ 001 100 007 100 + 004
Aceite de oliva 82 + 004 212 + 150 95+009 | 99+005 | 104 =013 90 + 004
Aceite de oliva ecolégico 81 + 003 121 + 003 90 £ 007 | 98 *+ 006 70 £ 047 85 + 004
Aceite de pescado 100 = 013 | 1289 = 374* | 85+ 004 95 + 005 112 = 010 167 = 028*
Aceite de girasol 100 = 009 240 = 061 88+ 005 | 102 +005 | 144 +014* | 85 %009
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 + 007 100 £ 046 | 100 =054 100 £+ 007 | 100+ 051 100 + 004
Aceite de oliva 107 = 007 54 + 004 88+019 | 84 +005 | 223+117 | 111+ 005
Aceite de oliva ecol6gico 98 + 005 62 + 013 50+ 003 | 107 =008 | 62 = 009 97 = 010
Aceite de pescado 104 = 010 132 = 091* 51 + 005 90 = 010 | 551 + 295*
Aceite de girasol 114 =018 69 = 006 69 =022 | 108 =008 99 + 019 120 = 027

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10 en cada
subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 27. Medida de interleuquina-12p70 (IL-12p70) en suero de sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas
lipidicas y tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccion experimental con Listeria
monocytogenes. Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados
experimentalmente con L. monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyecté por via

intraperitoneal PBS. Las barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( | ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de

aceite de pescado. Las barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras azul claro ( ) corresponden a
la dieta de aceite de oliva virgen extra ecologico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La produccion de IL-12p70
en suero fue determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental y se cuantifico6 mediante el kit “Mouse Th1/Th2 10plex FlowCytomix
Multiplex” de eBioscience, que es capaz de medir por citometria hasta 10 citoquinas simultdneamente. Los resultados son expresados como media +
error estandar de cuatro experimentos independientes (n=4 en cada intervalo de tiempo), el analisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-

Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*/< 0.05).

La Tabla 31 representa la variacion en los niveles de porcentaje de IFN-y entre los diferentes
grupos y tratamientos, existiendo también diferencias significativas en todos. En el grupo tratado
con PBS (control), la dieta de aceite de oliva mostré un incremento significativo a las 24 y 48 h
respecto a los subgrupos alimentados con las demas dietas.

En el grupo tratado con CPA los ratones del subgrupo alimentados con la dieta de aceite de
pescado, mostraron un incremento significativo a las 48 h de la infeccion experimental sobre los

subgrupos alimentados con las demas dietas.
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Dentro del grupo de tratamiento con GK 1,5 se observé un incremento significativo a las 0 h
del subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de girasol; y a las 24 y 48 h del subgrupo
alimentado con la dieta de aceite de pescado. Dentro del grupo de animales tratados con RB6-8C5
se observo un incremento significativo en los ratones alimentados con la dieta que contenia aceite
de pescado a las 24 h, respecto a los alimentados con la dieta rica en aceite de oliva ecoldgico. La
ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con aceite de pescado a las

48 h, se debe a la incapacidad de los animales de superar la infeccion (Tabla 31).

Tabla 31. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de

interferon gamma (IFNy) en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes
alas 0, 24 y 48 h post-infeccion (n=10 en cada subgrupo de dieta).

IFNy
% incre_mento respecto a PBS CPA
baja en grasas
Tiempo post-infecciéon (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 +025 | 100 =020 100019 | 100 +£004 | 100 =005 | 100 * 009
Aceite de oliva 85+ 004 | 360+ 266* 311+ 023* | 100+ 003 | 103+004 111 +013
Aceite de oliva ecol6gico 94 + 004 119 + 024 91 + 019 98 = 004 74 = 050 105 = 008
Aceite de pescado 96 = 006 138 =+ 036 | 121 + 036 99 + 002 118 = 007 | 1016 * 174*
Aceite de girasol 106 =004 | 210+ 110 87 = 005 99 + 006 101 = 010 109 = 004
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infecciéon (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 +£003 | 100 =004 100005 | 100 +£003 | 100 =051 | 100 * 008
Aceite de oliva 100 +£ 007 | 90+ 001 94 + 002 82+002 | 252+ 045 149 +012
Aceite de oliva ecol6gico 97 + 005 90 = 003 91 +011 97 + 005 70 = 007 93 + 011
Aceite de pescado 102 =004 | 123 = 006* | 117 = 015* | 95+ 009 | 445 + 350*
Aceite de girasol 119 = 018* | 98 + 004 100 = 006 95 + 005 249 + 190 115+ 011

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10) en cada
subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

*p< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.

110



A B 8
c c
o (o]
(8] o
= 8007 = 1500
9 * 9 *
o 640 o 1200
o o
(2] (2]
o 480r1 o 900[
e * o]
S 320t T L S 600
1S S
£ 1607 - . 2 300~
15O I O I ISR
£ £ D mE .
X 0 5 0
Oh 24h 48h Oh 24h 48h
Horas postinfeccitn Horas postinfecci¢n
C ¢ D g
= c
o o
(8] o
s 200 = 10007
=] 2 *
o 160 . © goof
o * * o
[%2] T 2]
o 1201 © 600
2 - _ T =l I
S 80 S 400 ]
IS e T
£ so0r £ 2007 _
(8] I2) B 3 i B -
c c _ _
S o < Jlmmm u
Oh 24h 48h Oh 24h 48h
Horas postinfeccitn Horas postinfeccitn

Figura 28. Medida de interferon gamma (IFNy) en suero de sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas lipidicas
y tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccion experimental con Listeria monocytogenes.
Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente

con L. monocytogenes por via intravenosa(10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyect6 por via intraperitoneal PBS.

Las barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( | ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado.
Las barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras azul claro ( ) corresponden a la dieta de aceite de
oliva virgen extra ecoldgico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La produccion de IFNy en suero fue

determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental y se cuantific6 mediante el kit “Mouse Th1/Th2 10plex FlowCytomix Multiplex” de
eBioscience, que es capaz de medir por citometria hasta 10 citoquinas simultdneamente. Los resultados son expresados como media + error estandar
de cuatro experimentos independientes (n=4 en cada intervalo de tiempo), el andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-Newman-

Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*/< 0.05).

La siguiente tabla (Tabla 32) la variacion en los porcentajes de TNF-a entre los distintos
grupos y subgrupos. Los resultados no mostraron diferencias significativas en los grupos tratados
con GK 1,5y CPA, por el contrario si existieron diferencias significativas en el grupo control (PBS) y
en el tratado con RB6-8C5.

En el grupo tratado con PBS (control), el subgrupo alimentado la dieta que contenia aceite de
pescado mostré un incremento significativo a las 24 y 48 h respecto a los subgrupos alimentados

con las demas dietas.

111



En el grupo tratado con RB6-8C5, el subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de
pescado a las 24 h se incrementd significativamente en comparacién a los subgrupos de ratones
alimentados con las demas dietas; y a las 48 h el subgrupo de animales alimentados con la dieta
gue contenia aceite de girasol, mostr0 un incremento significativo respecto a los subgrupos
alimentados con la dietas que contenian aceite de oliva y aceite de oliva ecoldgico. La ausencia de
datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con aceite de pescado a las 48 h, se debe

a la incapacidad de los animales de superar la infeccion (Tabla 32).

Tabla 32. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de factor
de necrosis tumoral alpha (TNFa) en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con Listeria

monocytogenes a las 0, 24 y 48 h post-infeccién (n=10 en cada subgrupo de dieta).

TNFa
% incre_mento respecto a PBS CPA
baja en grasas
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =028 | 100 =028 100 =004 @ 100 =004 @ 100 =007 | 100 = 005
Aceite de oliva 97 = 001 117 =022 | 131 =027 | 106 = 004 95 + 002 102 = 003
Aceite de oliva ecol6gico 99 + 001 137 =007 | 107 =002 102 + 003 77 =051 100 = 005
Aceite de pescado 107 =005 277 £060* 359 = 027* | 99 = 004 100 = 005 | 102 = 004
Aceite de girasol 104 =004 141 +013 102009 | 104 =002 103 =004 | 103 =005
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =005 | 100 =003 100 =003 | 100 =006 | 100 =027 | 100 %= 037
Aceite de oliva 105 = 005 99 + 004 96 += 003 90 = 001 159 + 031 97 + 005
Aceite de oliva ecol6gico 104 = 002 98 = 001 100 = 002 99 + 005 110 = 031 72 =013
Aceite de pescado 99 + 004 100 =003 | 105+ 004 81+ 010 | 341 +039*
Aceite de girasol 114 =020 102002 101 +004 | 100 +009 | 149 =021 | 169 +070*

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10 en cada

subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 29. Medida del factor de necrosis tumoral alpha (TNFa) en suero de sangre periférica procedentes de ratones alimentados con
dietas lipidicas y tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccion experimental con Listeria
monocytogenes. Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados
experimentalmente con L. monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyect6 por via

intraperitoneal PBS. Las barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( || ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de

aceite de pescado. Las barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras azul claro ( ) corresponden a la

dieta de aceite de oliva virgen extra ecolégico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La produccién de TNFa en

suero fue determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental y se cuantific6 mediante el kit “Mouse Th1/Th2 10plex FlowCytomix Multiplex”
de eBioscience, que es capaz de medir por citometria hasta 10 citoquinas simultdneamente. Los resultados son expresados como media *+ error
estandar de cuatro experimentos independientes (n=4 en cada intervalo de tiempo), el andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-

Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*/< 0.05).

El porcentaje de variacion en los niveles de GM-CSF se representa en la siguiente tabla (Tabla
33). Los grupos de tratamiento PBS (control), CPA y GK 1,5 no mostraron diferencias significativas
entre sus respectivos subgrupos de ratones alimentados con sus respectivas dietas; en cambio el
grupo tratado con RB6-8C5 si mostro diferencias significativas.

El subgrupo de ratones alimentados con la dieta que contenia aceite de pescado y tratados
con RB6-8C5, mostrd una reduccion significativa a las 0 y 24 h respecto a los subgrupos alimentados
con las demas dietas. Dentro del mismo grupo de tratamiento con RB6-8C5, el subgrupo alimentado
con la dieta rica en aceite de girasol mostré un incremento a las 24 h en comparacion al subgrupo
de ratones alimentado con la dieta de aceite de oliva. La ausencia de datos en los ratones tratados
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con RB6-8C5 y alimentados con aceite de pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los

animales de superar la infeccion (Tabla 33).

Tabla 33. Efecto de la administracién de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de factor

estimulador de colonias granulocito-macréfago (GM-CSF) en sangre periférica de ratones infectados

experimentalmente con L/steria monocytogenes a las 0, 24 y 48 h post-infeccién (n=10 en cada subgrupo de dieta).

GM-CSF
% incre_mento respecto a PBS CPA
baja en grasas
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 = 006 | 100 = 005 | 100 = 004 100 = 002 | 100 %= 003 100 = 002
Aceite de oliva 90 = 003 93+001 | 87002 100001, 97 =002 99 + 001
Aceite de oliva ecol6gico 97 = 003 98+ 004 | 93003 101 +002| 73 =*x049 100 = 004
Aceite de pescado 94 +002 | 92004 | 90005 101 +001| 97 =002 99 + 002
Aceite de girasol 95+004 | 98003 | 93+ 007 101 +003| 98 =001 98 = 003
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 = 003 | 100 =001 | 100 = 003 | 100 = 004 | 100 %= 005 100 = 007
Aceite de oliva 99+ 003 | 101 +£002 | 97 =002 | 100 +=006 6 100 + 001 87 = 004
Aceite de oliva ecol6gico 98+ 003 | 101 +£002 | 97 =001 | 99+ 003 | 104 + 006 85 + 002
Aceite de pescado 98 = 002 | 102 =001 100 %001 89 % 005*| 90 %= 003*
Aceite de girasol 106 £ 010 | 102 =002 | 99 £ 003 | 97 =002 | 108 = 004* 840

Los resultados fueron expresados como media * error estdndar de cuatro experimentos independientes (n=10 en

cada subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza

del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 30. Medida del factor estimulador de colonias granulocito-macré6fago (GM-CSF) en suero de sangre periférica procedentes de
ratones alimentados con dietas lipidicas y tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccion
experimental con Listeria monocytogenes. Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada
intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente con L. monocytogenes por via intravenosa(10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al

grupo control se le inyect6 por via intraperitoneal PBS. Las barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( | ). Las barras azules (

) corresponden a la dieta de aceite de pescado. Las barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras
verdes claras ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra ecolégico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de
aceite de girasol. La produccién de GMC-SF en suero fue determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental y se cuantificdé mediante el kit
“Mouse Th1/Th2 10plex FlowCytomix Multiplex” de eBioscience, que es capaz de cuantificar por citometria hasta 10 citoquinas simultaneamente. Los
resultados son expresados como media * error estandar de cuatro experimentos independientes (n=4 en cada intervalo de tiempo), el analisis
estadistico se realiz6 mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la dieta

baja en grasas o control (*A< 0.05).

La Tabla 34 representa la variacion en los niveles de los porcentajes de IL-4. El grupo control
(PBS), y los tratados con CPA y RB6-8C5 mostraron diferencias estadisticamente significativas; sin
embargo en el grupo tratado con GK 1,5 no se encontré diferencia significativa alguna. En el grupo
control (PBS) se produjo un aumento significativo a las 0 h, en el subgrupo de ratones alimentados
con la dieta de aceite de oliva ecoldgico respecto al subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite
de pescado; a las 24 h el subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de girasol se incremento
significativamente en comparacion al subgrupo de ratones alimentados con la dieta de aceite de

pescado; y a las 48 h se observd una reduccion significativa en el subgrupo alimentado con la dieta
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de aceite de pescado respecto a los subgrupos alimentados con las demas dietas.

Los animales tratados con CPA mostraron un incremento significativo en las variaciones de los
niveles de porcentaje del subgrupo alimentado con la dieta de pescado a las 48 h, en comparacion
al subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de oliva en el mismo punto de tiempo.

Dentro del grupo de tratamiento con RB6-8C5, el subgrupo alimentado con la dieta rica en
aceite de pescado mostro una reduccion significativa en su porcentaje a las 0 y 24 h respecto a los
subgrupos alimentados con las demas dietas. La ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-
8C5 y alimentados con aceite de pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales de

superar la infeccion (Tabla 34).

