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ABSTRACT 
 

Due to the rising prevalence of food allergy, the development of animal models of oral 

food sensitization is of interest in studying the mechanisms involved in this sensitization 

and its possible treatments.  

Previous studies have reported that cocoa influences the intestinal and systemic immune 

systems, modifying lymphoid tissue composition and functionality and the synthesis of 

intestinal and systemic antibodies.  

On these bases, the aim of the current thesis was to study in depth the 

immunomodulatory properties of cocoa, in particular to ascertain the effect and possible 

mechanisms induced by a cocoa diet on a rat oral sensitization model and also to 

determine which compound/s is/are responsible for such effect.  

To achieve the initial part of the goal, a rat oral sensitization model was developed using 

ovalbumin as allergen and cholera toxin as adjuvant. Afterwards, three-week-old female 

Lewis rats from the successful model developed were fed for four weeks with a 10% cocoa 

diet. With regard to the results, the 10% cocoa diet was able to prevent the synthesis of 

the anti-ovalbumin antibodies. Moreover, the cocoa intake decreased intestinal IgA 

concentration due to fewer IgA cells reaching the lamina propia. In terms of the gut-

associated lymphoid tissues (GALT), cocoa diet increased the proportion of TCRγδ+ cells 

and NK cells in mesenteric lymph nodes, Peyer’s patches and epithelium together with 

some modifications in gene expression of various molecules and cytokines in the 

mesenteric lymph nodes and small intestine. Cocoa intake also influenced gut microbiota 

in this rat oral sensitization model.  

To attain the second part of the goal, the determination of the compounds responsible for 

the immunoregulatory effect of cocoa, two different approaches were made. Firstly, 

approximations were carried out in order to determine the effect of hesperidin, a 

flavonoid not found in cocoa, on rat immune response. However, with the dosages and the 

immunization process used, we were unable to detect changes on specific antibody 

production, although some modifications were evident in intestinal lymphocyte 

composition and functionality.   

On the other hand, in order to determine whether theobromine, the main methylxanthine 

in cocoa, was responsible for the cocoa’s effects on microbiota, antibody immune 

response and on lymphocyte composition, the effects of the cocoa diet were compared 

with those obtained from rats fed a 0.25% theobromine diet (the same amount of 

theobromine provided by the cocoa diet). Theobromine affected microbiota composition 

but not in the same manner as cocoa intake, suggesting that other cocoa compounds, such 

as polyphenols and fibre, may have an effect on the intestinal bacteria. Nevertheless, 

theobromine was responsible for the short-chain fatty acid increase and the lower 

proportion of IgA-coated bacteria. Moreover, theobromine seems to be the main 
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component responsible for the decrease in cocoa antibodies together with almost all 

modifications to the lymphoid tissues.  

To sum up, cocoa, due to its theobromine content, is able to prevent the development of 

a rat oral sensitization model, contributing towards oral tolerance. These results suggest 

the role of cocoa as a potential nutraceutical for avoiding or preventing food allergies.    
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1. IMMUNITAT SISTÈMICA I INTESTINAL 

 

1.1 RESPOSTA IMMUNITÀRIA 

La funció fisiològica del sistema immunitari consisteix en la defensa conjunta i coordinada 
enfront qualsevol substància perjudicial (agents infecciosos o toxines) que es trobi en 
contacte amb l’organisme. Aquesta defensa té lloc mitjançant mecanismes defensius 
genèrics que constitueixen la resposta immunitària innata i mecanismes defensius 
específics, que formen la resposta adaptativa [1]. Una altra funció del sistema immunitari 
és evitar la resposta contra el que és propi i contra les substàncies innòcues que entren en 
contacte amb l’organisme, procés que s’anomena tolerància [1]. 

La immunitat innata, també anomenada immunitat natural o espontània, és la primera 
línia de protecció enfront a agents estranys. Consisteix en mecanismes de defensa 
cel·lulars i bioquímics que reconeixen l’antigen de forma inespecífica i donen una resposta 
ràpida i similar davant les diferents substàncies alienes. Les cèl·lules que majoritàriament 
hi intervenen són els macròfags, els neutròfils i les cèl·lules natural killer (NK) [2].  

Per altra banda, la immunitat adaptativa, també anomenada específica, tal com aquest 
darrer nom indica, elabora una resposta concreta davant de cada agent infecciós. Les 
cèl·lules que majoritàriament hi intervenen són els limfòcits [2].  

 

1.2 TEIXITS LIMFOIDES 

Els limfòcits es formen i acumulen en teixits o òrgans limfoides, compartiments de gran 
importància no només per al desenvolupament i regulació dels limfòcits, sinó també per a 
la iniciació de les respostes immunitàries [3]. Des del punt de vista funcional es 
classifiquen en primaris i secundaris (Figura 1), encara que, darrerament, s’ha descrit una 
nova categoria, els terciaris [4]. Els teixits limfoides terciaris són acumulacions ectòpiques 
de cèl·lules limfoides que sorgeixen durant una inflamació crònica [4]. Concretament, es 
formen  durant infeccions cròniques, malalties autoimmunitàries i en localitzacions amb 
càncer, entre altres [5].   
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Figura 1. Classificació del teixit limfoide 
BALT (bronchus-associated lymphoid tissue); CALT (conjuntiva-associated lymphoid tissue); GALT 
(gut-associated lymphoid tissue); GLM (ganglis limfàtics mesentèrics); IEL (limfòcits intraepitelials); 
LPL (limfòcits de la làmina pròpia); MALT (mucosa-associated lymphoid tissues); NALT (nasopharynx-

associated lymphod tissue); PP (plaques de Peyer) 
  

 

  

1.2.1 Teixits limfoides primaris 

Els teixits limfoides primaris o centrals són els encarregats de la formació i maduració dels 
limfòcits a partir de les cèl·lules mare hematopoètiques, és a dir, de la limfopoesi. En 
aquesta categoria s’inclouen la medul·la òssia i el timus (Figura 1).  

• Medul·la òssia 

A la medul·la òssia s’hi generen els precursors hematopoètics, és on té lloc la formació 
d’eritròcits, monòcits, granulòcits, limfòcits i plaquetes [6]. A més, a la medul·la òssia es 
produeix la maduració dels limfòcits B. En canvi, els precursors dels limfòcits T abandonen 
la medul·la per acabar de madurar al timus.  

La medul·la òssia està molt vascularitzada per vasos sanguinis, no per limfàtics, i 
constitueix una part important de la xarxa de recirculació dels limfòcits, per on passen 
milers de milions de limfòcits al dia [7].  

• Timus 

El timus és un òrgan bilobulat situat al tòrax, a la regió anterior del mediastí, darrera de 
l’estèrnum i per sobre del cor. Cada lòbul està dividit en múltiples lobels per envans 
fibrosos, que consten d’una escorça externa i una medul·la interna [2]. Els precursors dels 

• Fol·licles 
limfoides aïllats
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• GLM

• IEL
• LPL
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limfòcits T arriben a l’escorça a través de la sang [8] i, a mesura que maduren, avancen 
cap a la medul·la (Figura 2). Quan les cèl·lules progenitores entren al timus no presenten 
el receptor antigènic de limfòcits T (TCR), ni els coreceptors CD4 o CD8, i s’anomenen 
cèl·lules doble negatives (DN, CD4-CD8-). Els limfòcits DN es poden subdividir en quatre 
estats de diferenciació en funció de l’expressió de les molècules CD44 i CD25 (DN1-4). A 
excepció de les DN1 (CD44+CD25-), els limfòcits en aquest estat de maduració expressen 
el pre-receptor TCR. A continuació, les cèl·lules passen a ser doble positives (DP, 
CD4+CD8+) i expressen correctament el receptor TCR [8]. A partir d’aquí, les cèl·lules DP 
interaccionen amb les cèl·lules epitelials de l’escorça que expressen el complex principal 
d’histocompatibilitat (MHC) de classe I o II associat a antígens propis, i en funció del MHC 
amb el que interaccionin i del grau de reconeixement del pèptid presentat, les cèl·lules 
pateixen la mort per negligència, la selecció positiva o la selecció negativa. Quan els 
limfòcits DP interaccionen dèbilment amb cèl·lules epitelials de l’escorça, es produeix 
apoptosi, l’anomenada mort per negligència. Per altra banda, s’evidencia una selecció 
positiva quan les cèl·lules DP expressen un TCR que reconeix adequadament el pèptid 
propi presentat pel MHC de cèl·lules epitelials o dendrítiques de la medul·la. Quan les 
cèl·lules T han reconegut el MHC de classe I mantenen l’expressió de CD8 (single positive, 
SP, CD4-CD8+), mentre que quan el limfòcit T reconeix el MHC de classe II, aquests 
preserven l’expressió de CD4+ (SP, CD4+CD8-) [2,8] (Figura 2). En canvi, els limfòcits DP 
experimenten una selecció negativa quan reconeixen fortament el complex MHC i el 
pèptid propi, i dóna lloc a la seva apoptosi per tal d’evitar la circulació de limfòcits 
autoreactius [2,8] (Figura 2).  

Un cop els limfòcits T han madurat inicien la migració cap als òrgans limfoides secundaris 
via sanguínia o limfàtica (Figura 3).  

Figura 2. Maduració dels limfòcits T al timus 
Basada en [8] 
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Figura 3. Connexions entre el teixit limfoide 
Fletxes vermelles: transport per sang. Fletxes verdes: transport per limfa. GALT (gut-associated 

lymphoid tissue); IEL (limfòcits intraepitelials); LPL (limfòcits de la làmina pròpia); PP (plaques de 
Peyer) 
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1.2.2 Teixits limfoides secundaris 

Els teixits limfoides secundaris o perifèrics constitueixen el lloc d’estimulació dels 
limfòcits madurs per tal de respondre a patògens. En aquesta categoria s’inclouen la 
melsa, els ganglis limfàtics i el teixit limfoide associat a mucoses (MALT) (Figura 1).  

• La melsa 

La melsa és un gran òrgan limfoide que es troba ubicat a la part superior esquerra de 
l’abdomen, just per sota el diafragma, amb un pes aproximat d’uns 150 g en una persona 
adulta [9]. Està formada per dos compartiments funcionalment i morfològicament 
diferents: la polpa blanca i la polpa vermella. La polpa blanca està plena de limfòcits i 
està organitzada en dues zones: la de limfòcits T i la de limfòcits B. La seva funció 
consisteix en afavorir la resposta immunitària adaptativa enfront a antígens transportats 
per la sang. Per altra banda, a la polpa vermella s’hi filtra la sang i s’elimina material 
estrany i eritròcits vells o danyats [9,10].  

• Ganglis limfàtics  

Els ganglis limfàtics són petits òrgans en forma de ronyó amb un pes aproximat d’un gram 
que es troben dispersos per tot el cos i connectats entre ells mitjançant vasos limfàtics. 
La limfa arriba als ganglis a través de diferents vasos limfàtics aferents, es filtra a través 
de la substància del gangli i drena per un vas limfàtic eferent. Els ganglis limfàtics 
presenten una escorça externa i una medul·la interna i es troben envoltats per una 
càpsula fibrosa. En concret, els ganglis limfàtics proporcionen una interfase entre la sang i 
el sistema limfàtic i permeten que les cèl·lules presentadores d’antigen (APC), residents 
als ganglis limfàtics o bé que han emigrat des de teixits perifèrics, presentin l’antigen als 
limfòcits T i iniciïn la resposta immunitària [11]. Els limfòcits verges passen des de la sang 
cap els ganglis limfàtics, i a través de vasos limfàtics tornen a la circulació sanguínia 
diverses vegades (Figura 3), fins que reconeixen un antigen a l’interior d’un gangli. Una 
vegada han reaccionat amb un antigen es diferencien a cèl·lules efectores i memòria i 
emigren cap al focus infecciós via sanguínia (Figura 3).  

• Teixit limfoide associat a mucoses (MALT) 

Les superfícies mucoses del sistema digestiu i de les vies respiratòries, amb una extensió 
superior a 300 m2 en humans, juntament amb altres mucoses, es troben colonitzades per 
limfòcits, formant el teixit limfoide associat a mucoses (MALT). El MALT participa en 
respostes immunitàries contra antígens ingerits o inhalats [12] i, en concret, inclou el 
teixit limfoide associat a l’intestí (gut-associated lymphoid tissue, GALT), a la nasofaringe 
(nasopharynx-associated lymphoid tissue, NALT), als bronquis (bronchus-associated 

lymphoid tissue, BALT), a la conjuntiva (conjuntiva-associated lymphoid tissue, CALT), al 
conducte lacrimal (lacrimal duct-associated lymphoid tissue, LDALT), a la laringe (larynx-

associated lymphoid tissue, LALT) i al conducte salival (salivary duct-associated lymphoid 

tissue, DALT) [10]. Les principals funcions del MALT són la producció i la secreció d’IgA 
específica a través de la mucosa.   
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1.2.3 Teixit limfoide associat a l’intestí (GALT) 

El GALT constitueix el 70% de la totalitat del sistema immunitari, essent la principal ruta 
de contacte amb l’exterior i, per tant, amb patògens (bactèries, protozous, fongs, virus) o 
substàncies tòxiques [13]. Conté 1012 cèl·lules limfoides per metre d’intestí i més cèl·lules 
productores d’immunoglobulines que la resta del cos [14]. Anatòmicament el GALT es 
divideix en dos compartiments, el GALT organitzat i el GALT difús (Figura 1).  

El GALT organitzat és l’inductor de la resposta immunitària intestinal i inclou els fol·licles 
limfoides aïllats, les plaques de Peyer (PP) i els ganglis limfàtics mesentèrics (GLM) 
(Figura 1).  

Les PP són fol·licles limfoides localitzats a la cara antimesentèrica de la mucosa intestinal 
[15]. La seva mida i densitat incrementa del jejú a l’ili, trobant-se amb més freqüència a 
la part distal de l’ili [16]. Les PP es troben separades de la llum intestinal per un epiteli 
especialitzat, anomenat epiteli associat al fol·licle, on es troben les cèl·lules M. A les PP 
s’hi troben moltes cèl·lules B rodejades de petites àrees de limfòcits T [16]. Les PP tenen 
un paper molt important en la resposta immunitària mucosal enfront antígens o bactèries i 
en la inducció de la tolerància oral [17,18].  

Els GLM es troben en el mesenteri de l’intestí prim i és on té lloc la resposta immunitària 
específica, sent el principal compartiment d’inducció de la tolerància oral [19].  

El GALT difús és el teixit efector de la resposta immunitària. Aquest teixit inclou els 
limfòcits intraepitelials (intraepithelial lymphocytes, IEL) i els limfòcits de la làmina 
pròpia (lamina propia lymphocytes, LPL) (Figura 1). Els IELs contenen molts limfòcits T 
localitzats entremig de les cèl·lules epitelials, i interactuen amb aquestes per tal de 
mantenir l’homeòstasi mucosal [20,21]. En concret, els IELs es troben amb una freqüència 
de 10-15 per 100 cèl·lules epitelials [22] i inclouen limfòcits T amb diferent estructura de 
receptor antigènic: les cèl·lules TCRαβ i les cèl·lules TCRγδ, que també es poden 
classificar en funció de l’expressió del coreceptor CD8. La majoria dels IEL TCRγδ 
expressen el coreceptor CD8αα [23]. Els IELs estant destinats a proporcionar una protecció 
immediata i evitar l’entrada i propagació d’agents infecciosos que entren per via 
intestinal [20].  

Els LPLs inclouen limfòcits T (amb proporció similar de CD4+ i CD8+), cèl·lules 
plasmàtiques, cèl·lules dendrítiques, mastòcits i macròfags [15,16] i es troben localitzats 
a la làmina pròpia de l’intestí, just per sota de l’epiteli. En aquest compartiment se 
sintetitzen anticossos (sobretot IgA) i hi té lloc la presentació antigènica local.  

