
Efecto de los factores bioactivos de leche materna 
TGF-β2, EGF y FGF21 sobre el desarrollo del sistema 
inmunitario de ratas nacidas a término y a pretérmino 

Paulina Torres Castro 

Aquesta tesi doctoral està subjecta a la llicència Reconeixement- NoComercial – 
SenseObraDerivada  4.0. Espanya de Creative Commons. 

Esta tesis doctoral está sujeta a la licencia  Reconocimiento - NoComercial – SinObraDerivada 
4.0.  España de Creative Commons. 

This doctoral thesis is licensed under the Creative Commons Attribution-NonCommercial-
NoDerivs 4.0. Spain License.  



 
 

FACULTAT DE FARMÀCIA I CIÈNCIES DE L’ALIMENTACIÓ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EFECTO DE LOS FACTORES BIOACTIVOS DE LECHE 
MATERNA TGF-β2, EGF Y FGF21 SOBRE EL 
DESARROLLO DEL SISTEMA INMUNITARIO DE 
RATAS NACIDAS A TÉRMINO Y A PRETÉRMINO 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Paulina Torres Castro 
Barcelona, 2019 



 



 
 

FACULTAT DE FARMÀCIA I CIÈNCIES DE L’ALIMENTACIÓ 
Departament de Bioquímica i Fisiologia  

Secció de Fisiologia 
 
 

Programa de doctorado:  
ALIMENTACIÓ I NUTRICIÓ 

 
 

EFECTO DE LOS FACTORES BIOACTIVOS DE LECHE 
MATERNA TGF-β2, EGF Y FGF21 SOBRE EL 
DESARROLLO DEL SISTEMA INMUNITARIO DE 
RATAS NACIDAS A TÉRMINO Y A PRETÉRMINO 

 

 
Memoria presentada por Paulina Torres Castro para optar al título de Doctor 

por la Universitat de Barcelona. 

Esta tesis se ha realizado en el grupo de investigación de “Autoimmunitat i 
Tolerància” bajo la supervisión de la Dra. Àngels Franch Masferrer y el Dr. 
Francisco J. Pérez Cano. 

 
 

 
 
 
 
 

  
 

 

Dra. Àngels Franch Masferrer Dr. Francisco J Pérez Cano Paulina Torres Castro 
           (directora i tutora)             (director) (Doctoranda) 

 
 

Paulina Torres Castro 
Barcelona, 2019 



 



 

Esta tesis ha sido subvencionada por: 
 
 
 
 

Ministerio de Economía, Industria y Competitividad 
Proyecto AGL 2013/48459-P 

 
 
 
 
La doctoranda ha obtenido la beca predoctoral: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Beca de estudios de doctorado del programa de Becas                  
“UNIVERSIDADES DE EXCELENCIA 2015” 

SENESCYT-DMPF-2015-1666-CO 
Gobierno Nacional de la República del Ecuador 

 
 
 



 



  
 

 

 
 
 
 
 
Àngels Franch Masferrer i Francisco J. Pérez Cano, professors titulars de la 
Secció de Fisiologia del Departament de Bioquímica i Fisiologia, de la Facultat de 
Farmàcia i Ciències de l’Alimentació de la Universitat de Barcelona, 
 
 

INFORMEN 
 
 
Que la memòria titulada “Efecto de los factores bioactivos de leche materna 
TGF-β2, EGF y FGF21 sobre el desarrollo del sistema inmunitario de ratas 
nacidas a término y a pretérmino” presentada per PAULINA TORRES CASTRO 
per optar al Títol de Doctor per la Universitat de Barcelona, ha estat realitzada 
sota la nostra direcció a la Secció de Fisiologia del Departament de Bioquímica i 
Fisiologia i, considerant-la conclosa, autoritzem la seva presentació per ser 
jutjada pel tribunal corresponent.  
 
 
I perquè així consti, signem el present a Barcelona, 30 de octubre de 2019. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dra. Àngels Franch Masferrer 
Secció de Fisiologia 
Departament de Bioquímica i Fisiologia  
Facultat de Farmàcia i Ciències de l’Alimentació 
Universitat de Barcelona 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dr. Francisco J. Pérez Cano  
Secció de Fisiologia 
Departament de Bioquímica i Fisiologia  
Facultat de Farmàcia i Ciències de l’Alimentació 
Universitat de Barcelona 

               Secció de Fisiologia 
Departament de Bioquímica i Fisiologia              
Facultat de Farmàcia i Ciències de 
l’Alimentació 

Av. Joan XXIII, 27-31 
08028 Barcelona 

Tel. +34 934 024 505 
angelsfranch@ub.edu 
franciscoperez@ub.edu 

mailto:angelsfranch@ub.edu


  



 
 

 
 
 
 
 

Àngels Franch Masferrer i Francisco J. Pérez Cano, professors titulars de la 
Secció de Fisiologia del Departament de Bioquímica i Fisiologia, de la Facultat 
de Farmàcia i Ciències de l’Alimentació de la Universitat de Barcelona, 
 
 
INFORMEN 
 
Que la memòria titulada “EFECTO DE LOS FACTORES BIOACTIVOS DE LECHE 
MATERNA TGF-β2, EGF Y FGF21 SOBRE EL DESARROLLO DEL SISTEMA 
INMUNITARIO DE RATAS NACIDAS A TÉRMINO Y A PRETÉRMINO” presentada 
per PAULINA TORRES CASTRO per optar al Títol de Doctor per la Universitat de 
Barcelona, es presenta com a compendi de publicacions.  
 
De les quatre publicacions que formen el cos de resultats de la tesi doctoral, 
una d’elles (publicació 4: “Leptin and EGF supplementation enhance the 
immune system maturation in preterm suckling rats”) ha estat realitzada en co-
autoria juntament amb la Dra. Blanca Grases-Pintó. 
 
Per aquest motiu, a continuació es detalla la participació de la doctoranda 
Paulina Torres Castro en aquesta publicació. L’article inclou l’efecte de dos 
components diferents, d’una adipocina, la leptina (que no és objecte d’aquesta 
tesi) i del factor de creixement EGF (que si és objecte d’aquesta tesi).  
 
En el marc del projecte AGL2013-48459P, que engloba l’estudi de l’efecte 
d’aquests dos components en un model de prematuritat, es va realitzar una 
intervenció nutricional conjunta, on ambdós grups experimentals es 
comparaven amb diversos grups de referència. Tant la doctoranda Paulina 
Torres-Castro com la recentment doctora Blanca Grases-Pintó, van participar 
de forma conjunta i compartida en totes les accions necessàries en el 
desenvolupament del disseny experimental.  
  

               Secció de Fisiologia 
Departament de Bioquímica i Fisiologia              
Facultat de Farmàcia i Ciències de 
l’Alimentació 

Av. Joan XXIII, 27-31 
08028 Barcelona 

Tel. +34 934 024 505 
angelsfranch@ub.edu 
franciscoperez@ub.edu 

mailto:angelsfranch@ub.edu


 
Els resultats derivats de l’estudi de l’acció de la leptina, es van incorporar en 
forma de manuscrit a la tesi de la Dra. Blanca Grases-Pintó. Posteriorment, es 
va decidir portar a terme la publicació conjunta de l’efecte dels dos 
components estudiats (ja que compartien els grups de referència). Així, la 
present tesi, inclou l’article publicat, tot i que només es centra en els efectes 
d’EGF, i no en els efectes de la leptina (que no són objecte de la tesi i que 
formaven part de la tesi de Blanca Grases-Pintó). 
 
 
I perquè així consti, signem el present a Barcelona, 30 de octubre de 2019. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dra. Àngels Franch Masferrer 
Secció de Fisiologia 
Departament de Bioquímica i Fisiologia  
Facultat de Farmàcia i Ciències de l’Alimentació 
Universitat de Barcelona 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dr. Francisco J. Pérez Cano  
Secció de Fisiologia 
Departament de Bioquímica i Fisiologia  
Facultat de Farmàcia i Ciències de l’Alimentació 
Universitat de Barcelona 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“La verdadera fortaleza de un guerrero no está 
en su fuerza para mantener todo perfecto, sino 
en su honestidad para asumir la imperfección y 
tomarla como camino para evolucionar” 

 
Silvia Rojas 

 
 
 
 
 
 



  



 
Agradecimientos 

 
Finalizar este período de formación me da mucha alegría y satisfacción. Han 
pasado 4 años, ha sido un período de aprendizaje continuo, de días buenos y 
malos, de estrés, de alegrías, de tristezas; en fin, de un sin número de situaciones y 
sentimientos los cuales han contribuido a mi evolución tanto a nivel personal como 
a nivel profesional.  
 
Para poder iniciar este proceso de doctorado era necesario formar parte de un 
grupo de investigación y de un proyecto. Es por ello, que quiero dar mi 
agradecimiento a Margarida Castell quién fue mi primer punto de contacto y mi 
puerta de entrada al grupo de Autoinmunidad y Tolerancia (AiT). Especial 
agradecimiento para Àngels, por haber confiado en mí y sin conocerme haberme 
dado la oportunidad de realizar mi trabajo de doctorado como parte de su línea de 
investigación y dentro de uno de sus proyectos.  
 
Gracias a mis tutores Àngels y Francisco, por iluminar mi camino y ayudarme a 
llegar hasta aquí. Les agradezco su dedicación, paciencia y enseñanzas que me han 
brindado durante todo este largo período. Pueden tener la seguridad que han 
sembrado en tierra fértil y que gracias a ustedes el día de mañana yo seré una 
buena profesional. Gracias Àngels por todas las invitaciones al teatro de Manresa, 
he disfrutado mucho de cada una de las obras.   
 
Gracias a todos quienes forman parte del grupo AiT, gracias por el trabajo en 
equipo, por las risas, por los cotilleos, por los desayunos; en fin, gracias por estar 
ahí durante estos cuatro años. Gracias a las post-doc Malen y Mar, las “viejovenes” 
del grupo, gracias por compartir cada día su alegría y sus ocurrencias. Gracias a 
ustedes, aquellos días de largas horas de laboratorio, sacrificio y estabulario son 
menos pesados y más amenos.  
 

Gracias a Lidia, Blanca y Mar, por su ayuda en la puesta a punto de técnicas y en la 
obtención de los resultados de este trabajo. Gracias, porque han sido mis guías 
para aprender cada una de las técnicas y para resolver las dudas que han surgido a 
lo largo de este trabajo. ¡Gracias por todo! Y un especial agradecimiento a Blanca 
por toda su ayuda en el sprint final de esta tesis. ¡Mil gracias!  
 
Gracias a María José por la ayuda en la interpretación de resultados de histología y 
por todos los consejos en la escritura de mi trabajo. Y en general, por todas las 
aportaciones en los diferentes artículos científicos. Gracias por darme ánimo en 
esta etapa final. ¡Gracias! 
 
 
 
 



 
 
 
Gracias Sheila, por brindarme tu amistad y tus consejos. Sobre todo, gracias por 
contagiarme de tu alegría y buena vibra. Ya lo sabes, eres mi mejor regalo de 
cumpleaños. Gracias a Patri y Marta por sus consejos llenos de positivismo y 
pesimismo, son como el yin y yang, y me aportaron el equilibrio que necesitaba.  
Gracias a las tres por todos los cafés compartidos. 
 

Gracias a Ignasi y Carla, por los momentos compartidos en el laboratorio y en los 
diferentes cursos y congresos a los cuales hemos asistido. Ignasi mucha suerte con 
tu tesis, seguro será un trabajo de 10. A la nueva doctoranda Karla, mis mejores 
deseos. Disfruta de este proceso que se llama “doctorado”. 
 

Gracias a las doctoras Mariona y Mar Rigo por todos los momentos compartidos, 
les deseo mucho éxitos en sus vida profesional. 
 

También quiero agradecer a todos los miembros de la sección de la Fisiología: 
Manel, Trini, Toni, Nanen, Jordi, Rut, Raquel, Carmen, Montse, Pilar, Joana, Miquel, 
Emilia, Anna y Lluïsa. A todos los becarios y estudiantes de doctorado de los 
diferentes grupos del departamento. Gracias por la acogida y por todas las 
conversaciones entre pasillos, en las largas esperas frente a la impresora o en la 
“cofee room”. Gracias por darme ánimo en esta etapa final. 
 

A Vanessa y a David, gracias por la ayuda que me han brindado en diferentes 
situaciones, sobre todo cuando llegue en el 2016 y necesitaba situarme. ¡Gracias 
por todo! 
 

