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Objetivos

La respuesta inflamatoria es una reaccion fisiologica ante una agresion con el fin de
recuperar la homeostasis del organismo. Sin embargo, esta respuesta provoca dolor y llega
a mermar sustancialmente la calidad de vida de las personas que la padecen de forma
cronica y/o sistémica. Entre las patologias asociadas a la respuesta inflamatoria cronica se
encuentra la artritis reumatoide, enfermedad que afecta alrededor del 1% de la poblacion
mundial. La artritis reumatoide comporta consecuencias negativas sobre la salud de las
personas que la padecen, siendo ademas un problema para la sociedad en general por el
gran impacto econdmico que supone. En este contexto resulta muy interesante hallar
productos no farmacoldgicos que ayuden a paliar las consecuencias de la respuesta
inflamatoria o que actiien como coadyuvantes de terapias antiinflamatorias.

En los ultimos afos, la alimentacion ha pasado de ser una fuente de energia y satisfaccion
sensitiva a considerarse un factor esencial para disminuir el riesgo a padecer determinadas
patologias crénicas, como enfermedades cardiovasculares, obesidad u osteoporosis.
Debido a ello existe un interés creciente por conocer los posibles beneficios que pudiera
aportar el consumo de ciertos alimentos sobre el inicio y gravedad de las patologias
cronicas. En este sentido, un producto como el cacao podria aunar tanto el componente
placentero asociado a algunos alimentos como el aspecto beneficioso para la salud que
actualmente se persigue en ellos. En numerosos paises occidentales el cacao constituye una
fuente importante de flavonoides ya que otros alimentos ricos en flavonoides, como ciertos
vegetales, el vino y el té, son poco habituales en su dieta.

El cacao, ademas de su correspondiente aporte de macronutrientes, proporciona una
cantidad relativamente elevada de flavonoides, compuestos polifendlicos con reconocida
actividad antioxidante, antiproliferativa, protectora de los sistemas cardiovascular y
nervioso ¢ inmunomoduladora. Algunos de los flavonoides presentes en el cacao muestran
actividad antiinflamatoria in vitro, y ademads, se han descrito efectos antiinflamatorios de
otros flavonoides in vivo. Por lo tanto es posible que una dieta enriquecida con cacao actie
sobre la capacidad antioxidante del organismo y pueda asi prevenir y modular la respuesta
inflamatoria in vivo.

La hipotesis de partida sobre la que se han erigido los objetivos de este estudio ha sido que
la actividad inmunomoduladora de los flavonoides del cacao puede mantenerse tras su
metabolismo y llegar a modular la respuesta inflamatoria in vivo.

En base a esta hipdtesis, el objetivo general del presente trabajo ha sido: Establecer el
efecto de la ingesta de cacao sobre la respuesta inflamatoria experimental.



Objetivos

Para alcanzar este objetivo general se han planteado como objetivos especificos:

1. Evaluar el efecto de la administracion oral de cacao sobre la inflamacion aguda en
modelos experimentales inducidos por -carragenina, histamina, serotonina,
bradicinina y prostaglandina E,.

Los resultados obtenidos a partir del desarrollo de este primer objetivo han dado lugar
al capitulo de un libro:

Castell M, Franch A, Ramos-Romero S, Ramiro-Puig E, Pérez-Cano F.J., Castellote C.
Effect of a diet rich in cocoa flavonoids on experimental acute inflammation.

En: Flavonoids: Biosynthesis, biological effects and dietary sources. Keller R.B. (Ed.)
Hauppauge (NY): Nova Science Publishers, Inc., 2009. Chapter 6, pp 213-229.

Una vez establecido el efecto de la ingesta de cacao sobre la respuesta inflamatoria aguda,
los objetivos se han dirigido a determinar el efecto de dietas enriquecidas con cacao sobre
la respuesta inflamatoria cronica. Para ello se han desarrollado dos modelos experimentales
de artritis bien establecidos como son la artritis adyuvante y la artritis inducida por
coldgeno. Paralelamente, se ha valorado la capacidad antioxidante que confiere la ingesta
de cacao a organismos en estado patologico. Los objetivos especificos que se han
perseguido son:

2. Establecer el efecto de dietas ricas en cacao sobre variables clinicas e
inmunologicas de la artritis adyuvante.

Los resultados derivados de este objetivo han sido publicados en:

Ramos-Romero S., Perez-Cano F.J., Castellote C., Castell M., Franch A.
Effect of cocoa-enriched diets on lymphocytes involved in adjuvant arthritis in
rats.

Br J Nutr 2011; doi: 10.1017/S0007114511003035; en prensa.

3. Establecer el efecto de una dieta rica en cacao sobre una patologia inflamatoria
cronica con caracter autoinmunitario, como es la artritis inducida por colageno.

Los resultados obtenidos a partir del desarrollo de este objetivo han sido aceptados para
su publicacion en:

Ramos-Romero S., Pérez-Cano F.J., Pérez-Berezo T., Castellote C., Franch A., Castell
M.

Effect of a cocoa flavonoid-enriched diet on experimental autoimmune arthritis.
Br J Nutr 2011; doi: 10.1017/S000711451100328X; en prensa.




Objetivos

4. Determinar la influencia de la ingesta de cacao y del flavonoide quercetina sobre
el estrés oxidativo producido durante un proceso artritico experimental.

Los resultados obtenidos a partir del desarrollo de este objetivo se muestran en el
manuscrito:

Ramos-Romero S., Perez-Cano F.J., Ramiro-Puig E., Castellote C., Franch A., Castell
M.
Cocoa intake attenuates oxidative stress associated to rat adjuvant arthritis.

Pendiente de aceptacion.
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Introduccién

1 Larespuesta inflamatoria

La inflamacion (del latin inflammatio: encender, hacer fuego) fue descrita por primera vez
hace mas de 2000 afios por Aulus Cornelius Celsus en su tratado ‘De medicina’ datado en
el siglo I d.C. Este médico romano describio la respuesta del organismo ante agresiones
por medio de cuatro signos cardinales: ‘rubor et tumor cum calore et dolore’. En 1858,
Rudolph Virchow en su libro ‘Die Cellularpathologie in ihrer Begrundung auf
physiologische und pathologische Gewebelehre’ afiadi6 a esta definicion un quinto signo:
‘function laesa’. Ademas Virchow introdujo un gran cambio en la medicina, ya que
establecio las bases celulares de la patologia, cambiando asi la teoria hipocratica, aceptada
durante siglos, en la que la enfermedad era considerada como un desequilibrio entre los
cuatro humores corporales. Las bases fisiologicas que explican la respuesta inflamatoria no
fueron descritas hasta mediados del siglo XIX cuando Augustus Waller y Julius Cohnheim
describieron la migracion leucocitaria y algunos de los cambios vasculares caracteristicos
de la inflamacion aguda (Medzhitov, 2010). Desde entonces hasta hoy se han realizado
numerosos avances en el conocimiento y tratamiento de la respuesta inflamatoria; atn asi,
la inflamacion sigue siendo objeto de numerosos estudios ya que cualquier avance en esta
materia implica una mejora en la calidad de vida de millones de personas.

La inflamacioén se define como una respuesta fisioldgica provocada por un estimulo nocivo
para devolver la homeostasis al organismo. Sin embargo, una respuesta inflamatoria
excesiva puede producir dafio en el tejido circundante a la zona lesionada y, en casos
graves, puede provocar la disfuncion de los organos implicados e incluso la muerte
(Nathan, 2002). Paraddjicamente, los mismos elementos moleculares y celulares
implicados en la respuesta inflamatoria pueden realizar funciones fisiologicas o
patologicas. La respuesta inflamatoria se divide clasicamente en dos grandes categorias
basadas en la duracion de la misma y en sus caracteristicas patologicas: la respuesta
inflamatoria aguda y la respuesta inflamatoria cronica. A pesar de esta agrupacion, existe
una gran diversidad dentro de cada categoria ya que la respuesta inflamatoria puede estar
dirigida por diferentes mecanismos de induccion, regulacion y resolucidon, pudiendo
promover patologias tan diversas como la diabetes tipo 2, la aterosclerosis, el asma, las
enfermedades neurodegenerativas o el cancer (Sherwood y col., 2004).

1.1 Inductores de la respuesta inflamatoria

Los inductores de la respuesta inflamatoria estdn constituidos por sefiales detectadas por
receptores de la superficie celular, pudiendo ser de tipo endégeno o exdgeno. Los
inductores exdgenos incluyen sefiales microbianas y no microbianas. Entre los inductores
microbianos se encuentran los patrones moleculares asociados a patdgenos (pathogen-
associated molecular pattern, PAMP) y los factores de virulencia (Medzhitov, 2008).



Introducciéon

Los PAMPs son un conjunto de patrones moleculares muy conservados evolutivamente,
que se hallan tanto en microorganismos patdégenos como en comensales. En respuesta a los
PAMPs, el organismo ha evolucionado y ha dado lugar a receptores expresados en las
células del sistema inmunitario innato que reconocen a los PAMPs y que se denominan
receptores de reconocimiento de patrones (pattern-recognition receptors, PRR) (Medzhitv,
1997).

Los factores de virulencia, a diferencia de los PAMPs, son inductores de la respuesta
inflamatoria presentes so6lo en microorganismos patdogenos y no son detectados
directamente por receptores especificos del organismo. El reconocimiento de los factores
de virulencia se realiza a través de sensores celulares que localizan una actividad
patogénica, como la formacidn de poros, la actividad proteasa de helmintos o los productos
endogenos producidos por las mismas células danadas del organismo (Mariathasan y col.,
2006; Sokol y col., 2008).

En cuanto a los inductores exdgenos no microbianos, éstos incluyen a alérgenos, irritantes,
cuerpos extraiios y compuestos toxicos. La respuesta inflamatoria producida tanto por
alérgenos como por irritantes y toxicos es similar e implica la neutralizacion y evacuacion
del agente lesivo. Los cuerpos extraios, sin embargo, son particulas indigeribles debido a
su tamafio o a la lesion que producen en la membrana de los macréfagos que intentan
fagocitarlos. Ante la imposibilidad de realizar la funcion fagocitica, los macrofagos
encapsulan a los cuerpos extrafios y forman un granuloma (Medzhitov, 2008).

Los inductores endogenos de la respuesta inflamatoria son sefiales producidas por estrés,
lesiéon o malfuncionamiento tisular. Este tipo de respuesta se inicia principalmente con la
deteccion de moléculas de células o tejidos que se encuentran en el compartimento
intracelular o unidos a membrana, superficie epitelial o endotelio vascular. Dentro de este
tipo de inductores endogenos se incluyen los fragmentos de matriz extracelular originados
durante una lesion tisular, como el hialuronato cuya fragmentacién produce polimeros de
bajo peso molecular que activan al receptor tipo Toll-4 (Toll like receptor-4, TLR-4) (Jiang
y col., 2005). Los inductores enddgenos de este tipo se asocian principalmente a la
respuesta inflamatoria aguda (Rock y col., 2008). Otra clase de inductores endogenos son
los productos de una respuesta inflamatoria previa. Estos inductores se relacionan con una
respuesta inflamatoria crénica y entre ellos se encuentran cristales de urato soédico y
calcico producidos en la gota y pseudogota (Martinon y col., 2006), productos finales
originados por la glucosilacion avanzada (advanced glycation end products, AGEs), por la
diabetes tipo 1 y 2 o por el envejecimiento (Yan y col., 2007), o lipoproteinas oxidadas
generadas durante la aterosclerosis (Navab y col., 2006).
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1.1.1 Receptores celulares de los inductores de la respuesta

inflamatoria

Los inductores de la respuesta inflamatoria son detectados por el organismo mediante los
receptores de reconocimiento de patrones o PRRs. Entre los PPRs se hallan los receptores
tipo Toll TLRs y varias clases de PPRs citosolicos, incluyendo receptores tipo RIG-1 (RIG-
I-like receptors, RLRs) y receptores tipo NOD (NOD-like receptors, NLR).

1.1.1.1 Receptores tipo Toll

Los TLRs son proteinas transmembrana tipo 1 formados por un ectodominio rico en
leucina, un dominio transmembrana y un dominio intracelular (Kawai y col., 2010). Hasta
ahora se han identificado doce TLRs funcionales en raton (TLR1-12) y diez en humanos
(TLR1-10), de los cuales TLR1 al TLRY estin conservados en ambas especies. Los
PAMPs reconocidos por los TLRs se encuentran en un amplio rango de microorganismos
como bacterias, virus, parasitos y hongos (Akira y col., 2006).

Los TLRs se dividen en 2 grandes grupos segun su localizacion y sus ligandos. El primer
grupo esta compuesto por TLRs expresados en la superficie celular que reconocen
principalmente componentes de la membrana de microorganismos (Figura 1).
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Figura 1.- Reconocimiento de PAMPs por TLRs de superficie celular
(adaptado de Kawai y col., 2010).

Entre los TLRs presentes en superficie celular se encuentran TLR1, 2,4, 5, 6 y 11 (Kawai

y col., 2010). TLR2 forma complejos con TLR1 y TLR6 que reconocen lipopéptidos tri y
diacetilados respectivamente, presentes en bacterias Gram-negativas y en micoplasmas.
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TLR4 forma un complejo en la superficie celular con la proteina MD2 para responder ante
la presencia de lipopolisacarido (LPS), que forma parte de la pared externa de bacterias
Gram-negativas. TLRS reconoce a la flagelina, proteina del flagelo bacteriano. La union de
los ligandos correspondientes a los TLRs produce la activacion de la via dependiente del
gen 88 de respuesta primaria de diferenciacion mieloide (myeloid differentiation primary
response gene, MyD88) que seguidamente activa la via del factor nuclear kB (nuclear
factor kB, NF-xkB), induciendo la formacion de mediadores inflamatorios como citocinas
(Kawai y col., 2010).
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Figura 2.- Reconocimiento de PAMPs por TLRs intracelulares (adaptado de Kawai y col., 2010).

El segundo grupo de TLRs lo forman receptores expresados en vesiculas intracelulares,
como endosomas, lisosomas y endolisosomas, y reconocen d4cidos nucleicos de
microorganismos (Figura 2). A este segundo grupo pertenecen los TLR3, 7, 8 y 9. TLR3,
en forma de homodimero, reconoce dobles cadenas de RNA (double-stranded RNA,
dsRNA) derivadas de virus. TLR3 activa la via de sefializacion intracelular dependiente del
domino TIR que contiene el adaptador inductor de interferon (IFN) B (7IR-domain-
containing adapter-inducing interferon-f, TRIF), induciendo asi la produccion de IFN tipo
I y la activacion de la via NF-kB (Kawai y col., 2008). Los TLR7 y 9 estan presentes
principalmente en células dendriticas y reconocen RNA virico y DNA virico y bacteriano,
respectivamente.

Las respuestas mediadas por TLRs activan diversas cascadas proteicas (Figura 3). En

macrofagos y células dendriticas, los TLRs inducen la respuesta inflamatoria mediante la
activacion de las vias NF-kB, proteinas quinasas activadas por mitégenos (mitogen-
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activated protein kinases, MAPK) o factores reguladores de IFN (/FN-regulatory factors,
IRFs). La activacion de estas vias comporta finalmente la produccion de citocinas
proinflamatorias.

1.1.1.2 Receptores citosolicos de patrones de reconocimiento

Ademas de la familia de los TLR, existen otras familias de receptores intracelulares para el
reconocimiento de inductores de la respuesta inflamatoria. La familia de los NLRs,
formada por mas de veinte miembros, detecta tanto PAMPs como inductores no PAMPs,
asi como sefales de estrés celular.
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Figura 3.- Vias de sefializacion activadas por TLRs en macrofagos y células dendriticas.
Los recuadrados discontinuos sefialan factores inhibidores (adaptado de Kawai y col., 2010).

La funcién de los NLRs citosolicos en la respuesta inflamatoria es similar a la de los TLRs,
activando la produccién de citocinas proinflamatorias (Lamkanfi, 2011). Los NLRs forman
complejos citoplasmaticos llamados inflamasomas (Pétrilli y col., 2007; Martinon y col.,
2009), que son complejos multiproteicos relacionados con numerosas patologias, como la
enfermedad inflamatoria intestinal, el vitiligo, la artritis gotosa, la diabetes tipo 1y 2, y
enfermedades autoinflamatorias raras denominadas colectivamente como criopirinopatias
(Lamkanfi, 2011).
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Otro grupo de receptores para los inductores de la respuesta inflamatoria lo constituye la
familia de los receptores de tipo RIG (RLRs) que detectan RNA virico. Este grupo esta
formado por 3 miembros: RIG-I, Mda5 y LGP2 (Yoneyama y col., 2009).

1.2 Mediadores de la respuesta inflamatoria

Los inductores de la respuesta inflamatoria estimulan la produccién de mediadores que
alteran la funcionalidad de los tejidos afectados. Los mediadores de la inflamacion derivan
de proteinas plasmaticas o son secretados por células implicadas en la respuesta
inflamatoria. Los mediadores de la respuesta inflamatoria pueden clasificarse en 7 grupos
segin sus propiedades bioquimicas (Medzhitov, 2008): aminas vasoactivas, péptidos,
mediadores del sistema del complemento, mediadores lipidicos, citocinas, quimiocinas y
enzimas proteoliticos.

1.2.1 Aminas vasoactivas

Las aminas vasoactivas incluyen histamina y serotonina. Se encuentran contenidas en los
granulos de mastocitos, basofilos y plaquetas. Estas aminas son componentes preformados
que se liberan por la degranulacién de estos elementos celulares. El efecto fisioldgico de
las aminas vasoactivas durante la respuesta inflamatoria se centra principalmente en los
vasos sanguineos.

1.2.1.1 Histamina

La histamina (2-[4-imidazol]-etilamina) es una amina de bajo peso molecular sintetizada a
partir de L-histidina, mediante la enzima L-histidina descarboxilasa, dependiente del
cofactor piridoxal-5’-fosfato. La sintesis de histamina tiene lugar en numerosos tipos
celulares como células gastricas, nerviosas histaminérgicas, linfocitos, monocitos,
plaquetas y neutréfilos, y se almacena sobre todo en mastocitos y basofilos.

La histamina realiza sus funciones a través de receptores especificos presentes en la
membrana celular. Los receptores de histamina pertenecen a la familia de receptores
acoplados a proteinas G (G protein-coupled receptors, GPCRs), de los que se han definido
cuatro subtipos principales con diferente afinidad de unioén (H;, Hp, Hs y Hs) (Jones y col.,
2011). Los macrofagos, células dendriticas, células endoteliales y linfocitos T y B
presentan receptores de histamina y también son capaces de secretarla, aumentando asi su
efecto en el sitio afectado (Jutel y col., 2009).

La histamina inicia los sintomas agudos de la respuesta inflamatoria gracias a su rapida
actividad sobre las células del musculo liso del endotelio vascular y de los bronquios,
provocando rinitis aguda, broncoconstriccion o desarrollo de eritema cutaneo. Ademas de
estas respuestas inmediatas, la histamina también modula algunos eventos de la respuesta

14



Introduccién

inflamatoria cronica, incrementando la secrecion de citocinas proinflamatorias y
quimiocinas en la respuesta alérgica, regulando la acumulacion de granulocitos en los
tejidos, e inhibiendo la quimiotaxis, activacion, degranulacion y la formacion del anidon
superoxido (O;) en neutréfilos. La histamina también regula numerosas funciones
fisiologicas como la proliferacion y diferenciacion celular, la hematopoyesis, la memoria,
la regulacion del ciclo de sueio y vigilia, la homeostasis energética y endocrina y la
regeneracion tisular (Jutel y col., 2009).

1.2.1.2 Serotonina

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es una amina formada por la descarboxilacion
del triptéfano consumido en la dieta. Existen al menos 15 receptores de 5-HT diferentes
que se agrupan en 7 familias, en funcion de los mecanismos de sefializacion que
desencadenan.

La principal fuente de serotonina en humanos se encuentra en las plaquetas, aunque
también estd presente en células neuroendocrinas del tracto respiratorio y en nervios
periféricos. En roedores la serotonina también se encuentra en mastocitos (Berger y col.,
2009).

La serotonina provoca vasoconstriccion o vasodilatacion dependiendo del receptor que
active en vasos sanguineos y en tejido muscular liso circundante (Kaumann y col., 2006).
La serotonina realiza otras funciones fisioldgicas sobre numerosos sistemas, modulando
procesos relacionados con el comportamiento humano a través del sistema nervioso
central, regulando el balance energético y la toma de alimentos por medio de los sistemas
gastrointestinal y endocrino, y modulando la fisiologia pulmonar y cardiovascular (Berger
y col., 2009).

1.2.2 Péptidos

1.2.2.1 Neuropéptidos

Los neuropéptidos desempefian su funcion al inicio de la respuesta inflamatoria. Entre los
neuropéptidos se encuentra la familia de la taquicinina cuyos principales miembros son la
sustancia P, la neurocinina A y la neurocinina B.

Los neuropéptidos median numerosos procesos fisioldgicos en el tracto gastrointestinal,
respiratorio y genito-urinario. Se unen a GPCRs expresados en numerosos tipos celulares,
lo que desencadena la activacion de la via de AMPc y proteina quinasa A, que provoca un
aumento en el contenido de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Varela y col.,
2007). Las taquicininas parecen estar implicadas en la contraccion de la musculatura lisa,
vasodilatacion, quimiotaxis y activacion de células inmunitarias. Intervienen en diferentes
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patologias de caracter inflamatorio, en la hiperalgesia y en los trastornos de ansiedad, y son
responsables de la inflamacién neurogénica cuando se liberan a nivel periférico (Lecci y
col., 2000).

1.2.2.2 Péptidos de la cascada de la coagulacién

El sistema de la coagulacion se activa mediante dos vias que convergen en una cascada
comun: la via intrinseca, dependiente del contacto con una superficie cargada
negativamente, y la via extrinseca, dependiente de que el factor tisular sea expuesto a la
circulacion (Figura 4). Ambas vias convergen en la activacion del factor X que transforma
la protrombina en trombina, la cual a su vez transforma fibrindgeno en fibrina (Adams y
col., 2009).
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Figura 4.- Vias de la cascada de la coagulacion (adaptado de Adams y col., 2009)

La via intrinseca de la cascada de la coagulacion se inicia con la activacion del factor de
Hageman (factor XII). Este factor se activa por unioén a colageno, a la membrana basal o a
plaquetas activadas. El factor XIla comporta la activacion de una cascada de proteinas que
finaliza con la formacién de trombina (Brunee y col., 1993).

La via extrinseca se inicia con la accion del factor tisular, glucoproteina transmembrana de
47 kDa miembro de la superfamilia de citocinas de clase II (Key y col., 2007). Se cree que
esta es la principal via activada durante la respuesta inflamatoria, particularmente durante
la sepsis y el sindrome de respuesta a la inflamacion sistémica (Riewald y col., 2003). El
factor tisular se expresa en una superficie tisular inflamada y en capas adventicias de los
vasos sanguineos. Ademas, células endoteliales y monocitos activados también producen
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factor tisular como respuesta al factor de necrosis tumoral o (tumor necrosis factor, TNF-
a), interleucina (IL-)1, IL-6 y proteina C reactiva (C reactive protein, CRP). La presencia
del factor tisular provoca la activacion y unién del factor VII, activando consecuentemente
la formacion de trombina (Carraway y col., 2003).

Ademas de promover la formacion del coagulo, la activacion de estas proteinas también
tiene un efecto proinflamatorio indirecto, ya que el factor Xa, la trombina y el complejo
formado por el factor tisular y factor VIIa inducen la sintesis de citocinas como TNF-a en
células endoteliales y mononucleares. Esta funcion parece ser mediada por la union de
factores de coagulacion a receptores activados por proteasas (protease-activated receptors,
PARs) en la superficie de las células diana (Pawlinski y col., 2003).

Entre todos los componentes de la cascada de la coagulacion, el factor Xa y la trombina
especificamente se relacionan con la respuesta inflamatoria (Carrillo-Esper y col., 2002).
El factor Xa provoca aumento de la permeabilidad vascular y de la migracion leucocitaria
(Cirino y col., 1997). La trombina fragmenta el fibrinégeno circulante y conduce a la
formacion de una red de fibrina, pero ademas es capaz de inducir la proliferacion celular
mediante la estimulacion de la formacion del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(platelet-derived growth factor, PDGF) y del factor de crecimiento (3. La trombina también
amplifica la respuesta inflamatoria gracias a la expresion de moléculas de adhesion y a la
activacion del quimiotactismo de granulocitos, los cuales potencian los efectos de la
trombina ya que estimulan la liberacion de elastasa, que puede inactivar al inhibidor de la
antitrombina III.

1.2.3 Mediadores del sistema del complemento

El sistema del complemento estd formado por més de 30 proteinas, solubles o asociadas a
membrana, presentes en sangre y otros tejidos. El sistema complemento se activa por 3
vias diferentes: la via clasica, la via alternativa y la via de la lectina (Figura 5).

La via clésica se activa mediante complejos formados por IgG o IgM unidas al antigeno en
la superficie de agentes patdogenos. La via alternativa se activa por moléculas presentes en
la superficie de microorganismos patogenos que se unen al componente C3 del
complemento. La via de las lectinas se activa por la unién del complejo de lectina de union
a manosa (mannose-binding lectin, MBL) o de ficolina a carbohidratos de la superficie de
levaduras, bacterias, parasitos o virus (Sarma y col., 2011).

Todas las vias de activacion del complemento convergen en la activacion del factor C3,
que es el més abundante en sangre. Su activacion da lugar a la formacion de C3a, C3b, C5a
y el complejo de ataque a membrana (C5bC6C7C8C9). C3a tiene capacidad quimiotactica.
C3b promueve la fagocitosis uniéndose a la superficie del patogeno y favorece la
formacion de un complejo proteolitico con otros componentes del sistema del
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complemento, provocando la division de C5 en C5a y C5b (Pangburn y col., 2002). C5a
también tiene capacidad quimiotactica y ademas aumenta la permeabilidad vascular en el
foco inflamatorio. C5b se une a la superficie microbiana y facilita la formacion del
complejo de ataque a membrana, formado por C6, C7, C8 y C9 (Cole y col., 2003). Los
factores C3a y C5a son también anafilotoxinas que promueven la contraccion del musculo
liso, la liberacion de histamina en mastocitos, el aumento del consumo de O, en neutrofilos
y la apoptosis (Sarma y col., 2011).
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Figura 5.- Vias de activacion del sistema del complemento.
Los recuadrados discontinuos sefialan factores inhibidores (adaptado de Sarma y col., 2011).

El sistema del complemento se considera parte de la inmunidad innata, sin embargo,
recientemente, algunos autores le otorgan un papel en la inmunidad adaptativa ya que
mediante el sistema del complemento se implica en la respuesta inflamatoria a linfocitos T
y B que ayudan a la eliminacién de patdgenos y mantenienen la memoria inmunologica
para prevenir invasiones posteriores (Dunkelberger y col., 2010).

1.2.4 Mediadores lipidicos

Los mediadores lipidicos derivan de los fosfolipidos presentes en las membranas celulares.
. . L, g . + . , . s 1z
La fosfolipasa A, citosolica, activada por Ca’" intracelular, genera acido araquiddnico y
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acido lisofosfatidico. Estos compuestos son los precursores de dos clases de mediadores
lipidicos: eicosanoides y factores activadores de plaquetas.

El acido araquidonico se metaboliza a través de enzimas con actividad ciclooxigenasa,
lipooxigenansa o del citocromo P450 para formar eicosanoides (Figura 6). Las
ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) generan prostaglandinas (PG) como PGD,, PGF,, y
PGE,, prostaciclina (PGIl;) y tromboxanos (TX) TXA, y TXB,. Las lipooxigenasas
generan leucotrienos (LT) y lipoxinas (LX), y la via del citocromo P450 genera acidos
hidroxieicosatetraenoicos (HETESs) y epdxidos.

Membrana celular fosfolipidica

\LFosfolipasas (PLA2)
Acido Araquidénico
Ciclooxigenasas: COX-1, COX2 Lipooxigenasas Citocromo P450
5-LO\1, 12-LO \l, \1,15-LO
PGG, | 5-HETEs | | 12-HPETEs | | 15-HPETEs |
[ [

PGH, LTA, | 12-HETEs | | 15-HETEs |
Prostaglandinas Cistenileucotrienos LTB, Lipoxinas HETEs
(PGD,, PGE,, PGF,,) (LTC,, LTD,, LTE,) (LXA,, LXB,) Epoxidos

Prostaciclina (PGI,)

Tromboxanos (TXA,, TXB,)

Figura 6.- Sintesis de eicosanoides a partir del acido araquidonico
(adaptado de Harizi y col., 2008).

Los eicosanoides actiian sobre diversas funciones fisiologicas y patolégicas. Durante la
respuesta inflamatoria, los eicosanoides presentan propiedades proinflamatorias (PGH»),
quimiotacticas (LTBy), agregantes de plaquetas (TXA,), con capacidad de contraer el
musculo liso (cistenil-LT) y de aumentar la permeabilidad vascular (LTs).

Segtn los receptores y las vias de transduccion implicadas, las prostaglandinas pueden
actuar como mediadores proinflamatorios o como mediadores antiinflamatorios. Otros
eicosanoides también tienen efectos bioldgicos opuestos, como la PG, y TXA,. PGI, es
antiagregante plaquetario, vasodilatadora e inhibe la adherencia de neutrofilos, y TXA,
induce la agregacion plaquetaria y tiene un efecto vasoconstrictor con aumento de la
permeabilidad capilar (Harizi y col., 2008). Efectos similares a los producidos por TXA;
son los de PGF,,, sin embargo PGE, produce vasodilatacion sistémica, ademds de
interaccionar con IL-1 y TNF para producir fiebre durante el curso de respuestas
inflamatorias sistémicas (Mena y col., 1996).
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Los LTs y LXs son mayoritariamente vasoconstrictores y son capaces de activar
granulocitos y plaquetas, lo que conlleva la liberacion de otros mediadores que pueden
potencializar el dafio tisular (West y col., 1993). Sin embargo, las LXs también realizan un
importante papel en la resolucion de la respuesta inflamatoria por medio de la estimulacion
de vias antiinflamatorias enddgenas (Harizi y col., 2008).

El LTB4 es un potente agente proinflamatorio que estimula la quimiotaxis, la adhesion
celular, la produccion de O, y la liberacion de enzimas hidroliticas por parte de
neutréfilos. Por el contrario, los cisteinil-LT (LTC4, LTD4 y LTE,4), que originalmente se
identificaron como sustancias de reaccion lenta liberadas en el curso de las reacciones
alérgicas e inmunitarias, son potentes vasoconstrictores, incrementan la permeabilidad
vascular, la secrecion de muco y el broncoespasmo (Lewis y col., 1990).

Por otro lado, la acetilacion del acido lisofosfatidico da lugar a factores activadores de
plaquetas. Estos factores activan el reclutamiento de leucocitos, favorecen la
vasodilatacion y la vasoconstriccion, el aumento de la permeabilidad vascular y la
activacion plaquetaria.

1.2.5 Citocinas

Las citocinas son oligopéptidos sintetizados por diversas células que modulan la funcién de
otros tipos celulares mediante la activacion de receptores tipo GPCR. Las citocinas actiian
sobre el endotelio vascular, los leucocitos y la induccion de la respuesta de fase aguda.

Las citocinas inflamatorias pueden producir efectos sistémicos promoviendo la sintesis de
proteinas de fase aguda, como la proteina C reactiva y los factores de coagulacion en
hepatocitos y activando la formacion de prostaglandinas, como PGE,, en el endotelio
cerebral. PGE; activa determinadas poblaciones neuronales en el sistema nervioso central y
promueve alteraciones propias de la fase aguda, como fiebre, anorexia, fatiga e insomnio
(Pecchi y col., 2009). El desequilibrio de las vias de sefializacion proinflamatorias dirigidas
por citocinas es un mecanismo que subyace en numerosas patologias inflamatorias
mediadas por el sistema inmunitario (Tabla 1).

Tabla 1.- Expresion de citocinas en estados patologicos inflamatorios mediados por el sistema
inmunitario (adaptada de Williams y col., 2002).

Citocinas
Sobreexpresion Infraexpresion
Enfermedad de Crohn TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IFNy IL-3
Colitis ulcerosa TNF-a, IL-1, IL-5, IL-6, IL-8 IL-3
Espondilitis anquilosante TNF-a, IL-10 IL-2, IFNy

Psoriasis TNF-a,
Artritis psoriatica TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8, IFNy
Artritis reumatoide TNF-q, IL-1, IL-6
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La respuesta inflamatoria depende de wun estrecho equilibrio entre citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias. No obstante, las citocinas tienen efectos pleiotropicos
y a veces contrarios, pudiendo actuar como pro o antiinflamatorias. Este es el caso de 1L-4,
IL-10 e IL-13, que son potentes activadores de linfocitos B pero también pueden
comportarse como moléculas antiinflamatorias. IFNy posee actividad antiviral y activa a
linfocitos T citotdxicos pero generalmente es considerada como citocina proinflamatoria
porque aumenta la produccion de TNF-a e induce la liberacion de 6xido nitrico (NO)
(Dirandello, 2000).

Entre las principales citocinas proinflamatorias se encuentran TNF-a, IL-1 e IL-6. Otras
citocinas como IL-12, IL-18 e IFNy también tienen efectos proinflamatorios. En la Tabla 2
se desglosan los principales efectos realizados por estas citocinas y las células que las
secretan.

