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RESUMEN.En el modelo del alotransplante de coraz6n en ratas se investigé
el efecto inmunosupresivo de emulsiones grasas i.v. con una combinacién
diferente de dcidos grasos n-3 y n-6.

Emulsiones de un 20% de aceite de cardo (n-3/n-6= 1/370), de pescado (7,6/
1), de soja (1/6,5), y una mezcla 1:1 de aceite de cardo y de pescado (1/2,1;
como grupo control de aceite) fueron infundidos continuamente después del
transplante hasta el rechazo (9 g de grasa/Kg peso corporal diario; n=10 por
grupo). Fueron analizados el tiempo de supervivencia del transplante, las
subpoblaciones del infiltrado de células inmunocompetentes o circulantes y
1a secrecién de interleuquina-6 de células mononucleares circulantes.

Enel grupo de aceite de cardo, de pescado y de soja, el tiempo de superviven-
cia del transplante fue alargado hasta 13,3; 12,3 y 10,4 dias en comparacién
alos 6,7 dfas en el grupo control de aceite respectivamente y de 7,8 dias enel
grupo control de NaCl (p<0,01). En los dos grupos con la prolongacién de
supervivencia més alta se redujo el nimero de células en el infiltrado hastaun
50% y la produccion de interleuquina-6 de células mononucleares hasta un
45%. Ademés se observé una disminucién de las células-T circulantes en el
grupo aceite de pescado.

Las emulsiones grasas i.v provocan, dependiendo de la relacién de 4dcidos
grasos de n-3/n-6, diferentes reacciones inmunomodulantes. Tanto los 4cidos
grasos n-6 como los n-3 causan su efecto inmunosupresor mediante la
reduccion de la infiltracién, la movilizacién y la produccién de citoquinas de
células inmunocompetentes. El aceite de soja, con larelacién de dcidos grasos
n-3/n-6 més ponderada que el aceite de cardo, es significativamente menos
inmunosupresivo, y las emulsiones grasas con una relacién n-3/n-6 1:2 son
inmunoldégicamente neutrales.

Palabras claves: Grasa parenteral, dcidos grasos n-3, ficidos grasos n-6,
relacidn de 4dcidos grasos n-3/n0-6, modulacién inmunolégica.

INTRODUCCION

La inmunosupresién de emulsiones grasas parenterales estd
desde hace tiempo cuestionada (1). Los efectos potenciales se atribu-
yen alos dcidos grados n-3y n-6 poli-insaturados los cuales influyen
independientemente enla funcién de las células inmunocompetentes
in vitro (2), o después del metabolismo a eicosanoides desarrollan
propiedades inmunomodulatoras como mediadores lipidicos (3,4).
Hasta ahora se ha investigado s6lo la influencia sobre componentes
aislados del sistema inmune. Transmitimos por eso el modelo de
alotransplante de corazénen ratas, -que compromete, en unareaccién
de rechazo aguda, al sistema inmune en su totalidad asi como
mecanismos de rechazo no especificos,- ala investigacién del efecto
inmunosupresor de emulsiones grasas parenterales. Inyectamos,
continuamente, durante la fase post-transplantante emulsiones gra-
sas con diferentes cocientes de dcidos grasos n-3/n-6 e investigamos
el efecto sobre el tiempo de sobrevida del alotransplante que es
valorada como medida biolégica de modulacién inmune. Este
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SUMMARY.Immunosuppression by parenteral lipid emulsions in a
model of defined immunostimulation.The immunosuppressive effect of
intravenous fat emulsions with different n-3/n-6 fatty acid ratio was studied
in the heterotopic rat heart allotransplant model. Twenty percent emulsions of
safflower oil (n-3/n-6= 1/370), fish oil (7.6/1), soybean oil (1/6.5) and a 1:1
mixture of safflower and fish oil (1/2,1; oil control group) were continuously
infused (9 g fat/Kg b.w./day; n=10 each group) after transplantation until
rejection. Graft survival time, subpopulations of infiltrating and circulating
immunocompetent cells and Interleukin-6 release of circulating monocytes
were analyzed.

