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Resumen

Una gran cantidad de estudios han descrito en los últimos años que la malnutrición

es la principal causa de inmunodeficiencia que existe en el mundo. De esta afirmación

se deduce que existen algunos componentes esenciales de nuestra dieta capaces

de ejercer una modulación del sistema inmune tanto de humanos como de animales.

Por lo tanto, algunas enfermedades de naturaleza infecciosa de gran importancia

para el ser humano están íntimamente relacionadas con deficiencias en la nutrición

del individuo debido en gran parte a un estado de inmunosupresión.

Dentro del grupo de componentes que forman parte de nuestra dieta y que poseen

actividad inmunoreguladora, se encuentran: proteínas; vitaminas como la A, B6,

B12, C, D y E; minerales como el zinc y el selenio; y algunos ácidos grasos.

Los lípidos incluidos en la dieta son componentes fundamentales, ya que poseen

numerosas funciones que intervienen en el correcto desarrollo del individuo. Entre

estas funciones destaca la capacidad de estas moléculas para modificar ciertas

funciones del sistema inmune. Las primeras evidencias que existen acerca de la

relación de los ácidos grasos de la dieta y la regulación del sistema inmune del

individuo, se basan en un estudio epidemiológico llevado a cabo por los investigadores

Kromann y Green en el año 1980, en una población de esquimales de Groenlandia.

Este trabajo de investigación reveló la baja incidencia de enfermedades autoinmunes

y cardiovasculares observada en los individuos que forman parte de esta población.

Sin embargo, y paralelamente a estos estudios también se detectó una alta incidencia

de tuberculosis en estos individuos. Años más tarde algunos investigaciones

sugirieron que los resultados observados en la población de Groenlandia se debían

principalmente a una masiva ingesta de ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-

3, contenidos fundamentalmente en el pescado, el cual constituye la base de la

dieta en estos individuos. A pesar del papel protector que los ácidos grasos de la

serie n-3 ejercen sobre el desarrollo de enfermedades cardiovasculares o de carácter

autoinmune y a pesar de las propiedades anti-inflamatorias, la administración de

altas dosis de ácidos grasos n-3 de cadena larga puede reducir significativamente

la resistencia inmune del individuo frente a un agente infeccioso.

Varias van a ser las funciones del sistema inmune moduladas por los ácidos grasos

de la dieta. Entre ellas las más destacadas son la proliferación de linfocitos, síntesis

de citoquinas, actividad de células natural killer (NK), fagocítosis, presentación de

antígenos, y producción de anticuerpos. Para llevar a cabo su función

inmunomoduladora, los ácidos grasos van a utilizar diferentes mecanismos, muchos

de los cuales no están perfectamente clarificados en la actualidad.

Para la realización del presente estudio se utilizaron como animales de

experimentación ratones de la raza Balb/c, y se llevaron a cabo determinaciones in
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vivo e in vitro. El principal objetivo se basó en demostrar que los ácidos grasos

ejercen una acción inmunomoduladora sobre el sistema inmune del individuo, y

que esta acción inmunosupresora puede tener en algunos casos diferentes efectos

perjudiciales sobre la resistencia que el individuo presenta a cualquier desorden de

carácter infeccioso.

Según los resultados obtenidos, el aceite de pescado (compuesto principalmente

por ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga de la serie n-3) es el más

inmunosupresor, ya que los animales alimentados con esta dieta mostraron una

mayor susceptibilidad a la infección por el patógeno intracelular Listeria
monocytogenes. Por otra parte, el aceite de oliva (compuesto principalmente por

ácidos grasos monoinsaturados de la serie n-9) va ejercer también una acción

inmunosupresora sobre el individuo aunque en menor grado que el aceite de pescado,

ya que los animales alimentados con la dieta rica en aceite de oliva mostraron una

mayor resistencia a la infección con L. monocytogenes. En ambos grupos

experimentales, se observó una reducción significativa en la supervivencia de los

animales frente a la infección con este patógeno, así como un incremento sustancial

del número de bacterias obtenidas a partir del bazo en los ratones alimentados con

ambas dietas lipídicas y sometidos a la infección con la bacteria. También se comprobó

en estos grupos experimentales una alteración en la actividad bactericida de las

células peritoneales. De hecho, los animales alimentados con la dieta rica en aceite

de oliva y sometidos a una infección con L. monocytogenes, presentaron un

incremento en la actividad bactericida de sus células peritoneales, lo que condujo a

una reducción de la capacidad invasora de la bacteria. Otro dato destacable es que

tanto la dieta rica en aceite de pescado como la dieta rica en aceite de oliva,

promueven la formación de aniones superóxido y de especies reactivas del oxígeno

(ROS) antes y después de la infección con L. monocytogenes. Ambos hechos pueden

estar implicados en la reducción de la resistencia del hospedador a la infección por

L. monocytogenes.

Por otra parte también es interesante hacer referencia a los datos obtenidos en

relación al papel que juegan los lípidos de la dieta en el desarrollo de cáncer. Según

los resultados obtenidos, la inmunosupresión ejercida en el individuo por el aceite

de pescado supone un descenso en la supervivencia de los animales alimentados

con dicha dieta experimental y sometidos a un transplante con el linfoma LSTRA.

Este hecho puede ser debido, entre otros factores, a la reducción observada en la

actividad de las células natural killer (NK) procedentes de los animales alimentados

con la dieta de pescado.

En general y teniendo en cuenta todos los datos expuestos anteriormente, se puede

concluir que el aceite de pescado y por tanto los ácidos grasos poliinsaturados de la

serie n-3 son los más inmunosupresores; lo que puede suponer un efecto beneficioso

en la resolución de los desórdenes inflamatorios. Sin embargo, a pesar de este

hecho los procesos de inmunosupresión descritos con anterioridad causan un

incremento de la susceptibilidad del individuo a agentes infecciosos dificultando su

eliminación pero también un aspecto negativo cuando se trata de desórdenes de

origen infeccioso.
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Abstract

In the last years, numerous investigations have described that malnutrition is the

commonest cause of immunodeficiency on the world. This asseveration leads to the

notion that supports a potential action of several dietary components on immune

system of both humans and animals. Hence, certain human infectious diseases

may be closely related to nutrition deficiencies due mainly to an immunosuppressive

state.

Thus, vitamins such as A, B6, B12, C, D and E, as well as minerals (zinc or selenium)

and certain fatty acids have been reported to play an important role in the regulation

of immune system.

Lipids included in the human diet constitute essential components for the correct

development of body. A relevant function of lipids is focused on their capacity to

modulate immune system functions. Early epidemiological studies determined that

fish and fish oil are able to significantly reduce the incidence of cardiovascular and

autoimmune disorders in Greenland Eskimos (Kromann and Green, 1980).

Independently, other investigations also revealed a relevant and progressive increase

of tuberculosis in this population. On the other hand, other experimental findings

have demonstrated that long-chain n-3 polyunsaturated fatty acids reduce the host

immune resistance to infectious microorganisms, in spite of the importance of these

nutrients as anti-inflammatory components.

Dietary lipids modulate several immune system functions, such as lymphocyte

proliferation, cytokine synthesis, natural killer (NK) cell activity, phagocytosis, antigen

presentation and antibody synthesis. Different mechanisms have been proposed in

order to explain the modulation of immune system by dietary lipids. However, these

mechanisms are fully not clarified.

The main goal in this investigation was based on the demonstration of modulatory

action of certain fatty acids on the immune system. In addition, we attempt to

demonstrate that the immunosuppressive properties of several dietary fatty acids

may produce adverse effects on the host immune resistance after the challenge

with a nutrient. Hence, this study was obviously performed with Balb/c mice fed

with different dietary lipids.

Fish oil (mainly constituted by long-chain n-3 polyunsaturated fatty acids) is the

most immunosuppressive fatty acid, because mice fed with this diet showed an

increase of susceptibility to the infection with a intracellular pathogen as Listeria
monocytogenes. By a strict contrast, olive oil (mainly constituted by monounsaturated

fatty acids) also exerts a suppression of immune system, but these effects are not

as relevant as those exerted by fish oil, because animals fed with an olive oil diet
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were more resistant to the infection than the group fed a fish oil diet. A significant

reduction of survival percentage was observed in both olive oil and fish oil groups

after experimental infection with L. monocytogenes. Moreover, the number of viable

bacteria from spleens was increased. Bactericidal activity was enhanced in the

group fed an olive oil diet, whereas this factor was significantly reduced in cells

from mice fed a fish oil diet. This fact leads to the inhibition of the invasive capacity

of this bacterium. Both fish oil and olive oil promote the generation of reactive

superoxide species (ROS), before and after of starting the infectious process. We

suggest that this event may be involved in the reduction of resistance against L.

monocytogenes infection.

In addition, tt is important to mention the relationship of dietary lipids and cancer

development. In the present study, Balb/c mice were transplanted with a murine

lymphoma called LSTRA. Lymphoma transplantation in mice fed a diet containing

fish oil reduced significantly the survival. This fact may be attributed in part to a

reduction in NK cell activity isolated from mice fed a diet containing fish oil.

Based on the present results, we can conclude that fish oil, namely n-3

polyunsaturated fatty acids are the most immunosuppressive. This property produces

a beneficial effect in the resolution of inflammatory disorders characterized by an

overactivation of immune response, but the immunosuppression exerted by these

fatty acids may cause an increase of host susceptibility to infectious microorganisms,

which impedes the pathogen elimination. Nevertheless olive which is also involved

in a beneficial response in the resolution of autoimmune diseases does not reduce

the host immune defense conferring a beneficial protection.
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I. Introducción
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Numerosas investigaciones de tipo epidemiológico, clínico o experimental reflejan

la estrecha interacción existente entre nutrición y sistema inmune (Klasing and

Leihchinsky, 2000). Además, desde hace algún tiempo, diferentes estudios han

sugerido que para el correcto desarrollo del sistema inmune, así como para su

mantenimiento y óptima funcionalidad, es necesaria la administración de una dieta

adecuada y equilibrada. Así, está ampliamente establecido que una deficiencia o

por el contrario un exceso de determinados nutrientes puede afectar de manera

adversa al número, actividad y función de las células del sistema inmune (Kelley,

2001; Marcos, 1997). De este modo, es generalmente asumido que muchas de las

infecciones que afectan a determinados individuos de la población humana, están

fuertemente asociadas a deficiencias nutricionales (Scrimshaw, 2003; Keusch, 2003;

de Pablo et al., 2000a; de Pablo and Álvarez de Cienfuegos, 2000); siendo este

hecho una de las causas más comunes responsables de procesos de

inmunodeficiencia tanto en animales de experimentación como en humanos (Marcos,

1997, Chandra, 1996a).

Los nutrientes que ejercen un importante papel en la regulación de algunas funciones

inmunes son los ácidos grasos de la dieta, proteínas, vitaminas (A, B6, B12, C y

E) y minerales como el zinc, cobre, selenio, y hierro. Sin embargo van a ser las

deficiencias de varios nutrientes, y no las asociadas a la ausencia de un solo nutriente,

las que tengan una mayor influencia sobre la alteración de las funciones inmunes

del individuo (Kelley, 2001).

1.1. DEFICIENCIAS LIPÍDICAS E INMUNIDAD

Clásicamente, los lípidos son sustancias cruciales para el individuo ya que poseen

varias funciones: i) energéticas, los lípidos son una de las principales fuentes de

energía para la célula, ii) estructurales, forman parte de los fosfolípidos que integran

la membrana plasmática de la célula, iii) segundos mensajeros, participan como

señalizadores intracelulares de vital importancia para la célula.

Por otra parte, como componentes esenciales de la dieta, los lípidos son sustancias

a las que se les atribuye un profundo efecto en la modulación del sistema inmune.
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Este argumento se ha demostrado en numerosos estudios que han investigado la

influencia de los lípidos de la dieta sobre el sistema inmune (revisiones en de Pablo

and Álvarez de Cienfuegos, 2000; Puertollano et al., 2002; Puertollano and de

Pablo, 2002; Calder et al., 1998a). Basado en esta hipótesis, en la década de los

años 80, un estudio epidemiológico reveló la baja incidencia de enfermedades

autoinmunes en esquimales de Groenlandia, población que se caracteriza por

consumir en su dieta elevadas cantidades de pescado (Kromann and Green, 1980).

Paralelamente, otros estudios experimentales demostraron que las dietas ricas en

aceite de pescado modulan algunas de las funciones del sistema inmune (Calder,

1995; de Pablo and Álvarez de Cienfuegos, 2000; Wu and Meydani, 1998; Endres

et al., 1989). Del mismo modo, otras investigaciones establecieron que diferentes

grasas, administradas en la dieta de humanos o animales o bien cultivos celulares

incubados en presencia de ácidos grasos libres participan de manera activa en la

modulación de las funciones inmunes (Jeffery et al., 1996a; de Pablo et al., 1998a;

de Pablo et al., 1998b; Calder et al., 1994). Dicha modulación supone una alteración

de diferentes funciones del sistema inmune como: reducción de la proliferación

de linfocitos, reducción en la síntesis y liberación de citoquinas, incremento

de la actividad fagocítica, modificación de la actividad de las células natural

killer (NK), alteración en la producción de anticuerpos, alteración de

receptores de superficie, etc (de Pablo et al. 2000; de Pablo and Álvarez de

Cienfuegos, 2000).

1.2. ÁCIDOS GRASOS: DEFINICIÓN Y ESTRUCTURA. FAMILIAS LIPÍDICAS.

Antes de introducirnos en los efectos que algunos ácidos grasos ejercen sobre el

sistema inmune es importante comentar qué son los ácidos grasos. Los ácidos

grasos se pueden definir como compuestos formados por cadenas hidrocarbonadas

que presentan un grupo carboxilo. Estas sustancias son clasificadas atendiendo a

su grado de saturación (ausencia de dobles o triples enlaces en la molécula), o

insaturación (presencia de dobles o triples enlaces). De este modo, los ácidos grasos

se dividen en: i) ácidos grasos saturados, los que no presentan dobles enlaces,

y ii) ácidos grasos insaturados. Estos últimos a su vez se subdividen en i) ácidos

grasos monoinsaturados (constan de un único enlace doble), y ii) ácidos grasos

poliinsaturados (con múltiples dobles enlaces).

Dentro de los ácidos grasos insaturados, existen tres familias muy importantes que

son: ácidos grasos de la serie n-3, de la serie n-6 y de la serie n-9, denominados

así en función de la posición y del número de dobles enlaces. Todos ellos se

caracterizan por la existencia de compuestos con un número variable de dobles
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enlaces. Como ejemplo de ácidos grasos importantes podemos destacar: ácido

eicosapentaenoico (20: 5n-3), ácido docosahexaenico (22, 6n-3), ácido linolénico

(18: 3n-3), ácido araquidónico (20: 5n-6), ácido linoleico (18: 3n-6), ácido oleico

(18: n-9), ácido esteárico (18:0), ácido palmítico (16:0), etc.

Los ácidos grasos procedentes de animales suelen ser de naturaleza saturada en

mayor proporción que los ácidos grasos procedentes de vegetales, los cuales son

principalmente de naturaleza insaturada.

Algunos ácidos grasos son esenciales para el organismo, esto quiere decir que

estos  no pueden ser sintetizados de novo a partir de otros preexistentes. Dentro

de este grupo se encuentran, el ácido linolénico (perteneciente a la serie n-3) y el

ácido linoleico (perteneciente a la serie n-6).

El carácter esencial de los ácidos grasos fue descubierto en el año 1929 por Burr

and Burr, estos autores señalaron que las carencias en el organismo de estos ácidos

grasos pueden dar lugar a la aparición de graves patologías, tales como afecciones

en la piel, crecimiento anormal, etc. Se estima que las recomendaciones mínimas

de ingesta de los ácidos grasos esenciales es del 1% diario del total de la dieta;

deficiencias en estas cantidades durante un periodo de 6 a 8 semanas dan lugar a

la aparición de patologías severas como son: crecimiento anormal, alteraciones

dermatológicas (eczema, alopecia y uñas frágiles), infertilidad, problemas renales

(necrosis papilar, hematuria e hipertensión), funcionamiento anormal del hígado,

incremento de la susceptibilidad a las infecciones, decrecimiento de la contractilidad

cardiaca y fragilidad de los eritrocitos que conduce a la hemólisis osmótica.

En ausencia de ácidos grasos esenciales de las series n-3 y n-6, el organismo

puede sustituirlos por ácidos grasos de la serie n-9, cuyo principal representante es

el ácido oleico, aunque a partir de éste no se pueden sintetizar eicosanoides. Estas

sustancias son moléculas complejas derivadas del metabolismo del ácido dihomo-

g-linolénico, del ácido araquidónico y del ácido eicosapentanoico. Esta familia de

compuestos oxigenados derivados de los ácidos grasos citados anteriormente, son

los precursores de las prostaglandinas (PG), leucotrienos (LT), tromboxanos (Tx),

lipoxinas (Lx), ácidos hidroperoxieicosatetraenoicos (HEPES) y ácidos

hidroxieicosatetraenoicos (HETES). Todos estos compuestos están implicados en

numerosos procesos que afectan a la regulación del sistema inmune, a los cuales

nos referiremos posteriormente.

1.3. CONSECUENCIAS BIOLÓGICAS

La cantidad, la naturaleza de los ácidos grasos, y el tiempo de exposición a dichas

sustancias, presentes en los aceites contenidos en la dieta y en forma de ácidos
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grasos libres en cultivos celulares; van a ser tres puntos esenciales que junto a

otros como el sexo, edad y la especie utilizada en los estudios; constituirán

importantes aspectos a tener en cuenta en el proceso de modulación del sistema

inmune llevado a cabo por dichas sustancias. Algunos mecanismos implicados en la

modulación del sistema inmune por los ácidos grasos, son:

• Alteración en la fluidez de la membrana plasmática.

• Peroxidación de los lípidos presentes en la membrana citoplasmática.

• Regulación de los productos derivados del ácido araquidónico o del ácido

eicosapentaenoico, como son los eicosanoides.

• Interacción directa con los procesos de la activación celular, mediante

interferencia con la expresión genética.

Posiblemente, el proceso de inmunomodulación ocurra no sólo por la acción individual

de uno de estos factores, sino mas bien por la actuación conjunta de varios de ellos

(de Pablo and Álvarez de Cienfuegos, 2000). Seguidamente se describirán con

mayor detalle cada uno de estos factores.

1.3.1. Mecanismos de acción de los ácidos grasos para modular el sistema

inmune

1.3.1.1. Alteración de la fluidez de membrana

Los ácidos grasos son componentes esenciales de la membrana plasmática de las

células. De éste modo, es obvio que una alteración en la composición de lípidos

provoque cambios en la funcionabilidad de la membrana (Anel et al., 1990a). La

adición de ácidos grasos al medio de cultivo, o bien la manipulación de los ácidos

grasos suministrados en la dieta, provoca la modificación en la composición de los

fosfolípidos de membrana (Anel et al., 1990b; de Pablo and Álvarez de Cienfuegos,

2000; Clamp et al., 1997). Por lo tanto dichas moléculas van a ser fuertemente

influenciables por los tipos de lípidos presentes en la dieta (Yaqoob et al., 1995;

Chapkin and Carmichael, 1990).

Los cambios en la composición de los lípidos de la membrana plasmática tienen

importantes consecuencias, ya que también se alteran sus características

estructurales: inducen cambios en la fluidez de la membrana (Anel et al., 1990a),

alteran la actividad de proteínas asociadas a membrana, como receptores celulares,

canales de iones, proteínas con función enzimática, etc (Hwang, 1989). Como

resultado de esto se altera la unión de citoquinas a sus receptores y por tanto la
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señal intracelular que llevará a la célula a ejecutar una respuesta (Stubbs and

Smith, 1984; Grimble and Tapia, 1995). Las funciones específicas de los macrófagos

también se modifican por los lípidos, debido a cambios en la fluidez de membrana.

De hecho, la incorporación de ácidos grasos insaturados se asocia con un incremento

en la fagocitosis de partículas de zymosan, existiendo una fuerte correlación entre

la fagocitosis y la naturaleza de los fosfolípidos de membrana (Calder et al., 1990).

También en cultivos in vitro de linfocitos estimulados con mitógenos la adición de

ácidos grasos saturados, como el palmítico o el esteárico, provoca una disminución

en la fluidez de membrana, mientras que los ácidos grasos insaturados incrementan

dicha fluidez (Calder et al., 1994; Peck, 1994).

En cuanto a las proteínas de superficie de la célula, existen investigaciones en las

cuales se comprueba que la falta de expresión de las mismas en la superficie celular

podría deberse principalmente al desplazamiento vertical de las proteínas de

membrana por acción de los lípidos (Muller et al., 1983; Hughes et al., 1996a). Pero

por el contrario, también existen otras investigaciones en las que se demuestra que

existe un incremento en la expresión de determinadas proteínas de membrana

cuando las células son incubadas con ciertos ácidos grasos (Hughes et al., 1996b).

Dentro de este capítulo cabe destacar los denominados recientemente «raft»de

lípidos (o también denominados microdominios lipídicos) que se pueden definir

como microambientes dinámicos en los fosfolípidos de la membrana exoplásmica.

Los microdominios lipídicos están caracterizados por una alta concentración de

colesterol y esfingolípidos (esfingomielina y glucolípidos), así como residuos de

ácidos grasos saturados. Diferentes tipos de proteínas con funciones de transmisión

de señales son comúnmente encontradas en los «raft» de lípidos y algunas de

estas proteínas se encuentran unidas al ácido palmítico. La distribución de los «raft»

de lípidos sobre la superficie de la célula depende del tipo celular, pero en general la

superficie membranosa que rodea a un «raft» de lípidos está compuesta por gran

cantidad de ácidos grasos poliinsaturados y por consiguiente es relativamente fluida.

Una de las funciones más importantes de los «raft» de lípidos es la de servir como

plataformas lipídicas que faciliten la asociación de moléculas señalizantes y las

interacciones entre los diferentes tipos de células. Uno de los métodos empleados

para la desestabilización de los «raft» de lípidos es la adicción exógena de ácidos

grasos poliinsaturados que conducen a la sustitución del ácido palmítico de las

proteínas y la disociación de estas de los «raft» de lípidos. Hasta el momento se ha

concluído que la alteración de estos microdominios lípidos por ácidos grasos

poliinsaturados modifican la función de las proteínas, lo cual puede ser una de las

posibles causas responsables del efecto inmunosupresor de algunos ácidos grasos

(Stulnhig et al., 2001; Yaqoob, 2003a; Yaqoob, 2003b).



ANÁLISIS DE LAS FUNCIONES INMUNES…/Mª Ángeles Puertollano Vacas  13

1.3.1.2. Formación de peróxidos lipídicos.

La presencia de dobles enlaces típicos de los ácidos grasos insaturados, hace que

dichas moléculas sean sensibles a la peroxidación. Los lípidos peroxidados son

sustancias tóxicas para las células (Horrobin, 1990). Basándonos en esto, se podría

afirmar que el efecto inhibitorio que los ácidos grasos insaturados tienen sobre el

proceso de proliferación de linfocitos podría estar asociado a la formación de peróxidos

tóxicos.

Sin embargo existen algunas referencias en las que al añadir sustancias antioxidantes

(que evitan la formación de lípidos peroxidados) a los cultivos celulares los procesos

oxidativos de los lípidos no afectan a los procesos de proliferación celular (Calder

and Newsholme, 1993; Soyland et al., 1993a). Estos autores llegan a la conclusión

de que los ácidos grasos insaturados inhiben el proceso de linfoproliferación a través

de un mecanismo independiente de la peroxidación lipídica.

Pero por el contrario, existen otras investigaciones en las que se destaca la

importancia de los procesos de peroxidación y su incidencia sobre distintas patologías

como por ejemplo cáncer, artritis, aterogénesis y procesos inflamatorios. Estas

enfermedades son menos frecuentes en aquellos países en los que la dieta

Mediterránea tiene más relevancia, relacionándose este hecho con la presencia de

componentes antioxidantes como son las vitaminas C y E, carotenos y polifenoles,

procedentes de los productos que integran dicha dieta (Galli et al., 1994).

1.3.1.3. Síntesis de eicosanoides.

Uno de los puntos de mayor influencia en la regulación del sistema inmune, por

parte de los ácidos grasos, es el papel que juegan los eicosanoides en estos procesos

(Godwin and Ceuppens., 1983).

La regulación del sistema inmune por parte de los eicosanoides va depender

principalmente de los niveles de ácido araquidónico presente en la membrana

plasmática de las células (endógeno) y de los niveles de dicho ácido suministrado

por la dieta (exógeno).

Los metabolitos derivados del ácido araquidónico se dividen en dos grupos:

1. Productos derivados de la ruta de la ciclooxigenasa.

Esta enzima utiliza el ácido araquidónico como sustrato y da lugar a la producción

de prostaglandinas, como por ejemplo la prostaglandina de la serie E
2
. Dichos

derivados van a tener importantes funciones en procesos como:

• Disminución de la proliferación de linfocitos T (Goodwin et al., 1978)
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• Producción de linfoquinas (Calder and Newsholme, 1992a; Calder and

Newsholme, 1992b)

• Generación de células citotóxicas (Roder and Klein, 1979)

• Disminución de la actividad de las células NK (Yaqoob et al., 1994a)

2. Productos derivados de la ruta de la lipooxigenasa.

Esta enzima utiliza el ácido araquidónico como sustrato para la producción de

leucotrienos, ácido 15-hidroxieicosatetraenoico (15-HETE) y lipoxinas (Lx). De

todas estas sustancias, va a ser el leucotrieno de la serie B
4
 el más activo desde

el punto de vista inmunológico, ya que posee propiedades proinflamatorias

induciendo:

• Incremento en los niveles de las llamadas interleuquinas pro-inflamatorias

(IL-1, IL-6, TNF) (James et al., 2000)

• Aumento de la proliferación de linfocitos (Rola-Plesczinski et al., 1983).

• Sin embargo se ha comprobado que el leucotrieno de la serie B
4
 no afecta

a la actividad de las células NK (Bray and Brahmi, 1986).

• Por el contrario las lipoxinas si se han mostrado eficaces en la reducción de

la actividad de las células NK (Ramstedt et al., 1985).

1.3.1.4. Regulación de la expresión de genes.

Además de la participación de los ácidos grasos en la regulación de la síntesis de

eicosanoides, y por tanto de manera indirecta, en la modulación de las señales

intracelulares; también dichas sustancias pueden intervenir de forma directa en tal

regulación, ya que los ácidos grasos liberados de la membrana plasmática de las

células y acumulados en el citosol, pueden actuar como segundos mensajeros y por

tanto activar o inactivar ciertos factores de transcripción implicados en la expresión

de determinados genes encargados de la producción de proteínas relacionadas con

la respuesta celular a un determinado estímulo.

Algunos fosfolípidos de membrana como fosfatidilinositol-4,5 bifosfato (PI),

fosfatidilcolina (PC) y fosfatidilserina (PS), por acción de fosfolipasas se hidrolizan

dando lugar a la generación de segundos mensajeros como diacilglicerol (DAG) y

fosfatidilinositol-1,4,5 trifosfato (IP
3
). Va a ser el DAG el encargado de la activación

de la proteína intracelular protein quinasa C (PKC), responsable de las señales de

transducción (Miles and Calder, 1998). El IP
3
, actuando sobre los depósitos

intracelulares de Ca2+, va a producir un rápido incremento citosólico de dicho ión, el

cual se une a una proteína llamada calmodulina. Los complejos calcio-calmodulina
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activan diversos enzimas importantes para la activación de los factores de

transcripción.

Debido a la importancia de las señales de la PKC y del Ca2+ para la activación de las

células, se puede afirmar que alteraciones a nivel de los fosfolípidos de membrana,

bien por modificaciones de los lípidos de la dieta o bien por modificaciones en los

lípidos presentes en los medios de cultivo en ensayos in vitro, conducen a una

marcada alteración de las propiedades de los segundos mensajeros liberados, así

como de sus funciones en las señales de transducción en el interior celular de

linfocitos (Huang and Fritsche, 1992) y de macrófagos (Marignani and Sebaldt,

1995).

Pero además del efecto que los ácidos grasos puedan tener sobre la composición de

los fosfolípidos, también las moléculas que actúan como segundos mensajeros se

van a ver afectadas por la acción de enzimas como las fosfolipasas, cuya actividad

va a estar influenciada por la presencia de ciertos ácidos grasos como los

poliinsaturados de la serie n-3, los cuales disminuyen la actividad de dichas enzimas

más eficientemente que otros ácidos grasos como los poliinsaturados de la serie n-

6 (Kishimoto et al., 1980; Bell and Sargent, 1987; Jolly et al., 1997; Marignani and

Sebaldt, 1995).

Otros estudios han indicado también que los ácidos grasos por si mismos pueden

tener un efecto directo en las rutas de señalización intracelular (Sumida et al.,

1993), aunque este efecto modulador directo ha sido más extensivamente

documentado en relación a la actividad in vitro de la PKC (Shinomura et al., 1991).

Los linfocitos y otras células del sistema inmune, poseen una serie de factores de

transcripción como por ejemplo: factor nuclear kappa B (NFκB), factor nuclear de

células T activadas, proteína activadora-1 (AP-1), receptores específicos de ciertas

interleuquinas (NF-IL-2; NF-IL-6; etc). De todos ellos, es el NFκB el más estudiado.

Este tiene importantes funciones en la regulación del sistema inmune, entre otras

podemos destacar la regulación de la síntesis de citoquinas entre las que se incluyen

la IL-1, IL-2, IL-6, TNFα y el interferon-β; síntesis de receptores de citoquinas como

IL-2R; síntesis de moléculas de adhesión (CD54, CD62E), y síntesis de enzimas

implicados en la generación de mediadores (Kopp and Ghosh, 1995). NFkB es

activado mediante fosforilación y disociación de una de sus subunidades llamada

subunidad inhibitoria kappa B. El dímero que queda libre es traslocado directamente

al núcleo donde se une de forma directa a los genes diana sobre los que actúa

(Figura 1).
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Figura 1. Representación esquemática del mecanismo de acción de la

expresión de genes encargados de la producción de proteínas

inflamatorias mediante la activación del factor nuclear κB (NF-κB). NF-
κB=factor nuclear κB; IκB= inhibidor del factor nuclear κB; LPS= lipopolisacárido;
TNF= factor de necrosis tumoral; IL-1= interleuquina-1; IL-6= interleuquina-6;
COX-2= ciclooxigenasa-2; VCAM-1= molécula de adhesión vascular-1.
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Como se ha comprobado con anterioridad, los ácidos grasos poliinsaturados de la

serie n-3 son capaces de reducir la actividad de enzimas tan importantes como la

PKC, los cuales van a ser los responsables de la formación de segundos mensajeros

como el DAG y el IP
3
. Estos a su vez activan al factor de transcripción para que se

una a la secuencia genética responsable de la síntesis de proteínas encargadas de

la activación celular. Cuando la actividad de las quinasas responsables de la liberación

de segundos mensajeros está disminuida, la cantidad de DAG y de IP
3
 en el citosol

celular también se reduce. Esto se traduce en una menor actividad de los factores

de transcripción y por tanto una menor síntesis de proteínas de activación celular:

disminución de la síntesis de citoquinas, de receptores de citoquinas, de moléculas

de adhesión, etc (Miles and Calder, 1998).

Sin embargo existen otros estudios en los que sus autores demuestran que los

ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 pueden producir el efecto contrario

sobre otros factores de transcripción presentes en la célula. Entre dichos factores

se encuentra el receptor PPAR (receptor activado por proliferadores peroxisomales),

cuya actividad se ve incrementada por la presencia de ácidos grasos poliinsaturados

de cadena larga (Jump et al., 1996; Schoonjans et al., 1996). En este sentido se ha

demostrado recientemente que los derivados del ácido araquidónico son ligandos

del receptor PPAR; así el leucotrieno B
4
 se une a PPARα (Devchand et al., 1996), y

la prostaglandina J
2
 lo hace a PPARγ (Forman et al., 1995), demostrando así la

existencia de un mecanismo por el cual los ácidos grasos poliinsaturados pueden

directamente afectar la actividad de estos factores de transcripción.

1.3.2. Funciones del sistema inmune moduladas por los ácidos grasos.

Existen estudios en los que se demuestran los efectos que sobre las funciones de

las células del sistema inmune ejercen el tipo y la cantidad de ácidos grasos

contenidos en la dieta o bien en los medios de cultivo celulares. Entre los procesos

sobre los que actúan, se encuentran: proliferación de linfocitos, producción de

citoquinas, actividad de las células NK, actividad fagocítica, producción de

anticuerpos, presentación de antígenos por las células presentadoras de antígenos,

etc. Pero no todos los lípidos son capaces de modular la respuesta inmune, o al

menos no todos ejercen los efectos inmunomoduladores que se describen a

continuación de una forma similar. De éste modo los ácidos grasos insaturados son

más inmunosupresores que los ácidos grasos saturados (Calder, 1995), y los ácidos

grasos poliinsaturados de la serie n-3, contenidos en el aceite de pescado de forma

mayoritaria, son los más inmunosupresores. Entre estos últimos se encuentra el

ácido eicosapentaenoico y el ácido docosahexaenoico, que han demostrado llevar a

cabo una supresión crucial de las funciones inmunes. Sin embargo también el ácido
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oleico (ácido graso monoinsaturado perteneciente a la familia de los n-9, componente

mayoritario del aceite de oliva) se ha demostrado que ejerce funciones

inmunomoduladoras (Jeffery et al., 1996b; de Pablo et al., 1998a; de Pablo et al.,

1998b, Yaqoob, 2002).

Figura. 2. Representación esquemática de las consecuencias biológicas y clínicas
inducidas por la administración de dietas lipídicas. PUFAs, ácidos grasos
poliinsaturados; MUFAs, ácidos grasos monoinsaturados; SFAs, ácidos grasos
saturados.