Tabla 2.- Funcion de las citocinas proinflamatorias (adaptada de Sherwood y col., 2004).

Citocina Células Secretoras Funciones

Activacion de la respuesta inflamatoria, de la cascada de
coagulacion 'y de apoptosis, de liberacion de
vasodilatadores (NO), de la respuesta de fase aguda, de
catabolismo. Supresion miocardica. Liberacion de otras
citocinas

Monocitos, macréfagos

TNF-a y linfocitos T

Activacion de la respuesta inflamatoria, de la cascada de
IL-1 Monocitos, macrofagos coagulacion, de liberacion de vasodilatadores (NO), de la
respuesta de fase aguda, de catabolismo

Monocitos, macréfagos Activacion de la respuesta de fase aguda y activacion de

IL-6 células T y endoteliales linfocitos B

IFNy Células Ty NK Activacion de la inflamacion mediada por macrofagos
IL-12  Macrofagos Activacién y diferenciacion de linfocitos T, B y NK
IL-17  Linfocitos T Reclutamiento de neutréfilos y monocitos

IL-18 Macrofagos Activacién y diferenciacion de linfocitos T y NK

Las citocinas cldsicamente  consideradas  antiinflamatorias son  moléculas
inmunoreguladoras que controlan la respuesta de las citocinas proinflamatorias. Entre estas
citocinas se encuentran el antagonista del receptor de IL-1 (/L-I receptor antagonist,
IL-1RA), IL-4, IL-10, IL-11 e IL-13 (Opal y col., 2000). En la Tabla 3 se desglosan las
funciones principales realizadas por estas citocinas y las células que las secretan.

1.2.5.1 Factor de necrosis tumoral a

TNF-a es la citocina proinflamatoria por excelencia. Fue descubierta en el suero de ratones
infectados con endotoxinas bacterianas.
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Tabla 3.- Funcion de las principales citocinas antiinflamatorias (adaptada de Opal y col., 2000).

Citocina Células Secretoras Funciones

IL-1RA Monocitos, macréfagos Inhibidor especifico de la activacion celular mediada por

y células dendriticas IL1a e IL-1P a través del receptor celular de IL-1
- Células T (Th2), B, Promueve el desarrollo de linfocitos Th2 e inhibe la sintesis
4 estromales y mastocitos de citocinas proinflamatorias inducidas por LPS
I-10 Monocitos, macroéfagos, Inhibe la produccion de citocinas en monocitos, macréfagos
células T (Th2) y B y neutréfilos e inhibe la respuesta tipo Thl
Células estromales y Inhibe la produccion de citocinas en monocitos, macréfagos
IL-11 .
fibroblastos y promueve la respuesta tipo Th2
IL-13 Células T (Th2) Atentia la funcién de monocitos y macrofagos
NUMerosos finos Inhibe la expresion de moléculas del complejo mayor de
TGF-p P histocompatibilidad (MHC) de clase II en monocitos y

celulares . L o . .
macrofagos, y la sintesis de citocinas proinflamatorias

TNF-a es miembro de la superfamilia TNF que comprende 35 citocinas estructuralmente
relacionadas. Los genes que codifican las citocinas de la familia TNF se encuentran en un
loci estrechamente ligado dentro del MHC en el cromosoma 6 en humanos y en el
cromosoma 17 en raton. TNF se sintetiza inicialmente como mondmero transmembrana
que contiene un ‘dominio TNF homodlogo’ en el C terminal extracelular, tres de estas
unidades se ensamblan formando el trimero funcional (Keystone y col., 2010). La forma
soluble se separa de la membrana celular por medio de la accion de la TNF-a convertasa.
La forma transmembrana del TNF es 1000 veces mas potente que la forma soluble
(Schneider y col.,, 1998). Se han identificado dos formas moleculares de TNF,
denominadas TNF-a o caquexina y TNF-[3 o linfotoxina 1 y 2.

TNF-a puede proceder de numerosos tipos celulares. Entre estos se encuentran
macrofagos, linfocitos T, mastocitos, granulocitos, células NK, fibroblastos, neuronas,
queratinocitos y células de musculo liso. Ademas de su potente actividad proinflamatoria,
TNF-a también tiene actividad citotoxica, es mediador en el proceso de eliminacion de
células tumorales y en la respuesta inmunitaria aguda o crénica de enfermedades
inflamatorias e infecciosas (Dinarello, 1999). Las propiedades proinflamatorias sobre el
endotelio vascular causan necrosis hemorragica en tumores, dafio tisular y shock. En
algunos tumores y lineas celulares transformadas induce apoptosis. TNF-a también causa
caquexia, estimulando la lipdlisis, inhibiendo la actividad de la lipasa en adipocitos y
estimulando la lipogénesis hepatica.

La sintesis de TNF-a se estimula por patogenos, células tumorales, isquemia, trauma e
irradiacidn, asi como por citocinas como IFNy, IL-1, IL-2, IL-12, factor estimulante de
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colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), factor activador de plaquetas (PAF) y
por el mismo TNF-a. TNF-a induce la sintesis de citocinas y otras moléculas tanto
proinflamatorias como antiinflamatorias como IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18,
IFN-y, TGF-B, PAF, leucotrienos, proteinas de fase aguda y hormonas (cortisol,
adrenalina, glucagoén, insulina, noradrenalina). Otros mediadores inducidos por TNF-a
como IL-6, IL-10, PGE, y cortisol actian a su vez como inhibidores de la expresion de
TNF-a (Dinarello, 1999).

A baja concentracion, TNF-a tiene efectos beneficiosos en tejidos ya que aumenta su
capacidad defensiva contra infecciones. Sin embargo, altas concentraciones de TNF-a
pueden comportar edema y dano tisular, e incluso pueden llegar a producir shock séptico.
La alteracion de los mecanismos de regulacion inmunitarios pueden implicar aumento de la
produccion de TNF que puede activar de forma cronica a las células del sistema
inmunitario innato, conduciendo a inflamacion crénica (Keystone y col., 2010).

1.2.5.2 Interleucina 1

La interleicina 1 fue descrita originalmente como una sustancia pirégena secretada por
leucocitos activados (Atkins, 1960). Posteriormente se descubrié que IL-1 correspondia a
varias moléculas descritas en funcion de su capacidad funcional, como el factor activador
de leucocitos con capacidad de incrementar la proliferacion y producciéon de citocinas de
linfocitos, el mediador endogeno leucocitico, inductor de la sintesis de proteinas de la fase
aguda, el factor de células mononucleares, inductor de la sintesis de PGE, y colagenasa en
células sinoviales, la catabolina, el factor activador de osteoclastos o la hematopoyetina.

La IL-1 puede ser IL-1a o IL-1P, subclases sintetizadas como péptidos precursores de
31 kDa que son divididos para generar las formas maduras de 17 kDa (Gabay y col., 2010).
IL-1a e IL-1P se unen a los mismos receptores y estimulan sefiales intracelulares similares.

En general, IL-1 promueve el reclutamiento de células inflamatorias hacia la zona
lesionada e induce la sintesis de varios enzimas como fosfolipasa A,, COX-2 y 6xido
nitrico sintasa inducible (inducible nitric oxide synthase, iNOS). IL-1 estimula la
produccion de varias proteinasas que conllevan la destruccion del tejido conectivo, e inhibe
la produccién de proteoglicanos y de colageno tipo II, ejerciendo asi un efecto global
negativo sobre el cartilago articular. Ademas, IL-1 modula la maduracion de osteoclastos,
por lo que participa en el desarrollo de erosiones Oseas (Jacques y col., 2006).

Respecto a sus efectos sistémicos, IL-1 esta implicada en los procesos de fiebre,
hipotension, neutrofilia, trombocitosis y produccion de proteinas de fase aguda. Asimismo,
IL-1 esta implicada en la regulacion de la respuesta inmunitaria adaptativa, induciendo la
diferenciacion de células Th17 y la produccion de IL-17 en ratones y humanos (Acosta-
Rodriguez y col., 2007; Chung y col., 2009).
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1.2.5.3 Interleucina 6

La interleicina 6 fue descrita originariamente como factor de diferenciacion no especifica
de linfocitos B que inducia la produccion de inmunoglobulinas (Yoshizaki y col., 1982).
IL-6 presenta un amplio rango de actividades biologicas y es sintetizada por numerosos
tipos celulares como linfocitos T y B, monocitos, fibroblastos, queratinocitos, células
endoteliales y mesangiales y una gran variedad de células tumorales.

IL-6 induce el crecimiento y diferenciacion de linfocitos T citotoxicos mediante aumento
de la expresion del receptor de IL-2 (IL-2R) y de la sintesis de esta citocina. También
induce la diferenciacién de macrofagos, megacariocitos y osteoclastos, y actua como factor
de crecimiento de células renales mesangiales, queratinocitos epidérmicos y varios tipos de
células tumorales.

En las reacciones de fase aguda, IL-6 actua sobre el higado donde inhibe la sintesis de

albimina y estimula la producciéon de proteinas de fase aguda como CRP, fibrindgeno,
al-antitripsina y proteina amiloide A sérica (Naka y col., 2002).

1.2.6 Quimiocinas

Las quimiocinas son una familia de proteinas de bajo peso molecular (8-10 kDa) que se
agrupan en 4 familias en funcion de los residuos de cisteina presentes en los ligandos:
CXC, CC, C y CX3C. Cada ligando y cada receptor se denomina segun el codigo de su
familia seguido de una L o una R, respectivamente, y por un numero de identificacion
(IUIS/WHO Subcommitee on chemokine nomenclature, 2003).

Entre las CXC se encuentra IL-8 (CXCLS8). IL-8 es secretada por macréfagos activados,
células endoteliales y otros tipos celulares y realiza su funcion activadora sobre neutrofilos,
monocitos y eosinoéfilos.

Las CC suelen tener capacidad quimiotactica sobre monocitos, eosinofilos, basofilos y
linfocitos. En esta familia se encuentran la proteina quimiotactica de monocitos (monocyte
chemotactic protein-1, MCP-1 o CCL2), la eotaxina, la proteina inflamatoria de los
macroéfagos 1o (macrophage inflammatory proteins lo, MIP-1a) y la proteina RANTES
(regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted).

Las quimiocinas C son relativamente especificas de linfocitos y comprenden a la
linfotactina-a (XCL1) y linfotactina-f§ (XCL2).

La familia CX3C soélo contiene un miembro definido hasta ahora, la fractalina (CX3CLI).
Esta quimiocina se presenta ligada a la superficie celular o soluble. En células endoteliales

24



Introduccién

induce adhesion de monocitos y linfocitos T a células endoteliales activadas (Stievano y
col., 2004).

Una misma quimiocina se puede unir a varios receptores y diferentes ligandos pueden
unirse al mismo receptor, es decir, existe redundancia funcional entre las quimiocinas que
permite un mayor control de la respuesta inmunitaria. No obstante, existen diferencias en
el tipo de union de las quimiocinas a los receptores y a los glucosaminoglucanos, hay una
separacion temporal y espacial de su expresion, y ademds ocurre un procesamiento post-
translacional de las quimiocinas, asi como oligomerizaciones tanto en quimiocinas como
en sus receptores (Allen y col., 2007).

Las quimiocinas son potentes activadores fisioldgicos de la adhesion leucocitaria mediada
por integrinas. Las quimiocinas activan a las integrinas para que se inicie la adhesion
leucocitaria (Laudanna y col., 2002). Las quimiocinas pueden regular rapidamente la
capacidad de union de las integrinas de forma célulo-especifica, incrementando tanto su
afinidad al ligando como el niimero de posibles uniones con el mismo (Ley y col., 2007).
Estas funciones las realizan activando una compleja red de sefiales intracelulares que
inducen cambios conformacionales en las integrinas (Constantin y col., 2000).

A pesar de tener un papel primordial en el funcionamiento del sistema inmunitario, tanto
ligandos como receptores de quimiocinas estan asociados a numerosas patologias, tales
como enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide, enfermedades pulmonares y
vasculares, rechazo de transplantes, cancer y SIDA.

1.2.7 Enzimas proteoliticos

Los enzimas proteoliticos cumplen diversas funciones en la respuesta inflamatoria,
degradando la matriz extracelular y las proteinas de la membrana basal. Entre estos
enzimas se encuentran elastina, catepsinas y proteinasas de la matriz. Estas proteasas
realizan importantes funciones en diversos procesos como la defensa del huésped, la
remodelacion tisular y la migracion leucocitica (Medzhitov, 2008).

1.3 Células implicadas en la respuesta inflamatoria

En la respuesta inflamatoria intervienen diversos tipos celulares:

- Neutréfilos, que migran al lugar de la lesion y fagocitan patdgenos en respuesta a
mediadores solubles.

- Monocitos y macréfagos, que complementan la funcidon fagocitica de neutrédfilos
en la fase aguda y son fundamentales en la fase crénica.

- Linfocitos, que secretan citocinas y anticuerpos.
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- Eosindfilos, que secretan proteinas y radicales libres que ayudan a combatir a los
microorganismos infecciosos.

- Plaquetas, que liberan mediadores inflamatorios, activan a neutroéfilos e interactiian
con linfocitos para favorecer la sintesis de prostaglandinas.

- (Células endoteliales, que contribuyen a la migracion de neutrédfilos y liberan
mediadores inflamatorios.

Para que los leucocitos realicen su funcidon en una region inflamada, el endotelio vascular
debe permitir su extravasacion de forma selectiva, mientras evita la salida de eritrocitos.
(Pober y col., 2007). La extravasacion celular a través del endotelio comprende la adhesion
leucocitaria y la migracion transendotelial. La adhesion leucocitaria estd mediada por dos
tipos de moléculas presentes en su membrana: las selectinas, que provocan el proceso de
rodamiento, y las integrinas, que lo unen al endotelio vascular (Butcher, 1991).

El rodamiento se debe a las moléculas denominadas selectinas, formadas por una familia
de tres lectinas tipo C. La L-selectina se expresa constitutivamente en leucocitos, la E-
selectina se expresa en células endoteliales y la P-selectina se expresa en plaquetas y
endotelio. Las selectinas interacttian con el ligando 1 de la glucoproteina P-selectina (P-
selectin glycoprotein ligand-1, PSGLI1) y con otros ligandos como CD44 y ligando 1 de
E-selectina (E-selectin ligand-1, ESL-1) (Hidalgo y col., 2007).

La interaccion de las selectinas con su ligando no so6lo permite la adhesion de los
leucocitos al endotelio inflamado, sino que también activa sefiales intracelulares en las
células adheridas. En células mieloides, PSGL1 activa una via de sefializacion que implica
a la tirosina quinasa de bazo (spleen tyrosine kinase, SYK) y a proteinas de la familia de
ezrina/radixina/moesina (ERM) (Urzainqui y col., 2002). La unién de neutrofilos humanos
aislados a E-selectina activa la cascada p38 de MAPK (Simon y col., 2000). En el
rodamiento también participan integrinas como o4f};-integrina (también llamada very late
antigen-4, VLA4) o P,-integrina (Ley y col., 2007).

Los leucocitos circulantes, excepto linfoblastos y monocitos, presentan integrinas en forma
no activada para evitar su unioén no especifica al endotelio vascular o a otros leucocitos
circulantes con ligandos de integrinas, como la molécula de adhesion intercelular (inter-
cellular adhesion molecule, ICAM) 1 y la ICAM-3 (Laudanna y col.,, 2006). Las
quimiocinas activan a las integrinas y se inicia la adhesion leucocitaria. La adhesion de los
leucocitos al endotelio vascular depende del tipo de leucocito y del ligando endotelial, de
la cooperacion entre integrinas o4, como o4f3; (VLA-4) o a4f7, € integrinas de la subfamilia
B2, como oy B, (LFAT1) o anmP, (macrophage-1 antigen, Mac-1) (Springer, 1994).

La migracion celular transendotelial hacia los tejidos inflamados es el paso final en la

extravasacion celular (Figura 7). Antes de migrar a través de las paredes de las vénulas
postcapilares altas (high endothelial venules, HEV), neutrofilos y monocitos se arrastran
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lentamente por el endotelio mediante mecanismos dependientes de Mac-1 y de ICAM-1,
hasta alcanzar el lugar definitivo de migracion (Phillipson y col., 2006). Esta migracion
puede realizarse por dos vias, la via paracelular o, en zonas endoteliales especialmente
delgadas, la via transcelular. Tras atravesar las células endoteliales, los leucocitos penetran
a través de la membrana basal vascular y de la cubierta de pericitos. Esta migracion puede
ocurrir a través de los espacios entre pericitos adyacentes o a través de regiones de la
matriz extracelular con baja concentracion de proteinas (Ley y col., 2007).
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Célula endotelial | célula endotelial scaderina

o (@@ "  Oras
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Figura 7.- Migracion leucocitaria. A) Arrastre de leucocitos antes de la migracion a través de las
células endoteliales, B) migracion leucocitaria a través de la via paracelular, C) migracion
leucocitaria a través de la via transcelular, D) migracion a través de pericitos y matriz extracelular
(adaptado de Ley y col., 2007).

Tras su extravasacion, los leucocitos migran hasta el foco de lesion por el mecanismo de
quimiotaxis, movimiento dirigido por un gradiente de productos bacterianos, citocinas,
componentes del sistema del complemento y metabolitos del acido araquidonico. Estas
moléculas son detectadas por GPCR que emiten sefales de polimerizacion de la actina,
aumentando su concentracion en la zona de avance de la célula.
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Una vez que los leucocitos alcanzan el tejido lesionado mediante los mecanismos de
extravasacion leucocitaria, éstos se activan por contacto directo con los patégenos o por la
accion de citocinas secretadas por las células residentes. La activacion leucocitaria ocurre
por la unién de los estimulos a alguno de los receptores que expresan estas células: TLRs,
GPCRs, receptores de opsoninas y receptores de citocinas. El reconocimiento de
microorganismos o células muertas por parte de neutrofilos y monocitos induce el proceso
de fagocitosis, el cual tiene lugar en tres etapas: reconocimiento y union a la particula a
ingerir, englobamiento de la particula y formacion de la vesicula fagocitica y destruccion o
degradacion del material fagocitado.

1.3.1 Neutrofilos

Los neutréfilos representan la primera linea de defensa del organismo contra patogenos
tales como baterias y constituyen el 40-60% de los leucocitos circulantes.

Los neutrofilos tratan de eliminar agentes invasores mediante la liberacion del contenido
de sus granulos. Primero movilizan las vesiculas secretoras, a continuacion, los granulos de
gelatinasa y los granulos especificos y, por tltimo, los granulos azuréfilos. El arsenal de
proteasas que poseen los neutrofilos generan especies reactivas de oxigeno (reactive
oxygen species, ROS) y de nitrogeno (reactive nitrogen species, RNS) que pueden destruir
rapidamente al patégeno lesivo (Wright y col., 2010).

Estos potentes efectores de la respuesta inflamatoria provocan dafos colaterales en el
tejido ya que no son capaces de discriminar entre el tejido y los patdégenos (Nathan, 2006).

Los neutrofilos activados también son capaces de presentar antigenos via MHC-II,
estimulando asi la activacién y proliferacion de linfocitos T. Asimismo, los neutréfilos
sintetizan y secretan citocinas, como IL-1, IL-1RA, IL-12 y TGFp; quimiocinas, como
IL-8; leucotrienos, principalmente LTB, y prostaglandinas, principalmente PGE, (Wright y
col.,, 2010), por lo que también reclutan otras células inmunitarias hacia la region
lesionada, como macrofagos.

1.3.2 Macrofagos

Los macrofagos y las células dendriticas (dendritic cells, DC) se diferencian a partir de
monocitos sanguineos cuando migran hacia los tejidos (Cools y col., 2007).

El reclutamiento de macréfagos en la zona lesionada es basico durante la fase de
resolucion de la respuesta inflamatoria, ya que estas células fagocitan a neutréfilos muertos
y a sus productos, asi como a células en estado apoptotico. Los macréfagos, ademas,
contribuyen a la resolucion de la respuesta inflamatoria produciendo mediadores como
TGFp e IL-10. La TGFp induce la produccion de componentes de la matriz extracelular y
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contribuye asi a la reparacion tisular (Huynh y col., 2002). IL-10 inhibe la sintesis y
accion de otras citocinas proinflamatorias (Mege y col., 2006). Pararadojicamente, la
produccion de TNF por parte de macrofagos también puede contribuir a la resolucion de la
inflamacién ya que puede unirse al receptor TNF-RI, dominio que induce la apoptosis
celular (Shen y col., 2006).

1.4 Estrés oxidativo en la respuesta inflamatoria

La utilizacion de oxigeno por parte de las mitocondrias de las células aerdbicas genera
especies reactivas de oxigeno (ROS) que incluyen radicales libres como el anion
superoxido (Oy) y el radical hidroxilo (*OH) y también el peroxido de hidrogeno (H,0,) y
otros peroxidos organicos. En condiciones de hipoxia, la cadena respiratoria mitocondrial
también produce oxido nitrico (NO), que puede generar especies reactivas de nitrogeno
(RNS). Los RNS a su vez pueden originar otras especies reactivas induciendo peroxidacion
lipidica (Poyton y col., 2009). Los radicales libres pueden participar en un gran nimero de
reacciones subsiguientes a su formacion a través de las cuales se forman nuevos
metabolitos reactivos (Figura 8).
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Figura 8.- Relacion entre radicales libres y sus metabolitos (adaptado de Durackova, 2010).

El NO se origina a partir de L-arginina por acciéon de la sintasa de NO (nitric oxide
synthase, NOS). Existen 3 isoformas de NOS: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e
inducible (iNOS). En condiciones fisioldgicas, la mayor parte del NO es sintetizado por la
eNOS. En ciertos vasos, como en los cerebrales, el NO también es sintetizado por la nNOS
presente en neuronas de la capa adventicia vascular. Tanto eNOS como nNOS son
constitutivas en células sanas. Sin embargo, la iNOS se activa en estados inflamatorios
inducidos por endotoxinas o citocinas (Vallance y col., 2001). Una vez sintetizado, NO
difunde a través de la membrana celular endotelial, entra en las células del musculo liso
vascular, activa a la guanilato ciclasa, e incrementa la concentracién de cGMP intracelular
que produce la relajacion vascular y, por lo tanto, vasodilatacion (Moncada y col., 2006).
El ¢cGMP media los efectos biologicos de NO sobre el tono vascular y la funcion
plaquetaria. El NO, ademas de su potente accion vasodilatadora, también evita la
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agregacion plaquetaria, la migracion leucocitaria y la adhesion celular al endotelio y atentia
la proliferacion y la migracion de leucocitos (Vallance y col., 2001).

ROS y RNS son productos normales del metabolismo celular y presentan efectos
beneficiosos a bajas concentraciones. Las ROS juegan un importante papel en la
senalizacion intracelular y NO induce vasodilatacion y regula la activacion plaquetaria. Sin
embargo, el exceso de oxidantes puede producir importantes dafios moleculares y
celulares.

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre la produccion de radicales libres y
metabolitos reactivos y su eliminacion o neutralizacion, por medio de mecanismos
protectores y antioxidantes (Durackova, 2010). Durante la respuesta inflamatoria, los
mastocitos y leucocitos reclutados incrementan el consumo de oxigeno y liberan ROS
(Hussain y col., 2003). Por otra parte, las citocinas y quimiocinas liberadas por las células
efectoras de la respuesta inflamatoria pueden activar factores de transcripcion que median
la respuesta inmediata ante estrés celular como NF-«xB, transductor de sefiales y activador
de transcripcion 3 (signal transducer and activator of transcription 3, STAT3), factor la
inducible por hipoxia (hypoxia-inducible factor-la, HIF-1a), proteina activadora 1
(activator protein-1, AP-1), factor nuclear de linfocitos T activados y el factor 2
relacionado con NF-E2 (NF-E2 related factor-2, Nrf2). Por otro lado, la induccion de
COX-2 y de la iNOS, la expresion aberrante de citocinas inflamatorias como TNF, IL-1 e
IL-6, y de quimiocinas y sus receptores como IL-8 y el receptor 4 de la quimiocina CXC
(CXC chemokine receptor 4, CXCR4) producidas por las células efectoras de la respuesta
inflamatoria, asi como alteraciones en la expresion de microRNAs especificos, parece que
también juegan un papel en la inflamacion inducida por estrés oxidativo (Hussain y col.,
2007). Este ambiente inflamatorio/oxidativo conduce a un circulo vicioso que puede danar
a células epiteliales y estromales circundantes e incluso puede conducir a la carcinogénesis
tras un largo periodo de tiempo (Federico y col., 2007, Reuter y col., 2010).

El organismo posee un sistema de antioxidantes para preservarlo del exceso de oxidantes.
Este sistema estd formado por las enzimas superoxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPx), glutation reductasa, catalasa, transferrina y metalotioninas, y
antioxidantes no enzimaticos, como glutatiéon, albumina, acido urico, &cido lipoico,
ubiquinol, etc... Ademads, antioxidantes exdgenos procedentes de la dieta como las
vitaminas C, D y E, y flavonoides ayudan al organismo a mantener su equilibrio redox
(Durackova, 2010).

1.5 Larespuesta inflamatoria aguda

La inflamacién aguda es la primera respuesta ante una lesion y puede durar desde minutos
hasta varios dias. Es una respuesta inespecifica que aparece antes de que se establezca la
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respuesta inmunitaria adaptativa y tiene como fininalidad eliminar al agente lesivo y
limitar la magnitud de la agresion. La respuesta inflamatoria aguda implica la aparicion de
componentes sanguineos (proteinas plasmaticas y leucocitos) en el sitio de infeccion o
lesion.

Existen tres tipos de sefiales de lesion tisular que provocan la liberacion de mediadores
inflamatorios. Las neuronas liberan péptidos bioactivos en respuesta al dolor, producido
por la estimulacion de nociceptores por parte de ATP liberado por células muertas o por
bradicinina, generada a partir de la cascada proteolitica inducida por el dafio vascular
(Basbaum y col.,, 2009). Por otro lado, las células lesionadas liberan proteinas
intracelulares producidas constitutivamente, como las proteinas heat-shock, el factor de
transcripcion de grupo B1 de alta movilidad (high mobility group B1, HMGB1) y péptidos
mitocondriales que presentan el grupo N-formilo, caracteristico de proteinas procariotas, lo
que provoca la produccion de citocinas. En el caso de infeccion por microorganismos,
¢éstos o sus productos son detectados a través de su union a receptores solubles del
organismo, como moléculas del sistema del complemento, proteinas de uniéon a manosa y
de unioén a lipopolisacarido, y a receptores celulares como TLRs, NLRs o RLRs (Nathan,
2002).

La lesion inicial comporta la activacion de macrofagos y mastocitos residentes en el tejido
(Figura 9), los cuales intentan eliminar al organismo patogeno o restos celulares mediante
fagocitosis, activando la liberacion de mediadores inflamatorios. Algunos de los
mediadores producidos por mastocitos residentes y células endoteliales de la zona
lesionada actian sobre los vasos cercanos induciendo cambios en su calibre y su flujo para
facilitar la salida de plasma y el reclutamiento de leucocitos circulantes. Concretamente, de
forma inmediata a la lesion se produce una vasoconstriccion transitoria de las arteriolas
subyacentes mediada por aminas vasoactivas y eicosanoides (Monaco y col., 2003). A
continuacion, tiene lugar la vasodilatacion arteriolar provocada principalmente por
histamina, NO, leucotrienos y prostaglandinas (PGI,, PGD,, PGE, y PGF,,), mediadores
que inducen eritema (rubor) y calor en la zona lesionada. Asimismo aumenta la
permeabilidad vascular a causa de la contraccion de las células endoteliales, mediada por
histamina, bradicinina, leucotrienos y sustancia P, permitiendo asi que las proteinas
plasmaticas salgan al compartimento intersticial. La salida de este exudado desarrolla el
cuarto signo de la respuesta inflamatoria, el edema (Aller y col., 2004). La vasodilatacion
permite la llegada de mediadores solubles y células efectoras de la respuesta inflamatoria a
la zona lesionada (Sherwood y col., 2004).

Ademas de la salida de proteinas plasmaticas en la zona lesionada, se produce la
extravasacion leucocitaria, principalmente neutrofilos, a través de mecanismos de adhesion
leucocitaria y migracion transendotelial (apartado 1.3). Cuando los leucocitos extravasados
se ponen en contacto con microorganismos o mediadores de la respuesta inflamatoria
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aguda, como citocinas, se estimulan y se activa la formacion de nuevos mediadores
inflamatorios.

Mastocitos

Neuropéptidos

i Histamina,
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Quimiocinas, TNF

Trauma

Bacterias y sus productos

HSPs, HMGBI,

—
P
—~—
péptidos formilos Complemento C5a, C3bi-bacteria

MbvarEygie, AHO y Produccion de ROS, ,”'_"
—~ degranulacion f A
@ C‘L‘g (EW ] 8r \Qghj \,_;*
Fa et /
L.

\\ Metaloproteinasas activadas, ..f'r
b inhibidores de proteasas inactivados J

] N /
Antigeno
\\_ //
-y r :
e P Defensinas

IFNy, TNF - "4
8 s . A~
y s,
e
b
.,

=~ Produce —
Recluta,
activa

Figura 9.- Flujo de informacion en las primeras etapas de trauma con infeccion
(adaptado de Nathan, 2002).

Se asume que la fase aguda de la inflamacién es beneficiosa para el individuo ya que es
una respuesta muy conservada entre especies animales. Sin embargo, existen casos en los
que se observan manifestaciones sistémicas después de una respuesta inflamatoria aguda
que constituyen la ‘respuesta de fase aguda’. Estas manifestaciones sistémicas se producen
cuando los mediadores quimicos generados en el sitio inflamado alcanzan la sangre y se
distribuyen por todo el organismo (Cone, 2002). Entre los sintomas de la respuesta de fase
aguda se incluyen fiebre, somnolencia, letargo, anorexia, etc... (Tabla 4).

La respuesta inflamatoria aguda puede evolucionar a:

- Resolucion completa de la inflamacion

- Cicatrizacion y sustitucion por tejido conectivo (fibrosis) en caso de que se haya
producido una importante destruccion tisular, de que la lesion afecte a tejidos no
regenerativos, o de que haya habido una abundante exudacion de fibrina hacia
tejidos o cavidades serosas

- Progresion hacia una respuesta inflamatoria cronica
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Tabla 4.- Caracteristicas de la respuesta de fase aguda (adaptado de Cone, 2001).

Cambios Sistémicos

Proteinas plasmaticas Incremento de proteina C reactiva (CRP), proteina amiloide A
sérica, componentes del sistema del complemento, fibrinégeno,
plasmindgeno, ceruloplasmina, haptoglobina, IL-IRA 'y
fibronectina
Decremento de albumina, transferrina, globulinas de union a
tiroxina y a-fetoproteina

Componentes plasmaticos no Incremento de cobre

proteicos Decremento de zinc e hierro.

Cambios endocrinos Incremento de catecolaminas, cortisol, arginina, vasopresina
Decremento del factor de crecimiento insulinico tipo 1

Cambios hematoldgicos Leucocitosis, trombocitosis

Cambios metabdlicos Incremento de la tasa metabolica y lipolisis, fiebre

Decremento de gluconeogénesis
Cambios comportacionales Somnolencia, letargo, anorexia

1.6 Resolucidon de la respuesta inflamatoria

La respuesta inflamatoria aguda finaliza cuando el dafo producido por el inductor es
eliminado y el tejido es reparado. La finalizacion de la respuesta inflamatoria es un proceso
activo y regulado, conocido como resolucion de la inflamacién. Los mecanismos
reguladores que conllevan la resolucion de la respuesta inflamatoria implican un cambio en
la secrecion de mediadores.

La interaccion de plaquetas y leucocitos en vasos sanguineos provoca la produccion de
lipoxinas A4 y B4, que actian como sefiales de parada ya que bloquean el reclutamiento de
neutrofilos desde las vénulas postcapilares.

En la zona inflamada, las prostaglandinas sefalizan el final de la respuesta inflamatoria
activando la regulacion transcripcional de la lipooxigenasa 15 en neutrdfilos. De este
modo, en estas células se activa la produccion de lipoxinas a partir del 4cido araquiddnico.
La disminucion de la migracion de neutroéfilos hacia el foco inflamatorio se asocia también
a un cambio en los mediadores lipidicos a resolvinas de las series D y E y protectinas.
Estos cambios en la produccion de eicosanoides inician la resolucion de la inflamacion. Si
el inductor inflamatorio no es eliminado y persiste, no tiene lugar la fase de resolucion
(Serhan y col., 2005).

1.7 Larespuesta inflamatoria crénica

El bloqueo de alguno de los pasos de la respuesta inflamatoria aguda puede desviar el
proceso hacia un patron patologico. Asi, se pueden originar granulomas por la infiltracion
de leucocitos, fibrosis por la formacion de paquetes de colageno que puede llegar a la
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distorsion tisular e incluso a la transformacion neoplésica de algunas células debido a la
oxidacion del DNA por una respuesta inflamatoria persistente (Nathan, 2002).

Una respuesta inflamatoria puede convertirse en patologica si se cronifica o se exacerba.
La etiologia y los mecanismos de la respuesta inflamatoria cronica son mucho menos
conocidos que los de la respuesta inflamatoria aguda.