In the safflower oil, fish oil and soybean oil groups graft survival was
prolonged to 13.3, 12.3 and 10.4 days vs. 6.7 days in the oil control group and
7,8 days in the saline control group (p<0.01). In the two groups with the
highest prolongation of graft survival the number of infiltrating cells was
reduced by up to 50 percent and the peripheral blood monocyte Interleukin-
6 release by up to 45 percent. Beyond that, circulating T-cells were reduced -
in the fish oil group.

Intravenous fat emulsions show a varying immunomodulatory effect in
dependence of the n-3/n-6 fatty acid ratio. Both n-6 and n-3 fatty acids, if
applied as main fatty acid source, exert immunosuppressive effects by a
diminished infiltration, mobilisation and cytokine release of immunocompetent
cells. Soybean oil with a more balanced n-3/n-6 fatty acid ratio than safflower
is significantly less immunosuppressive than safflower oil and fat emulsions
with a n-3/n-6 fatty acid ratio of 1/2 are immunologically neutral.

Key words: Parenteral fat, n-3 fatty acids, n-6 fatty acids, n-3/n-6 fatty acid
ratio, immunomodulation.

pardmetro clinico-fisiolégico fue correlacionado con variables
inmunohistolégicas.

En una segunda fase experimental se confront6 el perfil de
células circulantes inmunocompetentes y la secrecién de citoquina
de células mononucleares de sangre periférica de los animales
controles con los dos grupos con el tiempo mds largo de sobrevida del
transplante.

MATERIAL Y METODOS

Animales de experimentacién: Los experimentos realizados
con animales estaban autorizados y cumplian las exigencias de laley
de proteccidn del animal alemana. Las ratas machos entrecruzadas
sitvieron como donantes (PVG, RT 1€, 100-150 g) y receptoras
(Wistar/Kyoto, RT1}, 200-250 g, Mollegaard Breeding Center,
Skensved, Dinamarca). Los animales fueron mantenidos en jaulas de
plastico con pisos enrejados de acero inoxidable con una temperatura
controlada (20 °C), humedad atmosférica (50%) y un ciclo de 12
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horas dia/noche. Se respet6 una fase de adaptacién con un minimo

de una semana antes del transplante. Los animales de experimenta-
cién tenfan acceso libre al agua y a la comida de cultivo R3-EWQOS-
ALAB (ALAB, Sollentuna, Suecia). La composicién en grasa de la
comida esté representada en la Figura 1.

FIGURA 1
Potencial secretorio para IL-6 de los linfocitos en la sangre
periférica estimulados por Con A
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Catéter venoso central: Un trozo de catéter PE 10 (polietileno)
(Clay Adams, Parsippany, NJ, USA) de 5 cm de largo y forma espiral
fue unido a un tubo de silicén (Silastic R 0,012 inch x 0,025 inch, N°®
602-105 HH 061999, Dow Corning Corp., Midland, Mich. USA). El
final del PE 10 se fundi6 con un trozo de catéter de PE 20 de 30 cm
de largo. El trozo de silicén fue implantado directamente antes del
transplante en la vena yugular izquierda del receptor (5) y el final del
PE 20 fue dirigido hacia fuera y conectado a la bomba-SAGE, para
la infusién continua.

Técnica operatoria: Los receptores fueron anestesiados con
0,315 mgde citrato fentanflico/Kg peso corporal i.m. (HypernormR,
Janssen, Bélgica). Después de la laparotomia media se extirp6 el
rifiénizquierdo y se prepararon los vasos renales conla técnica CUFF
(6). Los donantes fueron anestesiados con 60 mg pentobarbital/Kg
peso corporal i.p. (Mebumal vet. R, Nord Vacc, Suecia). Se inyecta-
ron 300 IU antes de la extraccién del 6rgano. Los transplantes de
corazén fueron irrigados con una solucién fria de Ringer lactato que
fue complementada con 50 IU de heparina/ml. Justo después de la
extraccién se realizé una anastomosis entre los transplantes y los
vasos renales del receptor. El tiempo de isquemia fue menos de 5
minutos.

Emulsiones grasas: Se prepararon emulsiones con un 20% de
aceite de cardo, de pescado, de soja 0 de una mezcla 1.1 de aceite de
cardo y de pescado. La composicién de 4cidos grasos de estas
emulsiones se representa en la Tabla 2. La fase isot6nica acuosa
contenia agua destilada, fosfolipido de huevos purificados y glicerol.
Esta fue calentada hasta 60-70 °C y la fase lipidica se vaci6 en una
batidora de alta velocidad. Se hizo una emulsién finabajo alta presién
en un homogenizador. La emulsidn se distribuyé en partes alicuotas
en botellas de vidrio y se esteriliz6 calentdndola.