Tabla 34. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de

interleuguina 4 (1L-4) en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a
las 0, 24 y 48 h post-infeccion (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Interleuquina 4

% incremento respecto a

baja en grasas PBS CPA
Tiempo post-infecciéon (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 = 006 100 =005 100 =003 | 100 =004 100 %= 004 | 100 = 004
Aceite de oliva 98 + 002 94 004 94002 | 95+ 005 103003 | 97 =003
Aceite de oliva ecol6gico 101 = 001* | 98 001 | 98+ 002 94 +0,50 | 78 052 98 = 003
Aceite de pescado 95 + 003 93+ 003 88 +001* 97 =003 102 =001 ](')%57*1
Aceite de girasol 97 £ 002 |99 x002*| 97 £003 96 *+002 102004 97 =003
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =002 | 100 =002 | 100 =001 100 =003 | 100 =002 100 = 001
Aceite de oliva 97002 100001 100=#001|103 =002 103 +002 | 103 + 004
Aceite de oliva ecol6gico 96 = 003 98 £ 002 100003 98 002 | 105+ 004 | 99 =003
Aceite de pescado 97 £ 005 104 +£002| 100 %= 005 88 = 004* | 92 = 004*
Aceite de girasol 104 =008 | 100 =003 102 +002| 99 =004 | 101 =003 | 97 =002

Los resultados fueron expresados como media * error estdndar de cuatro experimentos independientes (n=10 en
cada subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza
del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 31. Medida de la interleuquina 4 (IL-4) en suero de sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas lipidicas
y tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccion experimental con Listeria monocytogenes.
Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente
con L. monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyectd por via intraperitoneal PBS.

Las barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( | ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado.

Las barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verdes claras ( ) corresponden a la dieta de aceite
de oliva virgen extra ecolégico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La produccion de IL-4 en suero fue
determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental y se cuantific6 mediante el kit “Mouse Th1/Th2 10plex FlowCytomix Multiplex” de
eBioscience, que es capaz de cuantificar por citometria hasta 10 citoquinas simultdneamente. Los resultados son expresados como media + error
estandar de cuatro experimentos independientes (n=4 en cada intervalo de tiempo), el andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-

Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (* A< 0.05).

La variacion en el porcentaje de los niveles de la IL-17 se representan en la siguiente tabla
(Tabla 35). El grupo tratado con PBS (control) y el tratado con RB6-8C5 mostraron diferencias
significativas; en cambio los grupos tratados con CPA y GK 1.5 mostraron unos niveles no
detectables por dicha técnica (datos no reflejados). Dentro del grupo control (PBS), el subgrupo
alimentado con la dieta rica en aceite de oliva disminuy6 de forma significativa a las 24 h respecto a
los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de oliva ecologico y aceite de girasol; y a las 48 h

en comparacion al subgrupo alimentado con la dieta que contenia aceite de pescado.
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En el grupo de ratones tratados con el inmunosupresor RB6-8C5, se encontré un incremento
significativo en el subgrupo alimentado con la dieta de aceite de girasol a las 24 h respecto a los
subgrupos alimentados con las dietas ricas en aceite de oliva y aceite de oliva ecoldgico; también un
incremento significativo en el subgrupo alimentado con la dieta que contenia aceite de pescado a las
24 h en comparacion al subgrupo alimentado con la dieta de aceite de oliva. La ausencia de datos
en los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con aceite de pescado a las 48 h, se debe a la

incapacidad de los animales de superar la infeccion (Tabla 35).

Tabla 35. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de

interleuguina 17 (IL-17) en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con L/steria monocytogenes a
las 0, 24 y 48 h post-infeccion (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Interleuquina 17
% incremento respecto a baja en PBS RB6-8C5
grasas
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48

Baja en grasas 100 = 005| 100 =004 | 100 +004 100=*=005 100 =005 | 100 %= 006
Aceite de oliva 93+001 | 99 +005* |92 +002* 105002 201 =100 94 + 004
Aceite de oliva ecol6gico 97001 | 109+004 | 95+0,50 99001 | 424072 87 =005

Aceite de pescado 89+ 003 | 103007 | 102+ 008 88+ 004 | 749 + 685*
Aceite de girasol 98 +£ 0,50 | 107 = 003* | 98 £ 001 K 108 + 003 | 868 + 433* 130 * 042

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10 en cada
subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 32. Medida de la interleuquina 17 (IL-17) en suero de sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas
lipidicas y tratados con PBS (A) o RB6-8C5 (B) previamente a la infeccidon experimental con Listeria monocytogenes. Ratones Balb/c
alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente con L.
monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyect6 por via intraperitoneal PBS. Las

barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( || ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado. Las

barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verdes claras ( ) corresponden a la dieta de aceite de
oliva virgen extra ecoldgico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La produccion de IL-17 en suero fue
determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccién experimental y se cuantific6 mediante el kit “Mouse Th1/Th2 10plex FlowCytomix Multiplex” de
eBioscience, que es capaz de cuantificar por citometria hasta 10 citoquinas simultaneamente. Los resultados son expresados como media + error
estandar de cuatro experimentos independientes (n=4 en cada intervalo de tiempo), el andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-

Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*~< 0.05).

4.1.9.- Determinacion de eicosanoides.

La variacion en el porcentaje, respecto a la dieta baja en grasas, de los niveles de leucotrieno
B4 (LTB4) se representd en la siguiente tabla (Tabla 36). Los resultados obtenidos en los test
estadisticos reflejaron la existencia de diferencias significativas en el grupo control (PBS) y en los

tres grupos de tratamiento.

En el grupo control (PBS) se destac6 una reduccion significativa en el subgrupo alimentado
con la dieta de aceite de oliva ecoldgico a las 0 h, respecto al subgrupo alimentado con la dieta rica

en aceite de oliva.

En el grupo que fue tratado con CPA se encontro una reduccién significativa en el subgrupo
alimentado con la dieta de aceite de oliva ecoldgico a las 0 h, respecto a los subgrupos alimentados
con las demas dietas. Con el mismo tratamiento se observé un incremento significativo a las 24 h en
el subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de oliva respecto a todos los demés, y en el
subgrupo alimentado con la dieta que contenia aceite de girasol en comparacion a los subgrupos
alimentados con las dietas de aceite de pescado y aceite de oliva ecoldgico; a las 48 h se observé un

incremento significativo en los subgrupos alimentados con las dietas que contenian aceite de oliva y
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aceite de girasol, respecto a los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de oliva ecoldgico y

aceite de pescado.

En el grupo de animales que fue tratado con el inmunosupresor GK 1.5, se observé un
incremento significativo a las 0 y 24 h del subgrupo alimentado con la dieta que contenia aceite de
oliva respecto a los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de pescado y aceite de oliva
ecoldgico; en contraste, el subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de oliva mostré una
disminucion significativa a las 48 h, comparado con los subgrupos alimentados con las dietas de
aceite de girasol y aceite de oliva ecologico. En este grupo tratado con GK 1.5 también se destaco
un incremento significativo en el subgrupo alimentado con la dieta que contenia aceite de girasol a
las O h, respecto a los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de oliva ecoldgico y aceite de
pescado. Los ratones alimentados con la dieta de aceite de pescado y tratados con GK 1.5 a las 48

h, mostraron unos niveles tan bajos que no fue posible cuantificarlos con la técnica empleada

El grupo de ratones que fue tratado con RB6-8C5 mostré un incremento significativo a las 0 y
24 h de los subgrupos alimentados con las dietas que contenian aceite de pescado y aceite de
girasol, sobre los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de oliva y aceite de oliva ecoldgico;
a las 48 h el incremento significativo se observd en el subgrupo alimentado con la dieta rica en
aceite de girasol sobre todos los subgrupos alimentados con las demas dietas. La ausencia de datos
del subgrupo alimentado con la dieta de aceite de pescado a las 48 h en los tratamientos con GK 1.5

y RB6-8C5, se debe a la incapacidad de los animales de superar la infeccion (Tabla 36).
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Tabla 36. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de

leucotrieno B4 (LTB4) en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a

las 0, 24 y 48 h post-infeccion (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Leucotrieno B4

% incremento respecto a baja en PBS CPA
grasas
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 = 009 100 =017 | 100 =020 100 =015 | 100 =010 | 100 =020
Aceite de oliva 239 +064 | 164 +015 | 162+ 051 163+ 027 | 175+ 043*| 137 £ 016*
Aceite de oliva ecolégico 38 + 008* 37+031 | 25+003 | 22+003* | 28+ 005 26 + 007
Aceite de pescado 161 +100 138112  110+118 | 111 +058 | 54 +=013 30 £ 008
Aceite de girasol 156 =028 | 118 =011 | 137+ 040 142 +008 116 +024* 108 + 013*
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 +£ 027 | 100 £ 057 | 100 £ 021 | 100+ 021 | 100 +£023 100+ 014
Aceite de oliva 146 = 011* | 124 + 022*| 48 + 04* 21 + 004 9 + 017 18 + 008
Aceite de oliva ecolégico 28 + 016 23+012 120+083 53 +016 42 + 023 42 + 024
Aceite de pescado 60 + 004 35+ 004 - 158 + 010* | 187 + 026> -
Aceite de girasol 133 +025* | 84 +015 | 149 =027 101 = 003* 147 =032*| 96 + 012*

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10 en cada subgrupo

de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 33. Medida del leucotrieno B4 (LTB4) en suero de sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas lipidicas y
tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccion experimental con Listeria monocytogenes.
Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente
con L. monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyect6 por via intraperitoneal PBS.

Las barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( | ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado.

Las barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verdes claras ( ) corresponden a la dieta de aceite
de oliva virgen extra ecoldgico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La produccién de LTB4 en suero fue
determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental y se cuantificdé mediante el kit “Leukotriene B4 EIA Kit” de Oxford Biomedical Research,
que es capaz de cuantificar este eicosanoide por ELISA competitivo. Los resultados son expresados como media *+ error estandar de cuatro
experimentos independientes (n=4 en cada intervalo de tiempo), el andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los

valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*/< 0.05).

A continuacion la siguiente tabla (Tabla 37) muestra el porcentaje de variacion obtenida en la
determinacion de los niveles de tromboxano B2 (TXB2). Los grupos tratados con PBS (control) y CPA
no mostraron diferencias significativas entre los distintos subgrupos alimentados con dietas; por el
contrario si se encontraron diferencias significativas en los grupos que se trataron con GK 1,5 y RB6-
8C5.

En el grupo tratado con GK 1,5 se produjo una disminucién significativa del subgrupo
alimentado con la dieta que contenia aceite de oliva ecoldgico a las 24 h, respecto a los subgrupos
alimentados con las dietas ricas en aceite de pescado y aceite de girasol; a las 48 h el subgrupo
alimentado con la dieta de aceite de pescado se incrementé significativamente sobre los subgrupos
alimentados con las demas dietas.

Dentro del grupo tratado con RB6-8C5, el subgrupo alimentado con la dieta de aceite de
pescado se increment6 de forma significativa a las 24 h sobre todos los subgrupos alimentados con
las demas dietas. La ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con
aceite de pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales de superar la infeccion (Tabla

37).
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Tabla 37. Efecto de la administracién de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de

tromboxano B2 (TXB2) en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con Li/steria monocytogenes a

las 0, 24 y 48 h post-infeccion (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Tromboxano B2

% incrementc&rrae:sscto a baja en PBS CPA

Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =043 | 100 =012 100 =002 | 100 + 044 100 += 026 100 = 018
Aceite de oliva 144 + 011 1134 +1376 | 155+ 048 | 307 =196 203 + 042 157 + 024
Aceite de oliva ecolégico 92 £ 010 | 262 + 068 195+191 166 +029 193 +028 154 + 026
Aceite de pescado 113+ 026 228 + 056 150+ 091 188 + 137 99 + 053 130 £ 012
Aceite de girasol 198 = 237 222+ 104 123 =031 | 103 + 008 196 + 048 240 = 144

GK 1,5 RB6-8C5

Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 +£017 | 100 + 028 100 +£017 | 100+ 056 @ 100 * 027 100 += 039
Aceite de oliva 261 +119 261 +054 126 £ 011 90 + 004 159 + 043 147 + 006
Aceite de oliva ecolégico 160 +£ 029 130+ 022* | 163 +018 81 + 004 115 + 009 163 + 007

Aceite de pescado 152+ 046 | 300+ 108 | 535+ 152* 274 +024 | 446 + 064* -
Aceite de girasol 143 = 026 | 296 + 047 141 = 026 | 258 * 265 142 = 023 224 + 072

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10 en cada subgrupo de

dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 34. Medida del tromboxano B2 (TXB2) en suero de sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas lipidicas y
tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccion experimental con Listeria monocytogenes.
Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente
con L. monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyect6 por via intraperitoneal PBS.

Las barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( | ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado.

Las barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verdes claras ( ) corresponden a la dieta de aceite
de oliva virgen extra ecolégico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La produccion de TXB2 en suero fue
determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental y se cuantifico6 mediante el kit “Thromboxane B2 EIA Kit” de Oxford Biomedical Research,
que es capaz de cuantificar este eicosanoide por ELISA competitivo. Los resultados son expresados como media *+ error estandar de cuatro
experimentos independientes (n=4 en cada intervalo de tiempo), el andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los

valores con asterisco presentan una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*/< 0.05).

El porcentaje de variacion respecto a la dieta control (baja en grasas) para los niveles de
prostaglandina E2 (PGE2), se represento en la siguiente tabla (Tabla 38). En esta determinacion se
encontraron diferencias significativas en todos los grupos.

En el grupo control (tratado con PBS) se destac6 un incremento significativo a las 0 h de los
subgrupos alimentados con las dietas que contenian aceite de oliva y aceite de girasol, respecto a
los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de oliva ecoldgico y aceite de pescado; a las 24 h
el subgrupo alimentado con la dieta de aceite de oliva continu6 con un incremento
significativamente mayor al resto de subgrupos alimentados con las demas dietas, en cambio el
subgrupo alimentado con la dieta que contenia aceite de girasol experimentdé una reduccion
significativa en comparacion al subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de oliva; finalmente
a las 48 h el subgrupo alimentado con la dieta de aceite de pescado mostré6 un incremento
significativo sobre los subgrupos alimentados con las demas dietas, y el subgrupo alimentado con la
dieta de aceite de girasol disminuy6 de forma significativa respecto a los subgrupos alimentados con
las dietas de aceite de oliva ecologico, aceite de oliva y aceite de pescado.

