Influencia de la variedad geografica en las
funciones inmunomoduladoras del cacao

Nombre y apellidos del autor: Mariano Nicola Llorente

Nombre del tutor: Francisco José Pérez Cano

Nutrients 2019

www.mdpi.com/journal/nutrients



© 00 N o o1 b~

10
11
12
13
14

15
16
17

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

32
33
34

35

36

nutrients vy

Articulo

Influencia de la variedad geografica en las funciones

inmunomoduladoras del cacao

Resumen: Estudios previos han mostrado los efectos del cacao o de sus componentes bioactivos
aislados sobre la funcién inmunitaria y sobre la salud. En el presente articulo, se muestra la
heterogeneidad en cuanto a polifenoles totales y el efecto inmunomodulador segtn el origen del
cacao sobre leucocitos esplénicos, analizando la secrecion de citocinas TNFa e IL-10. Los esplenocitos
fueron extraidos del bazo de ratas Brown Norway mediante la disgregacion de este y purificacion de
la suspensioén celular. Dichas células fueron cultivadas y tratadas con 10 pg/mL de las diferentes
variedades de cacao, lo cual no afecté a la proliferacion celular, durante 2 horas y, posteriormente,
estimuladas con 100 ng/mL de LPS durante toda la noche. Se observé que dos variedades de cacao
(codificacion: P07 y P09) conseguian una disminucion de la secrecion de IL-10, y otras dos variedades
(codificacion: P01 y P09) presentaban diferencias significativas entre ellas en la secrecion de TNFa.

Estos resultados revelan el efecto inmunomodulador diferencial segtin el origen del cacao.

Palabras clave: Esplenocito ; Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) ; Interleucina 10 (IL-10) ;
Lipopolisacarido bacteriano (LPS) ; Flavonoides .

Abstract: Previous studies have shown the effects of cocoa or its isolated bioactive components on
immune function and health. This article shows the heterogeneity in terms of total polyphenols and
the immunomodulatory effect according to the origin of cocoa on splenic leukocytes, analyzing the
secretion of TNFa and IL-10 cytokines. Splenocytes were extracted from the spleen of Brown Norway
rats by disintegrating it and purifying the cell suspension. These cells were cultured and treated with
10 pug / mL of the different cocoa varieties, which did not affect cell proliferation, for 2 hours and
subsequently stimulated with 100 ng / mL of LPS overnight. It was observed that two cocoa varieties
(coding: P07 and P09) achieved a decrease in the secretion of IL-10, and two other varieties (coding:
P01 and P09) had significant differences between them in the secretion of TNFa. These results reveal
the differential immunomodulatory effect depending on the origin of cocoa.

Keywords: Splenocito ; Tumor necrosis factor alpha (INF) ; Interleukin 10 (IL-10) ; Bacterial
lipopolysaccharide (LPS) ; Flavonoids.
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1. Introduccion

La inflamacién es un mecanismo fisiolégico resultado de la activacion del sistema inmunitario
por la interaccion de patdgenos u otros agentes (parasitos, bacterias, traumatismo, toxinas, etc.) con
el huésped que pueden desencadenar dafo tisular. Este proceso aparece también en diferentes
enfermedades como el cancer, Alzheimer, diabetes y alergias [1,2]. Los factores implicados en iniciar
y mantener la inflamaciéon son las células del sistema inmunitario innato (neutrofilos y
monocitos/macréfagos), adaptativo (diferentes tipos de linfocitos), asi como los mediadores
inflamatorios que estas producen [2]. El proceso inflamatorio dependera del balance final entre las
diferentes citocinas secretadas. Por ejemplo, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) que es una
citocina proinflamatoria es producida por macréfagos, células natural killer y linfocitos T helper [3,4];
mientras que la interleucina 10 (IL-10) es antiinflamatoria y es producida por linfocitos T, B y

macréfagos [5,6]

Se han realizado estudios a nivel in vitro e in vivo en animales de experimentacion y en humanos
del efecto del cacao o de sus componentes bioactivos aislados, observandose resultados
antiinflamatorios, antidiabéticos, inmunomoduladores, entre otros [7]. Este trabajo se centrara en las

acciones inmunomodularas del cacao.