TABLA 1
Composicioén de dcidos grasos del alimento de cultivo
(R3-EWOS-ALAB) de ratas

Acido graso
16:0 21
16:1 2
18:0 4
18:1 22
18:2 42
18:3 7

Otros 2

TABLA 2
Composicién en 4cidos grasos del aceite de cardo, de pescado, de
soja y de una mezcla de 1:1 de aceite de cardo y de pescado
(% de los 4cidos grasos en total)

Acido Acidode Aceitede Aceitede Mezclade I:1
graso cardo  pescado soja de aceite de
cardo y de pescado

12:0 0,2 0,1

14:0 0,1 5,5 0,1 2,8
16:0 7,6 14,2 11,0 10,9

16:1 0,1 6,5 0,1 3,3

17:0 0,1

18:0 2.9 3,2 44 3,05

18:1 (n-9) 13,6 10,1 23,3, 11,85

18:1 (n-7 3,1 1,55

18:2 (n-6) 73,6 2,6 51,6 38,1

18:3 (n-6) 0,2 0,1

183 (m-3) 0,2 0,7 6,7 045
18:4 (n-3) 2,5 1,25
20:0 0,3 0,2 0,3 0,25
20:1(m9) 03 1,5 0,3 0,9

20:1 (n-7) 1.8 09
20:1 (n-5) 0,2 0,1
20:2 (n-6) 0,5

20:3 (n-6) 0,04

20:4 (n-6) 0,1 1,6 0,1 0,85
20:5 (n-3) 18,1 9,05
22:0 04

22:1 (n-11) 2,0 1,0
22:1 (n-9) 0,5 0,25
22:1 (n-7) 0,1 0,05
22:5 (n-3) 2,7 1,35
22:6 (n-3) 12,9 6,45
22:6 (n-6) 0,3

Grupos de tratamiento: Las 4 emulsiones se inyectaron en 10
animales de cada grupo. Se aplicaron 9 g de grasa/Kg p.c. diario en
forma continua durante 24 horas. Los animales de experimentacién
que recibieron la mezcla 1:1 de aceite de cardo y pescado, sirvieron
como grupo control de aceite, ya que la relacion de 4cidos grasos n-
3/n-6 en esta mezcla de aceite segiin Kinsella (7), fue proporcionada
en forma ideal. El grupo-control recibié un volumen apropiado de
una solucién de NaCl fisiol6gica.
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Evaluacién del rechazo del transplante: Los transplantes de
corazén fueron palpados dos veces el dia. El rechazo se considerd
definitivo en el momento en que ya no habia pulsaciones palpables
y cuando el ECG documentaba el fin de la funcién del transplante.
Después de la explantacion se pesaron los transplantes y se verificé
histol6gicamente el rechazo.

Analisis inmunochistoldgico del transplante: Cortes congela-
dos de 7 um fueron secados al aire durante 12 horas, después se
fijaron durante 10 minutos con acetona frfa y finalmente se lavaron
con TRIS-buffer. Los cortes fueron incubados con un suero normal
de ratas (diluido 1/10) (Emp. Dakopatts, Hamburg, Alemania) duran-
te 20 minutos y lavados con TRIS-buffer. Luego se incubaron con
anticuerpos monoclonales ratén-anti-rata (diluido 1:100 en RPMI)
contra los clones celulares MRC OX-19, W 3/25, MRC OX-8, MRC
OX-1, MRC OX-33, W 3/13 (Emp. Camon, Wiesbaden Alemania)
durante 30 minutos (Especificidad de anticuerpos en Tabla 3).
Después del lavado con TRIS-buffer se incubd durante 30 minutos
con inmunoglobulina de conejo-anti-ratén (diluido 1/20). Después
de otro lavado (TRIS-buffer) se incubd durante 30 minutos con el
complejo APAAP (diluido el 1/50) y se lavé de nuevo con TRIS-
buffer. Se incub6 luego durante 30 minutos en agitacién con un
sustrato de fosfatasa alcalina recién preparado, se lavé con TRIS-
buffer y se colore6 para contrastar con hemalaun. Finalmente fue
cubierto con glicergel (Emp. Dakopatts, Hamburg, Alemania). Las
células marcadas se contaron bajo un microscopio (Emp. Leitz,
Wetzlar, Alemania) con un aumento de 1000x bajo evaluacién de 20
campos de visién representativos por corte con ayuda de una red
calculadora (Emp. Leitz, Wetzlar, Alemania).