 

1.3 RESPOSTA IMMUNITÀRIA INTESTINAL 

Malgrat l’existència de les barreres físiques, químiques i biològiques que protegeixen el 
tracte gastrointestinal, de vegades, els antígens poden penetrar la mucosa intestinal i 
arribar al GALT [15].  
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Les possibles vies d’entrada dels antígens són (Figura 4): 

• Endocitosi: les cèl·lules M –localitzades a les PP- o les cèl·lules caliciformes, 
permeten l’adhesió, captació i internalització d’antígens. Mitjançant mecanismes 
d’endocitosi, els antígens són transportats a través de vesícules a la membrana 
basolateral, on són alliberats a l’espai extracel·lular [24] i es troben amb les APC, 
fonamentalment les cèl·lules dendrítiques (DC). 

• Difusió paracel·lular: entre els enteròcits, les cèl·lules dendrítiques poden 
projectar les seves dendrites mitjançant proteïnes associades a les unions estretes 
i captar l’antigen directament de la llum intestinal.  

• Transcitosi: certs antígens poden ser captats pels enteròcits i alliberats a la 
làmina pròpia on trobaran les APC. Aquesta via és més restrictiva a causa del 
recobriment extern d’aquestes cèl·lules amb glicocàlix, fet que impedeix 
l’entrada d’agregats macromoleculars i de microorganismes.  

Figura 4. Vies d’entrada dels antígens intestinals 
DC (cèl·lula dendrítica); Th (limfòcit T helper) 

 

 

 

Les DC del GALT actuen d’APC de forma similar al sistema immunitari sistèmic. Les DC 
interioritzen i processen l’antigen per tal d’expressar els pèptids antigènics a la seva 
membrana associats al MHC de classe II i presentar-los als limfòcits T específics que els 
reconeixeran a través del seu receptor (TCR). Aquesta interacció entre DC i limfòcits T pot 
tenir lloc a la pròpia PP o bé als GLM, després de la migració de la DC a través de vasos 
limfàtics aferents. Amb la presentació antigènica, els limfòcits s’activen i proliferen, i es 
diferencien, en funció de les citocines que secreten, en les subpoblacions efectores Th1, 
Th2 o Th17 o en les cèl·lules T reguladores (Treg) (Figura 5).  

  

antigen

Cèl·lula M

Endocitosi TranscitosiParacel·lular
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Figura 5. Resum de l’activació de cèl·lules T i els tipus cel·lulars resultants 
DC (cèl·lula dendrítica); IFN (interferó); IL (interleucina);  TGF (transforming growth factor); Th 
(limfòcit T helper); TNF (factor de necrosis tumoral) 
 

 

 

Els limfòcits Th1 es caracteritzen per la secreció d’interferó γ (IFN-γ), interleucina (IL)-2, i 
del factor de necrosis tumoral (TNF)-α, entre d’altres. La seva principal funció és la 
defensa, mitjançant fagocitosi i activació de la citotoxicitat contra infeccions, 
especialment de microorganismes intracel·lulars (virus, bacteris i alguns protozous). Per 
altra banda, els limfòcits Th2 produeixen, sobretot, IL-4, IL-5 i IL-13 i actuen com a 
principals mediadors de reaccions al·lèrgiques i en defensa d’infeccions extracel·lulars i 
paràsits (d’helmints i artròpodes). La subpoblació efectora Th17 es caracteritza per la 
secreció d’IL-17A, IL-17F, IL-21 i IL-22 [25]. El factor de creixement transformant (TGF)-β1 
i la IL-6 promouen la diferenciació dels limfòcits Th17, però una vegada aquests estant 
diferenciats, la IL-23 és la citocina que indueix la seva proliferació (Figura 5). Els tres 
tipus cel·lulars efectors s’inactiven mútuament. Així doncs els limfòcits efectors Th1, 
mitjançant IFN-γ inhibeixen l’activitat dels Th2 i dels Th17;  les cèl·lules efectores Th2 
mitjançant la IL-4 inhibeixen la proliferació dels limfòcits Th1 i Th17, i, per últim, les 
cèl·lules efectores Th17 inhibeixen l’activació dels limfòcits Th1 i Th2.  

A més d’aquestes tres subpoblacions limfocítiques efectores, s’ha descrit l’existència de 
limfòcits Treg, associats a la presència del TGF-β. Aquestes cèl·lules produeixen IL-10 i 
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TGF-β i intervenen en la prevenció de malalties autoimmunitàries, la supressió d’al·lèrgia 
i d’asma i en el desenvolupament de la tolerància oral [26].  

En funció de quin tipus cel·lular s’activi i proliferi en resposta a un antigen, es 
desenvoluparà la tolerància oral a antígens o la sensibilització oral (Apartats 1.4 i 1.6.2).  

 

1.4 TOLERÀNCIA ORAL 

EL GALT de tots els individus es troba permanentment en un entorn amb una gran 
quantitat i diversitat d’antígens, concretament, amb el pas de més de 30 kg de proteïnes 
alimentàries cada any, el que representa més de 100 g de proteïna al dia [27,28]. 
Generalment aquestes substàncies no indueixen una resposta defensiva però, en 
determinades persones i ambients, es pot activar el sistema immunitari. La tolerància oral 
consisteix en la supressió específica de la resposta immunitària enfront a un antigen que 
entra per via digestiva [29]. Mantenir la tolerància requereix complexes interaccions entre 
les cèl·lules no immunitàries i les cèl·lules immunitàries del GALT [28]. Aquests complexos 
mecanismes depenen de diversos factors, tals com la dosi de l’antigen, la seva estructura, 
el temps i ruta d’exposició, la susceptibilitat genètica i la composició i activitat 
metabòlica de la microbiota [30]. 

En el desenvolupament de la tolerància, les DC hi tenen un paper important. Un cop la DC 
ha capturat l’antigen, la DC (CD103+) migra cap als GLM on es produeixen diferents 
citocines (TGF-β, IL-10), enzims (retinal deshidrogenasa -RALDH- i idoleamina 2,3-
diogixenasa -IDO-) i metabòlits (àcid retinoic -RA-) que indueixen la diferenciació dels 
limfòcits T verges a limfòcits Treg. Aquestes cèl·lules expressen a la seva superfície 
marcadors que activen la migració intestinal (integrina α4β7 i el receptor CCR9), on 
desenvolupen els seus efectes tolerogènics (Figura 6).  

Les cèl·lules Treg que es formen poden ser principalment de tres tipus (Figura 6):  

• Cèl·lules Th3: limfòcits que no expressen Foxp3 ni CD25. Produeixen TGF-β i 
poden promoure el desenvolupament de les cèl·lules Treg induïdes (iTreg) amb la 
producció de TGF-β.  

• Cèl·lules Tr1: limfòcits que no expressen Foxp3 ni CD25 i participen a la 
tolerància oral amb la producció d’IL-10.  

• Cèl·lules iTreg: cèl·lules Treg CD4+CD25+Foxp3+ involucrades en la inhibició de 
respostes Th2, ja que promouen la formació d’IgG4 anti-al·lergogen i generen DC 
tolerogèniques.  

Quan algun d’aquests mecanismes de tolerància es desregula pot comportar el 
desenvolupament d’una reacció d’hipersensibilitat [31], tal com es detalla a l’apartat 
1.6.2.  
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Figura 6. Esquema del desenvolupament de la tolerància a antígens alimentaris 
IDO (idoleamina 2,3-dioxigenasa); IL (interleucina); iTreg (limfòcits T reguladors induïts); RALDH 
(retinal deshidrogenasa); T (limfòcit T); TGF (transforming growth factor); Th (limfòcit T helper); 
Treg (limfòcit T regulador); Tr1 (limfòcts T reguladors de tipus 1) 
 

 
 
 

1.5 MICROBIOTA INTESTINAL 

El tracte gastrointestinal conté un complex i dinàmic ecosistema que inclou una gran 
varietat de microorganismes. En concret, el cos humà conté com a mínim 1014 bactèries 
[32], suposant una massa total d’uns 2 kg [33], i essent el tracte gastrointestinal el 
compartiment més densament colonitzat [34]. El genoma de la microbiota intestinal, 
anomenat microbioma, inclou, almenys, 150 vegades més gens que el genoma humà [35]. 
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La microbiota intestinal no és igual per a totes les persones i dins de la mateixa persona 
depèn de la seva edat i de diversos factors ambientals. El desenvolupament de la 
microbiota intestinal es troba influït per les condicions del naixement, la genètica, 
l’epigenètica, la dieta, l’edat, l’entorn, l’ús de medicaments, entre d’altres, i es va 
modificant al llarg del temps [34,36–38]. Es considera que el fetus és estèril fins el 
moment del part, encara que s’ha descrit la composició bacteriana en el meconi del 
nounat, i s’ha suggerit una possible colonització microbiana a l’úter [39,40]. Tanmateix, 
es considera que, en el moment del part, el nadó és ràpidament colonitzat, 
principalment, pel contacte vaginal i, a partir d’aquest moment, s’origina una transmissió 
vertical de mare a fill juntament amb altres factors externs tant de la mare com del nen, i 
es va modificant la microbiota del nadó. Durant el primer any de vida la microbiota de 
l’infant conté menys nombre i diversitat de bactèries que la de l’adult. La composició 
bacteriana en aquest període es caracteritza per un predomini d’Actinobacteria i 
Proteobacteria. En condicions normals, quan el nen assoleix els tres anys de vida presenta 
una composició bacteriana que, en l’estat de salut, es pot mantenir estable la resta de 
vida [41]. La microbiota de l’adult inclou més de 1000 espècies bacterianes diferents [12] 
i es caracteritza per tenir principalment un 70-75% de bacteries dels dos següents fílums 
[42]:  

• Firmicutes: principalment dels gèneres Clostridium, Faecalibacterium, Blautia, 
Ruminococcus i Lactobacillus. 

• Bacteroidetes: principalment dels gèneres Bacteroides i Prevotella. 

En petites quantitats, també es troben bacteris dels fílums Actinobacteria 
(Bifidobacteria), Proteobacteria (Enterobacteriaceae), Verrucomicrobia, Fusobacteria i 
Cyanobacteria [41–43]. 

La composició de la microbiota intestinal varia de persona a persona i, en funció 
d’aquesta, la població humana s’ha categoritzat en 3 enterotips [44]: l’enterotip 1 
(anomenat Bacteroides), l’enterotip 2 (anomenant Prevotella) i l’enterotip 3 (anomenat 
Ruminococcus). Aquests enterotips s’han relacionat amb la dieta que l’individu consumeix: 
l’enterotip 1 està associat amb el consum d’elevades proporcions de proteïnes i grasses, 
l’enterotip 2 amb elevades quantitats de carbohidrats i sucres simples i l’enterotip 3 amb 
grans quantitats de grasses poliinsaturades [45].  

La microbiota intestinal no es troba distribuïda homogèniament al llarg del tracte 
gastrointestinal, sinó que la densitat microbiana incrementa al llarg d’aquest. L’estómac 
és l’òrgan menys colonitzat (101-104 cèl·lules per gram de contingut), i el còlon el que més 
(1010-1012 cèl·lules/g de femta) (Figura 7). Es considera que només en el còlon hi ha un 
70% del total de bactèries presents al cos humà [43].  
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Figura 7. Variacions en la quantitat de microbiota al llarg del tracte gastrointestinal 
Basada en [43] 

 

 

Durant la darrera dècada, l’estudi de la microbiota intestinal humana ha experimentat un 
gran creixement i ha permès aprofundir en la seva composició i funcions. Aquest 
coneixement deriva, fonamentalment, de dos grans estudis. Als Estats Units, el projecte 
NIH HMP (Human Microbiome Project, 2007) intenta descriure els gens bacterians humans, 
agrupar-los en estat de salut i predisposició de malalties [46]. A Europa, el projecte 
MetaHIT (Metagenomics of the Human Intestinal Tract, 2008) ha permès descriure, 
agrupar i caracteritzar 3,3 milions de gens bacterians trobats en mostres fecals de 
persones europees [35] i s’ha centrat en el paper de la microbiota en la malaltia 
inflamatòria intestinal i en l’obesitat [47].  

 

 1.5.1 Funcions de la microbiota 

La microbiota intestinal participa en l’homeòstasi de l’organisme a través de funcions 
metabòliques i nutricionals,  fisiològiques i immunològiques.  

• Funció metabòlica i nutricional: la microbiota exerceix una funció metabòlica 
important ja que algunes bactèries contenen enzims capaços de digerir certs 
carbohidrats que no han sigut processats (fibra insoluble o el midó resistent de 
blat de moro). Aquestes activitats metabòliques comporten la producció de 
nutrients com àcids grassos de cadena curta (SCFA), vitamines (vitamina K, 
vitamina B12 i àcid fòlic) i aminoàcids [34], essent els SCFA una font important 
d’energia i de metabolisme lipídic.  

• Funció fisiològica i immunològica: la microbiota participa en la defensa contra 
patògens amb la producció de components antimicrobians. També està implicada 
en el desenvolupament, maduració i manteniment de les funcions gastrointestinals 
de la barrera intestinal i del sistema immunitari mucosal.  

En condicions de salut, la microbiota intestinal i l’hoste estableixen simbiosi. Tot i així, en 
certs moments de la vida, es pot presentar una alteració de la composició microbiana o 
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disbiosi, tal com s’ha associat amb diverses malalties (metabòliques, neurològiques, 
inflamatòries o al·lèrgiques) [34,41,48].  

 

 1.5.2 Microbiota i sistema immunitari 

La microbiota té un paper molt important en el desenvolupament del sistema immunitari 
intestinal i sistèmic. Estudis en animals nascuts i mantinguts en condicions estèrils (germ-

free, GF) han demostrat que aquests animals presenten un menor nombre de cèl·lules 
secretores d’IgA i una reducció en la secreció d’aquesta immunoglobulina, variacions en la 
producció de citocines, en la generació de la tolerància oral, i alteracions en la formació 
de la melsa, dels ganglis limfàtics i de les PP [49–53]. Així doncs, l’adquisició de la 
microbiota en el nounat és rellevant per al correcte desenvolupament de la immunitat 
innata i l’adaptativa.  

 

      1.5.2.1 Microbiota i immunitat innata 

Les cèl·lules del sistema immunitari innat es troben localitzades a la interfase entre 
l’hoste i la microbiota, fet que permet que interactuïn davant bacteris i els seus productes 
metabòlics i, així, s’indueixin diferents respostes fisiològiques. A aquest nivell, s’han 
descrit diverses formes d’interacció entre la microbiota i l’hoste, ja sigui amb les cèl·lules 
epitelials, les cèl·lules mieloides o les cèl·lules limfoides innates (innate lymhoid cells, 
ILC) [54].  

• Cèl·lules epitelials: les cèl·lules epitelials intestinals presenten a la seva 
superfície receptors associats a la immunitat innata. Entre aquests, disposen dels 
receptors de reconeixement de patrons (pattern-recognition receptors, PRR) que 
reconeixen estructures moleculars conservades dels patògens (pathogen-

associated molecular patterns, PAMPs) [36,55]. Els més coneguts són els toll-like 

receptors (TLR), els quals, a través del factor de transcripció nuclear kappa B 
(NF-κB) [36], estan relacionats amb la proliferació de les cèl·lules epitelials, la 
síntesi d’IgA, el manteniment de les unions estretes i l’expressió de pèptids 
antimicrobians, funcions crítiques per al manteniment de la barrera epitelial [56] 
(Figura 8).  

• Cèl·lules mieloides: la microbiota i els seus metabòlits influeixen en el 
desenvolupament, maduració i funció de les cèl·lules mieloides circulants 
(neutròfils i basòfils) i de teixits (macròfags) mitjançant l’activació de PRR [54]. 