El grupo tratado con CPA solo mostré diferencias significativas a las 0 h, cuando el subgrupo
alimentado con la dieta rica en aceite de oliva se incrementé significativamente sobre los demas
subgrupos, y el subgrupo alimentado con la dieta que contenia aceite de girasol experimenté una
reduccion significativa respecto a los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de oliva
ecoldgico y aceite de pescado.

En el grupo inmunosuprimido con GK 1.5 encontramos un incremento a las 0 h del subgrupo
alimentado con la dieta de aceite de oliva ecolégico respecto al subgrupo alimentado con la dieta
gue contenia aceite de girasol, y a las 24 h un incremento del subgrupo alimentado con la dieta de
aceite de oliva en comparacion a los subgrupos alimentados con las dietas ricas en aceite de girasol

y aceite de oliva ecologico.
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En el grupo de animales tratados con RB6-8C5 se observé que a las 0 h el subgrupo
alimentado con la dieta de aceite de oliva mostré un incremento significativo sobre los subgrupos
alimentados con las demas dietas; a las 24 h el subgrupo alimentado con la dieta de aceite de
pescado se incrementd significativamente sobre los subgrupos alimentados con las dietas que
contenian aceite de girasol y aceite de oliva, y el subgrupo alimentado con la dieta de aceite de
girasol se redujo de forma significativa respecto al subgrupo alimentado con la dieta de aceite de
oliva ecoldgico. La ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con aceite

de pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales de superar la infeccién (Tabla 38).

Tabla 38.- Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de

prostaglandina E2 (PGE?2) en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes

alas 0, 24 y 48 h post-infeccion (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Protaglandina E2
% increment(;:aess;):cto a baja en PBS CPA

Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 = 015 | 100 %= 045 100 = 030 100 += 026 100 =011 100 * 050
Aceite de oliva 733 £106* 439 = 080* 708079 1000 * 246* 108 017 | 103 =014
Aceite de oliva ecol6gico 310+ 070 274 =086 759 104 577354 | 173050 | 84 =048
Aceite de pescado 179 =+ 036 | 165+ 087 | 1656 = 070* | 516 + 232 115 + 045 | 156 * 056
Aceite de girasol 524 + 089* | 54 = 007* | 139 £ 023* | 234 + 045* 83 = 005 74 = 015

GK 1,5 RB6-8C5

Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =058 | 100 = 064 100 = 047 100 = 016 100 =013 100 * 010
Aceite de oliva 282 £ 060 433 x278* 302074 253 £ 050* | 131 =017 | 147 £ 048
Aceite de oliva ecol6gico 464 + 169* 132 =010 250 = 027 94 + 009 191 = 042 90 = 028

Aceite de pescado 294 + 162 | 154 + 086 183 = 098 135+ 017 | 252 = 064* -
Aceite de girasol 147 =101 60 = 009 160 = 109 95+ 012 88 £ 037* 110+ 014

Los resultados fueron expresados como media =+ error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10 en cada subgrupo de

dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 35. Medida de la prostaglandina E2 (PGE2) en suero de sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas
lipidicas y tratados con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccion experimental con Listeria
monocytogenes. Ratones Balb/c alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados

experimentalmente con L. monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyecté por via

intraperitoneal PBS. Las baja en grasas ( || ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado. Las barras verdes ( )
corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verdes claras ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra
ecoldgico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La produccién de PGE2 en suero fue determinada a las 0, 24 y 48
h tras la infeccién experimental y se cuantifico6 mediante el kit “PGE2 EIA Kit” de Oxford Biomedical Research, que es capaz de cuantificar este
eicosanoide por ELISA competitivo. Los resultados son expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=4 en cada
intervalo de tiempo), el andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan una diferencia

significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*~< 0.05).

4.1.10.- Inmunofenotipaje en sangre periférica de raton.

Las subpoblaciones linfocitarias se determinaron mediante el empleo de una técnica de
citometria de flujo, los analisis se realizaron en las siguientes: linfocitos CD3, linfocitos CDS,
linfocitos CD4, linfocitos NK y linfocitos CD 19/32. Los resultados se expresaron como porcentaje de
variacion respecto a la dieta baja en grasas (control) de los subgrupos alimentados con dietas
dentro de cada grupo de tratamiento.

La siguiente tabla (Tabla 39) muestra los resultados que se obtuvieron tras el analisis de la
subpoblacion de linfocitos CD3. El analisis estadistico mostré que no existieron diferencias
significativas en los grupos tratados con PBS (control), CPA y GK 1.5; en cambio en el grupo tratado
con RB6-8C5 a las 0 h se incremento significativamente el porcentaje de linfocitos CD3 del subgrupo
alimentado con la dieta rica en aceite de oliva ecoldgico respecto al subgrupo alimentado con la
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dieta de aceite de girasol, y a las 48 h, este ultimo subgrupo, se incrementd significativamente en
comparacion al subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de oliva ecoldgico.

La ausencia de datos a las 24 h en el tratamiento control en los ratones alimentados con la
dieta de aceite de oliva se debe a la incapacidad de dicha técnica de cuantificar unos niveles tan
bajos. La ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con aceite de

pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales de superar la infeccion (Tabla 39).

Tabla 39. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de
linfocitos CD3 en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a las 0,

24 y 48 h post-infeccion (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Linfocitos CD3
% incrementog:::;):cto a baja en PBS CPA
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 = 006 | 100 =001 | 100 +£ 001 100 =006 K 100 =005 | 100 *+ 013
Aceite de oliva 99 + 016 1111l 121+036 100+ 003 | 101+ 005 104+ 016
Aceite de oliva ecolégico 105+ 006 | 123+001 114 +023 99+ 002 101 +002 101+ 009
Aceite de pescado 122 =007 | 116 £ 001 | 137 £015 | 103001 92007 | 101 += 006
Aceite de girasol 76 020 104 +001 113 +013 88 +021 97 =012 99 + 005
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infecciéon (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =014 100 + 0,20 100 =009 | 100+ 005 100+ 015 100 * 044
Aceite de oliva 86 +£020 | 112+ 003 100+ 002 134 +017 | 96 + 004 76 £ 026
Aceite de oliva ecol6gico 96 £ 026 | 102 +014 107 =010 158 = 017*| 97 = 006 57 = 005
Aceite de pescado 95+014 | 76 £ 023 103 =010 143 +005 | 80 +016 -
Aceite de girasol 81+005 86+040 120+018 120+014 103 +013 111 +013*

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10 en cada

subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* p< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 36. Cuantificacion de linfocitos T CD3 en sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas lipidicas y tratados
con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccién experimental con Listeria monocytogenes. Ratones Balb/c
alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente con L.
monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyect6 por via intraperitoneal PBS. Las

barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( | ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado. Las

barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verdes claras ( ) corresponden a la dieta de aceite de
oliva virgen extra ecoldgico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La medida de células CD3 en sangre fue
determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental. La cuantificacion se realiz6 mediante una técnica de citometria de flujo tal y como se
describe en el apartado de material y métodos. Los resultados son expresados como media =+ error estandar de cuatro experimentos independientes
(n=4 en cada intervalo de tiempo), el andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan

una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*/< 0.05).

La siguiente tabla (Tabla 40) muestra los resultados que se obtuvieron tras el andlisis de la
subpoblacion de linfocitos CD8; en este caso no se encontraron diferencias significativas en el grupo
control (PBS) y en el grupo tratado con GK 1,5, en cambio si se encontraron diferencias significativas
en los tratamientos con CPA y RB6-8C5.

Los animales tratados con CPA mostraron una reduccion significativa en el subgrupo
alimentado con la dieta rica en aceite de pescado en los tres puntos de tiempo; a las O y 48 h
respecto a los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de oliva ecolégico y aceite de girasol,
y a las 24 h comparado con los subgrupos alimentados con las dietas de aceite de oliva ecoldgico y

aceite de oliva.
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El grupo tratado con el inmunosupresor RB6-8C5 mostré una disminucién significativa en la
variacion del porcentaje del subgrupo alimentado la dieta que contenia aceite de girasol, respecto a
los ratones alimentados con las dietas que contenian aceite de oliva y aceite de oliva ecoldgico.

La ausencia de datos a las 24 h en el tratamiento control en los ratones alimentados con la
dieta de aceite de oliva ecoldgico se debe a la incapacidad de la técnica de cuantificar unos niveles
tan bajos. La ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con aceite de

pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales de superar la infeccion (Tabla 40).

Tabla 40. Efecto de la administracion de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de

linfocitos CD8 en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a las 0, 24 y

48 h post-infeccion (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Linfocitos CD8
% incremento respecto a baja en PBS CPA
grasas

Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =005 | 100 =001 100 =001 |100 =001 100 =002 100 = 027
Aceite de oliva 98 = 015 132 =002 | 165 + 009 105 *=009 101 +018 | 87 =016
Aceite de oliva ecolégico 112 = 003 111l 132029 129+003 99+003 126+ 011
Aceite de pescado 92 + 019 93+001 | 90071 |83 *x012*| 54 = 016* | 65 x 015*
Aceite de girasol 64 + 037 78001 | 159+ 031 130009 80*012 | 129 +035

GK 1,5 RB6-8C5

Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 =028 | 100 =003 100 =020 100 =012 100 =029 100 =010
Aceite de oliva 122 =020 | 119+009 116 £018 |107 005 70+ 006 @ 160 + 023
Aceite de oliva ecol6gico 109 =052 | 114024 | 92021 | 98+ 017 74 =015 | 141 019

Aceite de pescado 79 = 024 68 + 011 | 88 019 107 =008 | 110 = 027 -

Aceite de girasol 110 = 004 90+046 | 86011 | 92017 | 92+ 040 | 84 x=012*

Los resultados fueron expresados como media + error estdndar de cuatro experimentos independientes (n=10 en cada subgrupo
de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 37. Cuantificacion de linfocitos T CD8 en sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas lipidicas y tratados
con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccion experimental con Listeria monocytogenes. Ratones Balb/c
alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente con L.
monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyect6 por via intraperitoneal PBS. Las

barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( || ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado. Las

barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verdes claras ( ) corresponden a la dieta de aceite de
oliva virgen extra ecoldgico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La medida de células CD8 en sangre fue
determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental. La cuantificacion se realizé mediante una técnica de citometria de flujo tal y como se
describe en el apartado de material y métodos. Los resultados son expresados como media =+ error estandar de cuatro experimentos independientes
(n=4 en cada intervalo de tiempo), el andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan

una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*/< 0.05).

La Tabla 41 representa los resultados obtenidos en la determinacion de la subpoblacién de
linfocitos CD4; el analisis estadistico reveld que no existian diferencias significativas en el grupo
control (PBS) y el tratado con CPA, por el contrario se encontraron diferencias significativas en los
grupos tratados con GK 1,5 y RB6-8C5.

Los animales tratados con GK 1,5 mostraron un incremento significativo en el subgrupo
alimentado con la dieta de aceite de pescado a las 24 y 48 h sobre todos los subgrupos de ratones
alimentados con las demas dietas.

En el grupo de tratamiento con RB6-8C5 se produce un incremento significativo en el
subgrupo alimentado con la dieta que contenia aceite de oliva ecologico respecto al subgrupo
alimentado con la dieta rica en aceite de girasol, este mismo subgrupo disminuy6 significativamente

a las 48 h respecto a los subgrupos alimentados con las demas dietas.
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La ausencia de datos a las 24 h en el tratamiento control en los ratones alimentados con la
dieta de aceite de oliva ecologico se debe a la incapacidad de la técnica de cuantificar unos niveles
tan bajos. La ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con aceite de

pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales de superar la infeccion (Tabla 41).

Tabla 41. Efecto de la administracién de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de

linfocitos CD4 en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a las 0, 24 y

48 h post-infeccién (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Linfocitos CD4
% incremento respecto a baja en PBS CPA
grasas
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 £ 004 | 100 +001 100+ 001 100+ 004 | 100012 | 100 + 012
Aceite de oliva 108 £ 011 | 131+002 | 103+028 | 97 003 | 107 =002 93 +012
Aceite de oliva ecoldgico 111 + 007 il 106 += 022 90+ 004 | 104003 | 77 =013
Aceite de pescado 134 =011  119+001 125 022 107 003 | 95 =+ 004 100 = 014
Aceite de girasol 86 = 031 88 = 001 103 = 017 87008 | 101 =014 82 + 008
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 £ 050 | 100 +019 100+024 100+ 005 | 100 =004 | 100 + 016
Aceite de oliva 38+019 231+210 | 91+094 145+021 105+018 | 53 + 005
Aceite de oliva ecolégico 53+057 | 162+040 | 77 007 |178 +£030* 97 =013 46 + 003
Aceite de pescado 79007 | 842 =241* | 688 £ 155* 147 + 003 | 72 =017 -
Aceite de girasol 135+ 106 200 +157 | 154 +001 | 134 =019 109 =027 | 0,3 +0,20*

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10 en cada subgrupo

de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

* P< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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Figura 38. Cuantificacion de linfocitos T CD4 en sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas lipidicas y tratados
con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccion experimental con Listeria monocytogenes. Ratones Balb/c
alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente con L.
monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyect6 por via intraperitoneal PBS. Las

barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( | ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado. Las

barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verdes claras ( ) corresponden a la dieta de aceite de
oliva virgen extra ecoldgico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La medida de células CD4 en sangre fue
determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental. La cuantificacion se realiz6 mediante una técnica de citometria de flujo tal y como se
describe en el apartado de material y métodos. Los resultados son expresados como media =+ error estandar de cuatro experimentos independientes
(n=4 en cada intervalo de tiempo), el andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan

una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*/< 0.05).

Los resultados de la determinacion de la subpoblacién de linfocitos NK se representaron en la
siguiente tabla (Tabla 42). El posterior analisis estadistico no mostro diferencias significativas en los
grupos de tratamiento con PBS (control), CPA y RB6-8C5; en cambio solo se encontré una diferencia
significativa en el grupo de GK 1.5 a las 24 h, donde el subgrupo alimentado con la dieta que
contenia aceite de pescado se incremento significativamente respecto al subgrupo alimentado con la
dieta rica en aceite de oliva ecoldgico.