Clasicamente, la cronificacion de la respuesta inflamatoria se ha definido como un bucle de
procesos sin resolucion que desemboca en una patologia cronica. Este estado puede ser
causado por infecciones crdnicas, dafios tisulares no reparados, contacto persistente con
alérgenos, particulas extrafias indigeribles o cristales endégenos como el urato monosodio.
Este tipo de respuesta inflamatoria crénica estd localizada tipicamente en la zona donde el
inductor inflamatorio estd presente y, a veces, provoca la remodelacion de los tejidos
locales (Medzhitov, 2010).

Sin embargo, la respuesta inflamatoria cronica no siempre esta causada por los inductores
clasicos de la inflamacion, es decir, por infeccién o por lesion. La respuesta inflamatoria
cronica también puede estar asociada a enfermedades relacionadas con el sistema
inmunitario como la autoinmunidad y la alergia. Una enfermedad autoinmune puede ser
causada por una reaccién inmunitaria autoperpetuada contra tejidos del propio organismo,
como son la artritis reumatoide o la esclerosis multiple, o bien por una reaccion
inmunolégica no controlada contra patogenos, como es la enfermedad inflamatoria
intestinal.

Paraddjicamente, la resolucion de la respuesta inflamatoria y la respuesta inflamatoria
cronica comparten numerosos mediadores y efectores, como componentes del sistema del
complemento, quimiocinas y citocinas. Los macrofagos juegan un papel primordial en la
resolucion de la inflamacion, pero pueden contribuir a la lesion tisular y al mantenimiento
de la respuesta inflamatoria crénica como resultado del estrés celular cronico (Gordon y
col., 2003). Quimiocinas y citocinas secretadas por macrofagos activados, como TNF e IL-
1, inducen el reclutamiento de linfocitos, que son fundamentales durante la respuesta
inflamatoria cronica mediada por anticuerpos y células. A su vez los linfocitos T activados
producen citocinas que reclutan macréfagos de la circulacion y los activan (como IFNy).
Esta compleja interaccion entre macrofagos y linfocitos hace que una respuesta
inflamatoria tienda a agravarse y cronificarse.

1.8 La artritis reumatoide como enfermedad inflamatoria

cronica

La artritis reumatoide (rheumatoid arthritis, RA) es una enfermedad inflamatoria articular
de origen desconocido que afecta al 1% de la poblacion mundial. La RA se define como
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una enfermedad inflamatoria sistémica autoinmune caracterizada principalmente por
sinovitis cronica simétrica y erosiva de las articulaciones sinoviales. Los pacientes que
padecen RA presentan diferentes autoanticuerpos séricos y exhiben destruccion de las
articulaciones pequefias sinoviales. Ademas la RA puede afectar también a otros tejidos y
organos como piel, vasos sanguineos, corazon, pulmones y musculos.

El término de artritis reumatoide deriva del de fiebre reumatica (del griego rheumatos:
flujo) que cursa con dolor en articulaciones. La RA se conoce desde la antigiiedad. En el
libro hindu ‘Caraka Samhita’, escrito entre el afio 500 a.C. y el 100 d.C., aparece una
descripcion bastante ajustada a la de la RA y diversos autores, desde Hipdcrates hasta
Galeno, hacen referencia a dolencias y deformaciones articulares atribuibles a la RA. No
obstante, la primera descripcion reconocida de la RA fue publicada en la tesis doctoral de
Augustin Jacob Landré-Beauvais en 1800, en la que describia la poliartritis en una serie de
mujeres a la que denomind ‘gota asténica primitiva’.

1.8.1 Etiologia de la artritis reumatoide

La artritis reumatoide es una enfermedad de origen multifactorial en la que estan
implicados tanto factores ambientales como genéticos. La RA es méas comun en mujeres
que en hombres, presenta una mayor prevalencia en individuos entre 40 y 70 afios, y en su
desarrollo también influyen la etnia y factores ambientales como tabaquismo, agentes
contaminantes y dieta (Tobon y col., 2010). Se ha descrito que dietas ricas en pescado,
aceite de oliva y vegetales protegen de la RA debido a su alto contenido en acidos grasos
®-3 (Rosenbaum y col., 2010). Un elevado consumo de vitamina D también comporta un
menor riesgo de padecer RA. La vitamina K, presente en legumbres y vegetales, puede
inhibir la proliferacion de sinoviocitos disminuyendo asi la gravedad de la RA (Tobdn y
col., 2010).

Por otro lado, el desarrollo de la RA se asocia a factores genéticos en un 50-60% de los
casos. El principal gen relacionado con la RA es el HLA-DR1, contribuyendo al desarrollo
de la enfermedad en 1 de cada 3 casos (Lee y col., 2009). El epitopo de susceptibilidad es
QKRAA o QRRAA, presente también en otros genes DR asociados a RA, como DR4 y
DR14. La presencia del epitopo de susceptibilidad también influye en la gravedad de la
enfermedad ya que se asocia a un mayor riesgo de desarrollar RA extrarticular y erosiva
(Weyand y col., 1992). Otro factor de susceptibilidad genética para desarrollar RA se
localiza en el cromosoma 1, en el gen de la tirosina fosfatasa PTPN22. La sustitucion de un
solo nucledtido en posicion 1856 en este gen hace que la proteina transcrita presente
triptofano en lugar de arginina en posicion 620, lo cual permite a los linfocitos T
especificos de autoantigeno escapar de la deleccion clonal, predisponiendo asi a padecer
autoinmunidad (Begovich y col., 2004). En la RA ambién se han identificado
polimorfismos de TRAF1-C5 y TNFAIP3.
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1.8.2 Patogenia de la artritis reumatoide

La destruccion de las articulaciones sinoviales en RA se debe a una respuesta continuada
del sistema inmunitario, con activacion de linfocitos y produccion de mediadores
inflamatorios. La teoria patogénica mas aceptada hasta hace unos afos era que la RA se
desencadena por la exposicion de un individuo genéticamente susceptible a un antigeno
artritogénico. No obstante, existe otra hipotesis alternativa en la que se plantea que el inicio
de la inflamaciéon sinovial se produce por mecanismos independientes del antigeno
iniciados por la respuesta inmunitaria innata que derivan posteriormente en una respuesta
del sistema inmunitario adaptativo (Garcia de Vicufia y col., 2005).

Para comprender los cambios morfoldgicos que se producen en la RA es necesario explicar
la estructura de una articulacion sinovial normal. La articulacion sinovial se caracteriza por
presentar una cavidad articular revestida por la membrana sinovial, que contiene liquido
sinovial, por presentar los extremos 0seos recubiertos por cartilago articular y por estar
unida mediante una cépsula articular (Figura 10). La membrana sinovial esta formada por
tejido conectivo vascular que produce el liquido sinovial, el cual nutre al cartilago y lubrica
las superficies articulares. Esta membrana presenta una monocapa poco vascularizada de
sinoviocitos en la capa intima y un espacio subsinovial de estroma conjuntivo
relativamente acelular. La cépsula articular se define como una cépsula fibrosa que
encierra a las superficies que se articulan y a la cavidad articular. Las articulaciones
sinoviales presentan frecuentemente ligamentos accesorios que las refuerzan (Moore y col.,
2003).

Durante las primeras etapas de la RA se produce neoangiogénesis inducida por factores
angiogénicos, principalmente el factor de crecimiento vascular (vascular endothelial
growth factor, VEGF), y activacion del endotelio de las HEV, que recluta desde la
circulacion sanguinea leucocitos activados, incluyendo macréfagos, células dendriticas,
linfocitos B y T, mastocitos y células NK y NKT. Reforzada por el incremento de
vascularizacion se produce sinovitis con hipertrofia e hiperplasia de sinoviocitos tanto de
tipo macrofago (tipo A) como de tipo fibroblasto (tipo B). Con el progreso de la
enfermedad, la sinovitis da lugar al cambio histologico mas caracteristico de la RA, la
formacion del pannus (Figura 10). Este pannus es un tejido de granulacion, invasivo y
altamente vascularizado, compuesto fundamentalmente por sinoviocitos activados que, a
través de la produccion de metaloproteinasas, invaden el cartilago. La progresiva
destruccion del cartilago da lugar al pinzamiento del espacio articular. La invasion del
tejido 6seo por el pannus produce erosiones Oseas y acaba destruyendo el hueso
subcondral, la capsula articular, tendones y ligamentos.
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Figura 10.- Estructura de una articulacion sinovial normal y afectada por artritis reumatoide
(adaptado de Garcia de Vicuiia y col., 2005).

Paradojicamente, a pesar de presentar una gran vascularizacion, la lesion sinovial en RA se
encuentra en un ambiente marcadamente hipdxico y acido, con baja concentracion de
glucosa y alta concentracion de lactato, indicativo de un metabolismo anaerébico (Taylor y
col., 2005). Los factores que contribuyen a la hipoxia en las articulaciones con RA son
principalmente la alta demanda metabdlica del tejido sinovial inflamado y la rapida tasa de
proliferacion sinovial (Stevens y col., 1991). Por otro lado, la expresion local de enzimas
degradativos en RA, como metaloproteinasas, serin-proteasas y agrecanasas, provocan la
digestion de la matriz extracelular y la destruccion de las estructuras articulares (Firestein,
2003).

En las articulaciones de pacientes con RA, los linfocitos Th y B y los macrofagos
infiltrados pueden llegar a formar agregados linfoides discretos con centros germinales,
asociados a la expresion de LTP, CCL13 y CCL21. Recientemente se ha demostrado que
estos centros germinales pueden contribuir a la maduracion y cambio de clase de linfocitos
B y, por tanto, pueden promover la produccion de autoanticuerpos dirigidos contra
autoantigenos articulares, sistémicos y/o péptidos antigénicos de agentes infecciosos
(Humby y col., 2009).

Las citocinas juegan un papel primordial en la perpetuaciéon de la RA. Curiosamente,
citocinas propias de linfocitos T como IL-2 e IFNy se encuentran presentes en relativa baja
concentracion en tejido y liquido sinovial, mientras que productos propios de macréfagos y
fibroblastos son abundantes, principalmente IL-1, IL-6, TNF-a, IL-15, IL-18, GM-CSF,
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quimiocinas, etc... (Firestein y col., 2003). Parece ser que existe una red paracrina y
autocrina de citocinas que perpetua la sinovitis de las articulaciones en RA, asi como la
acumulacion de leucocitos, ya que los sinoviocitos del revestimiento sinovial producen
factores que mantienen la inflamacion (Figura 11). Estas células a su vez son capaces de
expresar otras citocinas, metaloproteinasas, prostaglandinas y NO. Las intervenciones
terapéuticas con inhibidores de citocinas subrayan la importancia de éstas en la RA.
Farmacos contra TNF-a ralentizan o previenen la progresion de las lesiones en hueso y
cartilago (Lipsky y col., 2000).

Factor reumatoide
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Figura 11.- Vias de sefalizacion por citocinas implicadas en la artritis inflamatoria
(adaptado de Choy y col., 2001).

1.8.3 Autoinmunidad en la artritis reumatoide

La respuesta humoral que se presenta en pacientes con RA incluye numerosos
autoanticuerpos contra diversos autoantigenos articulares (colageno tipo II, proteina p205,
agrecano y otras proteinas del cartilago), sistémicos (region Fc de la IgG, filagrina,
proteina p68, ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares y glucosa 6 fosfato isomerasa) y
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péptidos antigénicos de agentes infecciosos (glucoproteina 110 del virus Epstein Barr,
proteinas de Mycoplasma, proteinas tipo heat shock de micobacterias) (Garcia Vicuia y
col., 2005).

El factor reumatoide fue el primer autoanticuerpo observado por Waaler en 1939, y
posteriormente fue caracterizado por Kunkel (Franklin y col., 1957). El factor reumatoide
es un anticuerpo generalmente de clase IgM dirigido contra la IgG concretamente contra
los dominios y2- y3 del Fc (Song y col, 2010). En 1973 se consider6 que el factor
reumatoide era el principal factor patogénico de la RA ya que forma inmunocomplejos que
activan al sistema del complemento y conducen a la liberacion de factores quimiotacticos
como C5a, que atraen células inflamatorias, en particular neutréfilos, hacia la articulacion
sinovial (Zvaifler, 1973). Sin embargo, el factor reumatoide se encuentra también en
personas sanas y en pacientes con otras patologias inflamatorias cronicas como hepatitis B
cronica, por lo que no puede ser considerado como el agente causal de la RA (Duskin y
col., 2010). No obstante, el factor reumatoide es un buen indicador clinico ya que, en
general, pacientes seropositivos para este autoanticuerpo desarrollan una enfermedad mas
grave (Bas y col., 2002).

El colageno tipo II es uno de los principales constituyentes del cartilago articular. Aunque
los anticuerpos contra coladgeno tipo II fueron identificados en el suero de pacientes con
RA hace més de 20 afos, su prevalencia y significado atn no estan totalmente claros, por
lo que no son considerados diagnosticos ni indicadores de la actividad de esta enfermedad
(Duskin y col., 2010), aunque son importantes en modelos animales para el estudio de RA
como en la artritis inducida por colageno. Otros autoanticuerpos presentes en pacientes que
padecen RA son los anticuerpos contra Jo-I, anticuerpos antinucleares y anticuerpos
antiglucosa-6-fosfato isomerasa.

Los anticuerpos contra proteinas o péptidos citrulinados postraduccionalmente constituye
otra respuesta autoinmune en la RA, definida en el afio 2000. El determinante antigénico
incluye el aminoécido citrulina, que se produce cuando la arginina es modificada por el
enzima peptidil-arginina deiminasa (peptidyl-arginine deiminase, PAD) (Berretzen y col.,
1997). Desde su primera descripcion se han identificado numerosos anticuerpos de este
tipo como el factor antiperinuclear (antiperinuclear factor, APF), el anticuerpo contra
queratina (anti-keratin antibody, AKA), el anticuerpo contra filagrina (antifilaggrin
antibody, AFA), el anticuerpo contra Sa y los anticuerpos contra péptido citrulinado ciclico
(anti-cyclic citrullinated peptide, anti-CCP). APF y AKA generalmente se encuentran en
pacientes con RA de larga duracion y raramente se detectan en RA temprana (Duskin y
col., 2010). Estos anticuerpos séricos son capaces de unirse a fibrina y se ha observado de
forma caracteristica depositos de fibrina en el tejido sinovial de pacientes con RA
(Masson-Bessiere y col., 2001). El anticuerpo contra Sa reacciona contra el citoesqueleto,
concretamente contra la vimentina citrulinada. Este anticuerpo se ha encontrado en bazo,
placenta y pannus reumatoide humanos (Vossenaar y col., 2004) y se asocia con
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manifestaciones articulares graves, siendo tres veces mas prevalente en pacientes con
erosion articular grave (Hayem y col., 1999), por lo que se considera indicador de RA
erosiva. Los anticuerpos séricos anti-CCP también se correlacionan con una mayor
destruccion articular (Vallbracht y col., 2004). Parece que algunos factores de riesgo a
desarrollar RA, como el alelo HLA-DRBI1 o el tabaquismo, promueven el desarrollo de
anticuerpos anti-CCP (Cooles y col., 2011).

A pesar de la estrecha relacion entre los autoanticuerpos contra proteinas citrulinadas y la
RA, estos anticuerpos también se han identificado en otras enfermedades como poliartritis
inflamatoria, lupus eritematoso, esclerosis sistémica, artritis psoridtica, artritis idiopatica
juvenil o infeccidn crénica por virus de la hepatitis C (Duskin y col., 2010).

1.8.4 Semiologia de la artritis reumatoide

El inicio de la clinica de RA en el 60% de los casos es insidiosa, lenta y gradual, y casi
siempre predominan manifestaciones sistémicas no especificos como astenia, anorexia,
fatiga, pérdida de peso y febricula, que permanecen durante semanas o meses antes de la
afectacion articular (Felson, 1993). No obstante, la enfermedad puede aparecer siguiendo
otros patrones denominados inicio agudo o intermedio (8-15% de los casos), en el que las
manifestaciones articulares se instauran en pocos dias, inicio como la enfermedad de Still,
en el que el sintoma predominante es la fiebre y se asocia a complicaciones como
vasculitis o serositis, inicio palindromico, inicio agudo con dolor e inflamacién de una o
dos articulaciones que remite espontaneamente en horas o dias, e inicio de RA tardia, en el
que se presentan caracteristicas semejantes a la polimialgia reumatica (Sanchez y col.,
2009).

1.8.4.1 Manifestaciones articulares

Las manifestaciones articulares, en la mayoria de los pacientes con RA, se caracterizan por
inflamacién de una o varias articulaciones pequefas sinoviales de manera simétrica y por
afectacion con dolor articular. La sinovitis se manifiesta por aumento de volumen blando y
sensible en articulaciones sinoviales. El dolor generalmente se presenta durante la fase de
actividad de la enfermedad, durante el movimiento de las articulaciones afectadas.

La afectacion de manos y mufiecas aparece en casi todos los casos de RA y puede variar
segun se trate de la fase aguda o cronica de la enfermedad. En la etapa aguda se presenta
afectacion de muiiecas, articulaciones metacarpofalangicas e interfalangicas proximales
(Figura 12).
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Figura 12.- Inflamacion metacarpofalangica e interfalangica proximal propias de la RA
representadas en el 6leo ‘La familia de Jodaens en un jardin’ de Jacob Jordaens
(1630; Museo del Prado, Madrid).

En la fase cronica, especialmente si la enfermedad ha tenido una evolucion destructiva, se
distinguen las siguientes deformaciones en manos:

- Dedos de cuello de cisne: hiperextension de las articulaciones interfalangicas
proximales e hiperflexion de las interfalangicas distales.

- Dedos en Boutonniére o en ojal: hiperflexion de las articulaciones interfalangicas
proximales e hiperextension de las interfalangicas distales.

- Mano en rafaga: desviacion cubital de los dedos a nivel de articulaciones
metacarpofalangicas.

Aunque la afectacion de manos y mufiecas sean las mas frecuentes, cualquier articulacion
puede verse afectada por RA. Entre las articulaciones afectadas por RA se encuentran mas
habitualmente las de pies, columna vertebral, caderas, rodillas, hombros y codos. Si la
enfermedad sigue su curso evolutivo, durante aproximadamente los dos primeros afios se
presentan lesiones articulares y tendinomusculares mas graves, apareciendo deformidades
caracteristicas en estas articulaciones como desviacion cubital, pulgar en zeta, hallux
valgus, dedos en martillo, pie plano-valgo, pie reumatoideo y retracciones articulares,
sobre todo en rodillas, caderas y codos (Pefia, 1997; Sanchez Atrio y col., 2009).

Una manifestacion importante de la RA es la rigidez matutina de articulaciones, que
aparece tras un periodo prolongado de reposo, persiste al menos durante 45 minutos y cede
con el paso del tiempo. La rigidez se observa en el 80-95% de los pacientes y esta
relacionada con el grado de inflamacion de la articulacion y con la falta de movimiento
muscular que ayuda al retorno de la sangre al sistema venoso (Pena, 1997).
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1.8.4.2 Manifestaciones extraarticulares

Entre las manifestaciones extraarticulares mas comunes de la RA se encuentran (Pefa,
1997; Sanchez Atrio y col., 2009):

- Debilidad y atrofia muscular, principalmente de la musculatura cercana a las
articulaciones afectadas en estadios precoces de la enfermedad.

- Nodulos reumatoides, que aparecen frecuentemente en zonas que soportan presion
como codos pero también pueden aparecer en tendones, pericardio, pleura... Estos
nodulos son de tamafo variable, firmes, no dolorosos y no se adhieren a la piel. Son
la manifestacion extraarticular mas frecuente y aparecen hasta en el 25% de los
casos.

- Manifestaciones oculares, principalmente queratoconjuntivitis seca, escleritis y
epiescleritis. Aparecen hasta en un 25% de los pacientes de RA.

- Manifestaciones pulmonares, como derrame pleural, neumonitis intersticial y
bronquitis obliterante.

- Manifestaciones cardiovasculares como pericarditis, miocarditis, endocarditis y
vasculitis.

- Anemia

- Sindrome de Sjogren, caracterizado por destruccion de glandulas de secrecion
externa como glandulas lagrimales, salivales, sudoriparas y glandulas de la vagina,
intestino y bronquios. Su destruccion progresiva provoca sequedad generalizada.
Este sindrome constituye una de las complicaciones mas frecuentes de la RA,
ocurriendo en el 80% de los casos de RA.

- Manifestaciones en el sistema tegumentario. En periodos avanzados, la piel de los
pacientes con RA se atrofia, aparece lisa y brillante, lo que favorece la aparicion de
ulceras, sobre todo en las piernas. También es relativamente frecuente el eritema
palmar.

- Manifestaciones neurologicas, como el sindrome del tunel carpiano, ansiedad y
depresion.

1.8.5 Tratamiento de la artritis reumatoide

Para inducir la remision de la RA la primera linea de tratamiento suele implicar el uso de
farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (disease-modifying
antirheumatic drugs, DMARDs), entre los cuales el mas comunmente prescrito es el
metotrexato. En pacientes refractarios se usa un DMARD alternativo, como sulfasalazina o
leflunomida, o una combinacion de DMARDs (Smolen y col., 2010). Los DMARDs se
pueden prescribir con coadyuvantes antiinflamatorios no esteroideos.

Dada la importancia de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1 e IL-6 en la
patogénesis de RA, se ha desarrollado una nueva clase de fairmacos remisores de RA
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denominados farmacos bioldgicos ya que su finalidad es neutralizar la actividad biologica
de estas citocinas. Los primeros agentes bioldgicos aprobados para el tratamiento de RA
son antagonistas del TNF como el infliximab (anticuerpo quimérico monoclonal), el
adalinumab (anticuerpo humano monoclonal) y el etanercept (anticuerpo receptor soluble
de TNF) (Taylor y col., 2009). Otros farmacos biolégicos son el golinumab (anticuerpo
monoclonal humano contra TNF) o el certolizumab pegol (anticuerpo monoclonal
humanizado que neutraliza al TNF tanto soluble como unido a membrana). Todos estos
farmacos mejoran los signos y sintomas de RA y ralentizan o previenen los dafios
estructurales (Nam y col., 2010) pero no son efectivos en todos los pacientes o durante
todo el tratamiento (Atzeni y col., 2011).

Durante el tiempo en el que no se logra la remision de la RA y en aquellos casos en los que
haya una ausencia de respuesta o el tratamiento no se haya realizado de forma precoz
existen tratamientos paliativos para mejorar la calidad de vida del paciente. Estos
tratamientos incluyen analgésicos y antiinflamatorios no esteroideos, como paracetamol,
cadeina y tramadol, que provocan un alivio sintomatio pero no alteran el curso de la
enfermedad. Por otro lado, los corticoides se emplean actualmente de forma puntual ya que
ayudan al control de los sintomas de forma local en articulaciones inflamadas o de forma
sistémica durante el tiempo de latencia de los DMARDs, sin embargo no existen
evidencias de que contribuyan a evitar el progreso de la enfermedad y se han demostrado
efectos deletéreos a largo plazo (Sivera y col., 2005).

Ademas de las estrategias farmacologicas, existen otras no farmacoldgicas como seguir
una dieta equilibrada rica en acidos grasos -3, realizar una actividad fisica adecuada,
seguir las indicaciones fisioterapeuticas y recibir apoyo psicologico que pueden ayudar a
mejorar la calidad de vida de los pacientes de RA (Sénchez y col., 2009).

1.8.6 Modelos experimentales de artritis reumatoide

Existen numerosos modelos experimentales de RA. En rata se han desarrollado modelos
como la artritis adyuvante, artritis inducida por coldgeno, artritis inducida por LPS entre
otros (Tabla 5) (Di Paola y col., 2008).

A pesar de existir numerosos modelos experimentales, los mas comunmente utilizados para

el ‘screening’ de farmacos antirreumaticos son la artritis adyuvante y la artritis inducida
por colageno, ya que son modelos sencillos y facilmente reproducibles.
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Tabla 5.- Modelos de artritis experimental. Vias i.d. (intradérmica), i.a. (intraarticular), i.p.

(intraperitoneal), i.v. (intravenosa).

Modelo de artritis Descripcion Animal Antigeno Via
Adyuvante completo de
Adyuvante Pearson y col., 1956  Rata Lewis Freund i.d.
Ratén C57B6 y
Inducida por antigeno Dumonde y col., 1962 BALB/c BSA ia.
Padmanabhan y col.,
Inducida por LPS 1962 Rata LPS
Rata y raton
Inducida por colageno Trentham y col., 1977 DBA/1 Colageno tipo 11 i.d.
Inducida por zimosano ~ Keystone y col., 1977 Raton Zimosano i.a.
Inducida por pared Cromartie y col., Pared celular de
celular de estreptococo 1977 Rata estreptococo ip.
Inducida por
Lactobacillus casei Lehman y col., 1983  Rata Lactobacillus casei .p.
Inducida por muramil
dipéptido Koga y col., 1986 Ratén BALB/c Muramil dipéptido Lv.
Inducida por pristano Potter y col., 1981 Ratén BALB/cJ  Pristano i.p.
Inducida por Ratén BALB/c
proteoglicano Glant y col., 1987 (C3H) Proteoglicano .p.
Lyme Barthold y col., 1987 Rata Borrelia burgdorferi 1.p.
Inducida por coladgeno
tipo IXy X Boissier y col., 1990  Ratéon DBA/1 Colageno tipo IX y X
Inducida por aceite Adyuvante incompleto de
mineral Kleinau y col., 1991  Rata DA Freund i.d.
Inducida por Mitogeno de Mycoplasma
micoplasma Cole, 1991 arthritidis
Inducida por Abdelnour y col., Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus 1994 Raton Swiss (LS-1) iv.
N,N-dioctadecil-N',N'-bis(2-
Inducida por Avridine Vingsbo y col., 1995 Rata hidroxietil) propandiamina
Proteoglicano especifico de
Inducida por hibridoma  Buzas y col., 1995 Ratén BALB/c hibridoma de células T
Virus linfotrépico humano
Inducida por HTLV-1 Beilke y col., 1996 Macaco tipo 1
Proteina de la matriz
Inducida por COMP Carlsén y col., 1998  Rata oligomerica del cartilago
Verheijden y col., Glicoporteina 39 de cartilago
Inducida por Hegp-39 1997 Raton BALB/c humano
Inducida por la proteina
Link Zhang y col., 1998 Ratén BALB/c Proteina link
factor de crecimiento
Inducida por TGF-$1/2  Alleny col., 1990 Rata transformante ia.
Inducida por IL-1 Hrubey y col., 1991 IL-1 ia.
Inducida por IL-8 Endo y col., 1994 Conejo IL-8 ia.
DNA vy oliginucleétidos
Inducida por Cpg Deng y col., 1999 Ratén CpG oligos bacterianos
Artritis inducida por DC  Leung y col., 2002 Ratén DBA/I Células dendriticas
Artritis inducida por
GAGs Wang y col., 2002 Ratén BALB/c Glicosaminoglicanos i.d.
Artritis inducida por
versicano Shi y col., 2003 Ratén BALB/c Versicano
Artritis inducida por
dsRNA Zare y col., 2004 Ratéon NMRI Dobles cadenas de RNA ia.
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1.8.6.1 Artritis adyuvante en rata

El modelo de artritis adyuvante (AA) en rata fue el primer modelo experimental de RA,
descrito por Pearson (1956) inducido por Mycobacterium butyricum inactivado. AA se
caracteriza por el desarrollo de poliartritis facilmente ponderable, marcada destruccion
Osea y proliferacion de hueso periosteal. La AA afecta principalmente a tobillos, mufiecas,
articulaciones interfalangicas terminales y columna vertebral.

Las lesiones se inician por sinovitis, seguida de periartritis, peritendinitis y periostitis,
formacion de pannus con detruccion de cartilago, destruccion dsea y, por ultimo, fibrosis o
anquilosis 6sea. A nivel histoldgico, las lesiones se inician con la infiltracion de leucocitos,
posteriormente aparece edema, depositos de fibrina, formacion de focos necrdticos con
neutrdfilos, acompafiado o seguido por proliferacion de sinoviocitos y activacion de
osteoblastos y osteoclastos (Waksman, 2002). Las manifestaciones clinicas se evidencian a
partir del décimo dia post-induccion y pueden perdurar hasta mas de ocho semanas (Franch
y col., 1994a).

La patogenia de la AA implica linfocitos T y neutréfilos. El papel de los linfocitos B no
esta claro, aunque en esta patologia aparecen anticuerpos especificos contra el agente
inductor, el colageno articular y también de tipo factor reumatoide (Franch y col., 1994).
Las citocinas pro-inflamatorias de tipo Th1 y Th17 tienen también un importante papel en
el desarrollo de la AA, habiéndose descrito el acimulo de TNF-a, IFNy, IL-6 e IL-17A en
ganglios linfaticos y articulaciones inflamadas de ratas con AA (Ayer y col., 2000; Bush y
col., 2001).

AA comparte varias caracteristicas con la RA humana como inflamacion de las
extremidades, degradacion del cartilago, pérdida de funcion de las articulaciones afectadas,
infiltracion de linfocitos en las articulaciones y afeccion de la piel y los ojos. Sin embargo,
a diferencia de la RA humana, la AA en ratas afecta a la columna vertebral (Hegen y col.,
2008).

1.8.6.2 Artritis inducida por coldgeno en rata

El modelo de artritis inducida por colageno (collagen-induced arthritis, CIA) fue descrito
por primera vez por Trentham y col. (1977) en rata, aunque actualmente también se utiliza
en raton. La CIA solo afecta a cepas de animales susceptibles, que presentan /ocis que
contribuyen a esta susceptibilidad en MHC, FcyRIIb y C5 (Johansson y col., 2001).

La CIA cursa con poliartritis grave caracterizada por una marcada destruccion del cartilago
asociada con el depdsito de inmunocomplejos en la superficie articular, destruccion dsea y
proliferacion periosteal, junto con sinovitis, inflamacidon periarticular y formacién de
pannus (Hegen y col., 2008). En las sinovias inflamadas aparecen centros germinales
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ectopicos, similares morfoldgica e inmunohistoquimicamente a los existentes en bazo y
ganglios linfaticos (Han y col., 2001).

Los signos clinicos de la CIA en rata se aprecian a partir de 10-13 dias después de la
inducciodn, alcanzando la maxima inflamacion a los 20 dias.

La CIA es una patologia articular que requiere tanto de la respuesta de linfocitos B como
de linfocitos Th. El componente humoral es esencial en el desarrollo de CIA,
produciéndose la respuesta especifica de linfocitos B contra epitopos de la triple hélice del
colageno tipo II (Wernhoff y col., 2001). Las células Th parece que estan implicadas en la
evolucion de la CIA tanto como efectoras como activadoras de la formacion de anticuerpos
a través de la produccion de citocinas. La patogénesis de CIA parece estar mediada tanto
por la respuesta Thl (secrecion de IL-12) como Th2 (secrecion de IL-4) (Ortmann y col.,
2001).

El modelo de CIA en rata presenta numerosas similitudes con la RA humana ya que es una
patologia autoinmune con generacion de autoanticuerpos y morfologicamente presenta un
patron de sinovitis, formacion de pannus y erosion Osea y cartilaginosa semejante a la RA
(Zhang y col., 2009). Ademas, CIA comparte con RA el perfil de citocinas presente en el
tejido sinovial y en cartilago (Thornton y col., 1999; Roark y col., 2007). Sin embargo, la
CIA en rata difiere de la RA humana en que no presenta exacerbaciones y remisiones de
las manifestaciones clinicas. Ademas el infiltrado celular en CIA estd compuesto
predominantemente por neutrofilos, mientras que en RA la mayor proporcion de células
infiltradas son células mononucleares.

Por otro lado, CIA y AA en rata también difieren en varios aspectos. El desarrollo de CIA

es menos grave que el de AA y presenta una incidencia menor, ademas su patogenia
implica a linfocitos B y depende del sistema complemento.
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2 El cacao

El cacao es un producto derivado de la semilla del arbol Theobroma cacao. Tras moler,
tostar, desenvainar y fermentar el grano de cacao se obtiene el licor de cacao. El polvo de
cacao se elabora eliminando la manteca del licor de cacao (World Cocoa Foundation,
2010).

El cacao ya se consumia en el aio 600 a.C. por la civilizacion Maya preclasica (Hurst y
col., 2002). El cacao fue descubierto por los europeos en 1502, gracias al cuarto viaje al
‘Nuevo Mundo’ de Cristobal Coldon. El consumo de cacao se extendioé por Europa a partir
del afio 1528, a partir de que Hernan Cortés enviara al rey Carlos I de Espaiia las recetas
para elaborar bebidas con cacao, tal y como era consumido por el emperador azteca
Moctezuma (Seligson y col., 1994). A partir de entonces, el consumo de las bebidas de
cacao se extendid entre la aristocracia europea, sin embargo, el cacao no fue utilizado
como golosina hasta el siglo XIX, cuando se elabor¢ el primer chocolate sélido.

Desde la antigiiedad, mayas y aztecas utilizaban el cacao para fines medicinales, y los
europeos también lo emplearon como farmaco entre los siglos XVI y XIX. Existe
documentacion sobre unas 100 funciones farmacologicas diferentes atribuidas al cacao.
Entre las aplicaciones médicas mas comunes del cacao se encontraban aumentar el peso y
estimular el sistema nervioso y el digestivo (Dillinger y col., 2000).