1.3.2.1. Influencia de los ácidos grasos en la proliferación de linfocitos.

La proliferación de linfocitos es uno de los parámetros inmunológicos más estudiados,

ya que determinados ácidos grasos son capaces de reducir la linfoproliferación.
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Para la activación de los linfocitos, es necesaria la existencia de un estímulo. Una

de esas señales puede proceder de los mitógenos que poseen la propiedad de

generar una activación policlonal. Los mitógenos más frecuentemente utilizados

son: concanavalina A (Con A) y fitohemaglutinina (PHA), los cuales estimulan de

manera específica a los linfocitos T; lipopolisacárido bacteriano (LPS) procedente

de la pared celular de bacterias gram negativas, el cual actúa específicamente

sobre los linfocitos B; y pokeweed mitogen (PWM) que activa a ambas poblaciones

de linfocitos (T y B).

Algunos estudios han demostrado la eficacia de los ácidos grasos insaturados en la

reducción de la proliferación de linfocitos T. Tales estudios se han llevado a cabo

tanto en animales de experimentación como en humanos alimentados con dietas

lipídicas, o bien en cultivos celulares incubados en presencia de ácidos grasos libres.

De estos estudios se concluye que las dietas ricas en ácidos grasos poliinsaturados,

como ácido eicosapentaenoico o ácido docosahexaenoico, suprimen la respuesta

proliferativa de los linfocitos a los mitógenos más fuertemente que las dietas ricas

en ácidos grasos saturados (Calder, 1995). Sin embargo, otros ácidos grasos como

el oleico (perteneciente a la familia de los monoinsaturados), también va a jugar un

papel muy importante en este proceso (de Pablo et al., 1998a). Aunque el ácido

oleico está implicado en procesos de inmunoregulación, el efecto de este ácido

graso sobre la proliferación de linfocitos va a ser menor que el ejercido por los

ácidos grasos n-3, como el ácido eicosapentaenoico y el ácido docosahexaenoico,

ambos importantes constituyentes del aceite de pescado (Calder, 1995). Los linfocitos

de animales alimentados con dietas ricas en aceite de oliva, poseen una menor

actividad proliferativa que aquellos que han sido alimentados con dietas ricas en

otros tipos de grasas como aceite de girasol o aceite de coco. Pero esta reducción

va a ser menor que la encontrada en aquellos animales alimentados con dietas

ricas en aceite de pescado (de Pablo et al., 1998a).

Si tenemos en cuenta que dentro de los ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-

3, el ácido eicosapentaenoico y el ácido docosahexaenoico son los más activos en

cuanto a la reducción en la proliferación de linfocitos; un estudio importante ha

examinado los efectos de una dieta rica en ácido docosahexaenoico (en ausencia

de ácido eicosapentaenoico) sobre la respuesta inmunológica de humanos

voluntarios. Dicho estudio revela que el consumo de ácido docosahexaenoico no

inhibe ciertas funciones del sistema inmune modificadas tras la administración de

una dieta rica en aceite de pescado (Kelley et al., 1998). Este hecho indica que una

dieta rica en aceite de pescado altera la respuesta inmune debido principalmente a

la acción del ácido eicosapentaenoico más que al ácido docosahexaenoico. Esta

investigación sugiere que es necesario encontrar el componente lipídico, responsable
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de la alteración de las funciones inmunes, en cada una de las dietas constituidas

por diferentes ácidos grasos.

El efecto de los lípidos de la dieta sobre la proliferación de linfocitos no solo depende

del tipo de ácido graso, sino también de otros factores como las subpoblaciones de

linfocitos analizadas, la cantidad de ácidos grasos empleados y en caso de ensayos

in vitro, del tipo de suero utilizado en el medio de cultivo celular.

En referencia a las subpoblaciones de linfocitos analizadas, existen estudios en los

que se demuestra que hay diferencias significativas entre la supresión de linfocitos

encontrados en bazo y la supresión observada en los linfocitos de timo de ratas, la

cual es mucho menor (Yaqoob et al., 1994b).

Pero los lípidos no solo van a afectar a la composición de los linfocitos que recirculan

por el sistema linfático sino que también se va a ver alterada su función inmunológica

(Jeffery et al., 1998). Estudios ex vivo han sugerido que el efecto de los ácidos

grasos sobre el sistema inmune va a ser dependiente de la concentración a la que

se empleen dichas sustancias. Respecto a este factor existen diferentes

investigaciones en las que se demuestra que la reducción observada en la

proliferación de los linfocitos se debe principalmente a la utilización de elevadas

concentraciones de ácidos grasos insaturados de las series n-3 o n-9 (de Pablo et
al., 1998a; Jeffery et al., 1996a; Endres et al., 1989; Yaqoob et al., 1994b; Meydani

et al., 1991). De forma preliminar se especulaba que los efectos cuantificados en

los animales alimentados con dietas que contenían una elevada concentración de

aceite de oliva, podían ser debidos tanto a la acción del ácido oleico como a los

otros componentes minoritarios del aceite de oliva. Sin embargo, un importante

artículo ha sugerido que los efectos inmunosupresores del aceite de oliva incorporado

a las dietas están relacionados principalmente con la acción del ácido oleico más

que a la acción de los otros componentes minoritarios que forman parte del aceite

de oliva (Jeffery et al., 1996b).

A pesar de todo lo anteriormente descrito y en referencia a la acción de la

concentración de los ácidos grasos sobre el sistema inmune, existen resultados

contradictorios. Así, algunos estudios llevados a cabo in vitro demuestran una similar

reducción en la proliferación de los linfocitos llevada a cabo por el ácido

eicosapentaenoico y el ácido docosahexaenoico (ambos pertenecientes a la familia

de los ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3) (Jolly et al., 1997). Estos

resultados que en principio son discrepantes con respecto a otros existentes, se

deben al suero utilizado en el medio de cultivo celular (Yaqoob et al., 1994b; Yaqoob

et al., 1995); ya que los resultados expuestos anteriormente se han evidenciado

cuando las células son cultivadas en suero autólogo de rata (Jeffery et al., 1996a);

sin embargo cuando las células son incubadas en presencia de suero bovino fetal

aparecen resultados contradictorios (Berger et al., 1993).
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1.3.2.2. Efectos de los ácidos grasos sobre la producción de citoquinas.

La activación del sistema inmune como consecuencia de un proceso infeccioso,

lleva asociado el desarrollo de una serie de alteraciones a nivel metabólico. Ambos

fenómenos están muy relacionados y se encaminan a la consecución del principal

objetivo que es eliminar el organismo invasor.

Durante la activación del sistema inmune, las células que forman parte del sistema

inmune liberan al exterior celular una serie de mediadores solubles (Dinarello, 1988;

Beutler and Cerami, 1986; Heinrich et al., 1990; Grimble, 1998). Entre estos se

encuentran las citoquinas, que son un grupo de péptidos y proteínas que están

implicados en la señalización intercelular dentro del sistema inmune, y en la

modificación del metabolismo. Dentro del grupo de las citoquinas se engloban

diferentes moléculas como interleuquinas (IL), interferones (IFN), factores de

crecimiento (TGF), factores estimuladores de colonias y factor de necrosis tumoral

(TNF).

Un grupo de tres citoquinas, IL-1, IL-6 y TNF-α (denominadas también citoquinas

proinflamatorias), no solamente van a llevar a cabo las funciones típicas de estas

proteínas, sino que también son mediadores cruciales en el desarrollo de la

inflamación. Estas citoquinas pueden ser liberadas por una gran cantidad de células

del sistema inmune como: fagocitos, linfocitos T y B, células endoteliales, etc. Una

vez que la liberación de IL-1 y TNF es inducida, se estimula la producción de otras

citoquinas y de IL-6; es decir, se produce una cascada de citoquinas proinflamatorias

que tienen lugar tras el estímulo inicial.

La producción de citoquinas puede ser modulada por diferentes factores entre los

que se encuentran los ácidos grasos. Anteriormente se ha descrito que algunos

ácidos grasos reducen la proliferación de linfocitos. Dicha alteración linfocitaria

parece estar relacionada con la disminución en la producción de citoquinas debido

a la presencia de lípidos. Esta hipótesis se basa en el estudio llevado a cabo por

Soyland et al, el cual encontró que los ácidos grasos de cadena larga de la serie n-

3 reducen el proceso de síntesis y liberación de citoquinas debido a una inhibición

en la expresión del receptor de superficie CD25, receptor de la IL-2 (Soyland et al.,

1994. de Pablo and Álvarez de Cienfuegos, 2000). Sin embargo, algunos estudios

afirman que los mecanismos mediante los cuales los ácidos grasos n-3 ejercen su

función sobre el sistema inmune permanecen aun sin aclarar.

Tal y como se ha mencionado con anterioridad, la IL-1 y TNF son importantes

mediadores en el proceso inflamatorio. Tomando como base este argumento, existen

datos que demuestran que una dieta rica en ácidos grasos de la serie n-3 es capaz

de reducir la acción de las citoquinas pro-inflamatorias y por lo tanto de disminuir

la inflamación (Endres, 1996; de Pablo et al., 1998b; de Pablo and Álvarez de
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Cienfuegos, 2000; Grimble, 1998). Estos resultados se relacionaron con la dieta ya

que cuando ésta era suprimida, los niveles de estas sustancias biológicas retornaron

a valores basales (Endres et al., 1989; de Pablo and Álvarez de Cienfuegos, 2000).

Estos resultados contradictorios referentes a la producción de citoquinas pro-

inflamatorias (Endres, 1996; de Pablo et al., 1998b; Hardardottir et al., 1991; Blok

et al., 1992; de Pablo and Álvarez de Cienfuegos, 2000) pueden tener su explicación

si atendemos a las diferentes acciones que los distintos ácidos grasos tienen sobre

las poblaciones celulares de varias especies (Blok et al., 1996; de Pablo and Álvarez

de Cienfuegos, 2000). Los mecanismos implicados en la síntesis de citoquinas

permanecen aun sin resolver, pero adquiere una gran importancia el hecho que la

alteración de este factor se lleva a cabo a nivel transcripcional, es decir por acción

de los ácidos grasos se produce una reducción en la síntesis de ARNm que codifica

para las diferentes citoquinas (Robinson et al., 1996).

Estudios llevados a cabo en animales de experimentación han demostrado que los

efectos de los ácidos grasos sobre la producción de citoquinas procedentes de

macrófagos van a ser diferentes y dependen de diversos factores como duración de

la administración de la dieta, especies animales que intervienen en el estudio, tipo

y estado de activación de los macrófagos, etc. Un ejemplo de lo anteriormente

expuesto es el siguiente: la producción de IL-1 tras la administración durante cuatro

semanas de una dieta rica en aceite de pescado o en aceite de oliva, se ve disminuida.

Mientras que tras ocho semanas de administración de una dieta rica en aceite de

oliva, la producción de IL-1 se incrementa (Tappia and Grimble, 1994; de Pablo and

Álvarez de Cienfuegos, 2000).

Sin embargo en la regulación de la respuesta inmune por ácidos grasos no sólo es

importante la alteración a nivel de las citoquinas pro-inflamatorias, sino que también

es relevante la modulación en la producción de otras citoquinas. Por ejemplo, la IL-

10 suprime la producción de citoquinas pro-inflamatorias inducida por LPS. Esto

queda suficientemente demostrado en un estudio en el cual se observa la baja

producción de TNF en ratones alimentados con una dieta rica en aceite de coco,

mientras que la producción de IL-10 se ve incrementada (Sadeghi et al., 1999; de

Pablo and Álvarez de Cienfuegos, 2000).

En estudios in vivo se ha demostrado que los animales alimentados con una dieta

que contenía aceite de pescado e infectados con Listeria monocytogenes, presentaban

en suero mayor cantidad de IFN-γ que aquellos animales alimentados con otro tipo

de grasa (Fritsche et al., 1997). Pero en estudios in vitro no se han demostrado

cambios significativos en la producción de esta citoquina. Esta discrepancia puede

ser explicada por la reducción que sufre la expresión del receptor para esta citoquina

en las células procedentes de animales alimentados con dietas ricas en ácidos
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grasos de la serie n-3 (Feng et al., 1999; de Pablo and Álvarez de Cienfuegos,

2000).

1.3.2.3. Modulación de la actividad de las células natural killer  por acción

de los ácidos grasos.

Las células NK, son un tipo de linfocitos que se encuentran de forma prioritaria en

sangre y en bazo. Estas células del sistema inmune tienen como función eliminar

células invadidas por virus o bien células transformadas. Clásicamente se ha

determinado que las células NK pertenecen a la inmunidad natural del individuo y

no a la específica, ya que no necesitan ser activadas por ningún antígeno específico,

y además no están restringidas por el MHC (complejo mayor de histocompatibilidad).

Otra característica de este tipo de células del sistema inmune, es que su actividad

va declinando con la edad, tanto en humanos como en animales de experimentación

(Penschow and Mackay, 1980; Kiessling et al., 1975), siendo este hecho importante

a la hora de la realización de los estudios acerca de la actividad de dichas células.

Aunque no existe un número considerable de investigaciones basadas en el estudio

de la influencia de los ácidos grasos en la actividad de las células NK, si se ha

demostrado que existe una relación inversamente proporcional entre el contenido

graso de la dieta y la actividad de las células NK; es decir, la disminución en el total

del contenido graso ingerido en la dieta incrementa la actividad de las células NK

(Barone et al., 1989); este hecho indica que los lípidos de la dieta modulan la

actividad de las células NK (Yamashita et al., 1991; Meydani, 1991), al igual que

ocurre con otras células del sistema inmune.

Varios estudios han demostrado que los ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-

3 son los que ejercen mayor efectividad sobre la actividad de las células NK. Es

decir, conforme incrementa el consumo de aceites ricos en ácidos grasos de la serie

n-3, disminuye la actividad de las células NK (Meydani et al., 1988; Yaqoob et al.

1994a; Jeffery et al., 1997). Por consiguiente, un consumo desproporcionado de

aceites ricos en ácidos grasos de la serie n-3 puede producir efectos perjudiciales

para el individuo ya que disminuye la capacidad de eliminar células invadidas por

virus o bien células tumorales. Pero por otra parte puede ser beneficioso para

incrementar las probabilidades de éxito en el caso de un transplante de órgano

(Hogan, 1992).

Yaqoob et al. describieron en un estudio llevado a cabo en animales de

experimentación alimentados con diferentes dietas lipídicas, que los valores más

bajos de actividad de NK aparecían en células de animales que habían sido

alimentados con una dieta rica en aceite de pescado. Este hecho podría ser debido
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a que el aceite de pescado está compuesto en gran parte por ácidos grasos de la

serie n-3, que como se había señalado con antelación van a ser los que lleven a

cabo una mayor acción supresora sobre la actividad de las células NK (Yaqoob et

al., 1994a). Estos resultados confirmaron otros ya existentes dentro de este mismo

campo (Meydani, 1991). El potente efecto inhibitorio de las dietas ricas en aceite

de pescado sobre la actividad de las células NK, no fue del todo sorprendente, pues

ya había sido sugerido por Yamashita et al, los cuales llegaron a dicha conclusión

mediante la realización de estudios in vitro con triglicéridos (Yamashita et al., 1991);

pero lo realmente novedoso en el estudio del equipo de Calder fue el efecto modulador

del aceite de oliva, el cual también es capaz de disminuir la actividad de las células

NK aunque con una menor eficiencia que el aceite de pescado (Yaqoob et al., 1994a).

Sin embargo, nuestros estudios han demostrado que el aceite de oliva no altera la

actividad de células NK (Puertollano et al., 2001a). De hecho, un interesante estudio

llevado acabo en humanos alimentados con una dieta que contenía aceite de oliva

demostró que esta grasa no ejerce ningún efecto sobre la actividad de células NK

(Yaqoob et al., 1998).

Los mecanismos mediante los cuales los lípidos de la dieta, que contienen diferentes

ácidos grasos, ejercen diversas acciones sobre las células NK no son del todo

conocidos aunque parecen estar mediados por la síntesis de eicosanoides.

Además de los estudios sobre células NK y ácidos grasos llevados a cabo en animales

de experimentación, también existen otros realizados en humanos si bien estos

son menos numerosos. En uno de ellos Kelley et al. examinan el efecto que tiene la

ingesta prolongada de ácido docosahexaenoico en ausencia de ácido

eicosapentaenoico, ambos principales ácidos grasos del aceite de pescado, sobre

ciertas funciones del sistema inmune; entre ellas; la actividad de las células NK. Así

en este estudio se demuestra que el ácido docosahexaenoico tiene funciones

inhibitorias sobre la actividad de las células NK, aunque no es el más potente y

selectivo inhibidor presente en el aceite de pescado (Kelley et al., 1998). Respecto

a estos dos ácidos grasos (ácido eicosapentaenoico y ácido docosahexaenoico)

también existen estudios contradictorios en los que se demuestran que dentro del

aceite de pescado es el ácido eicosapentaenoico el ácido graso responsable de la

disminución de la actividad de las células NK en aquellos individuos alimentados

con una dieta rica en aceite de pescado (Thies et al., 2001). Este estudio también

está confirmado por otra investigación en la cual el consumo de una dieta que

contenía un 4,4%, del total de lípidos, de ácido eicosapentaenoico  producía una

inhibición de la actividad de las células NK; mientras que una dieta que contenía la

misma cantidad de ácido docosahexaenoico  no tenía el mismo efecto (Peterson et

al. 1998a).



ANÁLISIS DE LAS FUNCIONES INMUNES…/Mª Ángeles Puertollano Vacas  25

La aplicación de este tipo de dietas, ricas en ácidos grasos de la serie n-3, puede

traducirse en una disminución de la capacidad del individuo a la hora de superar

una infección vírica (Welsh and Vargas-Cortes, 1992) o a la hora de la supervivencia

frente a un cáncer (Lewis and McGee, 1992); de modo que sería inapropiado la

aplicación de este tipo de dietas en grupos de riesgo de infecciones virales y ciertos

tipos de cáncer.

Una cuestión interesante podría ser la realización de estudios en los cuales se

identificara si un incremento en la ingesta de aceite de pescado en la dieta altera el

ratio de infección en humanos. Por el contrario, sí existen estudios animales en los

que se indica que una elevada ingesta de aceite de pescado, da lugar a un descenso

de la resistencia a agentes infecciosos (Mayatepek et al., 1994; Fritsche et al.,

1992; Chang et al., 1992; D’Ambola et al., 1991; Byleveld et al., 1999; de Pablo et

al., 2000b; Puertollano et al., 2001b; Puertollano et al., 2002), aunque otros estudios

llevados a cabo en animales han descrito que las dietas que contienen aceite de

pescado no alteran (Rubin et al. 1989) o bien aumentan (Blok et al., 1992) la

resistencia a algunos patógenos. Dicho riesgo se incrementa conforme aumente el

tiempo de ingestión de la dieta, aunque la inhibición de la actividad de las células

NK es un proceso fácilmente reversible que se puede recuperar cuando el individuo

deja de ingerir la dieta.

Pero a pesar de todo lo anteriormente relatado, existen ciertas situaciones clínicas

en las cuales una inhibición de la actividad de las células NK podría resultar

beneficiosa. Por ejemplo, en caso de transplantes de órganos o tejidos van a ser las

células NK uno de los componentes del sistema inmune que medien en el rechazo

de dicho órgano o tejido transplantado (Hogan, 1992). En este caso sería útil la

inhibición de la actividad de las células NK tanto inicialmente como posteriormente

a la realización del transplante. Por otra parte se ha demostrado que el aceite de

pescado prolonga la supervivencia de transplantes cardiacos en ratas (Otto et al.,

1990; Grimm et al., 1995; Grimminger et al., 1996); y de transplantes renales y

función renal en aquellos pacientes que reciben aceite de pescado (Berthoux et al.,

1992; van der Heiden et al., 1993; Bennet et al., 1995; Maachi et al., 1995) frente

a los pacientes que no lo reciben. Parte de los efectos beneficiosos demostrados en

estos trabajos puede especularse que son debidos a la inhibición que la actividad

de las células NK sufre por parte del ácido eicosapentaenoico, aunque realmente en

ninguno de ellos se analiza la actividad de las células NK en los pacientes.

Otro aspecto que debe ser subrayado en la supresión que ejerce el aceite de pescado

sobre la actividad de las células NK, es el incremento del estrés oxidativo que

sufren las células en presencia de grandes cantidades de grasa en la dieta y que

podría tener algún efecto sobre la acción de dichas células.
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1.3.2.4. Modulación de la fagocitosis por acción de los ácidos grasos

La fagocitosis es un importante mecanismo que poseen algunas células del sistema

inmune para la eliminación de microorganismos y partículas foráneas o extrañas,

mediante la formación de vesículas endocíticas. Así, uno de los parámetros más

relevantes dentro de este mecanismo es la fluidez de membrana. Las células

inmunitarias que destacan en esta función son sobre todo los macrófagos, y otras

células fagocíticas del sistema inmune.

Como se ha comentado con anterioridad, los lípidos incluidos en la dieta van a

alterar la composición, y por tanto la fluidez, de la membrana plasmática de las

células del sistema inmune entre ellas la de macrófagos y otras células fagocíticas.

De hecho, existen estudios en los que se describe que los ácidos grasos insaturados

incrementan la fagocitosis (de Pablo et al., 1998b; Calder et al., 1990). En ambos

trabajos se demuestra que aquellos macrófagos estimulados con partículas de

zymosan y procedentes de animales que habían sido alimentados con dietas

lipídicas, y en concreto con ácidos grasos insaturados (aceite de oliva) (de Pablo

et al., 1998b) y poliinsaturados (ácido eicosapentaenoico y el ácido

docosahexaenoico) (Calder et al., 1990), presentaban un incremento significativo

de la fagocitosis.

Por el contrario, también existen ciertos autores que afirman, que el aceite de

pescado (compuesto fundamentalmente por ácidos grasos poliinsaturados), puede

inhibir (Eicher and Mc Vey, 1995) o no afectar (D’Ambola et al., 1991; Turek et al.,

1994) al proceso fagocítico llevado a cabo por macrófagos, aunque estos resultados

sólo se han obtenido en estudios animales y no han sido confirmados en humanos.

Varios mecanismos han sido propuestos para explicar como se produce la

modulación de la fagocitosis por la acción de los ácidos grasos. Uno de estos

mecanismos implica variaciones en la producción de eicosanoides, y en concreto

en los niveles del leucotrieno de la serie E
4
 (LTE

4
). Chapkin et al, comprobaron

que al sustituir los ácidos grasos de la serie n-6 por los de la serie n-3 se produce

una disminución acusada de la concentración del leucotrieno E
4
, el cual se sintetiza

por los macrófagos. Por otra parte, estos autores también comprobaron que la

disminución en la concentración de dicho leucotrieno origina un aumento

significativo de la fagocitosis inducida por partículas de zymosan. Por lo tanto, la

regulación en los niveles de leucotrienos de la serie E
4
, también induce la modulación

de la fagocitosis (Chapkin et al., 1992). Sin embargo estudios in vitro llevados a

cabo con inhibidores de eicosanoides, sugerieren que dichos inhibidores no tienen

efecto sobre las alteraciones de quimioluminiscencia de macrófagos peritoneales

incubados en presencia de ácido araquidónico o ácido eicosapentaenoico (Magrum

and Johnston, 1985).
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Sin embargo, existen otros autores que sugieren otro mecanismo de regulación,

basado en la formación de peróxidos de hidrógeno. Dicho mecanismo consiste en

que los ácidos grasos insaturados aumentan los niveles de peróxido de hidrógeno,

incrementando de ésta forma la liberación de superóxidos y por tanto induciendo el

proceso de fagocitosis (Badwey et al., 1984).

1.3.2.5. Modulación en la presentación de antígenos por acción de los ácidos

grasos.

Monocitos y macrófagos van a ser las células del sistema inmune encargadas de

iniciar la inmunidad celular; es decir, son las células que tienen como función procesar

los antígenos para posteriormente presentarlos en la superficie de su membrana

para que sean reconocidos por los linfocitos T. Para que toda esta función sea

llevada a cabo, se necesita un requisito previo que consiste en la expresión en la

superficie celular de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)

de clase II. Esta condición llega a ser tan importante que se ha demostrado que la

respuesta proliferativa de los linfocitos T ante la presencia de un antígeno, es

proporcional al número de moléculas del MHC presentes en la superficie de las

células presentadoras de antígenos (Matis et al, 1983).

Además para que se lleve a cabo la iniciación de la inmunidad celular no sólo es

necesario la expresión de moléculas del MHC de clase II, sino también que se lleve

a cabo la unión celular, es decir, la unión de una célula a otra. Por tanto también es

importante la expresión en la superficie celular de moléculas de adhesión (Springer,

1990). Esta función de las células inmunitarias, y al igual que otras muchas como

proliferación de linfocitos, producción de citoquinas, etc; también puede ser modulada

por los ácidos grasos presentes en la dieta.

Diversos estudios animales han demostrado que los ácidos grasos poliinsaturados

de la serie n-3 inhiben la expresión de moléculas del MHC de clase II murino llamado

Ia (Kelley et al, 1985; Mosquera et al, 1990; Huang et al, 1992); así como la

capacidad de las células dendríticas de ratas (otro tipo de células presentadoras de

antígenos) para presentar los antígenos a los propios linfocitos T (Sanderson et al,

1997). En otro trabajo Fujikawa et al. demuestran que tanto la suplementación de

la dieta con ácido eicosapentaenoico (estudios in vivo) como el pretratamiento de

esplenocitos con dicho ácido graso en condiciones in vitro, conduce a una inhibición

de la función de las células presentadoras de antígeno (Fujikawa et al. 1992).

Además de todos los estudios llevados a cabo con animales de experimentación;

también se han realizado investigaciones en humanos; utilizando monocitos

obtenidos de sangre periférica. Hughes y Pinder, utilizaron para sus estudios
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monocitos no estimulados y monocitos estimulados con IFN-γ, los cuales tenían

mayor expresión de moléculas del MHC de clase II. Ambos tipos celulares fueron

tratados con ácido eicosapentaenoico y ácido docosahexaenoico (ácidos grasos con

presencia mayoritaria en el aceite de pescado). Estos investigadores concluyeron

en este estudio que el aceite de pescado podía inhibir la expresión de moléculas de

la superficie celular requeridas para el proceso de presentación de antígenos (Hughes

and Pinder, 2000).

También existen estudios humanos en los que las condiciones de experimentación

son in vivo, es decir, la dieta de los individuos objeto de estudio fue suplementada

con ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3. Los resultados de dichas

investigaciones coincidían con las anteriormente discutidas (Hughes et al, 1996a;

Hughes and Pinder, 1997).

Teniendo en cuenta, por tanto, los resultados que se han obtenido en animales y en

los estudios llevados a cabo en humanos, se mantiene la hipótesis que señala que

los ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 suprimen la respuesta inmune

mediada por células, debido en parte a la inhibición de la función de las células

presentadoras de antígenos.

Varios mecanismos han sido propuestos, los cuales podrían estar implicados en el

efecto modulador de los ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 sobre la

expresión de moléculas de superficie. Uno de ellos puede ser el incremento en la

fluidez que sufren las membranas de las células, y que alteran la expresión de las

proteínas de membrana; entre ellas las moléculas pertenecientes al MHC de clase

II y las moléculas de adhesión.

Otro de los mecanismos propuestos se basa en que los ácidos grasos poliinsaturados

de cadena larga de la serie n-3 (contenidos principalmente en el aceite de pescado)

son más susceptibles a sufrir peroxidación lipídica que los ácidos grasos

monoinsaturados (contenidos principalmente en el aceite de oliva) y saturados

(contenidos en el aceite de coco, en otras grasas vegetales o en grasas animales),

por tanto, es posible que un incremento en la peroxidación de los lípidos de la

membrana plasmática de los monocitos podría afectar a la expresión de moléculas

de superficie. De hecho, se ha demostrado que los radicales libres inhiben la expresión

de una de las moléculas pertenecientes al MHC de clase II (Gruner et al, 1998); y

también que la suplementación de la dieta con antioxidantes como el β-caroteno

puede incrementar la expresión de moléculas del MHC II y de moléculas de adhesión

en monocitos de sangre periférica en humanos (Hughes et al, 1997).

Por último otro posible argumento que podría explicar la razón por la cual los ácidos

grasos inhiben la presentación de antígenos podría ser que el ácido eicosapentaenoico

y el ácido docosahexaenoico influyan de manera directa en la expresión del ARNm
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perteneciente a varias de las moléculas del MHC, de forma paralela al descenso que

sufre el nivel de ARNm perteneciente a dichas moléculas (Khair-El-Din et al, 1995).

1.3.2.6. Modulación en la producción de inmunoglobulinas por acción de

los ácidos grasos.

La producción de anticuerpos se lleva a cabo por acción de los linfocitos B. Tal y

como es conocido, el papel de los anticuerpos es neutralizar y promover la eliminación

de los antígenos que promueven su síntesis. Los anticuerpos producidos pertenecen

a diferentes clases de inmunoglobulinas las cuales dependen tanto del tipo de

estímulo que activa su formación, como del lugar anatómico en el cual se desarrollan

los linfocitos implicados. Las citoquinas también son un factor a tener en cuenta, ya

que determinan los tipos de anticuerpos producidos por estimular la proliferación

de linfocitos B y por promover de forma selectiva la activación de las cadenas

pesadas de las inmunoglobulinas. De los diferentes tipos de citoquinas que existen

van a ser aquellas producidas por los linfocitos T colaboradores (T helper) las más

potentes, las cuales están implicadas en la activación de los linfocitos B.

Al igual que otros parámetros inmunitarios, la producción de inmunoglobulinas

también se va a ver afectada por la administración de los ácidos grasos de la dieta;

aunque no existe un gran número de referencias bibliográficas relacionadas con

este aspecto.

Los ácidos grasos saturados no parecen tener gran impacto sobre la producción de

anticuerpos, al igual que ocurría con el resto de las funciones de los linfocitos:

proliferación, producción de citoquinas, actividad de células NK; y que han sido

comentadas con anterioridad (Calder 1995, Calder et al., 1996a, Calder et al.,

1998b,c). Estos resultados se han observado exclusivamente en estudios llevados

a cabo en humanos (Herbert et al, 1990; Rasmussen et al, 1994).

Estudios con animales de experimentación e investigaciones realizadas en condiciones

in vitro, demuestran que el ácido linoleico (ácido graso poliinsaturado de la serie n-

6), administrado en cantidades suficientes, puede parcialmente inhibir la producción

de inmunoglobulinas del tipo G o M por parte de los linfocitos B (Calder 1995,

Calder et al., 1996a, Calder et al., 1998b,c). Estas observaciones sugieren que

elevadas cantidades de ácido linoleico en la dieta interfiere tanto la respuesta inmune

mediada por células (inmunidad celular), como la respuesta inmune mediada por

anticuerpos (inmunidad humoral). Sin embargo, variaciones más modestas en la

cantidad de ácido linoleico en las dietas suministradas a ratas, no afecta de manera

relevante otras funciones linfocitarias como la proliferación de linfocitos y la actividad

de células NK (Jeffery et al, 1997). Otros estudios llevados a cabo con animales de
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experimentación pero que analizan el efecto del ácido γ-linolénico  sobre las funciones

inmunitarias, concluyen que el ácido γ-linolénico disminuye la respuesta inmune

tipo Th1 (Yaqoob et al, 1994a,b; Sanderson et al, 1995a,b; Sanderson and Calder,

1998; Peterson et al, 1999); resultados confirmados en otros trabajos (Matsuo et

al, 1996) en los que el aceite de onagra, que consta en su composición de un

elevado porcentaje de ácido γ-linolénico , incrementó el nivel total de Ig E (Ig

sintetizada por los linfocitos B activados por la IL-4 secretada en la respuesta inmune

de tipo Th2). En contraste, este mismo aceite disminuye los niveles de Ig G (Ig

típica de los linfocitos B cuando estos son activados mediante la ruta Th1 por las

interleuquinas IL-2, IFN-γ.

Otro de los ácidos grasos de la serie n-6, que juega un papel muy importante en la

síntesis de eicosanoides, es el ácido araquidónico; precursor de los eicosanoides de

la familia de las prostaglandinas (PGE
2
) y de los leucotrienos (LTB

4
). La PGE

2
 es un

importante inhibidor de la producción de citoquinas del tipo Th1 (IL-2, IFN-γ) (Kinsella

et al, 1990; Roper and Phipps, 1994), pero por el contrario no parece intervenir de

forma directa sobre la respuesta inmune del tipo Th2 promoviendo la producción

de Ig E por parte de los linfocitos B (Roper and Phipps, 1994). El leucotrieno B
4
, por

el contrario, tiene un efecto opuesto a la PGE
2
, incrementando la respuesta inmune

tipo Th1 y por lo tanto la producción de Ig G por parte de los linfocitos B (Kinsella

et al, 1990; Lewis et al, 1990).

Pero de todos los ácidos grasos de naturaleza poliinsaturada, son los ácidos grasos

poliinsaturados de cadena larga de la serie n-3 los que mayor acción tienen sobre

los diferentes parámetros inmunológicos. De ellos el ácido eicosapentaenoico y el

ácido docosahexaenoico, son los más estudiados. Estudios llevados a cabo con

animales de experimentación a los cuales se les administró una dieta rica en aceite

de pescado, se demostró que el aceite de pescado da lugar a una disminución de la

respuesta inmune del tipo Th1, disminuyendo por tanto la producción de Ig G por

parte de los linfocitos B; implicada en la inmunidad celular, inflamación y rechazo

de transplantes. En concordancia con esto el FO da lugar a una elevación en la

producción de Ig E en ratas (Prickett et al, 1982). En los estudios llevados a cabo

en animales el aceite de pescado añadido a la dieta supone un 20% del total de la

misma, lo que se traduce en un contenido elevado tanto de ácido eicosapentaenoico

como de ácido docosahexaenoico. Pero también existen estudios en ratas y ratones

que indican que bajos niveles de ácido eicosapentaenoico y ácido docosahexaenoico

en la dieta dan lugar a una acción reguladora de la respuesta inmune (Jolly et al,

1997; Peterson et al, 1998a,b). Por tanto podemos decir que la acción del aceite de

pescado sobre el sistema inmune es mucho mas relevante que la que ejercen otros

aceites como aquellos de la serie n-6 o de la serie n-9 (Calder 1995, Calder et al.,

1996a, Calder et al., 1998b,c).
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1.3.3. Apoptosis y ácidos grasos

La muerte celular programada se define como un mecanismo esencial responsable

de la regulación de la homeostasis, del desarrollo de tejidos y de las funciones

inmunes. De este modo células dañadas, anormales o innecesarias son eliminadas

para el correcto funcionamiento y desarrollo de los organismos multicelulares. Pero

además de este papel crucial de la apoptosis en el control celular, también este

mecanismo lleva a cabo la regulación de procesos patológicos en los cuales se

incluyen desórdenes clínicos humanos como el cáncer, patologías o enfermedades

de origen autoinmune, infecciones víricas o bacterianas, así como desórdenes de

tipo neurodegenerativo. Son muchos y de diversa naturaleza los factores inductores

de apoptosis. Factores de origen biológico como algunos virus, bacterias o parásitos;

factores químicos como glucocorticoides, ceramidas, etc; y factores físicos como

ciertas irradiaciones; van a ser los responsables de la activación de dicho mecanismo

en las células (Penninger and Kroemer, 1998).