La ausencia de datos a las 24 h en el tratamiento control en los ratones alimentados con las
dietas que contenian aceite de oliva y aceite de girasol, se debe a la incapacidad de la técnica de
cuantificar unos niveles tan bajos. La ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y
alimentados con aceite de pescado a las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales de superar

la infeccion (Tabla 42).
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Figura 39. Cuantificaciéon de linfocitos NK en sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas lipidicas y tratados
con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccién experimental con Listeria monocytogenes. Ratones Balb/c
alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente con L.
monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyecté por via intraperitoneal PBS. Las

barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( | ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado. Las

barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verdes claras ( ) corresponden a la dieta de aceite de
oliva virgen extra ecoldgico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La medida de células NK en sangre fue
determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental. La cuantificacion se realiz6 mediante una técnica de citometria de flujo tal y como se
describe en el apartado de material y métodos. Los resultados son expresados como media =+ error estandar de cuatro experimentos independientes
(n=4 en cada intervalo de tiempo), el andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan

una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*P<0.05).
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Tabla 42. Efecto de la administracién de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la produccién de
linfocitos NK en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a las 0, 24 y

48 h post-infeccién (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Linfocitos NK
% incrementcérr::sscto a baja en PBS CPA

Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 = 011 100 =001 | 100 =002 |100 =023 | 100 =012 100 * 057
Aceite de oliva 97 + 028 11l 91 + 003 205*x151| 74040 161 *=113
Aceite de oliva ecol6gico 88 + 014 68 001 | 154 +046 113017 79=%=018 | 191 +107
Aceite de pescado 74 = 006 83001 | 115+030 47 026 130 =055 182+ 039
Aceite de girasol 132 £ 035 111l |172+032|121+114| 52+014 121 =033

GK 1,5 RB6-8C5

Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 = 001 100 =001 100 =010 100 =010 100 =025 100 %072
Aceite de oliva 119 + 014 91 + 006 95+002 74011 | 80=*010 98 + 023
Aceite de oliva ecol6gico 101 =08 90 = 013 99+ 006 58012 | 87 012 102 *040

Aceite de pescado 109 £ 005 | 125+ 018* | 114 + 008 | 76 = 003 | 133 = 033 -
Aceite de girasol 104 += 004 115+ 027 | 85+010 | 91 016 98+ 020 119 +024

Los resultados fueron expresados como media + error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10 en cada
subgrupo de dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.

*pP< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.

La siguiente tabla (Tabla 43) representa los resultados obtenidos en el andlisis de la
subpoblacion de linfocitos CD19/32. Los tres grupos de tratamiento mostraron diferencias
significativas a excepcion del grupo control (PBS), donde el andlisis estadistico no mostro la
existencia de diferencias significativas.

En el grupo de animales que fue tratado con CPA, se produjo un incremento significativo a las
48 h en el subgrupo alimentado con la dieta que contenia aceite de oliva ecoldgico respecto a los
subgrupos alimentados con las dietas ricas en aceite de pecado y aceite de oliva.

En el grupo tratado con el inmunosupresor GK 1.5, se produjo un incremento significativo del
subgrupo alimentado con la dieta que contenia aceite de pescado a las 0 h respecto al subgrupo
alimentado con la dieta rica en aceite de oliva, y a las 24 h en comparacién a los subgrupos
alimentados con las dietas de aceite de oliva ecologico y aceite de oliva.

En el grupo de RB6-8C5, el subgrupo alimentado con la dieta rica en aceite de pescado se
incrementd significativamente a las 24 h respecto a los subgrupos alimentados con las demas
dietas; y a las 48 h el subgrupo alimentado con la dieta de aceite de oliva fue significativamente
mayor comparado con los subgrupos alimentados con las dietas que contenian aceite de oliva

ecoldgico y aceite de girasol.
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La ausencia de datos a las 24 h en el tratamiento control en los ratones alimentados con la
dieta de aceite de oliva se debe a la incapacidad de la técnica de cuantificar unos niveles tan bajos.
La ausencia de datos en los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con aceite de pescado a

las 48 h, se debe a la incapacidad de los animales de superar la infeccion (Tabla 43).
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Figura 36. Cuantificacion de linfocitos CD19 en sangre periférica procedentes de ratones alimentados con dietas lipidicas y tratados
con PBS (A), CPA (B), GK 1.5 (C) o RB6-8C5 (D) previamente a la infeccion experimental con Listeria monocytogenes. Ratones Balb/c
alimentados con sus respectivas dietas lipidicas durante 30 dias (n=15 en cada intervalo de tiempo) e infectados experimentalmente con L.
monocytogenes por via intravenosa (10° unidades formadoras de colonias [UFC/mL]); al grupo control se le inyect6 por via intraperitoneal PBS. Las

barras negras corresponden a la dieta control o baja en grasas ( || ). Las barras azules ( ) corresponden a la dieta de aceite de pescado. Las

barras verdes ( ) corresponden a la dieta de aceite de oliva virgen extra. Las barras verdes claras ( ) corresponden a la dieta de aceite de
oliva virgen extra ecologico. Las barras amarillas ( ) corresponden a la dieta de aceite de girasol. La medida de células CD19 en sangre fue
determinada a las 0, 24 y 48 h tras la infeccion experimental. La cuantificacion se realiz6 mediante una técnica de citometria de flujo tal y como se
describe en el apartado de material y métodos. Los resultados son expresados como media =+ error estandar de cuatro experimentos independientes
(n=4 en cada intervalo de tiempo), el andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de Student-Newman-Keuls. Los valores con asterisco presentan

una diferencia significativa respecto a la dieta baja en grasas o control (*P<0.05).
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Tabla 43. Efecto de la administracién de las dietas lipidicas durante un periodo de 30 dias, en la producciéon de

linfocitos CD19/32 en sangre periférica de ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes a las 0,

24 y 48 h post-infeccion (n=10 en cada subgrupo de dieta).

Linfocitos 19/32

% incremento respecto a baja en

grasas PBS CPA
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 = 017 100 =002 | 100001 | 100 =037 @ 100 =078 100 + 043
Aceite de oliva 82 + 012 111l 77013 | 115+024 40 =021 76 £ 013
Aceite de oliva ecolégico 76 + 025 82+001 H 153+035 | 32030 81 +044 | 230+ 001*
Aceite de pescado 71 +011 109 +001 121 +029 91 +035 70 £ 042 68 + 001
Aceite de girasol 143 = 029 75 =001 162 = 028 19 + 003 45 + 014 139 = 096
GK 1,5 RB6-8C5
Tiempo post-infeccion (h) 0 24 48 0 24 48
Baja en grasas 100 +£014 | 100 +£004 | 100 =010 | 100 =003 | 100+ 029 | 100 = 060
Aceite de oliva 127 + 004 84 + 003 99 + 004 76 £ 013 70 060 | 79 = 014*
Aceite de oliva ecolégico 108 + 002 85 + 021 78 £ 013 50 +019 | 140+ 016 2 +£002
Aceite de pescado 143 +£018* | 141 = 016* 96 = 011 70 006 @ 243 + 038* -
Aceite de girasol 115 += 005 118 = 023 88 = 005 78 = 022 108 = 011 1+001

Los resultados fueron expresados como media =+ error estandar de cuatro experimentos independientes (n=10 en cada subgrupo de

dieta). Fueron analizados mediante test de Student-Newman-Keuls con un intervalo de confianza del 95%.
*p< 0,05 fueron consideradas diferencias estadisticas significativas.
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4.2.- Resumen de resultados.

En las siguientes tablas se muestra un resumen de las diferencias significativas encontradas

4.2.1.- Parametros fisiologicos.

Peso ratéon Peso bazo | Peso higado = Peso timo = [ndice esplénico

LF - - - - -

PBS E *148h - - - -

CPA E

P *| 0h *] 48h - *1 48 h *| 48h

G - - - *1 24 h -

GK1.5 E - - - - -

P *| 24h *1 24 h *1 24h - *1 24h

*124vy48
h

LF - - - - -

(0] *1 24h - *1 24h - -

RB6-8C5 [

P *124h - - - -

G - - *| 48 h - -

En la columna de la izquierda se encuentran el tratamiento control (PBS) y los inmunosupresores (CPA, GK 1.5
y RB6-8C5). Abreviaturas: LF (fow fat, baja en grasas), O (aceite de oliva virgen extra), E (aceite de oliva virgen
extra ecologico), P (aceite de pescado), G (aceite de girasol). Flecha ascendente: incremento; flecha

descendente: reduccién.
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4.2.2.- ROS y Recuperacion de bacterias viables en bazo e higado.

ROS Aclaramiento bazo Aclaramiento higado
LF - *| 24y48h *| 24y48h
(@) - - -
PBS £ 1 48 h - *1 48 h
1 24y48h *1 24y48h *1 24 h
G - - -
LF - - x| 24 h
o) - - -
CPA E 1 48h - -
10,24y48h *1 24y 48h *1 24y 48 h
G - - -
LF - *1 48 h *1 48 h
o} 1 48h - -
GK 1.5 E - x| 24h *| 48h
1 48 h *1 48 h *1 24y 48h
G - - *1 48 h
LF - - -
o - - -
RB6-8C5 E 1 48 h i i
P 1T 0y24h *1 24h *1 24h
G - *1 48 h *1 48 h

En la columna de la izquierda se encuentran el tratamiento control (PBS) y los inmunosupresores (CPA,
GK 1.5 y RB6-8C5). Abreviaturas: LF (low fat, baja en grasas), O (aceite de oliva virgen extra), E
(aceite de oliva virgen extra ecoldgico), P (aceite de pescado), G (aceite de girasol). Flecha

ascendente: incremento; flecha descendente: reduccion.
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4.2.3.- Linfoproliferaciones en bazo y timo £ concanavalina A.

Proliferacion Proliferacion Proliferacion Proliferacion
bazo bazo + ConA timo timo + Con A
LF Dieta control
[e) - - - -
PBS E - x| 0h *1 24h *| 48h -
*1 24 h *1 24y 48 h - *1 48 h
G - - *| 0y48h -
LF Dieta control
O |*l0oh *124h *124y48h - -
CPA E *lO0h *124h *1 0y48h - -
- *| 48h - -
G - *] 48h - *| 48h
LF Dieta control
O - - *] 48h -
GK1.5 E *10h *10h *1 48 h *1 0h *148h
*10h *10,24y48h - x| 24 h
G - - - -
LF Dieta control
) - - *10h -
RB6-8C5 E - - *1 48 h *1 24 h
P - - - -
G - x| 0y48h - -

En la columna de la izquierda se encuentran el tratamiento control (PBS) y los inmunosupresores (CPA, GK 1.5 y RB6-
8C5). Abreviaturas: LF (/low fat, baja en grasas), O (aceite de oliva virgen extra), E (aceite de oliva virgen extra
ecologico), P (aceite de pescado), G (aceite de girasol), Con A (concanavalina A). Flecha ascendente: incremento;

flecha descendente: reduccion.
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4.2.4.- Citoquinas Th1/ThZ2.

Citoquinas Th1/Th2
LF Sin diferencias significativas.
o L 1-1724y 48 h 1 IFNy 24y 48 h 1 TNFa 24y 48 h
PBS E 1I-40h 116 24h
t1-1a48h | 1-448h 11-648h 11L-1048 h 1 1L-12p70 24 h
G 1 1L-4 24 h 11L-17 24 h
LF Sin diferencias significativas.
(0] Sin diferencias significativas.
CPA E Sin diferencias significativas.
p | 1l-1a48h 11-448h 1I-548h 11L-648h 11L-1048h
11L-12p7048 h 1 IFNy 48 h
G Sin diferencias significativas.
LF Sin diferencias significativas.
o} LIl-1a24 h
GK15 | E Sin diferencias significativas.
11-1a0h 1IL624y48h 11L-12p7024h 1 1FNy24y48h
G 11L-20h 1 IFNy O h
LF Sin diferencias significativas.
(0] Sin diferencias significativas.
E t1-1a24h 1 1-624h
RB6-8C5
b J1-40y24h 11L-624h 11-12p7024h 11L-17 24 h
T1IFNy24h 1TNFa24h |GM-CSFOy24h
s t1-1a 24h 11624h 11L-10 48 h
11L-17 24h 1 TNFa 48h 1 GM-CSF 24 h

En la columna de la izquierda se encuentran el tratamiento control (PBS) y los inmunosupresores (CPA,

GK 1.5 y RB6-8C5). Abreviaturas: LF (/ow fat, baja en grasas), O (aceite de oliva virgen extra), E (aceite

de oliva virgen extra ecoldgico), P (aceite de pescado), G (aceite de girasol), IL-1 (interleuquina-1), IL-2

(interleuquina-2),
(interleuquina-10), 1L.-12p70 (interleuquina-12p70), IL-17 (interleuquina-17), IFNy (interferén gamma),

IL-4  (interleuquina-4), IL-5 (interleuquina-5), IL-6 (interleuquina-6), IL-10

GMC-SF (factor estimulador de colonias granulocito-macréfago), TNFa (factor de necrosis tumoral

alpha). Flecha ascendente: incremento; flecha descendente: reduccion.
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4.2.5.- Eicosanoides y subpoblaciones linfocitarias

Eicosanoides Subpoblaciones linfocitarias
LF
0] T PGE20y 24 h
PBS E | LTB4 0 h No se en;grrlﬁ;iacg)tri]vgisferencias
P 1 PGE2 48 h
G T PGE20h | 24y 48h
LF
o 1 LTB424y48h T PGE20h
CPA E | LTB40h 1 CD19/32 48 h
1 CD8O0,24y48h
G 1 LTB4 24y48h | PGE20h
LF

O | T LTB40y24h | LTB448h 1 PGE2 24 h

E l TXB224h 1 PGE20h
GK 1.5
1 CD4 24y 48h
P 1 TXB2 48 h 1 CD19/32 0y 24 h
1 NK 24 h
G 1 LTB40 h
LF
0 1 PGE2 0 h 1 CD19/32 48 h
E 1 CD30h T CD40h
RB6-8C5
p 1 LTB40y24h 1 TXB224h 1 PGE224 1 CD19/32 24 h
1 CD3 48 h
G 1 LTB40,24y48h | PGE2 24 h | CD4 48 h
| CD8 48 h

En la columna de la izquierda se encuentran el tratamiento control (PBS) y los inmunosupresores (CPA, GK 1.5 y RB6-
8C5). Abreviaturas: LF (/low fat, baja en grasas), O (aceite de oliva virgen extra), E (aceite de oliva virgen extra
ecologico), P (aceite de pescado), G (aceite de girasol), LTB4 (leucotrieno B4), PGE2 (prostaglandina E2), TXB2

(tromboxano B2). Flecha ascendente: incremento; flecha descendente: reduccion.
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5.- DISCUSION

La relacion establecida entre el estado nutricional del individuo y su respuesta inmune frente
a enfermedades infecciosas, estd constada desde hace bastante tiempo cuando los primeros
trabajos del afio 1976 demostraron una disminucion en la frecuencia de las células T en nifios con

malnutricion (Nahani et al., 1976).