Gracias a mi familia, especialmente a mis padres y hermanos. Gracias por 
apoyarme en todas las decisiones que tomo en mi vida y por estar ahí siempre 
cuando les necesito, a ustedes les dedico este trabajo. Gracias a mi hermano y 
Gabriela por cada uno de los videos y fotos de mi sobrino, me han dado mucha 
fuerza para llegar al final de este trayecto. Gracias Carlitos Maximiliano, con tu 
inocencia y alegría has sido mi inspiración y mi alegría de cada día. 
 
Gracias Alberto por tu apoyo durante todo este período, ha sido una bendición 
tenerte y caminar a tu lado. Gracias por las largas esperas para cenar, por tu ayuda 
con el ingreso de la bibliografía, por apoyarme en aquellos fines de semana y 
vacaciones que me ha tocado trabajar, gracias por todos y cada uno de los 
sacrificios que han implicado estos últimos meses. Tú me has brindado esta fuerza 
que se necesita para llegar a este día tan importante en mi vida. Tú eres parte de 
este trabajo. Te amo. 
 
Gracias a todas mis tías, tíos, primos y primas que han estado siempre pendientes 
y preocupándose por mí. Recibir sus mensajes siempre me han llenado de alegría y 
de fuerza. ¡Gracias!  
 
 
 
 



 
 
 

Gracias a mis grupos de amigos “OhDios@s” y “empoderadas”, especialmente a 
mis mejores amigas Cecilia, Andrea, Gabriela y Sonita por brindarme su apoyo 
desde Ecuador y estar siempre ahí. Gracias a todas las amigas que he hecho en el 
transcurso de toda esta etapa de formación fuera de mi país: Alejandra, Fernanda, 
Silvia, Jimena, Tania, Mimita y Marie. Gracias por venir a visitarme y por todos los 
momentos compartidos. 
 
Gracias a Paquita, Antonio, Carlitos, Carol, Cerqui y Daniela por haberme acogido, 
bridarme su amistad y estar pendientes de mis avances en la tesis. ¡Gracias! 
 
En fin, gracias a Dios y a la vida por permitirme disfrutar de este día que ha sido 
tan anhelado durante estos cuatro años. 
 
 

Gràcies a tothom 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 



Índice 
 
 

RESUMEN....................................................................................... 1 
 

INTRODUCCIÓN ............................................................................. 3 
 

1. LECHE MATERNA y SALUD DEL LACTANTE  ............................................... 5 
1.1. Composición de leche humana  ...................................................... 6 
1.2. Cambios en la secreción láctea durante la lactancia ..................... 7 

1.2.1. Calostro  .......................................................................................... 7 
1.2.2. Leche de transición  ......................................................................... 7 
1.2.3. Leche madura  ................................................................................. 8 
 

2. SISTEMA INMUNITARIO DEL NEONATO ................................................... 9 
2.1. Inmunidad innata neonatal ............................................................ 9 
2.2. Inmunidad adaptativa neonatal ................................................... 11 
2.3. Inmunidad intestinal neonatal ..................................................... 12 

2.3.1. Barrera intestinal y tejido linfoide asociado al intestino  ............ 12 
2.3.2. Microbiota intestinal.....................................................................15 
 

 

3. COMPONENTES BIOACTIVOS DE LECHE HUMANA  
    CON EFECTOS BENEFICIOSOS SOBRE EL SISTEMA INMUNITARIO ......... 18 

3.1. Componentes antiinfecciosos ....................................................... 21 
3.1.1. Inmunoglobulinas  ......................................................................... 21 
3.1.2. Lactoferrina y péptidos derivados.................................................22 
3.1.3. Oligosacáridos...............................................................................23 

3.2. Componentes que promueven el desarrollo del SI  ..................... 24 
3.2.1. Leucocitos  ..................................................................................... 24 
3.2.2. Citocinas ........................................................................................ 25 

3.3. Componentes tolerogénicos de leche humana ............................ 26 
3.4. Componentes antiinflamatorios de leche humana ..................... 26 
3.5. Microbiota de leche humana ........................................................ 26 

 

  



4. FACTORES DE CRECIMIENTO ................................................................... 28   

4.1. Factor de crecimiento transformante-β (TGF-β)  ......................... 29 
4.1.1. Estructura y síntesis de TGF-β  ...................................................... 29 
4.1.2. Receptores de TGF-β  .................................................................... 31 
4.1.3. Vías de señalización de TGF-β  ...................................................... 32 
4.1.4. Funciones de TGF-β sobre el sistema inmunitario  ....................... 33 

4.1.4.1. TGF-β en el sistema inmunitario innato........................... 34 
4.1.4.2. TGF-β en el sistema inmunitario adaptativo .................... 34 
4.1.4.3. TGF-β en la tolerancia oral ............................................... 36 
4.1.4.4. TGF-β en la homeostasis intestinal y microbiota ............. 37 

4.1.5. TGF-β en leche materna ................................................................ 38 
4.2. Factor de crecimiento epidérmico (EGF) ...................................... 38 

4.2.1. Estructura y síntesis de EGF .......................................................... 38 
4.2.2. Receptores de EGF ........................................................................ 40 
4.2.3. Vías de señalización de EGF .......................................................... 40 
4.2.4. Funciones biológicas de EGF ......................................................... 41 

4.2.4.1. EGF y barrera intestinal.................................................... 41 
4.2.4.2. EGF y enterocolitis necrotizante ...................................... 43 
4.2.4.3. EGF y sistema inmunitario ............................................... 45 

4.2.5. EGF en leche materna ................................................................... 46 
4.3. Factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21) ....................... 46 

4.3.1. Estructura y síntesis de FGF21 ...................................................... 47 
4.3.2. Receptores de FGF21 .................................................................... 47 
4.3.3. Vías de señalización de FGF21 ...................................................... 48 
4.3.4. Funciones de FGF21 ...................................................................... 48 

4.3.4.1. FGF21 y metabolismo de la glucosa ................................. 49 
4.3.4.2. FGF21 y lipolisis ................................................................ 49 
4.3.4.3. FGF21 y función intestinal ............................................... 50 
4.3.4.4. FGF21 en enfermedad inflamatoria crónica  ................... 50 

4.3.5. FGF21 en leche materna ............................................................... 51 
 

5. PREMATURIDAD Y LECHE MATERNA ...................................................... 53 
5.1. Sistema inmunitario del neonato prematuro ................................ 53 
5.2. Complicaciones de la prematuridad .............................................. 53 
5.3. Beneficios de la lactancia materna en  
       la prematuridad  ............................................................................. 55 

 

OBJETIVOS  .................................................................................................... 59 



  

 
RESULTADOS ............................................................................................... 63 
 

Artículo 1. TGF-β2, EGF, and FGF21 growth factors present in breast milk      
promote mesenteric lymph node lymphocytes maturation in suckling rats .............. 65 
 

Artículo 2. Effect of TGF-β2, EGF and FGF21 supplementation on the 
suckling rat intestinal maturation  ............................................................................... 85 
 

Artículo 3. Modulation of the systemic immune response in suckling rats  
by breast milk TGF-β2, EGF and FGF21 supplementation  ........................................ 109 
 

Artículo 4. Leptin and EGF supplementation enhance the immune system 
maturation in preterm suckling rats  ......................................................................... 141 

 

DISCUSIÓN .................................................................................. 167 
 

CONCLUSIONES ........................................................................... 191 
 

BIBLIOGRAFÍA ............................................................................. 195 
 

ANEXO ........................................................................................ 217 
 

Anexo 1: artículo A preterm rat model for immunonutritional studies  ................ 219 
 

Anexo 2: capítulo de libro “Actividad inmunomoduladora de concentrados  
    proteicos de suero lácteo en las primeras etapas de vida” ...................................... 239 

 
 

 

 

 

 

 

 



  



 

Índice de figuras 

Figura 1. Barreras del intestino y componentes que conforman  las uniones 
entre las células epiteliales de la mucosa intestinal ..........................................  

 
13 

Figura 2. Estructura y localización de las proteínas TJ implicadas en la 
regulación de la permeabilidad paracelular ......................................................  

 
14 

Figura 3. Estructura y organización del GALT ...................................................  15 

Figura 4. Visión general de los factores que influyen sobre la microbiota 
intestinal durante las tres fases de desarrollo (fetal, infancia y niñez)  ............  

 
16 

Figura 5. Representación de la influencia de la lactancia materna sobre el 
sistema inmunitario del neonato .......................................................................  

 
20 

Figura 6. Origen de la IgA secretora presente en leche humana .................... . 22 

Figura 7. Transferencia de factores de crecimiento de leche humana y 
principales funciones sobre diversos tejidos y órganos diana  del lactante ......  

 
29 

Figura 8. Estructura de la subfamilia de TGF-β ................................................  30 

Figura 9. Representación esquemática del proceso de activación del TGF-β ..  31 

Figura 10. Principales vías de señalización del TFG-β dependientes o 
independientes de Smad ...................................................................................  

 
32 

Figura 11. Activación del complejo latente TGF-β mediado por las integrinas  
αvβ6 y αvβ8 presentes en células epiteliales y dendríticas ..............................  

 
33 

Figura 12. Función reguladora de TGF-β en linfocitos B y T implicados en la 
respuesta inmunitaria adaptativa ......................................................................  

 
35 

Figura 13. Estructura tridimensional del EGF...................................................  39 

Figura 14. Secuencia de la proteína precursora del EGF (prepro-EGF)  ...........  39 

Figura 15. Principales vías de señalización del EGF .........................................  41 

Figura 16. Efectos de EGF en el desarrollo, crecimiento y salud del tracto      
gastrointestinal ..................................................................................................  

42 



Figura 17. Regulación de la función de barrera intestinal por EGF: vías de 
señalización implicadas ......................................................................................  

 
43 

Figura 18. Alteraciones de la barrera intestinal en la NEC experimental y 
beneficios de la suplementación con EGF .........................................................  

 
44 

Figura 19. Estructura de FGF21 ........................................................................  47 

Figura 20. Mecanismo de acción de FGF21 .....................................................  48 

Figura 21. Principales órganos diana de FGF21 y sus funciones ......................  49 

Figura 22. Relación entre FGF21 y enfermedades crónicas .............................  50 

Figura 23. Mecanismo de transferencia de FGF21 desde la leche materna  al 
intestino del neonato .........................................................................................  

 

51 

Figura 24. Alteraciones y consecuencias de la inmadurez de la barrera 
intestinal y  del GALT en neonatos prematuros ................................................  

 

54 

Figura 25. Beneficios de la lactancia materna en neonatos prematuros y 
prevención de la NEC .........................................................................................  

 
57 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

Índice de tablas 
 

Tabla 1. Principales componentes nutritivos de leche humana ..........................  6 

Tabla 2. Clasificación funcional de los componentes bioactivos de  leche 
humana que ejercen efectos beneficiosos sobre el sistema inmunitario del 
lactante  .................................................................................................................  

 
 
19 

Tabla 3. Funciones de las citocinas presentes en leche humana sobre el sistema 
inmunitario del lactante ........................................................................................  

 
25 

Tabla 4. Variaciones asociadas a la prematuridad de componentes bioactivos 
de leche humana con efectos beneficiosos sobre el sistema inmunitario ............  