Existen diversos estudios llevados a cabo tanto en animales de experimentación

como en humanos, en condiciones in vitro o mediante la administración de dietas

lipídicas, en los que se describe el papel crucial de algunos ácidos grasos en la

inducción o inhibición de apoptosis. Como resultado de todos estos estudios se han

podido identificar ciertos mecanismos que podrían explicar el modo de acción de

los ácidos grasos en la modulación de la apoptosis. De este modo ácidos grasos de

naturaleza poliinsaturada, como el ácido eicosapentaenoico o el ácido

docosahexaenoico; ácidos grasos saturados, como el ácido palmítico; o ciertas grasas

como el aceite de pescado (FO), administrados en la dieta han sido definidas como

sustancias capaces de inducir la muerte de la célula o bien mediante un proceso

mitocondrial (de Pablo et al, 1999) o bien mediante la regulación en la expresión

del gen Bcl-2 y del gen Fas-L (Reddy Avula et al, 1999).

Por lo tanto, diferentes mecanismos han sido propuestos para explicar la inducción

de apoptosis llevada a cabo por ciertos ácidos grasos. De este modo el ácido palmítico,

un ácido graso saturado, añadido a cultivos celulares en ensayos in vitro induce

apoptosis mediante efecto directo sobre la mitocondria. Esto ocurre debido a que

dicho ácido graso causa una disipación del potencial mitocondrial transmembrana

(Δψ
m
), un evento que precede a la apoptosis nuclear (de Pablo et al., 1999). En

referencia a los efectos de los ácidos grasos sobre la mitocondria existe otro estudio

llevado a cabo por Penzo et al., 2002, en el cual estos autores analizan la correlación

que existe entre los ácidos grasos y su efecto potencial sobre la función de la

mitocondria y su papel en la muerte celular. Dichas investigaciones se llevaron a

cabo en cultivos celulares in vitro, suplementando su medio de cultivo con los

ácidos grasos estudiados. Según estos autores los ácidos grasos saturados no tienen
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efectos significativos sobre el potencial de membrana mitocondrial y la supervivencia

celular. Para que se produzca el proceso de depolarización de membrana mitocondrial

y de citotoxicidad se requiere la presencia de dobles enlaces en los ácidos grasos,

aunque el número mínimo de insaturaciones requeridas para observar los efectos

incrementa conforme aumenta el número de carbonos que conforman la cadena

hidrocarbonada de los ácidos grasos. Estas observaciones pueden ser explicadas

por varios mecanismos los cuales no tienen que ser excluyentes entre ellos: (a) los

ácidos grasos saturados pueden ser rápidamente esterificados y utilizados como

sustrato y/o en rutas biosintéticas (b) la insaturación es requerida para que los

ácidos grasos añadidos puedan pasar a la membrana mitocondrial interna; (c) los

efectos de los ácidos grasos añadidos sobre la mitocondria y la citotoxicidad dependen

además, del metabolismo de los componentes activos obtenidos de forma preferencial

de los ácidos grasos insaturados o de la producción de mensajeros intracelulares

(Penzo et al., 2002).

Otra posible explicación para la modulación de la apoptosis por ácidos grasos

poliinsaturados de la serie n-3 es que esta es causada mediante una acción directa

de dichas sustancias en las células y por una activación de la cascada de caspasas

a través de la liberación de citocromo c (cit c), acoplada con una modulación de la

despolarización de la membrana mitocondrial (Arita et al., 2001).

Pero además de los mecanismos mencionados anteriormente, recientes estudios

han determinado también la importancia crucial de los lípidos de la dieta en la

reducción de la expresión del gen Bcl-2, así como en el incremento de la expresión

del ligando Fas (Fas-L). Teniendo en cuenta este factor, cuando la concentración de

ácidos grasos poliinsaturados aumenta, la expresión del gen Bcl-2 se reduce y esto

conduce a la célula a entrar en un estado de apoptosis o muerte celular programada

(Reddy Avula et al., 1999; Tyurina et al., 1997). En otras palabras podemos decir

que los ácidos grasos poliinsaturados contenidos en el aceite de pescado favorecen

el proceso apoptótico debido a una supresión en la expresión del gen Bcl-2 (con

funciones anti-apoptóticas) y a un incremento en la expresión de Fas-L (con funciones

pro-apoptóticas).

También recientemente se ha determinado que la expresión de una proteína

denominada Ras que se localiza en la membrana celular y que juega un importante

papel en el ciclo celular y en la apoptosis, se reduce tras la administración de una

dieta rica en aceite de pescado, lo que indica que dicha dieta podría tener una

efecto protector frente al desarrollo de cáncer de colon (Collet et al., 2001).

En último lugar es importante hacer mención del importante papel que juega la

peroxidación lipídica en la inducción de apoptosis. Basándonos en este argumento

se puede sugerir que los efectos de los ácidos grasos poliinsaturados sobre el
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desarrollo de apoptosis pueden ser asociados de forma directa a las alteraciones

específicas que el proceso de peroxidación lipídica ejerce sobre la alteración en los

niveles de expresión de Bcl-2; Fas y Ras (Das, 1999).

Como se puede comprobar muchos son los mecanismos propuestos para dar

explicación acerca del efecto de los ácidos grasos sobre el proceso de apoptosis, lo

que nos lleva a sugerir que no existe un único mecanismo capaz de conducir a la

célula a su muerte, sino que aunque sea uno el que lo inicie va a ser el conjunto de

ellos el que de lugar al proceso apoptótico en la célula como resultado final de la

adición de todos los efectos llevados a cabo por los ácidos grasos.

1.4. CONSECUENCIAS CLÍNICAS

Como ha sido comentado con anterioridad, la modulación de ciertos parámetros

inmunológicos llevados a cabo por los ácidos grasos de la dieta o por el cultivo de

células con ácidos grasos libres, sugiere que estas sustancias puedan ser aplicadas

en el tratamiento de ciertos desórdenes caracterizados por la existencia de procesos

inflamatorios. Sin embargo, estos efectos inmunosupresores pueden dar lugar a un

incremento de la susceptibilidad frente a agentes infecciosos, particularmente en el

caso de pacientes inmunocomprometidos. También, otra de las consecuencias

derivadas de las propiedades de algunos ácidos grasos como moduladores de las

funciones inmunes, está relacionada con la promoción o inhibición de los procesos

tumorales.

En conjunto es importante resaltar que la inmunosupresión debida a la administración

de dietas lipídicas ha de llevarse acabo de un modo equilibrado, ya que los efectos

ejercidos pueden dañar la resistencia del hospedador y por lo tanto se produciría

un incremento del riesgo de sufrir un proceso infeccioso.

1.4.1. Ácidos grasos, immunidad e infección

A lo largo de todas las investigaciones llevadas a cabo en el ámbito de la nutrición

y la inmunidad, ha quedado suficientemente claro que la correcta ingesta de

nutrientes es un determinante crítico de la inmunocompetencia que posee un

individuo. Algunos investigadores han demostrado las funciones moduladoras

ejercidas por los ácidos grasos y los beneficios clínicos de la suplementación de la

dieta con aceite de pescado o de oliva, tanto en humanos como en animales de

experimentación. Como consecuencia de dicha suplementación, los niveles de ciertos

mediadores asociados con el proceso inflamatorio, se reducen. Debido a este hecho,

ciertos ácidos grasos (frecuentemente los n-3 y n-9) de naturaleza insaturada han
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sido aplicados en el tratamiento de pacientes que sufren desórdenes inflamatorios

asociado a enfermedades autoinmunes como por ejemplo la artritis reumatoide

(Kremer et al., 1990; Linos et al., 1991) o psoriasis (Bittiner et al., 1988). Sin

embargo el efecto beneficioso en este caso, puede tener un aspecto adverso, ya

que puede quedar afectada la inmunidad celular frente a agentes patógenos (de

Pablo et al., 2000a).

Hace aproximadamente 30 años se constató un incremento de la incidencia de

tuberculosis en Esquimales de Groenlandia (Kaplan et al., 1972). Actualmente se han

descubierto las razones por las cuales se producen estos hechos, ya que el consumo de

dietas ricas en ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 (habituales en la dieta de

esta población) derivados del aceite de pescado reducen la resistencia frente a

enfermedades infecciosas (de Pablo et al., 2002; Anderson and Fritsche, 2002).

Por razones obvias, la alteración de la resistencia frente a una infección bacteriana

ha sido analizada en modelos animales, en los cuales la administración de una

dieta rica en aceite de pescado incrementa el número de bacterias viables obtenidas

a partir del bazo del animal, y reduce de forma notable la supervivencia del animal

durante el curso de una infección producida por Listeria monocytogenes. Esto tiene

lugar porque en estos animales la eliminación de agentes patógenos (bacterias,

virus o parásitos) es más difícil.

Diferentes trabajos han descrito hasta el momento las consecuencias clínicas

derivadas de la suplementación de la dieta con ácidos grasos de la serie n-3, los

cuales suprimen la función del sistema inmune. Así, se pone de manifiesto una

significativa reducción en el porcentaje de supervivencia tras la alimentación de

ratones con una dieta rica en aceite de pescado (de Pablo et al.,2000b; Fritsche et

al.,1997), mientras que se observó un incremento en el porcentaje de supervivencia

de animales que habían sido infectados experimentalmente con L. monocytogenes

y alimentados con dietas ricas en ácidos grasos de naturaleza saturada tales como

manteca, aceite de coco, o aceite de palma (Chandra, 1996b, de Pablo et al., 2000b,

Fritsche et al., 1997). Estos ratones fueron inoculados con una dosis letal de una

cepa virulenta de L. monocytogenes, una bacteria facultativa de crecimiento

intracelular y que se utiliza en numerosas ocasiones como modelo del proceso

infeccioso y patogénico.

Una vez los animales fueron alimentados con la dieta experimental rica en aceite

de pescado y además sometidos a la infección experimental con L. monocytogenes,

los resultados observados fueron los siguientes:

• La recuperación de bacterias viables, es decir la obtención de bacterias, a

partir del bazo o del hígado de los animales se vio incrementada (de Pablo

et al., 2000b; Fritsche et al., 1997).
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• La actividad bactericida de las células peritoneales se redujo

significativamente (Puertollano et al., 2001b), y los efectos citotóxicos

debidos a la infección bacteriana se incrementaron (Puertollano et al., 2002).

• La susceptibilidad de las células a la adhesión o invasión por la infección de

L. monocytogenes fue claramente modificada (Puertollano et al., 2002).

Estas observaciones indican la pérdida de capacidad del sistema inmune de los

animales alimentados con dietas ricas en aceite de pescado, para destruir y eliminar

agentes infecciosos (de Pablo et al., 2000b, Fritsche et al., 1997, Puertollano et al.,

2001b, Puertollano et al., 2002), es decir, en otras palabras, las dietas ricas en

ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 incrementan la susceptibilidad del

individuo a infecciones promovidas por agentes infecciosos.

Recientes investigaciones han explicado en parte las razones por las cuales los

ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga de la serie n-3 reducen la defensa

del hospedador frente a L. monocytogenes:

• El consumo de ácidos grasos como ácido eicosapentaenoico o ácido

docosahexaenoico, ambos contenidos de forma mayoritaria en el aceite de

pescado, va a perjudicar la producción de IL-12 e IFN-γ, citoquinas que

juegan un papel esencial en la respuesta del sistema inmune del hospedador;

tanto en la respuesta innata como en la adaptativa (Fritsche et al., 2000).

Así, la reducción en los niveles de IL-12 podría explicar el efecto que se

produce en el aclaramiento bacteriano, así como la reducción de la

supervivencia de animales infectados con L. monocytogenes (Fritsche et

al., 1999).

• Otra posible explicación para la reducción de la resistencia del hospedador

se basa en la inhibición de la expresión de moléculas del sistema principal

de histocompatibilidad (MHC) de clase II (llamado Ia en ratones) que se ve

reducido en animales alimentados con dietas que contienen aceite de

pescado e infectados con L. monocytogenes (Huang et al., 1992, Mosquera

et al., 1990).

• También es importante tener en cuenta que los efectos observados en

estos animales pueden estar asociados con el incremento de especies

reactivas de oxígeno (ROS), cuyos niveles fueron significativamente

aumentados en ratones tras infectarlos experimentalmente con esta bacteria

y alimentarlos con una dieta rica en aceite de coco (Puertollano et al.,

2002). De hecho el papel de los procesos oxidativos celulares requieren

una gran atención ya que juegan un importante papel en la eliminación de

agentes infecciosos.
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Una gran parte de los resultados obtenidos en el presente estudio se basan

precisamente en el descubrimiento de algunos mecanismos que participan en la

reducción de la resistencia inmune en animales alimentados con algunas dietas

lipídicas y su relación con la infección.

Sin embargo, no todos los ácidos grasos poliinsaturados son capaces de ejercer los

mismos efectos, de hecho, existen ciertos estudios que no están de acuerdo con los

argumentos descritos previamente. De este modo, una reciente investigación ha

determinado que el ácido linoleico conjugado (ácido graso perteneciente al grupo

de los ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3) no altera la resistencia de los

ratones tras infectarlos con L. monocytogenes (Turnock et al., 2001). Igualmente,

un estudio previo indicó que la manipulación de la dieta tenía un efecto irrelevante

en la supervivencia de los ratones en dos modelos de peritonitis, uno con

Pseudomonas aeruginosa y otro con Salmonella enterica serotipo Typhimurium

(Clouva-Molyvdas et al., 1992).

Además de estos descubrimientos otros estudios experimentales han demostrado

los efectos adversos de los lípidos de la dieta (ácidos grasos poliinsaturados de la

serie n-3 ó n-6) en la alteración de las funciones inmunes de animales sometidos a

una infección experimental con diferentes agentes patógenos tales como S. enterica

serotipo Typhimurium (Chang et al., 1992, Eicher and McVey., 1995), P. aeruginosa

(Peck et al., 1990), Staphylococcus aureus (D´Ambola et al., 1991) o Mycobacterium

tuberculosis (Paul et al., 1997). Por el contrario, se ha demostrado también que la

administración de dietas que contienen aceite de pescado incrementa el porcentaje

de supervivencia de los ratones tras someterlos a una infección experimental con

Klebsiella pneumoniae (Bjornsson et al., 1997). De hecho, el incremento en la

supervivencia de animales alimentados con esta dieta y sometidos a infección

experimental se debe al aumento en la producción de IL-1 y TNF por células

peritoneales de ratones (Blok et al., 1996, Blok et al., 1992).

Es probable que las discrepancias que existen entre los resultados de los diferentes

estudios se deban a diferentes factores entre los cuales se incluyen la duración del

periodo de administración de la dieta suplementada, concentración de ácidos grasos

utilizada en la dieta o poblaciones celulares afectadas por la administración de la

dieta.

Finalmente las observaciones experimentales con virus demuestran que la infección

de animales con el virus influenza y alimentados con dietas ricas en aceite de

pescado, también afecta a la resistencia de los ratones debido a un daño en el

mecanismo de citotoxicidad de células T específica del virus, pero no altera la

citotoxicidad mediada por las células NK (Byleveld et al., 2000, Byleveld et al.,

1999).
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1.4.2. Ácidos grasos y cáncer

Son muchas las evidencias aportadas hasta el momento que indican el papel esencial

que el aceite de pescado juega en la incidencia de cáncer (Caygill et al., 1996).

Numerosos estudios han sugerido que la ingesta elevada de ácidos grasos de la

serie n-3 o n-9, podría reducir el riesgo de padecer cáncer de mama (Martín-Moreno

et al., 1994, Trichopoulou et al., 1995) tanto en humanos como en animales. De

este modo, los ácidos grasos poliinsaturados n-3 inhiben el cáncer de colon en

ratas (Reddy and Maruyama, 1986), así como también reduce el riesgo de desarrollo

de cáncer colorectal (Caygill et al., 1996). En contraste con lo anteriormente descrito,

los ácidos grasos n-6 o bien los ácidos grasos de naturaleza saturada podrían estar

implicados en el incremento del proceso tumorigénico tanto en mama como en

colon, debido a una alteración en el tipo de fosfolípidos presentes en la membrana

plasmática. De acuerdo con esta hipótesis, el ácido araquidónico se libera de la

membrana plasmática produciendo una alteración en la síntesis de prostaglandinas

vía cyclooxigenasa (Rao et al., 2001).

Estudios epidemiológicos han determinado el papel protector de los ácidos grasos

de la serie n-3 frente al cáncer de colon en poblaciones de Alaska y los esquimales

de Groenlandia (Blot et al., 1975; Dyeberg and Bang, 1979).Igualmente, otros

estudios experimentales demostraron que el aceite de pescado parece ejercer un

papel protector frente al cáncer de colon inducido experimentalmente (Reddy et

al., 1991). Por otra parte, un estudio reciente ha determinado que el aceite de oliva

también ejerce dicho papel protector frente al cáncer colorectal (Stoneham et al.,

2000). Aunque los mecanismos que contribuyen a este efecto protector no han sido

clarificados hasta el momento, una reciente investigación ha sugerido que las dietas

ricas en aceite de pescado son capaces de incrementar el proceso de apoptosis y de

diferenciación celular en un proceso tumoral inducido en el colon (Chang et al.,

1998). Basado en los conocimientos actuales acerca de este tema, un interesante

estudio ha determinado que la dieta típica de países occidentales (la cual consiste

principalmente en una mezcla de grasas saturadas, insaturadas y poliinsaturadas)

produce lesiones displásicas en el colon, lo que es indicativo de la existencia de un

proceso tumoral. De hecho, la administración de una dieta que contenga mezcla de

lípidos y elevados niveles de ácidos grasos saturados (similar a los lípidos contenidos

en las dietas típicas de los países occidentales), induce carcinogénesis de colon en

ratones por un mecanismo desconocido (Risio et al., 1996). Sin embargo, el resultado

más interesante de esta investigación revela que una alteración de la actividad de

la cyclooxigenasa así como de la supresión del proceso apoptótico parecen jugar un

papel crucial en el proceso tumoral inducido por esta dieta en modelos animales

(Rao et al., 2001). Además, nuestras observaciones experimentales indican que la

supervivencia de ratones alimentados con dietas ricas en aceite de pescado y
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transplantados con la línea tumoral LSTRA, se reduce en comparación a los ratones

alimentados con una dieta con bajo contenido graso. En nuestro estudio especulamos

que este hecho se atribuye a la alteración que tiene lugar en la función de las

células T y NK debido a la administración de ácidos grasos poliinsaturados, los

cuales reducen la actividad citotóxica de las células NK (Puertollano et al., 2001a).

Recientemente una interesante investigación ha revelado que los ácidos grasos de

la serie n-3 alteran la transformación celular de una línea celular de la epidermis de

ratones. Esto se debe a que el ácido docosahexaenoico o ácido eicosapentaenoico

inhiben la transcripción de la proteína activadora AP-1, mientras que el ácido

araquidónico no produce ningún efecto en la actividad de AP-1. Así, este

descubrimiento confirma las hipótesis previas acerca del papel quimiopreventivo

de las dietas ricas en aceite de pescado (Liu et al., 2001). Por el contrario, la

relación más significativa entre ácidos grasos y reducción de incidencia de cáncer

se encuentra en la dieta Mediterránea, la cual podría disminuir el desarrollo de

cáncer por encima del 10 ó el 15% en las poblaciones más desarrolladas de los

países occidentales (Trichopoulou et al., 2000).

Debido a la amplia información disponible en la actualidad, existe cierta controversia

en cuanto al papel potencial de los lípidos de la dieta en la etiología del cáncer. De

hecho, aunque muchos de los estudios han demostrado que las dietas que contienen

ácidos grasos de la serie n-3 podrían ser beneficiosas durante el desarrollo de un

proceso inflamatorio, sus efectos no están del todo claros ya que este tipo de dieta

modula la defensa del hospedador frente a una infección. Por lo tanto, futuros

estudios son necesarios para confirmar o rechazar las diferentes hipótesis y

argumentos sugeridos hasta el momento.

1.4.3. Dietas ricas en ácidos grasos y desórdenes inflamatorios

Los desórdenes inflamatorios se caracterizan por una respuesta inmune sobreactivada

y desregulada por parte de las células T, así como por una inapropiada producción

de eicosanoides derivados del ácido araquidónico (especialmente PGE
2
 y LTB

4
).

En cuanto al papel que juega la dieta en este tipo de enfermedades, existen estudios

en los cuales individuos que sufren este tipo de desórdenes autoinmunitarios, han

sido alimentados con dietas ricas en ácido eicosapentaenoico, ácido

docosahexaenoico y ácido oleico. Los resultados obtenidos de estos ensayos, revelan

una significativa reducción de los procesos inflamatorios en estos individuos. De

hecho, enfermos que padecen artritis reumatoide y que han sido alimentados con

ácidos grasos de la serie n-3 o con aceite de oliva, demostraron una gran reducción

de la sintomatología típica causada por esta enfermedad (Kremer et al., 1990;
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Linos et al., 1991). De manera que existen investigaciones que recomiendan el

consumo diario, por parte de enfermos afectados por artritis reumatoide, de 3 a 6

g de ácidos grasos de la serie n-3 durante al menos 3-4 meses. Con esta

suplementación de la dieta, los pacientes no suprimen su tratamiento médico a

base de antiinflamatorios no esteroideos, aunque si reducen la dosis consumida

bajo supervisión médica (Kremer, 2000). A pesar de los estudios existentes acerca

de la influencia del aceite de oliva y de otras grasas insaturadas presentes en la

dieta sobre el desarrollo de la artritis reumatoide, no se conocen los mecanismos

por medio de los cuales el aceite de oliva lleva a cabo su protección frente al

desarrollo de la enfermedad. Linos et al., sugieren en una de sus investigaciones

que una de las posibilidades que se atribuyen para explicar el efecto protector del

aceite de oliva sería su contenido relativamente alto de ácidos grasos insaturados.

De este modo dichos ácidos grasos compiten en la formación de prostaglandinas y

leucotrienos derivados de los ácidos grasos de la serie n-6 los cuales tienen una

potente actividad proinflamatoria. De manera que los metabolitos derivados del

ácido oleico y de los ácidos grasos de la serie n-3 ejercen un potente efecto

antiinflamatorio al inhibir la formación de los anteriores (Linos et al., 1999).

La psoriasis, es otra enfermedad de carácter autoinmune, caracterizada por elevados

niveles de ácido araquidónico y productos derivados de la enzima 5-lipooxigenasa.

También la suplementación de la dieta, en enfermos de psoriasis, con ácidos grasos

n-3 poliinsaturados reduce los niveles de estas sustancias, y en particular dentro

de la familia de los ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3, el ácido

eicosapentaenoico ha demostrado ser un ácido graso muy efectivo en el tratamiento

de la enfermedad (Bittiner et al., 1988; Soyland et al., 1993b).

Sin embargo el potencial terapéutico de algunos ácidos grasos no sólo ha sido

investigado en individuos que sufren artritis reumatoide o psoriasis, ya que también

existen estudios llevados a cabo con individuos que sufren lupus eritematoso

sistémico. En este tipo de enfermos, la suplementación de la dieta con ácidos grasos

de la serie n-3 también supuso una significativa reducción en la sintomatología

típica de la enfermedad (Warrington 1987; Wolf and Brelsford., 1988).

El conocimiento de cómo los ácidos grasos promueven la regulación inmune y la

función de las células implicadas en la defensa del hospedador permitirá el desarrollo

de tratamientos que podrán ser aplicados a pacientes afectados por desórdenes

caracterizados por una sobreactivación del sistema inmunitario. Sin embargo el

efecto beneficioso de los ácidos grasos presentes en la dieta debe estar equilibrado

con el daño simultáneo que la administración de algunas dietas lipídicas producen

en la capacidad del hospedador para eliminar de forma eficiente cualquier

microorganismo responsable de una infección, siendo este un factor crucial a tener

en cuenta en la administración de algunas dietas lipídicas.
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Figura 3. Supresión de las funciones inmunes por lípidos de la dieta. La
reducción de la respuesta inmune ha sido aplicada en la resolución de desórdenes
de tipo inflamatorio característicos de las enfermedades autoinmunes como artritis
reumatoide o psoriasis.



2. Hipótesis y objetivos
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3. Material y métodos
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3.1. ENSAYOS IN VIVO Y EX VIVO

3.1.1. Animales y dietas experimentales.

Ratones BALB/c, de 10 semanas de edad y un peso aproximado de 20-25 g,

procedentes del animalario de la Universidad de Jaén han sido utilizados en todos

los ensayos. Los ratones permanecieron en jaulas y acondicionados a una

temperatura de 24ºC, con un ciclo de luz - oscuridad de 12 h y fueron alimentados

durante 30 días con sus respectivas dietas experimentales. Los animales dispusieron

de agua y comida ad libitum. En todos los casos los animales fueron sacrificados

mediante dislocación cervical siguiendo estrictamente los protocolos del comité

ético para el cuidado y mantenimiento de animales. Los animales se dividieron en

tres grupos experimentales en función de tres tipos de dietas experimentales. (I)

Dieta rica en aceite de oliva (20% del peso de la dieta); (II) dieta rica en aceite de

pescado (20% del peso de la dieta) y (III) dieta rica en aceite de coco (20% del

peso de la dieta). Dichas dietas fueron almacenadas en oscuridad a una temperatura

de 4ºC. Además, se confeccionó un cuarto grupo experimental, formado por ratones

alimentados con una dieta estándar (PanLab) con un contenido bajo en lípidos

(2.5% del peso de la dieta). La composición de las dietas experimentales es ilustrada

en la Tabla 1.
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Tabla 1. Composición de las dietas experimentales

a Los ratones Balb/c fueron alimentados con sus respectivas dietas durante cuatro semanas. Los
aceites incorporados en las dietas fueron aceite de oliva, aceite de pescado y aceite de coco. El
grupo control fue alimentado con una dieta que contiene 2.5% de lípidos.

b Mezcla mineral (g/kg): 500 fosfato cálcico dibásico (Fluka), 74 cloruro sódico (Panreac), 220
citrato potásico monohidratado (Fluka), 52 sulfato potásico, óxido de magnesio (Merck), 3.5
carbonato de manganeso (Fluka), 6 citrato férrico (Merck), 1.6 carbonato de zinc (Fluka), 0.3
carbonato cúprico (Fluka), 0.01 iodato potásico (Fluka), 0.01 seleniato de sodio pentahidratado
(Merck), 0.55 sulfato crómico de potasio dodecahidratado (Fluka) y sacarosa hasta completar 1
kg.

c Mezcla vitamínica (g/kg): 0.6 tiamina hidrocloruro, 0.6 riboflavina, 0.7 priridoxina hidrocloruro,
3 ácido nicotínico, 1.6 pantotenato de calcio, 0.2 ácido fólico, 0.02 biotina, 0.001 cianocobalamina,
400000 UI vitamina A, 0.0025 vitamina D

3
, 5000 UI vitamina E, 0.005 vitamina K, sacarosa hasta

completar 1 kg.

3.1.2. Preparación de Listeria monocytogenes

Una cepa virulenta de L. monocytogenes se cultivó en medio cerebro corazón (BHI,

Scharlau Chemist, Barcelona, España), hasta que el crecimiento bacteriano alcanzó

la fase exponencial (densidad óptica [DO] a 550 nm, aproximadamente 1.0). El

cultivo se incubó durante 24 h a una temperatura de 37ºC. A continuación las

bacterias fueron lavadas dos veces con solución salina tamponada (PBS, Sigma, St.

Louis, MO, USA) y resuspendidas en solución salina al 0.9%. El número de bacterias

viables se determinó mediante diluciones seriadas en placas de agar sangre,

procediendo a su incubación a 37ºC durante 24 h.
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3.1.3. Preparación línea tumoral LSTRA

Células de un linfoma murino denominado LSTRA, procedentes del virus del Moloney

en forma ascítica, se lavaron varias veces a 1200 rpm (Beckman GS-6R, Palo Alto,

CA) en PBS (Sigma). A continuación, dicha línea celular se cultivó en RPMI 1640

(PAA Laboratories GmbH, Linz, Austria) suplementado con un 10% de suero bovino

fetal (SBF, PAA Laboratories GmbH), L-glutamine, penicillin 50 U/ml y 50 mg/ml de

estreptomicina (PAA Laboratories GmbH). Finalmente, las células se incubaron en

una atmósfera humificada al 98 %, 5% de CO
2
 y a una temperatura de 37ºC.

3.1.4. Ensayos de supervivencia

3.1.4.1. Infección experimental con Listeria monocytogenes

La bacteria sembrada en medio BHI en fase exponencial de crecimiento, fue cultivada

en agar triptona soja (TSA, Scharlau Chemist, Barcelona, España) suplementado

con un 7% de sangre de caballo (Oxoid Limited, Hampshire, England). Las bacterias

se incubaron a 37ºC durante 24 h y posteriormente resuspendidas en PBS (Sigma)

estéril a una concentración de 107 unidades formadoras de colonias (UFC)/ml.

Finalmente 100 μl de esta suspensión (106 UFC) fueron inyectados a los ratones por

vía endovenosa a través del seno retroorbital del ojo. Cada grupo experimental

constaba de 10 ratones, los cuales habían sido alimentados durante 30 días con sus

respectivas dietas y el número de animales muertos fue comprobado cada 8 h. Una

cantidad similar de L. monocytogenes fue inyectada en el grupo control alimentado

con una dieta de bajo contenido en lípidos.

3.1.4.2. Infección experimental con Listeria monocytogenes en presencia

del antioxidante N-aceytl-L-cisteina (NAC)

La bacteria sembrada en medio BHI en fase exponencial de crecimiento, fue cultivada

en agar triptona soja (TSA, Scharlau Chemist) suplementado con un 7% de sangre

de caballo (Oxoid) Las bacterias fueron incubadas a 37ºC durante 24 h y

posteriormente suspendidas en PBS (Sigma) estéril a una concentración de 107

unidades formadoras de colonias (UFC)/ml. Finalmente 100 μl de esta suspensión

(106 UFC) fueron inyectados a los ratones por vía endovenosa a través del seno

retroorbital del ojo. Además los ratones fueron tratados con N-aceytl-L-cisteina

(NAC), inyectando intraperitonealmente 100μl del antioxidante que se encontraba

a una concentración de 25 mg/ml. Cada grupo experimental estaba constituido por

15 ratones y el número de ratones muertos se controló cada 8 h. Los ratones

alimentados con una dieta de bajo contenido en lípidos (grupo control), se inocularon

con la misma cantidad de L.monocytogenes y también se trataron con una
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concentración similar de NAC. Los datos se expresaron como porcentaje de

supervivencia.

3.1.4.3. Transplante con linfoma murino

Las células ascíticas tumorales (LSTRA, un linfoma murino inducido por el virus de

Moloney a ratones Balb/c) fueron lavadas tres veces en PBS (Sigma) a 1200 rpm

(Beckman GS-6R) y resuspendidas en PBS (Sigma). Las células tumorales se

ajustaron a una concentración de 2x105 células viables por ratón y se inyectaron

por vía intraperitoneal. Para la medida del porcentaje de supervivencia, cada grupo

constaba de 20 ratones los cuales fueron alimentados durante 30 días con sus

respectivas dietas. El número de ratones muertos se comprobó cada 8 h. El grupo

control, alimentado con una dieta con bajo contenido en lípidos, recibió una cantidad

similar de células tumorales. Antes de cada ensayo, la viabilidad celular se comprobó

mediante exclusión con azul trypan.

3.1.5. Recuperación de bacterias viables a partir de bazo de ratones

infectados con Listeria monocytogenes

Los ratones alimentados durante 30 días con sus respectivas dietas experimentales

fueron infectados por inyección de 100 μl de una suspensión celular de L.
monocytogenes (105 UFC/ ml) a través del seno retroorbital del ojo. La misma

cantidad de suspensión bacteriana se inoculó a ratones alimentados con una dieta

de bajo contenido graso (grupo control). Las células esplénicas de los animales

infectados con L. monocytogenes fueron recogidas en PBS (Sigma), lavadas tres

veces, y los sobrenadantes se transladaron en un tubo estéril. El recuento de las

UFC en placa se efectuó mediante la realización de seis diluciones seriadas

procedentes de las suspensiones de células del bazo de los ratones infectados. Una

alicuota (5ml) de cada dilución fue transferida al medio TSA (Scharlau Chemist)

suplementado con un 7% de sangre de caballo (Oxoid). Las placas fueron incubadas

a 37ºC durante 24 h, y pasado este tiempo el número de colonias bacterianas fue

recontado a las 0, 24, 48 y 96 h tras la infección experimental de los ratones. Los

resultados se expresaron como log
10

 de bacterias viables.

3.1.6. Recuperación de bacterias viables a partir de bazo de ratones

infectados con Listeria monocytogenes y tratados con N-aceytl-L-cisteina

(NAC)

Los ratones alimentados durante 30 días con sus respectivas dietas experimentales,

fueron infectados por inyección de 100 μl de una suspensión celular de L.
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monocytogenes (105 UFC/ ml) a través del seno retroorbital del ojo. Posteriormente

los ratones se trataron mediante la inyección intraperitoneal de 100 μl de NAC (25

mg/ml) a cada ratón. Transcurridas 48 h tras la infección experimental, las células

esplénicas de los ratones infectados con L. monocytogenes se recogieron en PBS

(Sigma), lavadas tres veces, y los sobrenadantes se transladaron a un tubo estéril.