• Cèl·lules limfoides innates (ILC): les ILC són cèl·lules del sistema immunitari 
innat recentment caracteritzades i classificades en categories [57]. Les ILC 
inclouen cèl·lules citotòxiques (NK) i no citotòxiques (ILC1, ILC2 i ILC3). Les ILC1 
sintetitzen IFN-γ i TNF, les ILC2 produeixen citocines Th2 (IL-4, IL-5, IL-9, IL-13) i 
les ILC3 secreten IL-17A, IL-17F, IL-22, entre d’altres [58]. Encara que el seu 
desenvolupament no depèn de la microbiota, la seva funcionalitat està 
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condicionada per aquesta. La comunicació de les ILC amb la microbiota es porta a 
terme mitjançant citocines, PRR o pèptids antimicrobians. En la majoria dels 
casos, les cèl·lules epitelials o mieloides comuniquen les ILC amb la microbiota. 
Les ILC1 s’activen per la producció d’IL-12 per part d’una DC en resposta a un 
bacteri. Les ILC2 s’activen per citocines produïdes per les cèl·lules epitelials 
depenent de la microbiota. Seguidament les ILC2 interactuen amb mastòcits, 
eosinòfils, basòfils i macròfags. Les ILC3 s’activen, entre d’altres, per la IL-23 
produïda per activació del TLR5 en resposta a la flagel·lina i provoquen la 
producció d’IL-22 responsable d’accions antimicrobianes i de la fortificació de la 
barrera intestinal [54]. Alhora, les ILC3 interaccionen amb altres cèl·lules 
immunitàries (Figura 8).  

Figura 8. Efecte de la microbiota sobre la immunitat innata  
Basada en [54]. IFN (interferó); IL (interleucina); ILC (innate lymphoid cells); SCFA (short-chain 

fatty acids); TLR (receptor toll-like) 
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      1.5.2.2 Microbiota i immunitat adaptativa 

La microbiota intestinal també influeix en el desenvolupament de la immunitat 
adaptativa. Concretament, s’ha relacionat amb un increment de les cèl·lules que 
expressen IgA, i en la quantitat i diversitat d’aquesta immunoglobulina a la llum 
intestinal. A més, la colonització bacteriana s’ha associat amb la maduració i 
manteniment de les cèl·lules Th17 i Treg [54,59,60].  

 

      1.5.2.3 Microbiota i al·lèrgia 

El 1989, l’investigador Strachan va introduir la “hipòtesi de la higiene” en la que suggereix 
que la manca d’exposició bacteriana durant la infantesa com a resultat de procedir de 
famílies amb un nombre reduït de membres i d’un increment en les condicions d’higiene, 
comporta una elevada prevalença d’al·lèrgia [36,61,62]. Seguint aquesta premissa, una 
gran diversitat d’estudis han descrit la relació entre la microbiota intestinal i el 
desenvolupament d’al·lèrgia.  

S’ha trobat una menor prevalença d’asma i d’al·lèrgies en persones que viuen en el medi 
rural, concretament en granges [63,64]. Per altra banda, s’han associat animals GF amb 
una elevada síntesi d’IgE [65] i una alta resposta inflamatòria [66]. En aquest mateix 
sentit, la reducció de la microbiota intestinal per causa de l’ús d’antibiòtics produeix un 
increment de la IgE sèrica i una exagerada inflamació al·lèrgica [67]. Els animals GF o 
tractats amb antibiòtics presenten menys cèl·lules Treg (CD4+Foxp3+) i més predisposició 
a desenvolupar una sensibilització al·lèrgica [68]. Aquest nombre reduït de cèl·lules 
reguladores s’incrementa quan, en aquests ratolins GF, se’ls hi administra bacteris 
(Clostridia i Bacteroides flagilis) o SCFA i, en conseqüència, es redueix la sensibilització 
al·lèrgica [69,70]. Així doncs, a més de la relació directa entre la microbiota i l’al·lèrgia, 
diversos articles han associat l’increment de SCFA amb la millora de la tolerància oral. En 
concret, s’ha vist que l’elevada proporció d’acetat i butíric protegeix del 
desenvolupament d’al·lèrgia [71].  

Per tant, la bona colonització i el manteniment de la microbiota intestinal redueix la 
probabilitat de desenvolupar al·lèrgia i afavoreix la tolerància oral.  

 

1.6 AL·LÈRGIA ALIMENTÀRIA  

L’al·lèrgia alimentària es defineix com un efecte advers per a la salut com a resultat 
d’una resposta immunitària específica i reproduïble a l’exposició d’un determinat aliment 
[72]. Actualment, l’al·lèrgia alimentària és un problema de salut pública creixent que 
afecta tant a la població infantil com a l’adulta, produint una reducció de la qualitat de 
vida del pacient i del seu entorn familiar i social [73]. S’estima que afecta de mitjana a un 
4-8% d’infants i al voltant d’un 5% d’adults [74].  
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La predisposició a patir una al·lèrgia alimentària depèn de molts factors tals com el sexe, 
la raça, la genètica, l’atòpia, el dèficit de vitamina D, l’obesitat, la higiene i la ruta 
d’exposició de l’aliment [39,74].  

Es considera que l’al·lèrgia alimentària pot ser [75,76]:  

• Al·lèrgia mitjançada per IgE: caracteritzada per la formació d’anticossos IgE i per 
l’aparició de símptomes abans de les dues hores després de la ingesta o exposició 
a l’al·lergen [76]. Generalment, afecta a la pell, el tracte gastrointestinal o el 
tracte respiratori.   

• Al·lèrgia no mitjançada per IgE: provocada per mecanismes immunitaris no 
depenents de la IgE, sinó que, per altres isotips d’anticossos i cèl·lules 
immunitàries. En general afecta el tracte gastrointestinal. Concretament, es 
manifesta en forma d’enterocolitis, proctocolitis (inflamació de recte i còlon) i 
enteropatia [77].  

• Mixta: aquest tipus d’al·lèrgia alimentària està mitjançada per mecanismes 
dependents d’IgE i per d’altres mecanismes. Generalment, la reacció 
d’hipersensibilitat retardada, que pot que aparèixer amb posterioritat a la 
ingesta, és el resultat d’una barreja d’aquestes dues formes d’al·lèrgia [78].  

 

 1.6.1 Al·lergògens 

Els al·lergògens o al·lèrgens alimentaris són components dels aliments reconeguts per 
cèl·lules del sistema immunitari que provoquen reaccions immunitàries específiques. 
Generalment són proteïnes (de 15 kDa a 40 kDa) o glicoproteïnes (de 10 kDa a 70 kDa) 
[79]. Els al·lèrgens alimentaris donen lloc a reaccions tant si s’ingereixen crus com cuits, 
si bé n’hi ha que només es comporten com al·lergògens en alguna d’aquestes dues formes 
[77]. Segons aquestes propietats, els al·lèrgens es divideixen en:   

• Al·lèrgens de classe 1: són glicoproteïnes estables al calor i a la digestió 
enzimàtica (resistents a àcids i proteases) [80]. En conseqüència, originen la 
sensibilització per via intestinal.   

• Al·lèrgens de classe 2: solen ser làbils a la calor i a la digestió, probablement 
perquè contenen epítops conformacionals. Per tant, la via de sensibilització no és 
la digestiva, sinó que es produeix per una reacció encreuada amb 
pneumoal·lèrgens o al·lèrgens de contacte [81]. La base immunològica de la 
reacció que generen aquests al·lèrgens es basa en la presència d’IgE específica 
enfront a dues molècules que comparteixen una estructura semblant.  

Un individu pot presentar una resposta immunitària a varies proteïnes d’un mateix aliment 
i envers a diversos epítops d’una proteïna concreta [82]. Actualment, ja s’han descrit més 
de 400 al·lergògens alimentaris [79] i el nombre continua creixent a causa de l’aparició de 
nous antígens alimentaris i, a més, és probable que amb l’augment dels aliments 
transgènics apareguin al·lèrgens fins ara desconeguts [83]. 
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Actualment, els aliments implicats amb més freqüència en reaccions al·lèrgiques a nivell 
europeu són: la llet de vaca, el blat i l’ou (6%, 3,6% i 2,5%, respectivament) [84]. Pel que 
fa a l’estat espanyol, les al·lèrgies alimentàries més comunes són:el llagostí, el préssec, el 
tomàquet, el blat, el blat de moro i les nous (4,9%, 3,8%, 3,5%, 3,4%, 3,2% i 3,1%, 
respectivament) [85].  

 

 1.6.2 Al·lèrgia mitjançada per IgE: mecanismes implicats  

L’al·lèrgia mitjançada per IgE, es considera que és una resposta immunològica 
inapropiada, amb un increment de limfòcits Th2 i una elevada producció d’IgE. En 
concret, en un primer contacte amb l’antigen, s’estimula la diferenciació de les cèl·lules 
Th verges a limfòcits Th2 efectors, que produeixen les citocines IL-4, IL-5 i IL-13 i 
potencien la producció d’IgE per part dels limfòcits B. Seguidament l’anticòs IgE s’uneix a 
la superfície de mastòcits i basòfils (Figura 9). Generalment la resposta immunitària de 
tipus Th2 protegeix contra infeccions parasitàries, encara que, quan es desregula, 
aquestes respostes contribueixen al desenvolupament d’al·lèrgia. Amb una nova exposició 
a l’al·lergen, aquest s’uneix a les molècules d’IgE fixades a la superfície dels tipus 
cel·lulars detallats i s’activen els basòfils, els mastòcits i, de forma més tardana, els 
eosinòfils (Taula 1). Així s’inicia una cascada de senyals que comporten l’exocitosi dels 
grànuls, la síntesi i secreció de mediadors lipídics, i la síntesi i secreció de citocines 
(Taula 2). L’alliberació d’aquests mediadors origina les manifestacions clíniques del 
procés al·lèrgic (Taula 3).  

A més del paper que tenen les cèl·lules Th2 en el desenvolupament de l’al·lèrgia, 
recentment, s’ha postulat la participació d’altres tipus cel·lulars tals com els limfòcits 
Th9, Th17 i Th22 [30]. La diferenciació de les cèl·lules Th9 és deguda a la presència de 
TFG-β i IL-4, i dóna lloc a IL-9. Per altra banda, en presència d’IL-6, TGF-β i IL-23, es 
produeix la diferenciació de les cèl·lules Th17, productores d’IL-17A, d’IL17F i d’IL-22, tal 
com prèviament s’ha detallat. Per últim, s’ha descrit que les cèl·lules Th22, productores 
d’IL-22, també poden contribuir en el desenvolupament d’al·lèrgia [30].  

No es coneix el mecanisme exacte per a la inducció d’una resposta Th2 en individus 
al·lèrgics, encara que tal com s’ha comentat anteriorment, la genètica i diferents factors 
ambientals hi tenen un paper important. Alteracions genètiques en els gens d’IL-4, la 
cadena α d’IL4R, IL-9, IL-13, entre altres, en són possibles candidats [86].  A més, per 
molt que anteriorment es creia que estava causada per un desequilibri entre les respostes 
Th1/Th2, actualment, també s’associa a un defecte en l’activitat supressora de les 
cèl·lules Treg. Així mateix, s’ha relacionat la presència d’IL-33 amb el desenvolupament 
de la sensibilització, el que produeix un increment de la permeabilitat intestinal i promou 
la diferenciació de limfòcits Th2 per part de les DC [87]. La diferenciació de cèl·lules Th2 
també està condicionada per la presentació antigènica, en concret, per les unions de 
OX40-OX40L, TIM4-TIM1 i jagged-notch entre les DC i les cèl·lules T verges [87]. A més, 
s’ha descrit que diferents alteracions qualitatives i quantitatives de la població de 
cèl·lules NK hi poden intervenir, suggerint així un paper regulador en aquest tipus cel·lular 
[86,88]. 
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Figura 9. Esquema del desenvolupament de la sensibilització al·lèrgica 
B (limfòcit B); T (limfòcit T); Th (limfòcit T helper); IL (interleucina)  
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Taula 1. Cèl·lules implicades en l’al·lèrgia [2] 

 
Mastòcits 
 

 
Són cèl·lules que s’originen a la medul·la òssia i es troben 
àmpliament distribuïdes pels teixits, sobretot prop dels vasos 
sanguinis i dels nervis i en localitzacions subepitelials. 
Presenten receptors per a la porció Fc de la IgE a la seva 
superfície (FcεRI) i grànuls citoplasmàtics rics en histamina. 
Junt amb els basòfils, produeixen citocines importants en la 
inflamació i responsables de la resposta inflamatòria tardana tot 
afavorint la resposta al·lèrgica i la síntesi d’IgE, el 
desenvolupament dels limfòcits Th2 i el reclutament d’eosinòfils. 

 
Basòfils 

 
Es troben circulant per sang. 
Els basòfils comparteixen amb els mastòcits la presència de 
receptors FcεRI per a la IgE i de grànuls rics en histamina. 

 
Eosinòfils 

 
Tenen un paper important en la reacció tardana. 
Alliberen un ventall de mediadors tan gran com els mastòcits i, 
entre ells, produeixen la proteïna bàsica major i la proteïna 
catiònica d’eosinòfils. També, activen directament els mastòcits 
i així s’allarga l’alliberament de mediadors. D’aquesta manera, 
s’aconsegueix reclutar, amplificar i mantenir la resposta 
inflamatòria sense necessitat de que es produeixi una nova 
exposició a l’antigen. 

 

Taula 2. Mediadors alliberats en l’al·lèrgia [2] 

 
Amines biògenes  

 
Histamina 

 
Proteases neutres i 
proteoglicans 

 
Triptasa, carboxipeptidasa A, catepsina G, hidrolases àcides, 
condroitin sulfat, heparina 

 
Mediadors lipídics 

 
Derivats de la via de la ciclooxigenasa (COX): prostaglandines 
Derivats de la via de la lipooxigenasa (LOX): leucotriens 

 
Citocines 

 
IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-15, IL-16, TNF-α, 
factor estimulant de colònies de granulòcits i macròfags 
(GM-CSF), factor de creixement endotelial vascular (VEGF), 
factor de creixement derivat de plaquetes (PDGF), TGF-β  
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Taula 3. Manifestacions clíniques de l’al·lèrgia mitjançada per IgE [76,89] 

 
Manifestacions cutànies 
Més d’un 80% de les reaccions a 
aliments pateixen 
manifestacions cutànies 

 
Immediates: 
Urticària, angioedema i pruïja 

 
Cròniques: 
Dermatitis atòpica 

 
Manifestacions respiratòries 

 
Del tracte respiratori superior: 
Esternuts, rinorrea, congestió nasal i pruïja 

 
Del tracte respiratori inferior: 
Dispnea, sibilàncies, tos i laringoespasme 

 
Manifestacions oculars 

 
Eritema conjuntival, pruïja i llagrimeig 

 
Manifestacions 
gastrointestinals 

 
Pruïja i/o formigueig dels llavis, la llengua, el 
paladar i la gola amb o sense inflor, nàusees, dolor o 
rampes abdominals, vòmits i/o diarrea 

 
Anafilaxi 

 
Reacció sistèmica greu que afecta a més de dos 
òrgans o sistemes. És de risc vital i amenaça la vida 
del pacient 

 

 

1.7 MODELS ANIMALS D’AL·LÈRGIA ALIMENTÀRIA 

La creixent prevalença d’al·lèrgia alimentària comporta que la recerca en aquest àmbit se 
centri en l’estudi dels factors de risc, la fisiopatologia, les proves diagnòstiques i el 
tractament d’aquestes reaccions [90]. És per això que, actualment, l’obtenció de models 
animals que mimetitzin un procés d’al·lèrgia alimentària és un dels principals objectius en 
aquesta àrea de recerca.  

S’han estudiat models d’al·lèrgia alimentària utilitzant diferents espècies, soques, sexes, 
edats, adjuvants (toxina colèrica, toxina de Bordetella pertussis, carragenina), 
al·lergògens, pautes d’administració (dosi i freqüència) i rutes de sensibilització [91,92]. 
En concret, s’han intentat desenvolupar models en porcs, gossos i, sobretot, en rosegadors 
[92]. L’avantatge principal que presenten aquests últims és la seva elevada disponibilitat i 
el gran nombre de soques existents. A l’hora, la seva petita mida i baix cost de 
manteniment fa possible l’estudi a partir d’un gran nombre d’animals [31]. S’han obtingut 
models d’al·lèrgia principalment en ratolins, sobretot de la soca Balb/c [93–95]. També, 
en rates, majoritàriament, en les soques Wistar [96] i Brown Norway (BN) [83,97]. S’ha 
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vist que les rates BN solen ser especialment indicades per estudiar protocols de 
sensibilització ja que, aquesta soca presenta una alta capacitat de generar anticossos IgE 
específics d’antigen en resposta a certs al·lèrgens i, per tant, desenvolupa un patró 
semblant a un individu amb predisposició al·lèrgica [31], encara que presenten un elevat 
cost. A més, s’ha demostrat que en rosegadors, les femelles produeixen una resposta 
superior en anticossos específics que els mascles [98], per molt que en humans, l’al·lèrgia 
alimentaria en edat infantil és més freqüent en nens i, en adults, en dones [99].  