 
56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 



Abreviaturas 
 
aa  Aminoácidos 
Ag  Antígeno 
APC  Células presentadoras de antígeno 
  Antigen-presenting cells 
BAT  Tejido adiposo marrón 

Brown adipocyte tissue 
BLIMP-1 Proteína-1 de maduración inducida por los linfocitos 
BMP  Proteínas morfogénicas óseas 
  Bone morphogenetics proteins 
DC  Células dendríticas 
  Dendritic cells 
EGF  Factor de crecimiento epidérmico 

Epidermal growth factor 
EGFR  Receptor de factor de crecimiento epidérmico 

Epidermal growth factor receptor 
FcRn  Receptor Fc neonatal 
FFA   Ácidos grasos libres 
  Free fatty acids 
FGF21  Factor de crecimiento de fibroblastos 21 

Fibroblast growth factor 21 
FGFR  Receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 

Fibroblast growth factor receptor 
GALT  Tejido linfoide asociado al intestino 
  Gut-associated lymphoid tissue 
GDF  Factores de crecimiento y diferenciación 
  Growth/differentation factors 
GF  Factor de crecimiento 
  Growth factor 
GIP  Péptido inhibidor gástrico  
GLM  Ganglios linfáticos mesentéricos 
GLP-1  Péptido similar al glucagón 1 
  Glucagon-like peptide-1 
Hb  Hemoglobina 
HCT  Hematocrito 
HMO  Oligosacáridos presentes en leche humana 



Human milk oligosacharides 
IEC  Células epiteliales intestinales 
  Intestinal epitelial cells 
IEL  Linfocitos intraepiteliales 
  Intraepithelial lymphocytes 
IFN  Interferón  
Ig  Inmunoglobulina 
IGF  Factor de crecimiento similar a la insulina 
  Insulin-like growth factor 
IL  Interleucina 
BMI  Índice de masa corporal 
  Body mass index 
KLB  β-klotho 
KO  Knock-out 
LAP  Péptido asociado a latencia 
  Latency associated peptide 
LC-PUFA Ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga 
  Long-chain polyunsaturated fatty acids 
LPS  lipopolisacárido 
LTBP  Proteína de unión a TGF-beta latente 
  Latent-transforming growth factor beta-binding protein 
MAPK  Proteína quinasa activada por mitógeno 
  Mitogen activated protein kinase 
MCH  Hemoglobina corpuscular media 
  Mean corpuscular hemoglobin 
MCV  Volumen corpuscular medio 
  Mean corpuscular volum 
MHC  Complejo mayor de histocompatibilidad 
  Major histocompatibility complex  
NEC  Enterocolitis necrotizante 
  Necrotizing enterocolitis 
NK  Natural Killer 
OMS  Organización Mundial de la Salud 
PI3K  Fosfoinositol 3-quinasa 
PT  Pretérmino 
REF  Referencia 
SGF  Factor de crecimiento de sarcoma 
  Sarcoma growth factor 
SI  Sistema inmunitario 



sIgA  Inmunoglobulina A secretora 
  secretory IgA 
T  Término 
Tc  T citotóxicos 
TGF  Factor de crecimiento transformante 
  Transforming growth factor 
Th  T colaborador  

T helper 
TJ  Uniones estrechas 
  Tight Junctions 
TCR  Receptor de linfocitos T 
  T cell receptor 
TLR  Receptor tipo toll 
  Toll like receptor 
TNF  Factor de necrosis tumoral 
  Tumor necrosis factor 
Treg  Linfocitos T reguladores 
ZO  Zona Occludens 
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Resumen 
 

 
El sistema inmunitario no es totalmente funcional en el momento del nacimiento, sino 
que va desarrollando su capacidad defensiva frente a patógenos durante las primeras 
etapas de vida. Esta inmadurez en la respuesta inmunitaria innata y adaptativa es aún 
más acentuada en niños prematuros, y justifica su elevada susceptibilidad a padecer 
infecciones. En este contexto, la leche materna es la fuente de alimento más idónea 
para el recién nacido, ya que además de nutrientes contiene una gran variedad de 
factores bioactivos con propiedades inmunomoduladoras. Entre estos componentes 
se encuentran el factor de crecimiento transformante-β2 (TGF-β2), el factor de 
crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21), el 
cual ha sido identificado en leche humana recientemente. Actualmente, se dispone de 
poca información sobre la influencia de dichos componentes bioactivos sobre el 
desarrollo del sistema inmunitario en edades tempranas. 
 
En este contexto, el objetivo general de esta tesis ha sido establecer el impacto de una 
suplementación dietética con TGF-β2, EGF y FGF21 en la maduración de la barrera 
intestinal, del sistema inmunitario intestinal y del sistema inmunitario sistémico en 
ratas lactantes nacidas a término y pretérmino. 
 

Para alcanzar la primera parte de este objetivo, se utilizaron ratas Wistar nacidas a 
término que fueron suplementadas diariamente con TGF-β2, EGF o FGF21 desde el día 
de nacimiento y durante todo el período de lactancia. En relación al sistema 
inmunitario intestinal, se observó que la suplementación con los tres factores 
bioactivos ensayados induce cambios en la producción de citocinas y en la 
composición de linfocitos -tanto del compartimento intestinal inductor como del 
efector- siendo más evidentes en el caso de EGF y FGF21. Además, EGF y FGF21 
también incrementaron la expresión génica de moléculas de defensa innata y de 
maduración intestinal, respectivamente. En ningún caso, se observó potenciación 
temprana de la función epitelial de barrera asociada a los suplementos administrados. 
 

En el caso del sistema inmunitario sistémico, la suplementación con TGF-β2, EGF y 
FGF21 promovió el desarrollo de un patrón de inmunoglobulinas plasmáticas asociado 
a una respuesta de tipo Th2, la cual es predominante en estas primeras etapas de vida. 
Además, la suplementación con estos factores condujo a pequeñas modificaciones en 
la composición de linfocitos esplénicos y su capacidad para secretar citocinas, sin 
afectar su respuesta proliferativa.  
 

En una segunda fase del estudio, se determinó la influencia de la suplementación con 
EGF en ratas lactantes nacidas en condiciones de prematuridad. Se demostró que la 
suplementación diaria con EGF durante los primeros 17 días de vida es capaz de 
potenciar la respuesta inmunitaria innata -incrementando la proporción de linfocitos  
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NK a nivel intestinal- y de contrarrestar parcialmente algunas de las alteraciones 
producidas por la prematuridad, como el desequilibrio en el patrón de 
inmunoglobulinas plasmáticas Th1/Th2, la permeabilidad intestinal, el tamaño de las 
células caliciformes y la expresión génica de algunas moléculas a nivel intestinal.  
 

Globalmente, la suplementación con TGF-β2, EGF y FGF21 durante la lactancia 
promueve el desarrollo del sistema inmunitario intestinal y sistémico en ratas 
lactantes nacidas a término. Además, en el caso de EGF se ha demostrado su influencia 
en la maduración de la función de barrera intestinal e inmunitaria en condiciones de 
prematuridad, lo cual podría reducir el riesgo de infección asociado a este tipo de 
parto. 
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1. LECHE MATERNA y SALUD DEL LACTANTE 
  

 
La leche materna se considera la fuente de alimento más idónea para el recién nacido 
durante los primeros meses de vida, ya que está adaptada a los requerimientos del 
recién nacido (1). Es en esta primera etapa de vida, cuando el neonato requiere un 
aporte elevado de nutrientes para su crecimiento, desarrollo y maduración. Para el 
conjunto de población, la Organización Mundial de la Salud (OMS) recomienda iniciar 
la lactancia materna durante la primera hora de vida y mantenerla de forma exclusiva 
durante los primeros seis meses de vida. Posteriormente, se recomienda la 
introducción adecuada de otros alimentos complementarios, manteniendo también 
la leche materna hasta los dos años (2). 
 
Además de los nutrientes indispensables para el crecimiento y desarrollo del recién 
nacido, la leche contiene numerosos componentes bioactivos -inmunoglobulinas (Ig), 
hormonas, citocinas, oligosacáridos y bacterias, entre otros- que, de forma conjunta, 
contribuyen al efecto beneficioso de la leche materna en la salud del lactante (3). En 
este sentido, la leche contiene componentes bioactivos capaces de proteger al 
neonato ante una infección y/o inflamación, contribuir a la maduración de su sistema 
inmunitario (SI), promover su desarrollo y favorecer la correcta colonización de su 
intestino por parte de microorganismos beneficiosos (4-6). 
 

En la actualidad, se dispone de datos epidemiológicos que demuestran los beneficios 
de la leche materna sobre el SI del neonato y, en consecuencia, sobre la salud del 
lactante. Así, se ha demostrado, que la leche humana confiere protección frente a 
infecciones gastrointestinales y respiratorias, y dicha protección perdura en etapas 
posteriores al destete. También se ha observado una menor incidencia de 
enfermedades atópicas (alergias alimentarias y respiratorias) en niños con antecedes 
familiares alimentados con leche materna, en comparación con aquellos que no 
fueron amamantados. Otros estudios muestran una asociación entre lactancia 
materna y menor incidencia de enfermedades inmunomediadas, tales como 
enfermedad celiaca, enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes tipo I, artritis 
reumatoide, enterocolitis necrotizante (NEC) y esclerosis múltiple (7-10). 
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1.1. COMPOSICIÓN DE LA LECHE HUMANA  
 
La leche humana constituye una fuente muy completa de macronutrientes y 
micronutrientes, los cuales son indispensables para el crecimiento y desarrollo del 
recién nacido (11). El agua es el elemento predominante en la leche humana y 
representa el 87% de su volumen. Además de agua, la leche contiene una serie de 
nutrientes como son proteínas, lípidos, hidratos de carbono, minerales y vitaminas, 
entre otros (Tabla 1).  
 

Tabla 1: Principales componentes nutritivos de la leche humana. Adaptada de (11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los componentes nutricionales de la leche humana pueden tener diferentes 
orígenes. Algunos nutrientes se sintetizan en los lactocitos de la glándula mamaria, 
mientras que otros provienen de la dieta de la madre o de sus reservas en el 
organismo. Globalmente, la calidad nutricional de la leche humana es muy 
conservada; sin embargo, la composición de algunas vitaminas y ácidos grasos está 
muy influida por la dieta materna (4). Se estima que la composición media en 
macronutrientes en leche madura -de madre con parto a término- es 
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aproximadamente de 0,8-1,2 g/dL de proteína; 3,2-3,6 g/dL de lípidos y 6,7-7,8 g/dL 
de carbohidratos (mayoritariamente lactosa). La energía es del orden de 65-
70 kcal/dL, y se correlaciona con el contenido en grasa de la leche humana (4). 

 
1.2. CAMBIOS EN LA SECRECIÓN LÁCTEA DURANTE LA 

LACTANCIA 
 
La leche es un fluido dinámico que varía su composición y volumen en el transcurso 
de la lactancia, además presenta diferencias entre individuos y entre especies. Su 
composición se encuentra muy influenciada por el estado de salud de la madre o por 
factores nutricionales. El volumen de leche secretado depende del ciclo de lactación 
y de factores individuales, pero la demanda del lactante es el mayor determinante 
(1, 12). 
 

Con el fin de adaptarse a las necesidades del lactante, la composición de la leche 
humana experimenta variaciones intraindividuales a lo largo del periodo de lactancia. 
Este proceso de adaptación y evolución en su composición da lugar a tres tipos de 
secreción láctea: calostro, leche de transición y leche madura. Esta evolución en su 
composición brinda nutrición y protección apropiada al desarrollo del lactante en 
cada etapa del crecimiento (4, 12).  

 
1.2.1. Calostro 
 

El calostro es el primer fluido producido por la madre durante los primeros 4-5 días 
postparto. En comparación con la leche de transición y madura, el calostro tiene 
distinto volumen, apariencia y composición (1, 4). Se produce en pequeñas 
cantidades y presenta un bajo contenido de lactosa, potasio, calcio y grasa; en 
cambio, tiene un elevado contenido proteico (13). Además, el calostro es rico en 
componentes  inmunitarios como la IgA secretora (sIgA), lactoferrina, leucocitos, 
factores de crecimiento -como el factor de crecimiento epidérmico (EGF)-, entre 
otros (5, 10). Por su composición se considera que la función principal del calostro es 
la de proteger al neonato del medio extrauterino ante su  exposición a agentes 
patógenos ambientales (1, 10). 

 
1.2.2. Leche de transición 
 
La leche de transición se produce después del calostro, cuando las uniones estrechas 
del epitelio mamario empiezan a cerrarse, y hasta las dos semanas postparto (5, 13). 
Si bien mantiene algunas características del calostro, su producción es superior y su 
composición se ajusta a las necesidades nutricionales del crecimiento rápido del 
neonato (1). También contiene Ig y proteínas, pero en menor concentración que en 
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calostro. Además su  proporción de lípidos, lactosa y vitaminas hidrosolubles es más 
elevada, aportando un mayor aporte calórico que el calostro (5).  