El recuento de las UFC en placa se efectuó mediante la realización de seis diluciones

seriadas procedentes de las suspensiones de células del bazo de los ratones

infectados. Una alicuota (5μl) de cada dilución se transfirió al medio TSA (Scharlau

Chemist) suplementado con un 7% de sangre de caballo (Oxoid). Las placas fueron

incubadas a 37ºC durante 24 h, y pasado este tiempo se contó el número de

colonias bacterianas. Los resultados se expresaron como log
10

 de bacterias viables.

3.1.7. Preparación de células murinas

3.1.7.1. Aislamiento y preparación  de timocitos

Los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical, procediendo posteriormente

a la desinfección de la piel con una solución de yodo. A continuación se extrajo el

timo, en condiciones estériles, y se depositó en PBS (Sigma). Las células fueron

disgregadas y se recogieron en tubos de centrífuga estériles. Las células se

mantuvieron durante 5 min a 4ºC con una solución lisante de hematíes (Red Buffer

Lising Cell, Sigma). Posteriormente se procedió al lavado de las células tres veces a

1200 rpm (Beckman GS-6R) a 4ºC durante 5 min. Los recuentos celulares se

efectuaron en un hemocitómetro (cámara de Neubauer), disponiendo 100 μl de

suspensión celular en 0.9 ml de líquido de Turk (3% ácido acético glacial, 97% de

agua destilada milli Q, azul de metileno); ajustando las células a una concentración

de 5x105 células/ml y siendo resuspendidas en medio RPMI 1640 (PAA Laboratories

GmbH) suplementado con SBF (PAA Laboratories GmbH) al 10%.

3.1.7.2. Aislamiento y preparación de esplenocitos

Los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical, procediendo posteriormente

a la desinfección de la piel con una solución de yodo. Posteriormente se extrajo el

bazo, en condiciones estériles, y se depositó en PBS (Sigma). Las células fueron

disgregadas y se recogieron en tubos de centrífuga estériles. Las células se

mantuvieron durante 5 min a 4ºC con una solución lisante de hematíes (Sigma). A

continuación, se procedió al lavado de las células tres veces a 1200 rpm (Beckman

GS-6R) a 4ºC y durante 5 min. Posteriormente los recuentos celulares se efectuaron

en un hemocitómetro (cámara de Neubauer), disponiendo 100 μl de la suspensión
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celular en 0.9 ml de líquido de Turk; ajustando las células a una concentración de

5x105 células/ml y siendo resuspendidas en medio RPMI 1640 (PAA

LaboratoriesGmbH) suplementado con SBF al 10% (PAA Laboratories GmbH).

3.1.7.3. Aislamiento y preparación de células peritoneales

Los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical, procediendo posteriormente

a la desinfección de la piel del animal con una solución de yodo. Todo el proceso de

extracción de las células y preparación de las mismas, se llevó acabo en condiciones

estériles. Con una jeringa estéril se inyectaron 3 ml de PBS (Sigma) en la región

peritoneal. A continuación se realizó un masaje en la región abdominal y se efectuó

la extracción de las células peritoneales con una pipeta Pasteur. Las células se

recogieron con PBS, manteniendo la suspensión celular en un baño con hielo. Las

células fueron lavadas tres veces con PBS a 1200 rpm (Beckman GS-6R), durante

5 min, a 4ºC. A continuación se efectuaron los recuentos celulares en un

hemocitómetro (cámara de Neubauer), ajustando las células a una concentración

de 1x105 células/pocillo. Las células se resuspendieron en medio RPMI 1640 (PAA

Laboratories GmbH) suplementado con SBF (PAA Laboratories GmbH) al 10%.

3.1.8. Viabilidad celular. Medida colorimétrica con MTT

La medida de la proliferación celular se efectuó siguiendo el ensayo propuesto por

Mossman (Mossman, 1983). Para la realización del ensayo se empleó 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma), este compuesto

se resuspendió a una concentración stock de 5 mg/ml en PBS (pH= 7,2, Sigma), se

esterilizó por filtración (Millipore 0.2 mm) y se conservó a 4ºC y en oscuridad hasta

su utilización.

El MTT es una sal de tetrazolium que tiene la capacidad de incorporarse a las

mitocondrias de las células vivas, y es rota por la actividad deshidrogenasa

mitocondrial de células viables produciendo una sal de formazán azul oscuro.

A cada uno de los pocillos que contenían células ajustadas a una concentración de

5x105 células/ml, se añadieron 20 μl de MTT, llevando las placas a incubar durante

4 h a 37ºC, en una atmósfera del 5% de CO
2
 y 98% de humedad relativa.

Posteriormente, las placas se centrifugaron a 1200 rpm (Beckman GS-6R)  y se

eliminaron los sobrenadantes, los precipitados se solubilizaron mediante la adición

de 150 μl de una solución de ácido clorhídrico 0.04 N en alcohol isopropílico (Panreac),

procediendo a una agitación vigorosa con una pipeta, con el objeto de disolver los

cristales de MTT formados. La placa se deja a temperatura ambiente 10 min y a

continuación se efectuó la lectura en un espectrofotómetro (Whittaker 2001,
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Saltzburg), utilizando una longitud de onda de referencia de 620 nm y una longitud

de onda de medida de 550 nm. Los valores se expresaron en unidades de densidad

óptica (D.O).

Por otra parte, la medida del efecto citotóxico llevado a cabo por las bacterias, se

realizó mediante un ensayo colorimétrico descrito por Mossman (Mossman, 1983)

aunque con algunas modificaciones. Las células esplénicas se aislaron y se ajustaron

a una densidad de 5x104 células/pocillo en RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH)

suplementado con SBF (PAA Laboratories GmbH) al 10%, y se dispusieron en placas

de 96 pocillos. La suspensión de bacterias en solución salina se preparó mediante

el proceso descrito anteriormente (capítulo 3.1.2). Las preparaciones bacterianas

(multiplicidad de infección [MOI] 20 bacterias por cada célula) se añadieron a los

pocillos de forma inmediata o bien tras haber sufrido un proceso de calentamiento

a una temperatura de 95ºC durante 30 min (bacterias muertas por calor). Los

controles positivos se prepararon añadiendo a los pocillos correspondientes una

solución al 1% de Tritón X-100 (Sigma), y a los pocillos de los controles negativos

se añadió la misma cantidad de PBS (Sigma). Las placas se incubaron durante 3 y

6 h a una temperatura de 37ºC en una atmósfera humificada y con un 5% de CO
2
.

Tras la incubación se añadieron 20 μl de MTT (5 mg/ml, pH 7,2, Sigma) a cada

pocillo. Tras 3 h de incubación, los sobrenadantes fueron decantados y los precipitados

de formazan se solubilizaron mediante la adición de 150 μl de una solución 0.04 N

de HCl en alcohol isopropílico (Panreac). Se procedió a una agitación vigorosa con

la pipeta para favorecer la disolución de los precipitados. El contenido de los pocillos

fue examinado espectrofotométricamente a 620 nm (Whittaker 2001). Los resultados

se expresaron como porcentaje de citotoxicidad, aplicando la siguiente ecuación:

% citotoxicidad = 1-(DO 
de los pocillos problema

/DO 
de los pocillos control negativo

) x 100

3.1.9. Ensayo de proliferación celular con mitógenos

El objetivo de este ensayo es el de provocar la activación de los linfocitos procedentes

del bazo y del timo, empleando para ello mitógenos específicos y procediendo

posteriormente, a la cuantificación de la proliferación celular mediante el método

colorimétrico basado en la reducción del MTT, descrito anteriormente (capítulo 3.1.7.)

En placas de microtiter de 96 pocillos se dispusieron 200 μl de suspensión celular

ajustadas a 5x105 células/ml en medio RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH)

suplementado con SBF (PAA Laboratories GmbH) al 10%. A continuación a cada

pocillo se le añaden cada uno de los mitógenos que previamente fueron resuspendidos

en RPMI 1640 suplementado con SBF al 10%. Los mitógenos utilizados en este
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ensayo fueron los siguientes, ajustados a las siguientes concentraciones:

concanavalina A (Con A, Sigma) a 20 mg/ml y lipopolisacárido (LPS, Sigma) a 20

mg/ml. Para cada ensayo se dispusieron varios pocillos que contenían 200 μl de la

suspensión celular en ausencia de mitógenos y que actuaron como grupo control.

Por último las placas se llevaron a incubar durante 24 h, a 37ºC, en una atmósfera

del 5% de CO
2
 y 98% de humedad relativa.

3.1.10. Análisis de la actividad bactericida

Una cepa virulenta de L. monocytogenes se cultivó en medio TSA (Scharlau Chemist)

suplementado con un 7% de sangre de caballo (Oxoid). Las bacterias se incubaron

a una temperatura de 37ºC durante 24 h. Pasado este tiempo, las bacterias se

resuspendieron en PBS estéril (Sigma) a una concentración de 108 UFC/ml. La

eficacia de las células peritoneales para eliminar bacterias en el interior de la célula

fue determinada previamente por procedimientos que han sido descritos con

anterioridad (Palombo et al.,1999), aunque en este caso se aplicó el protocolo

descrito con algunas modificaciones. De este modo las células peritoneales se

obtuvieron de los ratones alimentados con sus respectivas dietas, así como de

ratones alimentados con la dieta control (bajo contenido en lípidos) y se ajustaron

a una densidad de 2x106 células/ml. Dichas células se incubaron en presencia de L.

monocytogenes a 37ºC durante 1 h. La suspensión bacteriana se añadió en MOI de

20 bacterias por cada célula en PBS (Sigma). Pasado el tiempo de incubación, se

añadió a cada uno de los pocillos una solución de penicilina-estreptomicina (Sigma,

10.000 UI-10 mg/ml), con el objetivo de eliminar las bacterias que no habían sido

fagocitadas. Después de 30 min, las células se lavaron varias veces y se

resuspendieron en PBS suplementado con 1 g/l de albúmina sérica bovina (BSA,

Sigma). Para determinar las UFC de las bacterias internalizadas presentes

inicialmente, una alicuota de los macrófagos se sometió a un tratamiento de lisis

con digitonina e incubación de la muestra a una temperatura de 4ºC durante 15

min, con el fin de liberar las bacterias intracelulares. Posteriormente a partir de la

muestra se llevaron a cabo una serie de diluciones seriadas, y una alicuota de cada

dilución se dispuso en placas de TSA (Scharlau Chemist) suplementado con un 7%

de sangre de caballo (Oxoid); con el objetivo de cuantificar las UFC después de

haber incubado la placa durante 24 h a 37ºC. Los valores obtenidos en este caso

recibieron el nombre de recuento inicial.

El resto de la muestra de macrófagos se incubó durante 2 h a 37ºC, y posteriormente

los macrófagos se lisaron mediante el mismo procedimiento anteriormente descrito.

Las bacterias liberadas fueron cuantificadas por el procedimiento expuesto con

anterioridad. Los valores obtenidos en este caso se denominaron recuento final. La
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actividad bactericida de las células peritoneales se presentó como procentaje de

bacterias supervivientes y se expresó siguiendo la siguiente ecuación:

% Bacterias supervivientes=(recuento final[tiempo=2h]/ recuento inicial[tiempo=0h])X100

3.1.11. Determinación de la adhesión/invasión de Listeria monocytogenes

3.1.11.1. Ensayo de adhesión

Células esplénicas procedentes de ratones alimentados con sus respectivas dietas

experimentales y con la dieta control (con bajo contenido en grasa), se ajustaron a

una concentración de 3x105 células/pocillo en RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH)

suplementado con un 10% de SBF (PAA Laboratory GmbH), se ajustaron a una

concentración de 3x105 células/pocillo y se dispusieron en placas de 24 pocillos.

Para el ensayo de adhesión, las células se infectaron con 100 μl de cultivo bacteriano

(MOI de 20 bacterias por cada célula) seguido de 2, 4, 6, 8, 10 ó 12 h de incubación

a 37ºC en una atmósfera con un 5% de CO
2
. Pasado el tiempo de incubación de las

células, las bacterias fueron retiradas de los sobrenadantes mediante el lavado de

las células con RPMI 1640. A continuación, las células se lisaron añadiéndoles 1 ml

de una solución al 1% de Tritón X-100 (Sigma) durante 5 min a 37ºC. Posteriormente

se realizaron 10 diluciones seriadas en 0.9 ml de PBS (Sigma). Después se

dispusieron 5 μl de cada una de las diluciones en placas de agar sangre. Finalmente,

se procedió al recuento de las CFU de cada una de las placas pasadas las 24 h de

incubación de las mismas a 37ºC. Cada experimento se llevó a cabo por triplicado

y se repitió tres veces. Los resultados se expresaron como log
10

 bacterias viables.

3.1.11.2. Ensayo de invasión

Para el ensayo de invasión, pasado el tiempo de incubación de las células esplénicas,

de ratones alimentados con sus respectivas dietas experimentales y con la dieta

control en presencia de la suspensión bacteriana de L. monocytogenes, a las 2, 4,

6, 8, 10 ó 12 h, 1 ml de RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH) suplementado con un

10% de SBF (PAA Laboratories GmbH) y 10mg de gentamicina/ml (Sigma) se añadió

al cultivo celular infectado para eliminar las bacterias extracelulares. En presencia

de la gentamicina, las células se incubaron durante 2 h a 37ºC y en una atmósfera

con un 5% de CO
2
. Posteriormente las células se lavaron varias veces con RPMI

1640, con el objeto de eliminar tanto el medio como los antibióticos añadidos, y se

lisaron con 1 ml de Tritón X-100 al 1% durante 5 min a 37ºC. Las bacterias viables
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se cuantificaron por el método previamente descrito. Cada experimento se llevó a

cabo por triplicado y se repitió tres veces. Los resultados se expresaron como log
10

bacterias viables.

3.1.12. Medición de anión superóxido mediante nitroblue tetrazolium (NBT)

3.1.12.1. Medición de anión superóxido mediante nitroblue tetrazolium

(NBT) en presencia de Listeria monocytogenes

Una vez transcurridos los 30 días, en los cuales los ratones se alimentaron con sus

respectivas dietas lipídicas, los animales fueron sacrificados mediante dislocación

cervical. Las células peritoneales se obtuvieron y se ajustaron a una concentración

de 5x105 células/ml. Posteriormente se dispusieron en una placa de 96 pocillos y se

incubaron durante 2 h a 37ºC en una atmósfera con un 5% de CO
2
, en presencia de

L. monocytogenes la cual se encontraba a un MOI de 20 bacterias por célula. Las

células se incubaron en RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH) suplementado con un

10% de SBF (PAA Laboratories GmbH).

Pasado el periodo de incubación junto con L. monocytogenes, se añadió al medio

de cultivo de las células nitroblue tetrazolium (NBT, Sigma) a una concentración de

1 mM, dejando de nuevo incubar las células junto con dicha sustancia durante 2 h,

para medir la generación de aniones superóxido por parte de las células (Witz and

Czerniecki, 1988). A continuación, la reacción se detuvo añadiendo 50 μl de ácido

acético glacial (Panreac) a cada uno de los pocillos. Finalmente la liberación de

aniones superóxido por parte de las células se midió en un espectrofotómetro

(Whittaker 2001) a una longitud de onda de 560 nm. Los resultados se expresaron

como unidades de DO.

3.1.12.2. Medición de anión superóxido mediante nitroblue tetrazolium

(NBT) en presencia de inhibidores de la fosfolipasa y cyclooxigenasa

Una vez transcurrido el periodo de 30 días en el cual los ratones se alimentaron con

sus respectivas dietas, el inhibidor de fosfolipasa A
2
 llamado quinacrina (QUIN,

Sigma) fue inyectado por vía intraperitoneal a cada uno de los ratones a una

concentración de 1 mg/ml. Otro grupo de animales fue inyectado por vía

intraperitoneal con el inhibidor de la cyclooxigenasa indometacina (IND, Sigma),

también a una concentración de 1 mg/ml. Tras 24 h, los ratones fueron inyectados

con zymosan opsonizado (Sigma) a una concentración de 2 mg/ml, 2 h antes de

ser sacrificados. Seguidamente las células peritoneales se aislaron y se ajustaron a
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una concentración de 105 células/ml. Las células se depositaron en placas de 96

pocillos y se incubaron durante 2 h a 37ºC en una atmósfera humificada y con un

5% de CO
2
, en presencia de NBT (Sigma) a una concentración final de 1mM. De

este modo se mide la liberación de aniones superóxido llevada a cabo por las células.

Pasado el tiempo de incubación con el NBT, la reacción se detuvo añadiendo 50 μl

de ácido acético glacial (Panreac). Finalmente, la liberación de aniones superóxido

se midió en un espectrofotómetro (Whittaker 2001) a una longitud de onda de 560

nm. Los resultados se expresaron como unidades de DO.

3.1.13. Determinación de especies reactivas del oxígeno (ROS)

La monitorización de la respuesta oxidativa de las células se llevó a cabo mediante

la realización de una prueba de permeabilidad. Para ello se utilizó un compuesto

llamado 2´,7´dichlorodihydrofluorescein diacetate (H
2
DCFDA, Sigma). El H

2
DCFDA

difunde de forma pasiva al interior celular, donde las esterasas intracelulares liberan

los acetatos y la oxidación del 2´, 7´, dichlorodihydrofluorescein por el peróxido de

hidrógeno produce fluorescencia. Tras la preincubación de 2x106 células/ml en RPMI

1640 (PAA Laboratories GmbH) suplementado con SBF (PAA Laboratories GmbH) al

10% en presencia o ausencia de L. monocytogenes durante 6 ó 12 h (MOI 20

bacterias por cada célula), las células se volvieron a incubar durante 1 h a 37ºC en

presencia de H
2
DCFDA, el cual se dispuso a una concentración de 40 μM en cada

pocillo. A continuación las células se lavaron y se resuspendieron en 100 μl de PBS.

Posteriormente las muestras se analizaron fluorométricamente a una longitud de

onda de excitación de 480 nm y a una longitud de onda de emisión de 530 nm, en

un espectrofotómetro de fluorescencia (Cary Eclipse; Varian, Mulgrave, Australia).

Los resultados obtenidos se expresaron como unidades relativas de fluorescencia.

3.1.14. Actividad de células natural killer (NK) mediante liberación de

lactato deshidrogenasa (LDH)

La actividad de las células natural killer (NK) se determinó mediante la cuantificación

de la enzima lactato deshidrogenas (LDH), que se libera en las células esplénicas al

medio de cultivo. La citotoxicidad se determinó utilizando un kit (Citotox 96 non-

radioactive, Promega, Madison, WI, USA), de acuerdo con el protocolo del fabricante.

De este modo las células esplénicas (células efectoras) se ajustaron a 2x106 células/

pocillo y las células YAC-1 (células diana) se ajustaron a 104 células/pocillo. Ambos

tipos celulares se dispusieron en los pocillos de la placa de 96 pocillos a un ratio de

células efectoras/diana de 100:1, 50:1 y 25:1; todos ellos por triplicado. La liberación

máxima de LDH se determinó mediante la incubación de las células YAC-1 con un
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0,8% de Triton-X-100, en ausencia de células efectoras. La liberación espontánea

de LDH se midió a partir de la incubación de células YAC-1 en RPMI 1640 (PAA

Laboratories GmbH) suplementado con un 5% de SBF (PAA Laboratories GmbH).

Las placas se centrifugaron durante 5 min a 700 rpm (Beckman GS-6R)  para

favorecer la unión de las células efectoras y diana. Posteriormente, las placas se

incubaron durante 5 h a 37ºC en una atmósfera humificada con un 5% de CO
2
.

Seguidamente 45 min antes de la finalización del periodo de incubación se añaden

a los pocillos correspondientes el tampón de lisis. La mezcla sustrato se añadió a

cada pocillo de la placa una vez transcurridas las 5 h de incubación, y posteriormente

la placa se incubó 30 min a temperatura ambiente y protegida de la luz. Finalmente,

la reacción se detuvo con la solución «stop» y los valores de absorbancia a 492 nm

se determinaron fotométricamente en un lector de placas (Whittaker 2001). Los

valores para cada pocillo fueron expresados como porcentaje de LDH liberada y

calculados siguiendo la siguiente ecuación:

% citotoxicidad = [(DO
Experimental

-DO
Espontánea Efectora

-DO
Espontánea Diana

)/(DO
Máxima Diana

-DO
Espontánea Diana

)]x100%

3.1.15. Determinación de la actividad de proteasomas

La actividad de los proteasomas se determinó midiendo la permeabilidad de un

sustrato fluorigénico al interior de las células. Dicho sustrato es el N-succinyl-l-

leucyl-l-leucyl-l-valyl-l-tyrosine-7-amido-4-methylcoumarin (Sigma), de acuerdo con

protocolos que se han descrito previamente (Dallaporta et al., 2000). Los timocitos

procedentes de ratones que fueron alimentados con sus correspondientes dietas

lipídicas, se ajustaron a una concentración de 4x106 células/pocillo. Seguidamente

los timocitos se incubaron en presencia de L. monocytogenes durante 2 h y a un

MOI de 20 bacterias por cada célula en RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH)

suplementado con un 10% de SBF (PAA Laboratories GmbH). Finalizado el periodo

de incubación, las células se lavaron y se incubaron en PBS (Sigma) durante 30 min

en presencia del sustrato fluorigénico N-succinyl-l-leucyl-l-leucyl-l-valyl-l-tyrosine-

7-amido-4-methylcoumarin a la concentración de 100 mM, a una temperatura de

37ºC y en una atmósfera humificada y con un 5% de CO
2
. La medición de la

fluorescencia generada debido a la ruptura del sustrato se cuantificó en un

espectrofluorímetro (Varian, Cary Eclipse). La longitud de onda de excitación fue de

380 nm y la de emisión de 460 nm. El inhibidor de proteasomas MG132 (CBZ-

leucyl-leucyl-leucinal, Sigma) se utilizó como control negativo a una concentración

de 30 mM. Los valores obtenidos se expresaron como unidades arbitrarias de

fluorescencia.
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3.1.16. Análisis cuantitativo de la fragmentación de ADN

Timocitos procedentes de ratones alimentados con sus respectivas dietas lipídicas,

se ajustaron a una concentración de 1x106 células/pocillo en RPMI 1640 (PAA

Laboratories GmbH) suplementado con un 10% se SBF (PAA Laboratories GmbH).

Seguidamente, se incubaron en presencia de L. monocytogenes (MOI 20 bacterias

por célula) durante 2h. Pasado el tiempo de incubación, las células se lavaron tres

veces con PBS (Sigma) y a los precipitados celulares se les añadió 0.5 ml de tampón

de lisis (10 mM de Tris-HCl (pH 8), 1 mM EDTA, 0,2% Triton-X-100) y se llevaron a

centrifugar a 10000 rpm durante 20 min a 4ºC. A continuación, los sedimentos se

resuspendieron en 0.5 ml de tampón de lisis y tanto a estos como a los sobrenadantes

se les añadió 0.5 ml de una solución de tricloroacético (TCA, 25%, Fluka). Las

muestras se llevaron a incubar a 4ºC durante 24h. Pasado el tiempo de incubación,

las muestras se centrifugaron a 10000 rpm durante 20 min y a los precipitados se

les añadió 350 μl de TCA al 5%. Las células se incubaron a 83ºC durante 20 min, y

se les añadió 0.7 ml de una solución de difenilamina (DPA, Fluka) [150 mg DPA en

10 ml de ácido acético glacial, 150 μl de ácido sulfúrico y 50 μl de acetaldehido(16

mg/ml)]. Las células se incubaron durante 24 h a temperatura ambiente. La cantidad

de ADN fragmentado se calculó mediante la lectura de la absorbancia a 600 nm. El

porcentaje de ADN fragmentado se calculó mediante la siguiente ecuación:

% ADN fragm = [(DO 
sobrenadantes

)/(DO
sobrenadante

 + DO
precipitados

)] x 100

3.1.17. Actividad de caspasa-3

Timocitos procedentes de animales alimentados con sus respectivas dietas

experimentales se ajustaron a una concentración de 1x106 células/pocillo en RPMI

1640 (PAA Laboratories GmbH) suplementado con SBF (PAA Laboratories GmbH) al

10%. Las células se incubaron durante 2 h en presencia de L. monocytogenes (MOI

20 bacterias por cada célula). Tras el periodo de incubación las células se lavaron

tres veces con PBS (Sigma) y se lisaron. La actividad de la enzima caspasa-3

(CPP32/apopain) fué analizada utilizando un kit (EnzChek Caspase-3 Assay Kit,

Molecular Probes), siguiendo el protocolo del fabricante. La placa de ensayo se

incubó durante 30 min a temperatura ambiente. La fluorescencia se midió por la

rotura del sustrato empleado para este ensayo Z-DEVD-R110 [bis-(N-CBZ-L-aspartyl-

L-glutamyl-L-valyl-L-aspartic acid amide], en el cual la rodamina 110 se genera a

partir del sustrato por la acción de la caspasa. La actividad de la caspasa-3 se

cuantificó en un espectrofluorímetro (Cary Eclipse Varian) a una longitud de onda

de excitación de 488 nm y a una longitud de onda de emisión de 530 nm. Para la
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inhibición de la caspasa-3 se utilizó el inhibidor específico de caspasa-3 acetyl-Asp-

Glu-Val-Asp-aldehyde (Ac-DEVD-CHO).

3.2. ENSAYOS IN VITRO

3.2.1. Aislamiento y preparación de células

Los tipos celulares aislados (timocitos, esplenocitos y células peritoneales) se

prepararon según la metodología descrita en el capítulo 3.1.6.

3.2.2. Viabilidad celular

3.2.2.1. Inhibidor de la fosfolipasa A
2

Los timos murinos fueron diseccionados, homogeneizados y sus células se obtuvieron

y se ajustaron a una densidad de 105 células/ml en RPMI 1640 (PAA Laboratories

GmbH) suplementado con SBF (PAA Laboratories GmbH) al 10%. La suspensión

celular se dispuso en placas de 96 pocillos, y en los pocillos correspondientes se

fueron añadiendo los ácidos grasos siguientes ácido oleico (Sigma), ácido

eicosapentaenoico (Sigma) o ácido esteárico (Sigma) a una concentración de 25,

50, 100 y 200 mM. Posteriormente, la placa se llevó a incubar durante 72 h a 37ºC,

en una atmósfera humificada y con un 5% de CO
2
, en presencia del inhibidor de la

fosfolipasa QUIN (Sigma) el cual se utilizó a una concentración de 10 mM. Tras el

periodo de incubación, la viabilidad de los timocitos se midió mediante un ensayo

colorimétrico con MTT (Sigma), de acuerdo con el protocolo descrito por Mossmann

(capítulo 3.1.8.). Los resultados se expresaron como porcentaje de viabilidad. La

DO del grupo control (cultivos celulares en ausencia de ácidos grasos libres) se

consideró como 100% de viabilidad.

3.2.2.2. Inhibidor de la ciclooxigenasa

Los timos procedentes de ratones fueron diseccionados, homogeneizados y sus

células se obtuvieron y se ajustaron a una densidad de 105 células/ml en RPMI

1640 (PAA Laboratories GmbH) suplementado con SBF (PAA Laboratories GmbH) al

10%. La suspensión celular se dispuso en placas de 96 pocillos, y en los pocillos

correspondientes se fueron añadiendo los ácidos grasos siguientes ácido oleico,

ácido eicosapentaenoico o ácido esteárico (Sigma), a una concentración de 25, 50,

100 y 200 mM. Posteriormente, la placa se llevó a incubar durante 72 h a 37ºC, en

una atmósfera humificada y con un 5% de CO
2
, en presencia del inhibidor de la
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cyclooxigenasa IND (Sigma) el cual se utilizó a una concentración de 10 mM. Tras

el periodo de incubación, la viabilidad de los timocitos se analizó mediante un

ensayo colorimétrico basado en la utilización MTT (Sigma), según protocolo descrito

por Mossmann (capítulo 3.1.7.). Los resultados se expresaron como porcentaje de

viabilidad. La DO del grupo control (cultivos celulares en ausencia de ácidos grasos

libres) se consideró como el 100% de viabilidad.

3.2.2.3. Inhibidor de la lipooxigenasa

Los timos procedentes de ratones fueron diseccionados, homogeneizados y sus

células se obtuvieron y se ajustaron a una densidad de 105 células/ml en RPMI

1640 (PAA Laboratories GmbH) suplementado con SBF (PAA Laboratories GmbH) al

10%. La suspensión celular se dispuso en placas de 96 pocillos, y en los pocillos

correspondientes se fueron añadiendo los ácidos grasos siguientes ácido oleico,

ácido eicosapentaenoico o ácido esteárico (Sigma), a una concentración de 25, 50,

100 y 200 mM. Posteriormente, la placa se llevó a incubar durante 72 h a 37ºC, en

una atmósfera humificada y con un 5% de CO
2
, en presencia del inhibidor de la

lipooxigenasa ácido nordihydroxyguarético (NDGA, Sigma), el cual se utilizó a una

concentración de 10 mM. Una vez transcurridas las 72 h de incubación, la viabilidad

de las células linfocitarias se determinó mediante un ensayo colorimétrico que utiliza

el MTT (Sigma) como sustrato, siguiendo el protocolo descrito por Mossmann y

expuesto con anterioridad (capítulo 3.1.8.). Los resultados se expresaron como

porcentaje de viabilidad. La DO del grupo control (cultivos celulares en ausencia de

ácidos grasos libres) se consideró como el 100% de viabilidad

3.2.3. Medición de anión superóxido mediante nitroblue tetrazolium (NBT)

La medida de producción de peróxidos lipídicos se llevó a cabo mediante la utilización

de una técnica colorimétrica basada en la reducción del NBT (Sigma). El NBT es una

sal, que en presencia de superóxidos sufre un proceso de reducción.

En placas de 96 pocillos se dispusieron 200 μl de suspensión celular ajustadas a

5x105 cel/ml en medio RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH) suplementado con SBF

(PAA Laboratories GmbH) al 10%. Posteriormente la placa se llevó a incubar durante

2-3 h a 37ºC, en una atmósfera con un 5% de CO
2 
y 98% de humedad relativa, en

presencia de los ácidos grasos oleico, eicosapentaenoico o esteárico que se ajustaron

a una concentración de 100 mM.  A cada uno de los pocillos que contenía la suspensión

celular se añadieron 20 μl de NBT procedente de una solución stock a concentración

de 10 mM. La concentración final en cada pocillo fue de 1 mM. A continuación la

placa se llevó a incubar durante 2 h a 37ºC, en una atmósfera del 5% de CO
2 
y 98%
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de humedad relativa. Pasado el tiempo de incubación, se añadieron a cada pocillo

50 μl de una solución de ácido acético glacial (Panreac), procediendo a una agitación

vigorosa con una pipeta, con el objeto de disolver los cristales de NBT formados. La

placa se dejo a temperatura ambiente 10 min aproximadamente y a continuación

se efectuó la lectura de la misma en un espectrofotómetro (Whittaker 2001) a una

longitud de onda de 560 nm. Finalmente los valores obtenidos fueron expresados

como unidades de DO.

3.2.4. Determinación de la actividad de proteasomas

La actividad de los proteasomas se determinó midiendo la permeabilidad de un

sustrato fluorigénico al interior de las células. Dicho sustrato es el N-succinyl-l-

leucyl-l-leucyl-l-valyl-l-tyrosine-7-amido-4-methylcoumarin (Sigma), de acuerdo con

protocolos que han sido descritos previamente (Dallaporta et al, 2000). Los timocitos

se ajustaron a una concentración de 4x106 células/pocillo en RPMI 1640 (PAA

Laboratories GmbH) suplementado con SBF (PAA Laboratories GmbH) al 10%, y se

cultivaron en presencia de los ácidos grasos libres oleico, eicosapentaenoico o

esteárico a una concentración de 100 mM, durante 24 h a 37ºC en una atmósfera

del 5% de CO
2
 y una humedad relativa del 98%. Pasado el tiempo de incubación las

células se lavaron y se incubaron en 200 μl de PBS (Sigma), y se incubaron en

presencia del sustrato fluorigénico N-succinyl-l-leucyl-l-leucyl-l-valyl-l-tyrosine-7-

amido-4-methylcoumarin, a una concentración de 100 mM, durante 30 min a 37ºC

en una atmósfera humificada y con 5% de CO
2
. La generación de fluorescencia

debido a la disgregación del sustrato se midió en un espectrofluorímetro (Varian,

Cary Eclipse). La longitud de onda de excitación fue de 380 nm y la longitud de

onda de emisión fue de 460 nm. El inhibidor de proteasomas MG132 (Sigma) se

utilizó a una concentración de 30 mM. Los valores obtenidos se expresaron como

unidades arbitrarias de fluorescencia.

3.2.5. Preparación de células YAC-1

Células procedentes del linfoma murino YAC-1 se cultivaron en RPMI 1640 (PAA

Laboratories GmbH) suplementado con un 10% de SBF (PAA Laboratories GmbH).

Las células se incubaron a una temperatura de 37ºC en una atmósfera humificada

al 98% y con un 5% de CO
2
.

3.2.6. Medición de la proliferación celular con Sytox-green

Células YAC-1 (linfoma murino) a una concentración de 1x104 células/pocillo en

RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH) suplementado con un 10% de SBF (PAA



ANÁLISIS DE LAS FUNCIONES INMUNES…/Mª Ángeles Puertollano Vacas  63

Laboratories GmbH), se cultivaron en presencia de ácidos grasos libres (ácido

linolénico , ácido araquidónico, ácido linoleico, ácido eicosapentaenoico, ácido oleico

y ácido esteárico, Sigma), a una concentración de 150 mM, durante 24 h a 37ºC.

Pasado el tiempo de incubación, las células dispuestas en placas de 96 pocillos se

incubaron en presencia de Sytox-Green (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) a

una concentración de 1 mM durante 15 min a 37ºC. A continuación, las células se

lavaron y se resuspendieron en PBS (Sigma). Finalmente, la fluorescencia se midió

en un espectrofluorímetro (Cary Eclipse Varian) a una longitud de onda de excitación

de 488 nm y a una longitud de onda de emisión de 530 nm. Los resultados obtenidos

se expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia.