TABLA 3
Especificidad de los anticuerpos monoclonales utilizados
para los andlisis inmunohistolégicos

Anticuerpos ‘Células marcadas

MRC OX-1 Leucocitos (CD 45+)

MRX OX-33 Células - B

W3/13 Células - T, PMN, NK, unas
células plasméticas

MRC OX-19 Células - T (CD5+)

W 3725 Células - T - colaboradoras
(CD4+), monocitos, macréfagos

MRC OX-8 Células - T - citotéxicas

(CD8+), NK, monocitos,
macréfagos

Analisis al 4to dia del transplante: En una segunda serie de
experimentos se exsanguinaron 10 receptores de transplante de cada
grupo en un momento determinado del proceso de rechazo todavia no
concluido (4° dia del transplante). La sangre extraida fue utilizada
para las siguientes determinaciones:

Analisis de las subpoblaciones linfocitorias en la sangre
periférica mediantes FACS (fluoresceine activated cell sorter):
En el 4° dfa p.o. se extrajo sangre (EDTA) del animal receptor. Se
mezclaron 10 pl de anticuerpos monoclonales marcados de manera
fluorescente (Emp. Camon, Wiesbaden, Alemania) contra CD (cluster
of differentiation) 45 (panleucocitos), CD 3 (células T), CD 45R
(células B), CD 4(células T4), CD 8 (células T8), CD 5(células T),

CD 25 (células T receptor de interleuquina-2 positivas) e IgG 1 6 1gG
2a (controles isotipicos), con 100 pl de sangre y se incubaron 15
minutos en oscuridad. Finalmente se afiadi6 1 pl de solucién de lisis,
se incubd 5 minutos y se centrifugd a 300 g por 5 minutos. El botén
celular fue resuspendido en 0,5 ml de solucién FACS-Flow y la
lectura se realizé en FACS-Flow.

Analisis de la produccién de interleuquina-6 de linfocitos
estimulados por mitégenos: Sangre total heparinizada (10 U de
heparina/ml sangre) se diluyé con PBS. Los linfocitos fueron aisla-
dos por centrifugacién en gradiente de densidad y ajustados con
RPMI y suero fetal de vacuno al 5% a un niimero de células de 1x10%/
ml. Se mezclaron 109 células con 0, 25, 50 y 100 pg Concanavalina
A (Con A) respectivamente y se incubaron 24 horas a 37 °C. Después
decentrifugar (2000 rpmdurante 10 minutos) se aspir6 el sobrenadante,
lasecrecién de interleuquina-6 se determind mediante la medicién de
su concentracién con ELISA-Kits de la Empresa Endogen (Boston,
MA, USA).

Estadistica: Después de haber comprobado la distribucién nor-
mal mediante el test Kolmogorow-Smirnow, se 2nalizaron las dife-
rencias entre los grupos conla prueba «t». Se valoré como significante
la probabilidad <0,05. Los valores se describieron como valores
medios * desviacién estandard de los valores medios.

. RESULTADOS

Tiempo de sobrevida del transplante: Los transplantes de
coraz6n en los animales de experimentacién de ambos grupos de
controles fueron rechazados después de 7 dias por término medio
(grupo-control de NaCl: 7,840,3 dias, grupo-control de aceite: 6,740,6
dfas, ninguna diferencia significativa). En cambio se alargé
significativamente el tiempo de sobrevida del transplante mediante la
infusi6én continua de aceite de cardo, de pescado y de soja (p<0,01).
Sinembargo el grupo de aceite de cardo (13,3+1,0 dias) y el grupo de
aceite de pescado (12,310,4 dias) mostraron una prolongaci6n signi-
ficativa del tiempo de sobrevida del transplante (p<0,01 resp. 0,5)
con respecto al grupo de aceite de soja (10,4+0,7 dias) (Tabla 4).