A nivel in vitro, diferentes estudios han observado efectos antiinflamatorios ya que tiene un
impacto sobre la secrecién de mediadores inflamatorios en macroéfagos y leucocitos [7]. Se ha visto
mediante un estudio realizado en linea celular de monocitos/macréfagos, que el extracto de
polifenoles de semillas de cacao tostados favorece por una parte, el estado fenotipico de estos
macrdfagos a un estado antiinflamatorio M2 y por otra, inhibe la inflamaciéon mediada por el fenotipo
M1 que es proinflamatorio [8]. También se ha estudiado que extractos de cacao ricos en flavonoides
producen una disminucién en la secrecion de TNFa, proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1)
y de oxido nitrico (NO) en macréfagos estimulados con lipopolisacarido bacteriano (LPS) [7]. En

cuanto a linfocitos estimulados con acetato de forbol-miristato se observé que reducia la produccion
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de IL-2, citocina que promueve la proliferacion linfocitica considerandose que este efecto inhibitorio

se producia a nivel transcripcional [9,10].

A nivel preclinico, se ha observado en diferentes estudios que el cacao tiene propiedades
inmunomoduladoras [11,12]. Un estudio realizado en un modelo de ratas Brown Norway a las que
se le indujo una alergia alimentaria con ovoalbimina (OVA), el cacao indujo una disminucién de
inmunoglobulinas (Ig) E anti-ova, otros anticuerpos relacionados con la respuesta de los linfocitos T
helper 2 (Th2)(IgG1 e IgG2a) [11,12] y una leve inhibicién de la liberacién de la proteasa II de los
mastocitos [12]. Otros estudios sobre los efectos inmunomoduladores del cacao muestran que una
dieta enriquecida con este alimento moduld la produccion de citocinas y anticuerpos especificos anti-
colageno en ratas hembras Louvain con artritis inducida, disminuyéndolos, y en ratas Wistar con
colitis inducida con sulfato de dextrano sédico, se observd un efecto similar en la produccion de
citocinas y, ademas, mejoro6 la capacidad antioxidante incrementando el contenido en glutation en el
colon, disminuyd la produccion de TNFa, la actividad éxido nitrico sintasa (NOs) y la infiltracion

celular en el colon [13].

Existen pocos estudios del efecto del cacao o de sus componentes bioactivos en el ser humano y
menos en el contexto de la inflamacion, por lo que es necesario realizar mas estudios para entender
el efecto potencialmente beneficioso para la salud de este alimento. Asi, un estudio epidemioldgico
realizado en estudiantes universitarios sugiere que un consumo de cacao podria tener una relacion
inversa con enfermedades cronicas y la presencia de sintomas alérgicos [14]. Por otra parte,
investigaciones emergentes proponen que los flavonoides tienen un impacto positivo en
enfermedades cardiovasculares (ECV) y neuroldgicas [15], no obstante, no se conocen con precision

los mecanismos especificos ni la dosis de ingesta de flavonoides para que hagan tal efecto.

Sin embargo, existe mucha variabilidad en estos estudios ya que el seguimiento de las dietas no
esta bien controlado por lo que son poco fiables, ademas de que el alimento presenta variabilidad en

su composicion debido a su procesado (fermentacién, secado, tostado) o simplemente a su variedad
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genética [16-18]. Un estudio analizo el contenido de procianidinas del licor de cacao procedente de 8
origenes geograficos (Nueva Guinea, Ghana, Costa de Marfil, Venezuela, Ecuador, Trinidad, Java y
Madagascar) y observaron que el contenido de procianidinas variaba segun el origen, siendo el de

Madagascar el que presentaba mayor cantidad [18].

Es evidente la necesidad de realizar estudios con variedades especificas del alimento como, por
ejemplo, con alguna variedad concreta de cacao, para poder asi eliminar o reducir el efecto variedad
en la composicion. Llegados a ese punto y solucionando el problema del seguimiento de las dietas,
se podria realizar estudios observacionales en humanos de forma mas eficiente para probar la

causalidad del efecto.