Dins el grup de recerca d’Autoimmunitat i Tolerància s’ha dut a terme el 
desenvolupament d’un model d’al·lèrgia alimentària en rates de la soca BN amb una 
immunització prèvia per via intraperitoneal (i.p.) [97]. Tot i així, en els models d’al·lèrgia 
alimentària es valora que la sensibilització es realitzi únicament per via oral, ja que 
aquesta s’inicia degut a la ingesta oral de l’al·lergen però, apareix una complicació 
important a superar: la tolerància oral [91].   
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2. FLAVONOIDES I SISTEMA IMMUNITARI 

 

Els flavonoides són productes naturals presents en els vegetals que s’ingereixen a través 
de la dieta. Una gran varietat d’estudis mostren la influència de la dieta rica en 
flavonoides sobre el sistema immunitari. 

En aquest apartat s’incorpora la revisió realitzada per elaborar un capítol del llibre 
“INMUNONUTRICIÓN Y ESTILO DE VIDA”, coordinat per la Dra. Ascensión Marcos del 
Departament de Metabolisme i Nutrició de l’Instituto de Ciencia y Tecnología de Alimentos 
y Nutrición (ICTAN, CSIC). En aquest capítol es defineixen els flavonoides i es fa un resum 
dels estudis in vitro, preclínics i clínics dels efectes dels flavonoides sobre el sistema 
immunitari i sobre les reaccions al·lèrgiques. L’extensió del capítol (màxim 10000 
paraules) i el nombre de referències bibliogràfiques (màxim 60) estan condicionades per 
l’editorial. 
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3. CACAU I SISTEMA IMMUNITARI  

 

3.1 ORIGEN I OBTENCIÓ DEL CACAU 

El cacau és un producte que s’obté de la llavor del cacauer (arbre de la família de les 
Esterculiàcies), anomenat Theobroma cacao per Carl Linnaeus el 1753. Aquest nom prové 
de les paraules gregues theos i broma que signifiquen “menjar de déu” [100], ja que en 
els seus inicis es considerava un aliment diví. El cacauer és un arbre natiu de les regions 
humides tropicals de la part nord de Sud-Amèrica [101], encara que actualment també es 
conrea a l’Àfrica occidental, a l’Amèrica central i a l’Extrem Orient [102]. Es cultiven tres 
grans varietats: Foraster, Crioll i Trinitari [103].  

L’origen del cacau se situa en les cultures Olmeques, Maies i Asteques a Mesomèrica abans 
de l’any 2000 a.C [104]. En els seus inicis, el cacau era consumit en la seva forma líquida, 
anomenada xocoatl, i era usat com a moneda de canvi. El primer contacte d’Europa amb 
el cacau va ser a Amèrica, l’any 1502, quan Cristòfor Colom i la seva tripulació varen 
capturar una canoa a Guanaja (Hondures) que contenia cacau [103]. En aquell moment, 
però, els europeus desconeixien la importància que tenia a Mesomèrica. Posteriorment, el 
1528, Hernando Cortés en arribar a terres mexicanes va ser obsequiat amb cacau líquid i, 
en el seu viatge de retorn, el va portar a Espanya per donar a conèixer els seus magnífics 
efectes [100,105]. A continuació es va difondre i usar ràpidament a tot Europa, primer 
com a producte exclusiu per a l’alta societat i posteriorment es va estendre a la població 
en general. Al segle XIX van aparèixer els primers preparats sòlids derivats del cacau, tals 
com les rajoles de xocolata i els bombons.    

L’obtenció de productes derivats del cacau requereix una sèrie de passos (Figura 10): 

1. Recol·lecció: el fruit del cacauer creix durant tot l’any. Solen fer-se dues collites 
a l’any. 

2. Desgrana: els fruits del cacauer s’obren longitudinalment i s’extreuen les llavors 
amb la polpa que les envolta.  

3. Fermentació: les llavors del cacau s’apilen i es cobreixen amb fulles de plàtan o 
bé es col·loquen en caixes de fusta per produir la fermentació durant uns 5-6 dies, 
en funció de la varietat del cacau. Durant aquest procés es facilita la desaparició 
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de la polpa viscosa que envolta les llavors i s’inicia l’adquisició del color i gust 
característic tot reduint la seva amargor i astringència. L’èxit de la fermentació 
requereix una sèrie d’activitats microbianes, tant de llevats, bacteris productors 
d’àcid làctic i bacteris productors d’àcid acètic [106–108]. 

4. Assecatge: després de la fermentació, les llavors requereixen el procés 
d’assecatge que, en funció de la zona, pot ser natural, al sol, o provocat de forma 
artificial. En aquest procés es redueix el contingut d’aigua que conté el cacau del 
50% al 6-7% i així s’evita el creixement de fongs.  

5. Torrefacció: les llavors de cacau se sotmeten a torrefacció durant un temps 
variable de 5 a 120 min i a una temperatura de 120 a 150 ºC per originar l’aroma i 
el gust típic de la xocolata [107]. En aquest procés es produeix l’esterilització 
microbiològica de les llavors. Les llavors torrades es trenquen, s’esclofollen i 
s’obtenen les nibs (amb un contingut de mantega de cacau del 50-56%) [108].  

6. Mòlta: durant la mòlta (50-70 ºC) es provoca el trencament de l’estructura 
cel·lular i l’alliberament de la mantega de cacau, i es produeix així l’anomenat 
licor del cacau, que és la base de tots els seus derivats [109]. Tot seguit, el licor 
de cacau s’introdueix en una premsa hidràulica on s’obté la torta de cacau i la 
mantega de cacau. A partir de la torta de cacau, amb un altre pas de mòlta, 
s’aconsegueix el cacau en pols mentre que la xocolata s’obté combinant el licor 
de cacau amb mantega de cacau i sucre [110]. El cacau en pols constitueix el que 
es coneix com a cacau natural.  

7. Alcalinització: per tal de produir el cacau alcalinitzat, sobre la pols, la torta o les 
nibs es realitza l’alcalinització mitjançant l’addició d’una solució alcalina, 
majoritàriament de carbonat potàssic. Durant aquesta etapa tenen lloc canvis en 
el color (que passa de vermellós a marró o fins i tot negre), en el pH, en el gust 
(més suau, menys amargant, menys àcid i menys astringent) i en la solubilitat 
(més soluble). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                   INTRODUCCIÓ I 3 Cacau i sistema immunitari 
 

45 
 

Figura 10. Procés per obtenir el licor de cacau 
 Imatges extretes de diferents webs [111–113] 

 

 

 

3.2 COMPOSICIÓ DEL CACAU 

El cacau en pols conté més de 500 compostos, en concret, presenta un contingut del 26-
40% de fibra, del 15-20% de proteïnes, del 15% de carbohidrats, del 10-24% de lípids, i 
també conté minerals (magnesi, coure, potassi, calci i ferro), vitamines (A, E, B, àcid 
fòlic), polifenols (majoritàriament flavanols) i metilxantines (teobromina i cafeïna) 
[110,114].  

 

3.2.1 Polifenols: flavonoides 

Els polifenols són productes del metabolisme secundari de les plantes que es troben en 
una gran varietat de fruites, vegetals, llavors, flors, begudes i diferents productes 
confeccionats [115]. Els polifenols comprenen diferents famílies i, entre elles, la més 
important és la dels flavonoides [115]. Els flavonoides, en funció de la seva estructura 
química, es classifiquen en vuit subclasses: flavans, flavanones, isoflavanones, flavones, 
isoflavones, antocianines, xalcones i flavonolignans. S’han identificat més de 8000 
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flavonoides diferents i generalment, de forma natural, es troben conjugats a sucres 
formant glicòsids [116].  

El cacau conté un elevat contingut de polifenols per pes sec (12-18%) [117], superior al de  
diversos aliments, incloent el te i el vi [104]. Els polifenols de les llavors del cacau es 
troben dins les cèl·lules pigmentàries dels cotiledons [115] i la seva quantitat depèn de 
molts factors tals com la varietat de la planta, el clima, les característiques del sòl, el 
maneig post-collita, la fermentació, l’assecatge i la torrefacció [104,118].   

Els polifenols més abundants del cacau són flavonoides, dels quals 37% són flavanols, 4% 
antocianines i 58% proantocianidines (Figura 11) [115]. El principal flavanol present al 
cacau és la (-)-epicatequina, que arriba a constituir el 35% de tot el contingut de 
polifenols presents a la llavor del cacau [103]. En menys quantitat, el cacau conté 
(+)-catequina i traces de (+)-gallocatequina i (+)-epicatequina. Les antocianines presents 
al cacau consisteixen, principalment, en la cianidina-3-α-L-arabinosa i la cianidina-3-β-
D-galactosida mentre que les procianidines que conté són majoritàriament dímers, trímers 
o oligòmers de flavan-3,4-diols [117]. Concretament, les principals procianidines presents 
són la B1, B2, B3, B4, B5, C1 i D [119].   

 

Figura 11. Els flavonoides del cacau 
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L’estructura química dels flavonoides influeix en la seva biodisponibilitat. Generalment els 
polifenols que es troben en el menjar són glicòsids, però només les aglicones i alguns 
glucòsids poden ser absorbits per la mucosa intestinal. És per això, que diferents enzims 
humans o microbians són importants per assolir la forma adient per a la seva absorció.  

Els flavonoides del cacau són estables en el seu pas per l’estómac i la seva absorció 
intestinal depèn de la seva pròpia estructura química [120], encara que existeixen moltes 
interaccions amb altres aliments de la dieta [121]. Els flavonoides monomèrics i els 
dimèrics s’absorbeixen a l’intestí prim, mentre que els oligomèrics i els polimèrics són 
difícilment absorbits a l’intestí prim, però, presenten una funció local important 
neutralitzant oxidants i compostos carcinogènics [114,122]. Un cop al còlon, són 
biotransformats per la microbiota intestinal i, seguidament, absorbits [114,123].  

Els flavonoides són metabolitzats per enzims de fase II a l’enteròcit (metilació, sulfatació, 
o glucurinació), passen a sang, arriben al fetge on poden ser novament metabolitzats i 
retornen a la circulació sanguínia per ser finalment secretats per l’orina. Alguns conjugats 
hepàtics són excretats per via biliar i els metabòlits no absorbits s’eliminen per les femtes 
[122–124] (Figura 12). 

Figura 12. Metabolisme dels flavonoides del cacau 
Basada en [122–124] 
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3.2.2 Metilxantines 

Les metilxantines són productes del metabolisme secundari de les plantes sintetitzades 
per a protegir-se de patògens. Són produïdes en quantitats considerables per un nombre 
limitat d’espècies botàniques [125]. Les tres principals fonts de metilxantines són el cafè 
(Coffea sp.), el te (Camellia sinensis) i el cacau (Theobroma cacao), i són la cafeïna, la 
teofil·lina i la teobromina, respectivament, les seves principals metilxantines [125].  

El cacau conté cafeïna i teobromina (Figura 13), essent la teobromina la més abundant 
[126]. Els cotiledons de les llavors madures contenen entre un 2,2-2,7% de teobromina per 
pes sec [127]. El contingut de teobromina varia en funció de la varietat del cacau i del seu 
procés d’elaboració [126].  

Figura 13. Les metilxantines del cacau 

 

 

La cafeïna i la teobromina s’absorbeixen fàcilment en el tracte gastrointestinal i es 
distribueixen àmpliament per tot el cos. Es metabolitzen al fetge i són sotmeses a un 
reciclatge enterohepàtic fins a excretar-se per l’orina, ja sigui com a metabòlits o bé en 
la seva forma original [126].  
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Les propietats de la cafeïna són ben conegudes. És un potent estimulant del sistema 
nerviós central i provoca un increment de la consciència, claredat de pensament i 
disminució de la fatiga [125]. A més, se li han atribuït propietats cardiovasculars, 
diürètiques, natriurètiques, i anticancerígenes, entre altres [125]. 

Pel que fa a la teobromina, recentment ha crescut l’interès pels seus efectes sobre la 
salut. Per molt que aquesta metilxantina és tòxica per alguns mamífers, com els gossos, la 
toxicitat en humans és molt baixa [128]. Algun dels seus beneficis descrits són la millora 
de la salut oral [129], la prevenció de la tos [130] i la inhibició de la cristal·lització de 
l’àcid úric [131].  

 

3.3 EFECTES DEL CACAU SOBRE LA SALUT  

L’evidència més primerenca de l’ús del cacau per finalitats mèdiques o curatives es troba 
en les civilitzacions de Mesomèrica, els maies i els asteques, uns 600 anys a.C [100,105]. 
Malgrat que actualment el seu ús generalitzat com aliment ha superat la seva utilitat 
mèdica, aquests darrers anys s’ha incrementat novament l’interès i recerca del paper del 
cacau sobre la salut. S’han dut a terme estudis in vitro, in vivo i clínics que confirmen el 
potencial efecte del cacau en malalties cardiovasculars, en el sistema nerviós central, a la 
pell, en càncer i en el sistema immunitari, entre altres [110,119,132,133].  

Pel que fa als efectes del cacau en la salut cardiovascular, s’ha vist que, entre altres 
beneficis, presenta efectes en la prevenció de l’aterosclerosi, en la regulació de la pressió 
arterial i en la inhibició de l’activació plaquetària [134–136]. La producció d’aquests 
efectes es deu, en part, a l’elevada capacitat antioxidant que presenta el cacau pel seu 
elevat contingut fenòlic, el que contribueix en la inhibició de l’oxidació de lípids 
[134,137]. A més, s’ha vist que el cacau incrementa la producció de l’òxid nítric (NO) 
[138], redueix l’activitat de la xantina oxidasa, inhibeix l’enzim convertidor 
d’angiotensina i regula l’expressió de NF-κB [137,139].  

També existeixen evidències que relacionen el cacau amb el sistema nerviós central. En 
concret s’ha descrit que el cacau protegeix de la neurodegeneració (a les malalties 
d’Alzheimer i Parkinson), modula la funció neuronal i evita la depressió i l’estrès 
[110,132,140]. Molts d’aquests beneficis també s’han relacionat amb l’increment de NO 
que, a més de regular la vascularització perifèrica, incrementa la perfusió cerebral. A més 
a més, s’ha descrit que el cacau redueix la formació d’espècies reactives d’oxigen i la 
neurotoxicitat produïda per les proteïnes β amiloides [141]. La prevenció de la depressió 
s’ha associat amb el paper que tenen els polifenols del cacau en el bloqueig de la captació 
de diferents neurotransmissors i en la conversió del triptòfan present en el cacau a 
serotonina, entre d’altres [142]. 

Per altra banda, el cacau presenta propietats endocrines importants com antidiabètic i 
antiobesitat [143]. Aquests efectes són deguts al paper que tenen els polifenols del cacau 
en la millora de la funció endotelial i antioxidant, tot modulant el metabolisme lipídic 
[132,144]. 
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Pel que fa a la salut dental, el cacau actua protegint les càries dentals i evita malalties 
periodontals. Aquests efectes són deguts a la reducció en la formació del biofilm i en la 
inhibició de la producció d’àcid [145].  

El cacau també mostra un efecte beneficiós a la pell. Diferents estudis han relacionat el 
paper dels flavanols del cacau en la fotoprotecció, millora de la circulació dèrmica i en les 
qualitats i hidratació de la pell [110,146].  