Las diferencias entre el grupo de aceite de cardo y el grupo de
aceite de pescado no fueron significativas estadisticamente.

Peso de transplante:El aumento relativo del peso del transplante
(una medida para la infiltracién de células y edema intercelular
durante el proceso de rechazo) (8) result6 ser de 3,01 en el grupo-
control de NaCl, de 2,9 en el grupo-control de aceite, pero s6lo de
2,11 (p<0,01) en el grupo de aceite de cardo, de 2,34 (p<0,05) en el
grupo de aceite de pescado y de 2,15 (p<0,05) en el grupo de aceite
de soja.

Abastecimiento de energia y comportamiento del peso: Como
se esperaba, el grupo-control de NaCl fue el que tom6 mas alimentos
(un promedio de 59,8 g/Kg peso corporal diario), ya que estos
animales de experimentacién tenfan que cubrir todas sus necesidades
deenergiapor viaoral. Sinembargo los otros animales de experimen-
tacién que recibieron en forma parenteral 9 g de grasa/Kg p.c. diario,
tomaron 40% menos de alimentos, es decir 35 g/Kg p.c. diario en el
grupo de aceite de cardo, 32,3 g/Kg p.c. diario en el grupo de aceite
de pescado, 37,5 g/Kg p.c. diario en el grupo de aceite de soja 'y 36,2
g/Kg p.c. diario en el grupo de control de aceite. Las ratas fueron
inyectadas con emulsiones grasas, redujeron la ingestién de alimento
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de tal manera que no se pudo constatar ninguna diferencia significa-
tiva entre la ingestién de energia diaria media (ingestién de energia
oral y parenteral) y el grupo-control de NaCl (exclusivamente con
unaingestion deenergia por viaoral) (grupo-control de NaCl: 778kJ/
Kg p.c./dia, grupo de aceite de pescado: 781 kJ/Kg p.c./dia, grupo de
aceite de soja: 845 kI/Kg p.c./dia, p=0,61). Después del transplante
todas las ratas perdieron peso. A pesar de que todas recibieron la
misma cantidad de energfa, las ratas tratadas con emulsiones grasas
perdieron poco peso, pero significativamente més que las ratas del
grupo-control de NaCl(p<0,05). Enlos grupos tratados con emulsiones
grasas no se observé ninguna diferencia significativa. El peso medio
en el 7° dia después del transplante fue de un 93% del peso inicial del
grupo-control de NaCl y de un 85% en los grupos de aceite.

Secrecion de interleuquina-6 de las células mononucleares:
La mayor secrecién de interleuquina-6 de las células mononucleares
en la sangre periférica de los grupos examinados se consiguié
mediante la estimulacién con 50 ug de Concanavalina A (Figura 1).
El potencial de secrecidn de interleuquina-6 fue significativamente
menor en el grupo de aceite de pescado (22,2+13,6 pg/lO6 células)
con respecto al grupo-control (40,748,3 pg/ 10% células, p<0,002).

TABLA 4
Tiempo de supervivencia del transplante (PVGxWistar/ ratas de
Kyoto) con el tratamiento de emulsiones grasas poli-insaturadas
con una relacién de 4cidos grasos n-3/n-6 diferente

Grupo Tratamiento n-3/m-6  Supervivenciadel  Término medio P
transplante (dfas) + error standard
del valor medio
1 NaCl 7,117,188, 78%03
9.9.9
2 Mezcla-1:1de 121 5555677, 6,740,56 no significan-
aceite de pescado 999 te frente 1
y de cardo
3 Aceitedecardo 1/360 9,11,11,12,13, 13,3+1,0 <0,01 frente 1,2
13,13,15,16,20

4 Aceite de pescado 7,6/1 10,11,12,12,12,12, 12,3404 <0,01 frente
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TABLA 5
Distribucién porcentual de células mononucleares circulantes
en la sangre periférica