 
1.2.3. Leche madura 
 
La leche madura es el fluido que se secreta a partir de las 2 semanas postparto y 
hasta el final de la lactancia. Contiene un 90% de agua y un 10% de carbohidratos, 
proteínas y lípidos, dando como resultado una leche más acuosa (4). Se caracteriza 
por tener una menor concentración de componentes inmunológicamente activos, 
mayor volumen y un contenido en nutrientes adecuado para satisfacer las 
necesidades crecientes del lactante (10). 
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2. SISTEMA INMUNITARIO DEL NEONATO 
  

 
El período neonatal es particularmente crítico ya que el neonato se expone a un gran 
número de microorganismos, proteínas y productos químicos con los que nunca 
había contactado previamente (14). Además, su resistencia frente a infecciones 
depende del balance entre la respuesta inmunitaria innata y adaptativa. En el 
momento del nacimiento, las células del sistema inmunitario (SI) sistémico y mucosal 
ya están presentes y se ha demostrado también la presencia de anticuerpos en 
ambos compartimentos. Además, la mayoría de neonatos pueden responder 
apropiadamente frente a una inmunización (15). Sin embargo, el SI del neonato 
difiere del de los adultos, por lo cual se ha definido como “inmaduro” o 
“inmunodeficiente” (14). Dentro de las inmunodeficiencias del neonato se pueden 
mencionar, entre otras: la presencia de una barrera físico-química incompleta, 
menor funcionalidad de las células efectoras innatas, producción de sIgA limitada y 
retardada, función incompleta de la cascada del sistema del complemento y 
mecanismos antiinflamatorios insuficientes a nivel de mucosa respiratoria y 
gastrointestinal (12).  
 
En el útero, el feto tiene una exposición muy limitada a antígenos (Ag), lo cual implica 
que su SI adaptativo es naïve, es decir presenta menor expresión de moléculas 
coestimuladoras y mayor requerimiento de estímulo para su activación (15, 16). Por 
tanto, la respuesta inmunitaria adaptativa en de los neonatos no es óptima y 
depende, en gran medida, de su respuesta inmunitaria innata para la protección 
frente a infecciones (17). 

 
2.1. INMUNIDAD INNATA NEONATAL 
 

El SI innato del neonato representa su primera línea de defensa y está formado por 
granulocitos (mayoritariamente neutrófilos), células presentadoras de Ag (APC), 
linfocitos Natural Killer (NK), entre otras (18). Estas células están disponibles de 
inmediato tras el nacimiento para proteger al neonato de una amplia gama de 
agentes patógenos (19). 
 

Los neutrófilos son los principales componentes del SI innato y ejercen una función 
importante en la eliminación de bacterias durante una infección (20). Al nacer, a 
pesar de observarse un incremento transitorio en la concentración de neutrófilos en 
sangre, el neonato presenta un menor número de neutrófilos con funcionalidad 
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limitada (17). Los neutrófilos del neonato no tienen la capacidad de formar trampas 
extracelulares (NET), lo cual afecta su capacidad de destruir bacterias de manera 
efectiva. Además, presentan una menor expresión de moléculas de adhesión, como 
son la L-Selectina (CD62L) y la integrina MAC-1; alterando su unión al endotelio 
vascular. Además, los neutrófilos neonatales presentan una baja expresión de las 
moléculas tipo Toll-like receptor (TLR) como son TLR2 y TLR4, así como una menor 
funcionalidad de los neutrófilos en relación a la fagocitosis, explosión oxidativa y 
capacidad de degradación de los agentes infecciosos intracelulares (17). En general, 
los defectos en la amplificación, movilización y función de los neutrófilos implican 
una mayor susceptibilidad a la sepsis en los recién nacidos [101]. 
 
Las células presentadoras de antígeno (APC) neonatales -monocitos, macrófagos y 
células dendríticas (DC)- tienen una baja expresión de moléculas del complejo mayor 
de histocompatibilidad (MHC) de tipo II y, en consecuencia, una menor capacidad 
funcional. Además, las APC neonatales presentan una baja expresión de moléculas 
coestimuladoras (CD80/CD86) y de TLR. En conjunto, las APC tienen una tendencia a 
dirigir la respuesta hacia un patrón asociado a linfocitos T helper 2 (Th2); hecho que 
se atribuye a las características mencionadas anteriormente y también a su baja 
capacidad de extravasación y migración a través del endotelio, y a una menor 
respuesta inflamatoria, lo cual provoca que los neonatos sean más vulnerables a 
agentes infecciosos (17).  
 
El sistema del complemento es otro componente importante de la inmunidad 
innata. Este sistema está poco desarrollado en el neonato y no funciona a pleno 
rendimiento. Sus principales componentes (C1q, C4, C3, properdina y el factor B) se 
encuentran en menor concentración en los neonatos -en relación al adulto-, 
confiriendo una elevada susceptibilidad a infecciones y otras condiciones patológicas 
(20, 21).  
 
Los linfocitos NK carecen de CD3 pero que expresan CD56 y NKp46, y son eficaces 
frente a infecciones virales y tumores. Durante las primeras etapas de gestación, los 
linfocitos NK están altamente regulados y muy hiporeactivos frente a células diana, 
como parte de su función protectora del feto en desarrollo (22, 23). A lo largo de 
toda la gestación, la función citolítica de los linfocitos NK incrementa 
paulatinamente. Al nacer, los linfocitos NK se presentan en elevadas proporciones, 
pero con baja capacidad citotóxica. Sin embargo, tienen un menor umbral de 
activación que brinda protección antiviral. En el período neonatal e incluso durante 
los primeros días de vida, la proporción de los linfocitos NK disminuye y presenta 
valores característicos de la edad adulta a los 5 años de edad (21, 23). Los linfocitos 
NK activados brindan protección mediante su función citolítica y su capacidad de 
secretar citocinas asociado a linfocitos T helper 1 (Th1) [101]. 
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2.2. INMUNIDAD ADAPTATIVA NEONATAL 
 
La inmunidad adaptativa involucra a los linfocitos B y T, es una respuesta Ag-
específica y requiere la adquisición de memoria inmunológica (24). La maduración de 
la inmunidad adaptativa se inicia en la etapa postnatal. Así, todos los recién nacidos 
tienen deficiencias en la activación de los linfocitos T, en la producción de citocinas, 
en la síntesis de Ig -por parte de los linfocitos B- y en las interacciones entre linfocitos 
T y B, en comparación con el adulto (24). 
 
La inmunidad mediada por células implica dos tipos principales de linfocitos T, los 
linfocitos T citotóxicos (Tc, CD8+) y los linfocitos T helper (Th, CD4+). Los linfocitos T 
reconocen a patógenos cuando los receptores de la célula T (TCR) reconocen 
específicamente los segmentos peptídicos del patógeno en asociación con moléculas 
del MHC presentes en la superficie de las APC (25). Los linfocitos Tc participan en la 
erradicación de patógenos intracelulares como son los virus y reconocen Ag 
presentados por APC en asociación con moléculas del MHC de clase I.  
 
Los linfocitos Th requieren la presentación del Ag asociado al MHC de clase II, y una 
vez activados se diferencian en linfocitos CD4+ Th1 y Th2, en función del perfil de 
citocinas que secretan (24). El fenotipo de linfocitos Th1 se considera “inflamatorio” 
y secreta interferón (IFN)-γ, IL-2 y factor de necrosis tumoral (TNF), entre otras. El 
fenotipo de linfocitos Th2 se considera “antiinflamatorio” y produce citocinas como 
son las interleucinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (24). 
 
Al nacer, las subpoblaciones de linfocitos se encuentran en menor concentración que 
en adultos y requieren su expansión clonal. Ésta tiene lugar durante las primeras 
semanas de vida y sigue el mismo patrón de expansión en todos los neonatos, 
independientemente de su edad gestacional (26). Además, los linfocitos T presentan 
una función deficiente, debido a la elevada proporción de linfocitos T naïve y la baja 
proporción de linfocitos T memoria circulantes (26). La elevada proporción de 
linfocitos T naïve en el neonato se puede atribuir a la ineficiente captación y 
presentación de Ag por parte de las DC, que es debido a la baja expresión de 
moléculas del MHC (clase I o clase II) (27).  
 
Durante la vida fetal, la secreción de citocinas polariza la respuesta a un fenotipo Th2. 
Esta tendencia a Th2 podría ser un mecanismo preventivo frente a un rechazo del SI 
materno, ya que un incremento en la producción de citocinas de tipo Th1 se ha 
asociado a un mayor riesgo de aborto espontáneo (28). Así, la polarización hacia el 
fenotipo de linfocitos Th2 de los neonatos, explica su elevada vulnerabilidad a 
padecer diferentes tipos de infecciones. Se ha observado una menor producción de 
citocinas Th1 (IFN-γ) en neonatos en comparación con adultos, lo cual confiere una 
detección y eliminación de virus deficiente (29, 30). En este sentido, la maduración 
postnatal del SI se caracteriza por el desarrollo de una respuesta de tipo Th1/Th2 
equilibrada (31).  
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El desarrollo de los linfocitos T reguladores (Treg) durante la etapa neonatal es 
crucial para el mantenimiento de la inmunotolerancia durante toda la vida. Estudios 
realizados en ratones y humanos sugieren que los linfocitos Treg que se desarrollan 
tras el nacimiento son claves en el establecimiento de la autotolerancia, incluyendo 
la tolerancia a Ag de bacterias comensales (32-34). 
 

La inmunidad humoral involucra a los linfocitos B que reconocen moléculas de 
patógeno completas a través de Ig unidas a su superficie celular, que actúan como 
receptores de Ag (24). Los linfocitos B cuando se activan secretan anticuerpos 
específicos que permiten eliminar, a través de diferentes mecanismos, a agentes 
patógenos (35). En el neonato, el 95% de los linfocitos B son inmaduros y muestran 
una menor interacción con las APC y, en consecuencia, su capacidad de producir 
anticuerpos es inferior (36). Además, estos linfocitos tienen una menor capacidad de 
cambio de isotipo de Ig, hecho que justifica que la mayoría de Ig secretadas son de 
clase IgM (37). 
 
A pesar de que la funcionalidad de los linfocitos B en el neonato es deficiente, éste 
nace con un elevado suministro de Ig procedentes de la madre -exclusivamente de 
clase IgG- que han sido transferidas a través de la placenta y que forman parte de su 
inmunidad pasiva (38). Las reservas de IgG materna únicamente se mantienen los 
primeros meses de vida y, posteriormente, será la leche materna la que proporcione 
las Ig necesarias -fundamentalmente de clase IgA- para la protección del lactante 
(39). Estas Ig protegerán al neonato contra infecciones durante los primeros meses 
de vida, hasta el momento en que el niño sea capaz de sintetizar sus propios 
anticuerpos. 

 
2.3. INMUNIDAD INTESTINAL NEONATAL 
 
La inmadurez en el neonato no afecta únicamente al SI sistémico sino también a nivel 
intestinal (40). 

 
2.3.1. Barrera intestinal y tejido linfoide asociado al intestino 
 
La barrera intestinal es una estructura compleja formada principalmente por cuatro 
componentes: la barrera física, la química, la inmunitaria y la microbiana (41) 
(Figura 1). 
 
La barrera física está constituda por una capa de células epiteliales columnares que 
forma la primera línea de defensa entre la luz intestinal y el medio interno. Las células 
mayoritarias son los enterocitos (> 80%), si bien también incluye las células Goblet, 
las células Paneth y células enteroendocrinas (42). Entre las células epiteliales se 
encuentran uniones complejas como las uniones estrechas (TJ), uniones adherentes 
y desmosomas, entre otras (43). Estas uniones controlan el paso de fluidos, 



INTRODUCCIÓN 
 

13 
 

electrolitos y macromoléculas pequeñas, pero inhiben el paso de moléculas de mayor 
tamaño.  Las uniones estrechas son las principales responsables de controlar la 
permeabilidad por vía paracelular (41). 

 
    A.                                                                      B. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. (A) Barreras del intestino y (B) componentes que conforman las 
uniones entre las células epiteliales de la mucosa intestinal. Adaptada de (41). 

 
 

La formación de las TJ es clave para el mantenimiento de la permeabilidad intestinal 
y la función de barrera intestinal (Figura 2). Se han identificado varias proteínas de 
las TJ, entre las cuales se encuentran las proteínas transmembrana ocludina, 
claudinas y la molécula adhesivas de la unión (JAM), que se consideran cruciales para 
regular la permeabilidad paracelular (44). La ocludina es una proteína estructural y 
funcional de las TJ que participa en la señalización celular (45, 46). Las claudinas 
forman parte de una gran familia de proteínas que participan en la regulación de la  
permeabilidad paracelular y en la función de barrera epitelial (47, 48). En la 
enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) -tanto en humanos como en modelos 
animales- se ha descrito que cambios en la expresión y localización de las proteínas 
ocludina y claudina se correlacionan con la disfunción de la  barrera intestinal (49). 
 