Un estudio previo realizado en el grupo de “ Autoinmunidad y Tolerancia”” de la Facultad de
Farmacia y Ciencias de la Alimentacién de la Universidad de Barcelona sugiere, por una parte, que
aunque ciertas variedades de cacao presentan cierta homogeneidad en cuanto a su contenido total de
polifenoles, algunas variedades, consiguen un efecto significativo mas claro en la reduccion de la

produccién de TNFa sobre macrdfagos peritoneales estimulados con LPS [19].

El cacao o sus extractos tienen efectos antioxidantes y antinflamatorios, pero hay una necesidad
de normalizar los estudios ya que el contenido de sus compuestos bioactivos es diferente segun el
origen, por lo que el objetivo de este estudio es analizar el contenido fendlico de 5 variedades
geograficamente distintas de cacao peruano, ademas de estudiar el efecto diferencial de estas

variedades referente a su capacidad antiinflamatoria.
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2. Materiales y Métodos
2.1. Disefio experimental

A continuacién, se resume el disefio experimental (Figura 1). Brevemente, se dispuso de
extractos de cacao previamente triturados, diluidos y filtrados para ver el efecto modulador sobre la
produccién de citocinas. Para ello se partié de ratas Brown Norway hembras a las que se les realizo
una laparotomia abdominal para extraer el bazo, para la obtencion de esplenocitos y con la ayuda de
un contador celular automatizado Countess™ se sembraron 1x10¢ células/mL por pozo sobre una
placa de cultivo celular. Las células se cultivaron con diversos extractos de cacao correspondientes a
distintas variedades de cacao peruano y tras la estimulacién con lipopolisacarido bacteriano (LPS) se
estudié el efecto modulador sobre la produccion de citocinas mediante el método de ELISA de tipo

SANDWICH vy su efecto sobre la viabilidad celular mediante el contador celular Countess™.

_ Determinacion
& —— T — de polifenoles
totales por el

Extracto

Pasta de cacao de cacao método de Evaluacion de la
Folin-Ciocalteu viabilidad a
FYY Y través de un
= - ‘ - — o566 - | contador celular
VOO0
Ratas Brown bazo <= o6 ® 2 h de Estimulo
Norway R incubacién (LPS) Cuantificacion
Q Cultivo de con cacao de citocinas
esplenocitos Y (TNFa e IL-10)
por ELISA
SANDWICH

Figura 1. Disefio experimental utilizado (LPS, lipopolisacarido; TNFa, factor de necrosis tumoral; IL-
10, interleucina 10; SN, sobrenadante)

2.2. Variedades de cacao ensayadas

Se dispuso de 4 muestras de pasta de cacao, donde cada una de ellas correspondia a una
variedad regional peruana: Blanco de Piura (Costa Norte, BP), Criollo de Montafia (Selva Centro,
CM), Chungo del Cusco (Selva Sur, CC) y Amazonas Pert (Selva Norte, AP). Ademas, también se
utilizé un cacao sin denominacion especifica como referencia (REF). Para la aplicacion de las muestras

en los ensayos se prepararon extractos. Una muestra de la pasta de cacao de cada muestra se
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pulverizé con ayuda de Thermomix. Posteriormente se realiz6 una dilucién 1/50 (solucién madre) en
agua caliente y después se hicieron diluciones 1/8 en dimetilsulféxido (DMSO) a partir de la solucion
madre. Se vertieron las soluciones en tubos para centrifugarlos a 1881 g, 10 min. La fase intermedia
se recolect6 y se filtr6 en campana, como en estudios previos [19]. El filtrado se recogidé y se

alicuotaron en tubos que se almacenaron a -20 °C protegidos de la luz.

2.3. Determinacion de polifenoles

Se prepararon los siguientes reactivos: Folin-Ciocalteu (F-C) (Sigma-Aldrich) 1IN en H:0
destilada; acido galico (AG) a 0,1 mg/mL; y Na2COs al 20% en Hz0 destilada. A continuacion, se
preparo una curva estandar de acido galico (1-16 ug/mL) y las muestras a una dilucién 1/10, junto
con los reactivos anteriores. El reactivo de F-C se diluy6 en el estandar y en la muestra a razén de 1/8,

mientras que el Na2COs a 5/8 alcanzando un volumen final de 2 mL.

Al finalizar la mezcla de componentes, se dejo incubar protegido de la luz durante 2 h. Después,

se ley6 en el espectrofotometro (Shimadzu, UV-visible recording spectrophotometer) a 765 nm.