Per altra banda, diversos estudis in vitro i in vivo suggereixen l’utilitat del cacau en la 
inhibició del creixement de les cèl·lules cancerígenes [147]. En concret, s’ha vist que el 
cacau pot reduir el càncer de mama [148], el càncer pancreàtic [149], el càncer de pulmó 
[150] i el càncer de còlon [151] en rosegadors o en línies cel·lulars representatives. 
Aquests efectes són deguts a la seva activitat antioxidant i a la regulació de diferents 
senyals de transducció que modulen la inflamació, la proliferació cel·lular, la 
diferenciació i l’apoptosi [151].  

Per últim, el cacau presenta diferents efectes en el sistema immunitari (apartat 3.4) que 
podrien contribuir en un efecte beneficiós en les reaccions d’hipersensibilitat i 
autoimmunitàries, encara que cal desenvolupar estudis clínics en aquest sentit. 

 

3.4 CACAU I RESPOSTA IMMUNITÀRIA  

Diferents estudis in vivo i in vitro demostren la influència de la ingesta de cacau en el 
sistema immunitari innat i adquirit (sistèmic i intestinal). Tots aquests efectes es troben 
detallats en la revisió que hi ha a continuació, on també es descriu el paper del cacau en 
la prevenció de diferents alteracions del sistema immunitari. Com que aquesta revisió, en 
premsa a la revista Frontiers in Nutrition (section Nutritional Immunology), s’ha escrit a la 
fase final de la tesi s’hi inclouen resultats que formen part dels articles presents a la 
secció de Resultats. 
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Over the recent decades, the prevalence of food allergy has increased and new potential 
allergens have appeared. This has given rise to the importance of having an optimal 
animal model of oral food sensitization for studying food allergy’s pathophysiology, 
treatment and prevention.  

Nowadays, the relationship between food and health is acknowledged. In this context, all 
those foods having an extra benefit apart from their nutritional role are referred to as 
‘functional foods’. Otherwise, when these dietary compounds are formulated and taken 
with a specific dosage they are termed ‘nutraceutical’, a combination of the words 
nutrition and pharmaceutical. Specifically in our research area, the study of the influence 
of natural entities on the immune system has gained attention and this has originated the 
science of Immunonutrition.  

As shown in the last part of the Introduction, previous studies developed in my research 
group have shown the impact of cocoa on the intestinal and systemic immune system. In 
particular, a 10% cocoa diet is able to modify the composition and functionality of 
lymphoid tissues, and the synthesis of intestinal and systemic antibodies in rats. These 
actions prompted us to consider the potential of cocoa on those immune system 
alterations associated with hypersensitivity. On the other hand, in order to determine the 
role of cocoa polyphenols and cocoa fibre in cocoa’s immunoregulatory action, several 
studies were carried out, and they led to conclude that these compounds were only 
partially responsible for such effects. Therefore, other cocoa compounds may contribute 
to cocoa’s effects on the immune system and this also aroused our interest.   

Based on this background, the hypothesis that supports the current thesis is that cocoa 
intake could impact the intestinal immune response as well as the intestinal microbiota 
composition thus contributing to the induction of oral tolerance. In addition, we 
hypothesized that theobromine, the main methylxanthine found in cocoa, could play a 
role in the cocoa’s immune effects.   

In consequence, the main goal of the current thesis was to study in depth the 

immunomodulatory properties of cocoa, in particular to ascertain the effect and 

possible mechanisms induced by a cocoa diet on a rat oral sensitization model and also 

to determine which compound/s is/are responsible for such effect.  

 

The specific objectives that would together achieve this main goal were as follows: 

1. To develop an oral sensitization model in rats. 

The results obtained from the first objective are published in the following article:  

Article 1: Camps-Bossacoma M, Abril-Gil M, Franch À, Pérez-Cano FJ, Castell M. Induction 
of an oral sensitization model in rats. Clinical Immunology, Endocrine & Metabolic Drugs. 
2014;1(2):89–101. 
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2. To establish the effect and possible mechanisms induced by a 10% cocoa diet 

on the rat oral sensitization model. 

The results obtained from the second objective are published in the following articles:  

Article 2: Camps-Bossacoma M, Abril-Gil M, Saldaña-Ruiz S, Franch À, Pérez-Cano FJ, 
Castell M. Cocoa diet prevents antibody synthesis and modifies lymph node composition 
and functionality in a rat oral sensitization model. Nutrients. 2016;8(4):242. 

Article 3: Camps-Bossacoma M, Pérez-Cano FJ, Franch À, Castell M. Effect of a cocoa diet 
on the small intestine and gut-associated lymphoid tissue composition in a rat oral 
sensitization model. The Journal of Nutritional Biochemistry. 2017;42:182–193.  

Article 4: Camps-Bossacoma M, Pérez-Cano FJ, Franch À, Castell M. Gut microbiota in a 
rat oral sensitization model: effect of a cocoa-enriched diet. Oxidative Medicine and 

Cellular Longevity. 2017;2017:7417505.  

 
3. To identify the cocoa bioactive compounds responsible for cocoa’s 

immunomodulatory effect and to ascertain the role of a non-cocoa flavonoid 

on the immune system. 

Although previous studies have suggested that cocoa flavonoids were not the main 
constituents responsible for its effects on the immune system, other reported studies 
showed the immunoregulatory properties of some flavonoids. For this reason, the effect of 
hesperidin, a non-cocoa flavonoid, on the immune response was established. This resulted 
in the following published paper: 

Article 5: Camps-Bossacoma M, Pérez-Cano FJ, Franch À, Castell M. Influence of 
hesperidin on the systemic and intestinal rat immune response. Nutrients. 2017;9(6):580. 

Finally, considering that cocoa is a rich source of theobromine, the involvement of this 
methylxanthine on cocoa’s immune effects was investigated, and this study led to the 
following papers: 

Article 6: Martín-Peláez S, Camps-Bossacoma M, Massot-Cladera M, Rigo-Adrover M, 
Franch À, Pérez-Cano FJ, Castell M. Effect of cocoa’s theobromine on intestinal 
microbiota of rats. Molecular Nutrition & Food research. In press.   

Article 7: Camps-Bossacoma M, Pérez-Cano FJ, Franch À, Castell M. Theobromine is 
responsible for the effects of a cocoa diet on the antibody immune response in rats. 
Submitted. 
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Clinical Immunology, Endocrine & Metabolic Drug 
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Indexat a: Chemical Abstracts Service (CAS), J-Gate, CNKI Scholar, Suweco CZ i EBSCO. 

 

 

Els resultats del present article han estat presentats als congressos següents:  

• VII Congrés de la Societat Catalana d'Immunologia, Barcelona,  novembre de 2013. 
Camps-Bossacoma M, Abril-Gil M, Vicente F, Massot-Cladera M, Comalada, M, 
Pérez-Cano FJ, Franch A, Castell M. “Inducció d'un model d'immunització oral amb 
ovoalbúmina en rates Lewis”.  
 

• 7th International Immunonutrition Workshop, Brindisi, Itàlia, maig de 2014. Camps-
Bossacoma M, Abril-Gil M, Vicente F, Massot-Cladera M, Comalada M, Pérez-Cano 
FJ, Franch A, Castell M. “Development of a food sensitization model in female 
Lewis rats”.   
 

• VIII Congrés de la Societat Catalana d'Immunologia, Barcelona, novembre de 2014. 
Camps-Bossacoma M, Abril-Gil M, Rigo-Adrover M,  Franch A,  Pérez-Cano FJ, 
Castell M. “Changes in intestinal gene expression induced by oral sensitization 
with ovalbumin in Lewis rats”.   
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Resum ARTICLE 1 

 

Objectiu: L’objectiu d’aquest primer article va consistir en desenvolupar un model de 
sensibilització oral en rata. 

Material i mètodes: Rates de les soques Brown Norway o Lewis de diferents edats (de 3 a 
8 setmanes) i gènere, varen rebre diverses dosis d’ovoalbúmina (OVA) per via oral (1-100 
mg/animal), amb o sense l’adjuvant toxina colèrica (TC) (30 µg/animal), seguint diverses 
freqüències d’administració (1-7 vegades per setmana) i durant diferents setmanes (3 o 6 
setmanes). L’últim dia d’estudi es va intentar induir un xoc anafilàctic administrant 
elevades quantitats d’al·lergen. Com a indicador de la sensibilització es va determinar la 
concentració d’anticossos anti-OVA mitjançant la tècnica d’ELISA.  

Resultats: L’administració d’OVA en rates Brown Norway durant 6 setmanes va comportar 
la sensibilització del 27% dels animals. L’administració de l’antigen junt amb TC en rates 
d’aquesta mateixa soca de 3 setmanes d’edat, va aconseguir el desenvolupament 
d’anticossos anti-OVA, però, també, va ser letal per alguns animals (25%). Pel que fa a la 
soca Lewis, l’administració de 100 mg d’OVA i TC en rates de 8 setmanes d’edat va 
provocar la sensibilització del 55% dels animals. Finalment, l’administració de diferents 
dosis, amb o sense adjuvant, seguint diferents freqüències d’administració (1-3) en rates 
mascles i femelles Lewis de 3 setmanes d’edat va permetre concloure que l’administració 
de 50 mg d’OVA i 30 µg de TC en rates femelles, 3 vegades la setmana i durant 3 setmanes 
comporta la sensibilització del 100% dels animals. Aquesta sensibilització va provocar la 
síntesi d’IgG1, IgG2a i IgG2c específiques però no d’IgE anti-OVA.  

Conclusions: El desenvolupament d’una sensibilització oral en rata depèn de l’ús de la TC 
com adjuvant i, en rates Lewis, de la dosi i freqüència d’administració de l’al·lergen i de 
l’edat i el gènere dels animals. En concret, l’administració de 50 mg d’OVA junt amb 30 
µg de TC, 3 vegades per setmana i durant 3 setmanes a rates femelles Lewis permet evitar 
l’aparició de tolerància oral i indueix el desenvolupament d’anticossos específics.   
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Els resultats del present article han estat presentats al congrés següent:  

• Food Allergy Summit & Hypersensivity 2016, Londres, juliol de 2016. Camps-
Bossacoma M, Franch A, Pérez-Cano FJ, Castell M. “Cocoa as a nutraceutical to 
avoid preclinical oral sensitization”.  
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Resum ARTICLE 2 

 

Objectiu: Una vegada establert un model de sensibilització oral, el següent objectiu va 
consistir en determinar l’efecte d’una dieta amb un 10% de cacau sobre la producció 
d’anticossos i en la composició i funcionalitat de ganglis limfàtics mesentèrics (GLM) en 
aquest model de sensibilització. 

Material i mètodes: Rates Lewis de 3 setmanes d’edat es varen distribuir en quatre grups 
en funció de la dieta (estàndard o amb cacau) i de si varen rebre la sensibilització oral o 
no. Els dos grups als que se’ls hi va induir la sensibilització, varen rebre, per via oral, 
l’al·lergen ovoalbúmina (OVA) i l’adjuvant toxina colèrica, 3 vegades per setmana i durant 
3 setmanes. Les rates varen ser alimentades amb una dieta amb un 10% cacau o una dieta 
estàndard durant les 4 setmanes d’estudi. En mostres obtingudes al llarg de l’estudi es va 
avaluar la producció d’anticossos anti-OVA per tècniques d’ELISA. Al final de l’estudi, es 
va quantificar el desenvolupament d’anticossos específics i la concentració sèrica i 
intestinal d’IgA. A més, es va avaluar la composició de limfòcits dels GLM (citometria de 
flux), l’expressió gènica de diferents molècules en aquest teixit limfoide (PCR a temps 
real) i la producció de citocines a l’intestí i en els GLM (Multiplexed Bead-Based 
Immunoassays, BD Cytometric Bead Array).  

Resultats: La sensibilització oral va provocar la síntesi d’anticossos específics anti-OVA 
dels isotips IgG1, IgG2a, IgG2b i IgM. La dieta rica en cacau va atenuar la producció 
d’aquests anticossos, principalment d’IgG1, IgG2b i IgM específiques. Aquesta dieta, 
també va disminuir la concentració sèrica i intestinal d’IgA total. La sensibilització oral no 
va modificar la composició dels limfòcits de GLM, encara que, la dieta rica en cacau, 
independentment de la sensibilització, va augmentar la proporció de limfòcits B, de 

limfòcits TCRγδ+ (per un increment de cèl·lules CD8αα+) i de cèl·lules NK i va disminuir el 
percentatge de limfòcits TCRαβ+ (per una disminució de la proporció de cèl·lules Th). A 
més, en aquest mateix teixit, el cacau va incrementar la proporció de cèl·lules 
CD8+CD25+ i CD8+CD103+ i va disminuir la de cèl·lules CD4+CD62L+ i CD8+CD62L+. La 
sensibilització oral va produir un increment de l’expressió gènica d’OX40L, i la dieta rica 
en cacau va augmentar l’expressió d’OX40L, CD11c, IL-1β i va reduir la d’IL-17α. A més, en 
el rentat intestinal, es va detectar un increment d’IL-10 a conseqüència de la 
sensibilització oral i, també, de la dieta rica en cacau en rates no sensibilitzades.  

Conclusions: La dieta amb cacau indueix tolerància en un model de sensibilització oral en 
rates, tal com es reflecteix en l’atenuació de la síntesi d’anticossos específics. Aquest 
efecte ve acompanyat de diferents canvis cel·lulars en els ganglis limfàtics mesentèrics, 
tals com un increment en la proporció de limfòcits TCRγδ+ i de cèl·lules CD8+CD103+, i 
una disminució del percentatge de cèl·lules CD4+CD62L+ i CD8+CD62L+. Aquests canvis, 
juntament amb la regulació de diferents gens, podrien contribuir a l’efecte tolerogènic 
del cacau.   
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Resum ARTICLE 3 

 

Objectiu: Després de conèixer els canvis induïts per la sensibilització oral i per la dieta 
rica en cacau sobre la producció d’anticossos i en els ganglis limfàtics mesentèrics, el 
següent propòsit va consistir en establir l’efecte de la dieta amb un 10% de cacau en el 
sistema immunitari intestinal (plaques de Peyer, limfòcits intraepitelials i de làmina 
pròpia de l'intestí prim) en el mateix model de sensibilització oral en rata. 

Material i mètodes: Rates Lewis de tres setmanes d’edat es varen distribuir en quatre 
grups en funció de la dieta (10% cacau o estàndard) i de si se’ls hi va induir la 
sensibilització oral o no. Després de 4 setmanes, es van analitzar els limfòcits de plaques 
de Peyer (PP), intraepitelials (IEL) i de làmina pròpia (LPL) de l’intestí prim (citometria de 
flux). A més, es va determinar l’expressió gènica de diferents molècules (PCR a temps 
real) i, mitjançant tècniques histològiques i immunofluorescència es va quantificar la 
presència de cèl·lules caliciformes, cèl·lules IgA+ i cèl·lules granzim B+ a la làmina pròpia 
intestinal.   

Resultats: A PP, la dieta amb cacau va produir un increment de la proporció de cèl·lules 
TCRγδ+, NKT, CD4+CD25+, CD4+CD103+ i CD8+CD103+, i una disminució de la proporció de 
limfòcits Th i de cèl·lules CD4+CD62L+. En els IEL, la dieta va produir un increment en la 
proporció de limfòcits TCRγδ+ i de les cèl·lules NK, i una disminució de la proporció de 
limfòcits TLR4+. A nivell de LPL, es va detectar un increment de la proporció de Th en el 
grup sensibilitzat i alimentat amb cacau. La sensibilització oral i la dieta cacau varen 
disminuir la proporció de cèl·lules IgA+ a la làmina pròpia. En condicions de referència, la 
dieta cacau també va induir una disminució de la proporció de granzim B a la làmina 
pròpia. Pel que fa a l’expressió gènica, la sensibilització va disminuir els nivells de mRNA 
d’IL-10 i la dieta rica en cacau l’expressió gènica d’IgA, de TGF-β1, de CD11b i de CD11c.  