A lo largo de esa década y en los siguientes afios, en nifios en estado de malnutricion se
realizaron varios estudios que establecieron una primera relaciobn entre “/nmunonutricion e
infeccion’, (Brown 1977), mas tarde se relacion6 de forma directa la inmunocompetencia del
individuo y su estado nutricional (Chandra, 1981; Cunningham-Rundles, 1982; Chandra, 1991). Se
puede observar como a lo largo de los afios ochenta comienzan a aparecer una serie de estudios en
los que se relacionaba la inmunonutricion con diversas patologias como la enfermedad de Crohn
(Harries et al., 1984), procesos oncoldgicos (Jeejeebhoy y Mequid, 1986), infecciones pulmonares
(Martin, 1987) y ademas, en personas de avanzada edad (Goodwin y Garry, 1988). En esta década
deben destacarse uno de los primeros trabajos en los que se estudiaba el efecto de la nutricién en el
transcurso de una infeccion experimental con Listeria monocytogenes, en el aio 1984 Kos y
colaboradores demostraron el empeoramiento de la inmunidad especifica frente a dicha bacteria, en
ratones alimentados con una dieta de alto contenido en grasa, colesterol y sacarosa (Kos et al,
1984). Se debe destacar que una serie de estudios epidemioldgicos llevados a cabo en estos afios,
demostraba que las grandes cantidades ingeridas de aceite de pescado (serie n-3) en esquimales de
Groenlandia debido a un alto consumo de pescado en la dieta de estos, producia una supresiéon del
sistema inmune que era causa de una baja incidencia de enfermedades autoinmunes pero con un
incremento de las enfermedades infecciosas (Kromann y Green, 1980), con una elevada incidencia

de la tuberculosis en dicha poblacion (Grzybowki y Dorken, 1983).

Durante el transcurso de los afios se han publicado multitud de estudios mas detallados de la
modulacion ejercida por ciertos tipos de acidos grasos sobre la respuesta inmune (Calder, 1998);
como es el caso de los acidos grasos de la serie n-6 (Utermohlen y Tucker, 1986) y la serie n-3
(Alexander, 1998), la relacion de los mismos con los procesos inflamatorios (Blackburn, 1992;
Grimble, 2005). Desde el momento en el que se demostrd el importante papel de los acidos grasos
en la modulacion inmune, se comenzaron a desarrollar formulas de nutrientes para los pacientes
hospitalizados que requerian de un aporte nutricional enteral o parenteral. Hoy dia las formulas
empleadas son numerosas y variadas, siendo aplicadas en funcion de la patologia a tratar, ademas,

en varias de ellas se incluye el acido oleico (serie n-9) presente en el aceite de oliva (ClinOleic®,
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SMOFlipid®). El aceite de oliva demostré tener propiedades beneficiosas ejerciendo una menor
supresion del sistema inmune junto a una disminucion en la incidencia en patologias autoinmunes,
cancer y enfermedades cardiovasculares Zamora-Ardoy et al., (2004); Sales-Campos et al., (2013);
Moreno-Luna et al., (2012).

Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado investigaciones en los que se demuestra la
influencia de los distintos tipos de acidos grasos, en especial el aceite de oliva, en el sistema inmune
en general (de Pablo y Alvarez de Cienfuegos, 2000); en la actividad fagocitica y produccion de
citoquinas de ceélulas peritoneales murinas (de Pablo et a/, 1998), en la resistencia natural de
ratones alimentados con diferentes dietas lipidicas frente a una infeccién con L. monocytogenes (de
Pablo et al., 2000; Puertollano et al., 2001b; Puertollano et al., 2002), en la combinacion de dietas
lipidicas y antioxidantes (Puertollano et al., 2003), en la determinacion de la apoptosis producida en
timocitos murinos de ratones alimentados con dietas lipidicas e infectados con L. monocytogenes
(Puertollano et al., 2004a) y en la resistencia de ratones alimentados con dietas lipidicas y tratados
con ciclofosfamida a una infeccion experimental con L. monocytogenes (Cruz-Chamorro et al.,
2007).

En el presente estudio se ha determinado la influencia de cinco dietas experimentales en un
modelo murino sometido a una infeccion experimental con L. monocytogenesy tratado previamente
con tres agentes inmunosupresores diferentes. La eleccion de esta bacteria Gram positiva y de
crecimiento intracelular se debe a la presencia de la misma en los alimentos y el rapido proceso de
infeccion que se produce dando lugar a importantes efectos citopaticos y sistémicos (Vazquez-
Boland et al., 2001). El empleo de modelos experimentales murinos y sometidos a listeriosis se ha
extendido en los ultimos afios debido un mayor conocimiento sobre su papel en el interior celular y

de los mediadores inmunes implicados.

5.1.- Efecto de las diferentes dietas lipidicas en los grupos experimentales no sometidos
a tratamiento inmunosupresor.

En los ratones no sometidos a tratamiento inmunosupresor alguno, y posteriormente
infectados con L. monocytogenes, los distintos tipos de dietas ensayados no parecen afectar de
forma importante al peso corporal, salvo en el caso de la dieta rica en aceite de oliva de cultivo
ecoldgico, cuyo grupo posee a las 48 horas de la infeccion un peso corporal estadisticamente
superior al resto de los otros grupos experimentales (Tabla 15). Es de destacar el hecho que no
existan diferencias en el peso corporal entre el grupo alimentado con la dieta baja en grasas (5%), y

los tres grupos de ratones alimentados con las dietas ricas en grasas (20%).
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Los indices esplénicos dan idea de la esplenomegalia inducida por la infeccion experimental.
En nuestro modelo experimental la administracion de las distintas dietas lipidica no produce
variaciones, estadisticamente significativas, en este pardmetro inmunitario entre los distintos grupos

experimentales utilizados en nuestro estudio (Tabla 19).

En el grupo de animales de experimentacibn no sometido a tratamiento inmunosupresor,
destaca la escasa capacidad de la supervivencia en ratones alimentados con la dieta que contiene
aceite de pescado al 20%, que ya a los tres dias s6lo alcanza el 10% del total de ratones infectados
experimentalmente con L. monocytogenes. Este efecto supresor de la respuesta inmune inducido
por el consumo de una dieta rica en acidos grasos ®-3, como son los mayoritariamente presentes en
el aceite de pescado, ya fue puesto de manifiesto por Fritsche et al., (2000), aunque otros autores
afirmaron posteriormente que este tipo de lipidos de la dieta son poco efectivos en situaciones de
infeccién (lrons et al., 2003). Nuestros resultados demuestran de forma taxativa que, al menos, en
situaciones de inmunocompetencia, la presencia en la dieta, de una alta concentracion aceite de
pescado, tiene un dramatico efecto en la supervivencia de ratones experimentalmente infectados
con la bacteria L. monocytogenes. En la literatura cientifica abunda los articulos que describen
efectos neutros o incluso beneficiosos de dietas con aceite de pescado en situaciones de infeccidon
bacteriana tanto en modelos experimentales con ratas (Farolan, et al., 1996; Garnacho-Montero et
al., 2002) o incluso con ratones (Pierre et al, 2007; Bendyk et al, 2009) aunque debemos resaltar
gue estos estudios fueron realizados en infecciones experimentales con bacterias distintas a L.
monocytogenes, que es la bacteria que nosotros hemos empleado en nuestro estudio. Estas

diferencias a nivel procedimental pueden, gran parte, explicar resultados tan contradictorios.

En investigaciones realizadas con modelos similares al descrito en este trabajo, nuestro grupo
de investigacion, asi como otros grupos, han mostrado una reduccion de la supervivencia de ratones
de la cepa BALB/c, alimentados con dietas ricas en aceite de pescado (de Pablo et al, 2000;
Puertollano et al., 2005; Strandberg et al., 2009). Los resultados de estas investigaciones nos llevan
a afirmar que una dieta que contenga una alta proporcion de aceite de pescado, empeora,

significativamente las posibilidades de supervivencia ante una infeccion con L. monocytogenes.

Al contrario de lo que ocurre en grupo experimental alimentado con una dieta en la que es
componente lipidico esta constituido por aceite de pescado al 20%, el grupo alimentado la dieta que
contiene aceite de oliva también al 20%, a los 10 dias postinfeccién, mantiene una supervivencia del
90%.
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La alta mortalidad de los ratones alimentados con la dieta rica en aceite de pescado, puede
explicarse al analizar los resultados obtenidos en estudio del aclaramiento bacteriano en higado y
bazo, en los que se observa altos recuentos bacterianos en ambos érganos, tanto a las 24 como a
las 48 horas de la infeccion con L. monocytogenes que nos indica un fracaso de los mecanismos de
eliminacion de agentes infecciosos en este grupo experimental. Hecho ya documentado desde el
estudio realizado por Kromann y Green, (1980). Menor explicacion tiene la alta supervivencia del
grupo de ratones alimentados con aceite de oliva virgen extra, en los que el recuento de bacterias
viables a las 48 horas de la infeccion en ambos 6rganos, fue mayor que los encontrados en el grupo
alimentados con la dieta con la concentracion éptima de grasa, dieta BG, pero la supervivencia de
este ultimo grupo estuvo muy por debajo que la que presentd el grupo alimentados con aceite de
oliva convencional. Una posible explicacién de este hecho se deba a una mayor efectividad de los
mecanismos implicados en el desarrollo de la respuesta inflamatoria en el caso de los animales

alimentados con aceite de oliva convencional.

Tras la entrada del agente infeccioso al interior de un organismo el principal mecanismo de la
defensa inmediata a la infeccidon, lo constituye la respuesta de los fagocitos, principalmente
neutréfilos y monocitos/macréfagos. Tras la ingesta del microorganismo, en los fagocitos se
desarrolla una serie de acontecimientos moleculares que implican la produccion de sustancias
toxicas para el agente invasor, relacionadas con el oxigeno como superéxidos, iones y radicales libres
del oxigeno, que reciben el nombre genérico de especies reactivas del oxigeno (EROs), que poseen
una potente actividad antimicrobiana y que son las responsables de muerte intracelular de los
microorganismos fagocitados. Nuestros resultados muestran que en el momento de la infeccion
experimental con L. monocytogenes, la produccion de EROs en los grupos alimentados con las
diferentes dietas, no presentan diferencia estadisticamente significativas. Sin embargo, tanto a las
24 como a las 48 horas de la infeccién, la produccion de EROs en el grupo de ratones alimentados
con la dieta en la que el componente lipidico es aceite de pescado al 20%, es estadisticamente
menor en comparacion con los grupos alimentados con las otras dietas. Debemos resaltar que
nuestros resultados muestran que a las 48 h de la infeccion, la produccion de EROs en el grupo
alimentado con la dieta BG es menor que en el caso de los ratones alimentados con la dieta AG; AO
y AOE, siendo en este ultimo caso la diferencia, estadisticamente significativa. Tal vez la escasa
produccion de EROs en el grupo de ratones alimentados con la dieta AP, sea una de las causas que
produce la draméatica incapacidad de estos animales a sobrevivir a la infeccion experimental de L.

monocytogenes.
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Tras el contacto con agente infeccioso, los fagocitos y otras células implicadas en los
mecanismos de defensa frente a infecciones, provocan la activacion de otro de los fundamentales
mecanismos de defensa frente a las agresiones externas: la respuesta inflamatoria, en la que un
numeroso conjunto de factores liberados por granulocitos y monocitos/macrofagos, juegan un papel
primordial. Los macrofagos tras la interaccion con el agente infeccioso liberan una serie de
citoquinas que juegan un papel fundamental en la activacion y potenciacion de la respuesta
inflamatoria y que ademas, actian como activadores de los linfocitos para completar todos los
mecanismos responsables de la lucha frente a las infecciones. Nuestros resultados muestran (Tablas
25, 28, 30, 32; y Figuras 22 A, 25 A, 27 A, 29 A) sorprendentemente, que una dieta en la que el
componente lipidico esta constituido por aceite de pescado a una concentracion del 20%, provoca
en los macrofagos una liberacidon mayor, estadisticamente significativa, de las citoquinas pro-
inflamatorias, IL-1 e IL-6 a las 48 horas de la infeccion con L. monocytogenes, de IL-12 a las 24
horas y de TNF-a tanto a las 24 como a las 48 horas de la infeccion bacteriana. Esta elevada
producciéon de citoquinas proinflamamtorias sin embargo, no sélo no se traduce en una mayor
eficacia en el control de la infeccion bacteriana, sino que es precisamente a las 48 horas de la
infeccion, cuando se produce una dramatica reduccién en el porcentaje de supervivencia de los
ratones experimentalmente infectados. No parece ser descabellado pensar que, precisamente la
elevada concentracién de factores inflamatorios, muy especialmente de TNF- o podria contribuir de
forma decisiva, a la elevada mortalidad de este grupo experimental utilizado. Debemos hacer
mencion que algunos autores ya habian descrito incrementos en los niveles de IL-1 como
consecuencia de un incremento en la ingesta de acido eicosapentaenoico (EPA) (Grimble y Tappia,
1998). Por el contrario, recientes estudios confirman que el EPA, acido graso poliinsaturado de la
serie n-3, igual que los que se encuentran en el aceite de pescado, suministrado en la nutricion
parenteral, produce una disminucién de la IL-6 y el TNF-a a nivel de hepatocitos y macréfagos
mayor que el acido araquidonico (ARA) (Hao et al., 2010). Esta discordancia con nuestros resultados
creemos que se basa en la diferente via de administracion de la dieta y en segundo lugar y a
nuestro juicio, la mas importante, que estos autores utilizan en la dieta Unicamente el acido graso,

en lugar de la grasa completa, aceite de pescado, como lo hacemos nosotros.