2.4. Animales

Se dispuso de ratas Brown Norway (Janvier), siguiendo las directrices institucionales para el uso
de animales de experimentacién, establecidas por el Comité Etico de Experimentacién Animal
(CEEA) de la Universidad de Barcelona y para la Generalidad de Catalufia, segtin el procedimiento

autorizado (DAAM 8582)

2.5. Obtencion de esplenocitos

Se anestesi6 al animal con una inyeccién intramuscular de Ketamina/Xilacina. La dosis de
Ketmanina fue de 90 mg/Kg (Merial Laboratorios, S.A, Barcelona, Spain) y la de Xilacina de 10 mg/Kg
(Bayer, A.G, Leverkusen, Germany). Se prosiguid a la incision en la zona peritoneal, previamente

desinfectada con ETOH 70%, con material quirtirgico estéril. Con la ayuda de pinzas y tijeras se abrio
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la zona peritoneal hasta cortar el diafragma, hecho que supone la parada respiratoria del animal.
Entonces, se prosiguid con la extraccién del bazo, localizado en la zona dorsal izquierda. Una vez
extraido el bazo se sumergié rapidamente en 5 mL de medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
(Thermo Fisher Scientific) al 1% FBS, 1% de glutamina, 1% de penicilina/streptomicina y 0,05% de 2-

mercaptoetanol (en un tubo Falcon estéril y en hielo).

En una cabina de flujo laminar se decanto el bazo sobre una malla estéril de 40 pm (Falcon®, A
Corning Brand) descartando el medio. A continuacion, se colocd la malla en una placa de Petri sobre
hielo. Se vertid, con la ayuda de una pipeta Pasteur, medio RMPI-1% sobre la malla y se prosiguio a
la trituracion del bazo con un émbolo de una jeringa de 2,5 mL. Se fue afadiendo medio y
disgregando varias veces. El filtrado que estaba en la placa de Petri se recogio con una pipeta Pasteur
en un tubo estéril hasta alcanzar 10 mL. A continuacién, se centrifugd a 538 g (Megafuge 2.0R;
HERAUS) a 4 °C durante 10 min. El sobrenadante (SN) se descarto y el sedimento celular se prepar6
para la lisis de eritrocitos. Se resuspendio el sedimento en 1 mL de medio RPMI-1%, luego se pipeted
8 mL de agua destilada estéril para obtener asi un medio hipotonico, se agitd por inversion tres veces
e inmediatamente se adicion6 1 mL de PBS 10X y se agitd por inversion para reestablecer el medio de
hipoténico a isotonico. El tubo se centrifugd a 538 g (Megafuge 2.0R; HERAUS) a 4 °C durante 10 min.
Se elimin6 el SN por decantacién y se resuspendio en 10 mL de medio RPMI-1%, primero

resuspendiendo con 1 mL y luego con los 9 mL restantes, siempre mantenido en frio.

2.6. Recuento y cultivo de esplenocitos

Para el cultivo de esplenocitos se partié del tubo con esplenocitos aislados obtenido en el
apartado anterior. Se sembraron 1x10¢ células/mL en cada uno de los 12 pozos de una placa de cultivo
celular. Para conseguir dicha suspension se realizo el recuento de células con el Countess™

(Countess™ Automated Cell Counter).
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Se realizé una dilucién 1/10 recogiendo 5 pL de la muestra en 45 pL de medio RPMI-1% y a
partir de dicha dilucién se recogieron 10 uL y se le adicionaron 10 uL de tripan Blue (Invitrogen by
Thermo Fisher Scientific), a continuacién, se mezcl6 con la ayuda de una pipeta. Se cargaron 10 pL
de la suspensidn en una camara Countess™ (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) y se hizo el recuento.
En funcién del recuento obtenido se procedié a preparar el volumen necesario para conseguir una

suspension cuya concentracion fuera de 1x10¢ células/mL.