Conclusions: La dieta amb un 10% de cacau en un model de sensibilització oral en rata 
produeix canvis en la composició de limfòcits de plaques de Peyer, de l’epiteli i de la 
làmina pròpia intestinals. Entre d’altres canvis, la dieta indueix un increment de la 
proporció dels limfòcits TCRγδ+ i de les cèl·lules NK a PP i IEL, cèl·lules que podrien estar 
implicades en la prevenció de la sensibilització oral. Així mateix, la dieta rica en cacau 
redueix l’expressió gènica de molècules relacionades amb les cèl·lules dendrítiques i amb 
la formació i nombre de cèl·lules productores d’IgA i granzim B presents a la làmina 
pròpia. Tots aquests canvis poden contribuir en promoure la tolerància oral i evitar el 
desenvolupament de la sensibilització en les rates alimentades amb cacau.  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                      RESULTATS I Article 3 
  

115 
 

 



RESULTATS I Article 3                                                              
 

116 

 

  



                                                                                                                      RESULTATS I Article 3 
  

117 
 

 

 



RESULTATS I Article 3                                                              
 

118 

 

 

 



                                                                                                                      RESULTATS I Article 3 
  

119 
 

 



RESULTATS I Article 3                                                              
 

120 

 

 

 



                                                                                                                      RESULTATS I Article 3 
  

121 
 

 

 



RESULTATS I Article 3                                                              
 

122 

 

 

 



                                                                                                                      RESULTATS I Article 3 
  

123 
 

 

 



RESULTATS I Article 3                                                              
 

124 

 

 

 



                                                                                                                      RESULTATS I Article 3 
  

125 
 

 

 



RESULTATS I Article 3                                                              
 

126 

 

  



                                                                                                                      RESULTATS I Article 4 

 

127 

 

 

 

 

“Gut microbiota in a rat oral sensitization model: effect of a 

cocoa-enriched diet” 

Mariona Camps-Bossacoma, Francisco J. Pérez-Cano, Àngels Franch, Margarida 
Castell 

Oxidative Medicine and Cellular Longevity 

2017, volum 2017, ID 7417505 

 

Revista d’accés obert 

Índex d’impacte: 4,492 

Categoria: Cell Biology, Q2 (53/187) 

 

 

Els resultats del present article han estat presentats en els congressos següents: 

• II Workshop Anual INSA – Cacao y chocolate: Ciencia y gastronomía, Santa Coloma de 
Gramenet, novembre de 2016. Camps-Bossacoma M, Pérez-Cano FJ, Franch A, 
Castell M. “Impact of a cocoa diet on the gut microbiota in a rat oral sensitization 
model”.  

 

• VIII Workshop de la Sociedad Española de Probióticos y Prebióticos (SEPyP), 
Santiago de Compostela, febrer de 2017. Camps-Bossacoma M, Pérez-Cano FJ, 
Franch A, Castell M. “Estudio metagenómico de la microbiota intestinal tras una 
sensibilización oral y una dieta rica en cacao en rata”.  

 

 

 

 

ARTICLE 4 



 

 

 



                                                                                                                      RESULTATS I Article 4 

 

129 
 

 

Resum ARTICLE 4 

  

Objectiu: Tant la sensibilització oral com la ingesta de cacau influeixen sobre el sistema 
immunitari intestinal i, considerant la relació que existeix entre aquest compartiment en 
la microbiota intestinal, seguidament es va voler establir l’efecte de la sensibilització i de 
la dieta rica en cacau sobre la microbiota intestinal. 

Material i mètodes: Rates femelles Lewis de 3 setmanes d’edat varen ser sensibilitzades 
com els anteriors estudis (articles 2 i 3). Després de 4 setmanes d’intervenció nutricional, 
es va portar a terme l’anàlisi metagenòmica de les mostres fecals. A més, es va 
quantificar la IgA intestinal a partir d’homogenats fecals (tècnica ELISA).  

Resultats: La sensibilització oral va induir canvis a la microbiota intestinal de les rates, 
amb una disminució en l’abundància relativa de l’ordre Erysipelotrichales, en concret, 
d’una espècie del gènere Allobaculum, de Clostridium metallolevans i d’una espècie de 
l’ordre de Bacteroidales. A més, entre altres, va afavorir l’aparició d’espècies dels 
gèneres Bacillus, Christensenella i Anaeroplasma. Per altra banda, les rates 
sensibilitzades oralment i alimentades amb la dieta rica en cacau, varen presentar 
diversos canvis quantitatius i qualitatius. El cacau va modificar l’abundància relativa i 
absoluta dels diferents fílums detectats, en concret, va incrementar la proporció de 
Tenericutes i Cyanobacteria, va afavorir l’aparició de Prevotella copri, Anaerostipes sp., 
Ralstonia sp. i la desaparició de Clostridium perfringens i Blautia productia, entre altres. 
La dieta 10% cacau va atenuar la creixent concentració d’IgA intestinal sent evident a 
partir del 7è dia d’estudi.  

Conclusions: La dieta amb un 10% de cacau en un model de sensibilització oral en rata 
produeix canvis quantitatius i qualitatius a la microbiota intestinal. A més, inhibeix la 
síntesi d’anticossos específics i la producció d’IgA intestinal. Per tant, les modificacions 
sobre la microbiota intestinal podrien contribuir a l’efecte tolerogènic prèviament 
establert del cacau.   
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Resum ARTICLE 5 

 

Objectiu: El cacau, ric en flavonoides, ha demostrat un efecte immunoregulador en rata. 
Per això, en aquest estudi, es va voler ampliar el coneixement del possible potencial dels 
flavonoides sobre el sistema immunitari i es va utilitzar un flavonoide purificat, no present 
en el cacau. L’objectiu d’aquest estudi va consistir en establir l’efecte de l’hesperidina 
sobre els teixits limfoides i la producció d’anticossos sistèmics i intestinals. 

Material i mètodes: Per assolir aquest propòsit, es van realitzar dos dissenys 
experimentals diferents. En el primer, rates Lewis de 3 setmanes d’edat es varen 
immunitzar de forma intraperitoneal (i.p.) amb ovoalbúmina (OVA) i l’hesperidina es va 
donar per via oral (p.o.) tres vegades la setmana durant 4 setmanes a les dosis de 100 mg 
o 200 mg/kg. En aquest disseny, es va analitzar el fenotip dels ganglis limfàtics 
mesentèrics (GLM, citometria de flux), es varen estudiar les citocines produïdes per 
aquests limfòcits i les que hi havia a nivell intestinal (ProcartaPlex® Multiplex 
Immunoassay). També, es varen determinar els anticossos anti-OVA sèrics, així com la IgA 
intestinal (tècnica ELISA). En el segon disseny experimental, les rates varen ser 
sensibilitzades oralment utilitzant el model desenvolupat en el primer article de la tesi, i 
varen ser alimentades, durant 4 setmanes, amb una dieta que contenia 0,5% 
d’hesperidina. En aquest model, es va analitzar la composició de limfòcits aïllats de GLM, 
plaques de Peyer (PP), l’epiteli i la làmina pròpia intestinals (IEL i LPL, respectivament) 
(citometria de flux). També es varen obtenir mostres de sèrum i fecals on es varen 
determinar els anticossos específics i la IgA  mitjançant tècniques d’ELISA.  

Resultats: En el primer disseny experimental, l’hesperidina, administrada oralment, va 
reduir la proporció de limfòcits B i va incrementar la dels TCRαβ+ als GLM. Aquesta 
immunització va activar la producció de diverses citocines per part dels limfòcits de GLM, 
i l’hesperidina, en les dues dosis estudiades, va incrementar la síntesi d’IFN-γ. Aquest 
flavonoide no va modificar la producció d’anticossos específics ni la d’IgA total.  

En el segon disseny experimental, la dieta amb 0.5% d’hesperidina va produir canvis en la 
composició de IEL i LPL de l’intestí prim. En concret, va produir un increment dels IEL 
TCRγδ+ i una disminució d’aquests a la làmina pròpia. A més, entre altres, es va observar 
una disminució en la proporció de LPL CD4+CD103+ i CD8+CD103+. L’administració 
d’hesperidina de forma continuada va provocar un increment de la IgA intestinal total, 
però, no va modificar la síntesi d’anticossos sèrics anti-OVA.   

Conclusions: L’hesperidina en un model d’immunització i.p. modifica la composició i la 
funcionalitat dels limfòcits de GLM. Per altra banda, en un model de sensibilització oral, 
aquest flavonoide canvia la composició d’IEL i LPL i incrementa la concentració d’IgA 
intestinal. Tot i així, l’efecte immunomodulador de l’hesperidina no modifica la producció 
d’anticossos sèrics específics.  
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Resum ARTICLE 6 

 

Objectiu: En estudis previs del grup de recerca s’ha observat que la dieta rica en cacau 
influeix sobre la microbiota intestinal i que aquest efecte no es pot atribuir al seu 
contingut en fibra. Per això, l’objectiu del present treball va consistir en establir si la 
teobromina era la responsable dels efectes del cacau sobre la composició de la microbiota 
intestinal i dels seus productes de fermentació.   

Material i mètodes: Rates Lewis de 3 setmanes d’edat varen ser alimentades, durant 15 
dies, amb una dieta estàndard, una dieta amb un 10% de cacau o una dieta amb un 0,25% 
de teobromina (la mateixa quantitat de teobromina que conté la dieta amb un 10% de 
cacau). Al final de l’estudi es va determinar la microbiota intestinal mitjançant la tècnica 
de FISH acoblada a citometria de flux (FISH-FCM) i mitjançant una anàlisi metagenòmica. 
A més, es van quantificar els àcids grassos de cadena curta i el percentatge de bacteris 
units a IgA en les mostres fecals.  

Resultats: Les dietes cacau i teobromina van produir canvis quantitatius i qualitatius en 
els diferents fílums bacterians intestinals (Firmicutes, Bacteroidetes, Tenericutes, 

Actinobacteria i Cyanobacteria) detectats per  FISH-FCM o per l’anàlisi de metagenòmica. 
Alguns d’aquests canvis es varen detectar només en el grup de teobromina, i d’altres 
només en el grup de cacau. Les dues intervencions nutricionals varen incrementar la 
producció d’àcids grassos de cadena curta, principalment per un increment en la 
producció d‘àcid butíric. A més, les dues dietes varen disminuir la proporció de bacteris 
units a IgA.  

Conclusions: La teobromina del cacau és la responsable de la disminució de bacteris units 
a IgA i de l’increment d’àcids grassos de cadena curta produïts per la ingesta de cacau. 
Per altra banda, el cacau i la teobromina modifiquen de forma diferent la microbiota 
intestinal suggerint que altres components del cacau també actuen a aquest nivell, 
incrementant o disminuint els efectes de la teobromina.  
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Resum ARTICLE 7 

 

Objectiu: Després d’observar el poder immunoregulador de la dieta rica en cacau, 
l’objectiu final de la tesi va ser establir si la teobromina era la responsable dels seus efectes 
sobre la producció d’anticossos sistèmics i intestinals i caracteritzar la seva influència sobre 
en la composició limfocítica de teixits limfoides primaris i secundaris a curt termini.  

Material i mètodes: Rates Lewis de 3 setmanes d’edat varen ser alimentades durant 19 o 8 
dies amb una dieta estàndard, una dieta amb un 10% de cacau o una dieta amb 0.25% de 
teobromina (la mateixa quantitat que conté la dieta de cacau). Es varen obtenir mostres 
sèriques i fecals al llarg de l’estudi per tal de determinar les concentracions 
d’immunoglobulines en aquests teixits (tècnica ELISA). A més, al final de l’estudi de 8 dies, 
es varen aïllar els limfòcits del timus, melsa i ganglis limfàtics mesentèrics per tal d’establir-
ne la seva composició (citometria de flux).  

Resultats: La dieta amb un 10% de cacau va disminuir la concentració sèrica d’IgG després 
de 19 dies d’intervenció, degut de la reducció d’IgG2c, IgG2b i IgG1. Aquesta dieta també 
va reduir la concentració sèrica d’IgM i d’IgA, després de 4 i 8 dies d’intervenció, 
respectivament. A nivell intestinal, el cacau va disminuir la concentració d’IgA després de 
4 dies d’ingesta. La dieta amb teobromina va produir exactament els mateixos efectes sobre 
les immunoglobulines sèriques i intestinals. A nivell tissular, al timus, les dues dietes van 
incrementar la proporció de cèl·lules DP i de les SP. Als GLM, les dues dietes van disminuir 
els Th i incrementar els Tc. A més, la dieta cacau va disminuir la proporció de 
CD45RA+CD62L+. A melsa, les dues dietes varen disminuir els TCRγδ,  les cèl·lules NK i NKT, 
i incrementar les Th. A més, la dieta amb teobromina va incrementar la proporció de les 
cèl·lules CD4 i CD8 amb el marcador CD62L.    

Conclusions: La dieta 10% cacau degut el seu contingut amb teobromina produeix una 
disminució dels anticossos sistèmics i intestinals i modifica la composició de limfocíts del 
timus, ganglis limfàtics mesentèrics i melsa. La majoria dels canvis, ja són evidents sols 
després d’una setmana d’ingesta de cacau.  
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L’al·lèrgia alimentària constitueix un problema creixent de salut pública degut, 
principalment, a l’augment de la seva prevalença durant les darreres dècades. Per això, 
és important disposar de models animals d’aquest tipus d’al·lèrgia que permetin 
identificar els mecanismes responsables del desenvolupament de la sensibilització i, 
també, estudiar nous tractaments (immunoteràpies, medicaments o intervencions 
nutricionals) que regulin o evitin el procés [152]. Aquests últims anys ha augmentat l’ús de 
nutrients com a moduladors de la salut, ja sigui en forma d’aliment funcional o com a 
nutricèutic [153]. En aquest àmbit, el grup d’Autoimmunitat i Tolerància ha establert els 
efectes del cacau sobre el sistema immunitari sistèmic i intestinal [124,154–159], fet que 
ha permès definir l’objectiu general d’aquesta tesi, que consisteix en aprofundir sobre les 
propietats immunomoduladores del cacau mitjançant l’establiment dels efectes i dels 
possibles mecanismes induïts per una dieta rica en cacau en un model de sensibilització 
oral en rata, i en identificar el/s component/s responsable/s d’aquests efectes.  

Per tal d’aconseguir aquest propòsit, el primer objectiu de la present tesi va ser 
desenvolupar un model de sensibilització oral en rata. Fins ara, s’havien descrit diversos 
models d’al·lèrgia alimentària en rosegadors, majoritàriament en ratolí [94]. Aquests 
models utilitzen diferents vies de sensibilització, diverses soques, l’administració conjunta 
d’adjuvants, diferents tipus d’antígens i un ampli ventall de dosis amb una durada 
variable del període de sensibilització [91,92,94,96]. Tot i així, es disposa de pocs models 
de sensibilització induïts únicament per via oral, via d’entrada que mimetitza millor el 
procés de sensibilització en humans. És per això, que, a l’inici de la tesi es van provar 
diversos procediments d’inducció de la sensibilització en els que es va utilitzar 
l’ovoalbúmina com al·lergogen alimentari (Article 1). Les diferències entre els protocols 
es basaven en la soca i el gènere de les rates (Brown Norway o Lewis, mascles o femelles), 
la seva edat a l’inici de la sensibilització (3, 5 o 8 setmanes), la dosi de l’al·lergen, la 
utilització d’adjuvant (toxina colèrica o sense adjuvant) i la pauta d’administració (d’una 
sola administració setmanal a una dosi diària). Els resultats obtinguts d’aquesta primera 
part de la tesi, permeten concloure que el desenvolupament d’un model de sensibilització 
oral depèn de l’ús d’adjuvants, la posologia de l’al·lergogen i de l’edat i el sexe dels 
animals (Article 1). En concret, es demostra que l’administració d’ovoalbúmina (50 mg) 
juntament amb l’adjuvant toxina colèrica (30 µg), tres vegades per setmana durant tres 
setmanes, en rates femelles Lewis de tres setmanes d’edat, indueix el desenvolupament 
d’una resposta immunitària que s’evidencia per la formació d’anticossos específics. Tal 
com es mostra en els Articles 1 i 2, aquests anticossos pertanyen als isotips IgG1, IgG2a, 
IgG2b i IgM, però no es desenvolupen anticossos antiovoalbúmina dels isotips IgE ni IgG2c. 
El model de sensibilització posat a punt a l’Article 1, ha estat emprat en els estudis 
posteriors, i ha permès una caracterització més profunda del model (Articles 2, 3 i 4). 