Si existe concordancia entre nuestros resultados y los mostrados por Bousserouel et al.,
(2003) en los que describieron que la incorporacion de ARA, &cido graso de la serie n-6, origina una
reduccion la expresion de IL-1. También nuestros resultados son coincidentes, en parte con los
presentados por Jiménez-Gémez et al., (2009), que en un estudio que compara el efecto entre las

dietas que contienen aceite de oliva y otras dietas con mayor contenido en acidos grasos saturados,
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muestra que una combinacion de aceite de oliva y nueces en el desayuno, no aumenta los niveles de
ARN mensajero del TNF-a y de IL-6 en células mononucleares de sujetos sanos. En nuestro caso
existe un incremento muy pasajero a las 24 horas en los niveles de IL-6, aunque éste desaparece ya
a las 48 horas. Ademas, Magdalon et al., (2012) describieron incrementos en los niveles de IL-6
asociados a la administracion oral de acido oleico (n-9) y acido linoleico (n-6), que nuestro caso solo
se logra este incremento a las 24 horas y que posteriormente, los niveles de esta citoquina, vuelve a

valores incluso menores que el grupo experimental alimentado con la dieta baja en grasas.

Se hace necesario advertir que en la mayoria de los casos descritos con anterioridad, los
niveles de citoquinas proinflamatorias que se determinaron, se hicieron en una situacion de
normalidad, mientras que en nuestro caso, las determinaciones se efectuaron tras un mes de dieta y
una posterior infeccion experimental con L. monocytogenes, circunstancia que evidentemente,

modifica de forma importante la produccién y posterior liberacién de las citoquinas proinflamatorias.

En cuanto a las citoquinas pro-inflamatorias de la respuesta Thl, producidas principalmente
por linfocitos, al contrario de lo que ocurre en células del sistema fagocitico-mononuclear, no existen
grandes diferencias en sus niveles séricos entre los grupos alimentados con los diferentes tipos de
dietas (Tablas 26, 33; y Figuras 23 Ay 30 A), salvo en el caso de IFN-y en el grupo alimentado con
aceite de oliva cultivado en condiciones ordinarias, en el que existe un fuerte y significativo
incremento, tanto a las 24 como a las 48 horas de la infeccidon con L. monocytogenes. El incremento
de los niveles séricos de esta citoquina, podria explicar la alta capacidad de supervivencia de este
grupo experimental frente a la infeccion bacteriana experimentalmente inducida. Es interesante el
comportamiento de los ratones alimentados con la dieta rica en AP, en cuanto a los niveles séricos
de IFN-y, ya que su sintesis y liberacion esta estimulada por el TNF-a liberado por los macréfagos, y
sin embargo, a pesar de presentar niveles significativamente incrementados de sintesis de esta

tltima monoquina, no esté aumentada en este grupo experimental la produccion de IFN- y.

En granulocitos, los fosfolipidos de la membrana por accion de la fosfolipasa A son
metabolizados hasta acido araquidonico (ARA), y éste por accion de la ciclooxigenasa, origina
prostaglandinas (PGs) y tromboxanos (TXs), mientras que por via de la lipooxigenasa produce
leucotrienos (LTs); estos tres grupos de moléculas participan muy activamente en el desarrollo de la
respuesta inflamatoria. Nuestros resultados (Tablas 36, 37, 38; y figuras 33 A, 34 A, 35 A) muestran
que tras la infeccion con L. monocytogenes, una dieta rica en AO incrementa los niveles de PGE2 y a
las 48 horas de la infeccién. Ademas se elevan dichos niveles en el grupo de ratones alimentados

con AP, coincidiendo también con altas concentraciones séricas de IL-1 y TNF-a, pero por el
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contrario se observa una baja capacidad para la producciéon de ROS, lo que sin duda alguna se
traduce en una ineficacia para el control de la infeccion y en un incremento en la mortalidad de
ratones alimentados con la dieta rica en AP y posteriormente infectados con L. monocytogenes.
Otros productos del metabolismo de ARA por accion de la ciclooxigenasa, son los tromboxanos; en
nuestro modelo experimental, los ratones alimentados con la dieta AO y e infectados
experimentalmente, son los Unicos que muestran incrementos en los niveles de estos mediadores
inflamatorios, y solo a las 24 horas de la infeccidn. Por accién de la lipooxigenasa, a partir de ARA se
obtiene los leucotrienos, otro de los mediadores de la respuesta inflamatoria, en nuestro caso, todas
las dietas experimentales, muestran incrementos con respecto a la dieta BG en los niveles de LTB4,
salvo el caso de la dieta AOE, que muestra una disminucion significativa de los niveles de dicho
mediador. Debemos resaltar que esta disminucion no aparece en la dieta que contiene AO cultivado
en condiciones estandar. Este hecho debe ser estudiado mas detenidamente porque sin duda alguna
debe deberse a algun componente quimico minoritario del aceite de oliva en que se diferencie
ambos tipos de grasas y que sea debido a tratamiento fitosanitarios que estén ausentes en el olivar

ecoldgico.

En la determinacion de los niveles séricos de citoquinas pertenecientes a las respuesta Th2 o
antiinflamatoria (Tablas 27, 29, 34; y Figuras 24 A, 26 A, 31 A), los resultados mas relevantes los
hemos encontrado en el caso de la citoquina antiinflamatoria IL-4. Esta citoquina, sintetizada
principalmente por linfocitos Th2 y algunos granulocitos activados, es crucial para detener respuesta
Thl y favorecer la de tipo Th2, ya que bloquea la sintesis de IL-1, TNF-a, e IL-6, liberados por
macrofagos y otras células inmunitarias, esta significativamente disminuida a las 48 horas de la
infeccion bacteriana en el grupo experimental de ratones alimentados con AP, lo que favorece el
desarrollo de wuna importante respuesta inflamatoria y asi, explicaria los incrementos,
estadisticamente significativos, que se observan en la determinacion de los niveles séricos,
sobretodo de la IL-1 y el TNF-a en este grupo experimental. Por el contrario, en la determinacién de
los niveles de IL-10, otra importante citoquina que participa en el desarrollo de la respuesta Th2, y
también a las 48 horas de la infeccion, en el grupo de ratones alimentados con la dieta AP, muestra
gue su concentracion es estadisticamente superior, a la que presentan los grupos experimentales
alimentados con las otras dietas. No resulta facil explicar el incremento de la IL-10, que posee una
marcada actividad inhibidora de los macrofagos en general, y de la sintesis de citoquinas producidos
por ellos en particular; tal vez ante el fracaso en el control de la infeccién, en el caso del grupo
alimentado con la dieta AP, por la via de la respuesta inflamatoria o Thl, se inicie una cambio de

estrategia para un desesperado intento de control de la infeccion por la otra via, la Th2, que en
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cualquier caso y a la vista de nuestros resultados de supervivencia a la infeccion tampoco posee

éxito.

El efecto de los diferentes tipos de dietas en la capacidad de linfoproliferacion de esplenocitos
y timocitos, se muestran en las (Tablas 22, 23; y Figuras 19 A, 20 A), en ellas debemos destacar
también son precisamente los linfocitos, principalmente del bazo, procedentes del grupo alimentado
con la dieta AP los que presentan, tanto a las 24 como a las 48 horas postinfeccion, una mayor
capacidad de proliferacién cuando son estimulados con el mitégeno ConA, cuando se compara con la
gue presentan los esplenocitos procedentes de los grupos alimentados con las otras dietas lipidicas,
lo que sugiere un grado superior de activacion que coincidiria con la fuerte respuesta inflamatoria
originada para controlar la infeccion bacteriana. Llama la atencidn el escaso grado de activacion que
muestran los esplenocitos procedentes del grupo de ratones alimentados con la dieta AOE en el
momento de la infeccidn, aunque tras la infeccion se activan rapidamente para mostrar indices de
proliferacion que son superiores al qgue muestran el resto de esplenocitos, salvo los procedentes de
ratones alimentados con la dieta AP. En cuanto a la capacidad de proliferar en presencia de ConA,
los timocitos de ratones alimentados con la dieta AP, a las 48 horas de la infeccion, vuelven a
mostrar valores de activacion, estadisticamente superiores a los que presentan los timocitos de
ratones alimentados con las otras dietas lipidica. Podemos concluir, por tanto, que la dieta AP,
provoca una fuerte estimulacion de la respuesta inmune, pero que esta activacion no solo no es
eficaz para controlar la infeccion, experimentalmente inducida, por L. monocytogenes, sino que los
hacen especialmente susceptibles a la misma. Todo esto no induce a pensar que, muy posiblemente,
esta superestimulacion sea, en mayor o en menor medida, responsable de la alta mortalidad de los

ratones alimentados con la dieta AP cuando sufren la infeccion de L. monocytogenes.

En cuanto al efecto de los diferentes tipos de dietas sobre las distintas subpoblaciones
leucocitarias, nuestros resultados no muestran efectos destacables ya que en ningun caso, las

diferencias encontradas, carecen de significacion estadistica.
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5.2- Efecto de las diferentes dietas lipidicas en los grupos experimentales sometidos a

tratamiento inmunosupresor.

5.2.1- Ciclofosfamida (CPA).

La ciclosfosfamida (CPA) es uno de los agentes inmunosupresores clasicos, utilizado tanto en
la clinica como en investigacion. Tras su administracion y por accién de los enzimas hepaticos se
transforma acroleina y fosforamida que son dos potentes alquilantes que impiden la replicacion del
ADN celular. Las células mas sensibles a la accion de este farmaco inmunosupresor son las derivadas
de la linea mieloide. Los primeros estudios sobre la accidbn de éste farmaco ya mostraban
importantes reducciones en poblaciones de timocitos y esplenocitos murinos (Merritt et al., 1982);
posteriormente la CPA se empled en tratamientos quimioterapicos, aunque en determinadas
ocasiones las células tumorales desarrollaron resistencia a la misma (Hamuro et a/, 1996). En
nuestro laboratorio la hemos utilizado para la obtencion de modelos experimentales de

inmunosupresion (Cruz-Chamorro et al., 2007).

La relacion entre CPA y acidos grasos se remonta a los estudios realizados para evidenciar su
relacion con la sintesis de prostaglandinas (Nickevich et a/., 1986); en 1989 un trabajo daba conocer
una posible modulacion de la CPA en el metabolismo del acido araquidénico de macréfagos
peritoneales (Giordano et al, 1988) y mas tarde la participacion de las lipoxigenasas en el
metabolismo de las misma (Kanekal y Kehrer, 1994). En cuanto al efecto de la CPA con dietas
lipidicas en modelos experimentales, podemos citar el estudio efectuado en el afio 1997 en la
universidad de Tokio, en el que se cred un modelo de enteropatia por sensibilidad alimentaria en
ratones BALB/c a los que se inmunosuprimieron con CPA y ademas se alimentaron con distintas
dietas lipidicas que contenia acidos grasos de la serie n-6 y n-3; los resultados mostraron una clara
influencia de la dieta en la produccién de leucotrienos de los ratones (Ohtsuka et al., 1997); también
el efectuado en ratones con un modelo de enfermedad autoinmune (Bhattacharya et a/., 2003). Un
estudio en pacientes con cancer de mama relaciona la capacidad de ciertos acidos grasos de
aumentar la sensibilidad de los tumores de mama a los farmacos citotdxicos (Bougnoux et al.,
1999); otro estudio mas reciente evaluo la eficacia de los efectos antitumorales de determinadas
drogas citotdxicas en presencia de acidos grasos de la serie n-3 (Wynter et al., 2004). Aunque no
son muchos los articulos que relacionan dietas lipidicas y ciclofosfamida se debe destacar el
publicado por nuestro grupo de investigacién en el que se examina la resistencia de ratones BALB/c
alimentados con dietas lipidicas y tratados con CPA frente a una infeccion con Listeria
monocytogenes (Cruz-Chamorro et al., 2007), el resultado fue el empeoramiento de la capacidad de
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respuesta inmune en ratones alimentados con aceite de pescado y tratados con CPA; sin embargo
recientes estudios resaltan el papel protector del acido eicosapentanoico en la peroxidacion lipidica

gue ocurre en el higado por accién de la CPA (Li et al., 2011).

La administracion del agente inmunosupresor CPA, produce en los ratones alimentados con la
dieta rica en aceite de pescado (AP), una disminucién significativa en su peso corporal, fenémeno
gue no lo encontramos en el grupo experimental alimentado con AP pero no tratado con agente
inmunosupresor alguno (Tabla 15). A pesar de la disminucién del peso corporal, el indice esplénico
del grupo alimentado con la dieta AP, fue significativamente menor que el del resto de los grupos
experimentales y tratados con CPA (Tabla 19), lo que sugiere que en este grupo el agente CPA
provoca una importante eliminacion de células de la serie mieloide que produce una disminucion
muy importante de estas células en el bazo tras la infeccién con L. monocytogenes. El valor del
indice esplénico en el grupo experimental AP tratado con CPA es muy inferior al que presentan todos
los grupos alimentados con el resto de dietas lipidicas, tanto inmunocompetentes como tratados con
CPA, lo que nos induce a pensar que la dieta AP convierte a los ratones de este grupo en

especialmente sensibles a la inmunosupresion inducida por CPA.

El tratamiento inmunosupresor con CPA no parece afectar de forma importante a la
supervivencia de los grupos de ratones alimentados con las dietas BG; AOE; AG y AP vy
experimentalmente infectados con L. monocytogenes, solo el grupo alimentado con la dieta AO
cultivado de forma tradicional, sufre una importante reduccion de su supervivencia a la infeccion
bacteriana (Figura 16 B). Es de resaltar la extraordinaria diferencia en el comportamiento de los
grupos alimentados con aceite de oliva procedente de cultivo, tradicional y el ecologico. En principio,
no encontramos una explicacién razonable a este comportamiento, ya que en principio, y de acuerdo
con la actual normativa relativa a los tratamientos agricolas, no deberian existir productos toxicos

para el organismo en el tratamiento quimico del olivar.