Se sembraron 1x10¢ células/mL de la suspension celular en cada uno de los 12 pozos de la placa
de cultivo celular, a continuacion, se ahadieron los diferentes extractos de cacaos en los pozos,
dejando controles que solo presentaba la suspension celular y 50 pL. de DMSO ya que es el medio
donde se solubilizaron las muestras de cacao. A las 2 h se afiadio el estimulo de LPS (Sigma-Aldrich)
a una dosis de 100 ng/mL a los pozos que presentaban cacao y a algunos controles. Finalmente se

incub6 a 37 °C, 5% de CO2 toda la noche.

Por ultimo, se recolectaron las suspensiones celulares de los pozos y se centrifugaron (Megafuge
2.0R; HERAUS) a 538 g a 4 °C durante 10 min y después se recogieron los SN para el posterior analisis
de citocinas (TNFa e IL-10). El sedimento celular se resuspendi6 en 100 uL de medio RPMI-1% para

el recuento y el estudio de la viabilidad celular.

2.7. Cuantificacién de TNFa e IL-10 de los esplenocitos cultivados

Para la determinacion de la concentracion de TNFa e IL-10 de los esplenocitos se realizé una
técnica de ELISA de tipo SANDWICH siguiendo los pasos especificados en el Kit de analisis
cuantitativo de TNFa (BD OptEIA™, Rat TNF ELISA Set) y de IL-10 (BD OptEIA™, Rat IL-10 ELISA

Set).

Para la sensibilizacion de la placa: se prepard una dilucion 1/250 del anticuerpo de captura anti-
rata TNFa (51-9004719, BD OptEIA™, BD Bioscience) o IL-10 en solucién de captura y se sembré en

placas Nunc Maxisorp 100 pL/pozo, excepto en el Al que constituyo el blanco. Se incubé toda la
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noche a 4 °C en camara hiimeda. Posteriormente se vaci6 la placa y se realizaron 5 lavados con 200
uL/pozo de la solucién de lavado (PBS 7.0 + Tween 0,05%). Se vaci¢ la placa y se sembrd la solucion
de bloqueo (PBS 7.0 + FBS 10%), excepto al blanco. Entonces, se incubd 1 h a temperatura ambiente

en camara humeda. Después se repitid el proceso de lavado.

Se prepararon los estandares entre 2000 y 31.25 pg/mL haciendo diluciones seriadas en solucion
de bloqueo (PBS 7.0 + FBS 10) la muestra se preparé a una dilucién 1/5 para la cuantificacion de TNFa
y sin diluir para IL-10. Ademas, se sembraron los controles con la solucion diluyente. Luego se incubd
durante 2 h a temperatura ambiente en cdmara himeda. Al finalizar la incubacion se dispuso a

realizar el proceso de lavado.

Para la reaccién con el anticuerpo de deteccién y el inmunoconjugado enzimatico, se prepar6
una dilucion 1/250 del anticuerpo de deteccion anti-rata TNFa biotinizado (51-9004720, BD OptEIA™,
BD Bioscience) o del anticuerpo de deteccién anti-rata IL-10 biotinizado y se dejo incubar toda la
noche a 4 °C en camara himeda. A posteriori se realizo el proceso de lavado. En el caso de la IL-10,
la reaccion con el anticuerpo inmunoconjugado enzimatico, se llevo a cabo mediante la adicion de
una dilucién 1/500 de la estreptavidina-HRP (51-9004787, BD OptEIA™, BD Bioscience) en solucién
diluyente. Luego se dejé incubar 30 min a temperatura ambiente en camara hiimeda y se prosiguio

al lavado.

Para el revelado enzimatico, se prepard una solucion extemporanea de diclorhidrato de o-
fenilendiamina (OPD, Sigma-Aldrich) (0,4 mg/mL) para el TNFa y de 3,3 ', 5,5'-tetrametilbencidina
(TMB, Sigma-Aldrich) en soluciéon amortiguadora de citrato fosfato pH 5. Justo antes de que se haya
sembrado el sustrato, se afladié H20: al 30% de manera que la concentracion en la solucién fuese
0,04%. Se sembrd el OPD y se dejo unos 30 min en agitacion. La reaccion se detuvo con 50 uL/pozo
de H2504 3M para el TNFa y con H2SO4 2M para la IL-10. Por tltimo, se ley6 la absorbancia en un
espectrofotémetro (Labsystems Multiskan MS) a 492 nm con lecturas intermedias a 450 nm para el

TNFa y a 450 nm con lecturas intermedias a 650nm para la IL-10.
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2.8 Evaluacién de la viabilidad post-cultivo

El recuento y la viabilidad celular se realizé con el contador celular Countess™ a partir del
sedimento celular post-cultivo obtenido en el punto 2.6. Recuento y cultivo de esplenocitos. El

procedimiento es el mismo que est4 explicado en el mencionado punto.