3.2.7. Análisis de la acumulación de tracilgliceroles con rojo nilo

Células YAC-1 a una concentración de 1x104 células/pocillo en RPMI 1640 (PAA

Laboratories GmbH) suplementado con un 10% de SBF (PAA Laboratories GmbH),

se cultivaron en presencia de ácidos grasos libres (ácido linolénico, ácido

araquidónico, ácido linoleico, ácido eicosapentaenoico, ácido oleico y ácido esteárico,

Sigma), a una concentración de 150 mM, durante 24 h a 37ºC, en una atmósfera

del 5% de CO
2
 y una humedad relativa del 98%. Pasadas las 24 h de incubación, las

células dispuestas en placas de 96 pocillos, se volvieron a incubar en presencia de

rojo nilo (Sigma) a una concentración de 1 mg/ml durante 10 min. Posteriormente,

las células se lavaron con PBS (Sigma) y la fluorescencia se midió en un

espectrofluorímetro (Cary Eclipse Varian) a una longitud de onda de excitación de

488 nm, y a una longitud de onda de emisión de 530 nm. Los resultados se

expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia.

 

3.2.8. Determinación de especies reactivas del oxígeno (ROS)

Células YAC-1 a una concentración de 2x106 células/ml en RPMI 1640 (PAA

Laboratories GmbH) suplementado con un 10% de SBF (PAA Laboratories GmbH),

se cultivaron en presencia de ácidos grasos libres (ácido linolénico, ácido

araquidónico, ácido linoleico, ácido eicosapentaenoico, ácido oleico y ácido esteárico,

Sigma), a una concentración de 150 mM, durante 24 h a 37ºC, en una atmósfera

del 5% de CO
2 
y una humedad relativa del 98%. Pasadas las 24 h de incubación, las

células se volvieron a incubar durante 30 min a 37ºC junto con H
2
DCFDA, el cual se

dispuso a una concentración de 10 mM en cada pocillo. A continuación las células

se lavaron y se suspendieron en 100 μl de PBS. Posteriormente las muestras se

analizaron fluorométricamente a una longitud de onda de excitación de 480 nm y a

una longitud de onda de emisión de 535 nm, en un espectrofotómetro de
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fluorescencia (Cary Eclipse Varian). Los resultados obtenidos se expresaron como

unidades relativas de fluorescencia. La intensidad relativa de fluorescencia se expresó

como porcentaje del control. Las células no tratadas se consideraron como el 100%.

3.2.9. Análisis cuantitativo de fragmentación de ADN

Para el análisis cuantitativo de ADN, células YAC-1 se ajustaron a la concentración

de 1x106 células/pocillo y se incubaron durante 24 h en presencia de ácidos grasos

libres (ácido linolénico, ácido araquidónico, ácido linoleico, ácido eicosapentaenoico,

ácido oleico y ácido esteárico, Sigma) a una concentración de 150 mM. Los

precipitados celulares se prepararon por centrifugación a 1200 rpm (Beckman)

durante 5 min. Seguidamente se lisaron en 0.5 ml de buffer de lisis que contenía 10

mM de Tris-HCl (pH 8), 1 mM EDTA, 0,2% Triton-X-100, y se llevaron a centrifugar

a 10000 rpm durante 20 min a 4ºC. Los sedimentos se suspendieron en 0.5 ml de

buffer de lisis. Posteriormente 0.5 ml de tricloroacético (TCA, Sigma) al 25% se

añadieron a los precipitados y los sobrenadantes, y se incubaron a 4ºC durante 24

h. Las muestras se centrifugaron a 10000 rpm y los sedimentos se suspendieron en

80 ml de TCA al 5%. Seguidamente, se incubaron a 83ºC durante 20 min. A

continuación, 160 μl de solución de difenilamina (DPA) [150 mg DPA en 10 ml de

ácido acético glacial, 150 μl de ácido sulfúrico y 50 μl de acetaldehido(16 mg/ml)]

se añadieron a cada muestra, y se incubaron a temperatura ambiente durante 24

h. La cantidad de ADN fragmentado se calculó mediante la lectura de la absorbancia

a 600 nm. El porcentaje de ADN fragmentado se calculó mediante la siguiente

ecuación:

% ADN fragm = [(DO 
sobrenadantes

)/(DO
sobrenadante

 + DO
precipitados

)] x 100

3.2.10. Actividad de caspasa-3

Células YAC-1 ajustadas a una concentración de 1x106 células/pocillo, se incubaron

durante 24 h en presencia de ácidos grasos libres (ácido linolénico, ácido

araquidónico, ácido linoleico, ácido eicosapentaenoico, ácido oleico y ácido esteárico,

Sigma) a la concentración de 150 mM. Tras el periodo de incubación, las células se

recogieron y se lavaron en PBS (Sigma). Posteriormente las células se lisaron y la

actividad de la caspasa-3 (CPP32/apopain) fue analizada utilizando un kit (EnzChek

Caspase-3 Assay Kit, Molecular Probes), siguiendo el protocolo del fabricante. La

placa de ensayo se incubó durante 30 min a temperatura ambiente. La fluorescencia

se midió por la rotura del sustrato empleado para este ensayo Z-DEVD-R110 [bis-

(N-CBZ-L-aspartyl-L-glutamyl-L-valyl-L-aspartic acid amide], en el cual la rodamina
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110 se genera a partir de Z-DEVD-E110 sustrato por la acción de la caspasa. La

actividad de la caspasa-3 se cuantificó en un espectrofluorímetro (Cary Eclipse

Varian) a una longitud de onda de excitación de 488 nm y a una longitud de onda

de emisión de 530 nm. Para la inhibición de la caspasa-3 se utilizó el inhibidor

específico de caspasa-3 acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyde (Ac-DEVD-CHO).

3.3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los resultados son expresados en todos los casos como media ±  error estándar de

la media (SEM). Los análisis estadísticos se llevaron a cabo mediante análisis de

varianza con el objeto de comparar los efectos de las dietas experimentales con los

del grupo control (animales alimentados con la dieta baja en lípidos, dieta LF).

Cuando las diferencias fueron significativas, las medias fueron comparadas utilizando

el test de Fisher (Fisher´s least significant difference (LSD) test). Un valor de P<0.05

fue considerado como estadísticamente significativo.



4. Resultados
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4.1.  ENSAYOS IN VIVO Y EX VIVO

4.1.1. Ensayos con Listeria monocytogenes

4.1.1.1. Peso de los ratones y de los bazos después de la administración de

dietas lipídicas y tras la infección experimental con Listeria monocytogenes

El peso de los ratones en cada uno de los grupos después de la administración de

las respectivas dietas experimentales no mostró ninguna diferencia estadísticamente

significativa en comparación con los valores del peso de los ratones determinados

antes de la infección experimental con L. monocytogenes dentro de cada grupo

experimental (Tabla 3). Por el contrario, el peso del bazo procedente de los grupos

alimentados con la dieta control, aceite de pescado y aceite de coco a las 96 h de la

infección experimental con L. monocytogenes incrementó de manera significativa

(Tabla 3).

Tabla 3. Pesos de ratón y de bazo en ratones alimentados con las dietas

experimentales
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4.1.1.2. Recuentos de células peritoneales

La Tabla 4 muestra el número de células peritoneales aisladas en los diferentes

grupos analizados. Los recuentos de células peritoneales en los grupos alimentados

con aceite de oliva o aceite de pescado mostraron valores similares antes de la

infección experimental con L. monocytogenes. Por el contrario, el número de células

peritoneales aisladas de estos grupos después de la infección experimental descendió

de manera sustancial a las 48 y 96 h. Por otra parte, los recuentos de células

peritoneales de ratones alimentados con una dieta que contenía aceite de coco

incrementaron de forma relevante a las 48 y 96 h de la infección experimental con

L. monocytogenes en comparación con valores de este grupo antes de la infección

experimental.

Tabla 4. Recuentos de células peritoneales procedentes de ratones alimentados

con dietas lipídicas e infectados experimentalmente con Listeria monocytogenes

4.1.1.3. Ensayos de supervivencia tras la infección experimental con Listeria

monocytogenes

La Figura 4 muestra el porcentaje de supervivencia en ratones alimentados con

dietas lipídicas tras una infección experimental con una dosis letal de una cepa

virulenta de L. monocytogenes inyectada por vía endovenosa. Los resultados sugieren

que aquellos ratones alimentados con una dieta rica en grasas de naturaleza

insaturada (aceite de oliva o aceite de pescado), son menos resistentes a la infección

promovida por L. monocytogenes que el grupo control (alimentado con una dieta

de bajo contenido en grasa). Dentro del grupo de ratones alimentados con una

dieta de elevado contenido graso, el porcentaje de supervivencia de los animales
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alimentados con una dieta rica en aceite de oliva (Figura 4A) o de coco (Figura 4C)

fue mayor tras infección experimental con L. monocytogenes, el porcentaje de

supervivencia observado en aquellos animales alimentados con una dieta rica en

aceite de pescado (Figura 4B). De hecho, el 80% de los ratones alimentados con

esta dieta murieron tan sólo 48 h después de ser sometidos a la infección

experimental con L. monocytogenes (Figura 4B).

Figura 4. Porcentaje de supervivencia de los ratones alimentados con

dietas lipídicas e infectados experimentalmente con Listeria

monocytogenes. Los ratones (n=15 en cada grupo experimental) fueron
alimentados con sus respectivas dietas durante treinta días e inoculados con
una dosis letal de L. monocytogenes a 106 UFC. Los círculos cerrados (líneas
rojas) representan los porcentajes de supervivencia de ratones alimentados con
la dieta control (baja concentración de lípidos). Los círculos abiertos (líneas
verdes) representan los porcentajes de supervivencia de ratones alimentados
con aceite de oliva (A), aceite de pescado (B) o aceite de coco (C). Los
experimentos fueron repetidos tres veces con resultados similares.
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4.1.1.4. Ensayos de supervivencia tras una infección experimental con

Listeria monocytogenes y tratamiento con N-acetil-L-cisteina (NAC)

Transcurrido el período de administración de las respectivas dietas lipídicas, los

ratones fueron sometidos a una infección experimental con L. monocytogenes y

simultáneamente a un tratamiento mediante inyección intraperitoneal con el

antioxidante NAC, tal y como se describe en el capítulo de materiales y métodos

(capítulo 3.1.4.2).

La Figura 5 muestra los resultados de la supervivencia de los ratones tanto aquellos

tratados con NAC como los no tratados con el antioxidante. De acuerdo a los datos

experimentales obtenidos, la administración de NAC a los ratones alimentados con

las dietas ricas en aceite de oliva, aceite de pescado o aceite de coco no tuvo

ningún efecto sobre  la supervivencia de los ratones; ya que el porcentaje de ratones

vivos, sometidos al tratamiento con el antioxidante e infectados con la bacteria, no

presentó a lo largo del tiempo diferencias significativas con respecto al porcentaje

de ratones vivos que solo fueron infectados con L. monocytogenes (Figuras 5B-D)

. Sin embargo, 48 h después del tratamiento con NAC y con L. monocytogenes, el

porcentaje de ratones muertos en el grupo alimentado con la dieta de bajo contenido

graso (grupo control) se redujo de forma considerable (Figura 5A). De hecho en

este último grupo el antioxidante NAC parece mantener la resistencia de los ratones

a la infección causada por L. monocytogenes, ya que un 25% de los ratones

sobrevivieron tras la infección experimental con la bacteria.
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Figura 5. Porcentaje de supervivencia de ratones después de la infección

experimental con Listeria monocytogenes y tratados con el antioxidante

N-acetil-L-cisteína (NAC). Los ratones fueron alimentados con sus respectivas
dietas durante cuatro semanas (n=15 en cada grupo experimental). Los círculos
cerrados (líneas rojas) representan los porcentajes de supervivencia de ratones
infectados experimentalmente con L. monocytogenes. Los círculos abiertos (líneas
verdes) representan el porcentaje de supervivencia de ratones infectados con L.
monocytogenes e inyectado por vía intraperitoneal con N-acetil-L-cisteína (NAC)
a una concentración de 25 mg/ml. A) porcentaje de supervivencia de ratones
alimentados con una dieta baja en lípidos (dieta control). B) aceite de oliva. C)
aceite de pescado. D) aceite de coco. Los experimentos fueron repetidos tres
veces con resultados similares.

4.1.1.5. Recuperación de bacterias viables a partir de bazo tras la infección

experimental con Listeria monocytogenes

El número de bacterias viables obtenidas a partir del bazo de ratones infectados con L.

monocytogenes y alimentados con sus respectivas dietas experimentales, se consideró

como una indicación del estado en que se encontraba el sistema inmune de los ratones

tras la administración de las dietas lipídicas. Transcurridas 48 h de la infección

experimental con L. monocytogenes, el número de bacterias viables fue mayor en
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ratones alimentados con dietas de elevado contenido graso. De estos grupos, el menor

recuento de bacterias viables se encontró en el grupo alimentado con la dieta rica en

aceite de oliva. Sin embargo, transcurridos 96 h de la infección experimental, el mayor

recuento de bacterias viables se obtuvo en los bazos procedentes de animales

alimentados con las dietas ricas tanto en aceite de pescado como en aceite de oliva,

mientras que a partir de los bazos procedentes de ratones alimentados con aceite de

coco se obtuvieron el menor número de bacterias viables (Tabla 5)

Tabla 5. Número de bacterias recuperadas de bazos de ratones alimentados con

dietas lipídicas después de la infección experimental con Listeria monocytogenes

4.1.1.6. Recuperación de bacterias viables a partir de bazo de ratones

infectados con Listeria monocytogenes y tratados con N-acetil-L-cisteína

(NAC)

La Figura 6 representa el número de bacterias viables recuperadas a partir del bazo

de ratones sometidos a una infección experimental con L. monocytogenes y de

ratones sometidos a la infección con la bacteria y simultaneamente a un tratamiento

con NAC. En ambos casos el número de bacterias viables se obtuvo tras 48 h de

haber sometido a los animales al tratamiento correspondiente.

Los resultados que se presentan en la Figura 6, demuestran que la recuperación de

L. monocytogenes fue superior en los bazos que procedían de ratones alimentados

con la dieta rica en aceite de pescado, comparando estos valores con los obtenidos

en otros grupos. Sin embargo, la administración por vía intraperitoneal del NAC no
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ejerce ningún efecto sobre la recuperación de bacterias a partir de bazos de ratones

alimentados tanto con la dieta rica en aceite de oliva como con la dieta rica en

aceite de pescado. Por el contrario, se observó una significativa reducción en el

número de bacterias recuperadas a partir de los bazos procedentes de ratones

alimentados tanto con una dieta rica en aceite de coco como con una dieta de bajo

contenido en lípidos (grupo control), y tratados con el antioxidante NAC (P<0.05).

Figura 6. Recuperación de L. monocytogenes viables a partir del bazo

de ratones alimentados con dietas lipídicas y tratados con N-acetil-L-

cisteína (NAC). Los ratones fueron experimentalmente inoculados con NAC
por vía intraperitoneal a una concentración de 25 mg/ml durante 48 h. Los
bazos fueron aislados y homogenizados en PBS. Los recuentos bacterianos se
llevaron a cabo siguiendo el protocolo descrito en la sección de Material y métodos.
Los ratones fueron infectados con L. monocytogenes en ausencia de NAC (barras
abiertas) o en presencia de NAC (barras cerradas). El número de las colonias
bacterianas fue contado y los resultados han sido expresados como log10 de
bacterias viables. Las barras representan la media error ±  estándar de la muestra
de tres determinaciones independientes (n=5 en cada grupo experimental).
*P<0.05 comparado con los valores en ausencia de NAC. CT, control; AO, aceite
de oliva; AP, aceite de pescado; AC, aceite de coco.



ANÁLISIS DE LAS FUNCIONES INMUNES…/Mª Ángeles Puertollano Vacas  74

4.1.1.7. Ensayo de viabilidad celular a la infección por Listeria

monocytogenes

El efecto citotóxico que L. monocytogenes ejerce sobre las células esplénicas

del hospedador, se cuantificó mediante el ensayo colorimétrico basado en la reducción

del MTT; como se indicó en el apartado de materiales y métodos. La actividad

citotóxica debida a la presencia de L. monocytogenes se determinó después de 3 y

6 h de incubación. Los resultados más característicos, comparados con el control

positivo (células tratadas con Triton X-100), se observaron en los grupos alimentados

con las dietas que contenían aceite de oliva y de aceite de pescado, en los cuales el

porcentaje de citotoxicidad incrementó en un 31 y 38%, respectivamente (Figura

7B y C) después de 6 h de incubación de las células esplénicas en presencia de L.

monocytogenes, mientras que en los otros grupos este porcentaje fue inferior a un

17%. Por otra parte los grupos alimentados tanto con la dieta de bajo contenido

graso (Figura 7A) como con la dieta rica en aceite de coco (Figura 3D), presentaron

un reducido porcentaje de citotoxicidad tras 6 h de incubación con la bacteria

(P<0.05). El incremento de citotoxicidad producido por L. monocytogenes después

de 3 a 6 h de incubación celular se mantuvo en todos los grupos, con la excepción

del grupo alimentado con aceite de coco, en el cual dicho porcentaje se redujo de

forma significativa. Sin embargo, las bacterias muertas por calor no causaron ningún

efecto citotóxico apreciable a los cultivos celulares.
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Figura 7. Análisis de citotoxicidad de células esplénicas procedentes de

ratones alimentados con dietas lipídicas e infectados con Listeria

monocytogenes. La citotoxicidad fue cuantificada por el ensayo colorimétrico
del MTT. Las células fueron incubadas en presencia de un control positivo como
Triton X-100 (barras azules), en presencia de L. monocytogenes viables (barras
rojas) o en presencia de L. monocytogenes muertas por calor (barras verdes)
durante un período de 3 ó 6 h. Las figuras muestran los porcentajes de
citotoxicidad de L. monocytogenes en células esplénicas de ratones alimentados
con una dieta control (A), dieta que contiene aceite de oliva (B), dieta que
contiene aceite de pescado (C) o dieta que contiene aceite de coco (D). Los
valores son expresados como media ±  error estándar de la muestra de tres
determinaciones independientes (n=3 en cada grupo experimental). *P<0.05
comparado con el porcentaje del control positivo (células tratadas con Triton X-
100) en cada grupo experimental.

4.1.1.8. Proliferación celular

La proliferación de linfocitos aislados del bazo de ratones alimentados con las

respectivas dietas experimentales, se llevó a cabo mediante el ensayo colorimétrico

basado en la reducción del MTT, con el objetivo de cuantificar el índice de estimulación

de los linfocitos del bazo tras 24 h de incubación. Las células se incubaron en

presencia de Con A o de LPS. Como se ilustra en la Figura 8, los resultados revelan
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que la proliferación de las células procedentes de aquellos ratones alimentados

tanto con la dieta rica en aceite de pescado como con la dieta rica en aceite de coco

y estimuladas tanto con Con A como con LPS, fue significativamente reducida en

comparación a los valores presentados por el grupo control (alimentado con una

dieta de bajo contenido graso) (P<0.05). Por el contrario, es importante señalar

que la proliferación de linfocitos procedentes de animales alimentados con la dieta

rica en aceite de oliva fue prácticamente similar a la proliferación de linfocitos del

grupo control.

Figura 8. Medición de la proliferación de esplenocitos por mitógenos

utilizando el método colorimétrico del MTT.  Los esplenocitos se aislaron de
ratones alimentados con dietas lipídicas y fueron incubados en presencia de
lipopolisacárido (LPS) a una concentración final de 50 ìg/ml (barras abiertas) o
concanavalina A (Con A) a una concentración final de 5 ìg/ml (barras cerradas)
durante 24 h. Posteriormente el MTT fue añadido a cada pocillo e incubado
durante 3 h. La proliferación de linfocitos fue cuantificada y los valores se
expresaron como índice de estimulación (n=5 ratones en cada grupo
experimental). Los datos son expresados como media error ±  estándar de la
muestra de tres determinaciones independientes, calculados como densidad óptica
de células tratadas en presencia del mitógeno dividido por la densidad óptica de
células incubadas en ausencia del mitógeno. *P<0.05 comparado con los valores
del grupo control (alimentado con una dieta baja en lípidos). CT, control; AO,
aceite de oliva; AP, aceite de pescado; AC, aceite de coco.
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4.1.1.9. Análisis de la actividad bactericida

 La eficiencia bactericida de las células peritoneales procedentes de ratones

alimentados con las dietas experimentales se investigó mediante el cultivo de las

células peritoneales con L. monocytogenes. De este modo se intentó demostrar la

implicación de los ácidos grasos poliinsaturados contenidos en el aceite de pescado

en la reducción de la capacidad bactericida de las células peritoneales expresada

como bacterias supervivientes. Los ensayos llevados a cabo con células peritoneales

procedentes de ratones alimentados con las respectivas dietas experimentales,

demostraron un significativo incremento del número de bacterias supervivientes

en el grupo alimentado con la dieta rica en aceite de pescado cuando estos valores

se compararon con los obtenidos del grupo alimentado con la dieta de bajo contenido

graso (grupo control) (P<0.05). En otras palabras, la capacidad de estas células

para eliminar las bacterias está significativamente reducida (Figura 9).

Figura 9. Medición de la actividad bactericida de células peritoneales

procedentes de ratones alimentados con dietas lipídicas e infectados

con Listeria monocytogenes. Los resultados representan el número de
bacterias recuperadas expresadas como el porcentaje de actividad bactericida.
Los valores son expresados como media ±  error estándar de la media de tres
experimentos independientes (n=5 en cada grupo experimental). *P<0.05
comparado con los valores del grupo control (alimentado con la dieta baja en
lípidos). CT, control; AO, aceite de oliva; AP, aceite de pescado; AC, aceite de
coco.
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4.1.1.10. Determinación de la adhesión/invasión de Listeria monocytogenes

 La capacidad de L. monocytogenes para adherirse e invadir las células procedentes

del bazo de ratones alimentados con las diferentes dietas experimentales, ha sido

otro de los parámetros cuantificados en este trabajo de investigación como muestran

las Tablas 6 y 7. Todos los grupos alimentados con sus respectivas dietas demostraron

un incremento tanto de la adhesión como de la invasión por L. monocytogenes

durante el curso de la infección desde las 2 h hasta las 12 h. De este modo los

valores de adhesión bacteriana en los grupos alimentados tanto con la dieta rica en

aceite de oliva como con la dieta control (de bajo contenido en grasa), fueron

idénticos y no se diferenciaron de manera sustancial durante el proceso de infección

por L. monocytogenes. Sin embargo, es importante señalar que la adhesión en

células de ratones alimentados con la dieta rica en aceite de pescado fue menor

que la adhesión en células de ratones alimentados con la dieta control (Tabla 6). De

hecho, estos valores fueron significativamente menores respecto a los obtenidos

en el grupo control durante el curso de la infección (de 2 a 12 h) (P<0.05). Los

niveles de invasión por L. monocytogenes en células de ratones alimentados con la

dieta rica en aceite de coco fueron significativamente menores que los encontrados

en el grupo control tras 10 y 12h de incubación con la bacteria (Tabla 7).

Tabla 6. Alteración del factor de adhesión en células esplénicas de ratones

alimentados con dietas lipídicas e incubadas en presencia de L. monocytogenes
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Tabla 7. Alteración del factor de invasión en células esplénicas de ratones

alimentados con dietas lipídicas e incubadas en presencia de L. monocytogenes

4.1.1.11. Medición del anión superóxido mediante nitroblue tetrazolium

(NBT)

La cuantificación de la producción de peróxidos lipídicos se llevó a cabo mediante la

utilización de una técnica colorimétrica basada en la reducción del nitroblue

tetrazolium (NBT) (Sigma). El NBT es una sal que en presencia de superóxidos

sufre un proceso de reducción dando lugar a la producción de una sal insoluble de

formazán. Dichas moléculas son liberadas por los macrófagos (Witz and Czerniecki,

1988).

El análisis de la generación de aniones superóxido en células aisladas de ratones

alimentados con las diferentes dietas experimentales, se llevó a cabo en células

peritoneales de ratón cultivadas tanto en presencia como en ausencia de L.

monocytogenes.

Los resultados obtenidos demostraron una mayor producción de superóxidos en

células infectadas por L. monocytogenes procedentes de todos los grupos

experimentales (Figura 10). De los grupos experimentales cuyas células se cultivaron

en ausencia de L. monocytogenes, el mayor aumento en la producción de superóxidos

se observó en las células procedentes de ratones alimentados con las dietas ricas

en aceite de oliva o aceite de pescado (Figura 10A), comparando estos valores con

los obtenidos en el grupo alimentado con la dieta de bajo contenido en lípidos

(P<0.05). De forma similar, la generación de aniones superóxido de células

procedentes de ratones alimentados con las dietas ricas en aceite de oliva y aceite

de pescado e incubadas en presencia de L. monocytogenes, también se observó
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incrementado de manera significativa comparado con los valores obtenidos en el

grupo alimentado con la dieta de bajo contenido en grasa (Figura 10B).

Figura 10. Análisis de la generación de anión superóxido por nitroblue

tetrazolium (NBT). A) representa la determinación de radicales superóxido
mediante un ensayo de reducción de NBT en células de ratones alimentados con
dietas lipídicas durante cuatro semanas en ausencia de L. monocytogenes (n=5
en cada grupo experimental). B) representa la determinación de radicales
superóxido mediante un ensayo de reducción de NBT en células de ratones
alimentados con dietas lipídicas durante cuatro semanas en presencia de L.
monocytogenes (n=5 en cada grupo experimental). La medición de anión
superóxido fue llevada a cabo en un espectrofotómetro a 560 nm. Los resultados
son expresados como media ±  error estándar de la media de tres experimentos
independientes. *P<0.05 comparado con los valores del grupo control (alimentado
con una dieta baja en lípidos). CT, control; AO, aceite de oliva; AP, aceite de
pescado; AC, aceite de coco.

4.1.1.12. Determinación de especies reactivas del oxígeno (ROS)

 El análisis de la producción de ROS en células esplénicas procedentes de animales

alimentados con las dietas lipídicas se llevó a cabo en ausencia y en presencia de L.

monocytogenes. Las células se incubaron junto con las bacterias durante 6 y 12 h.
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Los resultados obtenidos demuestran que existe un marcado efecto de la dieta en

la producción de ROS en aquellas células incubadas en presencia de L.

monocytogenes en comparación con las células incubadas en ausencia de L.

monocytogenes. Respecto a los resultados obtenidos del grupo alimentado con la

dieta control (de bajo contenido en grasa), la producción de ROS en las células

cultivadas en presencia de L. monocytogenes no incrementó de manera significativa

(Figura 11A). Por el contrario, la producción de ROS en células incubadas con L.

monocytogenes se redujo en los grupos alimentados con las dietas ricas en aceite

de oliva (P<0.05) y aceite de pescado (Figuras 11B y 11C). La alteración mas

significativa en la producción de ROS se observó en el grupo alimentado con la

dieta rica en aceite de coco, en el cual la producción de estas sustancias reactivas

se incrementó en presencia de L. monocytogenes tras 12 h de incubación con la

bacteria (P<0.05) (Figura 11D).

Figura 11. Medición de la producción de especies reactivas de oxígeno

(ROS) en células esplénicas aisladas de ratones alimentados con las

dietas lipídicas e infectadas con Listeria monocytogenes. La producción
de ROS celular fue cuantificada por el método de desacilación intracelular del
H2DCFDA a la sustancia fluorescente 2´7´diclorodihidrofluoresceína. La medición
de la producción de ROS fue llevada a cabo en ausencia (barras abiertas) o en
presencia de L. monocytogenes (barras cerradas). A) representa la producción
de ROS en células de ratones alimentados con la dieta baja en lípidos (dieta
control). B) aceite de oliva. C) aceite de pescado. D) aceite de coco. Cada
experimento fue llevado a cabo en triplicado y repetido tres veces. Los datos
son expresados como media ±  error estándar de la media de tres determinaciones
independientes (n=3 en cada grupo experimental). *P<0.05 comparado con los
valores en ausencia de L. monocytogenes dentro de cada grupo.
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4.1.1.13. Determinación de la actividad de proteasomas

La actividad de proteasomas de células aisladas de ratones alimentados con las

respectivas dietas experimentales se midió para establecer el posible efecto de una

bacteria intracelular como L. monocytogenes en la proteolisis citosólica de células

infectadas, así como la posible influencia de los lípidos de la dieta en la función de

los proteasomas de timocitos. La actividad de los proteasomas de timocitos aislados

de ratones alimentados con las dietas de elevado contenido graso, se redujo en

presencia de L. monocytogenes a niveles similares a los obtenidos con el inhibidor

de proteasomas MG132 (P<0.05). Por el contrario, el inhibidor MG132 no llevó a

cabo su función y no tuvo ningún efecto inhibitorio sobre la actividad de proteasomas

cuando las células de todos los grupos experimentales ensayados se incubaron en

presencia de L. monocytogenes (Tabla 8).

Tabla 8. Medición de la actividad de proteasomas en timocitos procedentes de

animales alimentados con dietas lipídicas e infectados con Listeria

monocytogenes

4.1.1.14. Análisis cuantitativo de la fragmentación de ADN

Para determinar el efecto de las dietas lipídicas y del tratamiento conjunto de L.

monocytogenes y de las dietas lipídicas sobre la fragmentación de ADN, y por tanto

sobre el proceso de apoptosis, se llevó a cabo el ensayo descrito en la sección de

materiales y métodos para cuantificar la fragmentación de ADN. En este estudio se

observó un importante incremento de la fragmentación de ADN en timocitos
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procedentes de ratones alimentados con dietas ricas en aceite de oliva aceite y de

pescado y cultivados en ausencia de L. monocytogenes. Por el contrario, la infección

con L. monocytogenes no causó un significativo incremento en la fragmentación de

ADN y los valores obtenidos en células cultivadas en presencia de dicha bacteria

fueron prácticamente similares a los valores obtenidos en células incubadas en

ausencia de L. monocytogenes; con excepción del grupo alimentado con la dieta de

bajo contenido graso (dieta control), grupo en el cual el porcentaje de fragmentación

de ADN de los timocitos infectados con L. monocytogenes fue superior al 38 %

(Figura 12).

Figura 12. Análisis cuantitativo de la fragmentación de ADN en timocitos

de ratones alimentados con dietas lipídicas e infectados con Listeria

monocytogenes. La medición de la fragmentación de ADN se ha llevado a cabo
mediante el método de la difenilamina (DPA). El porcentaje de la fragmentación
de ADN se ha calculado tal y como se describe en la sección de material y
métodos. Los timocitos de los ratones alimentados con las dietas lipídicas fueron
incubados en ausencia (barras abiertas) o en presencia de L. monocytogenes
(barras cerradas). Los resultados son expresados como media ±  error estándar
de la muestra de tres determinaciones independientes (n=5 en cada grupo
experimental). *P<0.05 comparados con los valores del grupo control.



ANÁLISIS DE LAS FUNCIONES INMUNES…/Mª Ángeles Puertollano Vacas  84

4.1.1.15. Actividad de caspasa-3

La activación de caspasas es uno de los principales eventos que tienen lugar en el

proceso de apoptosis. En este estudio se llevó a cabo la cuantificación de la caspasa-

3, una proteasa citoplasmática responsable de la degradación del ADN. En el presente

estudio, se demostró mediante un ensayo fluorimétrico que los niveles de caspasa-

3 se vieron incrementados en las células procedentes de ratones alimentados con

las dietas ricas en aceite de oliva o aceite de pescado y cultivadas en ausencia de L.

monoytogenes, comparándolos con los datos procedentes de los timocitos de ratones

alimentados con la dieta de bajo contenido graso (Figura 13). Sin embargo se

observó una inhibición en la actividad de caspasa-3 cuando los timocitos de los

ratones alimentados con las dietas experimentales se incubaron en presencia de L.

monocytogenes. Igualmente, la producción de caspasa-3 se redujo en aquellos

cultivos de timocitos incubados en presencia del inhibidor de caspasa-3, Ac-DEVD-

CHO, aunque los datos más significativos se obtuvieron en aquellos cultivos de

timocitos procedentes de ratones alimentados con las dietas experimentales e

incubados en presencia tanto del inhibidor de caspasa-3 como de L. monocytogenes.

En estos grupos se observó que el inhibidor de caspasa-3 no ejerce su función

inhibitoria cuando se encuentra en presencia de L .monocytogenes (Figura 13).
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Figura 13. Determinación de la actividad de caspasa-3 en timocitos de

ratones alimentados con dietas lipídicas y experimentalmente infectados

con Listeria monocytogenes. La actividad de caspasa-3 fue determinada
mediante la utilización de un EnzCheck Caspase-3 assay kit siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la inhibición de la caspasa-3 se utilizó el inhibidor
específico acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyde (Ac-DEVD-CHO). Los timocitos de los
ratones alimentados con las dietas lipídicas fueron incubados en ausencia de L.
monocytogenes (barras blancas), en presencia de L. monocytogenes (barras rojas),
en presencia del inhibidor de caspasa-3 (barras verdes) o en presencia del inhibidor
de caspasa-3 y de L. monocytogenes (barras violetas). Los datos son expresados
como unidades arbitrarias de fluorescencia. Los valores representan la media ±
error estándar de la media de tres determinaciones independientes. *P<0.05
comparados con sus respectivos valores del grupo control.

4.1.2. Transplante con linfoma murino (LSTRA)

4.1.2.1. Ensayos de supervivencia tras el trasplante con el linfoma murino

LSTRA

Tras el periodo de alimentación de los ratones con las correspondientes dietas

experimentales, el linfoma murino LSTRA fue trasplantado, tal y como se ha descrito

previamente en el capítulo de materiales y métodos.

La Figura 14 demuestra el porcentaje de supervivencia de ratones alimentados con

dietas de elevado contenido graso tras el transplante de un linfoma murino. Los
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resultados demuestran una significativa reducción de la supervivencia en aquellos

ratones alimentados con una dieta rica en aceite de pescado tras el transplante de

LSTRA, comparado con la supervivencia de aquellos ratones alimentados con una

dieta baja en lípidos (dieta control) (Figura 14B). En este grupo (animales alimentados

con la dieta que contenía aceite de pescado) el 100 % de los animales murieron a

los seis días del transplante con el linfoma. Por el contrario, los animales alimentados

con las dietas que contenían aceite de oliva (Figura 14A) o aceite de coco (Figura

14C), mostraron un porcentaje de supervivencia similar al observado en el grupo

control, en los cuales sobrevivieron al trasplante con el linfoma murino LSTRA un

40 % y un 20 %, respectivamente.