La toxina colèrica és un potent adjuvant [160] que evita el desenvolupament de la 
tolerància oral per diferents mecanismes més o menys establerts. Per una banda, la toxina 
colèrica incrementa la permeabilitat intestinal i, per tant, augmenta el pas d’antígens a la 
submucosa [161] alhora que afavoreix la pèrdua d’aigua, dada que es relaciona amb 
l’increment d’humitat en femtes detectat en el model (Article 4). A més a més, aquest 
adjuvant produeix un increment de l’expressió de les molècules del complex principal 
d’histocompatibilitat de classe II en els limfòcits B [162], activa la maduració de cèl·lules 
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dendrítiques [163] i la mobilització d’aquestes cap als ganglis limfàtics mesentèrics a on 
augmenta l’expressió de diferents molècules involucrades en la síntesi de citocines Th2 
[164]. La toxina colèrica també activa el NF-κB en cèl·lules de ganglis limfàtics 
mesentèrics i de plaques de Peyer [165] i incrementa l’expressió gènica de molècules 
proinflamatòries [166]. Totes aquestes accions provoquen una elevada presentació 
antigènica amb activació de respostes Th2 que promouen la producció d’IgE i IgG1, tot 
afavorint l’activitat inflamatòria [163,165–168]. Encara que, en el model de sensibilització 
oral escollit, l’ús d’aquest adjuvant no ha comportat la producció d’IgE específica, els 
anticossos majoritaris sintetitzats s’associen a les respostes Th2 (IgG1 i IgG2a) en rata 
[97,169] (Articles 1 i 2). Per altra banda, s’ha descrit que la toxina colèrica potencia la 
formació d’IgA intestinal [170]; tanmateix, en el protocol de sensibilització establert, no 
es varen detectar variacions en el contingut intestinal d’aquesta immunoglobulina en cap 
dels experiments realitzats (Articles 1, 2 i 4). A més, a l’article 3, on s’analitza la 
presència de cèl·lules productores d’IgA a la paret intestinal, es mostra que la 
sensibilització oral s’acompanya d’un nombre inferior d’aquestes cèl·lules. De fet, la falta 
d’una resposta en IgA pot afavorir altres efectes de la toxina colèrica [171], com 
l’augment de la presentació antigènica i el desenvolupament de la sensibilització tal i com 
s’ha descrit en ratolins amb manca d’IgA intestinal [172]. 

Els Articles 2 i 3, de forma col·lateral als seus objectius, han permès conèixer la 
composició limfocítica de diferents teixits limfoides i l’expressió gènica de molècules 
involucrades en la resposta immunitària en el model de sensibilització posat a punt. Pel 
que fa al teixit limfoide associat a l’intestí, la sensibilització oral modifica la composició 
dels limfòcits intraepitelials i dels limfòcits de plaques de Peyer a l’intestí prim (Article 
3), encara que no produeix cap canvi significatiu en la composició dels limfòcits de la 
làmina pròpia intestinal (Article 3) ni dels ganglis limfàtics mesentèrics (Article 2). 
Concretament, la sensibilització oral redueix el nombre relatiu de limfòcits TCRαβ+ a 
plaques de Peyer i modifica les proporcions de limfòcits que expressen molècules 
d’adhesió en el compartiment intraepitelial. En concret, disminueix la proporció de 
limfòcits CD8+CD103+ i incrementa la proporció de limfòcits CD62L+, tant CD4+ com CD8+ 
(Article 3). El marcador CD103 (integrina αE) promou l’adhesió de limfòcits a les cèl·lules 
epitelials intestinals [173], mentre que la molècula CD62L (selectina L) activa la migració 
a teixits limfoides perifèrics [174]. Els canvis induïts per la sensibilització oral en els 
limfòcits intraepitelials i en les plaques de Peyer indiquen que aquests limfòcits són els 
més sensibles al protocol de sensibilització usat, tot induint canvis relacionats amb la 
mobilització dels limfòcits entre diferents compartiments limfoides. 

L’estudi de l’expressió gènica de diferents molècules en els teixits limfoides permet 
apropar-se als mecanismes implicats en la sensibilització oral. A ganglis limfàtics 
mesentèrics, s’ha observat que la sensibilització comporta un augment de l’expressió 
gènica d’OX40L (Article 2). OX40L s’expressa en cèl·lules dendrítiques i s’ha vist que la 
interacció OX40L-OX40 durant la presentació antigènica, afavoreix la inducció de 
respostes Th2 en ratolins quan se’ls hi administra toxina colèrica [164]. Aquest resultat 
permet suggerir la implicació dels ganglis limfàtics mesentèrics en la inducció de la 
sensibilització oral, encara que, la composició limfocítica en aquest compartiment no s’ha 
vist modificada (Article 2). Per altra banda, a nivell intestinal, la sensibilització oral 
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provoca una disminució de l’expressió gènica de la citocina IL-10 (Article 3) i d’un dels 
receptors tipus toll, receptors implicats en la interacció entre cèl·lules de l’hoste i 
microorganismes, concretament del TLR5 (Article 1). Cal assenyalar que tant la IL-10 com 
el TLR5 (receptor de la flagel·lina, present en cèl·lules dendrítiques intestinals) han 
mostrat un paper protector en un model d'al·lèrgia alimentària en ratolí [175] i, per tant, 
la seva baixa expressió gènica pot ser un mecanisme desencadenant de la sensibilització 
oral. Malgrat això, les rates sensibilitzades oralment presenten un augment del contingut 
intestinal d’IL-10 (Article 2) que podria ser degut a l’increment de la permeabilitat induït 
per la toxina colèrica.  

L’anàlisi metagenòmica de la microbiota intestinal revela que la sensibilització oral també 
origina canvis en la microbiota intestinal (Article 4). Així, la sensibilització produeix una 
disminució de l’abundància relativa de l’ordre Erysipelotrichales (Firmicutes), per una 
reducció del gènere Allobaculum, gènere associat amb una adequada barrera mucosa 
[176]. A més, la sensibilització oral també indueix diferents canvis qualitatius i provoca 
una menor diversitat bacteriana, tot fent desaparèixer, entre altres, el bacteri 
Akkermansia muciniphila, responsable de la restauració del gruix de la barrera mucosa i 
de la producció de moc [177]. Tots aquests resultats junt amb altres presents a l’Article 4 
permeten concloure que la sensibilització oral amb toxina colèrica com adjuvant afecta a 
la microbiota intestinal i, tot i que són necessaris més estudis per tal de determinar el 
paper exacte que té cada una de les modificacions a l’hoste, les variacions microbianes 
suggereixen que l’administració d’ovoalbúmina i toxina colèrica afecten a diversos 
bacteris relacionats amb la producció i qualitat de la barrera intestinal.  

 

 

Una vegada aconseguit el primer objectiu, el segon objectiu de la tesi es va centrar en 
establir l’efecte i els possibles mecanismes exercits per una dieta amb un 10% de cacau en 
el model de sensibilització oral desenvolupat. 

Primer de tot, cal remarcar l’efecte modulador de la dieta rica en cacau sobre la síntesi 
d’IgA intestinal (Articles 2, 3 i 4). Aquest resultat s’observa de forma independent a la 
inducció de la sensibilització oral i es correspon amb els resultats d’altres estudis en rates 
de diferents soques alimentades amb una dieta similar [156,157,159,178]. Cal remarcar 
que els efectes del cacau en la IgA intestinal en les rates sensibilitzades oralment ja són 
evidents després d’una setmana d’administració de la dieta (Article 4) i després de quatre 
dies en animals no sensibilitzats (Article 7). Aquesta reducció, associada amb una menor 
expressió gènica d’IgA a l’intestí (Articles 3) és deguda a canvis en l’expressió gènica de 
diferents molècules involucrades en la formació d’IgA: des de l’atenuació de la citocina 
TGF-β1 (Article 3), implicada en l’activació de limfòcits B i la seva diferenciació a 
cèl·lules secretores d’IgA [179], fins a la reducció de molècules associades amb la 
migració intestinal de limfòcits, tals com CCR9, CCL25, CCL28, RARα i RARβ [25], que 
comporten finalment un menor nombre de cèl·lules IgA+ a la paret intestinal (Article 3). A 
més a més, la dieta rica en cacau comporta una menor proporció de limfòcits 
intraepitelials TLR4+ (Article 3), el que coincideix amb una reducció de la seva expressió 
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gènica, observada en estudis previs [156]. L’activació de TLR4 (receptor del 
lipopolisacàrid bacterià) s’ha associat amb diverses citocines que participen en el 
reclutament i diferenciació de les cèl·lules B IgA+ [180]. Així doncs, la dieta amb un 10% 
de cacau modula la proporció de cèl·lules TLR4+, modifica diverses citocines i marcadors 
involucrats en el reclutament intestinal i disminueix la proporció de cèl·lules IgA+ a la 
làmina pròpia intestinal (Article 3), el que comporta, finalment, una menor concentració 
d’aquest anticòs a la llum intestinal (Articles 2, 3 i 4) i una reducció en la proporció de 
bacteris units a IgA en femtes (Article 6).  

El resultat més important observat després de la ingesta d’una dieta rica en cacau en el 
model de sensibilització oral, és l’efecte inhibitori sobre la producció d’anticossos 
específics sistèmics. Concretament, la dieta rica en cacau evita la formació d’anticossos 
antiovoalbúmina dels isotips IgG1, IgG2b i IgM (Article 2). Aquests resultats mostren els 
efectes tolerogènics del cacau en aquest model de sensibilització oral, de forma similar 
als observats prèviament en un model d'al·lèrgia alimentària i en una immunització 
sistèmica [181,182]. Per tal de caracteritzar els mecanismes que podrien estar implicats 
en l’adquisició de la tolerància, es va estudiar la composició limfocítica dels teixits 
limfoides intestinals inductors (ganglis limfàtics mesentèrics i Plaques de Peyer) i efectors 
(limfòcits intraepitelials i limfòcits de làmina pròpia). La dieta rica en cacau incrementa 
la proporció de cèl·lules NK i de limfòcits TCRγδ+ tant en els teixits inductors, és a dir, 
plaques de Peyer (Article 3) i ganglis limfàtics mesentèrics (Article 2), com en el 
compartiment intraepitelial de l’intestí prim (Article 3). Cal esmentar que hi ha estudis 
que associen l’increment de cèl·lules NK amb un efecte inhibitori sobre malalties 
al·lèrgiques [88,183], i d’altres, que reconeixen el paper dels limfòcits TCRγδ+ en la 
inducció de la tolerància oral [184–187]. A més a més, s’ha descrit que l’administració oral 
de la toxina colèrica a ratolins causa la migració del TCRγδ+ de l’epiteli a la làmina pròpia 
[167], el que suggereix que la dieta rica en cacau podria evitar aquesta migració i 
provocar la seva acumulació en el compartiment intraepitelial. Tots aquests resultats 
suggereixen la implicació de les cèl·lules NK i dels limfòcits TCRγδ+ en el procés de 
tolerància oral induït per la dieta rica en cacau. 

El cacau, a més de promoure la presència de cèl·lules NK i de cèl·lules TCRγδ+, també 
modifica, de forma similar, la proporció d’altres limfòcits en els mateixos teixits limfoides 
inductors (plaques de Peyer i ganglis limfàtics mesentèrics). En ambdós teixits, la ingesta 
de cacau produeix una disminució en el nombre relatiu de limfòcits Th (Articles 2 i 3), fet 
que permet suggerir que aquesta davallada pot contribuir a una menor activació dels 
limfòcits B i, conseqüentment, a una menor producció d’anticossos tant a nivell intestinal 
(IgA) com a nivell sistèmic (anticossos específics a l’al·lergen). De forma general, en 
aquests dos compartiments, també s’observa que la dieta rica en cacau indueix un 
increment relatiu de cèl·lules CD25+ i CD103+ i una reducció de limfòcits CD62L+ (Articles 
2 i 3). CD25 és un dels marcador de les cèl·lules T reguladores [26] i, encara que en la tesi 
no s’ha estudiat l’expressió de Foxp3, la major proporció de cèl·lules CD25+ podria indicar 
la proliferació de limfòcits reguladors implicats en el procés de tolerància. A més a més, 
els dos compartiments estudiats mostren l’increment relatiu de cèl·lules CD4+ i CD8+ amb 
expressió de CD103, cèl·lules que durant aquesta darrera dècada se’ls hi ha atribuït un 
important paper regulador [188,189]. Per altra banda, tant els resultats de ganglis 
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limfàtics mesentèrics (Article 2) com els de plaques de Peyer (Article 3) mostren una 
disminució en la proporció de limfòcits CD62L+ (molècula que potencia la migració a 
ganglis) el que podria indicar una menor arribada de limfòcits efectors als ganglis i, 
d’aquesta manera, s’evitaria l’activació de la resposta immunitària en aquest teixit, amb 
conseqüent reducció de la producció d’anticossos.  

L’estudi de l’expressió gènica de diferents molècules a ganglis limfàtics mesentèrics i a 
l’intestí prim ha demostrat que la dieta rica en cacau incrementa els nivells de mRNA de 
CD11c en ganglis limfàtics mesentèrics (Article 2), mentre que es produeix una reducció 
de l’expressió gènica de CD11b i CD11c a nivell intestinal (Article 3). CD11b i CD11c són 
molècules presents a les cèl·lules dendrítiques [190], i els resultats obtinguts en ambdós 
compartiments suggereixen la mobilització d’aquestes cèl·lules intestinals cap a ganglis 
limfàtics mesentèrics, compartiment important en la tolerància oral [19]. Tanmateix, la 
ingesta de cacau redueix l’expressió gènica d’IL-17α en els ganglis, citocina inhibidora de 
la tolerància oral que actua mitjançant la inhibició dels limfòcits T reguladors [191], tot 
reforçant la participació d’aquest compartiment en el paper tolerogènic del cacau.  

L’Article 4 demostra els efectes del cacau i la sensibilització oral sobre la microbiota 
intestinal. Entre els efectes del cacau, cal destacar un increment en l’abundància relativa 
del gènere Prevotella, associat a efectes beneficiosos sobre l’intestí [192], i de l’espècie 
Bacteroides uniformis, similar al que s’ha trobat en humans que consumien polifenols del 
vi [193]. La intervenció nutricional també incrementa la proporció de Lactobacillus 

reuteri, bacteri àmpliament utilitzat com a probiòtic i que presenta una important 
activitat moduladora de les citocines intestinals [194,195]. A més a més, la reducció de la 
IgA intestinal per la dieta rica en cacau es correlaciona directament amb la davallada de 
Proteobacteria, bacteris associats amb la immaduresa i inflamació intestinal que 
constitueixen una gran part dels bacteris units a IgA en femtes i estimulen la producció 
d’IgA [196]. Per altra banda, cal remarcar que la dieta rica en cacau en els animals 
sensibilitzats no és capaç de revertir canvis induïts per la sensibilització oral, com són la 
disminució de l’ordre Erypelotrichales, la desaparició dels bacteris Akkermansia 

muciniphila i Clostridium metallolevans i l’aparició de Bifidobacterium pseudolongum. 

Això podria indicar que les modificacions de la microbiota induïdes per la sensibilització 
oral no intervenen en la formació d’anticossos contra l’al·lergen oral. Ara bé, de forma 
particular, la dieta rica en cacau en animals sensibilitzats provoca canvis a la microbiota 
que no s’observen en els animals sensibilitzats. Entre aquests canvis, es detecta una 
desaparició de Clostridium perfringens i de Blautia producta, mentre que apareix 
Prevotella copri, associada a dietes riques en vegetals [192], i d’altres espècies dels 
gèneres Anaerostipes, Ralstonia i Desulfovibrio. Algun d’aquests canvis específics de la 
dieta de cacau podrien estar implicats en la seva  activitat tolerogènica. 