2.9. Estadistica

Los resultados referentes a la cuantificacion de polifenoles totales, cuantificacion de TNFa, IL-
10 y de la evaluacion de la viabilidad post-cultivo fueron analizados mediante el software SPSS (IBM
SPSS Statistics 22.0) realizandose pruebas ANOVA, una vez confirmada la homogeneidad de
varianza y la distribucion normal de las muestras, y pruebas de rango post hoc que determinaron

qué medias difieren.

3. Resultados

3.1. Polifenoles totales de las muestras de cacao

Se dispusieron de 4 muestras de pasta de cacao correspondientes a 4 variedades de cacao nativo
de Pert y una muestra de referencia denominadas cada una de ellas con la siguiente codificacion:
P01, P02, P05, P07 y P09. La procedencia de los cacaos se mantuvo de forma andénima para los
investigadores y la nomenclatura se establecié en origen. En primer lugar, se determinaron los
polifenoles totales de todas las muestras, cuyos resultados se observan en la Figura 3. Los polifenoles
totales se determinaron por el método de Folin-Ciocalteu por lo que los resultados fueron expresados

en mg de dcido gdlico / g de extracto de cacao.

*

30,0

20,0

10,0 ﬂ
0,0

PO7 P09 PO5 PO1 P02

mg GA/g extracto
de cacao
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Figura 3. Polifenoles totales presentes en las diferentes muestras de cacao. Estadistica: *p<0,05
P07 vs P01, P02, PO5.

Los resultados mostraron que la cantidad de polifenoles totales, tras la extraccion realizada,
fueron similares entre variedades geograficas distintas, siendo del orden de 15 - 23 mg AG / g de
producto. Solamente se hallaron diferencias significativas entre las cantidades de polifenoles totales

del cacao P07 y los cacaos P01, P02 y P05 (p<0,05).

3.2. Efecto sobre la viabilidad de los cacaos ensayados

En la Figura 4 se visualiza el efecto sobre la viabilidad de los esplenocitos al ser cultivados a seis
condiciones, las cuales son las mismas que las mencionadas anteriormente.

100%
Ll 8 %
g e 90%
<QE 8 80%
=02 70%
Lz
= 60%
S ’

50%

LPS P01  PO2 PO5 P07 P09

Figura 4. Efecto de los cacaos P01, P02, P05, P07 y P09 sobre la viabilidad celular post-cultivo. El
medio de las placas se centrifugé y el sedimento celular se resuspendié con medio RPMI-1%, entonces
se pipeted un indculo junto con el colorante en la camara del contador celular Countess™ para el
recuento celular.

El recuento celular post-cultivo fue del orden de 1,85 - 2,37 x 106 células/mL, no habiendo
diferencias significativas de las diferentes condiciones sobre la viabilidad celular. Hecho que permiti6

establecer el tiempo de incubaciéon como adecuado para el disefio experimental.

3.3. Efecto modulador de la produccion de IL-10 de los cacaos ensayados

En la Figura 5A se observa la produccion de IL-10 a las seis condiciones en las que se cultivaron
los esplenocitos. Las condiciones presentaban la misma concentraciéon de DMSO utilizado en la
solubilizacion de los extractos de cacao y LPS, la diferencia radicaba en que en las cinco tltimas existio
un pretratamiento de los esplenocitos con los cacaos P01, P02, P05, P07 y P09, todos a una
concentracion de 10 ug/mL. Esta dosis, es similar a la utilizada en estudios previos [20] y en otros

estudios [19,21]. La concentracion del estimulo de LPS fue de 100 ng/mL, también de forma similar a
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otros estudios realizados sobre macréfagos [22]. Para establecer la capacidad moduladora de los
extractos de cacao se utilizé como referencia la condicion que no presentaba el tratamiento con cacao.
Tras la estimulacion con LPS, los esplenocitos produjeron cantidades de IL-10 del orden de 33 - 75
pg/mL, valores similares a los obtenidos en otros estudios con linfocitos de ganglios linfaticos
mesentéricos de ratas estimulados con acetato de forbol-miristato (PMA) junto con Ionomicina (Io) a
una concentraciéon de 250 ng/mL [23]. Se observaron diferencias significativas entre las condiciones

de tratamiento de los cacaos P07 y P09 con el resto de cacaos (p<0,05).