Figura 14. Porcentaje de

supervivencia de los ratones

alimentados con dietas lipídicas

después del trasplante con el

linfoma murino LSTRA. Los ratones
fueron alimentados con sus respectivas
dietas durante treinta días, trascurrido
este tiempo fueron trasplantados con
un linfoma murino LSTRA (n=20 en
cada grupo experimental). Los círculos
cerrados (líneas rojas) representan los
porcentajes de supervivencia de
ratones alimentados con la dieta control
(baja concentración de lípidos). Los
círculos abiertos (líneas verdes)
representan los porcentajes de
supervivencia de ratones alimentados
con aceite de oliva (A), aceite de
pescado (B) o aceite de coco (C). Los
experimentos fueron repetidos tres
veces con resultados similares.
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4.1.2.2. Actividad de células natural killer (NK)

En el presente estudio, la actividad de las células NK se cuantificó en células esplénicas

procedentes de ratones alimentados con las respectivas dietas experimentales antes

(Figura 15A) y después (Figura 15B) de proceder al transplante en estos animales

de un linfoma murino. Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la

actividad de las células NK de los ratones alimentados con las dietas lipídicas se

redujo de manera significativa tras el transplante del tumor, sobre todo en aquellos

animales alimentados con la dieta rica en aceite de pescado en comparación con los

valores obtenidos en el grupo alimentado con la dieta control (de bajo contenido en

grasa) (Figura 15B).

Figura 15. Efecto de dietas lipídicas sobre la actividad de células natural

killer (NK) de esplenocitos antes A) y después B) del trasplante con el

tumor murino LSTRA. Las células esplénicas fueron preparadas tal y como se
describe en la sección de material y métodos y la citotoxicidad fue cuantificada
mediante la liberación de LDH, siguiendo el protocolo del fabricante. Control
(líneas violetas), aceite de oliva (líneas rojas), aceite de pescado (líneas verdes),
aceite de coco (líneas azules). Los resultados son expresados como media ±
error estándar de la media de tres experimentos diferentes (n=5 en cada grupo
experimental).
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4.1.2.3. Medición del anión superóxido mediante nitroblue tetrazolium

(NBT) en presencia de inhibidores de la fosfolipasa y ciclooxigenasa

La generación de aniones superóxido por reducción del NBT se ha utilizado para

determinar los efectos que tanto del inhibidor de la fosfolipasa como del inhibidor

de la ciclooxigenasa ejercen sobre la producción de peróxidos lipídicos en células

peritoneales estimuladas con zymosan (compuesto por residuos de la pared celular

de Saccharomyces cerevisiae).

Los ensayos in vivo llevados a cabo utilizando el inhibidor de la fosfolipasa quinacrina

(QUIN) indicaron una significativa reducción de la generación de aniones superóxidos

en células estimuladas con zymosan procedentes de ratones alimentados tanto con

la dieta rica en aceite de oliva (Figura 16B) como con la dieta rica en aceite de coco

(Figura 16D), en comparación con los valores obtenidos en el grupo control

(alimentado con una dieta de bajo contenido en grasa) (Figuras 16A). En general,

las dietas experimentales, con elevado contenido en grasa, incrementaron el efecto

inhibitorio tanto de la QUIN como del inhibidor de ciclooxigenasa indometacina

(IND), el cual ejercen sobre la producción de peróxidos lipídicos por parte de las

células peritoneales (Figuras 17B y 17D), en comparación a los resultados obtenidos

de los animales alimentados con la dieta control (Figura 17A).
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Figura 16. Determinación de la reducción de nitroblue tetrazolium (NBT)

en células peritoneales tratadas con quinacrina (QUIN). El inhibidor de
fosfolipasa quinacrina fue inyectado intraperitonealmente a una concentración
de 1 mg/ml. Los ratones fueron tratados con zymosan sin opsonizar (procedente
de Saccharomyces cerevisiae) a una concentración de 2 mg/ml, dos horas antes
de ser sacrificados (n=5 en cada grupo experimental). La peroxidación lipídica
fue determinada por reducción del NBT tal y como se describe en la sección de
material y métodos. A) Representa las células peritoneales de animales
alimentados con una dieta control, B) aceite de oliva, C) aceite de pescado, D)
aceite de coco. Los resultados son expresados en valores de densidad óptica
como media ±  error estándar de la media de tres experimentos diferentes.
*P<0.05 fue considerado como estadísticamente significativo.
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Figura 17. Determinación de la reducción de nitroblue tetrazolium (NBT)

en células peritoneales tratadas con indometacina (IND). El inhibidor de
la ciclooxigenasa indometacina fue inyectado intraperitonealmente a una
concentración de 1 mg/ml. Los ratones fueron tratados con zymosan sin opsonizar
(procedente de Saccharomyces cerevisiae) a una concentración de 2 mg/ml,
dos horas antes de ser sacrificados (n=5 en cada grupo experimental). La
peroxidación lipídica fue determinada por reducción del NBT tal y como se describe
en la sección de material y métodos. A) Representa las células peritoneales de
animales alimentados con una dieta control, B) aceite de oliva, C) aceite de
pescado, D) aceite de coco. Los resultados son expresados en valores de densidad
óptica como media ±  error estándar de la media de tres experimentos diferentes.
*P<0.05 fue considerado como estadísticamente significativo.

4.2. ENSAYOS IN VITRO

4.2.1. Ensayos de viabilidad celular en presencia de inhibidores de la

fosfolipasa, ciclooxigenasa o lipooxigenasa

Para llevar a cabo el estudio sobre los efectos potenciales de ciertos ácidos grasos

en la funcionalidad de timocitos tras 72 h de incubación en presencia de diferentes

inhibidores, se examinó la acción de los inhibidores de la fosfolipasa (quinacrina,

QUIN), ciclooxigenasa (indometacina, IND) y lipooxigenasa (ácido

nordihidroxiguairético, NDGA) en la viabilidad de timocitos murinos mediante el
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ensayo colorimétrico con MTT. La Figura 18 representa la acción que los diferentes

inhibidores ensayados ejercen sobre células tratadas con los ácidos grasos libres

oleico (ácido graso monoinsaturado), eicosapentaenoico (ácido graso poliinsaturado)

y esteárico (ácido graso saturado). Los datos mas significativos se obtuvieron en el

grupo tratado con ácido eicosapentaenoico, en el cual se observó una relevante

reducción de la viabilidad celular tras la incubación de las células durante 72 h en

ausencia de los inhibidores de la fosfolipasa, ciclooxigenasa y lipooxigenasa (P<0.05).

Sin embargo, estos inhibidores suprimieron la pérdida de viabilidad celular cuando

las células se incubaron en presencia de ellos. Además, sólo el inhibidor de la

lipooxigenasa NDGA ejerció un efecto significativo en la recuperación de la viabilidad

celular promovida por el ácido oleico y esteárico (P<0.05).

Figura 18. Acción de los inhibidores de fosfolipasa, ciclooxigenasa y

lipooxigenasa sobre la viabilidad de linfocitos murinos tratados en

presencia de ácidos grasos libres. La viabilidad celular fue determinada
mediante la técnica colorimétrica del MTT después de la incubación de timocitos
durante 72 h en presencia de ácidos grasos libres a una concetración final de
100 ìM y en presencia de inhibidores de fosfolipasa, ciclooxigenasa y
lipooxigenasa; quinacrina (QUIN), indometacina (IND) y ácido
nordihidroxiguairético (NDGA), respectivamente a una concentración final de 10
ìM. Los resultados son expresados como media ±  error estándar de la media de
cinco determinaciones, obtenidos como porcentaje de inhibición relativa a las
células control (células incubadas en ausencia de ácidos grasos libres o
inhibidores). *P<0.05 fue considerado como estadísticamente significativo. OA,
ácido oleico; EPA, ácido eicosapentaenoico; SA, ácido esteárico.
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4.2.2. Medición del anión superóxido mediante nitroblue tetrazolium (NBT)

Los aniones superóxido liberados por los macrófagos, reducen el NBT para producir

cristales insolubles de formazán. La Figura 19 muestra la generación de aniones

superóxido en células incubadas con ácidos grasos libres (oleico, eicosapentaenoico

y esteárico). De los ácidos grasos ensayados es el eicosapentaenoico que causó un

marcado incremento de la formación de superóxidos en comparación con células

incubadas en ausencia de ácidos grasos libres (grupo control) (P<0.05). Por el

contrario los ácidos grasos oleico y esteárico no modificaron la formación de

superóxidos con respecto al grupo control.

Figura 19. Análisis de la generación de anión superóxido por reducción

de nitroblue tetrazolium (NBT). Determinación de la formación de anión
superóxido en células incubadas con ácidos grasos libres a una concentración
final de 100 μM. Las células peritoneales fueron incubadas con ácidos grasos
libres durante 24 h. El NBT fue añadido a los cultivos celulares a una concentración
final de 1 mM e incubado durante 2 h. La cuantificación de la formación de anión
superóxido se llevó a cabo en un espectrofotómetro a una longitud de onda de
560 nm. Los resultados son expresados como media ±  error estándar de la
media de tres experimentos independientes. *P<0.05 fue considerado como
estadísticamente significativo comparado con los valores del grupo control. OA,
ácido oleico; EPA, ácido eicosapentaenoico; SA, ácido esteárico.

4.2.3. Determinación de la actividad de proteasomas

La actividad de los proteasomas de células cultivadas en presencia de ácidos grasos

libres se cuantificó para establecer el estado de los proteasomas tras el tratamiento
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de las células con los ácidos grasos. Para evaluar la actividad de proteasomas, el

inhibidor de proteasomas MG132 se utilizó como control positivo. Según los

resultados obtenidos la actividad de proteasomas no se vio modificada en células

tratadas con los ácidos grasos en comparación de aquellas células que no habían

sido tratadas y que actuaban como grupo control. Aunque sí cabe señalar que la

incorporación a los cultivos celulares de ácido esteárico, produjo una irrelevante

reducción de la actividad de proteasomas en comparación con el grupo control.

Además, la incorporación de ácidos grasos libres no afecta a la actividad inhibitoria

del MG132 (Figura 20).

Figura 20. Determinación de la actividad de proteasomas en timocitos

tratados en presencia de ácidos grasos libres. Los timocitos murinos fueron
incubados durante 5 h en presencia de los ácidos grasos mencionados y el
inhibidor de proteasomas MG132 fue añadido a una concentración de 30 μM.
Después de la incubación de timocitos, la células fueron incubadas en presencia
del sustrato de proteasomas N-succinyl-L-leucyl-L-leucyl-L-valyl-L-tyrosine-4-
methylcoumarin y la actividad de proteasomas fue determinada en un fluorímetro
a una longitud de onda de excitación de 380 nm y una longitud de onda de
emisión de 460 nm. Los experimentos fueron repetidos dos veces con resultados
similares. OA, ácido oleico; EPA, ácido eicosapentaenoico; SA, ácido esteárico.

4.2.4. Medición de la proliferación con Sytox-green en células YAC-1

La inhibición de la proliferación celular por acción de diferentes ácidos grasos se

confirmó mediante la utilización del marcador de ácido nucleico Sytox-green, el

cual tiñe el ADN de las células viables. Los resultados de este ensayo indican que la

proliferación celular se reduce debido a la acción de los ácidos grasos poliinsaturados

de la serie n-3, como por ejemplo el ácido eicosapentaenoico, el cual es el que
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ejerce una mayor acción inhibitoria sobre el parámetro estudiado. Comparando

estos valores con los obtenidos en el grupo control (células incubadas en ausencia

de ácidos grasos) (Tabla 9).

4.2.5. Análisis de la acumulación de triacilgliceroles con rojo nilo

La acumulación de triacilgliceroles en el citoplasma celular, tras la incubación de las

células en presencia de ácidos grasos libres, fue otro de los parámetros cuantificados

en este trabajo de investigación. La determinación de gotas lipídicas («lipid droplets»)

se llevó a cabo mediante la utilización de un marcador lipofílico (rojo nilo) que sirve

para detectar la presencia de triacilgliceroles en el citoplasma celular. Los resultados

obtenidos indican que los ácidos grasos poliinsaturados tanto de la serie n-3 como

de la serie n-6, como por ejemplo ácido eicosapentaenoico, ácido linolénico o ácido

araquidónico, incrementan de manera significativa la incorporación de gotas lipídicas

en el interior de células YAC-1. De este modo, el número de gotas lipídicas fue

mayor en células incubadas en presencia de ácido eicosapentaenoico que en aquellas

que se incubaron en presencia de ácido oleico (Tabla 9).

Tabla 9. Efecto de diferentes ácidos grasos libres sobre la proliferación celular y

la acumulación de triacilgliceroles en forma de gotas lipídicas en células

tumorales YAC-1
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4.2.6. Determinación de especies reactivas del oxígeno (ROS)

La generación de especies reactivas del oxígeno (ROS) por parte de las células

YAC-1 debido a la presencia de determinados ácidos grasos libres, se llevó a cabo

mediante una prueba de fluorescencia. En este ensayo se utilizó una sustancia

llamada DCFH-DA que difunde de forma pasiva al interior celular donde las esterasas

del citoplasma de las células liberan los acetatos y la oxidación del resto de la

molécula (DCFH) por parte del peróxido de hidrógeno da lugar a una respuesta

fluorescente.

Los resultados referentes a la cuantificación de ROS en células YAC-1 incubadas en

presencia de diferentes ácidos grasos (Figura 21), demuestra un importante

incremento de estas sustancias en células tratadas con los ácidos grasos linoleico y

esteárico. Sin embargo el ácido eicosapentaenoico y el ácido araquidónico no dan

lugar a una relevante producción de ROS en células YAC-1 tras 24 h de incubación

con estos ácidos grasos libres.

Figura 21. Análisis de especies reactivas de oxígeno (ROS) en células

YAC-1. Las células YAC-1 fueron tratadas en presencia de ácidos grasos a una
concentración final de 150 μM durante 24 h. La cantidad de especies reactivas
de DCFH fue determinada. La cantidad de DCF fue expresada como porcentaje
del control el cual fue considerado como 100 %. Los datos representan la media
±  error estándar de la media de tres experimentos independientes en triplicado.
Un valor de *P<0.05 fue considerado como estadísticamente significativo. CT,
control; EPA, ácido eicosapentaenoico; LNA, ácido linoleico; AA, ácido
araquidónico; LA, ácido linoleico; OA, ácido oleico; SA, ácido esteárico.
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4.2.7. Análisis cuantitativo de la fragmentación de ADN

La incubación de células de la línea tumoral YAC-1 en presencia de diferentes ácidos

grasos a una concentración final de 150 μM incrementó la fragmentación de ADN,

parámetro cuantificado mediante el método de TCA (Figura 22). Cuando las células

se trataron con el ácido graso linoleico, la fragmentación de ADN fue más marcada

que la inducida por el ácido graso eicosapentaenoico, el linolénico o el araquidónico.

Además, es importante señalar que oleico o esteárico también promueven un

porcentaje de fragmentación de ADN más elevado que el ácido graso

eicosapentaenoico, el linolénico o el araquidónico.

Figura 22. Análisis cuantitativo de la fragmentación de ADN. Las células
YAC-1 fueron incubadas en presencia de ácidos grasos libres a una concentración
de 150 μM durante 24 h. La fragmentación de ADN fue determinada por el
ensayo de la difenilamina (DPA). Las células control fueron incubadas en ausencia
de ácidos grasos libres. El porcentaje de la fragmentación de ADN fue calculado
tal y como se definió en la sección de material y métodos. Los datos representan
la media ±  error estándar de la media de tres experimentos independientes por
triplicado. Un valor de *P<0.05 fue considerado como estadísticamente
significativo. CT, control; EPA, ácido eicosapentaenoico; LNA, ácido linoleico;
AA, ácido araquidónico; LA, ácido linoleico; OA, ácido oleico; SA, ácido esteárico.

4.2.8. Actividad de caspasa-3

En este estudio se evaluó la actividad de caspasa-3 en células YAC-1 cultivadas en

presencia de ácidos grasos libres (Figura 23). Atendiendo a los resultados obtenidos,
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la producción de caspasa-3 en células YAC-1 incubadas en presencia de ácido

eicosapentaenoico o ácido araquidónico fue similar a la producción de caspasa-3 en

células control (cultivadas en ausencia de ácidos grasos libres). Por el contrario, la

producción de caspasa-3 incrementó en aquellas células que fueron incubadas en

presencia de ácido linoleico, oleico o esteárico, en comparación de los valores

obtenidos por otros ácidos grasos, mientras que la inhibición promovida por Ac-

DEVD-CHO fue similar en todos los grupos analizados.

Figura 23. Determinación de la actividad de caspasa-3. Las células YAC-1
fueron incubadas en presencia de ácidos grasos libres a una concentración de
150 μM durante 24 h. La actividad de la caspasa-3 (barras abiertas) fue
cuantificada mediante la utilización de un kit (EnzCheck Caspase-3 Assay)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El inhibidor de caspasa-3 acetyl-Asp-
Glu-Val-Asp-aldehyde (Ac-DEVD-CHO) fue utilizado para la inhibición de la
actividad de caspasa-3 (barras cerradas). Los datos representan la media ±
error estándar de la media de tres experimentos independientes en triplicado.
Los resultados son expresados como unidades arbitrarias de fluorescencia. Un
valor de *P<0.05 fue considerado como estadísticamente significativo. CT,
control; EPA, ácido eicosapentaenoico; LNA, ácido linoleico; AA, ácido
araquidónico; LA, ácido linoleico; OA, ácido oleico; SA, ácido esteárico.



5. Discusión
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El estado nutricional del individuo es un factor crítico que influye directamente en la

susceptibilidad del individuo frente a enfermedades de tipo infeccioso (Chandra,

1996a). Uno de los nuevos conceptos acuñados en los últimos años, la

Inmunonutrición, hace referencia a la potencialidad de algunos nutrientes para

modular la actividad del sistema inmune, y específicamente este término tiene

como objetivo el de optimizar el estado clínico de un enfermo mediante la

administración exógena de nutrientes a través de la ruta enteral o parenteral.

En los últimos años, numerosos estudios epidemiológicos, clínicos y experimentales

han investigado el papel que algunos lípidos de la dieta desempeñan en la modulación

del sistema inmune. Por lo tanto, los lípidos no sólo adquieren una gran relevancia

como sustratos para la producción de energía o como componentes estructurales

de la membrana plasmática, sino que también amplifican aun más sus funciones

como participantes directos en la transmisión de señales intracelulares o bien como

moduladores de las funciones del sistema inmune.

A principios de los años 80 algunos estudios epidemiológicos determinaron el papel

que desempeña la ingesta de grandes cantidades de pescado en la alteración del

sistema inmune. Estas investigaciones se llevaron a cabo en esquimales de

Groenlandia, población que consumen habitualmente en su dieta grandes cantidades

de pescado y aceite de pescado constituido principalmente por ácidos grasos

poliinsaturados de cadena larga de la serie n-3. A raíz de estos estudios se pudo

determinar que en esta población la incidencia de enfermedades de naturaleza

autoinmune era muy reducida. Este tipo de enfermedades están caracterizadas por

una exacerbada respuesta inflamatoria y por consiguiente por una sobreactivación

del sistema inmune. Por lo tanto, se logró establecer una interrelación nutrición-

sistema inmune, y concretamente determinaron que las dietas que contienen ácidos

grasos de la serie n-3 producen una supresión de este sistema. Estudios paralelos

a estos también demostraron que si bien la incidencia de enfermedades de tipo

autoinmune era muy reducida en esta población, la incidencia de tuberculosis era

muy alta. Estos resultados sugirieron que probablemente la supresión del sistema

inmune por la administración de ácidos grasos de la serie n-3 conducía a un aumento

de la susceptibilidad del individuo frente a enfermedades de tipo infeccioso. Más
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tarde otros estudios de tipo clínico y experimental comprobaron como los ácidos

grasos de la serie n-3 reducen la resistencia inmune del individuo a agentes de tipo

infeccioso.

En la actualidad la gran mayoría de estudios existentes en la literatura científica se

han centrado fundamentalmente en la investigación de los efectos promovidos por

el aceite de pescado sobre el sistema inmune y por la exploración de su posible

aplicación como un nutriente beneficioso para la salud en humanos. Estudios más

recientes han determinado que el aceite de oliva muestra además propiedades

muy beneficiosas para la salud, no sólo por reducir la incidencia de enfermedades

cardiovasculares, sino también por disminuir la incidencia de cáncer y de

enfermedades autoinmunes. Por lo tanto, el aceite de oliva al igual que el aceite de

pescado se confirma como otro nutriente capaz de modular el sistema inmune de

animales y de humanos y de modular la resistencia del individuo frente a

enfermedades infecciosas.

En el presente estudio hemos trabajado con un modelo murino al cual se le ha

administrado las dietas experimentales y posteriormente ha sido sometido a una

infección experimental con L. monocytogenes. Este microorganismo ha sido elegido

por ser una bacteria Gram positiva, que se transmite principalmente a través de

alimentos contaminados, de crecimiento intracelular que produce grandes efectos

citopáticos e infecciones en cortos períodos de tiempo. La utilización de listeriosis

murina en modelos experimentales ha aumentado considerablemente nuestro

conocimiento sobre células y mediadores responsables de la inmunidad innata o no

específica o de la inmunidad adquirida o específica.

5.1. ENSAYOS IN VIVO Y EX VIVO

5.1.1. Supervivencia de ratones a la infección experimental con Listeria

monocytogenes

Investigaciones previas llevadas a cabo en el campo de la inmunonutrición sugieren

que los lípidos de la dieta modulan las funciones del sistema inmune (de Pablo et

al., 2000a; Calder, 1998a). Los ácidos grasos de naturaleza insaturada están

implicados en la alteración de numerosos parámetros que afectan de forma directa

al sistema inmune (de Pablo and Álvarez de Cienfuegos, 2000). Algunas

investigaciones han demostrado que la dieta rica en ácidos grasos poliinsaturados

de la serie n-3 modula la proliferación de linfocitos (Endres et al, 1989; Calder,

1995), síntesis de citoquinas (Endres et al, 1989; Meydani, 1991), alteración de la

actividad fagocítica (de Pablo et al, 1998b; Calder et al,1990), actividad de células

NK (Yaqoob, 1994a), expresión de moléculas de superficie (Hughes et al, 1996),
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etc. Como resultado de estos efectos moduladores, algunas dietas ricas en lípidos

se han aplicado en la resolución de enfermedades de carácter autoinmune, que se

caracterizan por una sobreactivación del sistema inmune del individuo. Esta aplicación

se debe a las propiedades antiinflamatorias atribuidas a los lípidos presentes en la

dieta (Kremer et al, 1990). Sin embargo, tal y como hemos mencionado con

anterioridad, esta acción inmunosupresora asociada a los ácidos grasos

poliinsaturados de la serie n-3 puede producir efectos perjudiciales ya que tiene

lugar una reducción de la resistencia inmune del individuo, disminuyendo la defensa

frente a enfermedades de tipo infecciosos promovidas por bacterias, virus o parásitos.

Pocos estudios se han llevado a cabo hasta el momento que demuestren la acción

de algunas dietas en animales sometidos a una infección experimental con un agente

patógeno. Incluso entre los trabajos existentes en este ámbito han aparecido ciertos

resultados discrepantes. Así, algunos autores sugieren que los ácidos grasos

poliinsaturados reducen la resistencia inmune en animales sometidos a una infección

experimental con Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis o Salmonella

typhimurium (Fritsche et al, 1997; Paul et al, 1997; Chang et al, 1992), mientras

que otros por el contrario indican que los ácidos grasos de naturaleza poliinsaturada

son capaces de modular la respuesta inmune y como consecuencia, disminuyen el

proceso infeccioso, ya que reducen la actividad inflamatoria y un posible shock

anafiláctico (Björsson et al, 1997), o bien otros estudios sugieren que la

administración de algunas dietas lipídicas no afectan a la supervivencia en dos

modelos murinos infectados con Pseudomonas aeruginosa o Salmonella typhimurium

(Clouva-Molyvdas et al., 1992).

De esta forma los aspectos beneficiosos que ostenta la manipulación de los lípidos

de la dieta en la reducción de desórdenes inflamatorios deben de estar equilibrados

con los efectos que ejercen estas dietas lipídicas sobre la resistencia inmune del

individuo que será un factor crucial para la eliminación de microorganismos

infecciosos.

El presente estudio revela que la supervivencia de animales alimentados durante

30 días con las dietas ricas en aceite de oliva o aceite de coco, es mayor que la

supervivencia de los ratones alimentados con las dietas de bajo contenido en grasa

(dieta control) o la dieta rica en aceite de pescado. Estos resultados son concordantes

con los obtenidos por Peck et al. (Peck et al, 1990), quien demostró que los animales

alimentados con una dieta rica en aceite de pescado mostraban una menor resistencia

a una infección con Pseudomonas aeruginosa. También nuestros resultados son

similares a los obtenidos por Fritsche et al. (Fritsche et al, 1997) en animales

alimentados con dietas que contienen aceite de pescado y sometidos a una infección

experimental con L. monocytogenes. En este trabajo se muestra que la supervivencia
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de ratones alimentados con dietas que contienen grasas animales (compuesta

fundamentalmente por ácidos grasos de naturaleza saturada), es mayor que la

supervivencia de animales en otros grupos alimentados con dietas ricas en aceite

de soja o de sardina (compuestos fundamentalmente por ácidos grasos de la serie

n-6 y n-3, respectivamente). Sin embargo, existen otros estudios recientes que

sugieren que la supervivencia de ratones alimentados con dietas que contienen

aceite de pescado, es mayor que en aquellos grupos alimentados con dietas ricas

en aceite de oliva, girasol o maíz (Björnsson et al, 1997; Blok, et al.,1992; Mascioli

et al., 1988). Estas discrepancias se deben probablemente no sólo a las diferentes

acciones que sobre el sistema inmune ejercen los ácidos grasos poliinsaturados,

sino también a las diferencias que existen entre poblaciones celulares y diferentes

metodologías empleadas en la fase experimental (Blok et al, 1996; Netea et al,

1999). Algunos de estos autores sugieren que los ácidos grasos poliinsaturados son

capaces de reducir los efectos de la endotoxina, al reducir las dietas lipídicas la

producción de citoquinas de tipo inflamatorio, así incrementan la supervivencia de

los animales de experimentación. En cambio, otros estudios indican que el aumento

de las citoquinas de tipo inflamatorio por la acción de lagunas dietas lipídicas es

responsable de un aumento en la eficiencia del sistema inmune del animal para

eliminar al agente infeccioso. Independientemente de estos estudios, nuestros

resultados y otras investigaciones corroboran que las dietas lipídicas de naturaleza

poliinsaturada (concretamente aquellas compuestas por ácidos grasos de la serien

n-3) están implicadas en una reducción significativa de la resistencia inmune, siendo

este hecho responsable en parte de una reducción de la supervivencia frente a la

infección promovida por una dosis letal de L. monocytogenes. En cambio, la

administración de una dieta que contiene aceite de oliva ejerce un efecto

inmunosupresor menor que la promovida por el aceite de pescado y esto redunda

en una mayor supervivencia de los animales frete a la infección inducida por L.

monocytogenes.

5.1.2. Supervivencia con Listeria monocytogenes y N-acetil-L-cisteína (NAC)

Tal y como se ha comentado con anterioridad, numerosos estudios han determinado

que los ácidos grasos poliinsaturados son mas inmunosupresores que los ácidos

grasos monoinsaturados o saturados. Este hecho puede estar asociado a un proceso

de oxidación ya que los ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 poseen

propiedades pro-oxidantes. De hecho, diferentes investigaciones han puesto de

manifiesto que los ácidos grasos de la serie n-3 que se encuentran en sangre y

tejidos, reducen los niveles de antioxidantes como la vitamina E en comparación

con los ácidos grasos de la serie n-6 (Fritsche et al., 1992). De este modo el efecto
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perjudicial que la reducción en los niveles de vitamina E ejerce sobre los tejidos, se

ha asociado a la acción de los ácidos grasos de la serie n-3 que están contenidos en

el aceite de pescado mas que a otros factores.

Con el objeto de demostrar la acción de los antioxidantes sobre la función inmune

en animales alimentados con dietas lipídicas, hemos utilizado la N-acetil-L-cisteina

(NAC), un compuesto que actúa como fuente de cisteina y que permite la síntesis

del antioxidante glutation. Concretamente se estudió el efecto que tiene el NAC

sobre la supervivencia de ratones alimentados con dietas lipídicas e infectados con

L. monocytogenes, para intentar demostrar el posible papel de los procesos de

oxidación en el incremento de la susceptibilidad del hospedador alimentado con

dietas lipídicas frente a una infección experimental con este patógeno. Recientes

estudios han demostrado que NAC mejora el estado inmunológico de pacientes con

avanzada inmunodeficiencia (Muller et al., 2000). La acción potencial de NAC podría

explicarse porque es una sustancia que incrementa su protección frente al estrés

oxidativo mejorando de esta forma las funciones del sistema inmune (De Rosa et

al., 2000). En el presente estudio es importante señalar el efecto protector que el

antioxidante NAC ejerce sobre la supervivencia del grupo de animales alimentados

con una dieta de bajo contenido en grasa (dieta control). Sin embargo también es

importante considerar la ineficiente acción de esta sustancia en los grupos

alimentados con dietas lipídicas, a pesar de la existencia de otros resultados que

sugieren que NAC mejora la supervivencia en modelos murinos de sepsis microbiana.

De este modo dichos resultados revelan que el antioxidante aumenta la infiltración

de neutrófilos en el peritoneo permitiendo este hecho el incremento de la

supervivencia de los ratones debido a una reducción del número de colonias

bacterianas (Villa and Ghezzi, 1995; Villa et al., 2002).

5.1.3. Recuperación de bacterias viables a partir del bazo de ratones

infectados con Listeria monocytogenes

Para llevar a cabo este estudio partimos de ratones alimentados con sus respectivas

dietas lipídicas y que fueron sometidos posteriormente a una infección experimental

con el patógeno intracelular L. monocytogenes. A partir de este momento, fuimos

obteniendo en diferentes períodos de tiempo los bazos de los ratones y a partir de

ellos recuperamos las bacterias viables. Este parámetro nos dio información acerca

del estado inmunológico del individuo y de la capacidad del mismo para eliminar la

bacteria del organismo del hospedador.

De los ratones alimentados con las diferentes dietas experimentales, fue el grupo

alimentado con la dieta rica en aceite de coco el mas eficiente a la ahora de eliminar

las bacterias procedentes del bazo. Por el contrario, se aislaron un mayor número
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de bacterias viables procedentes del bazo de los ratones alimentados con la dieta

rica en aceite de oliva y pescado. Las diferencias existentes entre los grupos de

animales en cuanto a supervivencia y recuperación de bacterias viables del bazo,

pueden deberse probablemente a los efectos que las dietas ricas en aceite de coco

ejercen sobre el sistema inmune. Estudios recientes, demuestran que en los ratones

alimentados con una dieta rica en aceite de coco durante 3 meses se ve incrementada

de manera significativa la proliferación de linfocitos estimulados con mitógenos (de

Pablo et al., 1998a). Además está ampliamente aceptado que los ácidos grasos

saturados no promueven supresión de las funciones inmunes como las llevadas a

cabo por los ácidos grasos insaturados o poliinsaturados (Calder, 1995). También

existen otros parámetros relacionados con el aclaramiento bacteriano en ratones

alimentados con dietas lipídicas y sometidos a una infección experimental, como

por ejemplo la actividad fagocítica de las células peritoneales del ratón o la expresión

del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase II. En cuanto a la actividad

fagocítica, el numero de células peritoneales de ratones alimentados con una dieta

rica en aceite de coco se ve incrementado cuando el animal es sometido a una

infección con L. monocytogenes (de Pablo et al. 2000b). Este hecho podría favorecer

la eliminación de bacterias y la menor presencia de las mismas en el bazo de estos

ratones. Sin embargo, Fritsche et al., sugiere que la correlación entre recuperación

de bacterias y supervivencia no es directa, puesto que en animales alimentados

con la dieta que contenía aceite de pescado, el número de bacterias recuperadas

del bazo incrementó, mientras que las bacterias recuperadas a partir del hígado de

esos mismos animales fue prácticamente nulo (Fritsche et al., 1997). De hecho,

muchos factores parecen contribuir a la determinación de los efectos letales

producidos por una infección bacteriana y si unimos además las diferentes

discrepancias mencionadas con anterioridad, podemos así establecer tres categorías:

i) modelos animales, ii) agente infeccioso y iii) consideraciones de tipo nutricional.

En el primer caso hay que tener presente que la susceptibilidad genética a diferentes

patógenos varía entre las distintas cepas de ratones (Rubin et al., 1989). En segundo

lugar, un hecho crucial es la diferencia que existe entre los distintos patógenos en

cuanto a su naturaleza, por ejemplo, si se requiere una respuesta humoral o celular

para la eliminación del microorganismo, ya que numerosas investigaciones han

indicado que los ácidos grasos afectan principalmente a la inmunidad celular más

que a la inmunidad humoral (Bennett et al., 1987; Peck, 1994). Finalmente, entre

las diferentes consideraciones nutricionales, el tipo de dieta lipídica es quizás el

factor más importante en el diseño del estudio; la administración de dietas

suplementadas con vitaminas o carentes de ácidos grasos esenciales pueden ser

argumentos suficientes para que estos factores alteren la respuesta inmune

independientemente de la capacidad inmunomoduladora de algunos ácidos grasos

incluidos en las dietas lipídicas.
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También es posible que la reducción de la resistencia de los ratones a la infección

de L. monocytogenes pueda deberse a los efectos que los ácidos grasos

poliinsaturados de la serie n-3 ejercen sobre el complejo murino Ia (equivalente del

complejo principal de histocompatibilidad de clase II en humanos) (Hughes et al.,

1996). La expresión de esta molécula en células fagocíticas procedentes de ratones

alimentados con dietas ricas en aceite de pescado está reducida después de la

administración de una dieta que contiene aceite de pescado en ratones

experimentalmente infectados con L. monocytogenes (Fritsche et al., 1992).