La barrera química consiste principalmente en la capa de moco que cubre el epitelio 
intestinal. El moco actúa como barrera, impidiendo la difusión de sustancias no 
deseadas, y como lubricante. El principal componente del moco son unas proteínas 
glicosiladas denominadas mucinas (41).  Esta capa de moco es una barrera dinámica 
de defensa que contiene péptidos antimicrobianos y evita el contacto de las bacterias 
con el epitelio. Numerosos estudios muestran que la expresión génica de mucinas, la 
composición y secreción de moco se puede ver alterada por mediadores 
inflamatorios del huésped y de la microbiota intestinal (50). 

  

Epithelial barrier Intercellular junctions 
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Figura 2. Estructura y localización de las proteínas de las uniones estrechas (TJ) 
implicadas en la regulación de la permeabilidad paracelular. Extraída de (41). 

 

 

La barrera inmunitaria incluye como primera línea de defensa la sIgA la cual 
reconoce y reacciona específicamente con el Ag (41). El complejo sIgA-Ag se une a 
los receptores de sIgA de las células M y los Ag son transferidos a la lámina propia 
para su presentación por parte de las DC. Las APC en la lámina propia reciben Ag 
procedentes del lumen intestinal y los procesan y presentan a los linfocitos T. Las APC 
secretan IL-12 induciendo la diferenciación de los linfocitos Th activados a linfocitos 
de tipo Th1. Estos linfocitos secretan la citocina IFN-γ, la cual a su vez activa a 
macrófagos que secretan TNF-α. Al mismo tiempo, las APC también secretan la 
citocina inmunoreguladora IL-10, la cual limita la respuesta de tipo Th1 (41). 
 

El SI intestinal lleva a cabo respuestas de tolerancia -frente a Ag inocuos- y de defensa 
inmunitaria -frente a patógenos- (51). Para evitar reaccionar contra Ag de la dieta y 
de la microbiota intestinal, el SI intestinal (incluyendo las APC y linfocitos T) se 
encuentra en un estado predominantemente “inmunosuprimido o tolerante” (52). 
Sin embargo, las bacterias  comensales inducen una leve reacción inmunitaria que 
contribuye a un bajo nivel de inflamación basal que actúa como mecanismo de 
defensa intestinal (53). 
 

El SI intestinal o GALT (tejido linfoide asociado al intestino) es un tejido linfoide 
secundario responsable del procesamiento de Ag que interactúan con la mucosa 
intestinal y de la consecuente respuesta inmunitaria (54). Existen dos ubicaciones 
principales de linfocitos a nivel intestinal: los sitios inductivos, donde se inicia la 
respuesta inmunitaria tras la estimulación específica por el Ag, que incluye las placas 
de Peyer. Además también hay los sitios efectores, responsables de ejecutar y 
completar la respuesta inmunitaria, en los cuales se pueden diferenciar dos 
subpoblaciones de linfocitos intestinales: los linfocitos de la lámina propia (LPL), 
localizados en la parte interna de las vellosidades, y los linfocitos intraepiteliales (IEL), 
localizados entre los enterocitos a lo largo de las vellosidades intestinales (55) 
(Figura 3). 
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Figura 3. Estructura y organización del tejido linfoide asociado al intestino 
(GALT). Extraída de (54). 

 
2.3.2. Microbiota intestinal 
 
Tras el nacimiento, la microbiota es muy inestable y sufre cambios dinámicos durante 
los primeros días de vida, llegando a ser más estable y similar a la microbiota adulta 
entre los 3 y 4 años de edad (56). Estudios sobre la microbiota intestinal han 
demostrado la importancia de su alteración o disbiosis en el desarrollo de diversos 
trastornos  metabólicos como son la obesidad, diabetes, y enfermedades 
inmunomediadas com el asma (56).  Kumbhare et al. (56) han planteado la existencia 
de tres fases con los factores que pueden modificar la microbiota intestinal a edades 
tempranas (Figura 4):  
 

Fase 1.- Es la fase fetal, actualmente se cree que la colonización bacteriana empieza 
en el útero y que la microbiota intestinal materna es la fuente principal del neonato. 
La microbiota establecida en esta fase persiste durante las primeras semanas de vida 
postnatal (57). La composición de la microbiota en esta fase dependerá de la salud y 
la dieta materna, la salud vaginal y la exposición a antibióticos a la que esté expuesta 
la madre durante la gestación, estos factores pueden modificar la microbiota 
intestinal materna, la cual de manera indirecta repercutirá en la microbiota fetal (en 
el útero) e incluso en la del recién nacido (56). 
 
Fase 2.- Es la fase comprendida entre los 0 y 24 meses (infancia), en la cual la 
microbiota intestinal experimenta coevolución con su propio huésped, siendo 
influenciada por varios factores (56). Así, se ha demostrado que el tipo de parto y la 
alimentación tienen efectos combinados sobre la microbiota intestinal del niño. Por 
un lado, el tipo de parto tiene un impacto crucial sobre el tipo de microbiota 
adquirida en ese momento. Concretamente, se ha demostrado que los niños nacidos 
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mediante cesárea tienen una microbiota menos diversa que los nacidos por vía 
vaginal; y que esta modificación de la microbiota afecta en la salud del niño y en su 
respuesta inmunitaria (57, 59).  
 
 

 

Figura 4.  Visión general de los factores que influyen sobre la microbiota intestinal 
durante las tres fases de desarrollo (fetal, infancia y niñez). Extraída de (58). 

 
Por otro lado, la alimentación del neonato -leche materna o fórmula infantil- tiene 
un efecto directo sobre su microbiota intestinal. En este sentido, se ha demostrado 
que la leche materna contiene ciertas proteínas y factores de estimulación que se 
hallan ausentes en leche de fórmula, los cuales favorecen el crecimiento de bacterias 
beneficiosas en el intestino del lactante (60). Otro factor que también puede 
modificar la microbiota en esta fase es el uso de antibióticos. Se ha demostrado que 
la toma de antibióticos provoca cambios en la composición de la microbiota 
intestinal,  inhibiendo su crecimiento o destruyendo tanto especies de bacterias 
beneficiosas como patógenas, permitiendo así el crecimiento excesivo de cepas 
resistentes a antibióticos y aumentando el riesgo del niño a padecer infecciones (56). 
 
Fase 3.- Corresponde al período comprendido entre los 2 y 4 años de edad (niñez). 
Se ha demostrado que entre los 3 y 4 años los cambios de la microbiota se estabilizan 
y se acoplan al huésped, siendo la microbiota intestinal similar a la de los adultos [25]. 
En esta fase, el destete y el inicio de la alimentación sólida marcan un período de 
modificaciones en la composición de la microbiota intestinal, con cambios en algunos 
grupos taxonómicos y un aumento en la diversidad  microbiana intestinal (61, 62). 
Así, se ha demostrado que la introducción de la dieta sólida en la alimentación del 
lactante provoca un incremento en los géneros Enterobacteria y Enterococci, junto a 
una colonización por Bacteroides spp., Clostridium y Estreptococus, cambios que no 
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han sido observados en niños alimentados con fórmulas infantiles (63). Además, hay 
otros factores que pueden influir en esta fase como son los factores genéticos, la 
higiene y la exposición del niño a antibióticos. 
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3. COMPONENTES BIOACTIVOS DE LA LECHE 
HUMANA CON EFECTOS BENEFICIOSOS 
SOBRE EL SISTEMA INMUNITARIO 

 
La leche humana contiene, además de nutrientes indispensables para el crecimiento 
y desarrollo del recién nacido, numerosos componentes bioactivos que realizan 
acciones beneficiosas sobre la salud del lactante.  
 

Algunos de estos componentes bioactivos ejercen efectos específicos sobre el SI del 
neonato: ofreciendo protección frente a infecciones, promoviendo su desarrollo, 
facilitando la adquisición de tolerancia, controlando la respuesta inflamatoria y 
favoreciendo el desarrollo y establecimiento de una correcta microbiota intestinal (4, 
64-66). 
 

En la Tabla 2 se muestra una clasificación no exhaustiva de estos factores bioactivos, 
en función de su actividad principal, en 5 grupos: 1) componentes antiinfecciosos, 2) 
componentes que promueven el desarrollo del SI, 3) componentes tolerogénicos, 4) 
componentes antiinflamatorios y, finalmente, 5) componentes bacterianos.  
  
Esta clasificación es orientativa, ya que diversos componentes de la leche humana 
ejercen múltiples actividades (p.e., antiinfecciosa e inmunomoduladora), por lo cual 
resulta difícil adscribirlos a un único grupo, pero permite una visión global de su 
repercusión beneficiosa sobre el SI neonatal.  
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Tabla 2. Clasificación funcional de los componentes bioactivos de leche humana que ejercen 
efectos beneficiosos sobre el sistema inmunitario del lactante.  Extraída de (64, 67-69)  
 

sIg:Inmunoglobulinas secretoras, sCD14: CD14 soluble,  EGF: factor de crecimiento epidérmico, TGF: factor de 
crecimiento transformante, IGF: factor de crecimiento similar a la insulina, LC-PUFA: Ácidos grasos 
poliinsaturados de cadena larga, DHA: ácido docosahexaenoico, AA: ácido araquidónico, G-CSF: factor 
estimulante de colonias de granulocitos, MCP-1: proteína-1 quimiotáctica de monocitos, IL: interleucina, TNF: 
factor de necrosis tumoral. 

1. Componentes antiinfecciosos 
• Inmunoglobulinas secretoras: sIgA, sIgG, sIgM  
• Oligosacáridos (acción prebiótica y antimicrobiana) 
• Lactoferrina y lactoferricina 
• Lisozima 
• α-lactoalbúmina 
• κ-caseína 
• Lactadherina 
• Defensinas 
• Haptocorrina 
• Mucinas 
• Citocinas y quimiocinas 
• Leucocitos maternos   
• sCD14 

2. Componentes que promueven el desarrollo del sistema inmunitario 
• Leucocitos maternos: macrófagos, neutrófilos y linfocitos 
• Citocinas 
• Adipocinas: leptina, adiponectina, resistina, entre otras 
• Factores de crecimiento: EGF, TGF-β, IGF-1, IGF-2, entre otros 
• Nucleótidos 
• sCD14 
• LC-PUFA: DHA y AA 
• Quimiocinas: G-CSF, MCP-1, entre otras 

3. Componentes tolerogénicos 

• Citocinas: TGF-β, IL-10 
• LC-PUFA de la serie n-3 (DHA) 

4. Componentes antiinflamatorios 
• Citocinas antiinflamatorias: IL-10, TGF-β 
• Antagonistas del receptor de IL-1 
• Receptores solubles de TNF-α y de IL-6 
• Lactoferrina 
• Antioxidantes: α-tocoferol, β-caroteno, ácido ascórbico, catalasa 
• Inhibidores de proteasas: α-1-antitripsina, α-1-antiquimotripsina 

5. Componentes bacterianos (microbiota) 
• Bacterias predominantes: Staphylococcus, Streptococcus, Propionibacterium 
• Bacterias ácido-lácticas: Bifidobacterium, Lactobacillus 
• Bacterias de la cavidad oral: Prevotella, Veillonella 
• Bacterias de la piel: Propionibacterium, Corynebacterium  
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En la Figura 5, se representa de forma esquemática algunas de las repercusiones de 
la acción de determinados componentes bioactivos de la leche humana en el 
desarrollo y maduración del SI, así como también en la colonización microbiana en el 
intestino del neonato. 

 

 
 

Figura 5. Representación de la influencia de la lactancia materna sobre el sistema inmunitario 
del neonato. La leche humana proporciona (1) una colonización saludable de microbiota intestinal 
que contribuirá a la homeostasis inmunitaria intestinal: componentes antiinfecciosos -como la IgA, 
lactoferrina y lisozima- protegerán contra la invasión de patógenos y los oligosacáridos (HMO) 
facilitarán la proliferación de bacterias beneficiosas (2), garantizando una función óptima de la 
barrera intestinal. Diversos componentes (factores de crecimiento, vitamina A) estimularán la 
maduración de la barrera intestinal, facilitarán la transferencia de antígenos y proporcionarán 
factores de respuesta inflamatoria epitelial (HMO, TGF-β, sCD14 ...). La leche materna inducirá una 
respuesta inmunitaria apropiada a largo plazo específica de antígeno (3): los factores con 
capacidad inmunomoduladora promoverán la funcionalidad de las células dendríticas (IgG, 
vitamina A) y condicionarán las respuestas inmunitarias inducidas (TGF-β, vitamina A, entre otras). 
Extraída de (10). 
 