3.4. Efecto modulador de la produccion de TNFa de los cacaos ensayados

En la Figura 5B se observa la produccion de TNFa a las seis condiciones en las que se cultivaron
los esplenocitos. Tras la estimulacién, los esplenocitos produjeron cantidades de TNFa del orden de
2,10 - 2,5 ng/mL. Unicamente se observaron diferencias significativas entre la condicién de

tratamiento del cacao P01 y la condicién P09 (p<0,05).

*
100 30 #
= 80 =
£ £
o =
g5 % 2 10
420 =
0 0,0
LPS P01 P02 PO5 PO7  PO9 LPS PO1 P02 PO5 PO7 P09
(A) (B)

Figura 5. Resultados de los diferentes ensayos. (A) Efecto de los cacaos P01, P02, P05, P07 y P09
sobre la produccion de IL-10. Los esplenocitos extraidos del bazo fueron cultivados en placas de
cultivo celular e incubados con cacao durante 2 h para posteriormente ser estimulados con LPS toda
la noche. Se dejaron pozos de la placa de cultivo como referencia, siendo estos estimulados sin previa
incubacién con cacao (N=6, donde cada condiciéon procede de un animal diferente). Estadistica:
*p<0,05 P07 y P09 vs el resto; (B) Efecto de los cacaos P01, P02, P05, P07 y P09 sobre la producciéon de
TNFa. (N=6). Estadistica: *#p<0,05 P01 vs P09.
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4. Discusion

Este estudio sugiere el importante papel que juegan los antecedentes genéticos referentes a
variedades de plantas de cacao para determinar el potencial antioxidante. Como se observo, las
diferentes variedades geograficas de cacao presentan valores algo heterogéneos en cuanto a su
contenido total en polifenoles, siendo la variedad de cacao P07 la que presenta valores
significativamente mas elevados comparado con el resto (exceptuando el cacao P09). Este hecho esta
en linea con otros estudio en que analizaron el contenido de procianidinas de cacaos de diferentes
origenes y también se observaron diferencias significativas (hasta 8 veces) en la concentracion total
de procianidinas de diferente peso molecular (moléculas compuestas) entre los diferentes origenes

continentales [18].

El objetivo principal de este trabajo fue determinar la influencia inmunomoduladora de los
cacaos y para ello, primero se tuvo que determinar si la dosis de los extractos de cacao suponia un
efecto de citotoxicidad sobre las células ensayadas. En las condiciones de nuestro estudio no se
encontré un efecto negativo en la proliferacion de los esplenocitos con ninguno de los extractos de
cacao analizados a la dosis de 10 ug/mL como en estudios previos que trataban una linea celular de
linfocitos con extractos de cacao a concentraciones que iban entre 5 a 80 pug/mL y tampoco se

observaron efectos significativos sobre la viabilidad [24].

*La IL-10 es una citocina producida principalmente por las células Th2 y presenta gran
capacidad antiinflamatoria porque disminuye la inflamacién mediada por macroéfagos y linfocitos
Th1 [24]. Esta citocina, adicionalmente a 1o mencionado, es efectiva en la reduccion de otras citocinas
proinflamatorias: IL-2, IL-6, IL-1f3, IL-12, factor de estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF), TNFa e interferéon gamma (IFNy) [25]. Hay diversidad de resultados en
cuanto al efecto del cacao sobre las células inmunitarias. Nuestro estudio muestra que los extractos
de cacaos P07 y P09 consiguieron una disminucién significativa (p<0,05) del 42% y 55%,