Anticuerpos Células Control (1) AP(2) AC(3) Significancia
Anti-CD45R  Células-B 257417 34,0513 25,0429 2 frente 1,3
Anti-CD5 Células-T 69,0£2,8 59,8%2,6 66,7+3,3 2 frente 1,3
Anti-CD4 Células-T4 48,3321  42,5+1,9 49,8420 no significante
Anti-CD8 Célnlas-T8 29,7427 358+53 31,042,0 no significante
Anti-CD25 Célnlas-T-IL2  3,430,2  5,3%1,7 3,240,5 no significante

Receptores -

positivos

AP: Aceite de pescado
AC: Aceite de cardo

Subpoblaciones linfocitarias en la sangre periférica: En el 4°
d{as postoperatorio e} niimero total de linfocitos-T (CD 5+) en la
sangre periférica fue significativamente mds bajo en el grupo de
aceitede pescado (59,812,6 %, p<0,05) conrespecto al grupo-control
(69,042,8 %). La distribucién porcentual de los subgrupos de las
células-T (células-T4 (CD4+) y células-T8 (CD8+), células
interleuquina-2-receptor-positivas (CD25+) no varié
significativamente. También el porcentaje de linfocitos-B (CD45R +)
fue en ambos grupos aproximadamente el mismo. Los linfocitos CD
45+, CD 5+, CD 4+, CD 8+, y CD 25+ entre el grupo de aceite de
cardo y del grupo-control variaron significativamente.

Inmunohistologia: El niimera total de leucocitos infiltrantes en
los transplantes de animales-control fue el mas alto. Tanto el nimero
total de leucocitos como todos los subtipos clasificados disminuye-
ron claramente en el resto de los grupos sin excepcién (p<0,01). Las
células-B estaban claramente menos representadas enlos transplantes
del grupo de aceite de pescado que en el grupo de aceite de cardo y
en el de soja. El nimero de células-T fue un poco mayor en el grupo
de aceite de soja que en el grupo de aceite de cardo, y claramente
mayor que en el grupo de aceite de pescado. La relacién CD4/CD8
fue aproximadamente la misma en los grupos de aceite de pescado,
de cardo y de soja, pero claramente mayor en comparacién con los

12,13,1 1 igni-
213.14.15 ﬁ’fa::’:flf:;te 5 grupos-controles (Tabla 6).
5 Aceite de soja 1/6,5 8,8,89,10,11, 10,4+0,7 <0,01 frente
12,12,13,13 1,2 <0,05
frente 3,4
TABLA 6

Distribucién inmunohistol6gica de células infiltrantes en el transplante rechazado (células/campo de visién, aumento: x1000)

Anticuerpos Células Isotrans- Control AP AS AC Significancia
marcadas plante n (2) 3) 4
)

MRC OX-} Leucocitos (CD45%) 5,140,5 21,0409 11,011 14,8406 13,4404 I frente 2,3,4
MRC 0X-33 Células-B 1,110,3 8,7+0.5 2,9+0,4 6,3+0,6 5,8+0,4 2 frente 1,3,4
W 3-13 Células-T, 3,2404 13,140,7 7.8£0,6 12,04£0,4 8,610,3 2 frente 1,3

PMN,NK, unas células

plasméticas
MRC OX-19 Células-T (CD5) 0,9+0,3 6,3£0,6 2,440,3 3,6+0,2 3,0+0,2 1 frente 2,3,4
W 3/25: Relacién T4/T8 4,0 0,810,01 1,320,01 1,3+0,01 1,240,01 1 frente 2,3,4
MRC OX-8

AP: Aceite de pescado  AS: Aceite de soja

AC: Aceite de cardo
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DISCUSION

Antelahipétesis dequelos dcidos grasos n-3 y n-6 funcionalmente
importantes se metabolizan competitivamente en componentes con
caracteristicas diferentes, se introdujo en el estudio la emulsién de
aceite de soja de venta comercial asi como también emulsiones
lipfdicas con una composicién diferente de 4cidos grasos poli-
insaturados. La relacidn de dcidos grasos n-6/n-3 es de 370/1 en el
aceite de cardo, de 6,5/1 en aceite de soja, de 2,1/1 en aceite mezclado
y de 1/7,6 en aceite de pescado. El grupo de aceite mezclado sirvid,
aparte del grupo de NaCl, como otro grupo-control para excluir el
efecto general inmunosupresivo de grasas ya que segiin una hip6tesis
de Kinsella (7) la relacién n-6/n-3 de 2:1 no deberfa tener ninguna
influencia sobre la respuesta inmune. En efecto la infusién de aceite
de mezclaen nuestro modelo no actud inmunosupresivamente ya que
el tiempo de supervivencia del transplante en comparacién con el
grupo-cantrol de NaCl no se alargé significativamente. Cambiando
esta relacién de dcidos grasos una vez a favor de los 4cidos grasos n-
3 y otra a favor de n-6 las emulsiones lipidicas resultaron
inmunosupresivas. El tiempo de supervivencia del transplante fue
alargado significativamente en el grupo de aceite de cardo, soja y
pescado frente al grupo-control de aceite.