2.1 Composicion del cacao

El polvo de cacao contiene fibra (26-40%), proteinas (15-20%), carbohidratos (~15%) y
lipidos (10-24%) (Borchers y col., 2000). Ademds presenta minerales, como calcio,
magnesio, cobre y potasio, vitaminas A, E, B y 4&cido fdlico, y metilxantinas,
principalmente teobromina (2-3%) y cafeina (0,2%) (Pura Naik, 2001). El cacao es una
fuente de polifenoles, concretamente flavonoides (Katz y col., 2011).

Las semillas de cacao contienen un 12-18% de polifenoles en peso seco y el polvo de
cacao puede contener hasta 50 mg/g de polifenoles. El 60% de los polifenoles del cacao
son flavanoles como (-) epicatequina, (+) catequina y sus polimeros, llamados
procianidinas. Las procianidinas del cacao son homodimeros y homotrimeros de
(-) epicatequina, o bien heterodimeros de (-) epicatequina y (+) catequina, que pueden
llegar a presentar mas de 10 unidades. Ademas de estos flavonoides, el cacao contiene
pequenias cantidades de quercetina y sus glucdsidos, flavonas como luteonina, y flavanonas
como naringenina (Griffiths, 1958; Sanchez-Rabaneda y col., 2003).
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2.2 Efectos biol6gicos del cacao

El cacao posee efecto antioxidante debido a su capacidad de neutralizacion directa de
radicales libres (Lee y col., 2006), a su capacidad de inhibir enzimas relacionados con la
produccion de oxidantes, como la xantina oxidasa (Lee y col., 2006), y a su capacidad de
proteger las defensas antioxidantes propias del organismo (Cotelle, 2001; Pérez-Cano y
col., 2009). Los efectos antioxidantes del cacao se han relacionado proporcionalmente a los
flavonoides que contiene (Counet et al., 2003). La capacidad antioxidante de los
flavonoides presentes en el cacao ha sido extensamente documentada (Hatano y col., 2002;
Pollard y col., 2006; Alia y col., 2006, Pazos y col., 2007). No obstante otros componentes
del cacao, como las metilxantinas, también contribuyen a su poder antioxidante (Azam y
col., 2003).

Ademas de la capacidad antioxidante del cacao, y en parte gracias a ella, el cacao presenta
numerosos efectos beneficiosos en el organismo. Los principales efectos saludables del
consumo de cacao se refieren al sistema cardiovascular (Corti y col., 2009) y a la
carcinogénesis (Maskarinec, 2009). Ademas también se han descrito efectos sobre el
sistema nervioso central, la piel, la obesidad, la resistencia a insulina (Katz y col., 2011), y
sobre la respuesta inflamatoria y el sistema inmunitario (Ramiro-Puig y col., 2009).

2.2.1 Efectos del cacao sobre el sistema cardiovascular

Numerosos estudios demuestran que la suplementacion con cacao o productos derivados
regula diversos biomarcadores asociados a enfermedades cardiovasculares, tanto en
voluntarios sanos, como en individuos con hipertension, intolerancia a la glucosa o
hipercolesterolemia (Erdman y col., 2008; Corti y col., 2009; Grassi y col., 2010; Fraga y
col., 2011).

Las primeras evidencias epidemioldgicas que relacionaron el consumo de cacao con la
disminucién del riesgo de presentar enfermedades cardiovasculares se detectaron en
aborigenes de la tribu Kuna, originarios de las islas de San Blas en Panamé (Hollenberg y
col., 1997). Esta poblacion consume grandes cantidades de cacao como parte de su dieta
habitual y la incidencia de hipertension es muy baja (2,2%), y su presion arterial no
incrementa con la edad. Sin embargo, cuando miembros de esta tribu migran a areas
urbanas, la prevalencia de hipertension incrementa. Este cambio se ha asociado a los
cambios dietéticos que conlleva la inmigracion, incluyendo un importante descenso del
consumo de cacao (McCullough y col., 2006).

Diversos estudios in vitro e in vivo han identificado dianas celulares y moleculares a través
de las cuales el cacao puede mediar sus efectos sobre el sistema cardiovascular (Kurosawa
y col., 2005; Cienfuegos-Jovellanos y col., 2009; Persson y col., 2011). El efecto
beneficioso del cacao se ha atribuido a la activacion del sistema de la NOS, a la
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modulacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona, al potencial para mejorar el perfil
lipidico y la sensibilidad a la insulina, y a su capacidad para inhibir la activacién y
agregacion plaquetaria (Ottaviani y col., 2006; Corti y col., 2009).

2.2.1.1 Estudios in vitro

Estudios in vitro demuestran que el cacao puede inhibir la actividad de la enzima
conversora de angiotensina (angiotensin I-converting enzyme, ACE) (Actis-Goretta y col.,
2006; Persson y col, 2011). Asi, el extracto de cacao (6,25 - 100 pg/mL) disminuye de
forma dosis-dependiente la actividad de ACE en células endoteliales umbilicales humanas,
tras 10 min de exposicion y una dosis superior incrementa la sintesis de NO a las 24 h
(Persson y col., 2011).

Por otra parte, estudios realizados con células de musculo liso vascular aértico humano
demuestran que procianidinas del cacao son capaces de inhibir la expresion de la
metaloproteinasa-2 inducida por trombina e inhibir la migracién e invasion de estas
células, lo cual puede contribuir a un efecto antiaterosclerotico (Lee y col., 2008).

Estudios llevados a cabo en células endoteliales humanas sugieren que (-) epicatequina
inhibe la expresion y la actividad de la arginasa 2, lo que puede implicar mayor
disponibilidad del NO en la pared vascular (Schnorr y col., 2008). Estos resultados se
correlacionan con otro estudio realizado en conejo en el que procianidinas poliméricas del
cacao inducen la relajacion endotelial en los anillos adrticos mediada por la activacion la
NOS (Karim y col., 2000). Ademas, el cacao in vitro evita la oxidacion de lipoproteinas de
baja densidad (low-density lipoprotein, LDL), que tienen un papel importante en la
formacion de la placa de ateroma (Adamson y col., 1999; Osakabe y col., 2002).

2.2.1.2 Estudios in vivo

El efecto del cacao en el desarrollo de placas de ateroma y sobre el perfil lipidico se ha
estudiado principalmente en conejo, hamster y rata. Estudios llevados a cabo en conejos
hipercolesterolémicos sugieren que el consumo prolongado de cacao pueden aumentar el
tiempo de oxidacion de las LDL y disminuir la superficie de las lesiones ateroescleroticas
en la aorta (Kurosawa y col., 2005). Similarmente, la administracion de cacao durante un
largo periodo de tiempo reduce los niveles de colesterol, triglicéridos y LDL en un modelo
de aterosclerosis en hamsteres (Vinson y col., 2006).

La administraciéon de cacao incorporado al pienso durante 4 semanas disminuye la
concentracion de colesterol en plasma de ratas Wistar alimentadas con una dieta
hipercolesterolémica e incrementa la concentracion de colesterol en heces y en acidos
biliares totales. Sin embargo, este efecto no se produce con una dieta que contiene una
mezcla de epicatequina y catequina (Yasuda y col., 2008).
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Cienfuegos-Jovellanos y col. (2009) han demostrado que una tnica administracion de un
extracto de cacao enriquecido en flavonoides (CocoanOX™) provoca un efecto claramente
antihipertensivo en ratas espontaneamente hipertensas pero no en ratas normotensas.
Asimismo se ha demostrado que una ingesta prolongada de un producto de fibra de cacao
atentia la hipertension durante el periodo de consumo y disminuye la concentracion de
malondialdehido en plasma al final del estudio en ratas espontdneamente hipertensas; sin
embargo, la retirada del producto provoca un incremento de la presion arterial (Sdnchez y
col., 2010).

Los resultados clinicos sobre el efecto cardiovascular del cacao son menos concluyentes
que los obtenidos en animales (Scheid y col., 2010). Diversas intervenciones en individuos
sanos indican que el consumo de cacao disminuye la oxidacion de LDL (Osakabe y col.,
2001) e incrementa las lipoproteinas de alta densidad (high-density lipoprotein, HDL) en
plasma (Mursu y col., 2004; Baba y col., 2007). También se ha descrito el consumo de
cacao asociado a un descenso de triglicéridos y de biomarcadores de peroxidacion lipidica,
como sustancias reactivas del acido tiobarbitarico (thiobarbituric acid reactive substances,
TBARS) e isoprostanos F», en plasma (Wang y col., 2000; Rein y col., 2000; Wiswedel y
col., 2004). Sin embargo, otros estudios en individuos sanos indican que la ingesta de
productos de cacao durante 2-3 semanas no influye en la concentracion de isoprostanos
(Mursu y col., 2004; Engler y col., 2004) y la oxidacién de LDL no varia por el consumo
diario de 48 g de chocolate o 18 g de cacao durante 6 semanas en pacientes con
enfermedades coronarias (Farouque y col., 2006).

Por otro lado, el cacao y el chocolate han demostrado poseer ciertos efectos moduladores
de la actividad plaquetaria. En este sentido, 40 g de chocolate negro (70% cacao) provoca
una rapida mejoria de la funcion endotelial y plaquetaria en voluntarios sanos fumadores
tras 2-8 horas y estos resultados no se reproducen en individuos que han tomado la misma
cantidad de chocolate blanco (4% cacao) (Hermann y col., 2006). De forma similar, el
consumo de 40 g de chocolate negro (70% de cacao) disminuye la adhesion plaquetaria e
induce vasodilatacion coronaria en individuos con transplante de corazén (Flammer y col.,
2007). Estos efectos estan asociados a la presencia de epicatequina en plasma.

Los efectos antiplaquetarios del cacao pueden ser debidos a un incremento en la
produccion de NO, que provoca vasodilatacion e inhibe la agregacion plaquetaria (Engler y
col,, 2006). Asimismo, también se ha propuesto que el cacao ejerce su accidn
antiplaquetaria por un incremento de la sintesis de prostaciclina (Schramm y col., 2001).

Otros estudios muestran el efecto beneficioso del cacao en la funcidén del endotelio
vascular. Voluntarios sanos que han consumido diariamente durante 5 dias cacao rico en
flavanoles (821 mg flavanoles/dia) mejoran su funcion endotelial y aumentan su
vasodilatacion, este incremento se revierte al suministrar un inhibidor de la NOS (Fisher y
col., 2003). Asimismo, el consumo de chocolate negro s6lido y de cacao liquido mejora la
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funcion endotelial y disminuye la presion arterial en adultos con sobrepeso (Faridi y col.,
2008).

2.2.2 Efectos del cacao sobre la carcinogénesis

El desarrollo del cancer se halla intimamente relacionado con procesos de produccion de
ROS, por lo que el cacao y sus flavonoides pueden tener efectos anticancerigenos debidos
en parte a su capacidad antioxidante. En este sentido, diversos estudios in vitro y un
numero limitado de estudios in vivo muestran un amplio rango de efectos antitumorales
asociados al cacao, entre los que destacan la inhibicion de diversas quinasas y factores de
transcripcion y de la capacidad proliferativa en algunas células.

2.2.2.1 Estudios in vitro

Diversos estudios muestran que el cacao o alguno de sus componentes pueden modular la
actividad de la familia de MAPK (Kang y col., 2008; Ramiro-Puig y col., 2009). Dentro de
esta familia de quinasas se encuentran, entre otras, la quinasa regulada por senales
extracelulares (extracellular signal-regulated kinase, ERK), la quinasa C-Jun N terminal
(c-Jun N-terminal kinase, JINK) y la p38 MAPK. La adicién de un extracto de cacao a
células Caco-2 es capaz de reducir la expresion de la quinasa 1 de MAPK (MAPKK1), que
fosforila a su vez a la proteina ERK implicada en la supervivencia celular a través de vias
antiapoptoticas (Noe y col., 2004).

Procianidinas de cacao inhiben la transformacién neoplasica inducida por mitdégeno en la
linea celular JB6 de queratinocitos de raton (JB6'P) a través de la inhibicion de la
actividad de la quinasa MAPK/ERK 1 (MAPK/ERK kinase, MEK1) que se encarga de
fosforilar y activar a ERK (Kang y col., 2008). Asimismo, procianidinas de cacao reducen
VEGF, citocina clave en la angiogénesis, en células JB6 P a través de la inhibicion directa
de la actividad de MEKI1 y de la quinasa fosfatidilinositol 3 (Phosphatidylinositol 3-
kinases, PI3K) (Kim y col., 2010).

Por otro lado, extractos de diversos flavonoides de cacao son capaces de disminuir la
actividad de JNK y p38 MAPK, quinasas implicadas en la diferenciacion y muerte celular
y en la respuesta inflamatoria (Zhang y col., 2006; Ramiro-Puig y col., 2009;
Rodriguez-Ramiro y col., 2011). Se ha visto que el cacao tiene efecto sobre NF-kB, que
constituye uno de los principales factores nucleares inducibles que controla la respuesta
inflamatoria, la adhesion, la proliferacion y el crecimiento celular (Zhang y col., 2006;
Kang y col., 2008). El NF-kB se encuentra inactivo en el citoplasma unido a la proteina
inhibitoria IkBa y se activa tras la fosforilacion de este inhibidor por la quinasa de IkBa
(IKK). El NF-kB activado es translocado al interior del nicleo donde se une a secuencias
especificas de DNA llamadas elementos de respuesta (response elements, RE). Se ha
observado que epicatequina, catequina, quercetina y un extracto de procianidinas de cacao
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inhiben la via NF-kB en diferentes lineas celulares (revisado por Pérez-Cano y col., 2011).
Asimimsmo, Granado-Serrano y col. (2010) han demostrado que el tratamiento con
epicatequina, incrementa la translocacion nuclear de NF-kB en la linea celular humana
HepG2. Adicionalmente, el cacao o sus flavonoides pueden afectar la funcion de otros
factores de transcripcion como la AP-1 o STAT (Jeong y col., 2004; Noé y col., 2004).

Por otra parte, se ha demostrado in vitro la capacidad antiproliferativa del cacao. Asi, se ha
observado que flavonoides del cacao presentan un efecto antiproliferativo sobre el
crecimiento de células prostaticas cancerigenas (Jourdain y col., 2006). El extracto de
cacao reduce la proliferacion de linfocitos estimulados con acetato de forbol-miristato
(Sanbongi y col., 1997; Mao y col., 1999; Ramiro y col., 2005a). También se ha observado
que células humanas procedentes de cadncer de mama son susceptibles a los efectos
citotoxicos de procianidinas pentaméricas del cacao, sugiriendo que la inhibicién de la
proliferacion celular por estos flavonoides esta asociada a la desfosforilacion especifica o
disminucién de proteinas reguladoras del ciclo celular como la p53 (Ramljak y col., 2005).
Ademas, el tratamiento de células Caco2 con un extracto enriquecido de procianidinas de
cacao bloquea la progresion del ciclo celular en la fase G2/M e inhibe su crecimiento
(Carnésecchi y col., 2002).

2.2.2.2 Estudios in vivo

El efecto antitumoral del cacao in vivo ha sido descrito fundamentalmente en modelos
murinos. Asi, se ha visto que proantocianidinas del licor de cacao ejercen una accion
protectora frente a cancer de pulmoéon en un modelo de carcinogénesis multiple en ratas
F344 y en las fases iniciales de un modelo de carcinogénesis pancreatico en ratas Sprague-
Dawley (Yamagishi y col., 2002, 2003). Mas recientemente, se ha descrito la actividad
antitumoral de la fraccion de albumina de cacao semifermentado y secado en el modelo
murino de linfoma L5178Y (Preza y col., 2010). Asimismo, una dieta enriquecida en cacao
atentia parcialmente el dafio hepatico inducido por N-nitrosodietilamina en ratas a través de
la modulacién de enzimas antioxidantes y de proteinas clave en la cascada de sefalizacion
celular asociada a la muerte celular (Granado Serrano y col., 2009).

2.2.3 Efecto del cacao sobre el sistema inmunitario y la respuesta

inflamatoria

Ademas de las acciones descritas, diversos estudios muestran la capacidad
inmunomoduladora del cacao tanto en la respuesta inmunitaria innata como en la
adquirida.
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2.2.3.1 Estudios in vitro

Numerosos estudios in vitro han demostrado el efecto inmunomodulador del cacao
(revisado por Ramiro-Puig y col., 2009). Un extracto de cacao rico en flavonoides
disminuye la secrecion de TNF-o, proteina quimotéactica de monocitos 1 (monocyte
chemoattractant protein-1, MCP-1) y NO en macrofagos estimulados con LPS (Ono y col.,
2003; Ramiro y col., 2005b, Kenny y col., 2009).

Recientemente se ha observado que extractos obtenidos a partir de granos de cacao
fermentados y de nibs tostados, asi como su extracto fendlico, disminuyen de manera dosis
dependiente la secrecion de TNF-a e IL-6 por parte de monocitos procedentes de sangre
periférica estimulados con PMA (Zeng y col., 2011).

Procianidinas constituidas por 1-4 flavanoles disminuyen la liberacion de IL-1B en
monocitos, sin embargo procianidinas de cadenas mas largas la incrementan (Mao y col.,
2000). Sin embargo, este mismo grupo detectdé también que las procianidinas del cacao
promueven la secrecion de niveles homeostaticos del factor de crecimiento B (transforming
growth factor p, TGFp), citocina reguladora que puede actuar como mediador
proinflamatorio, induciendo el reclutamiento y la activacion de células inmunitarias (Mao
y col., 2003). Diferentes fracciones de procianidinas del cacao incrementan la secrecion de
IL-1B, TNF-a e IL-6 por parte de células mononucleares de sangre periférica estimuladas
con LPS (Kenny y col., 2007).

El extracto de cacao reduce la proliferacion de linfocitos estimulados mediante la
inhibicion de la secrecion de IL-2, citocina secretada por linfocitos Thl y la expresion de
su receptor IL-2R (Sanbongi y col., 1997; Mao y col., 1999; Ramiro y col., 2005a).
Ademas el extracto de cacao suprime la produccion de IFNy en células mononucleares de
sangre periférica estimuladas con PHA (Jenny y col., 2009). Por otro lado, el cacao
incrementa la secrecion de IL-4 in vitro, respuesta de tipo Th2 (Ramiro y col., 2005a). Este
efecto opuesto esobre las citocinas Th1/Th2 puede deberse a la inhibicion reciproca entre
ambos tipos de respuesta y/o a la modulacion diferencial de los factores de transcripcion
STAT4 y STAT6 implicados en la expresion de estas citocinas (Mowen y Glimcher,
2004).

2.2.3.2 Estudios in vivo

A pesar de que no existen estudios clinicos que demuestren la accion del cacao sobre el
sistema inmunitario, existen algunas evidencias preclinicas obtenidas en animales de
experimentacion. Una dieta enriquecida con cacao administrada a ratas jovenes promueve
la progresion de timocitos inmaduros hacia linfocitos T en estado mas maduro (Ramiro-
Puig y col.,, 2007). Ademas, el consumo de cacao durante 3 semanas incrementa el
porcentaje de linfocitos B en bazo y placas de Peyer, y disminuye el de Th en esos mismos
organos y en ganglios linfaticos mesentéricos de ratas jovenes (Ramiro-Puig y col., 2007b
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y 2008). Estos estudios también muestran que el cacao inhibe la secrecion de IL-4 en bazo
y ganglios linfaticos mesentéricos.

En animales inmunizados con ovoalbumina y alimentados con una dieta rica en cacao se ha
descrito una menor secrecion de IL-4 en bazo y ganglios linfaticos mesentéricos y una
mayor liberacion de IFNy por parte de esas mismas células, lo cual puede relacionarse con
una cierta inhibicion de la respuesta Th2 (Pérez-Berezo y col., 2009).

Respecto a la produccién de anticuerpos, una dieta enriquecida en cacao reduce la
concentracion sérica de IgG, IgM e IgA y la secrecion intestinal de IgA e IgM
(Pérez-Berezo y col., 2011a y 2011b). Por otro lado, una dieta rica en cacao modula la
respuesta inmunitaria de anticuerpos especificos, inhibiendo la produccion de anticuerpos
de isotipo IgG1, IgG2a, IgG2c e IgM e incrementando la de IgG2b (Pérez-Berezo y col.,
2009)
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Resumen

Objetivo: Establecer ¢l efecto de la ingesta de cacao sobre la respuesta inflamatoria
aguda experimental y sobre la sintesis de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
secrecion de citocinas proinflamatorias por parte de macrdofagos.

Material y Métodos: Ratas Wistar hembras recibieron por via oral, diariamente y
durante 7 dias, cacao Natural Forastero (2,4 o 4,8 g/kg rata). Al dia siguiente de la ultima
administraciéon se indujo una reaccién inflamatoria aguda mediante una inyeccion
subplantar de carragenina, histamina, serotonina, bradicinina o prostaglandina E; en una de
las extremidades posteriores. Se cuantificd el volumen de las extremidades posteriores
(inflamada y referencia) mediante un pletismémetro de agua cada 30 o 60 min. Por otra
parte, se obtuvieron macrofagos peritoneales de ratas Wistar sanas que también recibieron
cacao p.o. durante 7 dias. En estas células se cuantifico la produccion de ROS por medio
del ensayo con diclorofluoresceina. Asimismo, se cuantifico la liberacion de 6xido nitrico
(NO) mediante la técnica de Griess y la secrecion de TNF-o e IL-6 tras su estimulacion
con lipopolisacarido por técnicas de ELISA.

Resultados: Los animales que recibieron 4,8 g/kg de cacao mostraron una reduccion
significativa del edema provocado por carragenina desde la primera hora tras la induccion
hasta el final del estudio, a las 6 h post-induccion. La administracion de cacao no modifico
la evolucion de la respuesta inflamatoria provocada por histamina, serotonina o
prostaglandina E,. Sin embargo, en el modelo inducido con bradicinina, los animales que
recibieron 2,4 g/kg de cacao presentaron un volumen inferior en la extremidad inflamada
respecto al de los animales sin intervencion dietética. Por otro lado, los macrofagos
peritoneales de ratas que recibieron 4,8 g/kg de cacao mostraron cierta tendencia a reducir
la sintesis de ROS y disminuyeron la cantidad de NO, TNF-a e IL-6 producida comparada
con los macrofagos procedentes de animales alimentados con dieta estdndar. Las células
procedentes de animales que recibieron la dosis menor de cacao no mostraron cambios
respecto a los de referencia.

Conclusiones: La ingesta de cacao es capaz de disminuir la respuesta inflamatoria
aguda, efecto que puede ser debido, en parte, a la atenuacién del poder inflamatorio y
oxidante de los macrofagos.
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ABSTRACT

Cocoa has recently become an object of interest due to its high content of flavonoids,
mainly the monomers epicatechin and catechin and various polymers derived from these
monomers called procyanidins. Previous in vitro studies have shown the ability of cocoa
flavonoids to down-regulate inflammatory mediators produced by stimulated
macrophages, but there are no studies that consider the effects of in vivo cocoa intake on
inflammatory response. In the present article, we report the in vivo cocoa inhibitory effect
on the acute inflammatory response. Female Wistar rats received Natural Forastero cocoa
containing 21.2 mg flavonoids/g for 7 days (2.4 or 4.8 g per rat kg, p.o.). Then, acute
inflammation was induced by means of carrageenin, histamine, serotonin, bradykinin or
PGE; hind-paw injection. Rats fed 4.8 g/kg/day cocoa showed a significant reduction in
the hind-paw edema induced by carrageenin from the first hour after induction (P<0.05).
However, cocoa intake did not modify the edema induced by histamine, serotonin or
PGE,. Only a certain protective effect was observed at the lowest dose of cocoa in the
bradykinin model. Moreover, peritoneal macrophages from rats that received
4.8 g/kg/day cocoa for 7 days showed a reduced ability to produce radical oxygen species
(ROS), nitric oxide (NO), tumor necrosis factor o. (TNFa) and interleukin 6 (IL-6). This
fact could justify, at least partially, the beneficial effect of cocoa on carrageenin-induced
inflammation. In summary, a diet rich in cocoa flavonoids was able to down-regulate the
acute inflammatory response by decreasing the inflammatory potential of macrophages.

" E-mail: margaridacastell@ub.edu
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1. INTRODUCTION

One of the foods with a relatively high content of flavonoids is cocoa, which is obtained
from the beans of the Theobroma cacao tree (Lee, 2003). The beneficial effects of cocoa were
known as early as 600 BC: the Mayans and Aztecs roasted and ground cocoa beans to prepare
a divine beverage called xocolatl, which was mainly used to cure fatigue, fever, infections,
and heart pain (Hurst et al., 2002). Although most people presently see cocoa and its
derivatives only as snacks, scientific evidence of the health benefits of cocoa known by the
ancients is emerging now.

In addition to being a rich source of fiber (26—40%), proteins (15-20%), carbohydrates
(~15%), and lipids (10-24%), cocoa powder contains minerals, vitamins (A, E, B and folic
acid) and a high amount of flavonoids. However, cocoa flavonoid content is difficult to
establish because it depends on geographic origin, climate, storage methods and
manufacturing processes (Manach et al., 2004; McShea et al., 2008). Cocoa powder mainly
contains the flavanols (-)-epicatechin, (+)-catechin and polymers derived from these
monomers called procyanidins; it is reported to contain up to 70 mg/g of polyphenols (Vinson
et al., 1999). Epicatechin and catechin are biologically active, but epicatechin is more
efficiently absorbed than catechin (Baba et al., 2001). Procyanidins are the major flavonoids
in cocoa and chocolate products ranging from 2.16 to 48.70 mg/g (Gu et al., 2006). Short
procyanidins (dimers and trimers) are absorbed in the small intestine and rapidly detected in
plasma (Baba et al., 2000). However, large procyanidins are less efficiently absorbed in its
polymeric form, but can be metabolized by colon microflora to phenolic acids and then
absorbed (Manach et al., 2004). Quercetin and its derivatives, naringenin, luteolin and
apigenin, are also present in smaller quantities (Sanchez-Rabaneda et al., 2003).

Experimental and clinical data suggest that the consumption of cocoa flavonoids can
produce positive clinical benefits in the cardiovascular system (review by Buijsse et al., 2006
and Cooper et al., 2008) and also in brain function (reviewed by McShea et al., 2008). Cocoa
intake reduces the risk of cardiovascular disease by modulating blood pressure (Grassi et al.,
2005; Taubert et al., 2007) as well as decreasing blood cholesterol (Baba et al., 2007),
moreover it produces vasodilatation and inhibits platelet activation and aggregation (Hermann
et al., 2006). In vitro assays and studies in animal models suggest that cocoa has beneficial
effects on neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s disease and Parkinson’s disease
(Datla et al., 2007; Ramiro-Puig et al., 2009a). However, it remains to establish doses and
length of treatment because a recent trial in healthy adults does not find neuropsychological
effects after a short-term dark chocolate intake (Crews et al., 2008). Biological effects of
cocoa are mainly attributed to the high content of antioxidant polyphenols (reviewed in
Ramiro-Puig et al., 2009b). Cocoa has a potent antioxidant capacity compared to products
traditionally considered high in antioxidants (Lee et al., 2003; Vinson et al., 2006).
Flavonoids act as antioxidants by directly neutralizing free radicals, chelating F ¢’" and Cu”
which enhance highly aggressive ROS, inhibiting xanthine oxidase that is responsible for
ROS production, and up-regulating or protecting antioxidant defense (Cotelle, 2001).
Epicatechin and catechin are very effective in neutralizing several types of free radicals
(Hatano et al., 2002; Yilmaz et al., 2004). Procyanidins account for the highest percentage of
antioxidants in cocoa products (Gu et al., 2006) and they also scavenge radicals with an
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activity that is proportional to the number of monomeric units they contain (Counet et al.,
2003). In addition, quercetin and other compounds such as methylxanthines contribute to
cocoa’s antioxidant activity (Lamuela-Raventos at al., 2001; Azam et al., 2003). The
antioxidant properties of flavonoids in cocoa lead us to consider it as a potential beneficial
ingredient able to down-regulate the inflammatory response. In vitro studies showed that
cocoa flavonoids modulate cytokines and eicosanoids produced during inflammation (Mao et
al., 2000; Schramm et al., 2001). In response to inflammatory stimulus, macrophages produce
nitric oxide (NO) and cytokines, mainly tumor necrosis factor-o (TNFa) and interleukin (IL-)
1, IL-6, and IL-12, and chemokines, such as monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1)
(reviewed by Medzhitov, 2008). In vitro studies have demonstrated the regulatory effects of
cocoa on secretion of inflammatory mediators (reviewed by Ramiro-Puig et al., 2009b).
Flavonoid-rich cocoa extract added to LPS-stimulated macrophages decreases secretion of
TNFa, MCP-1, and NO (Ono et al., 2003; Ramiro et al., 2005). However, other studies with
purified cocoa flavonoid fractions show an enhanced secretion of TNFa, IL-1, IL-6 and IL-10
from stimulated human peripheral blood mononuclear cells (Kenny et al., 2007). Although
these in vitro studies concerning the anti-inflammatory ability of cocoa flavonoids, alone or in
the whole product, few studies focus on the in vivo effect. It has been described that
supplementation with cocoa products in humans did not affect markers of inflammation
(Mathur et al., 2002); however, a recent cross-sectional analysis shows that the regular intake
of dark chocolate by a healthy population from southern Italy is inversely related to serum
C-reactive protein concentration (di Giuseppe et al., 2008).

The aim of this study was, firstly, to ascertain the potential anti-inflammatory activity
induced by cocoa intake and, secondly, to test this potential on several rat models of acute
inflammation. The first goal was developed in peritoneal macrophages obtained from rats that
had received daily cocoa for a week, and was focused on the production of oxidants (ROS
and NO) and cytokines (TNFa and IL-6). Secondly, in rats with the same cocoa diet, the
development of acute inflammation was determined after induction with carrageenin,
histamine, serotonin, bradykinin and prostaglandin E, (PGE,).

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Animals

Eight-week-old female Wistar rats were obtained from Harlan (Barcelona, Spain). Rats
were housed 3 per cage in controlled conditions of temperature and humidity in a 12:12
light:dark cycle. Rats had free access to food (chow ref. 2014, Harlan Teklad, Madison, WI,
USA) and water. Animals were randomly distributed in 3-4 experimental groups in each
experimental design (n = 8-10/group). Two of them were daily administered, by oral gavage,
with cocoa in mineral water at doses of 2.4 g/kg/day and 4.8 g/kg/day for 7 days. We used
Natural Forastero cocoa (Nutrexpa, Barcelona, Spain) containing 21.2 mg of total phenols/g
according to the Folin-Ciocalteu method (Singleton et al., 1999). The remaining animals
received the same volume of vehicle (mineral water). Handling was done in the same time
range to avoid the influence of biological rhythms. At the end of the study rats were sacrificed
by CO; inhalation. Studies were performed in accordance with the institutional guidelines for
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the care and use of laboratory animals established by the Ethical Committee for Animal
Experimentation at the University of Barcelona and approved by the Catalonian Government.

2.2. | solation of Peritoneal M acrophages

After 7 days of cocoa or vehicle administration p.o., rats were anaesthetized with
ketamine/xylacine (i.m., 90 mg/kg and 10 mg/kg, respectively) to obtain peritoneal
macrophages. 40 mL ice-cold sterile phosphate buffer solution (PBS) pH 7.2 was injected to
peritoneal cavity. Abdominal massages were immediately performed to induce cell migration.
Cell suspension was aspirated, centrifuged (170 g, 5 min, 4 °C) and resuspended in cold
DMEM+GlutaMAX media (Invitrogen, Paisley, UK) containing 10% fetal bovine serum
(PAA, Pashing, Austria), 100 IU/mL streptomycin-penicillin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) (DMEM-FBS). Cell count and viability was determined by double staining with
acridine orange and ethidium bromide (Sigma) followed by fluorescence light microscopical
analysis. Cells were plated and cultured in different conditions according to the assay.

2.3. ROS Production by DCF Assay

To determine the effects of cocoa on ROS production, peritoneal macrophages (25 x 10°
cells/100 pL in DMEM-FBS) were plated in 96 well black plates (Corning Inc, NY, USA)
and allowed to attach overnight (37 °C, 5% CO,). Macrophages were washed once with warm
RPMI-1640 medium without phenol red (Sigma) containing 100 IU/mL streptomycin-
penicillin and incubated with 20 pmol/L of reduced 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate
(H,DCF-DA, Invitrogen) probe for 30 min at 37 °C. H,DCF-DA diffuses through the cell
membrane and is enzymatically hydrolyzed by intracellular esterases to form non-fluorescent
2’,7’-dichlorofluorescein (H,DCF) which is oxidized by ROS to a fluorescent compound
(DCF). Thus, DCF fluorescence intensity is proportional to intracellular ROS production.
Fluorescence was measured every 30 min by fluorometry (excitation 538 nm, emission 485
nm) up to 3.5 h. For each animal, background from corresponding wells without fluorescent
probe was subtracted.

2.4. Cytokineand NO Production

Immediately after isolation, macrophages were plated in 12-well flat-bottom plate (TPP,
Trasadingen, Switzerland) at 1.2 x 10%mL in DMEM-FBS (37 °C, 5% CO,) overnight to
allow macrophage adhesion. Non-adherent cells were removed by washing three times with
warm sterile PBS. The attached macrophages were stimulated by addition of 1 pg/mL
lypopolysaccharide (LPS) from E.coli O55:B5 (Sigma). Supernatants were collected for
quantification of TNFa after 6 h and IL-6 and NO after 24 h. Supernatants were stored at
-80 °C until evaluation. Cells were harvested to determine cell viability. The concentration of
TNFa and IL-6 in supernatants was quantified using rat ELISA sets from BD Pharmingen
(Erembodegen, Belgium), following the manufacturer’s instructions.
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Stable end product of NO, NO,, was quantified by a modification of Griess reaction.
Briefly, macrophage supernatants (100 pL) were mixed with 60 uL sulphanilamide 1% (in
1.2 N HCI) and 60 pL N-(1-naphthyl)ethylene-diamine dihydrochloride 0.3% (in distilled
water) for 10 min at room temperature. Absorbance was read spectrophotometrically at
540 nm. The concentration of NO," was calculated using known concentration of NaNO,.