respectivamente, en la produccién de IL-10. Otro estudio realizado con cultivos primarios de
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linfocitos estimulados con PMA/Io, los cuales provienen de ratas alimentadas con 4% y 10% de cacao,
no dieron lugar a una modificacién en la produccién de IL-10 en comparacion con el grupo control
de ratas no alimentadas con cacao [26]. Cabe sefialar que estos efectos no se observa en linfocitos
humanos cultivados y tratados con dosis de extractos de cacao 10 pug/mL u otras concentraciones de
flavanoles y procianidinas aisladas de cacao, ya que mejoran la produccion de IL-10 [27,28]. Asi, se
puede confirmar que estos cacaos si presentan capacidad inmunomoduladora, a pesar de que una
disminucion en la produccién de esta citocina antiinflamatoria no parezca un hecho de interés a nivel

de inflamacién, hecho que debe estudiarse en el contexto de secrecion de otras citocinas.

El TNFa es una citocina proinflamatoria producida por macréfagos, células NK, linfocitos Th,
entre otras células [3,4]. A bajas concentraciones presenta efectos beneficiosos sobre tejidos,
haciéndolos mas resistentes frente a infecciones, no obstante a concentraciones altas puede originar
alteraciones tisulares que podrian desembocar en un shock séptico [4]. Las diferentes variedades de
cacao no consiguieron modificar significativamente la produccién de TNFa comparados con el
control, no obstante, si se vieron diferencias significativas entre los cacaos P01 y P09, siendo este
ultimo el que bloque? la secrecion de TNFa en casi un 14% en comparacion con el cacao PO1. Es de
destacar que a pesar de que ambos no presentan diferencias significativas en cuanto a la cantidad de
polifenoles totales, sea de esperar que el perfil polifendlico de ambos extractos sea diferente. Estudios
previos sobre cultivos primarios de macréfagos peritoneales estimulados con LPS muestran que el
efecto del cacao P02 fue significativo en comparacion con el control, ya que inhibi6é en un 30% la
secrecion de TNFa [19], otro estudio sobre una linea celular de macréfagos muestra un bloqueo mas
acentuado de hasta un 60% la secrecién de TNFa con el uso de un extracto de cacao convencional
[20]. Con ello, se podria sugerir que los componentes bioactivos del cacao (flavonoides) presentan un

efecto diferencial in vitro en funcion del tipo de células a ensayar y el origen del cacao.

No se conoce con claridad el mecanismo de accién de los compuestos bioactivos del cacao sobre las
células, pero hay estudios que sugieren que dichos compuestos disminuyen la expresion génica del

TNFoa. Se sabe que algunos factores transcripcionales como NF-kB y AP1 son conocidos por ser
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sensibles al ambiente redox. Los flavonoides, por su capacidad antioxidante, pueden modificar dicho
ambiente de forma que son capaces de inhibir cascadas de sefializaciéon modificando la expresion
génica [20]. Otros estudios defienden que esta capacidad antioxidante no estd ligada a disminuir
directamente la secrecion de sustancias proinflamatorias, ya que la isoquercitrina (flavonol), cuya
actividad antioxidante es menor que la epicatequina (flavanol), produce un descenso mayor en la
secrecion de proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1) y TNFa [29,30]. Se podria concluir
que los cacaos P01 y P09 al ser de variedades geograficas distintas, su perfil fendlico y de otros
componentes no valorados en este trabajo, produzcan esta diferencia en el efecto modulador en la

secrecion de TNFa.

5. Conclusion

El estudio in wvitro de la influencia de la variedad geografica en las funciones
inmunomoduladoras del cacao sobre esplenocitos llevado a cabo permitio, por una parte, determinar
que las variedades de cacao ensayadas presentaban cierta homogeneidad en cuanto a su contenido
total de polifenoles, siendo el cacao P07 el que tenia los niveles mas elevados, y confirmar que la dosis
de los extractos de cacao ensayadas no suponia un efecto negativo en la viabilidad celular. Por otra
parte, los cacaos P07 y P09 consiguieron un efecto significativo en la regulacion negativa de la
produccion de IL-10. No obstante, en cuanto a la regulacion negativa en la produccion de TNFaq,
solamente el cacao P09 consigui6 un efecto significativo en comparacion con el P01. Asi, se demuestra

la importancia de la variedad geografica en los efectos inmunomoduladores del cacao.
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