En el grupo de aceite de cardo (n-6/n-3= 1/7,6) la prolongacién
del tiempo de supervivencia del transplante fue aproximadamente
igual, mientras que en el grupo de aceite de soja (n-6/n-3=6,5/1) el
tiempo de supervivencia del transplante se alargé significativamente
con respecto a los grupos-controles, pero sin embargo menos que en
los grupos de aceite de cardo y de pescado. Esto significa que el
excedente n-6 en las emulsiones grasas, donde domina n-6, debe ser
claramente mayor que el excedente de n-3 en las emulsiones donde
domina n-3 para conseguir la misma magnitud de inmunosupresion.

La variacién del tiempo de sobrevida del transplante es la
expresién biolégica de la influencia en los mecanismos de rechazo
tanto especificos como no especificos, la regulacién de los vasos, l1a
agregacién de trombocitos y el comportamiento de células
inmunocompetentes tanto especificas como no especificas que inter-
vienen en el proceso de rechazo como un mecanismo delicadamente
armonizado (9). En cuanto al rechazo celular los cambios del tiempo
de sobrevida del transplante se correlacionaron con el perfil
inmunohistolégico de los transplantes rechazados. Enlos dos grupos
can la mayor prolongacién del tiempo de sobrevida (aceite de
pescado y aceite de cardo respectivamente) estaban disminuidas las
células infiltrantes, es decir los neutréfilos polimorfonucleares, los
macréfagos, las células asesinas naturales y las células-T y -B, que
son especialmente importantes en el proceso de rechazo (10,11),
hasta un 50% del mimero de células del grupo-control.

En el grupo de aceite de soja la infiltracidn celular, asi como el
tiempo de sobrevida del transplante, fue més alta que en los grupos
de aceite de cardo y pescado pero menor que en los animales-
controles. La relacién CD4/CD8 sin haber intervenido en el proceso
derechazo es menorde 1y se aumenta aun valor mayor de 1 mediante
una terapia inmunosupresiva. De igual manera estaba aumentada en
un 50% la relacién CD4/CD8 en los grupos con efecto
inmunosupresivo.

El perfil de las células circulantes en la sangre periférica repre-
sentd las diferencias inmunohistolégicas de los transplantes rechaza-
dos s6lo en el caso del grupo de aceite de pescado (n-6/n-3=1/7,6).
Aquf estaban disminuidas las células-T circulantes en el sistema
sanguineo periférico con respecto al grupo-control. Esto se aclararia
mediante la hip6tesis de que afiadiendo dcidos grasos n-3 en labicapa

fosfolipidica de la superficie celular, el fluido membranal y la
expresion de los receptores-citoquinas podsfa ser alterado de tal
manera, que las células no podrian reaccionar adecuadamente a la
sefial delas citoquinas para emigrar del sistemalinforeticular (13). La
muestra de rechazo histolégico, como producto de la infiltraciény de
la proliferacién de células inmunocompetentes (células-T'y -B) (14)
y de la movilizacién de las células inflamatorias (granulocitos
polimorfonucleares) (15) se modifican a través de la aplicacién de
emulsiones lipidicas, un fenémeno que hasta ahora no habfa sido
descrito en ninguna bibliografia.

La infiltracién y proliferacién de cé€lulas-T y -B se regula por
citoquinas a través de la interaccion celular (16). Asf, investigamos
la interleuquina-6 que junto con otras funciones inmunolégicas
participa en el rechazo agudo (16). La interleuquina-6 favorece la
maduracién de células-B en células plasmiéticas secretoras de
anticuerpos (17) y la diferenciacién de células-T (16).