2.5. Induction of Acute Inflammation in Rat Hind Paws

Five rat models of acute inflammation were induced by subplantar injection of
carrageenin A, histamine, serotonin, bradykinin or PGE,, all from Sigma-Aldrich. After 7
days of cocoa or vehicle administration p.o., animals were injected with 0.1 mL carrageenin A
(10 mg/mL), histamine (5 mg/mL), serotonin (5 mg/mL), bradykinin (0.08 mg/mL) or PGE,
(0.01 mg/mL), in saline solution. The left hind paw was injected with the same volume of
saline solution. A reference treatment group was constituted by animals administered with
vehicle during 7 days that received one dose of indomethacin (p.o., 10 mg/kg, Sigma in 0.1%
CMC-Tween 20) 1 h prior to the induction of inflammation.

2.6. Inflammation Assessment

Paw volume was measured by using a water plethysmometer (UGO Basile, Comerlo,
VA, Italy). Left and right hind paws were measured just before the induction (time 0). After
carrageenin injection, paw volumes were quantified at 30 min and every hour until 6 h. In the
other 4 experimental models, the measurements were performed each 15 min during the first
hour, and each 30 min up to 2 h. All determinations were performed in a blinded manner. Paw
volumes were expressed as percentage of increase with respect to time 0. Area under curve
(AUC) was calculated between time 0 and the end of the inflammatory period evaluation.

2.7. Statistics

The software package SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was used for statistical
analysis. Conventional one-way ANOVA was performed, considering the experimental group
as independent variable. When treatment had a significant effect on dependent variable,
Scheffe’s test was applied. Significant differences were accepted when P<0.05.

3. RESULTS

3.1. Peritoneal M acr ophages Viability

Peritoneal macrophages were obtained from rats after cocoa intake (2.4 or 4.8 g/kg/day)
or vehicle for 7 days. Cells were 98% viable when isolated. After overnight culture and
washing, some cells were LPS-stimulated and 6 h later, they showed a viability of about 40%
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whereas non-stimulated cultures were ~50% viable. However, 24 h after LPS stimulation,
macrophage viability reached ~70% and 75% in LPS-stimulated and non-stimulated
macrophages, respectively. There were no differences among cells obtained from both cocoa-
administered rats and those from reference animals.

3.2. ROS and NO Production by Peritoneal M acr ophages

ROS production from peritoneal macrophages increased progressively along the 3.5 h
assay (Figure 1A). Cells obtained from 2.4 g/kg cocoa animals produced the same ROS levels
as reference macrophages. Macrophages isolated from animals that received 4.8 g/kg/day of
cocoa synthesized lower ROS than reference cells already at 0.5 h and all along the studied
period. Differences between both groups were higher as later measurements were made but
they did not reach statistically significant results because of the high variability.

NO production was detected in macrophage culture medium after 24 h of LPS-
stimulation or in resting conditions (Figure 1B).

Macrophages obtained from rats that received 2.4 g/kg/day of cocoa showed NO Ilevels
similar to those from reference group, both in LPS-stimulation and in resting conditions.
Nevertheless, NO secretion by macrophages isolated from animals with an intake of
4.8 g/kg/day of cocoa was lower than that quantified in the reference group in any culture
condition (P<0.05, Figure 1B).
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Figure 1. ROS and NO production by peritoneal macrophages. Time-course of ROS production from
peritoneal macrophages (A) was determined by means of DCF assay. NO cell production, quantified as
NO; concentration (B), was measured by modified Griess assay in LPS-stimulated and resting
macrophages. Values are summarized as mean +£ SEM (n = 8-9). * P<0.05 compared with reference

group.
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3.3. TNFa and I L-6 Secretion from Peritoneal M acr ophages

TNFa secretion was quantified in LPS-stimulated and resting macrophages. Macrophages
from animals administered with 4.8 g/kg/day of cocoa produced lower TNFa levels than
those of reference cells (P<0.05, Figure 2A). The reduction of TNFa levels was about 75%
and 82% in both non-stimulated and LPS-stimulated conditions, respectively. Conversely,
macrophages from animals that received 2.4 g/kg/day of cocoa did not modify the secretion
of this cytokine.

In addition, 4.8 g/kg/day of cocoa intake diminished the IL-6 secretion by non-stimulated
and LPS-stimulated macrophages (P<0.01, Figure 2B). In this case, the IL-6 inhibition got up
to 94% in non-stimulated macrophages and to 88% in LPS-stimulated ones with respect to
reference cells. No significant differences in IL-6 levels were found in macrophage cultures
from animals administered with 2.4 g/kg cocoa.
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Figure 2. TNFa and IL-6 secretion from peritoneal macrophages. TNFa (A) and IL-6 (B) concentration
(ng/mL) in cell culture supernatants was determined by means of ELISA assay. Values are summarized
as mean + SEM (n = 8-9). * P<0.05 compared with reference group. ¢ P<0.05 compared with 2.4 g/kg
cocoa group.
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3.4. Paw Edema Induced by Carrageenin

The time-course of hind-paw volume increase after carrageenin injection is summarized
in Figure 3A. Paw edema was detected in the reference group from 30 min after carrageenin
injection. Thereafter, it rose reaching a maximum increase of ~80% with respect to time 0 at
5-6 h post-injection. Indomethacin showed its anti-inflammatory effect from 1 h post-
induction (P<0.05) and during all the study (P<0.01). Animals from 2.4 g/kg cocoa group
displayed a lower paw volume increase than reference group during the first hour (P<0.05);
thereafter, however, their paw edema fit the reference pattern. Animals that had taken 4.8
g/kg/day of cocoa showed a significant paw edema improvement which was already detected
2 h after carrageenin injection (P<0.05), and remained until the end of the study (P<0.05). At
this time, the inflammation developed in the 4.8 g/kg cocoa group was the 68% of that of the
reference group.

AUC from paw edema time-course was calculated between 0 and 6 h post-induction
(Figure 3B). AUC from 4.8 g/kg cocoa animals was 30% lower than that in reference group
(P<0.001), whereas, indomethacin inhibition was of about 44% (P<0.001).
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Figure 3. Time-course of carrageenin-induced paw edema. Percentage of hind-paw volume increase
respect to time 0 (A) along 6 h from carrageenin-injection. Area under the curve (B) determined
between time 0 and 6 h post-induction. Values are summarized as mean + SEM (n = 8-10). * P<0.05
compared with reference group. v P<0.05 all treated groups compared with reference group.

3.5. Acute Paw Edema Induced by Inflammatory Mediators

Time-course of acute inflammation induced by histamine, serotonin, bradykinin and
PGE, are showed in Figure 4. Paw edema induced by histamine (Figure 4A) or bradykinin
(Figure 4C) was maximum at 0.5 h after injection, rising up to 40%. Paw edema induced by
serotonin (Figure 4B) reached increase of 55% at 2 h of induction and hind-paw volumes
increased until 30% for animals injected with PGE; solution (Figure 4D).
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Figure 4. Time-course of paw edema in acute inflammatory models. Time-course of histamine- (A),
serotonin- (B), bradykinin- (C), and PGE,-induced acute inflammation (D) in the studied groups.
Values are summarized as mean £ SEM (n = 8-10). * P<0.05 compared with reference group.

Cocoa-enriched diet did not protect from the development of histamine-, serotonin- and
PGE;-induced paw edema. Nevertheless, a significant reduction of paw volume increase was
detected in 2.4 g/kg cocoa group in the bradykinin model. These animals showed lower
inflammation at 15 min post-injection (P<0.05) and during all studied period (P<0.01). Daily
intake of 2.4 g/kg cocoa reduced up to 28% the AUC of hind paw volume evolution (P<0.05,
data not shown). Indomethacin did not show anti-inflammatory effects in these models of
acute inflammation (data not shown).

DIsCcUSSION

This study shows the in vivo anti-inflammatory power of a high cocoa intake for a week.
Although several studies demonstrate the regulatory effect of cocoa flavonoids in vitro on
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cells under inflammatory stimulus (Mao et al., 2000; Ono et al., 2003; Ramiro et al., 2005),
there are few evidences of the effect of cocoa on inflammatory response in physiological
conditions. Here we show two in vivo evidences that allow suggesting the inflammation
inhibition by a cocoa diet.

The first part of this study shows that a high cocoa intake for a week reduces the
inflammatory potential of macrophages. During an inflammatory response, macrophages are
crucial cells participating in the secretion of mediators that eventually induce vasodilatation,
vascular permeability increase and leukocyte migration (Medzhitov, 2008). Moreover,
macrophages produce a battery of reactive oxygen, nitrogen and halogen species which are
proposed to cause damage to surrounding tissues (Son et al., 2008). In the present study,
macrophages from animals that had taken a high dose of cocoa produced lower levels of
reactive nitrogen species and also had a tendency to synthesize lower reactive oxygen species.
These results agree with in vitro studies showing that cells from different origins treated with
cocoa fractions or flavonoids alone decrease the production of ROS in a dose-dependent
manner (Sanbongi et al., 1997, Erlejman et al., 2006; Granado-Serrano et al., 2007; Ramiro-
Puig et al., 2009a). Moreover, cocoa fractions are reported to reduce the levels of NO when
produced in inflammatory conditions (Ono et al., 2003; Lyu et al., 2005; Ramiro et al., 2005).
These results seem to be contradictory with the effects of cocoa flavonoids in vascular tissue
where they are reported to promote NO bioactivity and then to cause vasodilatation and
decrease blood pressure (Sies et al., 2005; Taubert et al., 2007). These opposite effects seem
to be related to the enzyme isoform involved in NO synthesis: eNOS in the endothelial
region, or iNOS after an aggressive stimulus (Karim et al., 2000; Ono et al., 2003). Therefore,
cocoa compounds would have contrary effects depending on these enzyme isoforms.

In a similar way, macrophages isolated from animals that had taken a high dose of cocoa
for a week showed a lower ability to secrete two essential cytokines in the inflammatory
process, TNFa and IL-6. These results agree with those previously obtained after adding a
cocoa extract on a macrophage cell line (Ramiro et al., 2005), although there are controversial
results when cocoa flavonoid fractions were used on blood mononuclear cells (Mao et al.,
2000; Kenny et al., 2007). In any case, an important difference between these in vitro studies
and those showed here consists in the compounds that achieve cells. In a more physiological
approach, the present study suggests that metabolites derived from cocoa absorbed fractions
have anti-inflammatory properties. How macrophages down-regulate their inflammatory
response in the presence of cocoa metabolites remains to be established. However, some in
Vvitro studies show that flavonoids such as epicatechin, catechin, dimeric procyanidins and
quercetin can modify the NF-kB pathway (Mackenzie et al., 2004; Comalada et al., 2005)
involved in the production of inflammatory products. Therefore, it can be suggested that the
cocoa absorbed fraction, flavonoids or even other compounds, can also interact with this
transduction pathway.

After demonstrating the effect of cocoa in reducing some inflammatory mediators ex
Vvivo, the second part of this study was focused on ascertaining whether a cocoa enriched diet
was able to directly modulate a local inflammation in vivo. Specifically, we examined the
effect of cocoa on the local inflammatory response induced by carrageenin in the rat hind paw
(Winter et al., 1962). This model is widely applied for the screening of anti-inflammatory
drugs which provokes a progressive local edema during 4-6 h, that remains even up to 24 h.
Carrageenin-induced edema is accompanied with prostanoids and pro-inflammatory cytokines
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increase in paw tissues, mainly consisting in an early increase of TNFa followed by
elevations in IL-1B and IL-6 (Guay et al., 2004; Rocha et al., 2006; Loram et al., 2007). As
shown here, rats that received cocoa for a week developed a lower carrageenin-induced paw
edema than reference animals. This regulatory effect was seen at the first hour of induction by
both cocoa doses (2.4 and 4.8 g/kg/day) and, in those animals with the high cocoa dose,
remained until the end of the study. These results confirm preliminary studies using a higher
dose (Ramos-Romero et al., 2008). Although the cocoa compounds responsible for this effect
remain to be established, flavonoids are good candidates because two s.c. or i.v. injections of
catechin and epicatechin produced a significant reduction of paw edema in the carrageenin
model (Matsuoka et al., 1995). Moreover, quercetin, also present in small quantities in cocoa,
inhibited the carrageenin-induced paw edema when administered i.p. to mice (Rotelli et al.,
2003), and also diminished the carrageenin-induced air pouch when administered locally to
rats (Morikawa et al., 2003). In addition, other isolated flavonoids (Ferrandiz et al., 1991) or
plant extracts (Autore et al., 2001; Chakradhar et al., 2005; Ghule et al., 2006) have shown an
inhibitory effect on carrageenin-induced edema.

The anti-inflammatory effect of cocoa on carrageenin-induced edema may be due to its
action on different events during the inflammatory response. In the carrageenin model, it has
been described that histamine and serotonin released from local mast cells are responsible for
the inflammation in the first phase, followed by kinins and therefore by the local production
of prostaglandins (Morris, 2003). To analyze which mechanism/s could be influenced by
cocoa, we have tested the effect of cocoa intake on acute inflammatory models induced by
several single mediators. Cocoa intake had no protective effect in edema induced by
histamine or serotonin. These results allow us to suggest that cocoa compounds did not
counteract the actions of vasoactive amine. This fact could be explained by the vasodilator
effect of cocoa (Hermann et al., 2006) that would add to the vasoactive inflammatory
mediators. In contrast, other flavonoid-enriched plant extracts or isolated flavonoids have
shown anti-inflammatory effect in histamine- and serotonin-induced acute inflammation. In
these cases, however, there are different routes of administration and a short period between
administration and inflammation induction (Sala et al., 2003; Gupta et al., 2005; Zhou et al.,
2006; Paulino et al., 2006). On the other hand, cocoa intake could modulate the release of
these inflammatory mediators because the down-regulatory role of some flavonoids on mast
cell activation and histamine release has been recently described (Park et al., 2008; Shimoda
et al., 2008).

In the present study, cocoa intake also produced no inhibition on PGE;-induced
inflammation. Despite these results, it has been described that some flavonoids may inhibit
cyclooxigenase pathways and PGE, synthesis (de Pascual-Teresa et al., 2004; Delporte et al.,
2005). Therefore, although cocoa could not counteract PGE, effects when it was injected, it
remains to know if it could regulate its synthesis.

Interestingly, rats receiving the lowest dose of cocoa (2.4 g/kg/day) developed a
significant reduction of paw edema induced by bradykinin. This effect may be partially
attributed to the fact that flavonoids are able to bind bradykinin (Richard et al., 2006) and
then antagonize its effects (Yun-Choi et al., 1993). Moreover, it has been suggested that
bradykinin stimulate TNFa release from macrophages (Loram et al., 2007), a process that can
be down-modulated by cocoa intake as shown here. On the other hand, bradykinin acts on
endothelial cells causing vasodilatation, and on non-myelinated afferent neurons, mediating
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pain (Marceau et al., 2004). These actions would not be affected by a cocoa diet and then
would explain the mild effect of cocoa on the bradykinin model. In addition, the beneficial
properties of cocoa on this model were not observed at the highest dose. This lack of effect
could be explained by the wvasodilator consequences of cocoa intake, which at high
concentration would predominate over the antagonistic action of flavonoids on bradykinin.

Therefore, from the experimental models induced by single inflammatory mediators, it
could be suggested that the anti-inflammatory effect of 2.4 g/kg/day cocoa was due at least
partially by regulating bradykinin actions. This effect could explain the inhibition observed
with this dose during the first hour in the carrageenin model. Later, the same dose would not
be able to counteract the macrophage activation phase, which agrees with results from
peritoneal macrophages. On the contrary, higher doses of cocoa inhibit carrageenin-induced
edema longer, which could be the result of the down-regulation of mediators produced by
macrophages as reactive oxygen and nitrogen species and cytokines.

In summary, a high intake of cocoa could produce anti-inflammatory effects in vivo, as
shown in vitro. Although it remains to be ascertained the precise mechanism of action of
cocoa and its effectiveness in other inflammatory processes, cocoa seems a good candidate to
be considered as a functional food.
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Resumen

Objetivo: Establecer el efecto de dos dietas enriquecidas con cacao sobre la artritis
adyuvante en rata, considerando factores clinicos, bioquimicos, humorales y celulares.

Material y Métodos: Ratas Wistar hembras recibieron dietas enriquecidas con cacao
Natural Forastero (5 y 10% de cacao) desde 2 semanas antes de la induccion de la artritis
adyuvante hasta el final del estudio, a las 4 semanas de la induccion. La artritis adyuvante
se indujo mediante una inyeccidon intradérmica de una suspension de Mycobacterium
butyricum inactivado. El volumen de las extremidades posteriores inflamadas se cuantifico
utilizando un pletismoémetro de agua. Ademas, se determind la proporcion de diversas
poblaciones linfociticas en sangre y ganglios linfaticos inguinales por marcaje con técnicas
de inmunofluorescencia y posterior analisis mediante citometria de flujo. Se cuantifico la
concentracion de anticuerpos séricos dirigidos contra Mycobacterium butyricum, asi como
la produccion de IL-2 e IFNy en sobrenadantes de esplenocitos estimulados
especificamente y no estimulados, mediante técnicas de ELISA. La liberacion de
prostaglandina E; en esas mismas células se determind por un inmunoensayo competitivo.

Resultados: A pesar de que las dietas enriquecidas con cacao no disminuyeron
significativamente el edema articular producido por la artritis adyuvante en las
extremidades posteriores, se observo cierta tendencia a su reduccion al final del estudio.
Por otro lado, ambas dietas enriquecidas con cacao disminuyeron la concentracion sérica
de anticuerpos dirigidos contra Mycobacterium butyricum y la proporcion de linfocitos
Th, tanto en sangre como en ganglios linfaticos inguinales. Ademas, la ingesta de cacao
evitd alteraciones inducidas por el proceso artritico, como son la disminucion en la
proporcion de linfocitos T reguladores en sangre y el desequilibrio de las subpoblaciones
NK CD8+ y NK CDS8- en ganglios linfaticos inguinales.

Conclusiones: La ingesta de dietas enriquecidas con cacao, si bien no logra reducir la
inflamacién articular desarrollada en la artritis adyuvante, es capaz de modificar las
proporciones de linfocitos Th y reducir la respuesta humoral asociada a esta patologia
inflamatoria.
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Abstract

Cocoa and its flavonoids have potential anti-inflammatory properties i vitro and in acute inflammation models in vivo. The aim of the
present study was to ascertain the effects of two cocoa-enriched diets on adjuvant arthritis (AA) in rats, considering not only clinical
and biochemical inflammatory indices, but also antibody response and lymphocyte composition. Female Wistar rats were fed with a 5
or 10 % cocoa-enriched diet beginning 2 weeks before arthritis induction and until the end of the study. AA was induced by an intradermal
injection of heat-killed Mycobacterium butyricum suspension. The hind-paw swelling (plethysmometry), serum anti-mycobacterial anti-
body concentration (ELISA), blood and inguinal lymph node lymphocyte subset percentage (flow cytometry), and IL-2, interferon vy
and PGE, released from splenocytes (ELISA) were assessed. Although the cocoa diets had no significant effect on hind-paw swelling,
a tendency to reduce it was observed at the end of the study. Cocoa-enriched diets were able to decrease the serum anti-mycobacterial
antibody concentration and the splenocyte PGE, production, as well as the proportion of T-helper (T},) lymphocytes in blood and regional
lymph nodes, which probably includes cells responsible for the arthritic process. The cocoa diets prevented a decrease in the proportion
of regulatory T-cells in blood and a disequilibrium between inguinal lymph node natural killer (NK) CD8" and NK CD8” subsets.
In conclusion, the cocoa-enriched diets during AA were not able to significantly decrease joint inflammation but modified Ty-cell
proportions and prevented specific antibody synthesis.

Key words: Cocoa flavonoids: Adjuvant arthritis: T-helper lymphocytes: Anti-mycobacterial antibodies

cocoa (Theobroma cacao seed
product) used to be consumed for its beneficial effects on
health" =%, but it changed from being consumed for medi-
cinal purposes to being eaten as a confectionery in modern

In ancient civilisations, flavanols, and as a result they reach to the colon, where they
are transformed by intestinal microbiota and absorbed
through the intestinal barrier®™. In consequence, the beneficial

effect of these phytochemicals could be mainly attributed

society. Nowadays, there is a resurgence of interest in the
health properties of cocoa and its derivatives. Much scien-
tific evidence has suggested that the beneficial effects of
cocoa are associated with its flavonoids‘”. Cocoa mainly con-
tains flavan-3-ols such as (—)-epicatechin and (4 )-catechin
(0-20-3-50mg/g), and their polymers called proanthocya-
nidins (2:16-100mg/g)>®, which, unlike other products
such as tea, apples, grapes or red wine, can have up to ten
linked units of flavanol monomers”. Large proanthocyanidins
are less efficiently absorbed in the small intestine than shorter

to metabolites derived from the microbial catabolism of
proanthocyanidins®!'®. Large proanthocyanidins in the colon
may have an important local function neutralising oxidants
and carcinogenic compounds all along the gut'". On the
other hand, in addition to flavanols, quercetin and its deri-
vatives, such as quercitrin, isoquecitrin, rutin, naringenin,
luteolin and apigenin, are also present in cocoa in smaller
quantities(m‘

Despite some in vitro studies, the influence of cocoa on
the immune system is still relatively unknown. Previously,

Abbreviations: AA, adjuvant arthritis; C5-AA, arthritic animals fed a 5% cocoa-enriched diet; C10-AA, arthritic animals fed a 10% cocoa-enriched diet; FBS,
fetal bovine serum; IFN-v, interferon -y; ILN, inguinal lymph node; mAb, monoclonal antibodies; Mb, Mycobacterium butyricum; NK, natural Killer; NKT,
natural killer T; REF, healthy animals fed a standard diet; REF-AA, arthritic animals fed a standard diet; RPMI-FBS, Roswell Park Memorial Institute-1640
media containing 10 % fetal bovine serum; T, activated T-helper; T, T-cytotoxic; TCR, T-cell receptor; Ty, T-helper; T,eq, regulatory T-helper.

* Corresponding author: M. Castell, fax +34 93 403 59 01, email margaridacastell@ub.edu
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we reported that a cocoa-enriched diet modifies lymphocyte
composition and function in several lymphoid tissues in
rats" 31 Specifically, a 10% cocoa diet given to young rats
over 3 weeks increases the proportion of B-cells in the
spleen™, mesenteric lymph nodes and also in Peyer’s
patches(]/'), whereas it down-regulates serum IgG, IgM and
IgA production™®. Moreover, specific antibody concentration
against ovalbumin significantly decreased in immunised rats
fed cocoa™®. On the other hand, a cocoa-enriched diet
reduces CD4™ T-helper (Tp,) lymphocyte proportion in the
spleen and mesenteric lymph nodes but its IL-2 secretion, a
cytokine with an autocrine effect producing Ty, proliferation,
is not modified?.

Rheumatoid arthritis is an inflammatory autoimmune dis-
ease mainly mediated by Ty, cells"?. Adjuvant arthritis (AA)
is an experimental model in rats of human rheumatoid arthritis
that has been widely used for the screening of anti-inflamma-
tory drugs"”'®. The pathogenesis of the adjuvant arthritic
process seems to be mainly related to CD4" T-cells, because
administration of monoclonal antibodies (mAb) against CD4
can prevent AA development”
blished AA®”.

Inflammation is a complex biological response by vascular
tissues to harmful stimuli to remove the injurious agent,
as well as to initiate the tissue reparation process?". Studies
performed in vitro have shown the anti-inflammatory proper-
ties of isolated flavonoids. In this sense, epicatechin and
isoquercitrin decrease TNF-a and monocyte chemoattractant
protein-1 production by lipopolysaccharide-stimulated macro-
phages(zz) . Furthermore, quercetin inhibits cyclo-oxygenase
pathways and PGE, synthesis in the Chang liver cell line®
and in human lymphocytes®”. In addition, some studies
have reasserted the anti-inflammatory capacity of isolated
flavonoids in wvivo. Subcutaneous or intravenous injections
of catechin and epicatechin produce a significant reduction
of a local acute inflammation induced in rats®>.

The effect of cocoa on the inflammatory response is more
complex than that of flavonoids because it contains a mix of

and also ameliorate esta-

diverse compounds. There are studies about the in wvitro
effect of cocoa on pro-inflammatory cytokine and chemokine
release, generating controversial results. While some cocoa
flavonoid fractions increase the production of pro-inflamma-
tory cytokines in peripheral blood mononuclear cells®0=2;
a complete cocoa extract decreases the TNF-a, monocyte
chemoattractant protein-1
by macrophages®®. In addition, peritoneal macrophages
obtained from rats fed with cocoa for at least 1 week produce

lower amounts of TNF-a, IL-6, NO and reactive oxygen
(30,31

and nitric oxide production

species“‘%’so’?’z). Moreover, in previous studies , a cocoa
suspension administered by the oral route for a week decreased
the local hind-paw swelling induced by carrageenin and
bradykinin in rats and reduced TNF-a concentration in inflam-
matory exudates. How cocoa metabolites down-regulate the
inflammatory response remains to be established. Some
in vitro studies have shown that flavonoids such as epicate-
chin, catechin, dimeric procyanidins and quercetin can
modify the NF-kB pathway(33’54)
inflammatory products.

involved in the synthesis of

Because cocoa inhibits the release of some inflammatory
mediators in vitro, reduces acute local inflammation in
rodent models and decreases the Ty,-cell proportion in several
lymphoid tissues iz vivo, the aim of the present study was to
determine the effects of two cocoa-enriched diets on AA.
Specifically, we have taken into consideration not only clinical
and biochemical inflammatory indices, but also antibody
response and lymphocyte composition in two different
compartments.

Materials and methods
Animals

A total of forty-five 9-week-old female Wistar rats were
obtained from Harlan (Barcelona, Spain). Rats were housed
three to four per cage in controlled temperature (20 * 2°C)
and humidity (55%) conditions in a 12h light—-12h dark
cycle, with free access to food and water. Handling was
done in the same time range to avoid the influence of bio-
logical rhythms. Studies were performed in accordance with
the institutional guidelines for the care and use of laboratory
animals established by the FEthical Committee for Animal
Experimentation at the University of Barcelona and approved
by the Catalonian Government.

Induction and assessment of adjuvant arthritis

To induce the arthritis process, rats were injected intrader-
mally into the base of the tail with a suspension of 0-5mg
heat-killed Mycobacterium butyricum (Mb; Difco, Detroit,
MI, USA) in 0-1ml of liquid vaseline. AA was clinically
assessed by means of hind-paw volume with a water
plethysmometer (LI 7500; Letica, Barcelona, Spain). Left and
right hind-paw volumes were measured just before AA induc-
tion (on day 0), daily during the second week post-induction,
and every other day until the end of the study. All deter-
minations were performed in a blinded manner. Articular
inflammation was expressed as a percentage of increase in
both hind-paw volumes with respect to their value on day 0.
On day 14, animals were classified as arthritic if the increase
in hind-paw volumes was higher than the volume increase
media of healthy animals fed a standard diet (REF) plus two
times its standard deviation.

Experimental design

The standard diet corresponded to the American Institute of
Nutrition-93M formulation, which provides the nutrients
required for optimal rat maintenance and was used as the
reference diet (Table 1). Partially defatted Natural Forastero
cocoa (Nutrexpa, Barcelona, Spain) was used to manufacture
cocoa chows. This cocoa powder contained 22% proteins,
16% carbohydrates, 11 % lipids and 25-5% fibre, and 21-2mg
of total phenols/g according to the Folin—Ciocalteu method.
Cocoa diets (5 and 10%) were prepared partially removing
maize starch, soyabean oil, cellulose and casein from American
Institute of Nutrition-93M standard starch and adding 50 or
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Table 1. Composition of the experimental diets (g/kg)*

Standard chow 5% Cocoa-  10% Cocoa-
(AIN-93M, enriched enriched

Components g/kg) chow (g/kg) chow (g/kg)
Casein 140 129 118
L-Cys 1-8 1.8 1.8
Maize starch 465-69 457-69 449-69
Maltodextrin 155 155 155
Sucrose 100 100 100
Soyabean oil 40 34.5 29
Cellulose 50 37-25 24.5
Mineral mix (TD94046) 35 35 35
Vitamin mix (TD94047) 10 10 10
Choline bitartrate 25 25 2.5
tert-Butylhydroquinone 0-008 0-008 0-008
Natural cocoa powder - 50 100
Total energy (kJ/kg diet) 15069-6 15069-6 15069-6

AIN, American Institute of Nutrition.

* The cocoa powder used contained 22 % proteins, 16 % carbohydrates, 11 % lipids
and 25-5 % fibre, and 21-2mg of total phenols/g according to the Folin—Ciocalteu
method.

100g cocoa/kg of chow, respectively (Table 1). In conse-
quence, the resulting chow had the same proportion of
carbohydrates, lipids, proteins and total energy as the
standard diet. Following the conversion of animal doses into
human equivalent doses described by Reagan-Shaw et al. >,
the 5% cocoa-enriched diet was equivalent to 0-454g
cocoa/kg human per d (27:25g cocoa for a 60kg individual)
and the 10% cocoa-enriched diet was equivalent to 0:908 g
cocoa/kg human per d (54:5g cocoa for a 60 kg individual).

Animals were randomly distributed into four different experi-
mental groups: REF (7 12); arthritic animals fed a standard diet
(REF-AA; n 11); arthritic animals fed a 5% cocoa-enriched
diet (C5-AA; n 11); arthritic animals fed a 10 % cocoa-enriched
diet (C10-AA; n 11). The REF and REF-AA groups were
fed with the standard diet, the C5-AA group was fed with the
5% cocoa-enriched diet and the C10-AA group with the 10%
of cocoa-enriched diet. The diets began 14 d before arthritis
induction and lasted until the end of the study, a total of
6 weeks (Fig. 1).

At weeks 2 and 3 post-induction, the animals were anaes-
thetised by isoflurane inhalation in order to collect 100 pl
of blood by tail vein puncture for serum anti-Mb antibody
determination (Fig. 1). On day 28 post-induction, the animals
were anaesthetised with ketamine (90 mg/kg; Merial, Lyon,
France) and xylazine (10mg/kg; Bayer HealthCare, Kiel,
Germany) intraperitoneally and killed by total exsanguination

AA
induction (days)

by cardiac puncture. Blood and lymphoid tissues such as
spleen, representative of the systemic immune tissues, and
inguinal lymph nodes (ILN), that drain the knee joint synovia,
one of the most affected tissues in AA, were obtained. An
aliquot of each blood sample was used to automatically
count the leucocytes by using a Coulter Counter JT
haemocytometer (Hialeah, FL, USA) calibrated for rat blood.
The differential white blood count was obtained by manual
enumeration of May-Grinwald—Giemsa-stained blood cell
smears.

Cell isolation from peripheral blood, lymph nodes and
spleen

On the day of killing, blood was immediately treated with
10g/1 NH4Cl solution to lyse erythrocytes. After washing
once with PBS containing 2% fetal bovine serum (FBS; PAA,
Pashing, Austria) and 0-1% NaNj, peripheral blood cells
were ready for immunofluorescence staining.

ILN and spleen were broken up by passing the tissues
through a steel mesh (Cellector™; Bellco, Vertieb, Austria)
with Roswell Park Memorial Institute-1640 media containing
10% FBS (RPMI-FBS). Cells were then centrifuged (540 g,
10min, 4°C) and resuspended in PBS. Then, lymphocytes
from ILN were ready for immunofluorescence staining. The
spleen cells underwent an erythrocyte lysis by adding distilled
water for 5s and restoring tonicity by adding PBS ten times.
Then, cells were washed and resuspended with RPMI-
FBS containing 100 000 U/1 penicillin and 0-1 g/ streptomycin
2muM-L-glutamine (Sigma Chemical Company, St Louis, MO,
USA), and 0-05 mm-2-mercaptoethanol (Merck KGaA, Darm-
stadt, Germany) to be cultured. Number and viability were
determined by acridine orange and ethidium bromide
(Sigma) staining followed by fluorescence light microscopical
analysis.