Al igual que en el caso de los ratones no tratados con agentes inmunosupresores, el grupo de
ratones tratados con CPA e infectados con L. monocytogenes, el grupo que posee una menor
supervivencia fue el alimentado con AP, hecho que viene corroborado con el hecho de haber
encontrado, tanto en el higado como en el bazo, un mayor nimero de bacterias viables, tanto a las
24 como a las 48 horas de la infeccion (Figuras 17 By 18 B). De acuerdo con el nUmero de bacterias
viables recuperadas en ambos 6rganos, no parece que el tratamiento con CPA afecte, en principio al
numero total de bacterias viables recuperadas a partir de higados y bazos procedentes de ratones
infectados y tratados con CPA en comparacion con estos mismos datos en el grupo de ratones no

sometidos a tratamiento inmunosupresor.
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El tratamiento con CPA, al contrario de lo que en principio podriamos pensar, no s6lo no
reduce la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), con gran capacidad bactericida, sino
gue al contrario, produce un fuerte incremento en su produccion en el grupo de ratones alimentados
con AP (Figura 21 B); grupo gue es especialmente sensible a la infeccion experimental bacteriana. A
la luz de los resultados obtenidos en el andlisis de la supervivencia a esta infeccion, esta
superproduccion, de compuestos toxicos para las bacterias, no se traduce en ningun tipo de
proteccién de los ratones infectados. Resulta muy interesante, desde el punto de vista bioldgico,
esta potente respuesta de sobreproduccion de compuestos reactivos del oxigeno en este grupo
tratado con CPA, en contraposicion con la depresién en la sintesis de estas especies reactivas que
presentaron los ratones alimentados con esta misma dieta pero no sometidos a tratamiento
inmunosupresor. Pareciera que esta inmunosupresion quimicamente inducida, intenta ser
neutralizada por una elevada produccion de estas sustancias de actividad antibacteriana en un
desesperado intento de controlar la infeccion, esfuerzo que como hemos comentado anteriormente,
no produce efecto positivo, para el raton, tal como nos indican los resultados de supervivencia ya

comentados anteriormente.

La produccion de citoquinas con actividad proinflamatoria, liberadas por los macréfagos, en
este grupo de ratones alimentados con los distintos tipos de grasas, sometidos a tratamiento
inmunosupresor con CPA, e infectados con L. monocytogenes, muestra un fuerte incremento, muy
especialmente a las 48 horas postinfeccion, sobretodo en la sintesis de IL-1A y de IL-6, y mucho
menor en el caso de IL-12p-70; incremento que no lo hemos encontrado en el caso del TNF-a
(Figura 29 B). Sin embargo esta importante produccion de citoquinas proinflamatorias en

macréfagos no parece tener efecto protector alguno frente a la infeccion de L. monocytogenes.

El fuerte incremento en la sintesis de algunas citoquinas proinflamatorias en macrofagos,
también aparece en el caso del IFN-y producido por los linfocitos, que muestra un espectacular
incremento a las 48 horas tras la infeccion bacteriana (Figura 28 B). Volvemos en este punto a
insistir que la importante produccion de estas citoquinas proinflamatorias, no se traduce en
proteccidn alguna frente a la infeccion, y tal vez solo se trata de un desesperado e inutil intento del
organismo ante una infeccién que pone en serio peligro la vida del ratéon y que induce a los pocos
leucocitos no destruidos por la CPA a una importante superproduccion en algunas citoquinas

directamente implicadas en la defensa innata inmediata frente a las infecciones.

Un fenomeno parecido al anteriormente descrito, aparece en el caso de los ratones

alimentados con AO y tratados con CPA en la produccion de productos proinflamatorios derivados
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del metabolismo del acido araquidénico. Recordemos que este grupo experimental posee una
supervivencia frente a la infeccidn solo algo superior que la del grupo alimentado con AP e inferior a
los otros grupos experimentales, sin embargo la produccién en granulocitos de PGE2; TXB2 y LTB4,
es superior a la del resto de grupos experimentales (Figuras 33 B, 34 B, 35 B), siendo en este ultimo
caso los resultados fuertemente significativos. Por tanto podemos concluir que la activacion de la
sintesis de productos pertenecientes a la respuesta Thl, de caracter proinflamatorio, tanto en los
grupos alimentados con AP y AO, y tratados con CPA, no produce proteccion alguna frente a la
infeccion, todo lo contrario parece que este exceso de compuestos, incrementa la mortalidad frente

a la infeccién bacteriana.

En cuanto a la produccién de citoquinas de la respuesta Th2 en los grupos de ratones
alimentados con los distintos tipos de dietas y sometidos a tratamiento con CPA, al igual que ocurria
en el caso del grupo experimental no sometido a tratamiento inmunosupresor, no presentan
diferencias algunas en ninguna de las tres citoquinas determinadas. Todo parece indicar que este
tipo de respuesta no tiene una especial incidencia en los mecanismos de defensa temprana frente a

la infeccion por L. monocytogenes.

El tratamiento con CPA no parece tener una gran trascendencia en la capacidad proliferativa
de linfocitos procedentes de bazos y timos de ratones alimentados con los distintos tipo de dietas y
sometidos a tratamiento con CPA, e infectados con L. monocytogenes (Figuras 19 B y 20 B). Solo los
linfocitos de ratones de los grupos alimentados con los dos tipos de aceite de oliva, AO y AOE,
muestran una mayor capacidad de proliferacién que los correspondientes al grupo no tratado con el
agente inmunosupresor; siendo los esplenocitos a las 48 horas de la infeccion bacteriana, los que

presentaron una mayor capacidad de inmunosupresion.

En el andlisis de las distintas subpoblaciones leucocitarias, los resultados que hemos
obtenidos no son clarificadores del efecto biolégico producido por el agente inmunosupresor CPA,
sOlo podemos constatar de forma mas o menos concluyente que en ratones alimentados con la dieta
AP y tratados con CPA, las poblaciones de linfocitos T supresores/ citotoxicos (CD 8), y linfocitos B,
(CD 19/32), estan disminuidas con respecto al grupo control no tratado con agente inmunosupresor.
Aunque esta disminucion en las poblaciones celulares implicadas, no basta para explicar la especial
susceptibilidad a la infeccion bacteriana, ya que el grupo experimental equivalente no
inmunosuprimido, eral igualmente sensible a la infeccion. Tampoco hemos encontrado una
explicacion, cientificamente coherente al incremento, estadisticamente significativo, de la poblacion

de células B (CD 19/32) en el grupo de ratones alimentados con AOE a las 24 horas de la infeccion.
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522-GK 1.5

Con la utilizacion del anticuerpo monoclonal GK 1.5, que produce la deplecion de linfocitos T
CD4 murinos, intentamos analizar el papel que juegan estas células en los mecanismos de defensa
frente a infecciones bacterianas y como la ingesta de dietas con diferentes componentes lipidicos
pueden modificar la inmunosupresion originada como consecuencia la eliminacién de este tipo de

linfocitos.

El tratamiento con el anticuerpo GK 1.5 en el grupo de ratones alimentados con la dieta AP y
posteriormente sometidos a una infeccion experimental con L. monocytogenes, provoca una
importante y significativa disminucion en el peso de los animales a las 24 horas de la infeccion
experimental, pérdida de peso que se recupera muy parcialmente a las 48 horas, aunque permanece
significativamente inferior al resto de grupos experimentales. Debemos resaltar que este tratamiento
inmunosupresor y en este tipo de dieta es el que presenta una mayor influencia en el peso corporal
de los animales de todos los grupos analizados. Por el contrario, y sin saber a ciencia cierta la
etiologia de este fendmeno, los ratones alimentados con la dieta AG, y tratados con GK 1.5, fueron
los que presentaron, de forma casi absoluta, las mayores cifras de peso corporal de todos los grupos

analizados, tanto antes como a las 24 y 48 horas después de la infeccion (Tabla 15) .

También resulta sorprendente el alto valor del indice esplénico que hemos encontrado en el
grupo de ratones alimentados con la dieta AP a las 24 horas de la infeccion bacteriana (Tabla 19). En
general los tratamientos inmunosupresores utilizados en nuestro estudio no han mostrado que
ejerzan un efecto apreciable, salvo el ya comentado de la CPA en el grupo de ratones alimentados
con este mismo tipo de dieta a las 48 horas de la infeccion que produce una disminucion
significativa en este parametro inmunitario. Sin embargo esta esplenomegalia producida, que en
principio implicaria un acumulo de células encargadas en la defensa frente a la infeccion, por
supuesto que no estarian los linfocitos CD4 que se han eliminado con el anticuerpo GK 1.5, no se
traduce en una mayor proteccion frente a la infeccién ya que la mortalidad del grupo experimental
alimentado con la dieta AP es la que presenta una mayor mortalidad a la infeccion experimental por

L. monocytogenes (Figura 16 C).

La elevada tasa de mortalidad que presenta el grupo de ratones alimentados con la dieta AP,
sometidos a tratamiento inmunosupresor con el anti cuerpo GK 1.5 que produce la deplecion de
linfocitos CD 4, se explica facilmente al observar los altos valores de recuperacion de bacterias

viables procedentes del bazo y sobretodo de ratones experimentalmente infectados con L.
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monocytogenes (Tablas 20, 21; y Figuras 17 C, 18 C). Aunque debemos nuevamente hacer constar
gue los valores de aclaramiento bacteriano tras la infeccion, en ratones inmunosuprimidos por GK
1.5 muestran una similar o incluso mayor eficacia en este paradmetro que el grupo de ratones no
sometidos a tratamiento inmunosupresor alguno, hecho que nos permite afirmar que en estas
primeras etapas de la lucha para el control de la infeccidn, las células T CD4, no juegan un papel
fundamental, ademas nuestros resultados son concordantes con lo descrito por Czuprynski et al.,
1989; Czuprynski y Brown, 1990), cuyos resultados mostraban un claro aumento del aclaramiento
bacteriano en bazo e higado de ratones tratados con GK 1,5 e infectados con L. monocytogenes, y
ademas presentaban un aumento moderado de la resistencia a un desafio secundario con el mismo

patoégeno.

La deplecion de linfocitos CD4, por el tratamiento con el anticuerpo GK 1.5, si que tiene
transcendencia en la generacion de sustancias reactivas del oxigeno (ROS), tras la infeccién con L.
monocytogenes. Al menos hasta las primeras 24 horas de la misma, se produce una drastica
disminucion en su sintesis, en todos los grupos experimentales utilizados, pero esta intensa
reduccion en estas moléculas de fuerte actividad antibacteriana, salvo en el caso de ratones
alimentados con la dieta AP, no se traduce en un incremento en la mortalidad de los ratones
infectados, ni en la recuperacion de bacterias viables a partir del higado y bazo de los mismos. La
disminucion en la producciéon de ROS, desaparece y a las 48 horas de la infeccion hemos obtenidos
resultados que indican un importante incremento en la sintesis de ROS, en todos los grupos
experimentales y sobre todo en los grupos alimentados con aceite de oliva, muy especialmente el

procedente de cultivo tradicional, y el grupo alimentado con la dieta AP (Tabla 24 y Figura 21 C).

La sintesis de monoquinas de caracter proinflamatorio, en los ratones tratados con el agente
GK 1.5 y alimentados con la dieta AP, presenta un comportamiento similar a la que presentan, en
general todos los grupos experimentales alimentados con este tipo de dieta, es decir, incrementos
significativos en algunas de ellas, bien a las 24 o a las 48 horas de la infeccidon. (Tablas, 26, 33; y
Figuras 23 C y 30 C). Incrementos en la produccion de moléculas implicadas en la respuesta
inflamatoria, que vuelve a no traducirse en proteccion frente a la infeccion de L. monocytogenes.
Cierto que en el caso de ratones inmunosuprimidos con el anticuerpo GK 1.5, esta ausencia de
eficacia a pesar de una buena produccién de este tipo de citoquinas, puede explicarse porque
algunas de estas monoquinas suelen producir la activacion de linfocitos T, que van a ser eliminados

por la accion del anticuerpo usado para producir la inmunosupresion.
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La capacidad de sintesis de citoquinas de caracter proinflamatorio, sintetizadas por linfocitos
Thl, estd expresada tomando como referencia, la producida por el grupo alimentado con la dieta BG
y ademas tratado con el anticuerpo GK 1.5, es decir que analizamos sus niveles de forma
independiente al tipo de tratamiento inmunosupresor utilizado, por lo que en principio no es valida
cualquier comparacion ni con el grupo no inmunosuprimido ni con los grupos suprimidos con otros
agentes. La produccion de IL-2 e IFN-y se encuentran incrementada en el momento de la infeccion
experimental en el grupo de ratones alimentados con la dieta AG, mientras que los ratones
alimentados con la dieta AP, este incremento de la Ultima citoquina se produce a las 24 y 48 horas
de la infeccion (Tablas 26, 31; y Figuras 23 C, 28 C). Sin embargo no hemos encontrado diferencias
significativas, al igual que en el resto de grupos experimentales tratados y no tratados con
inmunosupresores, en la capacidad de sintesis de citoquinas de respuesta Th2 (Tablas 27, 29, 34; y
Figuras 24 C, 26 C, 31 C).

De una u otra forma, el tratamiento con el anticuerpo GK 1,5 afecta no sélo a la poblacién de
linfocitos CD4, sino que ademas, y debido a la débil presencia de las citoquinas producidas por ellos,
a la de células del sistema fagocito-mononuclear. Por el contrario, la poblacion celular menos
afectada seria la de las células polimorfonucleares y por tanto, la sintesis de prostaglandinas,
tromboxanos y leucotrienos, no deberia verse muy afectada por el tratamiento con el anticuerpo GK
1.5. Sin embargo, los niveles de estas sustancias, se encuentra incrementados de forma significativa
en el grupo de ratones alimentados con las dietas ricas en aceite de oliva (Tablas 36, 38; y Figuras
33 C, 35 C). Esta elevada produccion de estas sustancias con importante actividad proinflamatoria,
bien podrian ser las responsable de este tipo de respuesta que protege a ambos grupos
experimentales de la infeccibn de L. monocytogenes que queda reflejada en la grafica de

supervivencia (Figura 16 C).

Muy interesante resulta los resultados obtenidos en la capacidad de linfoproliferacion
estimulada por ConA, de células procedentes del grupo de ratones alimentados con la dieta AP,
cuyos esplenocitos muestra valores significativamente superiores al del grupo control y no solo antes
de la infeccién sino incluso después de la misma (Tablas 22, 23; y Figuras 19 C, 20 C), a pesar de la

ya mencionada sensibilidad de este grupo a la infeccion de L. monocytogenes.