5.1.4. Recuperación de bacterias viables del bazo de ratones infectados

con Listeria monocytogenes  y tratados con N-acetil-L-cisteína (NAC)

La recuperación de bacterias viables a partir de bazo de ratones infectados con L.

monocytogenes, está íntimamente relacionado con la supervivencia que presentan

dichos ratones a una infección experimental con dicha bacteria.

Como consecuencia de la administración de dietas ricas en ácidos grasos de la serie

n-3, es bien sabido que se produce una reducción de ciertas funciones del sistema

inmune. Como resultado de todo esto, es beneficiosa la aplicación de dietas ricas

en ácidos grasos de la serie n-3 en el tratamiento de enfermedades que se

caracterizan por una sobreactivación del sistema inmune. Pero este efecto positivo,

puede no serlo tanto si tenemos en cuenta el comportamiento del individuo frente

a una enfermedad de carácter infeccioso. En este caso, al estar disminuidas ciertas

funciones inmunes, la resistencia del individuo frente al microorganismo responsable

de la infección se ve igualmente reducida. Este hecho se encuentra bien documentado

por la existencia de numerosos trabajos que han sido mencionados con anterioridad,

en los cuales animales de investigación alimentados con dietas lipídicas son sometidos

posteriormente a una infección experimental con Mycobacterium tuberculosis (Paul

et al, 1997), Listeria monocytogenes (Fritsche et al, 1997), Salmonella typhimurium

(Chang et al, 1992). En todas estas investigaciones, los animales alimentados con

dietas ricas en ácidos grasos de la serie n-3 presentan una menor supervivencia a

la infección experimental con el microorganismo, y además la recuperación de

bacterias viables a partir del bazo de los animales experimentalmente infectados es

mayor.

En el presente estudio, analizamos la acción que el antioxidante NAC ejerce

sobre la recuperación de bacterias a partir de bazo de ratones alimentados con

diferentes dietas experimentales y sometidos además a una infección

experimental con L. monocytogenes y a un tratamiento con NAC. Según los

resultados obtenidos el antioxidante tiene un marcado efecto sobre el grupo

alimentado con la dieta control (de bajo contenido en grasa). Los ratones
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pertenecientes a este grupo que fueron tratados con el antioxidante además de

presentar un mayor índice de supervivencia que los no tratados; también

presentan una reducción en la recuperación de bacterias viables a partir de

bazo. Por el contrario es importante señalar también la ineficiente acción que el

antioxidante ejerce sobre aquellos ratones alimentados con el resto de las dietas

experimentales. En estos grupos, la obtención de bacterias viables del bazo no

disminuyó con respecto a los valores observados en aquellos ratones alimentados

con las dietas lipídicas, infectados con L. monocytogenes pero no tratados con

el antioxidante NAC. Sin embargo, existen otros resultados que sugieren que el

tratamiento con NAC disminuye el número de colonias obtenidas a partir del

bazo de ratones infectados e incrementa la supervivencia de los animales en

caso de sepsis (Villa and Ghezzi, 1995; Villa et al., 2002). Según estos autores,

el antioxidante NAC incrementa la infiltración de neutrófilos en el peritoneo lo

que permite la reducción del número de colonias bacterianas presentes en el

bazo del ratón.

5.1.5. Viabilidad celular. Citotoxicidad

El objetivo perseguido con la determinación de este parámetro inmunitario, fue

analizar la toxicidad que para las células del sistema inmune supone el crecimiento

de L. monocytogenes, y como influyen los lípidos de la dieta en el comportamiento

que las células pertenecientes a este sistema presentan frente a la infección

promovida por dicha bacteria. Para ello los ratones fueron alimentados durante 4

semanas con sus respectivas dietas experimentales y pasado este tiempo se

obtuvieron las células esplénicas de los ratones tratados. Dichas células se incubaron

en presencia de una suspensión de L. monocytogenes, analizándose la viabilidad

celular tras ser sometidas a la infección experimental con la bacteria.

Los resultados obtenidos en el presente estudio han revelado que la citotoxicidad

asociada al crecimiento de L. monocytogenes se vio incrementada en aquellos ratones

alimentados con la dieta rica en aceite de oliva (ácidos grasos monoinsaturados) y

con la dieta que contenía una elevada proporción de aceite de pescado (ácidos

grasos poliinsaturados). Por el contrario, se observó una significativa reducción de

los efectos citotóxicos de la bacteria en aquellos ratones alimentados con la dieta

rica en aceite de coco (ácidos grasos saturados) y con la dieta de bajo contenido en

grasa. Estos datos fueron significativos tras 6 h de incubación de las células en

presencia de la bacteria L. monocytogenes. Estos datos sugieren que el efecto

potencial de la dieta rica en aceite de pescado sobre la citotoxicidad podría

relacionarse con la reducción descrita previamente en la supervivencia de los ratones

tras una infección experimental con L. monocytogenes y también a la ineficiente
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capacidad para la eliminación de las bacterias presentes en bazo e hígado (de Pablo

et al, 2000b; Fritsche et al, 1997). De este modo, un incremento en la citotoxicidad

producida por la bacteria en los esplenocitos supondría un descenso en la resistencia

de los ratones a una infección experimental y por tanto una menor supervivencia

de los mismos tras ser sometidos al proceso infeccioso. De igual forma los efectos

producidos por una dieta rica en aceite de coco sobre la citotoxicidad de L.

monocytogenes puede estar asociada con la acción beneficiosa de esta dieta sobre

la supervivencia de los ratones a una infección experimental con L. monocytogenes,

así como sobre la recuperación de bacterias procedentes del bazo (de Pablo et al,

2000b).

De todo lo anteriormente expuesto se puede concluir que el efecto citotóxico de L.

monocytogenes, se ve incrementado en aquellos animales alimentados con la dieta

rica en aceite de pescado (ácidos grasos de la serie n-3) que a su vez son el grupo

de ratones que mayor mortalidad presenta tras una infección experimental con L.

monocytogenes.

Por el contrario en ratones alimentados con la dieta rica en aceite de coco (constituida

principalmente por ácidos grasos saturados), la citotoxicidad debida a la bacteria

se ve disminuida y por tanto son animales que presentan un mayor índice de

supervivencia tras la infección experimental. Sin embargo existe un trabajo cuyos

resultados indican que la administración en la dieta de ácido linoleico conjugado

(ácido graso de la serie n-3) no modifica la resistencia inmunológica de ratones a la

infección con L. monocytogenes, ya que este tratamiento disminuye la liberación

de factor de necrosis tumoral y otras citoquinas inflamatorias (Turnock et al., 2001),

responsables de reducir la resistencia a la listeriosis en ratones (Czuprynski and

Haak-Frendscho, 1997). Parece claro por tanto, que el efecto citotóxico de L.

monocytogenes sobre células de ratones alimentados con dietas ricas en lípidos

podría ser diferente dependiendo del tipo de grasa presente en la dieta

5.1.6. Proliferación celular

Es ampliamente conocido que la proliferación celular es uno de los parámetros de la

función inmune que se ve afectada por la acción de los lípidos presentes en la dieta,

sobre todo por acción de los ácidos grasos de la serie n-3 los cuales actúan

favoreciendo la disminución en la proliferación de los linfocitos (Calder et al., 1994).

Recientemente algunos estudios han indicado que el cultivo de monocitos en

presencia tanto de ácido eicosapentaenoico como de ácido docosahexaenoico reduce

la expresión en la superficie celular de las moléculas del complejo mayor de

histocompatibilidad de clase II (MHC II) así como de otras moléculas de adhesión

de monocitos en humanos (Hughes and Pinder, 2000; Hughes et al., 1996). Estos
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resultados parecen indicar que los ácidos grasos, contenidos en el aceite de pescado,

podrían dañar la interacción que tiene lugar entre células T y las células presentadoras

de antígenos durante el proceso de reconocimiento antigénico. Como consecuencia

de este hecho puede existir un efecto perjudicial sobre el individuo ya que la defensa

frente a bacterias y otros antígenos se encuentra alterada (Sanderson et al., 1997).

Del mismo modo se observó una reducción en la expresión de las moléculas de

superficie CD4 y CD8 en la superficie celular tras una suplementación con ácido

docosahexaenoico (Sasaki et al., 2000).

Los resultados del presente trabajo han confirmado que algunos lípidos contenidos

en la dieta están relacionados con una reducción en la proliferación de linfocitos

estimulados con Con A o LPS. De este modo, las dietas ricas en aceite de pescado

(con elevado contenido en ácido eicosapentaenoico y ácido docosahexaenoico) y

en aceite de coco (rico en ácidos grasos saturados) van a ser responsables de la

significativa reducción observada en la proliferación de linfocitos, comparando estos

valores con los obtenidos en el grupo alimentado con la dieta de bajo contenido en

grasa, mientras que el aceite de oliva no suprime la proliferación de linfocitos, a

pesar de que algunas investigaciones han sugerido que el aceite de oliva reduce la

proliferación de linfocitos procedentes de animales alimentados con estas dietas

(Yaqoob et al., 1994b), mientras que en humanos el aceite de oliva no promueve

ningún efecto supresor en la proliferación de linfocitos (Yaqoob et al., 1998), tan

sólo reduce los niveles de algunas moléculas de adhesión, lo cual puede tener una

importante implicación en la reducción de enfermedades cardiovasculares (Yaqoob

et al., 1998; Yaqoob, 2002). Lo que sí está claro es que el aceite de oliva produce

acciones inmunomoduladoras en ratones y ratas y que estos efectos son ejercidos

por el ácido oleico más que por otros componentes que forman parte de esta grasa

(Jeffery et al., 1996b).

5.1.7. Análisis de la actividad bactericida

Como ha sido comentado con anterioridad la administración de una dieta rica en

aceite de pescado (compuesto de forma mayoritaria por ácidos grasos de la serie

n-3), supone una reducción en la supervivencia de los animales de experimentación

a una infección con L. monocytogenes (de Pablo et al., 2000b; Fritsche et al., 1997)

así como una disminución de la viabilidad de células del sistema inmune, en presencia

de dicha bacteria. Todo esto por tanto supone que exista un incremento en el

número de bacterias viables obtenidas del bazo de los ratones alimentados con una

dieta rica en aceite de pescado y sometidos a una infección experimental con L.

monocytogenes (de Pablo et al., 2000b).
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Ambos parámetros, supervivencia de ratones y recuperación de bacterias viables,

están íntimamente relacionados con la actividad bactericida que las células

peritoneales del hospedador presentan tras la ingesta de una dieta rica en lípidos y

la infección experimental con L. monocytogenes. Para llevar a cabo la determinación

de este último parámetro las células peritoneales procedentes de ratones alimentados

con sus respectivas dietas experimentales se incubaron en presencia de una

suspensión de L. monocytogenes. Tras el tiempo de incubación correspondiente se

determinó el número de bacterias que habían sido fagocitadas por las células

peritoneales del ratón. De este modo se analizó la acción que los diferentes lípidos

de la dieta ejercen sobre la actividad fagocítica de las células peritoneales.

Nuestros resultados indican que aquellas células peritoneales procedentes de ratones

alimentados con una dieta rica en aceite de pescado, presentan una menor capacidad

para eliminar las bacterias que las células procedentes de animales alimentados

con otra cualquier dieta. Estos resultados se encuentran en concordancia con los

aportados en otros trabajos de investigación en los cuales se observa una reducción

en la capacidad para eliminar las bacterias tras una suplementación por vía oral de

una dieta rica en aceite de pescado (D´Ambola et al., 1991; Eicher et al., 1995).

5.1.8. Determinación de la adhesión/invasión de Listeria monocytogenes

L. monocytogenes es una bacteria de crecimiento intracelular. Esto significa que

para poder llevar a cabo su ciclo de vida L. monocytogenes tiene que adherirse a

las células del hospedador y posteriormente invadirlas. En el proceso de adhesión e

invasión de las células por parte de la bacteria, juega un papel primordial la

membrana plasmática de dichas células, cuya fluidez puede verse alterada debido

a la manipulación de los lípidos presentes en la dieta. Todo esto nos hace pensar

que si la fluidez de la membrana de las células se encuentra alterada, esto suponga

una modificación en el proceso infectivo de la bacteria.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigación demuestran que

tanto la adhesión como la invasión por L. monocytogenes no dependen de forma

directa de la composición de los lípidos de la dieta, ya que en ambos parámetros el

grupo alimentado con la dieta rica en aceite de oliva obtuvo los mismos resultados

que el grupo alimentado con la dieta rica en aceite de coco. Estos resultados son

opuestos a otros existentes en los cuales se afirma que una manipulación de los

lípidos de membrana supone una alteración en la fluidez de membrana de las células

que podría contribuir a un incremento de la susceptibilidad de las células a la infección

(Calder et al., 1994; Calder et al., 1990). Sin embargo es importante resaltar que

en nuestro trabajo tras la administración de la dieta rica en aceite de pescado (la

más inmunosupresora), se determinaron menores niveles de adhesión. De este
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modo estos resultados contradictorios indican que otros factores aparte de la

adhesión e invasión, dan lugar a la reducción de la resistencia inmune a la infección

por L. monocytogenes en células procedentes de ratones alimentados con una dieta

rica en aceite de pescado.

5.1.9. Determinación de especies reactivas del oxígeno (ROS)

Las especies reactivas del oxígeno (ROS) no son más que un tipo de radicales libres

que son sintetizados por las células mediante procesos de oxidación derivados del

metabolismo aeróbico. Dentro de los ROS se incluyen cuatro especies de radicales

libres: anión superóxido (O
2
-), peróxido de hidrógeno (H

2
O

2
) y los más reactivos

que son el radical hidroxilo (OH) y el radical peroxilo (ROO-). Los radicales libres

juegan un importante papel en el desarrollo de la vida ya que intervienen en procesos

críticos como la transducción de señales, transcripción genética y regulación de la

actividad de determinados enzimas. Pero sin embargo también poseen ciertos efectos

perjudiciales para la viabilidad celular ya que pueden causar la oxidación de algunas

biomoléculas como proteínas, lípidos, aminoácidos y ADN; suponiendo este hecho

un daño para la célula y por tanto la muerte de la misma. De este modo se puede

afirmar que existen dos acciones distintas de los radicales libres en biología. Por

una parte desempeñan el papel de moléculas reguladoras y de señalización a niveles

fisiológicos, y por otra parte a niveles patológicos se convierten en oxidantes

altamente dañinos y con un elevado efecto citotóxico.

El objetivo de la determinación de este parámetro en el presente trabajo de

investigación fue monitorizar la actividad oxidativa de células procedentes de ratones

alimentados con sus respectivas dietas y que habían sido incubadas en presencia

de L. monocytogenes, comprobando de este modo que efecto tienen los lípidos de

la dieta en la capacidad oxidativa de las células y de que manera participa la bacteria

en este proceso. Para ello se obtuvieron las células del bazo de ratones que habían

sido alimentados con las dietas durante 4 semanas. Posteriormente estas células

se incubaron durante 6 y 12 horas tanto en presencia como en ausencia de L.

monocytogenes, y se trataron con un compuesto que difunde de manera pasiva al

interior de las células, donde el peróxido de hidrógeno (H
2
O

2
) oxida parte del

componente dando lugar a un producto fluorescente. De este modo cuanto mayor

sea la cantidad de H
2
O

2 
presente en el interior celular mayor será la fluorescencia

detectada.

Según los resultados obtenidos en este trabajo, la producción de ROS se incrementó

en todos los grupos de dietas ensayados con excepción del grupo alimentado con la

dieta rica en aceite de oliva y el grupo alimentados con la dieta rica en aceite de

pescado, tras 12 h de infección con L. monocytogenes. En dichos grupos
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experimentales la menor producción de ROS se debió probablemente al incremento

de la citotoxicidad observada en ambos grupos, teniendo este hecho como

consecuencia un marcado descenso de la viabilidad celular observada en los grupos

alimentados con las dietas ricas en aceite de oliva y en aceite de pescado. Sin

embargo en células procedentes de ratones alimentados con la dieta rica en aceite

de coco e incubadas en ausencia de L. monocytogenes se observó una baja

producción de ROS. Por el contrario las mismas células incubadas en presencia de

la bacteria durante 12 h dieron lugar a una elevada producción de ROS. No obstante,

existen estudios previos que determinan que no existe una relación directa entre la

producción de ROS y la eliminación de Listeria, ya que se ha demostrado que ROS

es relativamente inefectivo en la destrucción de esta bacteria en macrófagos

activados (Godfrey and Wilder,1984). De hecho un estudio reciente ha aportado

que la liberación de ROS no juega un papel crucial en la erradicación de L.

monocytogenes, aunque es interesante el hecho de que  ROS pudiera estar implicado

en la puesta en marcha de la respuesta celular (Ogawa et al., 2001). De manera

general, los niveles de citotoxicidad y la capacidad de las células para producir

ROS, son dos factores que no afectan a la predisposición que las células presentan

para ser invadidas por L. monocytogenes, de modo que estas propiedades de las

células son independientes.

5.1.10. Medición de la generación de anión superóxido mediante nitroblue

tetrazolium (NBT)

Dentro del grupo de especies reactivas del oxígeno (ROS), existe un tipo de radical

más reactivo que el H
2
O

2
. Se trata del radical superóxido (O

2
-). El anión superóxido

se forma por el escape de electrones procedentes de la cadena transportadora de

electrones situada en la mitocondria, y la posterior reducción del oxígeno molecular

(O
2
). El radical superóxido, junto con el resto de las especies de radicales

pertenecientes a la familia del ROS, es el responsable de la peroxidación lipídica.

Proceso mediante el cual se podría promover la modulación de las funciones del

sistema inmune (Allard et al., 1997). El mecanismo de peroxidación lipídica es una

forma de daño oxidativo que ocurre en membranas celulares cuando los ácidos

grasos insaturados reaccionan con los niveles excesivos de ROS, para formar radicales

de ácidos grasos e hidroperóxidos lipídicos. Ambos tipos de moléculas sintetizadas

mediante este proceso causan alteraciones reversibles en la estructura y función

de la membrana celular lo que puede suponer una modificación de las funciones de

las células, incluidas las pertenecientes al sistema inmune. Contrariamente a esto,

otros estudios han indicado que el proceso de peroxidación lipídica no parece

constituir un factor importante capaz de modular las funciones del sistema inmune

(Soyland et al., 1993a).
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El objetivo que se persiguió con la determinación de este factor, era el de evaluar si

los lípidos presentes en las diferentes dietas experimentales daban lugar a un

incremento en la producción de aniones superóxido por parte de las células del

sistema inmune, y si este proceso se podía relacionar con la infección por L.

monocytogenes y con la pérdida de resistencia del hospedador a una infección

ocasionada por dicha bacteria. Para llevar a cabo este estudio, células peritoneales

procedentes de ratones alimentados con sus respectivas dietas experimentales, se

incubaron durante 2 h en presencia y ausencia de L. monocytogenes. Pasado el

tiempo de incubación se adicionó el reactivo NBT a cada uno de los pocillos para

cuantificar la generación de anión superóxido. Posteriormente la reacción se detuvo

y se midió la liberación de dicho radical mediante espectrofotometría.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, la producción de anión

superóxido se incrementó en células procedentes de animales alimentados con las

dietas ricas en aceite de oliva y en aceite de pescado, y cultivadas en presencia de

L. monocytogenes. De manera que la elevada generación del radical superóxido no

solo se debe a la presencia de los lípidos administrados en la dieta, sino que también

es una consecuencia del proceso infeccioso promovido por la bacteria; el cual produce

un efecto sinérgico. Estos resultados indican que variaciones en la producción de

radicales libres del oxígeno debido a la administración de ácidos grasos

poliinsaturados en la dieta, no es un factor esencial para la eliminación de L.

monocytogenes. De este modo se puede afirmar que la resistencia del hospedador

a una infección por L. monocytogenes se ve disminuida, tanto por los ácidos grasos

poliinsaturados presentes en la dieta (de Pablo et al., 2000b; Fritsche et al., 1997;

Paul et al. 1997; Chang et al., 1992; Peck et al., 1990), como por la incrementada

generación de radicales superóxido. A pesar de todo lo anteriormente expuesto,

otros autores afirman que la peroxidación lipídica no es un factor importante que

afecte a la proliferación de linfocitos, y por tanto no es responsable de la modulación

de las funciones de las células del sistema inmune por los ácidos grasos (Calder

and Newsholme, 1993). Un posible hecho que explique la menor resistencia de los

animales alimentados con la dieta rica en aceite de pescado, sería la inhibición de

dos citoquinas que juegan un papel muy importante en la defensa del hospedador

frente a L. monocytogenes como son el interferón-γ (IFN-γ) y la interleukina 12 (IL-

12) (Fritsche et al., 2000).

5.1.11. Determinación de la actividad de proteasomas

El proteasoma es un complejo con actividad proteolítica que se localiza en el citosol

de la mayoría de las células de mamíferos. Su función consiste en la generación de

péptidos derivados de las proteínas intracelulares, sobre todo de aquellas sintetizadas
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por virus y bacterias, que llevan a cabo su ciclo de vida en el interior de la célula. De

esta forma el proteasoma es el responsable de la generación de mas del 70% de las

proteínas celulares y de la mayoría de los péptidos antigénicos presentados por el

complejo mayor de histocompatibilidad de clase I (MHC de clase I) a los linfocitos T

citotóxicos (Rock et al., 1994). Como consecuencia de la relación existente entre

proteasomas y presentación de antígenos, se puede afirmar que cuando concurre

una modulación de la actividad de proteasomas tiene lugar una modificación de

manera indirecta de la presentación de antígenos por parte del MHC de clase I. Esta

afirmación está corroborada por York et al (York et al., 1999), los cuales afirman

que la citoquina IFN-γ incrementa la actividad de proteasomas favoreciendo la

presentación antigénica a los linfocitos T citotóxicos.

L. monocytogenes es una bacteria de crecimiento intracelular cuya participación en

el transcurso de una infección ha sido ampliamente investigada en modelos murinos.

En estos estudios se ha aportado que esta bacteria es capaz de sintetizar una serie

de proteínas en el citosol celular, que son rápidamente degradadas por proteasomas

utilizando el extremo amino terminal de las mismas para determinar el índice de

degradación al cual deben ser sometidas. Como resultado de este proceso se obtienen

una serie de péptidos antigénicos que son presentados a los linfocitos T citotóxicos

(Finelli et al., 1999).

El objetivo que se persiguió con la determinación de la actividad de proteasomas en

este trabajo de investigación, fue comprobar si los lípidos presentes en la dieta

eran capaces de modular la actividad de proteasomas y por lo tanto la presentación

antigénica, tanto en animales sometidos a una infección experimental con L.

monocytogenes como en animales sanos. Para ello partimos de timocitos de ratones

alimentados con sus respectivas dietas experimentales, los cuales se incubaron en

presencia y ausencia de L. monocytogenes durante 2 h. Posteriormente, las células

se incubaron junto con un sustrato fluorigénico y tras el periodo de incubación se

midió la actividad de los proteasomas en un espectrofluorímetro. Se utilizó un

inhibidor de la actividad de proteasomas (MG 132) como control negativo.

Según los resultados obtenidos, los lípidos de la dieta no parecen tener un marcado

efecto sobre la actividad de proteasomas. Aunque dicha actividad se vio reducida

en todos los grupos analizados debido a la presencia de Listeria monocytogenes;

esta reducción fue similar a la que presentaban las células tratadas con el inhibidor

de la actividad de proteasomas MG 132. Sin embargo la acción inhibitoria de la

bacteria desapareció cuando las células además de ser sometidas a una infección

por L. monocytogenes fueron tratadas con el inhibidor MG132. Estos resultados

sugieren que la interacción entre la bacteria y el inhibidor de proteasomas implica

un mecanismo capaz de desacoplar la acción inhibitoria ejercida por L.
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monocytogenes o por MG132. En este punto es importante señalar que este proceso

descrito con anterioridad ocurre de manera independiente de la inmunomodulación

ejercida por los diferentes lípidos de la dieta examinados en este estudio, de manera

que dicho proceso no puede ser relacionado con la inmunosupresión ejercida por

los lípidos presentes en la dieta.

A pesar de lo anteriormente comentado, existen investigaciones en las cuales se

demuestra que una dieta rica en ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3

estimulan tanto la actividad como los niveles de proteasomas presentes en las

células de tres clases de músculo esquelético (Vigouroux et al., 2003). Estos

investigadores defienden la hipótesis de que este incremento, tanto en la actividad

como en la cantidad de proteasomas presentes en dichas células, se debe a la

necesidad que éstas presentan para eliminar las proteínas dañadas debido al proceso

de peroxidación lipídica, muy importante en los ácidos grasos poliinsaturados de la

serie n-3 (Sugihara et al., 1994). Aunque también observaron los mismos efectos

en los animales alimentados con dietas ricas en ácidos grasos monoinsaturados,

los resultados no fueron tan llamativos. Ya que los ácidos grasos monoinsaturados

presentan una mejor resistencia a la oxidación, debido a la presencia de gran cantidad

de sustancias con propiedades antioxidantes (Ochoa et al., 2002).

La existencia de tales resultados en principio contradictorios pueden deberse a

diferentes factores como por ejemplo las poblaciones celulares sobre las que se

realiza la cuantificación de la actividad de proteasomas (células de músculo

esquelético y timocitos), las diferencias existentes entre los animales de

experimentación (ratas Wistar y ratones de la raza Balb/c), heterogeneidad en

cuanto a la composición de las dietas experimentales suministradas, así como el

tiempo que los animales están ingiriendo las respectivas dietas (2 semanas frente

a 4 semanas).

5.1.12. Análisis cuantitativo de la fragmentación de ADN

La apoptosis o muerte celular programada es un acontecimiento celular que

generalmente se activa de manera natural para erradicar células dañadas, mutadas,

envejecidas y superfluas. Han sido muchos los avances que se han llevado a cabo

en la investigación de este proceso esencial para el desarrollo y la homeostasis de

tejidos adultos en todos los metazoos. Debido a lo anteriormente expuesto, una

desregulación del proceso apoptótico implica la aparición de ciertas patologías. Así,

una inhibición anormal de este proceso da lugar a la aparición de neoplasias, mientras

que una apoptosis masiva está relacionada con la aparición de desórdenes agudos,

así como patologías crónicas como por ejemplo enfermedades degenerativas. Cuando

una célula entra en apoptosis, adquiere una serie de características morfológicas
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especiales como por ejemplo alteración de los fosfolípidos de la membrana plasmática

(exposición de fosfatidilserina en la cara externa de la membrana plasmática),

aparición de cuerpos apoptóticos en el citoplasma celular, condensación de la

cromatina nuclear, reducción del volumen celular, y en último lugar se produce la

fragmentación del ADN de la célula y la fagocitosis de estos cuerpos apoptóticos sin

verter su contenido al exterior y sin producir un proceso de inflamación.

Dentro de las investigaciones llevadas a cabo en el ámbito de la apoptosis, son

muchos los autores que han estudiado el papel que los componentes de la dieta

ejercen sobre diferentes tipos celulares en relación con su muerte programada. En

este sentido son numerosas las investigaciones existentes acerca de la implicación

de los lípidos de la dieta y de los ácidos grasos en la inducción o inhibición de la

apoptosis (de Pablo et al. 1999; Heimli et al., 2002; Reddy Avula et al., 1999;

Ruemmele et al., 1999; Tang et al., 1997). En estos trabajos de investigación se

pone de manifiesto que los ácidos grasos poliinsaurados de la serie n-3 están

relacionados con la inducción del proceso apoptótico, mientras que van a ser los

ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 los responsables de la inhibición de

dicho proceso. De hecho una reciente investigación (Reddy Avula et al., 1999)

aportó que la administración de ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3

disminuye la expresión del gen Bcl-2 (un potente inhibidor de apoptosis) y aumenta

la expresión del gen Fas (un inductor de apoptosis).

El objetivo que se persiguió con la determinación de este parámetro en este trabajo

de investigación, fue comprobar si los lípidos presentes en cada una de las dietas

experimentales actuaban en el proceso de apoptosis celular en células inmunes

procedentes de ratones alimentados con su respectiva dieta rica en lípidos, e

incubadas en presencia y ausencia de L. monocytogenes. Para ello partimos de

timocitos de ratones alimentados con sus respectivas dietas experimentales, los

cuales se incubaron en presencia y ausencia de L. monocytogenes durante 2 h.

Posteriormente las células se lisaron y se sometieron al tratamiento expuesto

anteriormente en el apartado 3.1.16, con el objetivo de cuantificar la fragmentación

de ADN.

Según los resultados obtenidos, la fragmentación de ADN fue mayor en aquellas

células procedentes de ratones que habían sido alimentados con las dietas ricas en

aceite de oliva o aceite de pescado, y que habían sido incubadas en ausencia de L.

monocytogenes. Esto estaría en concordancia con los resultados obtenidos por

otros investigadores en los cuales los ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3

(que se encuentran mayoritariamente en el aceite de pescado) están relacionados

con la inducción de apoptosis (Heimli et al., 2002, Reddy Avula et al., 1999). En el

caso del aceite de oliva, aunque la fragmentación de ADN no es tan elevada como
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en las células procedentes de ratones alimentados con aceite de pescado, si se

observa un incremento del ADN fragmentado en comparación con los valores

obtenidos en células procedentes de ratones alimentados con la dieta de bajo

contenido en grasa (dieta control). Mientras que son numerosos los estudios acerca

de la influencia del aceite de pescado, y sus principales ácidos grasos

eicosapentaenoico y docosahexaenoico, en el proceso de apoptosis; poco se conoce

sobre los efectos en este mismo proceso del aceite de oliva y el ácido oleico y

linoleico, como ácidos grasos mayoritarios en la composición del aceite de oliva. A

pesar de esto, existe una reciente publicación (Llor et al., 2002) cuyos resultados

ponen de manifiesto que la suplementación de la dieta con aceite de oliva da lugar

a un descenso en la regulación de la enzima ciclooxigenasa-2 (enzima que participa

en el metabolismo lipídico del ácido araquidónico) seguido de una reducción en la

expresión del gen Bcl-2 (potente inhibidor de la apoptosis). Los mismos resultados

se obtuvieron con el uso del ácido oleico y ácido linoleico. Estos datos apoyarían los

obtenidos en nuestro trabajo de investigación, ya que una baja expresión del gen

Bcl-2 supondría un incremento de apoptosis debido a la ingesta de aceite de oliva.

Respecto a la infección de las células con L. monocytogenes, la fragmentación del

ADN de las células no se vio alterada por la presencia de la bacteria y los valores

obtenidos en este caso fueron similares a los observados en los cultivos celulares

incubados en ausencia de la bacteria. Debido a esto se puede afirmar que L.

monocytogenes no está asociada con la fragmentación de ADN en timocitos

procedentes de ratones alimentados con dietas lipídicas. En otras palabras, no

existe un efecto sinérgico en la inducción de apoptosis en timocitos procedentes de

animales alimentados con las dietas lipídicas experimentales, entre los lípidos

presentes en la dieta y la bacteria intracelular Listeria monocytogenes.

5.1.13. Actividad de caspasa-3

Las caspasas son una familia de proteasas que están implicadas en el proceso de la

apoptosis. Las caspasas son sintetizadas en forma de precursores inactivos y tras

un proceso de maduración proteolítica dan lugar a la inducción del proceso de

apoptosis. Dependiendo de la caspasa iniciadora de dicho proceso en respuesta a

diferentes estímulos podemos distinguir dos rutas o vías apoptóticas en células de

mamíferos. Por un lado existe una «ruta extrínseca» mediada por receptores

apoptóticos («death receptors»), y por otro lado una «ruta intrínseca» regulada

predominantemente a nivel mitocondrial. La activación de la ruta extrínseca requiere

la unión de un ligando apoptótico («death ligand») a su receptor, situado en la

superficie de la membrana plasmática de la célula. Esta unión supone la adhesión

de DISC (complejo señalizante de muerte inducida) a la parte intracelular del receptor.
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DISC es un complejo proteico el cual porta al precursor inactivo de la caspasa-8

(procaspasa-8); la unión de dicho complejo proteico al receptor celular (death

receptor) provoca la proteolisis de la procaspasa-8 dando lugar a la caspasa-8

activa. La caspasa-8, activa de manera directa a una caspasa efectora (caspasa-3)

o bien provoca la escisión del miembro de la familia de Bcl-2, Bid, dando lugar a

tBid. tBid se transloca al interior de la mitocondria donde actúa con los miembros

proapoptóticos de la familia de Bcl-2, Bak y Bax, favoreciendo la liberación al

citoplasma de citocromo c (cit c).

Por otro lado la ruta intrínseca está inducida en las células tras someter a éstas a

diferentes tratamientos (drogas, radiación ultravioleta, falta de alimento, entre otros).

Ante estas condiciones la mitocondria de las células responde con la liberación de

cit c al citoplasma celular. Como se puede comprobar, ambas rutas apoptóticas

convergen en el mismo punto, liberación de cit c, lo que requiere una implicación

de la mitocondria en la apoptosis.

El cit c es sintetizado en forma de precursor inactivo, el cual es transportado al

interior de la mitocondria donde mediante una serie de reacciones madura para ser

liberado al citoplasma celular como cit c activo. Una vez en el citosol, el cit c se

asocia con Apaf-1 (factor apoptótico activador de proteasas) y con el precursor

inactivo procaspasa-9, dando lugar a la formación de un complejo llamado

apoptosoma que permite la activación de la caspasa-9. Una vez activa, la caspasa-

9 promueve la activación de otra caspasa efectora (caspasa-3). Pero a parte de la

activación de la cascada de caspasas, en la inducción de apoptosis también

intervienen otros factores que son liberados por la mitocondria como la proteina

endo G, las proteínas Smac/DIABLO, el factor inductor de apoptosis (AIF) entre

otros; y que actúan a diferentes niveles dentro de la célula (Petit et al., 2003;

Ravagnan et al., 2002).