Immunofluorescence staining and flow cytometry analysis

Lymphocyte phenotype was determined just after cell isolation
by double or triple staining, using fluorochrome-conjugated
mAb followed by flow cytometry analysis. Mouse anti-rat
mAb conjugated to fluorescein isothiocyanate, phycoerythrin,
peridinin chlorophyll protein or allophycocyanin used here
included the following: anti-T-cell receptor (TCR) afp (R73),
anti-TCRyd (V65), anti-NKR-P1A (10/78), anti-CD4 (OX-35),
anti-CD25 (IL-2Ra chain, OX-39), anti-CD8a (OX-8), anti-

Diet
beginning

Arthritic|process l
v v

Blood Blood  Killed |Blood
. . Spleen
collection collection ILN

Fig. 1. Diagram of the experimental design beginning 14 d before adjuvant arthritis (AA) induction until day 28 post-induction. ILN, inguinal lymph node.
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CD45RA (OX-33), anti-CD81 (Eat2) (BD Biosciences, Erembo-
degem, Belgium) and anti-Foxp3 (FJK-16a; eBioscience,
Frankfurt, Germany). Extracellular staining was performed in
5x10° cells by saturating concentrations of fluorochrome-
mAb in PBS containing 1% FBS and 0-1% NaNj; (30 min,
4°C, in the dark). A negative control staining using an
isotype-matched mAb was included for each sample. For intra-
cellular staining, cells previously labelled with anti-CD4-
phycoerythrin  and  anti-CD25-fluorescein  isothiocyanate
mADb were treated with a Foxp3 fixation/permeabilisation kit
(eBioscience). Then, intracellular staining with anti-Foxp3-APC
mAb was carried out in the same conditions as extracellular
staining. All stained cells were fixed with 0-5% p-formaldehyde
and stored at 4°C in the dark. Analysis was performed using
a Cytomics FC500-MPL cytometer (Beckman Coulter, Miami,
FL, USA).

Lymphocyte subsets were defined in the cytometer
as follows: Taf (TCRaB™ NKR-P1A7), Tyd (CD8' TCRyS™),
B (CD45RA™), natural killer (NK; NKR-P1IAT TCR-af7),
natural killer T (NKT; NKR-P1AY TCRaf"), T, (CD4%
TCRap™), T-cytotoxic (Te; TCRaBt CD8a™ NKR-P1IAT), Tp2
(CD4T TCRaf™ CD81Y), activated Tj, (T,y; CD4T CD257
Foxp3™) and regulatory Tp, (Treg; CD4" CD25" Foxp3™.
Results are expressed as a percentage of positive cells in the
lymphocyte population, selected previously according to
the forward and side scatter characteristics of a cellular sus-
pension that includes positive cells stained with anti-TCR,
anti-NKR-P1A and anti-CD45RA. In some cases, results are
presented as a percentage of positive cells in a specific
lymphocyte subset (T, Ty, or NK cells).

Anti-Mycobacterium butyricum antibodies in serum

Anti-Mb antibody levels in sera were determined by using an
indirect ELISA technique, as described previously®®. Briefly,
polystyrene microELISA plates (Nunc Maxisorp, Wiesbaden,
Germany) were incubated with a soluble protein fraction of
Mb in PBS (3 ng/mb. After sample incubation, peroxidase-
conjugated goat anti-rat Ig antibodies (BD Biosciences) were
used. Since standards were not available, several dilutions of
pooled sera from REF-AA animals were added to each plate.
This pool was arbitrarily assigned 64000U/1 anti-Mb
antibodies.

Spleen cell culture and cytokines and PGE, secretion

Splenocytes were cultured at 3 x 10°cells/ml in twenty-
four-well plates. Cells were stimulated with Mb (10 pg/mD
for 24, 48 or 72 h or remained without a stimulus. IL-2 concen-
tration was quantified in the 24 h supernatant using a rat ELISA
set (BD Biosciences). Interferon y (IFN-y) concentration was
determined in the 72h supernatant with a Biosource ELISA
set (Nivelles, Belgium). PGE, concentration was determined
in the 48h supernatant by a competitive immunoassay kit
from Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI, USA) according
to the manufacturers’ recommendations. The time points to
perform these analyses were established in a preliminary

study by determining the maximal concentrations of these
analytes in our culture conditions.

Statistics

The software package SPSS 16.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA)
was used for statistical analysis. Levene’s and Kolmogorov—
Smirnov’s tests were applied to assay variance equality and
normal distribution of the studied groups, respectively. The
one-way ANOVA followed by Schefté’s post hoc significance
test was applied when the assumptions of normality and
equal variance were met. In the opposite case, non-parametric
tests (Kruskal-Wallis and Mann—Whitney ) were used to
assay significance. Significant differences were accepted
when P<0-05.

Results

Effect of the cocoa diet on body weight and articular
inflammation

At the beginning of the study, body weight was 1652 (SEm
11D g for all the studied groups. After 6 weeks of the diet,
body weight was 231-8 (sem 3-6) g for the REF group, 200-2
(sEM 54) g for the REF-AA group, 1989 (sem 2-4) g for the
C5-AA group and 1929 (sem 40)g for the C10-AA group.
Therefore, regardless of the diet, at day 28 post-induction,
all AA animals presented similar body weight, which was
lower than that of healthy animals (P<0-05).

On day 14 post-induction, arthritis incidence was over
92% for the reference arthritic group (REF-AA), similar to
that found in both cocoa-fed groups (C5-AA and C10-AA).
The time course of hind-paw volume increase after arthritis
induction is summarised in Fig. 2(a). Paw volume reached a
maximum increase of 130% in the REF-AA group on day 21
post-induction. Animals from the C5-AA group displayed a
lower paw volume increase than the reference group from
day 16 to 28 post-induction, but differences were not statisti-
cally significant. On the last day of the study, the C5-AA
volume increase was reduced by 32% of that of the REF-AA
group (Fig. 2(b)). Animals from the C10-AA group showed a
paw oedema pattern similar to the REF-AA group, but on
the last day of the study, the values were 28% lower than
those of the REF-AA (Fig. 2(b)).

Effect of the cocoa diet on peripheral blood lymphocyte
subsets in adjuvant arthritis rats

AA induced leucocytosis due to a neutrophil increase while
the lymphocyte counts remained in the blood (Table 2).
Alterations induced by AA were not modified by the
cocoa diet.

Percentages of blood Taf, Ty, B, and NK lymphocytes
did not change significantly in the REF-AA group (Fig. 3(a)).
In the case of arthritic rats, all groups showed lower blood
NKT cell percentages than the reference healthy animals
(REF). Moreover, the blood Taf cell percentage in animals
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Fig. 2. Effect of cocoa diets on the clinical evolution of adjuvant arthritis (AA) evaluated by hind-paw volume increase, measured by a water plethysmometer.
(a) Time course of AA (expressed as a percentage of increase in both hind-paw volumes with respect to their value on day 0): ——, healthy animals fed a stan-
dard diet (REF); —O—, arthritic animals fed a standard diet (REF-AA); —A—, arthritic animals fed a 5% cocoa-enriched diet (C5-AA); ——, arthritic animals fed
a 10 % cocoa-enriched diet (C10-AA). (b) Percentage of hind-paw volume increase on the last day of the study. Values are means, with their standard errors
represented by vertical bars (n 11-12). * Mean values were significantly different from those of the REF group (P<0-05; ANOVA followed by Scheffé’s test).

fed a 10% cocoa-enriched diet decreased with respect to the
REF-AA group (P<<0:05).

With regard to T-cell subsets (Fig. 3(b)), AA increased the
Ty-cell proportion (P<0-05) and decreased the T.-cell per-
centage (P<0-05), resulting in a higher T},:T. ratio in REF-AA
animals compared with the REF group. Animals fed a 10%
cocoa-enriched diet avoided this Ty,:T. imbalance caused by
the arthritic process (P<0:05 v. REF-AA). The Ty:T. ratio in
rats from the 5% cocoa diet group remained similar to that
of REF animals, although values were not statistically different
from the REF-AA group.

The proportion of T2 cells was assessed by means of the
presence of CD81 in Ty, cells. As shown in Fig. 3(c), the
arthritic process did not affect the proportion of these cells,
but both cocoa diets tended to reduce the T2 proportion.
Moreover, the AA process reduced the Ty, (CD4" CD25"
Foxp3") cell proportion with respect to the REF group
(P<0-05; Fig. 3(c)) and, interestingly, the 10 % cocoa-enriched
diet avoided this alteration. T, cell proportion, determined
as CD4" CD25" Foxp3~ lymphocytes, was not affected by
AA or the cocoa diets. NK cell subsets determined by CD8
phenotype (Fig. 3(d)) were not modified either by the AA
process or cocoa intake.

Effect of the cocoa diet on inguinal lymph node
lymphocyte subsets in adjuvant arthritis rats

The study of the main lymphocyte populations in ILN
(Fig. 4(a)) revealed almost no changes induced by the arthritic
process, as seen in the REF-AA group. There was only an
increase in the low percentage of NKT cells (P<0-05),
which was also found to a lesser degree in the C5-AA
and C10-AA groups. The cocoa diets decreased the B-cell

population in AA rats in comparison with the REF group
(P<0:05; Fig. 4(a)), and there was a concomitant increase in
Taf cells in the C5-AA group.

Although the arthritic process did not modify the proportion
of Ty, and T, cells, both cocoa diets produced a decrease in the
Ty-cell proportion in ILN (P<0-05; Fig. 4(b)).

On the other hand, neither arthritis nor the cocoa diets
changed the T2 cell profile in this tissue (Fig. 4(c)). Pro-
portion of regional T,., cell was not affected by the arthritic
process or by the cocoa diets (Fig. 4(c)). In contrast, the
proportion of T, lymphocytes in arthritic animals increased
significantly in ILN (P<<0-05).

With respect to the NK cell population (Fig. 4(d)), the arthritic
process increased more than twofold the CD8":CD8™ ratio in
NK cells (P<0:05). The cocoa diets avoided this marked
disequilibrium in ILN (P<<0-05, C10-AA v. REF-AA).

Table 2. Effect of adjuvant arthritis and cocoa diets on blood leucocyte,
lymphocyte and neutrophil counts

(Mean values with their standard errors)

Blood leuco- Blood lympho- Blood neutro-
cyte counts cyte counts phil counts
(x10%1) (x10%1) (x10%1)

Experimental
groups Mean SEM Mean SEM Mean SEM
REF (n12) 2-81 0-63 2:24 0-63 0-46 0-08
REF-AA (n 11) 5-81* 0-95 2-69 0-48 2.76* 0-50
C5-AA (n 11) 5-88* 0-87 2-65 0-51 2.87* 0-48
C10-AA (n 11) 5.06 1-00 2-11 0-56 2.72F 0-50

REF, healthy animals fed a standard diet; REF-AA, arthritic animals fed a standard
diet; C5-AA, arthritic animals fed a 5% cocoa-enriched diet; C10-AA, arthritic
animals fed a 10 % cocoa-enriched diet.

Mean values were significantly different from those of the REF group (one-way
ANOVA followed by Scheffé’s test): *P<0-05, **P<0-001.
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Fig. 3. Lymphocyte subset composition in rat blood, determined by double
or ftriple staining, using fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies
followed by flow cytometry analysis. (a) TaB, Tyd, B, natural killer (NK) and
natural killer T (NKT) lymphocyte percentages. (b) T-helper (T,) and T-cyto-
toxic (T.) cell percentages in the T-cell population and Ty:T. ratio. (c) Tn2,
activated Ty, (Tae) and regulatory Ty, (T.eq) percentages in the T, subset.
(d) CD8" and CD8™ cell percentages in NK lymphocytes. Values are means,
with their standard errors represented by vertical bars (n 9-12, with the
exception of B-cells n 5-9). *Mean values were significantly different from
those of healthy animals fed a standard diet (REF, N) (P<0-05). t Mean
values were significantly different from those of arthritic animals fed
a standard diet (REF-AA, [0) (P<0.-05; Kruskal-Wallis and Mann—Whitney
U tests). C5-AA, arthritic animals fed a 5% cocoa-enriched diet (@); C10-AA,
arthritic animals fed a 10 % cocoa-enriched diet (m).

Effect of the cocoa diet on anti-Mycobacterium butyricum
antibodies in adjuvant arthritis rats

Arthritis induction, by means of heat-killed Mb, involved the
synthesis of antibodies directed against mycobacteria (Fig. 5),
which are absent in non-induced animals (data not shown).
The serum concentration of these antibodies increased
during the arthritis time course. The intake of both cocoa
diets (5 and 10%) reduced serum anti-Mb antibody synthesis,
an effect that was already detected at 2 weeks after induction
(P<0-05). This inhibition was dose-dependent and continued
until the end of the study.

Effect of the cocoa diet on ex vivo cytokine and PGE,
secretion by splenocytes

Splenocytes obtained on day 28 post-induction from animals
of all the induced groups produced IL-2 and IFN-y after the
Mb challenge (Fig. 6(a) and (b)). IL-2 secretion was higher
in splenocytes from the C5-AA and C10-AA groups than
those from the REF-AA group (P<0-05; Fig. 6(a)). However,
cocoa did not affect IFN-y secretion, which was similar in all
three AA groups (Fig. 6(b)).

PGE, was secreted by splenocytes (Fig. 6(c)) from healthy
and arthritic animals either without stimulus or after Mb
addition. In non-stimulated conditions, PGE,; released by cells
obtained from the C10-AA group was significantly lower than
that from the REF and REF-AA groups (P<0-05). However,
no significant changes were observed in Mb-stimulated cells.

Discussion

In previous studies, cocoa has shown anti-inflammatory
propetties both in vitro and in vivo “**3V. We have previously
demonstrated that cocoa-enriched diets in young and adult
animals modulate the synthesis of total and specific anti-
bodies™®!> and also decrease the proportion of Ty, cells

A9 in healthy conditions.

in several lymphoid compartments
On the other hand, some studies have reported the protective
effect of flavonoids on arthritis models®” =3, and specifically
on adjuvant-carrageenin-induced arthritis in rats"“**", All these
results prompted us to study the influence of long-term cocoa
diets with two different dosages in a T-cell-mediated systemic
inflammation model, as in AA"”, a well-established severe
polyarthritis chronic model that lasts at least 3 months“*?,
The present study shows that a cocoa-enriched diet was
able to decrease the synthesis of antibodies against the pathol-
ogy inducer during the progression of AA. The cocoa diet was
also able to decrease the proportion of Ty, lymphocytes in
blood and regional lymphoid tissues, which probably include
cells responsible for the arthritic process. Moreover, the cocoa
diet showed a tendency to modulate hind-paw swelling. The
clinical evolution of AA in animals fed a 5% cocoa-enriched
diet had a tendency to reduce the severity of the process,
but unfortunately, a significant diminution of the arthritic pro-
cess was not achieved through the cocoa diets. These results
are in contrast with those of Pelzer and co-workers“®4"
which showed flavonoid anti-inflammatory actions in a similar
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Fig. 4. Lymphocyte subset composition in rat inguinal lymph nodes, deter-
mined by double or triple staining, using fluorochrome-conjugated mono-
clonal antibodies followed by flow cytometry analysis. (a) Taf, Tv3, B,
natural killer (NK) and natural killer T (NKT) lymphocyte percentages. (b) T-
helper (T,) and T-cytotoxic (T.) cell percentages in the T-cell population.
(c) Th2, activated Ty, (Tacr) and regulatory Ty, (Treg) percentages in the Ty, sub-
set. (d) CD8" and CD8™ cell percentages in NK lymphocytes. Values are
means, with their standard errors represented by vertical bars (n 9-12).
*Mean values were significantly different from those of healthy animals fed a
standard diet (REF, ®) (P<0-05). T Mean values were significantly different
from those of arthritic animals fed a standard diet (REF-AA, O0) (P<0-05;
Kruskal-Wallis and Mann—Whitney U tests). C5-AA, arthritic animals fed a
5% cocoa-enriched diet (@); C10-AA, arthritic animals fed a 10% cocoa-
enriched diet ().

model. However, these studies were performed by using
single flavonoids (quercetin, rutin, hesperidin and morin)
administered intraperitoneally, and the AA model was induced
through a rather different procedure. In addition, some of
these flavonoids, such as hesperidin, morin and rutin, are
not even present in cocoa, and there are controversial results
about the anti-inflammatory capacity of hesperidin®®. Our
results do not agree with another study that used quercetin

administered orally in a rat AA model*”. Nevertheless,
the quercetin dosage used in that study was very high
(150 mg/rat), while the quercetin concentration in a cocoa
extract is just over 57 ng/g“?. The lack of a clear effect in
the present study could then be explained by the low pro-
portion of quercetin in cocoa flavonoids®> and the daily
intake of cocoa that was about 600mg/100g of rat"'>
fact, the main and best-absorbed flavonoid in cocoa is epica-
techin®, a flavonoid with ascribed anti-inflammatory activities
in vitro #*3%,
Previous studies
showed that a 10% cocoa-enriched diet produced a decrease
in T}, proportion in the spleen and lymph nodes. Here, we
have also showed that a cocoa diet reduces the T}, proportion
in the blood and ILN in AA rats. In consequence, it could be
suggested that cocoa intake could entail reduction in the
number of Ty, cells involved in the arthritic process(zm. How-
ever, this effect may not be enough to abolish the activity of

. In

131D performed on young healthy rats

pathogenic cells. This suggestion is in line with the concen-
tration of IFN-y, a pro-inflammatory cytokine, released from
the splenocyte supernatants, which were similar in the three
arthritic groups. IFN-y is a cytokine mainly produced by T,
cells that enhances the inflammatory process through macro-
phage activation“®.

The effect of a cocoa diet on T, cells is also of interest
because these cells regulate immune responses(47) , and there
is some evidence that patients with rheumatoid arthritis have
defective Tyeg cell function®®. 1t has been recently reported
that the transference of activated T, cells to mice with
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Fig. 5. Anti-Mycobacterium butyricum (Mb) antibody concentration in serum
during arthritis time course. Values are means, with their standard errors
represented by vertical bars (n 11-12). 1 Mean values were significantly
different from those of arthritic animals fed a standard diet (REF-AA, O)
(P<0-05; Kruskal-Wallis and Mann—Whitney U tests). C5-AA, arthritic
animals fed a 5% cocoa-enriched diet (@); C10-AA, arthritic animals fed a
10 % cocoa-enriched diet ().
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Fig. 6. Inflammatory mediator concentrations in spleen cell supernatants. (a) IL-2 concentration in the 24 h spleen supernatant. (b) Interferon y (IFN-y) concen-
tration in the 72h spleen supernatant. (c) PGE, concentration in the 48h spleen supernatant. Values are means, with their standard errors represented by
vertical bars (n 10-12). *Mean values were significantly different from those of healthy animals fed a standard diet (REF, N) (P<0-05). tMean values were
significantly different from those of arthritic animals fed a standard diet (REF-AA, 0O) (P<0-05; Kruskal-Wallis and Mann—Whitney U tests). NS, non-stimulated;
Mb, Mycobacterium butyricum stimulated; C5-AA, arthritic animals fed a 5% cocoa-enriched diet (I); C10-AA, arthritic animals fed a 10 % cocoa-enriched diet ().

collagen-induced arthritis significantly prevented the disease
development™ and also slowed the arthritic progression®”.
In the present study, AA reduced the proportion of the Ty.g
population in blood, but not in ILN. Interestingly, preventive
consumption of a 10% cocoa-enriched diet avoided the T.q
decrease, keeping it in the healthy proportion. The increase
in the T, subset proportion in the C10-AA group could be
due to an increase in IL-2 synthesis, because it has been
reported that IL-2 favours Tyeg production®”. In the present
study, an IL-2 increase was observed in splenocytes from
cocoa-fed rats. In any case, the enhancement of T, induced
in 10% cocoa-fed animals was not reflected by a decrease in
T.e lymphocytes, and these changes were only present in
blood and not in ILN.

Another result that deserves attention is the effect of the
cocoa diet on NK and NKT cells. NKT cells are immunoregu-
latory T lymphocytes that can promote cell-mediated immu-
nity against tumours and infectious organisms but can also
suppress the cell-mediated immunity associated with allograft
rejection and autoimmune disease®?. In the present study, AA
increased the NKT cell percentage in ILN, and decreased that
in blood. With respect to NK cells, previous studies have
determined that CD8" NK cells are more cytolytic than
CD8  NK cells and this molecule helps NK cells to survive
after target cell lysis®. In the present study, the NK
CD8":CD8™ ratio was increased in ILN from AA animals,
suggesting an activation of cytolytic function in these cells
by the inflammatory process. A cocoa diet prevented this dis-
equilibrium in regional lymph nodes but this effect was not
significantly reflected in articular swelling. Nevertheless, it
would be interesting to understand the role of NKT and NK
cells in the AA model.

Although AA is ascribed to the cellular response®®,
antibodies against the mycobacteria were developed®®.
Cocoa-enriched diets were able to decrease the levels of
anti-Mb antibodies in a similar way as observed in another
approach™. The role of anti-Mb antibodies in the develop-
ment of hind-paw swelling is negligible but a role in the late
phase of arthritis has been suggested®. From the present
results, it is clear that the reduction of the antibody proportion
through cocoa intake was not enough to regulate the arthritic
process during the first weeks (when articular inflammation

increased), but it could explain the modulation of arthritic
swelling at the 4th week. It is possible that cocoa accelerated
the recuperation of this pathology by decreasing the anti-Mb
antibody levels. In any case, the down-regulatory effects
of antibodies due to cocoa intake could be more significant
in autoimmune arthritis, both in experimental models
(collagen-induced arthritis) and in human disease.

With respect to PGE, release, an increase in its concen-
tration has been reported in the urine of AA rats®®, just
as in human rheumatoid arthritis synovial®”. Here, we show
that a cocoa diet reduced splenocyte PGE, production in
the C10-AA group. As macrophage is the main source of
PGE, during inflammation®®, the PGE, reduction found
here correlates with previous results, showing that peritoneal
macrophages from animals fed cocoa produced lower
amounts of other pro-inflammatory mediators such as IL-6,
TNF-a and NO ex vivo @32,

From the results obtained in the present study, it can be
concluded that cocoa intake reduces the Ty-cell proportion
and modulates some alterations induced by the arthritic pro-
cess, such as a decrease in the blood T, cell percentage
and a disequilibrium in inguinal NK cells. Moreover, a cocoa
diet reduces the anti-Mb antibody concentration in sera and
diminishes spleen PGE, production. These changes are not
enough to significantly decrease chronic articular swelling,
although a tendency to its modulation is observed at the
end of the study. Finally, we can conclude that a cocoa diet
channels the organism to develop an ‘anti-inflammatory
environment’. Other studies need to be performed in order
to establish the effect of cocoa in autoimmune arthritic
models and its potential as an accompaniment of anti-inflam-
matory drugs.
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Resumen

Objetivo: Determinar el efecto de la ingesta de cacao sobre el estrés oxidativo asociado a
la artritis adyuvante en rata.

Material y Métodos: Ratas Wistar hembras recibieron dietas enriquecidas con cacao
Natural Forastero (5 o 10% de cacao) desde las 2 semanas previas a la induccién de
artritis adyuvante hasta el final del estudio, 4 semanas tras la induccioén. Otro grupo de
animales recibi6 la dieta estandar y una suspension del flavonoide quercetina (p.o., 200
mg/kg) en dias alternos durante el periodo de latencia de esta patologia (10 dias tras la
induccion). La artritis adyuvante se indujo por inyeccion intradérmica de una suspension
de Mycobacterium butyricum inactivado y el seguimiento de la inflamacion articular se
llevé a cabo mediante la puntuacion de las cuatro extremidades. A partir de macrofagos
peritoneales aislados se determino la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
por medio del ensayo con diclorofluoresceina. En homogenizado de bazo se determiné la
actividad de los enzimas superoxido dismutasa (total, citosolica y mitocondrial) y catalasa
mediante ensayos comerciales.

Resultados: La administracion de quercetina y el consumo de dietas enriquecidas con
cacao no redujeron significativamente la respuesta inflamatoria. Sin embargo, la dieta con
5% de cacao y la administracion del flavonoide quercetina diminuyeron significativamente
la produccion de ROS por parte de macrofagos peritoneales. Ademas, la dieta enriquecida
con un 5% de cacao normalizo la actividad mitocondrial de la superdxido dismutasa y de la
catalasa en bazo. La dieta con un contenido del 10% de cacao no produjo ningin cambio
significativo en las variables estudiadas.

Conclusiones: La ingesta de cacao, a pesar de no controlar el desarrollo de la
inflamacién articular en la artritis adyuvante, reduce el estrés oxidativo asociado a esta
patologia inflamatoria cronica.
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ABSTRACT

Cocoa contains flavonoids with antioxidant properties. The aim of the present study was
to ascertain the effect of cocoa intake on oxidative stress associated to a model of
chronic inflammation as is adjuvant arthritis (AA). Female Wistar rats were fed with 5
or 10% cocoa-enriched diet or were given p.o. a quercetin suspension every other day
during 10 days. AA was induced by a heat-killed Mycobacterium butyricum suspension.
Reactive oxygen species (ROS) produced by peritoneal macrophages, and superoxide
dismutase (total, cytoplasmic and mitochondrial) and catalase activities were
determined in spleen homogenates. Clinically, joint swelling was not reduced by
antioxidants, however, the 5% cocoa diet and quercetin administration in arthritic rats
reduced ROS production. Moreover, the 5% cocoa diet normalized the activities of
superoxide dismutase and catalase. In conclusion, cocoa diet reduces the oxidative
stress associated to a chronic inflammatory pathology, although was not enough to

attenuate joint swelling.

Keywords: cocoa flavonoids, quercetin, oxidative stress, antioxidant enzymes, adjuvant

arthritis
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1. Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, systemic, autoimmune and inflammatory
disease characterized by joint inflammation and synovial hyperplasia, involving
infiltration of activated T cells and macrophages. Macrophages by means of their pro-
inflammatory properties contribute considerably to inflammation and produce bone and
cartilage degradation in RA through the release of proteolytic enzymes, reactive oxygen
and nitrogen species (ROS and RNS) (Phillips, Dias, Kitas, & Griffiths, 2010). Among
ROS, the superoxide anion (02'7) increases the vascular permeability and promotes
neutrophil migration and can be converted in hydroxyl radical (HO), becoming more
aggressive (Afonso, Champy, Mitrovic, Collin, & Lomri, 2007). The superoxide
dismutase (SOD) is an endogenous enzyme that catalyzes the O, dismutation into
H,0,. Subsequently, the endogenous enzyme catalase transforms it to H,O and O,. SOD
shows three isoforms: the cytoplasmic SODI, the mitochondrial SOD2, and the
extracellular SOD3 (EC-SOD). SOD1 and SOD3 use copper and zinc as cofactors, and
manganese is the cofactor of SOD2 (Afonso et al., 2007).

Oxidative stress is important in the pathogenesis of RA since oxidation markers
and impaired antioxidant status are found in plasma an synovial fluid from RA patients
(Kamanli, Naziroglu, Aydilek & Hacievliyagil, 2004; Seven, Gilizel, Aslan &
Hamuryudan, 2008; Filippin, Vercelino, Marroni & Xavier, 2008; Pattison & Winyard,
2008; Vasanthi, Nalini, & Rajasekhar, 2009). Moreover, several studies prompt the
beneficial effect of antioxidants in RA patients (Tiku, Gupta, & Deshmukh, 1999;
Nourmohammadi et al., 2010). Flavonoids are antioxidant compounds from
polyphenolic family found in vegetables. Cocoa (product of Theobroma cacao) is a
natural flavonoid source, mainly containing flavanols such as epicatechin and catechin,
and their polymers called procyanidins, and moreover smaller amount of other
flavonoids as quercetin (Pérez-Cano et al, 2009). The antioxidant effects of quercetin
and catechin have been extensively studied on a variety of inflammatory processes and
immune functions (Boots, Haenen, & Bast, 2008; Bischoff, 2008). Previous studies
performed show that cocoa and its flavonoids reduce the macrophage ability to release

inflammatory mediators including ROS and NO (Ramiro et al, 2005; Castell, Franch,
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Ramos-Romero, Ramiro-Puig, Pérez-Cano & Castellote, 2009; Ramos-Romero,
Pérez-Cano, Pérez-Berezo, Castellote, Franch & Castell, 2011). Moreover, cocoa diet
increased the SOD and catalase activities in healthy rat thymus (Ramiro-Puig et al,

2007).

Due to the antioxidant properties demonstrated by cocoa diet, it could be
hypothesized that cocoa intake can modulate the oxidative stress provoked by an
inflammatory disease. The aim of the present study was to ascertain the effect of cocoa-

enriched diets in the oxidant and antioxidant in status rats with arthritic adjuvant.
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2. Material and methods
2.1. Animals and diets

Nine-week-old female Wistar rats were obtained from Harlan (Barcelona,
Spain). Studies were performed in accordance with the institutional guidelines for the
care and use of laboratory animals established by the Ethical Committee for Animal
Experimentation at the University of Barcelona and approved by the Catalonian
Government.

Animals were fed standard diet or diet containing 5% or 10% of partially
defatted Natural Forastero cocoa (Nutrexpa, Barcelona, Spain) containing 21.2 mg of
total phenols/g (Folin-Ciocalteu method). Diets began 14 days before the adjuvant
arthritis induction and lasted until the end of the study (six weeks later). Animals were
randomly distributed in 5 different experimental groups (11 rats/group): REF (healthy
reference animals), AA (arthritis reference animals), Q (arthritic animals treated p.o.
with 200 mg of quercetin /kg on days 0, 2, 4, 6, 8, and 10 after AA induction), C5

(arthritic animals fed 5% cocoa) and C10 (arthritic animals fed 10% cocoa).

2.2. Induction and evaluation of adjuvant arthritis (AA)

AA was induced in all the animals with exception of the REF group. AA was
induced by injecting intradermally a suspension of 0.5 mg of heat-killed Mycobacterium
butyricum (Difco, Detroit, MI, USA) in 0.1 ml of liquid vaseline into the base of the rat
tail. AA severity was scored by two independent observers, in a blinded manner,
according to: no signs of inflammation (0), redness or slight swelling in the paw
articulations (1), moderate swelling in the paw articulations (2), deep swelling in the
paw articulations (3), swelling and immobility (4). Arthritis score was calculated for

every animal as sum of the score of the four paws.

The clinical score and body weight were determined weekly in all the studied
groups. On day 28 post-induction, animals were anaesthetized i.m. with ketamine (90
mg/kg; Merial, Lyon, France) and xylazine (10 mg/kg; Bayer HealthCare, Kiel,
Germany), and peritoneal macrophages and spleen were obtained. Spleen sections were

immediately frozen at -80 °C until analysis.

2.3. Peritoneal macrophage isolation and ROS production (DCF assay)
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Peritoneal macrophages were obtained by injecting 40 mL of ice-cold sterile
PBS (pH 7.2) into peritoneal cavity. After 2 min of abdominal massages, cell
suspension was aspirated. Macrophages were plated and allowed to attach overnight,
then they were washed with warm RPMI medium without phenol red (Sigma-Aldrich)
containing 100 IU/mL streptomycin-penicillin. Macrophages were incubated with 20
umol/L of reduced 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate probe (H.DCF-DA; Invitrogen,
Paisley, UK) for 30 min at 37 °C. Macrophage ROS oxidize H,DCF to a fluorescent
compound (DCF). Fluorescence was measured at 30, 60 and 90 min by a fluorometer

(excitation 538 nm, emission 485 nm).

2.4. Spleen superoxide dismutase

A spleen piece was homogenized in cold 0.1 g/mL HEPES buffer (20 mM pH
7.2, containing 1 mM ethylene glycol tetraacetic acid EGTA, 210 mM mannitol and 70
mM sucrose) and centrifuged (1,500 g, 5 min, 4 °C). The total SOD activity was
determined in the supernatant using Superoxide Dismutase Assay Kit II (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) following the manufacturer’s instructions. To determine SOD
subtypes, homogenate supernatant was centrifuged at 10,000 g. The supernatant and the
pellet were used to evaluate the cytoplasmic and mitochondrial SOD activity,
respectively. In the mitochondrial SOD quantification, the pellet was resuspended with
HEPES buffer, and potassium cyanide (3 mM, Sigma-Aldrich) was added to the
samples to inhibit cytoplasmic SOD. One unit of SOD is defined as the amount of
enzyme needed to exhibit 50% dismutation of the superoxide radical. SOD activity was
expressed as units (U) of SOD per g of protein from spleen homogenates (quantified
following the Bradford method using the BioRad Protein Assay of Bio-Rad

Laboratories Inc., Hercules, CA).

2.5. Spleen catalase activity

A spleen fragment was homogenized 0.1 g/mL on ice cold phosphate buffer (50
mM K,;HPO,4, 50 mM KH;POy4, and 1 mM EDTA, pH 7.0) and centrifuged (10,000 xg,
15 min, 4 °C). The catalase activity was determined in the supernatant by using a
Catalase Assay Kit (Merck) following the manufacturer’s instructions. The detection
method was based on the reaction of the enzyme with methanol in the presence of an
optimal concentration of H,O, and the formaldehyde produced was measured

spectrophotometrically with 4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazole as the
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chromogen. Catalase activity was expressed as nmol of formaldehyde per min per g of

protein from spleen homogenates.

2.6. Statistics

The software package PASW Statistics 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) was used
for statistical analysis. Levene’s and Kolmogorov-Smirnov’s tests were applied to assay
variance equality and normal distribution of the studied groups, respectively. The one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by the Scheffé’s post hoc significance test
was applied when the assumptions of normality and equal variance were met. In the
opposite case, non parametric tests (Kruskal-Wallis and U Mann-Whitney) were used to

assay significance. Significant differences were accepted when P < 0.05.
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3. Results and discussion

Rheumatoid arthritis, as well as experimental models of arthritis, has been
associated to oxidative stress (Kamanli et al, 2004; Seven et al., 2008; Vasanthi et al.,
2009). In consequence, foods with antioxidant properties could help in the treatment of
RA decreasing this harmful status (Efthimiou & Kukar, 2010). The results obtained here
show the effects of cocoa-enriched diets and quercetin treatment on some markers of the

oxidative stress in adjuvant arthritis after 4 weeks of induction.