En las distintas subpoblaciones linfocitarias el tratamiento con el anticuerpo GK 1.5, solo
provoca diferencias entre los distintos tipos de dietas ensayadas en este trabajo, precisamente en la
poblacién de linfocitos CD 4, que se encuentra muy incrementada en los ratones alimentados con la

dieta AP con respecto a los grupos experimentales alimentados con las otras dietas (Tabla 41 y
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Figura 38 C). Es curioso resaltar que la poblacién de linfocitos mas especializados en el correcto
desarrollo de la respuesta inmune, sea la poblacion linfocitaria mas protegida frente al anticuerpo
gue produce su eliminacién en el grupo de ratones cuya dieta lo hace menos resistente a la infeccion
bacteriana. Creemos que es un hecho que requiere de posteriores analisis para intentar comprender
este, a nuestro juicio, complejo fendbmeno bioldgico. Por el contrario, y obviamente, la subpoblacién
de linfocitos T CD 8, se encuentra disminuida en este grupo experimental (Tabla 40 y Figura 37 C).
También debemos resaltar que la dieta AP produce un incremento no sélo de los linfocitos T CD 4,
sino también de los linfocitos B, definido por la presencia de la molécula CD 19/32, al menos antes y

en las primeras 24 horas de la infeccién bacteriana (Tabla 43 y Figura 40 C).

5.2.3- RB6-8C5

Los neutréfilos juegan un importante papel en la regulacion de la respuesta Th1/Th2
(Mednick et al., 2003). El anticuerpo RB6-8C5, ya comentamos en el apartado correspondiente, es
un anticuerpo monoclonal purificado antigranulocito que reacciona con la proteina Ly6G que es el
antigeno de diferenciacion mieloide Grl, y su aplicacion en el ratén origina la deplecion de los
neutrofilos y monocitos a nivel sistémico. Creemos que la utilizacion de este anticuerpo monoclonal
es de un gran interés para conocer el verdadero papel que juegan los neutréfilos en la defensa
frente a infecciones por bacterias patdgenas intracelulares como L. monocytogenes, papel que ya
fue puesto en evidencia por Czuprynski et al., (1994) y Rakhmilevich, A. L. (1995). Debemos hacer
constar que recientemente se ha puesto de manifiesto que el tratamiento con el monoclonal RB6-
8C5, no solo produce la deplecion de neutréfilos sino también elimina a monocitos y a células T, CD8
(+) (Carr, et al., 2011).

El importante grado de inmunosupresion que produce el anticuerpo monoclonal RB6-8C5,
hace que a las 48 horas de la infeccion con L. monocytogenes, ya no existia ningun ratén
superviviente en el grupo alimentado con la dieta AP, por ello no se presentan resultados de los

parametros inmunitarios determinados.

El andlisis de los resultados obtenidos muestra que el tratamiento con este anticuerpo es el
gue produce una mayor disminucion en la capacidad de resistencia frente a la infecciébn con L.
monocytogenes, no solo en el grupo experimental alimentado con la dieta AP, sino que también
hemos encontrado una elevada mortalidad en los grupos alimentados con el resto de dietas, tanto
las de baja concentracién en grasas (BG) como las dieta AG y las dos de aceite de oliva. El grado de

inmunosupresion es tan importante en estos casos, que a las 48 horas de la infeccién ya habian
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muerto todos los ratones alimentados con la dieta AP y a las 72 horas lo habian hecho los
alimentados con la dieta AG (Figura 16 D). Con respecto a la mortalidad observada en el grupo
alimentado con la dieta AP, debemos recordar que Fritsche et al, (2005) describieron que la alta
sensibilidad de este grupo a la infeccion de L. monocytogenes, es independiente de la actividad de

los neutrofilos que han sido eliminados por el tratamiento con el monoclonal RB6-8C5.

Los resultados que hemos obtenido en la supervivencia de ratones alimentados con los
distintos tipos de dietas y tratados con el anticuerpo RB6-8C5, era, de esperar ya que el monoclonal
RB6-8C5 elimina tanto a las células polimorfonucleares (PMNs), como a las células del sistema
fagocitico-mononuclear; ambos tipos celulares, responsables de la defensa temprana frente a
infecciones bacterianas, defensa en la que los linfocitos T CD4, que no son eliminados con el

anticuerpo monoclonal RB6-8C5, juegan un papel mucho menos importante.

El nimero de bacterias viables en higado y bazo, de los ratones infectados con L.
monocytogenes, es el mayor que hemos obtenido en todos los grupos experimentales objeto de
estudio en esta Tesis doctoral (Tablas 20, 21; y Figuras 17 D, 18 D), lo que nos confirma que los
leucocitos sensibles a RB6-8C5, son las células mas implicadas en la defensa antibacteriana.
Ademas, de todos los grupos experimentales, clasificados en funcion de la dieta con la que fueron
alimentados, los de la dieta AP, fueron los mas sensibles a la infeccion, nuestros resultados son
concordantes con los obtenidos por Fritsche et al, (2005) muestran que la reduccién de la
resistencia a la infeccidbn por L. monocytogenes en animales alimentados con la dieta AP, es

independiente de la actividad de los neutrofilos.

Al igual que ocurria en los grupos experimentales tratados con el agente CPA, en los que de
forma sorprendente, habia un incremento en la produccion de sustancias reactivas del oxigeno
(ROS), los ratones tratados con RB6-8C5 y alimentados con la dieta AP, muestran altos valores en la
cifras de unidades relativas de fluorescencia asociadas a la produccion de ROS (Tabla 24 y Figura 21
D) aunque estos altos valores no se traduzcan en proteccion frente a la infeccion. Tanto CPA como
RB6-8C5, son potentes agentes que provocan la eliminacion de las potenciales células productoras
de ROS. Por eso resulta sorprendente la elevada produccién de ROS en ratones tratados con agentes
gue eliminan células potenciales productoras de ROS y alimentados con la dieta AP, que logran con
un escaso numero de estas células producir ROS en cantidades superiores a las que se producen en
ratones alimentados con las otras dietas, salvo el caso del grupo de ratones alimentados con la dieta
AOE que a las 48 horas de la infeccion experimental de L. monocytogenes, produce cantidades
significativamente superiores de ROS cuando se compara con las que muestran los ratones

alimentados con la dietas con alto contenido de aceite de oliva cultivado en condiciones estandar,
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aceite de girasol y con la dieta baja en grasas.

Los niveles de citoquinas proinflamatorias producidas por células del sistema fagocitico-
mononuclear, en ratones inmunusuprimidos con el tratamiento con el monoclonal RB6-8C5, estan,
en general, aumentados a las 24 horas de la infeccidbn experimental en las dietas experimentales
ensayas (Tablas 25, 28, 30, 32; y Figuras 22 D, 25 D, 27 D, 29 D). Destacamos que en el caso de la
IL-1A, este incremento se observa en los ratones alimentados con las dietas AOE y AG; en el caso de
la IL-6, el incremento se observa en todas las dietas con alto contenido lipidico, mientras que en
casos de IL-12p-70 y TNF-a, solo afecta a los ratones alimentados con la dieta AP. Nuestros
resultados son concordantes con lo descrito por otros autores como Fritsche et al, (2005), que
describieron incrementos en los niveles de IL-6 y Carr et a/., (2011) en el caso de TNF-a, en modelos
similares al utilizado por nosotros, y con los de Verdrengh y Tarkowski, (1997) que encontraron
incrementos significativos en los niveles de IL-6 y TNF-a, en ratones tratado con este monoclonal y
experimentalmente infectados con Staphylococcus aureus. Mednick et al., 2003 también encontraron
incrementos significativos en la produccion de TNF-a e IL-12, en macrofagos pulmonares en un
modelo de infeccion experimental pulmonar con Cryptococcus. Por el contrario otros autores como
Tateda et al., 2001, describieron niveles bajos de IL-12 en ratones deplecionados con RB6-8C5, e
infectados experimentalmente con Legionella pneumophila. Algunos de los autores citados
anteriormente hacen especial hincapi€, en que en ratones tratados con RB6-8C5, e infectados con L.
monocytogenes, el mecanismo de proteccion frente a la infeccion se hace por la produccion de TNF-
o (Carr et al,, 2011).

En cuanto a la citoquinas pertenecientes a la respuesta Thl y producidas principalmente por
linfocitos, s6lo hemos encontramos diferencias significativas en los niveles de IL-17 y de IFN-y a las
24 horas de la infeccion bacteriana. Resultados similares ya encontraron Verdrengh y Tarkowski,
(1997) en el modelo experimental ya citado anteriormente con infeccion con S. aureus. Al igual que
en los casos de citoquinas producidas por macrofagos, en el caso de las producidas por linfocitos,
también existe en la bibliografia, trabajos que muestran resultados contradictorios con los nuestros.
Tateda et al, 2001, encontraron que en ratones tratados con RB6-8C5, e infectados con L.
pnneumophila, bajos niveles de citoquinas pertenecientes a la respuesta Thl o proinflamatoria, y

entre estas citoquinas que estan a niveles inferiores que los del grupo control, estaria el IFN-y.

No hemos encontrados en la bibliografia utilizada, referencias que describan el efecto de las
dietas sobre los niveles de prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos en animales de
experimentacion tratados con el anticuerpo monoclonal RB6-8C5. Nuestros resultados muestran que

160



los niveles de los mediadores proinflamartorios originados por la via de la ciclooxigenasa, PGE2 y
TXB2, estan incrementados en ratones a los que se les ha tratado con el monoclonal RB6-8C5, tras
la infeccién experimental con L. monocytogenes, incremento que es estadisticamente significativo en
el grupo de ratones alimentados con la dieta AP (Tablas 37, 38; y Figuras 34 D, 35 D). En el caso del
mediador proinflamatorio procedente de la via de la lipooxigenasa, LTB4, resulta muy interesante
comprobar que este incremento no solo no aparece en los grupos alimentados con aceite de oliva,
tanto procedente de cultivo tradicional como del ecolégico, sino que son menores que los del grupo
control (Tabla 36 y Fig 33 D).

Nuevamente aparece un fendmeno de dificil explicacién: tratamientos con agentes
inmunosupresores especificos de células productoras de citoquinas proinflamatorias, hace que los
ratones pertenecientes a los grupos mas sensibles a la infeccion bacteriana, sean los que presente
mayores niveles de estas citoquinas proinflamatorias. Esto nos induce a sospechar que el exceso de
este tipo de citoquinas, puede contribuir de una u otra forma a incrementar la susceptibilidad de los

ratones a la infeccion con L. monocytogenes.

La capacidad linfoproliiferativa tanto de esplenocitos como de timocitos, estimulada con el
mitégeno Conacanavalina A (ConA), presenta dos comportamientos muy distintos (Tablas 22, 23; y
Figuras 19 D, 20 D). Por un lado los esplenocitos procedentes de ratones tratado con RB6-8C5,
muestran en general, mayor capacidad de proliferar al ser estimulados con el mitdgeno ConA que los
del grupo control, salvo el caso del grupo alimentado con la dieta AG en el momento de ser
infectado experimentalmente con la bacteria, mientras que por el contrario, los timocitos
procedentes de ratones deplecionados en granulocitos, muestran siempre una menor capacidad

linfoproliferativa estimulada con ConA, que los timocitos procedentes del grupo control.

Tanto el niumero de linfocitos T CD3, como CD4 en sangre periférica de ratones tratados con
el agente inmunosupresor RB6-8C5, y alimentados con todos los tipos de las dietas experimentales,
muestran valores superiores en el momento de la infeccion experimental, que los del grupo control,
aunque posteriormente sus valores van disminuyendo salvo en el caso de los linfocitos CD3 en
ratones alimentados con la dieta AG. Los linfocitos definidos por la presencia en su superficie celular
del marcador CD 19/32 experimentan un importante incremento a las 24 horas de la infeccion con L.
monocytogenes (Tablas 39, 41, 43; y Figuras 36 D, 38 D, 40 D), por contrario, en el caso de los

ratones alimentados con aceite de oliva, se produce una disminucion a las 48 horas de la infeccién.
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5.- CONCLUSIONES

1. Los acidos grasos presentes en las dietas lipidicas ejercen una modulacion del sistema

inmune, alterando la resistencia del hospedador frente a la infeccién con un patdgeno intracelular.

2. De todas las dietas ensayadas, las que contiene altas concentraciones de aceite de
pescado, son los mas inmunosupresores, de todas, incrementando de forma significativa la
susceptibilidad a la infeccion con Listeria monocytogenes_en los ratones alimentados con esta
dieta; los efectos desfavorables del aceite de pescado aumentaron en los tratamientos con los

inmunosupresores CPA y RB6-8C5.

3. El efecto inmunosupresor producido por las dietas que contienen altas concentraciones
en aceite de oliva y aceite de oliva ecologico fue reducido en comparacion al aceite de pescado.
Ademas el aceite de oliva ecologico mostré6 mayores beneficios inmunologicos que el aceite de

oliva virgen extra.

4. Los lipidos presentes en el aceite de pescado ademas de reducir la supervivencia,
incrementan el nimero de bacterias viables recuperadas del bazo y del higado, en ratones
infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes, tratados y no tratados con agentes

inmunosupresores.

5. Las dietas de aceite de oliva y aceite de oliva ecologico muestran indices de proliferacion
en esplenocitos y timocitos estimulados, similares a la dieta de aceite de pescado; ademas el
tratamiento con RB6-8C5 provoca una disminucion progresiva durante el transcurso de la infeccion

en la proliferacion de timocitos estimulados.

6. Los tratamientos con los agentes inmunosupresores CPA y RB6-8C5, muestran mayor
capacidad inmunosupresora que el agente GK 1.5 en ratones alimentados con dietas lipidicas e

infectados experimentalmente con L/steria monocytogenes.

7. La administracion de dietas lipidicas con aceite de pescado incrementa la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en bazo, y de forma mas acusada en ratones

inmunosuprimidos.
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8. La administracion de dietas lipidicas ricas aceite de pescado y aceite de girasol en
ratones infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes e inmunosuprimidos, produce

un marcado incremento de la sintesis de citoquinas inflamatorias.

9. Las propiedades inmunomoduladoras de los lipidos presentes en las dietas afectan
también a la sintesis de eicosanoides, el aceite de oliva ecoldgico redujo la sintesis de leucotrieno

B4 (LTB4), y el aceite de pescado incrementd los niveles de tromboxano B2 (TXB2).

10. Los acidos grasos contenidos en las dieta, no modificaron las subpoblaciones
linfocitarias en los ratones del grupo control, en cambio, los tratamientos con los agentes
inmunosupresores CPA, GK 1,5 y RB6-8C5, si originaron algunos cambios en las subpoblaciones
de linfocitos, especialmente en animales alimentados con las dietas con alto contenido en aceite

de pescado, aceite de oliva ecolégico y aceite de girasol.
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