El objetivo que se persiguió con la determinación de la actividad de caspasa-3 en

este trabajo de investigación fue comprobar si los lípidos presentes en cada una de

las dietas experimentales modulaban la actividad de dicha caspasa efectora en

células procedentes de ratones alimentados con sus respectivas dietas ricas en

lípidos, y que papel jugaría la infección con L. monocytogenes en la inducción de

apoptosis mediante la activación de esta vía en células inmunes murinas.

Para ello partimos de timocitos de ratones alimentados con cada una de las dietas

experimentales, incubados en presencia y ausencia de L. monocytogenes durante

2 h. Posteriormente las células fueron procesadas siguiendo el protocolo del kit

EnzChek Caspase-3 Assay Kit, como se expuso anteriormente en el apartado 3.1.17,

con el fin de cuantificar la actividad de la caspasa-3.
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Según los resultados obtenidos en el presente estudio, el ensayo fluorimétrico de

caspasa-3 en timocitos de ratones alimentados con las dietas ricas en lípidos reveló

un significativo incremento en los grupos alimentados con las dietas que contenían

aceite de oliva o aceite de pescado en comparación con los valores obtenidos en

células de ratones alimentados con la dieta de bajo contenido en grasa (dieta control).

Sin embargo se observó una inhibición en la actividad de caspasa-3 en aquellas

células, procedentes de ratones alimentados con sus respectivas dietas lipídicas, y

que habían sido sometidas a una infección experimental con L. monocytogenes.

Pocos son los estudios que cuantifican la actividad de caspasa-3 en modelos murinos

alimentados con dietas ricas en lípidos, aunque si son más numerosos los estudios

realizados en condiciones in vitro. En una reciente investigación llevada a cabo con

células cultivadas en presencia de ácido eicosapentaenoico (ácido graso

poliinsaturado contenido en el aceite de pescado), se detectó un incremento en los

niveles de caspasa-3 así como en los niveles de caspasa-9, pero no se obtuvo ese

incremento en los niveles de caspasa-8. Estos datos sugieren que el ácido

eicosapentaenoico induce apoptosis en células en cultivo mediante la ruta intrínseca

(Heimli et al., 2002).

En el presente trabajo de investigación, la incubación de timocitos procedentes

de ratones alimentados con las respectivas dietas experimentales en presencia

del inhibidor de caspasa-3, Ac-DEVD-CHO, redujo la producción de caspasa-3.

Sin embargo cuando las células se incubaron en presencia tanto de L.

monocytogenes como de AC-DEVD-CHO, este no ejerció su acción inhibitoria. De

manera que estos datos sugieren que los lípidos presentes en la dieta

(particularmente aceite de oliva y aceite de pescado) están implicados en uno de

los principales eventos que tienen lugar durante el proceso de apoptosis como es

la actividad de caspasa-3. Pero la infección por L. monocytogenes no parece jugar

un importante papel en la inducción de apoptosis en timocitos. Este hecho podría

ser considerado como un mecanismo de evasión del sistema inmune por parte de

la bacteria L. monocytogenes para evitar su destrucción. En un reciente estudio

llevado a cabo con células T infectadas con L. monocytogenes, se ha demostrado

que la viabilidad de dichas células tras ser sometidas a una infección con la bacteria

intracelular anteriormente citada, se ve reducida debido no tanto a la acción de la

bacteria propiamente dicha y/o a la toxicidad de la listeriolisina O, sino a la acción

que la elevada expresión de Fas-L en las células infectadas ejerce sobre aquellas

células del sistema inmune que expresan el receptor para Fas. En dichas células

la unión del receptor para Fas con su ligando Fas-L, presente en las células

infectadas por L. monocytogenes, provoca una cascada de eventos que dirigen a

la célula hacia el proceso de apoptosis (Zenewicz et al., 2004).
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5.1.14. Supervivencia con LSTRA

La línea celular LSTRA es un linfoma murino muy utilizada en la investigación del

desarrollo de tumores en modelos murinos.

El objetivo de este ensayo fue comprobar el efecto que la manipulación de los

ácidos grasos contenidos en la dieta ejercen sobre el proceso de la carcinogénesis

mediante la cuantificación de los ratones supervivientes tras el transplante con el

linfoma murino LSTRA.

Como consecuencia del efecto inmunosupresor que los lípidos presentes en la dieta

ejercen sobre el individuo, estudios previos indican el importante papel de los lípidos

de la dieta como agentes quimiopreventivos o como sustancias capaces de inducir

procesos tumorales (Fay et al., 1997; Hilakivi-Clarke et al., 1996; Takahashi et al.,

1997; Hubbard et al., 1998; Chang et al., 1998; Takeshita et al., 1997; Owen et

al., 2000; Trichopoulou et al., 2000). De hecho, estudios llevados a cabo con animales

de investigación han puesto de manifiesto que la administración de ácidos grasos

de la serie n-3, o bien de la serie n-9, son capaces de disminuir el riesgo de desarrollo

de cáncer de mama y cáncer de colon (Takahashi et al., 1997; Hubbard et al.,

1998; Chang et al., 1998; Takeshita et al., 1997; Owen et al., 2000; Trichopoulou

et al., 2000). Por el contrario, estudios realizados con ácidos grasos de la serie n-6

han indicado un incremento en el desarrollo de tumores mamarios y metástasis

tras su incorporación en la dieta (Fay et al., 1997; Hilakivi-Clarke et al., 1996). De

este modo el tipo de grasa presente en la dieta parece estar directamente implicada

en la promoción del proceso de carcinogénesis o bien puede tener efectos inhibitorios

sobre el desarrollo de tumores (Lee and Lin, 2000; Rose, 1997; Wynder et al.,

1997).

Según los resultados obtenidos en el presente estudio, la supervivencia de ratones

que habían sido alimentados con aceite de pescado y posteriormente transplantados

con un linfoma murino fue menor, comparado con el grupo alimentado con la dieta

de bajo contenido en grasa (dieta control), que la supervivencia de los ratones

alimentados con el resto de las dietas experimentales, los cuales demostraron unos

valores similares a los obtenidos en el grupo control. Este hecho puede deberse a

los efectos inducidos por el aceite de pescado, el cual promueve una fuerte supresión

del sistema inmune (Calder, 1998c). Sin embargo, existen datos procedentes de un

reciente estudio los cuales se contradicen con los obtenidos en el presente trabajo

de investigación. En dicho estudio se pone de manifiesto que en aquellos animales

alimentados con dietas suplementadas con ácido eicosapentaenoico y ácido

docosahexaenoico y sometidos posteriormente a un transplante con un timoma, se

observa un incremento de la supervivencia de los animales así como una reducción

en el porcentaje de células tumorales proliferativas (Calviello et al., 2000). Estos
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resultados contradictorios pueden deberse a diferencias en cuanto a concentración

de lípidos presentes en la dieta, metodología experimental utilizada, línea tumoral

transplantada, etc.

5.1.15. Actividad de células natural killer (NK) tras el transplante del linfoma

murino LSTRA

Las células NK son un tipo de células que junto con los linfocitos T citotóxicos

conforman la principal barrera inmunológica frente al desarrollo de tumores. Se ha

comprobado en estudios desarrollados in vitro que las células NK pueden ejercer su

efecto citolítico en células invadidas por virus y ciertas líneas celulares tumorales;

especialmente aquellas células que tienen una reducida expresión de moléculas del

complejo mayor de histocompatibilidad de clase I (MHC de clase I) y que pueden

escapar a la lisis llevada a cabo por los linfocitos T citotóxicos.

Teniendo en cuenta las premisas anteriormente expuestas, el objetivo del ensayo

llevado a cabo en este estudio fue determinar si los lípidos presentes en la dieta

ejercían alguna función en la actividad de las células NK tras el transplante de un

linfoma murino al animal; y cual de las grasas empleadas en las diferentes dietas

experimentales tenía un mayor papel inmunomodulador en el desarrollo de un

proceso tumoral.

Según la literatura científica existente, los lípidos de la dieta pueden modular la

actividad de las células NK (de Pablo and Álvarez de Cienfuegos, 2000; Calder,

1998a; Yaqoob et al., 1994a; de Pablo et al., 1998a; Kelley et al., 1999). En concreto,

se ha demostrado que de todos los lípidos incluidos en la dieta son los ácidos grasos

insaturados que administrados a animales de experimentación (Yaqoob et al., 1994a;

de Pablo et al., 1998a) o a humanos (Kelley et al., 1999) reducen la actividad de las

células NK. Una posible aplicación de estos hallazgos podría emplearse en la

modulación de los procesos tumorales. De este modo, estos efectos podrían explicar,

en parte, la influencia de los lípidos de la dieta sobre el desarrollo de tumores. De

hecho, en un reciente trabajo de investigación se ha observado que las células

tumorales son mas susceptibles a la lisis mediada por los linfocitos T citotóxicos

cuando los ratones utilizados en el ensayo son alimentados con dietas ricas en

aceite de pescado (Jenski et al., 1993).

Según los resultados obtenidos en el presente ensayo la actividad de las células NK

procedentes de ratones alimentados con sus respectivas dietas experimentales, se

redujo de forma considerable tras someter al animal a un transplante del linfoma

murino LSTRA. Esta disminución fue más notable en aquellos animales que habían

sido alimentados con la dieta rica en aceite de pescado, comparando dichos valores
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con los obtenidos en animales alimentados con la dieta de bajo contenido en grasa

o dieta control. De forma general se puede considerar la posibilidad de que la

pérdida de actividad de las células NK encontrada en el presente estudio puede ser

debida no solamente a los lípidos presentes en cada una de las dietas, sino también

al proceso tumoral que se indujo en el animal; ya que la actividad de las células NK

fue notablemente superior en cada uno de los grupos experimentales previamente

al transplante del tumor. Los resultados obtenidos en el presente trabajo de

investigación están de acuerdo con los aportados por Fritsche and Johnston (Fritsche

and Johnston, 1990). Estos investigadores encontraron que el aceite de pescado

reduce la citotoxicidad de los macrófagos peritoneales frente a células tumorales

invadidas por virus. De este modo, como se ha comentado con anterioridad, la

presencia en la dieta tanto en animales como en humanos de ciertos lípidos tiene

como resultado una significativa inhibición de la actividad de células NK. Sin embargo,

y a pesar de conocer el resultado, los mecanismos responsables de dichos efectos

permanecen hoy en día desconocidos; aunque se sugiere que la síntesis de productos

derivados de eicosanoides podrían estar implicados en este proceso (Yaqoob et al.,

1994a).

5.1.16. Medición del anión superóxido mediante nitro blue tetrazolium

(NBT) en presencia de inhibidores de fosfolipasa o ciclooxigenasa

Son numerosos los estudios que aseguran que los ácidos grasos, en particular los

ácidos grasos insaturados, ejercen ciertas funciones dentro del metabolismo celular

actuando como segundos mensajeros (Graber et al., 1994). Este hecho sugiere

que dichas moléculas son capaces de modular la actividad de diferentes enzimas

como por ejemplo la enzima fosfolipasa (Sumida et al., 1993). Desde hace algún

tiempo se conoce que las células fagocíticas son unas importantes productoras de

ácido araquidónico, y como consecuencia de este proceso, dicho ácido graso y sus

metabolitos van a dar lugar a la alteración de numerosas funciones de los macrófagos

(Scott et al., 1980). De este modo recientemente se ha sugerido que uno de los

principales mecanismos por los cuales los ácidos grasos regulan las funciones del

sistema inmune es a través de alteraciones en la producción de eicosanoides, así

como de interacciones con la actividad de la enzima fosfolipasa (Graber et al.,

1994).

Una de las principales funciones de los macrófagos es la fagocitosis tanto de bacterias,

como de células tumorales o invadidas por virus. En el proceso fagocítico, los

macrófagos liberan una gran cantidad de radicales libres que tienen como objetivo

la destrucción del agente extraño o de la célula transformada. De todos los radicales

libres liberados, van a ser los radicales superóxido unos de los más activos en el
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proceso de peroxidación lipídica llevado a cabo por dichas moléculas activas. Este

mecanismo es un modo de daño oxidativo que ocurre a nivel de las membranas

celulares, y que puede jugar un importante papel en la modulación de las funciones

del sistema inmune (Allard et al., 1997).

El objetivo perseguido en el presente trabajo de investigación consistió en utilizar la

generación del anión superóxido, mediante la reducción del NBT, para determinar el

efecto que tanto el inhibidor de la fosfolipasa (QUIN) como el inhibidor de la

ciclooxigenasa (IND) ejercen en la producción de peróxidos lipídicos en células

peritoneales estimuladas con zymosan opsonizado. Según los resultados obtenidos

en el ensayo in vivo se observó que en general los lípidos de la dieta incrementaron

la acción inhibitoria tanto de QUIN como de IND, en comparación de los valores

obtenidos en el grupo control. Pero sin embargo, los ensayos llevados a cabo utilizando

el inhibidor de la fosofolipasa (QUIN) indicaron una significativa reducción de la

generación de anión superóxido en células peritoneales estimuladas con zymosan

procedentes de ratones alimentados con las dietas ricas en aceite de oliva y en aceite

de coco; en comparación de los valores obtenidos en el grupo alimentado con la dieta

de bajo contenido en grasa o dieta control. Estos hechos implican que los efectos

promovidos por los lípidos presentes en la dieta, que han sido descritos anteriormente,

no parecen estar relacionados con el proceso de peroxidación lipídica. Es posible que

la reducción en la respuesta inflamatoria debida a las dietas con elevado contenido

en ácidos grasos de la serie n-3 pueda ser la responsable del efecto antitumoral

ejercido por los lípidos de la dieta en el colon (Kuratko, 2000). De manera similar, son

numerosos los estudios que establecen el papel esencial que el aceite de oliva ejerce

sobre la salud teniendo importantes efectos sobre el desarrollo de tumores mamarios

inducidos por N-methylnitrosurea (Cohen et al., 2000). Pero aparte de inducir

diferentes efectos sobre las funciones del sistema inmune, los ácidos grasos de cadena

larga inducen apoptosis por incrementar el proceso de peroxidación lipídica y suprimir

la expresión del gen bcl-2 (Das, 1999; Llor et al., 2003). Desde hace algún tiempo

existen evidencias acerca del importante papel que los ácidos grasos juegan en el

proceso de apoptosis, pudiendo explicar este hecho algunas de las funciones de los

lípidos como sustancias inmunomoduladoras.

5.2. ENSAYOS IN VITRO

5.2.1. Ensayos de viabilidad celular

Uno de los principales factores relacionados con la acción moduladora que los lípidos

de la dieta o los ácidos grasos libres ejercen sobre el sistema inmune, es la

proliferación de linfocitos. Son numerosos los estudios que demuestran que la

proliferación de linfocitos sufre una reducción tanto en animales alimentados con
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dietas ricas en lípidos como en células cultivadas en presencia de ácidos grasos

libres (De Pablo and Álvarez de Cienfuegos., 2000; Calder et al., 1998b; Calder et

al., 1991). A pesar de esto, no está del todo claro cuáles son los mecanismos que

llevan a esta reducción en la viabilidad celular. Si bien es cierto lo anteriormente

dicho, no es del todo menos conocido que la producción de eicosanoides juega un

papel fundamental en los procesos inflamatorios y de respuesta inmune, y que

dicha producción puede verse regulada por la administración tanto de dietas lipídicas

como de ácidos grasos libres (Goodwin and Ceupens, 1983).

El objetivo del presente trabajo de investigación consistió en el estudio de algunos

de los mecanismos implicados en la alteración de la viabilidad celular, y que es

promovida por diferentes ácidos grasos presentes en el medio de cultivo de las

células. Según los resultados obtenidos se observó una significativa reducción en la

viabilidad celular en células que habían sido tratadas con ácido eicosapentaenoico e

incubadas en ausencia de los inhibidores tras 72 h de incubación, mientras que no

se observó efecto alguno en la viabilidad celular en presencia de inhibidores de la

fosfolipasa, ciclooxigenasa o lipooxigenasa. Este hecho indica que la acción del

ácido eicosapentaenoico sobre la viabilidad celular se ejerce a través de la vía de la

producción de eicosanoides, ya que los inhibidores de las enzimas que participan

en dicho proceso son capaces de prevenir la pérdida de viabilidad celular.

Son numerosos los estudios que han descrito la influencia de algunos ácidos grasos

en la producción de eicosanoides como uno de los factores principales responsables

de la reducción en la proliferación de linfocitos (Whelan et al., 1997). Aunque existen

resultados discrepantes a este respecto, ya que también constan en la literatura

científica trabajos de investigación en los que se demuestra que los efectos inhibitorios

ejercidos por los ácidos grasos eicosapentaenoico y docosahexaenoico, así como

por dietas que contienen aceite de pescado son independientes o no se asocian a la

incrementada producción de prostaglandinas y leucotrienos (Calder et al., 1992c;

Soyland et al., 1993a; Kelley et al., 1999).

A pesar de la existencia de resultados contrapuestos se puede concluir que ciertas

funciones del sistema inmune tales como la reducción en la proliferación de linfocitos

o la síntesis de citoquinas, están implicadas en la reducción de la resistencia inmune

natural del hospedador; aunque realmente los mecanismos responsables de tales

acciones todavía no están del todo claros.

5.2.2. Medición del anión superóxido mediante nitroblue tetrazolium (NBT)

Uno de los mecanismos mas importante, mediante el cual los ácidos grasos modulan

las funciones del sistema inmune es el proceso de peroxidación lipídica (Allard et
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al., 1997). Aunque existen trabajos de investigación en los cuales se demuestra

que el proceso de peroxidación lipídica no parece ser un factor demasiado importante

como para llevar a cabo, en parte, la modulación de las funciones de las células que

forman parte del sistema inmune (Soyland et al., 1993a).

Desde hace tiempo se conoce que los lípidos ingeridos a través de la dieta promueven

una alteración de los ácidos grasos presentes en los fosfolípidos de la membrana

plasmática, hasta tal punto que la composición de la membrana plasmática refleja

fielmente los ácidos grasos presentes en la dieta (Clamp et al., 1997). Esto supone

que una dieta rica en ácidos grasos poliinsaturados, va a dar lugar a la incorporación

de estos en los fosfolípidos de la membrana plasmática de las células reemplazando

al ácido araquidónico presente (Jump, 2002). Este hecho supone una alteración en

las propiedades biofísicas de la membrana plasmática, ya que disminuye la

microviscosidad de la misma dando lugar a una modificación en la función y movilidad

de las proteínas de membrana (Stulning et al., 2001).

Por otra parte, la incorporación de los ácidos grasos poliinsaturados a la membrana

celular supone un incremento en el proceso de peroxidación lipídica llevado a cabo

por las células. Esto repercute en un descenso en mecanismos tan importantes

para la célula como la replicación y la viabilidad celular. De hecho, existen estudios

en los que se demuestra que la generación del proceso de peroxidación lipídica

supone un incremento en la muerte de células tumorales (Begin et al., 1988; Das.,

1999; Rose and Conolly, 1999; Sauer et al., 2000; Stoll, 2002).

Debido a todo lo anteriormente expuesto, el proceso de peroxidación lipídica supone

un importante mecanismo que afecta al sistema inmune, siendo responsable en

parte de su modulación.

El objetivo del presente trabajo era demostrar como influye el tratamiento de células

pertenecientes a la línea celular YAC-1, con diferentes ácidos grasos libres en la

generación de anión superóxido. Atendiendo a los resultados obtenidos se observó

un incremento en la generación del anión superóxido en aquellas células que habían

sido incubadas en presencia de ácido eicosapentaenoico. Demostrándose así, la

importante implicación que los ácidos grasos poliinsaturados ejercen sobre la

generación del proceso oxidativo, sobre todo aquellos pertenecientes a la serie n-3.

A pesar de lo anteriormente comentado, existen otros estudios cuyos resultados no

concuerdan con los obtenidos en la presente investigación. Estos autores indican

que si bien es cierto que los lípidos presentes en la dieta llevan a cabo una

modificación de los fosfolípidos de la membrana plasmática, estos acontecimientos

no suponen ninguna modificación en la generación de aniones superóxido (Guarini

et al., 1998).
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5.2.3. Determinación de la actividad de proteasomas

Como ha sido comentado anteriormente, los proteasomas son un  complejo con

actividad proteolítica que se encargan de la degradación de las proteínas

intracelulares. Debido a su función, los proteasomas son los responsables de la

eliminación de numerosos agentes biológicos (Rock et al. 1994), como por ejemplo

bacterias de crecimiento intracelular como L. monocytogenes (Finelli et al., 1999).

También estos complejos enzimáticos juegan un papel muy importante en la

degradación de algunos reguladores principales de la proliferación celular como el

factor nuclear NF-κB que comienza a ser activo tras el procesamiento que sufre por

acción de los proteasomas (Palombella et al., 1994).

Pero los proteasomas no sólo ejercen una acción reguladora sobre ciertos factores

nucleares, sino que también es conocida la función moduladora de ciertos ácidos

grasos sobre la actividad de algunos factores nucleares, incluido el factor NF-κB

(Camandola et al., 1996). A pesar de esto, la relación que existe entre los ácidos

grasos y la función de los proteasomas no es muy conocida. Sin embargo en un

reciente trabajo de investigación se pone de manifiesto la correlación que existe

entre las células pertenecientes a la línea celular HT-29 (cáncer de colon humano),

y el ácido butírico. Según los resultados obtenidos en dicho trabajo, como

consecuencia del tratamiento de las células con ácido butírico se produce una

inhibición del crecimiento celular y un incremento del proceso de apoptosis. Según

los autores del trabajo esto se debe a que el tratamiento con el mencionado ácido

graso saturado, da lugar a una expresión alterada de ciertos componentes del

complejo del proteasoma en el interior celular. Estos resultados indican que a través

del proceso de proteolisis, el ácido butírico podría regular la expresión de ciertas

proteínas con función crucial en los procesos de apoptosis, diferenciación y ciclo

celular (Tan et al., 2002).

El objetivo de la determinación de este parámetro en el presente trabajo de

investigación, se basa en analizar el estado en el que se encuentran los proteasomas

de las células tras someter a estas a un tratamiento con diferentes ácidos grasos

libres. Según los resultados obtenidos los ácidos grasos libres no parecen inhibir

la actividad de los proteasomas en timocitos, ya que los valores obtenidos en células

incubadas en presencia de ácidos grasos libres fueron muy similares a los obtenidos

en células cultivadas en ausencia de dichas sustancias.

Estos resultados corroboran los obtenidos en nuestro laboratorio en ratones

alimentados con dietas lipídicas, en los cuales los lípidos presentes en la dieta

tampoco parecen ejercer un papel primordial en la regulación de la actividad de

proteasomas (Puertollano et al., 2001b).
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5.2.4. Medición de la proliferación con Sytox-green

El sytox-green es un marcador que se adhiere a la cromatina de las células vivas.

Por este motivo es otro de los métodos utilizados para la determinación de la viabilidad

celular.

El objetivo del presente ensayo fue comprobar como respondían las células en

cultivo ante la presencia de diferentes concentraciones de  ácidos grasos libres. De

este modo y atendiendo a los resultados obtenidos se puede concluir que los ácidos

grasos reducen la viabilidad celular de un modo dosis dependiente. De todos los

ácidos grasos ensayados van a ser los ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3

los que ejercen un mayor efecto sobre la viabilidad celular. Así el ácido

eicosapentaenoico, ácido linolénico, ácido araquidónico o ácido linoleico,  van a ser

más efectivos a la hora de inhibir el crecimiento de células YAC-1, que los ácidos

grasos moninsaturados (ácido oleico) o saturados (ácido esteárico).

Estos resultados confirman aquellos obtenidos por otros autores, los cuales también

demostraron que ciertos ácidos grasos inhiben la proliferación celular dependiendo

de la dosis empleada (Arita et al., 2001; Kurita-ochiai et al., 2001; Colquhoun and

Schumacher, 2001). Pero a pesar de esto también es cierto que la efectividad que

los ácidos grasos ejercen sobre la viabilidad celular va a depender además del tipo

de línea celular tumoral utilizada (Das, 1999).

5.2.5. Análisis de la acumulación de triacilgliceroles con rojo nilo.

El rojo nilo es un marcador lipofílico muy sensible  que sirve para detectar la presencia

de triacilgliceroles en el citoplasma celular (Greenspan et al., 1985). El objetivo

perseguido con la determinación de este parámetro fue comprobar si los  ácidos

grasos analizados daban lugar a la formación de gotas lipídicas (lipid droplets) o

acumulación de triacilgliceroles en el citoplasma celular y cuáles de los ácidos grasos

tenía una mayor efectividad sobre dicho parámetro.

Según los resultados obtenidos, los ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga

pertenecientes tanto a la serie n-3 como a la serie n-6 (ácido eicosapentaenoico,

ácido linolénico o ácido araquidónico) incrementaron de forma significativa la

incorporación de gotas lipídicas en el interior de las células YAC-1.

De estos resultados se puede deducir que la apoptosis inducida por ciertos ácidos

grasos está relacionada con la acumulación de triacilgliceroles en forma de gotas

lipídicas en el citoplasma celular, tal y como ha sido demostrado actualmente (Al-

Saffar et al., 2002).

Es importante destacar que la incorporación de gotas lipídicas en el interior del

citoplasma celular se produce de manera dosis dependiente, es decir atendiendo a
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la concentración a la que el ácido graso es incorporado al cultivo celular. Finstad et

al., en un trabajo de investigación, han señalado que las células pertenecientes a la

línea celular U937-1 expuestas a ácido eicosapentaenoico acumulan triacilgliceroles

en su citoplasma de un modo reversible, de modo que cuando las células son

incubadas junto con el ácido graso pero dispuesto a menor concentración la

acumulación de triacilgliceroles disminuye de forma proporcional. También se ha

comprobado que el número de gotas lipídicas por célula es mayor en células

expuestas a ácido eicosapentaenoico que en células incubadas en presencia de

ácido oleico (Finstad et al., 1998).

5.2.6. Determinación de especies reactivas del oxígeno (ROS)

Uno de los principales inconvenientes que puede presentar para las células el proceso

de peroxidación lipídica, es la generación de una serie de moléculas perjudiciales

para la viabilidad de las mismas entre las que se encuentran las especies reactivas

del oxígeno (ROS). Son varios los estudios en los cuales se señala que los ácidos

grasos poliinsaturados juegan un importante papel en la generación de ROS y que

estas están íntimamente relacionadas  con la inducción de apoptosis (Arita et al.,

2001; Colquhoun and Schumacher, 2001).

El objetivo que se perseguía con la determinación de dicho parámetro era comprobar

cuales de los ácidos grasos analizados daban lugar a una mayor generación de

ROS, y si este era el mecanismo mediante el cual los ácidos grasos inducían en las

células el proceso de apoptosis.

Según los resultados obtenidos los ácidos grasos linoleico y esteárico, son  capaces

de generar una mayor producción de ROS por parte de las células. Sin embargo los

ácidos eicosapentaenoico y araquidónico no provocan una relevante generación de

ROS. Estos resultados son contrarios a los obtenidos por otros investigadores (Arita

et al., 2001; Colquhoun and Schumacher, 2001), y nos llevan a pensar que aunque

la generación de ROS es un hecho muy importante en la inducción de apoptosis por

parte de los ácidos grasos poliinsaturados, sin embargo no es el único factor implicado

en el proceso apoptótico. Así existen otras causas, no relacionadas con la producción

de ROS, que están asociadas con los mecanismos de apoptosis generada por ácidos

grasos y que no son demasiado conocidas hasta el momento.

5.2.7. Análisis cuantitativo de la fragmentación de ADN

Uno de los parámetros que se utilizan para la determinación de la existencia de un

proceso de apoptosis tardía en todos los tipos celulares es la fragmentación de

ADN, ya que cuando la célula entra en el proceso de muerte celular programada, la
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fase final de este mecanismo consiste en la rotura del material genético en fragmentos

de menor tamaño.

El objetivo de la determinación de este parámetro era comprobar cuál de los ácidos

grasos ensayados promovía una mayor fragmentación del ADN celular, y si dicho

parámetro podía ser utilizado como único criterio para evaluar la muerte de la

célula, utilizando el método del tricloroacético.

Atendiendo a los resultados obtenidos, el mayor porcentaje de fragmentación del

ADN se alcanzó en aquellas células que habían sido incubadas en presencia de

ácido linoleico. La fragmentación fue más marcada que la obtenida en células en

presencia de los ácidos grasos eicosapentaenoico, linolénico o araquidónico. Todos

los ácidos grasos ensayados se dispusieron a una concentración final de 150μM.

Estudios previos han indicado que los ácidos grasos poliinsaturados de la serie n-3,

tales como el ácido eicosapentaenoico o el ácido docosahexaenoico, producían

fragmentación en el ADN de las células que habían sido incubadas en presencia de

ellos a una concentración de 60-120μM durante 12 h (Arita et al., 2001). Por otra

parte otros ácidos grasos como el butírico y el palmítico también producían

fragmentación del material genético celular tras 6 h o 21 h de incubación

respectivamente (Kurita-ochiai et al., 2001; de Pablo et al., 1999). Estos resultados

podían considerarse como contradictorios con los obtenidos en el presente trabajo

de investigación, pero es importante señalar que existen una serie de diferencias

referentes tanto a la concentración a la que se disponen los ácidos grasos como al

tiempo de incubación de las células en presencia de los diferentes ácidos grasos.

Sin embargo y contrariamente a lo comentado con anterioridad, existen resultados

en los que se indica que ni el ácido eicosapentaenoico ni el ácido araquidónico

inducen fragmentación del ADN, a pesar de la implicación de tales ácidos grasos en

el proceso de apoptosis. Por ello es importante señalar que la determinación de la

fragmentación de ADN no puede ser utilizado como criterio único en la evaluación

de la muerte celular inducida por ácidos grasos (Chiu et al., 2000).

5.2.8. Actividad de caspasa-3

Uno de los criterios utilizados habitualmente para discernir entre el proceso de

apoptosis y de necrosis es la detección de actividad de diferentes tipos de caspasas

(Köhler et al., 2002). Tal y como se ha comentado con anterioridad, las caspasas

son una serie de enzimas con actividad proteasa que se activan en cascada en el

proceso apoptótico.

El objetivo de la determinación de este parámetro en el presente trabajo de

investigación era comprobar si los ácidos grasos ensayados eran capaces de promover
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la activación de caspasa, en concreto de caspasa-3; y cual de ellos originaba una

mayor actividad de la enzima.

Según los resultados obtenidos la producción de caspasa-3 en células YAC-1 en

presencia de los ácidos grasos eicosapentaenoico o araquidónico fue muy similar a

la obtenida en aquellas células incubadas en ausencia de ácidos grasos y que

actuaban como control y menor que la obtenida en células incubadas en presencia

de ácido linoleico, ácido oleico y ácido esteárico. De este modo se pueden explicar

los resultados obtenidos teniendo en cuenta la posibilidad de que los ácidos grasos

pueden inducir apoptosis mediante un mecanismo independiente de caspasa-3. Sin

embargo, existen referencias bibliográficas que argumentan que los ácidos grasos

eicosapentaenoico, linolénico y araquidónico pueden incrementar la actividad de

caspasa-3 en diferentes líneas tumorales a la estudiada en el presente trabajo de

investigación (Arita et al., 2001; Colquhoun and Schumacher, 2001).



6. Conclusiones



ANÁLISIS DE LAS FUNCIONES INMUNES…/Mª Ángeles Puertollano Vacas  131

CONCLUSIONES

1. Algunos ácidos grasos presentes en las dietas lipídicas modulan el sistema

inmune y como consecuencia de esta propiedad alteran la resistencia inmune

de los animales a la infección con un agente patógeno.

2. El aceite de pescado compuesto principalmente por ácidos grasos poliinsaturados

de la serie n-3 es el más inmunosupresor y por lo tanto los animales alimentados

con esta dieta mostraron una mayor susceptibilidad a la infección con Listeria

monocytogenes.

3. El aceite de oliva compuesto principalmente por ácidos grasos monoinsaturados

de la serie n-9 ejerce igualmente un efecto supresor de las funciones inmunes,

pero en menor grado que la ejercida por el aceite de pescado. Esta propiedad

hace que la resistencia inmune de los animales alimentados con el aceite de

oliva sea ligeramente superior a la mostrada por los animales alimentados con

aceite de pescado.

4. Las propiedades inmunomoduladoras de algunos lípidos presentes en la dieta,

especialmente del aceite de pescado y también del aceite de oliva reducen la

supervivencia, e incrementan la recuperación de bacterias viables procedentes

del bazo, así como alteran la actividad bactericida de las células peritoneales

frente a una infección experimental inducida por Listeria monocytogenes.

5. La reducción de la capacidad invasora de Listeria monocytogenes en células

esplénicas procedentes de animales alimentados con una dieta rica en aceite

de oliva se puede deber posiblemente a un aumento de la actividad bactericida

observado en las células peritoneales de animales alimentados con esta dieta.

6. El antioxidante N-acetil-L-cisteina (NAC) no ejerce ningún efecto inmunosupresor

ni inmunomodulador en animales alimentados con dietas lipídicas y

experimentalmente infectados con Listeria monocytogenes.

7. La administración de dietas que contienen aceite de oliva o aceite de pescado

incrementan la formación de anión superóxido antes y después de la infección

con Listeria monocytogenes. Igualmente la administración de estas dietas
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promueve un incremento de la producción de especies reactivas de oxígeno

(ROS), hechos que pueden estar implicados en la reducción de la resistencia

inmune frente a Listeria monocytogenes.

8. La administración de dietas que contienen aceite de oliva o aceite de pescado

incrementan algunos parámetros apoptóticos como la fragmentación de ADN o

la actividad de caspasa-3. Sin embargo, la infección experimental de estas

células con Listeria monocytogenes no produce efectos sinérgicos en la inducción

de apoptosis.

9. La mencionada supresión del sistema inmune por acción principalmente del

aceite de pescado reduce  igualmente la resistencia inmune de los animales

trasplantados con linfoma murino LSTRA, reduciendo la supervivencia de los

animales y la actividad de las células «natural killer» (NK).

10. La incubación de un linfoma murino (YAC-1) en presencia de ácido oleico

incrementa la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), la

fragmentación de ADN y la actividad de caspasa-3, sin embargo el cultivo de

células YAC-1 en presencia de ácido eicosapentaenoico afecta solamente a la

fragmentación de ADN.
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