 
En los apartados siguientes, se describen los efectos beneficiosos que ejercen los 
diferentes tipos de componentes bioactivos de la leche materna -en función de su 
actividad antiinfecciosa, inmunomoduladora, tolerogénica, antiinflamatoria y 
probiótica- sobre el SI del lactante. Además, se comentan algunos de los principales 
componentes que presentan propiedades antiinfecciosas y/o inmunomoduladoras, 
y que podrían compensar las deficiencias del SI del recién nacido. 
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3.1. COMPONENTES ANTIINFECCIOSOS 
 
Los componentes antiinfecciosos presentes en leche humana tienen como objetivo 
proteger a la glándula mamaria durante la lactación y al neonato en estas primeras 
etapas de vida, en que su SI está todavía inmaduro. El listado de componentes 
antiinfecciosos sigue aumentando y su actividad es muy diversa. Así, pueden actuar 
sobre patógenos específicos, familias de patógenos y múltiples familias 
simultáneamente. Además, su mecanismo de acción puede variar desde un efecto 
directo (p.e., inhibiendo la unión del patógeno a su receptor) a un mecanismo 
indirecto (p.e., modificando la composición de la microbiota intestinal) (8, 70). 
 
En la Tabla 2 se muestran algunos de los factores bioactivos responsables de la 
actividad antiinfecciosa de la leche humana. A continuación, se describe brevemente 
algunas de las características de las Ig, lactoferrina y oligonucleótidos de la leche 
materna. 

 
3.1.1. Inmunoglobulinas 
 

La IgA secretora (sIgA) es el isotipo mayoritario en leche humana (90%), si bien 
también están presentes sIgM e sIgG (71). La sIgA constituye el principal mecanismo 
de defensa específica en mucosas, principales vías de entrada para la mayoría de 
agentes infecciosos (64). La transferencia de sIgA al intestino del neonato, a través 
de la lactancia materna, es un mecanismo de defensa pasiva que puede compensar 
en parte el retraso en la producción de sIgA en el recién nacido (20, 72). La 
concentración de sIgA es elevada en calostro (12 g/L) y disminuye durante la 
lactancia, alcanzando valores de 1 g/L en leche madura (4, 73). 
 
Como se ilustra en la Figura 6, la sIgA presente en leche humana es sintetizada por 
linfocitos B en la glándula mamaria que proceden mayoritariamente del intestino 
materno, a través de la vía enteromamaria (74, 75). Cuando la madre se expone a un 
nuevo patógeno entérico, éste es presentado por las DC en el GALT y se activan los 
linfocitos T y B. Los linfocitos B activados se diferencian a linfocitos productores de 
IgA (cambio de isotipo IgM a IgA). Éstos migran hacia la glándula mamaria y se 
diferencian a células plasmáticas secretoras de IgA. Esta IgA se une a receptores de 
Ig poliméricas (pIgR) y el complejo IgA-pIgR se transporta activamente a través de las 
células epiteliales hacia la superficie apical. En la superficie celular, parte del receptor 
permanece unido a la IgA, constituyendo la sIgA que se secreta en leche. A través de 
la lactancia materna, la sIgA llega intacta a la mucosa intestinal del neonato, donde 
se acumula y lo protege frente a infecciones de patógenos -incluyendo bacterias, 
hongos, virus y parásitos-, a los cuales ha estado expuesta previamente la madre. En 
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este sentido, la lactancia materna constituye un ejemplo único de integración entre 
la inmunidad mucosal de la madre y del neonato (39, 71, 74). 
 

 

 

Figura 6. Origen de la IgA secretora presente en leche humana. La sIgA de la madre producida en 
respuesta a un nuevo patógeno entérico es sintetizada por linfocitos B procedentes del intestino 
que migran hacia la glándula mamaria, a través de la circulación enteromamaria. Adaptada de (74). 

 
La sIgA protege las mucosas del lactante tanto a nivel intestinal, como también a nivel 
de los sistemas respiratorio y genitourinario. Su principal mecanismo de acción es la 
neutralización y exclusión inmunitaria. Por un lado, evita la adhesión de 
microorganismos a las superficies mucosas y, por otro, neutraliza las toxinas 
bacterianas e incrementa la excreción de virus (76).  
 
Recientemente se ha demostrado que la sIgA tiene la capacidad de modular la 
composición, expresión génica y función metabólica de la microbiota intestinal 
mediante su unión -independiente de Ag- a las bacterias comensales del intestino 
(77). 

 
3.1.2. Lactoferrina y lactoferricina     
 
La lactoferrina es la proteína sérica más abundante en leche humana. Su 
concentración es más elevada en calostro (5-7 g/L) que en leche madura (1-3 g/L) 
(78). Es muy resistente a la proteólisis gastrointestinal, lo que permite la defensa de 
la mucosa intestinal y la protección frente a infecciones del tracto urinario (8).   
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Su acción antiinfecciosa es muy amplia y actúa sobre una gran variedad de bacterias 
grampositivas y gramnegativas. Por una parte, posee actividad bacteriostática la cual 
es debida a su capacidad de unión al hierro, de forma que actúa secuestrando el 
mismo e impidiendo su utilización por parte de bacterias, inhibiendo su 
multiplicación y crecimiento(79). Por otra parte, también ejerce una acción 
bactericida, produciendo alteraciones en la membrana bacteriana que conducen a la 
pérdida de su integridad y, en consecuencia, a su muerte (8, 70). Además, se ha 
demostrado que lactoferrina tiene actividad antiviral frente a determinados virus -
tales como Rotavirus, Cytomegalovirus, Herpes simplex, entre otros-, y también 
acción antifúngica frente a Candida albicans (80).    
 
Esta capacidad antiinfecciosa no es exclusiva de la lactoferrina íntegra, sino que 
cuando entra en contacto con la pepsina gástrica se produce lactoferricina, un 
péptido con actividad antiinfecciosa potente contra bacterias, hongos y virus (79, 81). 
 
Lactoferrina tiene también una potente actividad inmunomoduladora sobre el SI del 
lactante. En la respuesta inmunitaria innata, se ha descrito que lactoferrina 
incrementa la actividad citotóxica de las células NK y la fagocitosis por parte de 
macrófagos. Por otra parte, en la respuesta inmunitaria adaptativa, lactoferrina 
activa y recluta las APC y promueve el desarrollo de linfocitos Th1 (82).  
 
Lactoferrina posee también una potente actividad antiinflamatoria, ya que interfiere 
en la activación del factor de transcripción NF-κB e inhibe la síntesis de citocinas 
proinflamatorias (83). Por último, destacar que lactoferrina favorece el 
establecimiento de una microbiota intestinal beneficiosa en el lactante (84). 

 
3.1.3. Oligosacáridos 
 
Los oligosacáridos de leche humana (HMO) son el tercer componente más abundante 
de la leche humana, después de la lactosa y los lípidos (85). Los HMO son una mezcla 
compleja de más de 200 carbohidratos no digeribles (86). 
 
En leche humana, el contenido y composición de HMO varía entre mujeres y también 
se modifica en cada etapa de lactancia. Generalmente, la concentración total de 
HMO es más elevada en calostro que en leche madura (87-89). Así, inicialmente la 
concentración de HMO puede exceder los 20 g/L y disminuir hasta valores de 5-12 
g/L durante el período de lactancia (90).  
 
La leche materna contiene tres principales tipos de HMO: los fucosilados (35-50 %), 
los sialilados (12-14 %) y los neutros no-fucosilados (42-55 %) (91). En los fucosilados 
se incluye la 2’-fucosilactosa (2’-FL) y en los neutros se incluye la lacto-N-neotetraosa 
(LNnT) (85). Los HMO neutros son los más abundantes con más del 75% del total de 
HMO en leche materna (85). 
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Los HMO constituyen un componente importante para la protección del neonato 
durante la lactancia. Los HMO pueden actuar mediante mecanismos de acción 
dependientes de la microbiota -interactuando con la microbiota- y/o independientes 
de la microbiota -interactuando con patógenos o células del lactante- (92). 
 

En este sentido, los HMO son capaces de modificar la composición de la microbiota 
del neonato, mediante su acción prebiótica que promoverá el crecimiento de 
bifidobacterias. Su utilización por parte de la microbiota da lugar a ácidos grasos de 
cadena corta (AGCC), que ejercen múltiples funciones -de forma indirecta- a nivel de 
las células epiteliales e inmunitarias intestinales (92). 
 

Por otra parte -y entre otras funciones independientes de la microbiota- se ha 
descrito que los HMO ejercen una acción antiinfecciosa en el neonato, debido a que 
su estructura es similar a la de receptores específicos de patógenos localizados en la 
superficie del epitelio intestinal. En este caso, los HMO actúan como “falsos 
receptores” ya que interaccionan con el patógeno, evitando la infección y 
favoreciendo su eliminación (93). Además, los HMO pueden promover cambios en la 
expresión génica de elementos de respuesta del lactante como mucinas o TLR, entre 
otros (94). 

 
3.2. COMPONENTES QUE PROMUEVEN EL DESARROLLO DEL 

SISTEMA INMUNITARIO  
 
La leche humana contiene su propio SI y una gran variedad de factores celulares y 
solubles que, sin duda, facilitan el desarrollo, diferenciación y maduración del SI 
intestinal y sistémico del neonato (Tabla 2). Entre ellos, cabe destacar el potencial de 
algunos factores de crecimiento en la maduración del SI intestinal (función de 
barrera, entre otras) y también a nivel sistémico (inmunidad innata y adaptativa) (ver 
apartado 2.1 y 2.2). A continuación, se comentan algunos aspectos relativos a las 
células inmunitarias y a las citocinas presentes en leche humana.  

 
3.2.1. Leucocitos 
 
Los leucocitos son células que forman parte del SI materno y se hallan presentes en 
leche humana. Su concentración varía en función de la etapa de lactancia, siendo 
máxima en calostro (∼4x109/L) y manteniéndose relativamente elevada en leche 
madura (∼108-109/L). Estos leucocitos incluyen macrófagos (55-60% del total de 
leucocitos) y neutrófilos (30-40%) y, en menor proporción, linfocitos (5-10%) (64, 95).  
 
Se ha demostrado que los leucocitos presentes en leche materna que llegan al 
intestino del lactante presentan sus moléculas de superficie prácticamente intactas, 
y mantienen su estado de activación y viabilidad celular. Todo ello sugiere que estos 
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leucocitos maternos podrían desempeñar una función inmunitaria clave en el 
espacio temporal comprendido entre el nacimiento y el desarrollo del SI del lactante 
(64, 69).  

 
3.2.2. Citocinas   
 
Las citocinas son glucoproteínas multifuncionales implicadas en la comunicación 
intercelular y en la activación del SI. Están presentes en la fracción acuosa de la leche 
humana y su concentración varia ampliamente dependiendo del período de 
lactancia. Concretamente se han detectado numerosas citocinas como son la IL-1β, 
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IFN-γ, TNF-α y TGF-β, entre otras (64, 67). Estas 
citocinas se encuentran a bajas concentraciones (del orden de pg/L) y provienen 
principalmente de células de la glándula mamaria, si bien los leucocitos activos 
presentes en leche son también capaces de producir determinadas citocinas (96).  
 
 El aporte de citocinas a través de la leche materna es importante para el neonato, 
ya que su capacidad de producir citocinas se encuentra muy limitada en las primeras 
etapas de vida (67). Se ha sugerido que, de forma global, las citocinas presentes en 
leche materna modulan la actividad del SI del lactante y controlan la respuesta 
inflamatoria (97). En la Tabla 3 se recogen algunas de las funciones que ejercen 
determinadas citocinas presentes en leche humana sobre el SI del lactante.  

 
Tabla 3. Funciones de las citocinas presentes en leche humana sobre el sistema inmunitario 
del lactante.  Información extraída de (4, 67, 98, 99). 