La produccién y secrecién de citoquinas se regula por la
transduccién de sefiales a través del sistema del segundo mensajero
de los 4cidos fosfolipidicos de araquidona (18,19,20). Es evidente
que este sistema del segundo mensajero de 4cidos fosfolipidicos de
araquidona se modula mediante la aplicaci6n intravenosa de
emulsiones lipidicas con una variacién de la relacién de 4cido
araquidénico/eicosapentaénico delareservarelevante de fosfolipidos
de la membrana. En efecto, la secrecién de interleuquina-6 estaba
reducidaen los animales infiltrados con aceite de pescado (acentuado
n-3).

Endres sostenia ya en 1989 que las aplicaciones orales n-3
durante un espacio de 6 semanas, reducia la relacién de 4cidos de
araquidona/eicosapentaénico de los fosfolipidos de las membranas
de las célnlas mononucleares y suprimia la secrecién de citoquinas
(21). A diferenciadela aplicacién oral, se consiguid mas rapidamente
en nuestros experimentos este efecto, evidente a los 4 dias de la
aplicaci6n del aceite de pescado. Pero en este circulo de regulacién
intervienen también las emulsiones lipidicas n-6 acentuadas, como
nosotros lo hemos demostrado por primera vez.

El aceite de cardo (representante de emulsiones lipidas n-6
acentuadas) redujo también el potencial de secrecién de interleuquina-
6 de las células mononucleares. La infiltracién reducida de células
especificas inmunocompetentes en los grupos de aceite de cardo y de
pescado estd aclarada por lo tanto por la produccién reducida de
citoquinas. La inhibicién de proliferacién e infiltracién de células
inmunocompetentes en el transplante, causada por la reduccién de
citoquinas, llevé a una prolongacién significativa del tiempo de
supervivencia del transplante.

Los diferentes tiempos de rechazo del transplante, no se aclaran
s6lo a través de 1a modulacidn de los mecanismos de rechazo de las
células mediadoras especificas T'y B. Toda una serie de mecanismos
no-especificos que también intervienen en el proceso de rechazo es
regulada a través de mediadores lipidicos. La leucotriena B4, sinte-
tizadade dcidos lipidicos n-6 esuna mediadora de adhesién, diapedesis
(22) y quimiotaxis (23) de granulocitos polimorfonucleares
neutrofilicos. El tramboxano A2 (derivado n-6) esun potente agregador
de trombocitos y vasoconstrictor (24). La prostaglandina 12 (deriva-
do n-6) es un vasodilatador efectivo (24). La leucotriena B4 y
tromboxano A2 se clasifican segiin estas caracteristicas como factor
estimulante del rechazo, prostaglandina 12 como factor inhibidor del
rechazo (3). Los mediadores lipidicos leucotriena BS y tromboxan
A3 que estén sintetizados de 4cidos grasos n-3 pierden las caracterfs-
ticas de sus equivalentes n-6 (25), por el contrario ta prostaglandina
I3 conserva el efecto vasodilatador de la prostagiandina 12(26).
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Mediante las emulsiones lipidicas n-3 acentuadas se espera por lo
tanto también una modificacion de los mecanismos de rechazo no
especificos y un debilatamiento del proceso de rechazo. Hace poco
se comprobé en estudios clinicos y experimentales que una alimen-
tacién rica en dcidos grasos n-3 reduce la nefrotoxicidad que produce
laciclosporina y también la cuota de rechazo de transplantes de rifién
(27,28). Enresumen, nuestros resultados demuestran que lainfiltracién
celular y la proliferacién de células inmunocompetentes en el lugar
del proceso de rechazo inmunolégico, estd influida significativamente
por la relacién de 4dcidos grasos n-3/n-6 de emulsiones lipidicas
intravenosas. Cuanto menos equilibrada es la relacién de mezcla,
mds fuerte es la inhibicidn de 1a reaccién de rechazo celular. Pero las
emulsjones lipidicas no actian fundamentalmente de manera
inmunosupresiva. Lo que si es decisivo es larelacién de 4cidos grasos
n-3/n-6. Unarelacién equilibrada no afecté al rechazo celular. Tanto
las emulsiones lipidicas acentuadas n-3 como n-6 redujeron la
sintesis de citoquinas responsables de la interaccién celular.
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