Clinics of adjuvant arthritis was measured weekly by means of arthritis score
and body weight increase. As it can be seen in Table 1, maximum scores in AA group
were achieved after 3 weeks of induction. At the end of the study there was a certain
reduction in articular inflammation. Neither cocoa diets (groups C5 and C10) or
quercetin treatment (group Q) were able to prevent joint swelling, and even it appeared
earlier. However, after maximum scores on day 21 after induction, the groups Q, C5
and C10 underwent a faster recuperation than AA rats. These results correlate with the
body weight increase: during the first two weeks, body weight decreased in all groups
receiving AA induction, thereafter body weight rose and this recovering was faster in

C5 and C10 groups than in AA and Q groups (Table 1).

Peritoneal macrophages, obtained after 4 weeks of AA induction allow
estimating the potential oxidative in adjuvant arthritis (Fig. 1). Macrophages from AA
animals synthesized higher amounts of ROS than those from REF group (P<0.001).
Macrophages from the C5 and Q groups, but not from C10 group, produced lower ROS
than AA rats (P<0.05). These results indicate the attenuation of the oxidative stress by
certain doses of cocoa flavonoids. In a similar way, it has been reported the increased
ROS synthesis in adjuvant arthritis rats and their modulation by antioxidant compounds
(Jung, Nam, Choi, Lee & Park, 2005; Jawed, Shah, Jamall & Simjee, 2010; Arulmozhi,
Mazumder, Sathiyanarayanan & Ashok, 2011). Moreover, the attenuation of ROS by
cocoa diet is in line with results derived from macrophages obtained of both cocoa-fed
healthy rats (Castell et al., 2009) and rats with collagen-induced arthritis fed cocoa
(Ramos-Romero et al., 2011). Similarly, administration of quercetin is able to decrease
ROS concentration in a model of kidney inflammation (Liu, Ma, & Sun 2010). The
inhibition of ROS synthesis by flavonoids has been associated to their free-radical

quenching activity (Avila, Bertolotti, Criado, Pappano, Debattista & Garcia, 2001). On
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the other hand, it must be taken into account that the richest cocoa diet did not produce
antioxidant effects that may be due to the fact that flavonoids can become pro-oxidants
when are in high concentration (Nijveldt, van Nood, van Hoorn, Boelens, van Norren &
van Leeuwen, 2001).

To protect tissues from oxidative injuries, body possesses enzymatic antioxidant
enzyme systems such as superoxide dismutases and catalase enzymes. It has been
reported that AA decrease serum or synovial SOD and catalase activities together with
other endogenous antioxidant systems (Jung et al., 2005; Tastekin et al., 2007; Jaweg et
al, 2010; Arulmozhi et al 2011; Kripa, Chamundeeswari, Thanka & Uma Maheswara
Reddy, 2011). Here we found that after 4 weeks from induction, AA produced a
decrease in catalase activity in spleen (P < 0.05; Fig. 3) and, paradoxically, an increase
in total and mitochondrial splenic SOD (P < 0.05; Fig. 2). The decreased catalase
activity could reflect the consumption of catalase in neutralizing the H,O,. On the other
hand, increased splenic SOD activities could reflect the response of the body to
increased ROS concentrations. A similar increase in SOD activity is found in plasma
from RA patients (Bhowmick, Chakraborti, Gudi, Kutty Moideen & Shetty, 2008) and

synovial membrane of mice with collagen-induced arthritis (Kasama et al, 1988).

Interestingly, the changes in the enzymatic antioxidant systems produced by AA
were significantly and totally prevented in the group C5 that was fed with a diet
containing 5% cocoa (P < 0.05; Fig. 2 and 3). SOD and catalase activities in groups C10
and Q were not significantly different from AA rats although there was a certain
protective effect (Fig. 2 and 3). The protective effect of 5% cocoa diet on antioxidant
systems in AA agrees with the effect of other flavonoids or compounds of botanical
origin on this experimental inflammatory model (Ramprasath, Shanthi &
Sachdanandam, 2005; Narendhirakannan, Subramanian & Kandaswamy, 2005;
Arulmozhi et al, 2011; Kripa et al, 2011), although these studies find clinical

improvement of AA.

From the results obtained in the present study, it can be concluded that cocoa
intake reduces the oxidative stress provoked by adjuvant arthritis. The antioxidant cocoa

effect is high dependent on the doses employed. Anyway, further studies must to deeper
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the role of cocoa, source of antioxidant flavonoids, as a coadjuvant in the treatment of

chronic inflammatory diseases.
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Figure legends

Fig. 1. Time-course of ROS production by peritoneal macrophages, expressed in
fluorescence units (FU) and determined by DCF assay. Values are expressed as mean +
SEM (n=8). * P < 0.05 vs Reference group, ® P < 0.05 vs CIA group (Kruskal-Wallis
and U Mann-Whitney tests).

Fig. 2. Activity of SOD subtypes in spleen homogenates. (A) Total, (B) cytosolic, and
mitochondrial SOD activities (C) are expressed as units (U)/g of protein. Each bar
represents the mean + S.E.M., n=11. * P < 0.05 compared with the reference group. @
P <0.05 compared with the arthritis reference group (Kruskal-Wallis and U-Mann-
Whitney tests).

Fig. 3. Catalase activity in spleen homogenates expressed as pmol/min/g of protein.
Each bar represents the mean = S.E.M., n=11. * P < 0.05 compared with the Reference
group. ® P <0.05 compared with the arthritis reference group (ANOVA followed by
Schefté’s test).
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337 Table 1. Effect of flavonoid intake in body weight and AA severity. Values are
338  summarized as mean = S.E.M. (n = 11). Clinical score was established according to: no
339  signs of inflammation (0), redness or slight swelling in the paw articulations (1),
340 moderate swelling in the paw articulations (2), deep swelling in the paw articulations
341  (3), swelling and immobility (4). Results are showed as the sum of the four paws score.
342

post-induction day

7 14 21 28
REF 73+0.5 11.6+0.9 151+1.0 17.5+12
_ AA  -07+£1.0*  -1.1+1.6* -1.6+22% 1.6+2.1%
Body Weight
B1+11*% 42+09*  -16+14% 20+1.5%
Increase (%)
C5 23+17% 33+18*  01+17* 50+1.5%
Cl0  22+12*  -14+18* 02+24% 49+27%
REF 0.0+0.0 0.0 +0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
Clinical Score
AA 0.1+0.1 44+0.7 6.6+ 1.1 51+1.0
Q 1.0+£03°® 50+08 6.8+1.3 4.1+0.8
C5 0.8+03° 49+0.7 59+0.9 3.9+0.7
C10 1.0 £0.5 52+0.9 5.6+0.9 44+1.0

343

344  Data were analysed by one-way ANOVA followed by Scheffé’s test.
345  *P<0.001 vs REF group; ® P <0.05 vs AA group
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Resumen

Objetivo: Determinar el efecto de una dieta enriquecida con cacao sobre la artritis
inducida por colageno en rata.

Material y Métodos: Ratas LOU hembras recibieron inicialmente una dieta
enriquecida con un 10% de cacao, durante las 2 semanas previas a la induccién de la
artritis y durante el periodo de latencia de la patologia (2 semanas tras la induccion).
Posteriormente, tras 2 semanas post-induccion y hasta el final del estudio, los animales
recibieron una dieta que contenia un 5% de cacao. La artritis autoinmune se indujo
mediante una inyeccion intradérmica de una emulsion de coldgeno bovino tipo II en
adyuvante incompleto de Freund. Durante todo el periodo de estudio se determiné el
volumen de las extremidades posteriores por pletismometria. Semanalmente, se extrajeron
muestras sanguineas para determinar la concentracion sérica de anticuerpos totales
especificos y de los isotipos IgM, IgG1, IgG2a, 1gG2b e IgG2c contra coladgeno tipo II por
técnicas de ELISA. Al final del estudio, se cuantifico el nimero de células secretoras de
IgM e IgG contra colageno tipo II en ganglios linfaticos inguinales mediante ELISPOT.
También se determind la concentracidon sérica de citocinas con la técnica de marcaje por
inmunofluorescencia mediante beads (ensayo multiplex) seguido de su andlisis por
citometria de flujo. Asimismo, se evaluo la proporcion de diversas poblaciones linfociticas
en ganglios linfaticos inguinales por marcaje con técnicas de inmunofluorescencia y
analisis por citometria de flujo. En macrofagos peritoneales se cuantifico la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) por medio del ensayo con diclorofluoresceina, la
produccion de TNF-a por ELISA vy la liberacion de 6xido nitrico (NO) mediante la técnica
de Griess.

Resultados: A pesar de que los animales alimentados con la dieta enriquecida con cacao
mostraron un edema en las extremidades posteriores comparable al presentado por los
animales artriticos que recibieron la dieta estandar, el consumo de cacao disminuy6 la
concentracion sérica de anticuerpos anti-colageno tipo II de isotipo IgG2a, IgG2b e 1gG2c,
asi como el cociente relativo entre Th y Tc en ganglios linfaticos inguinales. Por otro lado,
la ingesta de cacao redujo la produccion de ROS, TNF-a y NO en macrdéfagos peritoneales
procedentes de animales artriticos.

Conclusiones: El consumo de una dieta enriquecida con cacao no logra inhibir la
inflamacién articular inducida con colageno tipo II en ratas LOU. Sin embargo, en este
modelo de artritis autoinmune, la ingesta de esta dieta es capaz de modular la respuesta en
anticuerpos especificos, la proporcion de linfocitos Th, asi como la sintesis de mediadores
proinflamatorios por parte de macrofagos.
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Abstract

Previously we established that a cocoa-enriched diet in young rats reduces the specific antibody production and the helper T cell (Th)
lymphocyte proportion in lymphoid tissues. The aim of the present study was to ascertain the modulatory ability of a cocoa flavonoid-
enriched diet on collagen-induced arthritis (CIA), which is mediated by anti-collagen autoantibody response and Th lymphocyte activation.

@2 Female LOU rats were fed with a cocoa-enriched diet, beginning 2 weeks before CIA induction. The hind-paw swelling and serum cytokine

and anti-collagen antibody concentrations were determined. Anti-collagen antibody-secreting cell counts and lymphocyte subset pro-

a4 portions were established in inguinal lymph nodes (ILN). Reactive oxygen species (ROS), nitric oxide (NO) and TNFa were determined

by peritoneal macrophages. Although arthritis cocoa-fed rats showed a similar hind-paw swelling time course, as the arthritis animals fed a
standard diet, the cocoa intake was able to decrease specific IgG2a, IgG2b and IgG2c titres. Moreover, cocoa intake in CIA rats reduced
ROS production, TNFa and NO release from peritoneal macrophages, and decreased the Th:cytotoxic T cell ratio in ILN. In conclusion,
a cocoa flavonoid-enriched diet in LOU rats with CIA produced no effect on hind-paw swelling but was able to modulate the specific
antibody response and also the Th lymphocyte proportions, as well as the synthesis of pro-inflammatory mediators from peritoneal macro-
phages. Therefore, a cocoa-enriched diet could be a good adjuvant therapy in disorders with oxidative stress or autoimmune pathogenesis.

Key words: Collagen-induced arthritis: Specific antibody: Oxidative stress: Cocoa flavonoid: Lymphocyte subset

Rheumatoid arthritis (RA) is a symmetric, polyarticular, sys-
temic and autoimmune inflammatory disease that affects
approximately 1% of the adult population around the world.
Multiple factors, including genetic, immune and environmen-
tal ones, lead to the progression of this autoimmune disease™ .
Among the several environmental factors that contribute to the
risk of this disease are smoking, pollution and infections. In
contrast, n-3 fatty acids, vitamins D and K, and antioxidants
included in the diet are protective compounds against RA® .

The cells bearing RA-predisposing human leucocyte antigen
class II molecules present arthritogenic peptides to T helper
(Th) cells, which become activated cells. These lymphocytes
stimulate the production of pro-inflammatory cytokines,
especially TNFq, IL-1 and IL-6, by monocytes, macrophages
and fibroblasts. The synthesis of these cytokines is up-regulated
by environmental factors such as smoking and pollution.

Activated Th lymphocytes in RA also stimulate B cells to pro-
duce autoantibodies. Among these autoantibodies are rheuma-
toid factor and those that recognise post-translationally
citrullinated peptides™. Although their prevalence is unknown,
anti-collagen type II (CID) antibodies have also been identified
in serum from RA patients. ®),

Animal models of RA are useful tools for investigating the
underlying mechanism of the disease and for the screening
of new therapeutic approaches. Type II collagen-induced
arthritis (CIA) shares immunological and pathological charac-
teristics with human RA®. Genetically susceptible murine
strains such as DBA/1, B10.Q and B10.RIIl mice or DA and
LOU rats are commonly chosen for this
model®. CIA requires T- and B-cell response to autologous

RA animal

Q3 CII‘. Th1 cells have been identified in lymphoid tissues fol-

lowing the induction with CII in mice, whereas Thl cytokines

Abbreviations: CIA, collagen-induced arthritis; CII, collagen type II; FBS, fetal bovine serum; GM-CSF, granulocyte macrophage colony-stimulating factor;

IFNv, interferon-y; ILN, inguinal lymph nodes; LPS, lipopolysaccharide; mAb, monoclonal antibodies; MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1; NO,
nitric oxide; RA, rheumatoid arthritis; ROS, reactive oxygen species; SC, secreting cells; Tc, cytotoxic T cell; Th, helper T cell; Treg, regulatory Th.

* Corresponding author: M. Castell, fax +34 93 403 59 01 email margaridacastell@ub.edu

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55



56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
920
91
92
93

94

95

926
97
98
99
100
101
102
103
104
105

106

107

BJN 4180—15:51, 3/6/2011—ADMINISTRATOR—392934

2 S. Ramos-Romero et al.

are largely secreted”. In addition, B cells from CIA animals
produce a strong specific immune response against triple
helical epitopes of CII®®. Anti-CII autoantibodies appear to
be the primary mechanism of immunopathogenesis in this
experimental model. These autoantibodies bind to the joint
cartilage, activate the complement cascade and mediate the
inflammatory attack to the joints in the CIA model®>. Thus,
the synergy of humoral and cellular immune response to CII
is pivotal for the pathogenesis of this model in susceptible
animal strains.

The identification of common dietary substances capable of
preventing or modulating the RA may have important human
health implications. Flavonoids are polyphenols found in
fruits, vegetables, tea, wine and cocoa and have ascribed
anti-inflammatory properties. These properties are attributed
to their antioxidant power as well as their interaction with
enzymes implicated in signalling cascades and in the
expression of pro-inflammatory genes™.
modulate pro-inflammatory cytokine production, arachidonic
acid metabolism, NADPH oxidase activity and PPAR®’. One
source with a relatively high flavonoid content is cocoa, the
product of Theobroma cacao beans'®. In vitro studies have
shown the anti-inflammatory properties of cocoa flavonoids
in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated macrophages'?. In
addition, cocoa intake in rats decreases the local hind-paw
swelling induced by carrageenin or bradykinin and also
reduces TNFa concentration in inflammatory exudates*31%,
In addition, an extended cocoa-enriched diet diminishes the
specific antibody production in immunised rats"'>
reduces the Th lymphocyte proportion in the spleen and
lymph nodes in young rats1®. Owing to the fact that CIA
pathogenesis requires Th cells and a specific antibody
response, we can hypothesise that a cocoa-enriched diet
could modulate this autoimmune model.

The aim of the present study was to assess whether a cocoa-
enriched diet could reduce the anti-CII autoantibody response
and also down-regulate Th activation in rat CIA, therefore
modulating inflammatory response.

Flavonoids also

, and also

Materials and methods
Animals

Female LOU/CNimrOlaHsd rats, aged 7-9 weeks, were
obtained from Harlan (Barcelona, Spain). The rats were
housed 3—4 per cage in controlled conditions of temperature
(20 £ 2°C), humidity (55%) and 12:12 light/dark cycle con-
ditions, with food and water ad libitum. The design and the
number of animals per group were obeyed as per the insti-
tutional guidelines for the care and use of laboratory animals
and were approved by the Ethics Committee for Animal
Experimentation at the University of Barcelona and the Catalo-
nian government.

Experimental design

Animals were randomly distributed into four different exper-

108 @2imental groups (tenrats per group) called REF, Cocoa, CIA

and CIA-Cocoa. The REF and CIA groups were fed with a
standard diet formulated following the American Institute of
Nutrition (AIN) indications that provides the nutrients required
for optimal rat maintenance (called AIN-93M dieH)”. The
Cocoa and CIA-Cocoa groups were fed with a diet containing
cocoa, which was prepared by adding cocoa to a modified
AIN-93M starch in which maize starch, soyabean oil, cellulose
and casein had been partially removed. The resulting cocoa
diet had the same proportion of carbohydrates, lipids, proteins
and total energy as the standard diet. Cocoa was provided by
Nutrexpa (Barcelona, Spain) and contained 22% proteins,
16% carbohydrates, 11% lipids and 255% fibre, and
10-62mg of total phenols per g (Folin-Ciocalteu). Animals
were fed with a 10% cocoa diet for 14 d before CIA induction
and during the latency period (14d after induction), and
thereafter with a 5% cocoa diet until the end of the study.

Induction and assessment of collagen-induced arthritis

The induction of CIA in rats was based on the method
described by Brahn et al."®. Type Il bovine collagen (MD
Biosciences, Zurich, Switzerland) was dissolved in cold
0-05M acetic acid (2mg/mD and emulsified with an equal
volume of incomplete Freund’s adjuvant (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA). The CIA and CIA-Cocoa rats were injected

a4 intradermally. into the lower back with 0-2ml of this collagen
emulsion. Arthritis was clinically assessed, in a blinded
manner, by means of hind-paw volume measure with a
water plethysmometer (7140; Ugo Basile, Comerio, Italy).
Left and right hind-paw volumes were measured on day 0
(before CIA induction), on day 7 (post-induction) and after-
wards every other day until day 27 (post-induction). Articular
swelling was expressed as the addition of right and left hind-
paw volume increase percentages with respect to their volume
on day 0.

Sample collection and processing

During the present study, blood samples were collected
from the saphenous vein to determine anti-CII antibody con-
centration in sera. On day 27 after induction, peritoneal
macrophages and inguinal lymph nodes (JLN) were obtained.

Peritoneal macrophages from CIA animals were collected
by injecting 40 ml ice-cold sterile PBS (pH 7-2) into the perito-
neal cavity. After abdominal massages, cell suspension was
aspirated, centrifuged and resuspended in cold DMEM +
GlutaMAX media (Invitrogen, Paisley, UK) containing 10 %
fetal bovine serum (FBS; PAA, Pasching, Austria), and 100
IU/ml streptomycin—penicillin (Sigma; DMEM + G-FBS).

ILN were broken up by passing through a nylon cell strainer
(BD Biosciences, Erembodegem, Belgium) with RPMI 1640
media (PAA) containing 10 % FBS. Cells were then centrifuged
and resuspended in PBS.

The number and viability of peritoneal macrophages and
ILN lymphocytes were determined by acridine orange and
ethidium bromide (Sigma) staining followed by fluorescence
light microscopical analysis.
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Quantification of serum anti-collagen type Il antibodies
by ELISA

The concentration of serum total, IgM, 1gG1, 1gG2a, 1gG2b and
IgG2c anti-CII antibodies was determined by ELISA. Polystyrene
microELISA plates (Nunc Maxisorp, Wiesbaden, Germany)
were incubated with CII solution (1-25 wg/ml CII in PBS, 4°C,
overnight), obtained by stirring CII overnight at 4°C in 0-1Mm
acetic acid, and a 24 h dialysis against PBS. After CII coating,
serum samples were incubated (3h, room temperature).
To measure total anti-CII antibody concentration, we used a
peroxidase-conjugated goat anti-rat Ig (BD Biosciences) as
detection antibody. For specific isotypes, biotin-conjugated
anti-rat IgM, IgG1l, IgG2a, IgG2b or IgG2c monoclonal
antibodies (mAb; BD Biosciences) were applied, followed by
extravidin-peroxidase (Sigma) incubation. Lastly, an o-phenyle-
nediamine (Sigma) solution with H,O, (0-04%) was added.
Absorbance was measured at 492 nm after stopping reaction
(3 M H,SOy). Since standards were not available, several
dilutions of pooled sera from the CIA animals were added to
each plate. Taking into account the required dilution of
samples, this pool was arbitrarily assigned as 40000 U/ml
total; 32000 U/ml 1gG2a; 2000 U/ml IgG1 and IgG2b; 500 U/ml
IgG2c¢; and 250 U/ml IgM anti-CII antibodies.

Quantification of anti-collagen type Il antibody-secreting
cells by ELISPOT

Anti-CII IgM- and IgG-secreting cells (SC) from ILN were enum-
erated by the ELISPOT technique, as described by Pérez-Berezo
etal. ">, with some modifications. A 96-well hydrophobic PVDF
plate (Multiscreen, catalogue no. MAIPS4510; Millipore,
Eschborn, Germany) was pre-wet with 35% ethanol, washed
with PBS and coated with CII solution (20 wg/ml, overnight at
4°C). ILN lymphocytes (20—10-5-2'5 x 10* cells per well)
were incubated for 24 h. Biotin-conjugated goat anti-rat IgM
or IgG antibodies were added followed by extravidin-peroxidase
conjugate. Spots were visualised by the addition of 3-amino-
9-ethylcarbazole plus H,O,, counted automatically by the
computer-assisted ELISPOT image analysis (ELISPOT Reader
System; AID, Strassberg, Germany) and expressed as number of
anti-CII antibody-SC per 10° cells.

Inguinal lymph nodes lymphocyte subsets by
immunofluorescence staining and flow cytometry

ILN cell phenotype was determined by simple, double or
triple staining, followed by flow cytometry analysis. Mouse
anti-rat mAb conjugated to fluorescein isothiocyanate, phy-
coerythrin, peridinin chlorophyll protein or allophycocyanin
used here included anti-af TCR (R73), anti-yd TCR (V65),
anti-CD4 (OX-35), anti-CD25 (IL-2Ra chain, OX-39), anti-
CD8a (OX-8), anti-CD45RA (OX-33, CD45 isoform only on
rat B cells; BD Biosciences), and anti-Foxp3 (FJK-16a;
eBioscience, Frankfurt, Germany).

Extracellular staining was performed in 5X 10° cells by
saturating concentrations of fluorochrome-conjugated mAb
in PBS containing 1% FBS and 0:1% NaNj (30 min, 4°C, in

darkness). A negative control staining using an isotype-
matched mAb was included for each sample. For intracellular
staining, 5X 10° cells previously labelled with anti-CD4-
phycoerythrin and anti-CD25-fluorescein isothiocyanate mAb
were treated with a Foxp3 Fixation/Permeabilisation Kit
(eBioscience). Then, intracellular staining with anti-Foxp3-
allophycocyanin mAb was carried out. Analysis was performed
using a Cytomics FC500-MPL cytometer (Beckman Coulter,
Miami, FL, USA). Lymphocyte subsets were defined in the
cytometer as Tof (TCRof +), Tyd (CD8+ TCRyd +), B
(CD45RA +), Th (CD4 4+ TCRaP + ), cytotoxic T cell (Tg;
TCRaP + CDSa +), activated Th (CD4 + CD25 + Foxp3-)
and regulatory Th (Treg; CD4 + CD25 + Foxp3 + ). Results
are expressed as a percentage of positive cells in the lympho-
cyte population, previously selected according to the forward
and side scatter characteristics. In some cases, results are
shown as a percentage of positive cells in a specific lymphocyte
subset (Th and Tc in T cells; activated Th and Treg in Th cells).

Determination of serum cytokine concentration by
flow cytometry

IL-1a, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), TNFq, inter-
feron-y (IFN7y) and granulocyte macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF) were quantified in the sera at day 27 after induc-
tion. For this purpose, a rat cytokine multiplex kit (Bender
MedSystems GmbH, Vienna, Austria) was used following the
manufacturer’s instructions. Analysis was performed using a
Cytomics FC500-MPL cytometer (Beckman Coulter) and the Flow-
Cytomix Pro2.2.1 program from Bender MedSystems GmbH.

Reactive oxygen species production from peritoneal
macrophages by dichlorofluorescein assay

Peritoneal macrophages (25 X 10* cells per 100 wl in DMEM + G-
FBS) were plated in 96-well black plates (Corning Incorporated
Life Sciences, Lowell, MA, USA) and allowed to attach overnight.
Macrophages were washed once with warm DMEM medium
without phenol red (Sigma) and incubated with 20 pmol/l of
reduced 2',7'-dichlorofluorescein diacetate probe (H,DCF-DA;
Invitrogen) for 30 min at 37°C. Fluorescence, directly proportional
to reactive oxygen species (ROS) production, was measured every
30 min by fluorometry (excitation 538 nm, emission 485 nm) up to
2h. For each animal, the background from corresponding cells
without H,DCF-DA was subtracted.

Quantification of TNFa and nitric oxide from peritoneal
macrophages

Peritoneal macrophages (12 X 10°  cells per 1ml in
DMEM + G-FBS) were plated in 12-well flat-bottom plates
and cultured overnight to allow macrophage adhesion. After
washing with warm sterile PBS, macrophages were stimulated
by an addition of 1 pug/ml LPS from Escherichia coli (O55:B5;
Sigma) or were kept non-stimulated. After 24 h, supernatants
were collected and stored at —80°C.

The concentration of TNFa in supernatants was determined
using a rat ELISA set (BD Biosciences) following the manufacturer’s
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Fig. 1. Serum anti-collagen type Il antibody concentration and anti-collagen type Il antibody-secreting cell counts in inguinal lymph nodes (ILN). Serum anti-
collagen type Il (Cll; a) total antibodies, (b) IgM, (c) IgG1, (d) IgG2a, (e) IgG2b and (f) IgG2c concentrations during the study. Anti-Cll (g) IgM-, and (h) IgG-SC
from ILN at day 27 post-arthritis induction. Values are means, with their standard errors represented by vertical bars (n 7—10). *Mean values were significantly
different from those of collagen-induced arthritis (CIA; 0O0) group (P<0-05; ANOVA). m, CIA-Cocoa.
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instructions. The stable end product of nitric oxide (NO), nitrogen
dioxide, was quantified by a modification of the Griess reaction.

Statistics

The software package SPSS 16.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA)
was used for statistical analysis. Conventional one-way
ANOVA was performed, taking the experimental group as
the independent variable. When diet had a significant effect
on the dependent variable, the Bonferroni correction for mul-
tiple comparisons was applied. Significant differences were
accepted when P<0-05.

Results

Effect of cocoa diet on serum anti-collagen type Il
antibodies in collagen-induced arthritis rats

CIA involved the synthesis of antibodies directed against
CII, which increased progressively during the study period
(Fig. 1. Anti-CII antibodies mainly belonged to the IgG2a iso-
type. The cocoa diet reduced anti-CII antibody concentration
at day 27 after induction (Fig. 1(a); P<<0-01). A deeper study
of anti-CII antibodies revealed that the effect of the cocoa
diet was different according to the antibody isotype. Anti-CII
IgM antibodies were reduced by the cocoa diet only in
the early phase (Fig. 1(b); P<0-05 on day 14). Anti-CII
IgG2a, IgG2b and IgG2c antibody titres were also diminished
by the cocoa diet, mainly in the late arthritic phase
(Fig. 1(d)—(D); P<0:05 on day 27).

Anti-CII antibody-SC in ILN were quantified at day 27
after induction (Fig. 1(g) and (h)). Although the anti-CII
IgG-SC number was not significantly modified by cocoa diet
in ILN, anti-CIl IgMSC counts were significantly diminished
(Fig. 1(g); P<0:05).

Effect of cocoa diet on inguinal lymph nodes lymphocyte
subsets

The study of the main lymphocyte populations in ILN at day
27 after induction (Fig. 2(a)) did not show dramatic changes
but revealed that the two groups that were fed the cocoa
diet decreased the percentage of Taf cells (P<0:05). Regard-
ing the T-cell subsets, CIA involved changes in the proportion
of Th and Tc cells, by reducing the Th cell proportion and
increasing the Tc percentage (Fig. 2(b); P<0-05 when compar-
ing the CIA group against the REF group). The cocoa diet also
decreased the Th cell percentage and increased the Tc lym-
phocyte proportion in ILN (P<0-05 when comparing Cocoa
group against the REF group). In CIA-Cocoa animals, changes
due to CIA and the cocoa diet were added and the Th:Tc ratio
was lower than that in the CIA group (P<0-05 CIA-Cocoa
group against both REF and CIA groups).

Four weeks after CIA induction, the proportion of Treg in
Th cells was significantly increased in both CIA and CIA-
Cocoa groups (Fig. 2(¢); P<0-05).
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Fig. 2. Lymphocyte subset composition in rat inguinal lymph nodes. (a) Taf,
Tvd and B-cell percentages with respect to lymphocytes. (b) Helper T cell
(Th) and cytotoxic T cell (Tc) cell proportions in the T population, and Th:Tc
ratio. (c) Regulatory Th (Treg) and activated Th (T act) cell percentages
in the Th subset. Values are means, with their standard errors represented
by vertical bars (n 5-9). *Mean values were significantly different from those
of REF (N) group (P<0-05; ANOVA followed by Bonferroni correction).
1Mean values were significantly different from those of collagen-induced
arthritis (CIA; O0) group (P<0-05; ANOVA followed by Bonferroni correction).
o, Cocoa; m, CIA-Cocoa.

Effect of cocoa diet on articular swelling

On day 12 after CIA induction, some animals started to show
articular swelling (Fig. 3). The number of arthritic animals and
the hind-paw volume increased progressively until day 19
after induction. Thereafter, hind-paw swelling tended to
decrease. The CIA and CIA-Cocoa groups showed the same
pattern of hind-paw inflammation.
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Fig. 3. Hind-paw volume increase over 4 weeks from arthritis induction
(expressed as the addition of right and left hind-paw increase percentages
with respect to day 0). Values are means, with their standard errors rep-
resented by vertical bars (n 7—10; ANOVA followed by Bonferroni correc-
tion). —-O—, REF; —@—, Cocoa; — V¥ —, collagen-induced arthritis (CIA); —A—,
CIA-Cocoa.

Effect of cocoa diet on serum cytokines

Serum IL-1a, MCP-1, TNFq, IFNy and GM-CSF concentrations
were measured at day 27 after induction (Table 1). Among the
cytokines considered, MCP-1 was the most abundant in the rat
sera of the four experimental groups, and the cocoa diet in the
healthy animals reduced its concentration (P<0-05). Four
weeks after CIA induction, cytokine values were very low
and no differences were found between the REF and CIA
groups. The cocoa diet in the arthritic animals (CIA-Cocoa
group) produced an increase in the serum concentrations of
TNFa, IFNy and GM-CSF compared to those of CIA and REF
groups (P<0-05).

Effect of cocoa diet on inflammatory mediators by
peritoneal macrophages of collagen-induced arthritis rats

Ex vivo ROS production by peritoneal macrophages from the
CIA and CIA-Cocoa groups was measured over 2h
(Fig. 4(a)). Macrophages isolated from the CIA animals syn-
thesised higher amounts of ROS than those from the CIA-
Cocoa group after just 30 min and this continued during the
study period (P<0-05).

TNFa and NO production were quantified in macrophage
supernatants were obtained 24h after LPS stimulation and in
resting conditions (Fig. 4(b) and (c)). TNFa secretion by
CIA-Cocoa macrophages was lower than that in the CIA
group (P<0:05 in LPS-stimulated cells; Fig. 1(b)). Similarly,
NO production from LPS-stimulated macrophages in the
CIA-Cocoa group was lower than that in the CIA macrophages
(P<0:05 in LPS-stimulated cells; Fig. 4(c)) and was similar to
that produced in resting conditions. Viability of macrophages
after 24h culture was similar in both the groups (data
not shown).

Discussion

The present study shows that a cocoa-enriched diet during rat
CIA was able to reduce the synthesis of specific antibodies
against type II collagen, to decrease the Th lymphocyte pro-
portion in ILN and to reduce the release of inflammatory
mediators from peritoneal macrophages. However, these
immunomodulatory effects were not enough to reduce the
hind-paw swelling in arthritic animals during the study period.

Anti-CII autoantibodies have been described as the corner-
(1920 4nd some effective treatments
of CIA in rats were accompanied by a reduction of this auto-
immune response®~??_ In the present study, we found a
decrease in serum anti-CII antibody concentrations in cocoa-
fed CIA animals, although this reduction did not lead to
improvement in the hind-paw swelling during the study
period. We should take into account the fact that the decrease
in anti-CII antibody concentration was only observed at the
end of the study, and it could be that this down-regulatory
effect of cocoa would only be reflected on paw inflammation
over a longer study. The cocoa diet reduced anti-CII antibody
titres in CIA LOU rats to a lesser extent and more slowly than
we expected. In previous studies, we observed that cocoa
intake decreased serum IgG and IgM concentrations in healthy
young Wistar rats®”, as well as the antigen-specific antibody
titres after 4 weeks of immunisation in adult Wistar rats"'>.
Moreover, cocoa intake reduced the serum antimycobacteria
antibody concentration in adult Wistar rats after 2 weeks of
immunisation®”. As LOU rats fed with cocoa did not show
a decrease in anti-CII antibody response at 2 weeks of CIA
induction, this could suggest that the rat strain is a determining
factor for the immunomodulatory action of cocoa. On the

stone in CIA pathogenesis

Table 1. Cytokine concentration in sera at day 27 post-arthritis induction

(Mean values with their standard error)

IL-1a (pg/ml) MCP-1 (pg/ml) TNFa(pg/ml) IFNy (pg/ml) GM-CSF (pg/ml)

Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM

REF (n7) 6-41 2.03 93-81 5-9 1.92 0-23 1.44 0-06 8-87 0-88
Cocoa (n 6) 3.71 0-67 50-34* 9-64 1.76 0-43 1.26 0-15 7-66 1.34
CIA (n 6) 5-08 1.75 103-49 14.23 1.58 0-26 1-41 0-15 7-80 1-00
CIA-Cocoa (n 10) 11-33 5-20 104-02 14.71 3.23"t 0-48 1.87t 0-12 14-60*1 1.88

MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1; IFNy?, interferon-y; GM-CSF, granulocyte macrophage colony-stimulating factor; CIA, collagen-induced

arthritis.