 

CITOCINAS FUNCIONES 
IL-1β Factor trófico intestinal y del sistema inmunitario, proinflamatoria 

IL-2 Modula el desarrollo de linfocitos T 

IL-6 Factor trófico intestinal, proinflamatoria, activador de linfocitos B 

IL-7 Promueve el desarrollo de linfocitos T y del timo 

IL-8 Factor trófico intestinal, actividad quimiotáctica de leucocitos 

IL-10 Factor trófico intestinal, antiinflamatoria, promueve la tolerancia oral 

IFN-γ Estimula la respuesta Th1, suprime la respuesta Th2 

TNF-α Estimula la respuesta inflamatoria 

TGF-β Factor trófico intestinal, antiinflamatoria, promueve la tolerancia oral 
IL: interleucina, IFN: interferón, TNF: factor de necrosis tumoral, TGF: factor de crecimiento transformante. 
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3.3. COMPONENTES TOLEROGÉNICOS DE LECHE HUMANA 
 
En el período postnatal, el SI del recién nacido adquiere la habilidad de discriminar 
entre Ag potencialmente peligrosos de aquellos Ag inocuos, frente a los cuales se 
induce un estado de tolerancia. En este sentido, se ha demostrado que la lactancia 
materna promueve este proceso. Ello justifica la menor incidencia de alergias 
alimentarias en niños alimentados exclusivamente con leche materna, en 
comparación con aquellos que no fueron amamantados (8, 64). 
 
Como se muestra en la Tabla 2, el efecto tolerogénico de la leche humana se ha 
asociado a determinadas citocinas, tales como TGF-β (ver apartado 4.1.4.3.) e IL-10; 
y también a determinados ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA). 

 
3.4. COMPONENTES ANTIINFLAMATORIOS DE LECHE HUMANA 
 
A pesar de que la inflamación es un mecanismo defensivo beneficioso que participa 
en la protección al neonato de la infección, una respuesta inflamatoria exagerada 
puede ocasionar lesiones tisulares importantes. Actualmente, está claramente 
establecido el potencial antiinflamatorio inherente de la leche humana, el cual 
controla el proceso inflamatorio y asegura una respuesta inmunitaria innata 
adecuada y efectiva en cada caso, evitando lesiones colaterales en el lactante (8, 64). 
 
Esta capacidad antiinflamatoria se puede atribuir a distintos componentes de la leche 
humana (Tabla 2), entre los cuales se incluyen citocinas antiinflamatorias como 
TGF-β (ver apartado 4.1.5.), receptores específicos y antagonistas de citocinas 
proinflamatorias, lactoferrina, antioxidantes, antiproteasas y algunos LC-PUFA. 

 
3.5. MICROBIOTA DE LECHE HUMANA 
 
La leche materna es el primer alimento probiótico del neonato ya que contiene una 
comunidad diversa de microorganismos; concretamente, hasta la fecha se han 
aislado más de 200 filotipos agrupados en 50 géneros diferentes (100). El origen de 
la población bacteriana de leche materna no está aún muy bien entendido, se cree 
que el origen es la piel materna, la boca del bebé y/o endógenamente el tracto 
intestinal materno a través de un mecanismo que involucra las células inmunitarias; 
la denominada vía enteromamaria (101). 
 
A pesar de existir grandes variaciones interindividuales e interpoblacionales, cada vez 
hay más estudios que coinciden en la identificación de los géneros Staphylococus, 
Streptococus y Propionibacteria como miembros de la microbiota de la leche y parece 
ser que están presentes universalmente en la leche humana independientemente de 
las características maternas o infantiles estudiadas (102, 103). Los géneros 
Lactobacillus y Bifidobacterium, se encuentran comúnmente en leche materna; sin 
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embargo, a pesar de detectarse consistentemente en todas las muestras y 
poblaciones en las que han sido estudiadas, representan una minoría de la población 
bacteriana detectada (104). Cabe destacar que, gracias a nuevas técnicas de 
secuenciación, se han podido identificar bacterias asociadas al intestino que son 
anaerobias estrictas (Bacteroides, Blautia, Clostridium, Collinsella, Coprococcus, 
Eubacterium, Faecalebacterium, Roseburia y Ruminococcus, entre otras), las cuales 
son muy difíciles de identificar mediante técnicas tradicionales de laboratorio (103, 
105, 106). 
 
La microbiota asociada a la leche humana contribuye a la instauración de la 
microbiota intestinal inicial de los neonatos, y tiene una función relevante en la 
modulación y desarrollo del SI de los neonatos. Así, la microbiota intestinal en esta 
etapa de lactancia es responsable del cambio de la respuesta inicial de tipo Th2 
intrauterina a una respuesta balanceada Th1/Th2 (6). Las bacterias presentes en 
calostro y en leche madura estimulan la respuesta antiinflamatoria y la producción 
de determinadas citocinas, previniendo algunas enfermedades inflamatorias y la 
expresión de patologías inmunomediadas, como son el asma y la dermatitis atópica, 
entre otras (6). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



        INTRODUCCIÓN 
 

28 
 

 
 
 

4. FACTORES DE CRECIMIENTO 
 

Los factores de crecimiento (GF) son un grupo de polipéptidos que actúan sobre el 
crecimiento celular, generalmente promoviendo y, en algunos casos, inhibiéndolo. 
Además, regulan muchas otras funciones celulares vitales, como son el control de la 
diferenciación celular, entre otros procesos. Su mecanismo de secreción es, 
fundamentalmente, paracrina o autocrina y, en algunas ocasiones, es endocrina; 
proporcionando el mecanismo de secreción más adecuado según su función (107).   
 
Durante el desarrollo embrionario, los factores de crecimiento son cruciales para 
regular la supervivencia neuronal, determinar el destino celular y establecer una 
conectividad adecuada. Además, cabe destacar que en leche humana se han 
identificado numerosos GF. En los primeros días de lactancia, los GF presentes en 
leche se encuentran en elevadas concentraciones y participan tanto en la protección 
como en la maduración del intestino del lactante (67, 73, 108). En algunos casos, se 
ha demostrado su transferencia al lactante a través de la leche materna; entre ellos, 
el factor de crecimiento neuronal (NGF), el factor de crecimiento endotelial vascular 
(VEGF), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), el factor de crecimiento 
epidérmico (EGF) y factores de crecimiento similares a la insulina (IGF), entre otros. 
Además, se han descrito sus efectos sobre el crecimiento y maduración de diversos 
órganos y sistemas del recién nacido (Figura 7)(98, 108).  
 
Además de estos GF, en leche materna también se han identificado el factor de 
crecimiento transformante-β (TGF-β) y el factor de crecimiento de fibroblastos 21 
(FGF21). En relación a TGF-β, a pesar de ser un GF, generalmente se le ha 
categorizado como citocina, con un patrón antiinflamatorio que propicia la inducción 
de tolerancia oral en el recién nacido (64). Respecto a FGF21, si bien es considerado 
también un GF en base a su estructura, no desempeña las funciones características 
de éstos. Su presencia en leche humana, de rata y ratón ha sido descrita 
recientemente por Gavaldà et al., (109).  Actualmente, FGF21 se considera una 
adipocina con diversas funciones metabólicas, de forma similar a las adipocinas 
leptina y adiponectina también presentes en leche humana (64).   
 
Se ha demostrado la capacidad inmunomoduladora de diversos GF, los cuales 
podrían modificar la respuesta inmunitaria y, en el caso que estén presentes en leche 
materna, podrían modular el desarrollo del SI y del intestino en el neonato (110). 
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Figura 7: Transferencia de factores de crecimiento de leche humana y principales 
funciones sobre diversos tejidos y órganos diana del lactante. Extraída de (98).  

 
4.1. FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE-β (TGF-β) 
 
En 1978, Todaro y De Larco descubrieron que las células 3T3 de sarcoma murino 
trasformadas por virus producían un “factor” que inducía la transformación de 
fibroblastos de riñón de rata (NRK) no neoplásicos a células con fenotipo neoplásico 
(111). Estos autores lo denominaron “factor de crecimiento de sarcoma” (SGF) y 
analizaron su actividad transformadora en base a su capacidad para promover el 
crecimiento en agar de las células NRK. Estos resultados permitieron demostrar que 
SGF era una mezcla de 2 péptidos. Uno de estos péptidos competía con EGF por el 
mismo receptor e inducía la formación de pocas colonias de células NRK en agar; a 
este compuesto lo denominaron “factor de crecimiento transformante-α” (TGF-α). 
El segundo péptido, en presencia de pequeñas cantidades de EGF, inducía el 
crecimiento de un mayor número de colonias de células NRK; a éste lo denominaron 
“factor de crecimiento transformante-β” (TGF−β, transforming growth factor). 
Inicialmente, se creyó que TGF−β era una hormona y que únicamente actuaba como 
tal, pero en 1981 Roberts et al. (112) identificaron a TGF−β como la molécula 
involucrada  en  diversos procesos  biológicos (113).  

 
4.1.1. Estructura y síntesis de TGF-β 
 
El factor de crecimiento transformante-β (TGF-β) es una proteína homodimérica de 
25 kDa (112). Forma parte de una gran familia que está compuesta por más de 33 
miembros agrupados en subfamilias en función de su estructura. Estas subfamilias 



        INTRODUCCIÓN 
 

30 
 

son los factores de crecimiento transformante-β (TGF-β), las proteínas morfogénicas 
óseas (BMP), los factores de crecimiento y diferenciación (GDF) y las activinas, entre 
otras (113). 
 

En mamíferos, la subfamilia TGF-β está formada por tres isotipos: TGF-β1, TGF-β2 y 
TGF-β3 y, en particular, el TGF-β1 es uno de los miembros más importantes en la 
regulación del SI (114). La estructura peptídica de los tres miembros de la familia TGF-
β es muy similar (Figura 8). Los tres se sintetizan en forma de precursores: TGF-β1 de 
390 aa y, TGF-β2 y TGF-β3 con 412 aa (115). Su estructura incluye un péptido de señal 
en la porción N-terminal (20-30 aa) -necesario para su secreción celular-, una región 
denominada “péptido asociado a latencia” o LAP (249 aa) -la cual se libera por la 
activación del compuesto- y, finalmente, la porción bioactiva de TGF-β (112-114 aa) 
localizada en la región C-terminal (112, 114, 116). Esta última porción contiene nueve 
cisteínas, de las cuales siete son esenciales para la dimerización y la estabilidad del 
polipéptido (112). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 8. Estructura de la subfamilia de factores de crecimiento transformante-β 
(TGF-β). Extraída de (115). 

 
Todas las isoformas de TGF-β de mamíferos comparten una gran similitud en su 
secuencia de aa, aunque existen pequeñas diferencias. Así, TGF-β1 muestra un 75% 
de similitud con TGF-β2 y, aproximadamente, un 80% con TGF-β3, mientras que 
TGF-β2 tiene un 80% de similitud con TGF-β3 (112). 
 
Las tres isoformas de TGF-β están ampliamente distribuidas en tejidos embrionarios 
y de adultos. Prácticamente, cualquier tipo de célula de los tejidos epitelial, 
endotelial, hematopoyético, neuronal y conectivo puede producir TGF-β y expresar 
receptores específicos para esta proteína. TGF-β1 se expresa en células del tejido 
endotelial, hematopoyético y conectivo. TGF-β2 es mayoritariamente expresado en 
células epiteliales y neuronales, y TGF-β3 se expresa principalmente en células 
mesenquimales. Durante el desarrollo, TGF-β1 y TGF-β3 se expresan de forma precoz 
en estructuras que sufren morfogénesis, mientras que TGF-β2 se expresa, 
posteriormente, en el epitelio maduro y diferenciado (113). 
 

La forma inactiva de TGF-β es procesada en el aparato de Golgi por endopeptidasas, 
dando lugar a la formación de un pequeño complejo latente (Figura 9).  
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Figura 9. Representación esquemática del proceso de activación del factor de 
crecimiento transformante- β (TGF-β). Extraída de (115). 

 
Este pequeño complejo latente contiene un homodímero maduro no covalente de 
TGF-β unido a dos LAP, y es secretado por la célula. En la matriz extracelular, este 
complejo se une a la proteína LTBP (proteína de unión a TGF-β latente), generando 
un complejo latente grande. Esta forma latente de TGF-β queda secuestrada a nivel 
de la matriz extracelular y requiere su posterior activación. La proteína activa de TGF-
β puede ser liberada del complejo inactivo por hidrólisis proteolítica o por interacción 
física con la proteína trombospondina 1 o con las integrinas αvβ6 y αvβ8, entre otras 
(115). Finalmente, la forma activa de TGF-β tras su unión a receptores específicos de 
la superficie celular iniciará diversas respuestas celulares (113).  