 

  

Una vegada estudiats els efectes que realitza la dieta amb un 10% de cacau sobre el model 
de sensibilització desenvolupat, es va dur a terme el tercer objectiu d’aquesta tesi, 
centrat en identificar els components bioactius del cacau responsables del seu efecte 
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immunomodulador i en determinar l’efecte d’un flavonoid no present en el cacau sobre la 
resposta immunitària. Estudis previs havien evidenciat que els polifenols del cacau podien 
ser responsables d’algun dels efectes immunoreguladors d’aquest [178]. Aleshores, es va 
voler saber si tots els polifenols tenien una influència similar sobre el sistema immunitari. 
Per tal d’avaluar un polifenol diferent, es va escollir l’hesperidina (Article 5). Cal 
recordar que el cacau conté diversos tipus de flavonoides, essent els flavanols els 
majoritaris: catequina, epicatequina i procianidines [103]. La dieta de cacau emprada 
durant els Articles 2, 3 i 4, amb un 10% de cacau en pols, proporciona una quantitat de 
polifenols del 0,4%. L’hesperidina és un flavonoide que pertany a la família de les 
flavanones i es troba principalment en les fruites cítriques tals com la taronja dolça, la 
llimona i la clementina [197]. Diversos autors han demostrat el paper immunomodulador 
de l’hesperidina, mitjançant la reducció de la síntesi de citocines Th2 en models d’asma 
[198,199] i, per això, es va escollir aquest flavonoide i es va analitzar el seu efecte en dos 
tipus de sensibilització en rata: intraperitoneal i oral (Article 5).  

En el disseny de sensibilització intraperitoneal es va emprar l’al·lergen ovoalbúmina i dos 
adjuvants (hidròxid d’alumini i toxina de Bordetella pertussis) que estimulen una resposta 
immunitària Th2 [200,201]. Els resultats obtinguts amb la intervenció nutricional 
d’hesperidina difereixen bastant dels resultats previs observats amb la dieta rica en cacau 
en rates Wistar immunitzades per aquesta mateixa via [182]. En primer lloc, cap de les 
dues dosis d’hesperidina estudiades afecta la síntesi d’anticossos antiovoalbúmina 
desenvolupats (Article 5), al contrari de l’efecte observat pel cacau en estudis previs 
[182]. A més a més, l’anàlisi de la composició dels limfòcits de ganglis limfàtics 
mesentèrics mostra que l’hesperidina augmenta la proporció de limfòcits TCRαβ+ i 
disminueix la dels limfòcits B (Article 5), contràriament a l’efecte de la ingesta de 
flavonoides de cacau (Article 2). L’avaluació de la funcionalitat dels limfòcits ganglionars 
revela que l’hesperidina potencia la producció d’IFN-γ, citocina relacionada en respostes 
Th1 i inhibidora de respostes Th2 [202], resultats que no s’observen per l’efecte del cacau 
en  l’actual tesi (Article 2), però si per la ingesta d’una dieta amb 4% i 10% de cacau en 
rates immunitzades en un estudi anterior [182]. 

Per altra banda, dins d’aquest mateix estudi (Article 5), s’ha analitzat la influència de 
l’hesperidina en el model de sensibilització oral posat a punt a l’Article 1 que permet 
conèixer la resposta immunitària intestinal i en el teixit limfoide associat a l’intestí. En 
aquest cas, es va incloure l’hesperidina a la dieta, barrejada en el pinso, per tal d’arribar 
a una dosificació superior i continuada.  En concret, la dieta amb hesperidina va 
proporcionar una quantitat de flavonoide de 0,5% (relatiu al pes del pinso), quantitat de 
flavonoide similar a la proporcionada amb la dieta amb un 10% de cacau. Els resultats 
d’aquest estudi també difereixen dels obtinguts amb la dieta rica en cacau (Articles 2 i 
3). En el model de sensibilització oral, l’hesperidina incrementa el contingut d’IgA 
intestinal i no modifica la producció d’anticossos antiovoalbúmina ni la composició de 
limfòcits dels teixits inductors intestinals (ganglis limfàtics i plaques de Peyer) (Article 5). 
Per altra banda, la ingesta d’hesperidina produeix canvis en la composició dels 
compartiments intestinals efectors (limfòcits intraepitelials i de làmina pròpia): augmenta 
la proporció de limfòcits intraepitelials TCRγδ+, tal com prèviament s’havia observat amb 
la dieta rica amb cacau (Article 3) i amb altres polifenols [203] però, per contra, provoca 
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una disminució de la proporció d’aquest tipus cel·lular a la làmina pròpia. En aquest 
sentit, els resultats obtinguts suggereixen que l’hesperidina, de forma similar al cacau, 
pot tenir un efecte contrari a l’acció que presenta la toxina colèrica sobre la migració 
d’aquest tipus cel·lular [167] i, per tant, protector d’aquesta mobilització cel·lular.  

En resum de l’estudi realitzat amb hesperidina, encara que molts polifenols han demostrat 
tenir un efecte atenuador de la producció d’anticossos específics en models d’al·lèrgia 
[204,205] (Revisió 1), i que s’ha descrit el paper d’aquesta flavanona en la reducció de la 
síntesi d’IgE específica en models d’asma [198,199], aquestes propietats no s’han pogut 
reproduir en els nostres models en rata. Així doncs, l’hesperidina influeix sobre el sistema 
immunitari intestinal de forma diferent a com ho fa la dieta rica en cacau, el que permet 
suggerir que, els polifenols, en funció de la seva estructura, actuen diferencialment sobre 
el sistema immunitari i, a més, altres components del cacau influeixen en el seu poder 
immunoregulador.  

El cacau, a més de polifenols, conté metilxantines. Concretament és ric en teobromina 
[126]. Per això, per completar el tercer objectiu, els estudis següents es van centrar en 
l’efecte de la teobromina, emprada a la mateixa concentració que es troba en la dieta 
rica en cacau, en la microbiota intestinal i en el sistema immunitari (Articles 6 i 7). Els 
resultats de l’anàlisi de les poblacions bacterianes intestinals (Article 6) permeten 
concloure que la ingesta de teobromina altera quantitativament i qualitativament la 
microbiota intestinal, encara que de forma diferent a com ho fa la dieta rica en cacau. 
Aquesta discrepància podria ser deguda a la interacció d’altres components del cacau, 
com la fibra o els flavonoides, sobre la microbiota intestinal. En aquest sentit, estudis 
previs realitzats amb fibra de cacau han demostrat el seu paper prebiòtic [206]. Per tant, 
els efectes de la dieta rica en cacau sobre la microbiota resulten del balanç dels efectes 
individuals dels seus components (fibra, flavonoides i teobromina). Tanmateix, altres 
modificacions observades per la ingesta de cacau també s’han trobat per la ingesta de 
teobromina, resultats que suggereixen el paper d’aquesta metilxantina en aquestes 
accions. Així, tant la dieta rica en cacau com la dieta amb teobromina augmenten la 
concentració fecal d’àcids grassos de cadena curta, principalment d’àcid butíric (Article 
6). Aquest increment, que també es produeix per la ingesta de fibra de cacau [206], pot 
ser molt beneficiós ja que l’àcid butíric presenta un paper important en la regulació de la 
barrera intestinal i del sistema immunitari intestinal [207,208]. A més, l’àcid butíric i 
l’àcid acètic (augmentat només amb la dieta rica en cacau tal com es mostra a l’Article 6 
i, sobre tot, quan la dieta és a base de fibra de cacau [206]) poden potenciar el 
desenvolupament de la tolerància oral tal com s’ha descrit prèviament [71].  

Finalment, es va dur a terme l’estudi de la influència de la teobromina del cacau sobre el 
sistema immunitari, tant pel que fa a la concentració d’immunoglobulines (sistèmiques i 
intestinals), com a la composició dels teixits limfoides primaris i secundaris (Article 7). 
Amb aquest estudi s’evidencia que la teobromina és la responsable dels efectes del cacau 
en l’atenuació de la concentració sistèmica d’IgG, d’IgA i d’IgM i del contingut intestinal 
d’IgA. A més a més, la majoria d’aquests efectes ja són evidents a partir de la primera 
setmana d’administració, tal com s’havia observat en la IgA intestinal a l’Article 3. També 
es va veure que la dieta rica en cacau i la dieta amb teobromina provoquen efectes 
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similars sobre les poblacions limfocítiques dels teixits limfoides estudiats després de 8 dies 
d’intervenció nutricional, el que indica que la teobromina és la responsable dels canvis en 
les poblacions limfocítiques. Pel que fa al timus (teixit limfoide primari), l’increment 
observat en la proporció de cèl·lules immadures doble negatives (CD4-CD8-) i la reducció 
del pes de l’òrgan suggereixen que la ingesta de cacau, degut al seu contingut en 
teobromina, és capaç d’inhibir la proliferació de timòcits i alentir la seva maduració. 
Aquest efecte no s’acompanya d’una menor proporció de limfòcits TCRαβ+ (ni T CD4+ ni T 
CD8+) en els teixits limfoides secundaris estudiats després d’una setmana d’intervenció, 
però podria repercutir més tard, tal com es detecta després de 4 setmanes d’ingesta de 
cacau en la població ganglionar TCRαβ+ (Article 2). En aquest mateix sentit, altres 
poblacions limfocítiques ganglionars no s’han modificat després de 8 dies d’intervenció 
nutricional (Article 7), a diferència del que s’ha trobat després de 4 setmanes (Article 2), 
el que suggereix que aquestes poblacions necessiten més temps de dieta per tal de 
veure’s modificades.  

L’Article 7 també ha inclòs l’estudi de la melsa, teixit limfoide secundari no considerat en 
altres estudis de la tesi i del que només es disposava d’un antecedent [155]. A aquest 
nivell, s’ha detectat que la dieta rica en cacau i la ingesta de teobromina redueixen el 
nombre relatiu de limfòcits TCRγδ+ i NK esplènics. Aquests efectes, juntament amb els 
obtinguts als Articles 2 i 3 que mostren un increment de la proporció d’aquests dos tipus 
cel·lulars a ganglis limfàtics mesentèrics, plaques de Peyer i en el compartiment 
intraepitelial, suggereixen que la dieta rica en cacau, a causa del seu contingut en 
teobromina, provoca la migració de limfòcits TCRγδ+ i cèl·lules NK des de la melsa cap a 
aquests òrgans limfoides, on podrien desenvolupar el seu paper tolerogènic, tal com s’ha 
proposat anteriorment.  

En general, els resultats derivats de l’Article 7 plantegen el paper immunoregulador de la 
teobromina. Aquest potencial es podria aprofitar en situacions on l’increment d’anticossos 
té un paper patogènic, com és per evitar el rebuig de trasplantaments [209], els trastorns 
autoimmunitaris [210] i en reaccions d'hipersensibilitat [211]. Pel que fa al mecanisme 
d’acció, s’ha descrit que la teobromina presenta una acció inhibidora de la poli-ADP ribosa 
polimerasa-1 (PARP-1) [212]. La PARP-1 és un enzim nuclear, expressat en la majoria de 
les cèl·lules, relacionat amb la reparació del DNA a través de la modulació de la 
transcripció i l’estructura de la cromatina i, també, s’ha associat amb inflamació i 
carcinogènesi, entre d’altres [213,214]. A més a més, s’ha descrit el paper de PARP-1 en 
el sistema immunitari, tant a nivell d’immunitat innata (macròfags i granulòcits, entre 
d’altres) com d’immunitat adaptativa (cèl·lules dendrítiques, limfòcits B i T) [215]. En 
aquest sentit, s’ha observat un increment de l’activació de PARP-1 a la resposta 
inflamatòria de l'asma [216,217] i, per això, aquest enzim es pot considerar una diana 
important en la modulació de respostes Th2, tal com s’ha descrit en diferents estudis 
[215,218–220]. Per altra banda, la inhibició d’aquest enzim altera la immunocompetència 
de les cèl·lules dendrítiques, comporta una menor proliferació dels limfòcits T [221] i 
altera diferents mecanismes de la generació de la resposta Th2 (disminució d’IL-5, 
inhibició de l’activació del NF-κB, etc.) [217]. A més, ratolins knockout per PARP-1 
presenten un nombre superior de limfòcits T reguladors (CD4+CD25+Foxp3+) en timus, 
melsa i ganglis limfàtics [222]. Per tot això, es pot postular que la teobromina present en 
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la dieta rica en cacau interacciona amb PARP-1 i produeix la seva inactivació. Aquest 
mecanisme pot disminuir la proliferació i diferenciació de limfòcits T en el timus, el que 
podria repercutir en la composició limfocítica de la melsa, a on també podria tenir un 
efecte directe. A més a més, la teobromina del cacau, inhibint aquest enzim, pot afectar 
el teixit limfoide intestinal on podria provocar l’acumulació de limfòcits TCRγδ+ i cèl·lules 
NK (Articles 2 i 3). En aquest sentit, són necessaris més estudis per tal d’identificar tots 
els mecanismes implicats, la mínima dosi necessària i desenvolupar estudis clínics amb 
aquestes intervencions nutricionals. Com que l’homologia de la PARP-1 d’humans amb la 
seqüència d’aminoàcids de ratolins és del 92% [215], es pot postular que la influència en 
humans pot ser similar.  

En resum, el cacau, degut el seu contingut en teobromina, és capaç de modular la 
resposta immunitària sistèmica i també influeix sobre el teixit limfoide associat a l’intestí, 
accions que comporten una atenuació de la resposta immunitària intestinal i contribueixen 
al desenvolupament de la tolerància oral. Així doncs, el cacau (o la teobromina) podria 
usar-se com a potent nutricèutic en la prevenció d’una sensibilització oral, i en general, 
en la de les al·lèrgies alimentàries.  
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The results obtained from the current thesis led us to conclude that:  

• The administration of 50 mg of ovalbumin and 30 µg of cholera toxin, three times 

per week for three weeks, in female Lewis rats is able to breakdown oral 

tolerance, producing the synthesis of anti-ovalbumin antibodies (IgG1, IgG2a, 

IgG2b and IgM). The development of the oral sensitization depends on the use of 

cholera toxin as adjuvant, the rat strain, the dosage, the age and the sex of the 

animals. This oral sensitization causes modifications in the intestinal microbiota, 

particularly in the number of bacteria related to the mucus production and its 

quality, and produces changes in the lymphocytes present in the Peyer’s patches 

and in the gene expression of regulatory molecules, such as interleukin 10 and 

toll-like receptor 5. 

 

• A 10% cocoa diet prevents the synthesis of systemic anti-ovalbumin antibodies 

(IgG1, IgG2b and IgM) and intestinal IgA in the induced rat oral sensitization 

model. 

 

• A 10% cocoa diet modifies the lymphocyte subsets present in the mesenteric 

lymph nodes, Peyer’s patches and small intestine epithelium and lamina propria. 

It is noteworthy that the cocoa intake produces a relative expansion of TCRγδ+ 

lymphocytes and NK cells in three of the previous compartments, together with a 

decrease in the proportion of Th cells on the inductive sites of the gut-associated 

lymphoid tissue, suggesting their role in cocoa’s tolerogenic effect.   

 

• In the small intestine and mesenteric lymph nodes, a 10% cocoa diet modifies the 

presence of dendritic cells together with the gene expression of cytokines, surface 

markers and molecules related to IgA synthesis that could be implicated in the 

cocoa’s tolerogenic effect.  

 

• Hesperidin intake in intraperitoneally or orally stimulated rats influences the gut-

associated lymphoid tissue composition and functionality, although it does not 

modify the specific antibody synthesis. 

 

• A 10% cocoa diet influences quantitatively and qualitatively the microbiota 

composition in a rat oral sensitization model. These effects seem not to be 

attributable to cocoa’s theobromine content, although this methylxanthine 

produces a similar action in terms of decreasing IgA-coated bacteria and in 

increasing the metabolic microbiota products, the short-chain fatty acids. 

 

• The theobromine intake attenuates systemic and intestinal immunoglobulin 

synthesis and modifies lymphoid tissue composition in a similar way to the cocoa 

diet. Therefore, the theobromine content in cocoa seems to be the main 

component responsible for the immunoregulatory properties of cocoa.  
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