* Mean values were significantly different from that of REF group (P<0-05; one-way ANOVA followed by Bonferroni correction).
1 Mean values were significantly different from that of CIA group (P<0-05; one-way ANOVA followed by Bonferroni correction).
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Fig. 4. Reactive oxygen species (ROS), TNFa and nitric oxide (NO) pro-
duction by peritoneal macrophages of the collagen-induced arthritis (CIA;
—V—) and CIA-Cocoa (—aA—) groups. (a) Time course of ROS production
expressed in fluorescence units (FU) determined by dichlorofluorescein
assay. (b) TNFa concentration in cell culture supernatants determined by
ELISA in lipopolysaccharide (LPS; §)-stimulated and non-stimulated (NS; )
macrophages. (c) NO cell production, quantified as nitrogen dioxide (NO; )
concentration, measured by Griess assay in LPS-stimulated and resting con-
ditions. Values are means, with their standard errors represented by vertical
bars (n 7-10). *Mean values were significantly different from those of
collagen-induced arthritis (CIA) group (P<0-05; ANOVA).

other hand, it is interesting to consider the differential cocoa
influence on anti-CII antibody isotypes. The present study
found that in the CIA rats, anti-CII IgG2a were the most abun-
dant in sera, which concurs with other studies”’~*”. Cocoa
intake produced an early decrease in anti-CII IgM values
and, at a later stage, a reduction in the specific anti-CII
IgG2a antibodies, together with a decrease in anti-CII 1gG2b
and IgG2c concentrations, without affecting IgG1 specific anti-
bodies. Some strategies modulating CIA in rats have reported a
reduction in anti-CIT IgG2a and IgG2b isotypes, whereas the
anti-CII IgG1 remained or increased®*~*¥. While IgG2b is
clearly considered to be a Thl-related antibody, the role of
IgG2a antibodies in rats is controversial. Some authors®%3"
have demonstrated IgG2a properties as Th2-related anti-
bodies, but other authors®***
IgG2a is a Thl-related antibody. In any case, the down-regu-
lation of anti-CII IgG2a, IgG2b and IgG2c autoantibodies,
together with the maintenance of IgG1l proportion, did not
improve the hind-paw swelling at the end of the present
study. It is still unknown whether this effect could be

consider that, as in mice,

subsequently beneficial. On the other hand, we enumerated
the anti-CII antibody-SC in ILN, anti-CII IgG-SC being more
abundant than anti-CII IgM. Cocoa intake only decreased
the number of anti-CII IgM-SC in ILN, without modifying the
number of anti-CII IgG-SC. These results did not reflect
the changes in serum antibody concentrations and suggest
that the most abundant antibody-SC would be located in
other lymphoid tissues, such as the closer regional popliteal
lymph nodes and/or the bone marrow.

Although cocoa did not effectively prevented CIA develop-
ment, it should be pointed out that the inflammatory potential
of the CII immunisation was reduced in cocoa-fed CIA animals
because peritoneal macrophages showed less ability to secrete
inflammatory mediators, including ROS. These results are in
line with our previous studies performed in vitro?
with the results of TNFa and NO secretion obtained from
LPS-stimulated macrophages isolated from healthy animals
fed cocoa’®1432 The present study results demonstrate the
antioxidant and anti-inflammatory potential of cocoa in a
pathological status after being intestinally absorbed. It has
been reported that antioxidants reduce the activation of
NF-kB, which is involved in the production of pro-inflammatory
cytokines such as TNFa®®. In addition, the development of
RA has been related to oxidative status induced by smoking
or pollution®; and therefore a diet enriched with antioxi-
dants, such as cocoa flavonoids, could have a role in the pre-
vention of, or acting as adjuvant therapy for, RA. The amount
of cocoa intake needed for such beneficial effect in human
subjects can be established following the conversion of
animal doses into human equivalent doses described by
Reagan-Shaw et al B, According to this conversion, the
10% and 5% cocoa-enriched diets would be equivalent to
0-908and 0-454g cocoa per kg human per d respectively

and

a5 (54-5and 27-25g cocoa for a 60 kg person, respectively). On

the other hand, it must be considered that cocoa intake also
provides other bioactive compounds such as fibre and methyl-
xanthines like theobromine®>. It has been reported that high
concentrations of methylxanthines can suppress inflammation
by inhibiting phosphodiesterases(?’(’), and fibre can change the
intestinal microbiota, which may influence the intestinal and
systemic immune cell function®”.

The present study also shows the effect of CIA and cocoa
intake on the lymphocyte composition of ILN. We found
that in comparison with healthy animals, ILN from CIA rats
contained a reduced Th:Tc ratio and an increased Treg pro-
portion at day 27 post-arthritis induction. These results do
not match with the blood increase of the CD4 + /CD8 +
ratio in CIA rats reported by Wang et al.®®. In relation to
the cocoa diet, the present study found a decrease in the
Th:Tc ratio similar to previous studies 12, Initially, we
expected that the decrease in Th population induced by a
cocoa diet could control this autoimmune disease. However,
although Th cells have an important role in CIA pathogen-
)

reduction in Th proportion at day 27 after induction. There-
fore, when considering this feature in CIA animals, it seems
logical that there were no beneficial effects to the relative
reduction of Th cells induced by the cocoa diet. Nevertheless,

esis ", arthritic rats fed with standard diet also underwent a
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further functional studies should be performed to clarify the
meaning and repercussions of such a relative decrease in
Th. In addition, at 4 weeks after arthritis induction, we
found an increase in the proportion of Treg subset in ILN
from the CIA and CIA-Cocoa rats. It has been reported that
Treg cells regulate the immune responses during the arthritic
process because the transference of Treg cells to CIA mice
prevents or slows the disease development®”. Moreover,
a reduced number or defective function of Treg cells have
been involved in the pathogenesis of RA“Y. In the present
study, a reduced number of Treg in ILN was not found, on
the contrary, its proportion increased at 4 weeks of arthritis
induction. This result, together with the relative decrease
in hind-paw swelling at this time, suggests that the increase
in Treg cells in CIA animals could reflect the onset of the
recovery phase.

Other results that deserve special attention refer to serum
cytokines. We found that the serum concentration of some
pro-inflammatory cytokines in CIA rats, such as IL-lq,
MCP-1, TNFa, IFNy and GM-CSF, was similar to that in healthy
animals. These results are in line with other studies determin-
ing serum pro-inflammatory cytokines 1 month after induction
in CIA rats“>*, although other studies showed an increase in
such cytokines®"*?. CIA rats fed with cocoa showed higher
concentrations of TNFa, IFNy and GM-CSF than those fed
with standard diet even though they presented a similar
hind-paw swelling. All these results showed that there was
no correlation between the articular swelling and serum cyto-
kine concentrations, at least in the rat CIA model and at the
time of the present study. This lack of correlation could be
due to the fact that, at day 27 after induction, the arthritis
was not in the active phase of the inflammation. Conversely,
it could be that cytokines secreted by cells closer to joint
inflammation would be a better indicator of the inflammatory
status. Moreover, as the cocoa diet increased some serum
inflammatory cytokines, it remains to be clarified why the
cocoa diet was able to reduce the inflammatory mediators
released by peritoneal macrophages from CIA animals but
cells elsewhere did not. The effect of the cocoa diet on the
chemokine MCP-1, the most abundant of the five cytokines
considered, was particularly notable. Cocoa intake decreased
the concentration of MCP-1 in the sera from healthy animals
and showed no differences between either group of CIA
rats, in contrast to the other studied cytokines. The present
study results in healthy rats concur with those reported
previously in vitro®®. MCP-1 is a chemokine released by
macrophages that is involved in cell infiltration and the
migration to the joint of monocytes, T and NK cells. Therefore,
the decrease in MCP-1 concentration could reflect the influ-
ence of cocoa on macrophages.

Some other studies have tried to improve CIA through flavo-
noid intake. In the same way it has been shown here, CIA

q4mice treated subcutaneous with the flavonoid genistein do
not exhibit a reduction in hind-paw swelling, although there
is a decrease of the serum anti-CII antibody concentration ™.
On the other hand, other authors have reported the beneficial
effect of isolated flavonoids or products containing flavonoids
in CIA animals“® > It should be pointed out, however, that

some of these studies in CIA rats and mice do not find hind-
paw swelling improvement after 27d of induction but later,
between after a month of induction and up to 53d“0~,
Recently, Cho et al.®" demonstrated the attenuation of CIA
in mice by grape seed proanthocyanidins, but they provided

asthese antioxidants by intraperitoneal route and the improve-
ment was evident later than 4 weeks after immunisation.
All these results reassert the idea that a longer study could
demonstrate clinically the beneficial effect of cocoa intake in
the CIA rat model.

In conclusion, a cocoa diet in CIA rats involves a decrease in
the main isotypes of specific anti-CII antibodies at 4 weeks of
arthritis induction. Moreover, cocoa intake modulates the
inflammatory response of macrophages, and decreases the
Th:Tc ratio in ILN. However, these effects were not enough
to reduce hind-paw swelling at the end of the study. Further
studies could focus on the effect of a cocoa diet over a
longer period of CIA and ascertain lymphocyte and macro-
phage cell function closer to inflamed joints. Anyway, a
cocoa-enriched diet could be a good adjuvant therapy in dis-
orders with oxidative stress or autoimmune pathogenesis.
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La respuesta inflamatoria es una reaccion fisiologica provocada por un estimulo nocivo
para restituir la homeostasis del organismo. A pesar de ser una respuesta protectora, una
reaccion inflamatoria excesiva puede llegar a ser patologica. Por otro lado, el cacao es una
fuente de compuestos polifendlicos, principalmente de tipo flavonoide, a los que se les
atribuye una elevada capacidad antioxidante (revisado por Katz y col., 2011). Numerosos
estudios in vitro han demostrado los efectos beneficiosos del cacao sobre el sistema
inmunitario (revisado por Ramiro-Puig y Castell, 2009). Estudios previos, realizados en
nuestro laboratorio en animales sanos, han puesto de manifiesto que el consumo de cacao
potencia la capacidad antioxidante del timo (Ramiro-Puig y col., 2007b), reduce la
produccion de TNF-a por parte de macrofagos estimulados ex vivo (Ramiro-Puig y col.,
2007a), disminuye la proporcion de linfocitos Th en ganglios linfaticos y bazo, y reduce la
concentracion sérica de inmunoglobulinas (Ramiro-Puig y col., 2008). En base a estas
premisas, la hipotesis de partida ha sido que la ingesta de cacao puede llegar a modular la
respuesta inflamatoria in vivo. En este sentido, el presente trabajo ha permitido establecer
los efectos de una dieta rica en cacao sobre la respuesta inflamatoria aguda y cronica a
nivel preclinico, aspecto poco considerado hasta la fecha.

Inicialmente el estudio se centrd en un modelo experimental de inflamacion inducido por
carragenina en rata, el cual se caracteriza por una respuesta inflamatoria local aguda y
edema articular progresivo (Articulo 1). Tras la obtencion de resultados que demostraban
la eficacia clinica de la ingesta de cacao en este modelo experimental, los estudios se
enfocaron en determinar el posible mecanismo de accion de los metabolitos del cacao
sobre la respuesta inflamatoria aguda. Para ello, se emplearon otros modelos de
inflamacién local inducida exdgenamente por algunos de los mediadores implicados en la
respuesta inflamatoria aguda, como histamina, serotonina, bradicinina y prostaglandina E,
(Articulo 1). Tras la evaluacion de los efectos del cacao sobre la respuesta inflamatoria
local aguda, se procedi6 al estudio de la influencia de la ingesta de cacao sobre la respuesta
inflamatoria cronica y sistémica, para lo que se seleccionaron dos modelos experimentales
inducidos en rata. En una primera fase, el estudio se centr6 en el posible efecto de la
ingesta de cacao sobre la artritis adyuvante (Articulo 2 y 3) como modelo de respuesta
inflamatoria sistémica cronica moderada-grave y, en una segunda fase, sobre la artritis
inducida por colageno (Articulo 4), como respuesta inflamatoria crénica con
caracteristicas de patologia autoinmune. Para la realizacion de estos estudios se han
utilizado mayoritariamente ratas de la cepa Wistar, a excepcion del modelo de artritis
inducida por coldgeno, el cual se indujo en ratas consanguinecas de la cepa
LOU/CNimr0OlaHsd que exhiben una mayor susceptibilidad a desarrollar este tipo de
patologia. En todos los estudios realizados se ha empleado cacao de tipo Natural Forastero
con una concentracion total de polifenoles comprendida entre 10,62 y 21,2 mg/g.
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Un primer aspecto interesante a comentar del presente estudio es el referente a los
resultados relativos a la influencia del cacao sobre la evolucion clinica de la inflamacion
articular asociada a los diferentes modelos experimentales utilizados. Mientras que la
ingesta correspondiente a un 6% de cacao (administracion p.o. de 4,8 g cacao/kg rata/dia a
animales que consumen 80 g pienso/kg rata/dia), de forma preventiva durante una semana,
exhibié un claro efecto inhibitorio de la inflamacion aguda inducida por carragenina
(Articulo 1), el consumo durante 6 semanas de dietas enriquecidas con 5y 10% de cacao
no logr6é prevenir ni revertir la inflamacion articular en ninguno de los dos modelos de
artritis estudiados (Articulos 2 y 4). Esta diferencia podria estribar en el nivel de gravedad
de la respuesta inflamatoria alcanzada en los modelos de artritis estudiados, en el protocolo
de administracion oral del cacao y en importancia relativa de la respuesta de los diferentes
efectores y mediadores inflamatorios implicados en los distintos tipos de respuesta
inflamatoria (aguda, cronica y cronica con caracteristicas de patologia autoinmune).

Los macréfagos son células cruciales durante la respuesta inflamatoria y entre sus diversas
funciones destacan la presentacion de antigenos, la fagocitosis y la inmunomodulacion
(Dale y col., 2008). Los macréfagos tienen una funcion fundamental en la respuesta
inflamatoria aguda a nivel local. En este sentido, en el presente estudio se ha demostrado
que el consumo de cacao disminuye la produccion de citocinas proinflamatorias como
TNF-a por parte de macréfagos, lo cual comporta una reduccidon del edema desarrollado en
el modelo de inflamacion aguda inducido por carragenina (Articulo 1). Sin embargo, a
pesar de que los macréfagos procedentes de animales artriticos que consumen cacao
también presentan una menor secrecion de TNF-a (Articulo 4) y, por consiguiente,
exhiben una respuesta proinflamatoria disminuida, en el suero de estos mismos animales se
detectan concentraciones superiores de citocinas proinflamatorias. En base a estos
resultados se podria especular que, con objeto de combatir la patologia cronica, otras
células, como linfocitos T, presentan una mayor actividad e incrementan su produccion de
citocinas proinflamatorias a nivel sistémico. Por otra parte, la presencia de concentraciones
elevadas de TNF-a junto con una inhibicién tardia (tras cuatro semanas de dieta
enriquecida con cacao) de la sintesis de autoanticuerpos implicados en la artritis inducida
por colageno podria relacionarse con la ausencia de mejoria clinica en estos animales
artriticos que consumieron la dieta rica en cacao (Articulo 4).

Los macréfagos son capaces de producir especies reactivas de oxigeno (ROS) y de
nitrégeno (RNS) que combaten al agente inflamatorio pero que, en exceso, pueden ser
lesivos para los tejidos circundantes (Son y col., 2008). En el presente estudio, el consumo
de una dieta con un 5% de cacao reduce la produccion de NO liberado por macrofagos,
estimulados con LPS, procedentes tanto de animales sanos (Articulo 1) como de animales
artriticos (Articulo 4). A nivel de vias de sefializacion intracelular, la estimulacion de
macrofagos mediante LPS induce la translocacion de NF-xB desde el citoplasma hasta el
nucleo, donde interactia con elementos kB en la zona 5° de la region que codifica para
iNOS, desencadenado la transcripcion de dicho enzima (Xie y col., 1994). La produccion
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de iNOS también se induce mediante citocinas como IFNy, TNF-a e IL-1 (Gautam y col.,
2007), citocinas proinflamatorias productos de la misma via de sefalizacion, NF-xB
(Kawai y Akira, 2010). En este estudio se ha podido comprobar que la dieta enriquecida
con cacao durante 7 dias o mas conlleva una menor secrecion de TNF-a por parte de
macroéfagos estimulados con LPS, procedentes tanto de animales sanos como artriticos
(Articulo 1 y 4). Estudios previos han demostrado que flavonoides del cacao, como
epicatequina, catequina, quercetina y procianidinas, podrian ser los responsables de inhibir
la activacion de NF-kB en diferentes lineas celulares (Ramiro-Puig y col., 2009; revisado
por Pérez-Cano y col., 2010), por lo que el efecto del cacao sobre la produccion de NO y
de citocinas proinflamatorias por macrofagos podria basarse en la inhibicion de esta via de
sefalizacion por parte de los flavonoides del cacao.

Por otra parte, los macréfagos procedentes de animales que han consumido cacao a una
dosis adecuada (~5%) presentan también cierta tendencia a reducir la sintesis de ROS en
condiciones fisioldgicas (Articulo 1) y en condiciones patologicas (modelos
experimentales de artritis) (Articulo 3 y 4). Asi, la disminucion de la produccion de ROS
en macrofagos procedentes de animales artriticos que consumieron 5% de cacao es similar
a la de los macréfagos de animales que fueron tratados via oral con el flavonoide
quercetina (Articulo 3). La reduccion de la produccion de ROS por parte de macréfagos de
animales artriticos alimentados con una dieta de cacao puede relacionarse con el efecto que
ejerce esta tipo de dieta sobre la actividad de enzimas antioxidantes como superdxido
dismutasa (SOD) y catalasa (Articulo 3). Concretamente, el consumo de un 5% de cacao
en la dieta normaliza la actividad de estos enzimas antioxidantes procedentes de animales
artriticos llegando a ser comparable a la que presentan células procedentes de animales
sanos. Sin embargo, ese efecto sobre la actividad antioxidante enzimatica no se observa en
animales tratados con quercetina, lo que puede indicar que es un efecto especifico de otros
flavonoides presentes en el cacao (como epicatequina y catequina) o de otras sustancias
bioactivas presentes en este alimento como las metilxantinas (Azam y col., 2003). Dado
que la respuesta inflamatoria esta intimamente ligada al estrés oxidativo (Reuter y col.,
2010), el hecho que una dieta rica en cacao pueda ser beneficiosa sobre el equilibrio redox
en estados patologicos puede tener una gran trascendencia.

Es necesario también destacar la importancia de la cantidad de cacao ingerida, ya que
parece ser crucial para la obtencion de efectos beneficiosos sobre la respuesta inflamatoria.
Se ha observado que una ingesta correspondiente al 3% de cacao (2,4 g de cacao/kg de
animal/dia p.o. en animales que consumen 80 g pienso/kg rata/dia) no modifica el estrés
oxidativo, ni la evolucion clinica en el modelo de inflamacién aguda inducida por
carragenina; sin embargo, disminuye significativamente la respuesta inflamatoria aguda
inducida por bradicinina (Articulo 1). Este efecto podria atribuirse, al menos parcialmente,
a que los flavonoides son capaces de unirse directamente a la bradicinina (Richard y col.,
2006), antagonizando asi su actividad. Curiosamente, no se observa el mismo efecto en
animales que ingieren doble concentracion de cacao (6%), lo que podria atribuirse a la
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adicion del efecto vasodilatador de la bradicinina y del cacao. Asi, en el organismo, a partir
de la ingesta de determinadas concentraciones de cacao podria predominar el efecto
vasodilatador de ambos compuestos frente al efecto antagonico de los flavonoides del
cacao sobre a la bradicinina. Por otro lado, en el Articulo 1 también se observa que la
ingesta correspondiente a un 6% de cacao (administracion de 4,8 g de cacao/ kg de animal/
dia a animales que consumen 80 g pienso/ kg de animal/ dia) disminuye tanto el edema
articular inducido por carragenina como el NO liberado por macréfagos estimulados. Sin
embargo, una dieta enriquecida con un 5% de cacao reduce el estrés oxidativo de
macréfagos y esplenocitos procedentes de animales con artritis adyuvante (Articulo 3),
pero solo se observa una tendencia a disminuir el edema articular tras cuatro semanas de la
induccion de la patologia (Articulo 2). Paradojicamente, el consumo de una dieta con un
10% de cacao no modifia el estrés oxidativo de macrofagos y esplenocitos, ni la
inflamacion articular en el modelo de artritis adyuvante. En este sentido, se ha descrito que
una dosis excesiva de flavonoides puede realizar una funcion prooxidante en el organismo
que los consume (Prochazkova y col., 2011). Por tanto, entre las concentraciones de cacao
empleadas en este estudio parece que el consumo de un 5% de cacao seria, globalmente, el
mas beneficioso. La ingesta de un 5% de cacao en rata seria equivalente a un consumo de
0,454 g de cacao en el caso de una persona de 60 kg de peso, segun la conversion descrita
por Reagan-Shaw y col. (2008). Sin embargo, esta comparacion tiene una aplicabilidad
limitada, ya que los seres humanos siguen dietas muy variables y la microflora intestinal
varia entre especies y en funcion de la dieta (Gibson y Roberfroid, 1995), por lo que este
dato s6lo podria emplearse como punto de partida para futuros estudios clinicos.

En relacion al efecto del cacao sobre las poblaciones linfociticas, en estudios previos
realizados en nuestro laboratorio en ratas jévenes sanas, se observo una reduccion en la
proporcién de linfocitos Th en bazo y ganglios linfaticos de animales que consumieron una
dieta eniquecida con un 10% de cacao (Ramiro-Puig y col., 2007a; Ramiro-Puig y col.,
2008). En el presente estudio se ha demostrado que el consumo prolongado de dietas
enriquecidas con cacao reduce la proporcion de linfocitos Th en sangre y ganglios
linfaticos inguinales de ratas con artritis adyuvante (Articulo 2) y con artritis inducida por
colageno (Articulo 4). Sin embargo, la reduccion de la proporcion de linfocitos Th no es
suficiente para evitar su implicacion en la patogénesis de ambos modelos experimentales
de artritis. Estos resultados podrian explicarse en base a los datos relativos a las
concentraciones de IFNy, citocina proinflamatoria secretada principalmente por linfocitos
Th activados, en ambas series experimentales. Concretamente, los resultados publicados en
el Articulo 2 ponen de manifiesto que la liberacion de IFNy, por parte de esplenocitos
estimulados especificamente, es similar en los tres grupos con artritis adyuvante, con
independencia del consumo de una dieta rica en cacao. En cambio, en el Articulo 4 se
observa que la concentracion sérica de IFNy es superior en aquellos animales con artritis
inducida por colageno que consumen una dieta enriquecida con cacao, respecto a los que
siguen una dieta estdndar. Estos resultados indican que, a pesar de que el cacao reduce de
la proporcion de linfocitos Th, la produccion de la citocina proinflamatoria IFNy se
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mantiene o incluso aumenta. Ello sugiere que o bien los linfocitos Th son mas activos para
la secrecion de esta citocina, o bien IFNy proviene de otros tipos celulares, como los
linfocitos NK (Sherwood y col., 2004). Ademas, la produccion de IFNy en animales con
artritis adyuvante es superior a la de animales sanos (Articulo 2), mientras que en ratas con
artritis inducida por colageno es similar (Articulo 4). La produccion de IFNy es un factor
critico en la defensa del organismo contra micobacterias (Huang y col., 1993; Flynn y col.,
1993) y puede estar implicado en la eliminacién de los restos de este microorganismo
(Matthys y col., 2000), lo que podria explicar la exacerbada produccion de IFNy por parte
de células previamente sensibilizadas a este microorganismo y estimuladas ex vivo con
micobacteria.

El efecto de las dietas enriquecidas con cacao sobre la poblacion de células T reg también
es de particular interés ya que se ha propuesto su implicacion en la regulacion de la
respuesta inmunitaria durante el proceso artritico (Morgan y col., 2005; Kelchtermans y
col., 2009) y, ademas, se ha descrito que pacientes con artritis reumatoide presentan células
T reg con funcionalidad anormal (Sakar y Fox, 2007). En el presente estudio, la induccion
de artritis adyuvante comporta una reduccion en la proporcion sanguinea de linfocitos T
reg y el consumo de una dieta con un 10% de cacao evita esta alteracion, siendo su
proporcién similar a la presente en animales sanos. Sin embargo, este efecto no se observa
cuando la dieta contiene unicamente un 5% de cacao (Articulo 2). La proporcion de
linfocitos T reg en animales que ingirieron la dieta enriquecida con un 10% de cacao,
similar a la de las ratas sanas, podria relacionarse con un incremento en la sintesis y
liberacion de IL-2, la cual favorece la produccion de los linfocitos T reg (Malek y col.,
2008). Por otro lado, no se observan cambios significativos en la proporcion de linfocitos
T reg asociados a la artritis adyuvante en ganglios linfaticos inguinales tras un mes de su
induccion (Articulo 2). Sin embargo, la artritis inducida por coldgeno provoca un aumento
en la proporcion de T reg al final del estudio (Articulo 4), lo cual podria ser indicativo del
inicio de la fase de recuperacion de esta patologia inflamatoria ya que se ha descrito que la
transferencia de T reg activadas en ratones con artritis inducida por colageno previene el
desarrollo de la enfermedad y ralentiza su progreso (Kelchtermans y col., 2009; Morgan y
col., 2005). No obstante, tras cuatro semanas de la induccion, el consumo de las dietas
enriquecidas en cacao no modifica las proporciones de Treg en ganglios linfaticos
inguinales de animales artriticos, a pesar de la presencia de metabolitos de epicatequina
(uno de los flavonoides mayoritarios del cacao) en esos mismos 6rganos tras tres semanas
de consumo de una dieta enriquecida con un 10% de cacao (Urpi-Sardd y col., 2010).

Las enfermedades autoinmunes se originan cuando tejidos especificos se convierten en
dianas de linfocitos T autoreactivos y/o de autoanticuerpos. La formacion de
inmunocomplejos puede inducir la activacion del sistema del complemento, lo que
conduce a una mayor respuesta inflamatoria. La artritis reumatoide se caracteriza por la
produccion de autoanticuerpos séricos de diversos tipos que, a pesar de poseer un papel en
parte desconocido dentro de la patologia artritica, son herramientas utiles para el
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diagnostico clinico (Conrad y col., 2010). El consumo de cacao disminuye de manera
dosis-dependiente la concentracion de anticuerpos séricos dirigidos contra la micobacteria
inductora de la patologia, desde la segunda semana post-induccion de la artritis adyuvante
(Articulo 2). A pesar de que esta patologia estd adscrita principalmente a una respuesta
celular, los anticuerpos contra micobacteria parecen tener cierto papel durante la fase tardia
de este modelo de artritis (Franch y col., 1994). La drastica reduccion en la concentracion
sérica de estos anticuerpos especificos, en animales con artritis adyuvante que consumieron
cacao, podria relacionarse con la moderada disminucion de la inflamacion articular
detectada al final del estudio. Sin embargo, en el modelo de artritis inducida por colageno,
la dieta enriquecida con cacao solo disminuye la produccion de autoanticuerpos
anti-colageno tipo II totales a partir de la cuarta semana tras su induccion (Articulo 4). Se
ha descrito un papel esencial de estos autoanticuerpos en la patogénesis de la artritis
inducida por coldgeno (Bajtner y col., 2005), por lo que la ausencia de mejoria clinica en
animales que consumen cacao durante el desarrollo de la patologia podria vincularse, al
menos en parte, a que la concentracion de autoanticuerpos séricos es similar a la de los
animales sin intervencion nutricional, durante las primeras semanas tras la induccion. Una
de las posibles variables que podria explicar la accion diferencial del cacao sobre los
anticuerpos especificos séricos, podria ser la cepa de rata utilizada en los estudios. En este
sentido, para la induccion de la artritis adyuvante se utilizaron ratas de la cepa Wistar
(Articulo 2), mientras que la artritis inducida por colageno se indujo en ratas de la cepa
consanguinea LOU/CNimrOlaHsd (Articulo 4). Las ratas LOU/CNimrOlaHsd presentan
una mayor predisposicion a sintetizar inmunoglobulinas monoclonales (Bazin y col.,
1974), y quizd el cacao no sea capaz de inhibir tan eficazmente la produccion de
anticuerpos en organismos genéticamente predispuestos a producirlos en mayor cantidad.
Por otra parte, entre ambas cepas también se observa una clara diferencia en los isotipos de
anticuerpos modulados por la ingesta de cacao. En el presente estudio, ratas artriticas
LOU/CNimr0OlaHsd que siguieron la dieta con cacao presentan reducidos los anticuerpos
de isotipo IgG2a, IgG2b e IgG2c, sin embargo, en estudios previos con ratas Wistar se
detect6 una reduccion de la concentracion de IgG1, 1gG2a, IgG2c e IgM y, curiosamente,
un aumento de IgG2b, en los animales que consumieron cacao durante tres semanas
(Pérez-Berezo y col., 2009). Esta diferencia, también podria ser atribuida al agente
inyectado, ya que en el caso del estudio de Pérez-Berezo y col. (2009) los animales se
inmunizaron con una solucion con ovoalbumina, lo cual conlleva una inmunizacién sin
patologia clinica asociada, y las ratas del Articulo 4 eran inyectadas con una emulsion de
coladgeno bovino tipo II en adyuvante incompleto de Freund, lo que les induce el desarrollo
de una patologia artritica autoinmune. Otro aspecto a considerar con el fin de explicar las
diferencias entre estos estudios seria la concentracion de compuestos fendlicos presente en
los cacaos empleados, ya que los animales con artritis inducida por coldgeno (Articulo 4)
recibieron un cacao que presentaba menor concentracion de polifenoles que el utilizado en
la artritis adyuvante (Articulo 2) y en el estudio de Pérez-Berezo y col. (2009).
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Por ultimo, destacar que, a pesar de detectar mejoria clinica sélo a nivel de la respuesta
inflamatoria aguda, en conjunto el cacao es capaz de crear un ‘ambiente antiinflamatorio’
en los organismos que lo consumen, como se ha demostrado en la regulacion del estrés
oxidativo, de la respuesta de humoral y de otros mediadores y efectores de la respuesta
inflamatoria, por lo que se considera que podria ser un potencial coadyuvante terapéutico
de farmacos antiinflamatorios.
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The results obtained from this study have enabled us to draw the following conclusions:

After one weeks of daily cocoa administration, a local acute inflammatory response is

reduced in rats. In particular:

Cocoa administration at dose of 4.8 g/kg/day diminishs the hind-paw edema
induced by carrageenin injection from 1 h up to 6 h. A lower dose of cocoa
(2.4 g/kg/day) is able to decrease the hind-paw edema induced by carrageenin only
for the first hour.

The early anti-inflammatory effect of cocoa can be partially due to its regulatory
action on the inflammatory mediator bradykinin because animals receiving the dose
of 2.4 g/kg/day of cocoa develop lower hind-paw sweeling than reference ones in
the faster model of acute inflammation induced by bradykinin.

Cocoa intake (4.8 g/kg/day) diminishes the inflammatory potential of macrophages
by reducing the synthesis of reactive oxygen species and nitric oxide, and the
release of proinflammatory cytokines, such as TNF-a and IL-6.

Cocoa diet intake before and during experimental arthritis is not enough to reduce

the clinical symptoms developed by animals although modulates the production of
several inflammatory mediators and reduces the proportion of effector cells. In

particular:

Cocoa-enriched diets not reduce the hind-paw swelling in the models of adjuvant
arthritis and collagen-induced arthritis.

The cocoa diets decrease the oxidative stress associated to the arthritic pathology
and increases the antioxidant defence in lymphoid tissues. Specifically, cocoa
reduces ROS, NO and TNF-a production in macrophages and normalizes the
superoxide dismutase and catalase activities in splenocytes from arthritic animals.

The cocoa diet prevents some alterations induced by adjuvant arthritis, such as an
increase in the proportion of blood Th lymphocytes, a decrease in the proportion
blood Treg cells and a desequilibrium in inguinal lymph node NK cell subsets.

The cocoa intake reduces the humoral immune response induced by experimental
arthritis. This cocoa effect is detected later in the autoimmune arthritis model than
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in the chronic arthritis one. Specifically, in adjuvant arthritis induced in Wistar rats,
the anti-Mycobacterium butyricum antibody concentration already decreases at the
second week post-induction, whereas in the collagen-induced arthritis induced in
LOU rats, the autoantibodies against collagen tipus Il appear reduced at the fourth
week post-induction.

In summary, this work adds some beneficial actions of cocoa intake. Together its
antioxidant properties already stablished, cocoa reveals as a coadjuvant of
anti-inflammatory therapy and autoimmune processes.
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