 
4.1.2. Receptores de TGF-β 
 

Los receptores de la subfamilia de TGF-β son proteínas del tipo tirosina quinasa, de 
los cuales se han identificado dos receptores funcionales -TGFβRI (tipo I, 53-65 kDa) 
y TGFβRII (tipo II, 83-110 kDa)-, y 3 receptores no funcionales -TGFβRIII (250 a 310 
kDa), TGFβRIV (60 kDa) y TGFβRV (400 kDa)- (114, 116). Concretamente, TGF-β1 y 
TGF-β2 se unen a los receptores TGFβRI y TGFβRII para ejercer sus funciones 
biológicas, las cuales son similares para ambos compuestos (112). 
 
En ratas lactantes, se ha demostrado la presencia de receptores TGFβR1 y TGFβR2 
en la membrana apical de enterocitos del intestino delgado; cuya expresión 
incrementa con la edad del animal (117, 118). Por otra parte, en ratones neonatos 
C57BL/6N se ha evidenciado que la máxima expresión de ambos receptores a nivel 
intestinal tiene lugar a los 14 días de vida, y tras el destete (21 días) su expresión 
permanece relativamente constante hasta los 60 días de edad (108).  
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4.1.3. Vías de señalización de TGF-β 
 

El compuesto activo de TGF-β, tras su unión al receptor tetramérico, es capaz de 
iniciar múltiples vías de señalización celular (Figura 9). Inicialmente, TGF-β se une al 
homodímero de TGFβRII y, seguidamente, al homodímero de TGFβRI, dando como 
resultado la formación del receptor complejo tetramérico Para que TGF-β2 tenga una 
señalización óptima, requiere de un receptor adicional (TGFβRIII), el cual optimiza la 
unión inicial de TGF-β2 a TGFβRII (119). 
 
Tras la formación del receptor complejo, TGFβRII tiene la capacidad de fosforilar el 
dominio citoplasmático de TGFβRI. La vía de señalización se inicia con la actividad 
quinasa de TGFβRI. La vía clásica de activación es la vía de señalización dependiente 
de Smad, si bien TGF-β puede activar otras vías de señalización independientes de 
Smad como son: la vía de señalización MAPK (proteína quinasa activada por 
mitógeno) y la PI3K (fosfatidilinositol-3 quinasa), entre otras. La activación de una u 
otra vía de señalización depende específicamente del tipo celular y de los estímulos 
presentes en el entorno celular (Figura 10) (119, 120). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 10. Principales vías de señalización del factor de crecimiento transformante-β 
(TGF-β) dependientes o independientes de Smad. Extraída de (121). 
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4.1.4. Funciones de TGF-β sobre el sistema inmunitario 
 

TGF-β es un GF multifuncional y su función depende de diversos factores como son 
el tipo celular, su estado de diferenciación, las condiciones de crecimiento, así como, 
la presencia de otros GF (112, 122). Sin embargo, TGF-β se produce como un 
complejo inactivo que requiere ser activado para dar inicio a la cascada de 
señalización. Así, la activación de TGF-β es un paso previo imprescindible para su 
funcionalidad y, por tanto, es un factor determinante en su regulación (123). 
 
Activación de TGF-β mediada por integrinas 
 

Las funciones de TGF-β sobre el SI están cuidadosamente reguladas, no solo a nivel 
de producción de citocinas, sino también por la activación del complejo latente. En 
los últimos años, se ha descrito que las DC -las cuales producen esta citocina y 
responden a ella- están implicadas en la activación de TGF-β y, en consecuencia, 
participan en la homeostasis inmunitaria, particularmente del SI mucosal (121).  
 
Una de las principales vías de activación de TGF-β está mediada por su unión a 
integrinas de tipo αv (Figura 11). Específicamente, las integrinas αvβ6 y αvβ8 son las 
principales implicadas en la activación de TGF-β in vivo. Así, la integrina αvβ6 se 
expresa en las células epiteliales, mientras que la integrina αvβ8 se expresa en DC; 
esta última tiene un papel importante en el mantenimiento de la tolerancia 
inmunitaria (121). Además, en presencia de la forma activa de TGF-β y de otras 
citocinas, ambas integrinas participan en el control de la respuesta antiinflamatoria 
y proinflamatoria mediada por linfocitos T (123). 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 11. Activación del complejo latente TGF-β mediado por las integrinas 
αvβ6 y αvβ8 presentes en células epiteliales y dendríticas, respectivamente. 
Extraído de (119). 
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El miembro de la superfamilia de TGF-β más estudiado en el SI es el TGF-β1, el cual 
tiene un papel fundamental en el control de la homeostasis intestinal e inflamación. 
Más recientemente, se ha descrito que otros miembros de la superfamilia de TGF-β 
también participan en la regulación de la respuesta inmunitaria (120). Múltiples tipos 
de células inmunitarias expresan ligandos de la superfamilia de TGF-β y/o receptores, 
respondiendo a estos GF de forma autocrina, paracrina o endocrina. TGF-β ejerce 
efectos sobre el SI, tanto innato como adaptativo (119, 121). 

 
4.1.4.1. TGF-β en el sistema inmunitario innato 
 
A nivel de inmunidad innata, TGF-β1 es un potente factor quimiotáctico de 
monocitos, neutrófilos y mastocitos. También participa en la polarización funcional 
de macrófagos y neutrófilos de un fenotipo inflamatorio tipo I (con actividad 
fagocítica) a un fenotipo de tipo II (con gran capacidad para secretar citocinas como 
IL-6, IL-11 y TGF-β) (121). 

 
4.1.4.2. TGF-β en el sistema inmunitario adaptativo 
 

• TGF-β y linfocitos T CD4+ y CD8+ 
 
La mayoría de estudios de TGF-β se han centrado en linfocitos T, como efectores y 
reguladores de la respuesta inmunitaria adaptativa y de la tolerancia. TGF-β1 es un 
potente inhibidor de la proliferación de linfocitos T y afecta también la supervivencia 
celular (120). En ratones, se ha demostrado que el déficit selectivo de TGF-β o la 
incapacidad de inducir la señalización celular en linfocitos T, comporta el desarrollo 
de un síndrome autoinmunitario grave e incluso letal en estos animales. Este hecho 
pone de manifiesto la importancia de TGF-β en la regulación de la función de 
linfocitos T (124, 125). 
 
Como se muestra en la Figura 12, TGF-β ejerce un papel central en la diferenciación 
de linfocitos T CD4+ naïve a diferentes subpoblaciones efectoras y permite la 
plasticidad entre diferentes respuestas mediadas por linfocitos T CD4+. Así, TGF-β1 
promueve la diferenciación a Treg Foxp3+ y a linfocitos Th17, dependiendo de la 
ausencia o presencia de citocinas proinflamatorias, respectivamente (126, 127). 
Además, esta citocina inhibe la diferenciación a las subpoblaciones de linfocitos Th1 
y Th2 (128, 129). Por otra parte, en presencia de IL-4, TGF-β1 promueve la 
diferenciación de linfocitos T CD4+ a linfocitos Th9, los cuales ejercen una función de 
defensa frente a infecciones por helmintos y frente a tumores y respuestas alérgicas 
(130). Además, se ha observado que los linfocitos Th17 en fase de desarrollo, en 
presencia de IL-23, son capaces de producir TGF-β3 y transformarse en linfocitos 
patogénicos Th17 (120). 
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Además de la regulación sobre los linfocitos T CD4+, TGF-β es capaz de regular la 
funcionalidad de los linfocitos T CD8+. Así, en estudios in vitro se ha demostrado que 
TGF-β inhibe la proliferación de linfocitos T CD8+ (131).  Además, TGF-β ejerce un 
efecto supresor sobre la actividad citotóxica de los linfocitos T CD8+, mediante la 
inhibición de la expresión de perforina e IFN-γ, entre otros mecanismos (Figura 12). 
En este sentido, en un modelo murino se ha demostrado que la ausencia de TGFβRII 
en la superficie de los linfocitos T, comporta un aumento de su actividad citotóxica 
(132). Por tanto, TGF-β parece controlar in vivo la activación y expansión 
homeostática de los linfocitos T CD8+. Por otra parte, la señalización de TGF-β en 
linfocitos T CD8+ induce su apoptosis durante la infección bacteriana, evitando la 
sobreproliferación bacteriana (119).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Función reguladora de TGF-β en linfocitos B y T implicados en la 
respuesta inmunitaria adaptativa. Destacar especialmente su función en la 
diferenciación de linfocitos T CD4+ naïve a diferentes subpoblaciones de linfocitos 
T efectores y reguladores de la respuesta inmunitaria. Extraída de (133). 

 
Globalmente, los efectos descritos de TGF-β sobre linfocitos T son dependientes de 
la presencia de otros factores secretados y de receptores de la superficie celular, 
dando lugar a una supresión o activación de la respuesta inmunitaria adaptativa. 
Concretamente, la inhibición de la respuesta inmunitaria por TGF-β puede ser 
mediada a través de la inducción de linfocitos Treg y la supresión de linfocitos Th1, 
Th2 y T CD8+. En cambio, cuando TGF-β induce la diferenciación de linfocitos TCD4+ 
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naive a linfocitos efectores Th17 o Th9 se activa la respuesta inmunitaria adaptativa 
(Figura 12). 
 

• TGF-β y linfocitos B   
 
Además de regular la respuesta mediada por linfocitos T, los miembros de la 
superfamilia TGF-β también regulan el desarrollo y función de los linfocitos B, los 
cuales ejercen un papel crucial en la inmunidad adaptativa -mediante actividades 
dependientes o independientes de anticuerpo- (120).   
 

Recientemente, se han descrito diferentes acciones de TGF-β sobre los linfocitos B, 
que van desde la influencia en su desarrollo en la médula ósea hasta su maduración 
y diferenciación a células plasmáticas secretoras de anticuerpos, e incluyen también 
su implicación en el proceso de tolerancia (120). 
 

En estudios in vitro en ratón y humanos, se ha demostrado que la adición de TGF-β 
inhibe la proliferación de linfocitos B, previamente estimulados con mitógeno (134, 
135). Además, TGF-β ejerce un potente efecto proapoptótico sobre los linfocitos B, 
tanto a nivel de sus precursores en la médula ósea como en linfocitos B periféricos 
maduros (120). Actualmente, y a pesar de los estudios realizados, no se dispone de 
información clara en relación a la interacción entre TGF-β y linfocitos B. Sin embargo, 
se ha sugerido que TGF-β podría regular la activación de linfocitos B y la producción 
de anticuerpos de forma indirecta, a través de la inducción de linfocitos Treg (120).  
 

TGF-β regula la activación de linfocitos B mediante la inhibición de la síntesis de IgG 
y también del cambio de isotipo (IgM) a isotipos de clase IgG (136).  Por el contrario, 
TGF-β promueve la producción de anticuerpos IgA por los linfocitos B, induciendo el 
cambio de isotipo de IgM a IgA  a nivel de las mucosas (137, 138). Este cambio de 
isotipo a IgA, dependiente de TGF-β, se ha asociado a un incremento en la 
transcripción de ciertos elementos promotores (137) (Figura 12). En ratones, se ha 
demostrado que la ausencia de señalización de TGF-β en linfocitos B comporta una 
marcada reducción de los niveles de IgA, tanto a nivel sistémico como mucosal (139). 
Además, la inhibición de la expresión de Smad2 en linfocitos B causa una reducción 
de la síntesis de IgA. Estos resultados reflejan la importancia de TGF-β y de Smad2 en 
la regulación de la producción de IgA (140). 

 
4.1.4.3. TGF-β en la tolerancia oral 
 
Un componente esencial de la barrera intestinal es la sIgA, producida por linfocitos B 
y secretada hacia la luz intestinal. La sIgA actúa neutralizando virus y bacterias 
patógenas (sIgA de alta-afinidad), mientras que restringe la penetración de bacterias 
comensales (sIgA de baja afinidad). En este sentido, la IgA contribuye al 
mantenimiento de la tolerancia mucosal (76). Como se ha mencionado 
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anteriormente, TGF-β tiene un papel crucial en la generación de linfocitos B 
productores de IgA en los tejidos y órganos inductores del GALT. 
 
La producción de sIgA en el GALT tiene lugar a través de vías dependientes e 
independientes de linfocitos T, y el TGF-β participa en ambas vías. En el ambiente 
tolerogénico del intestino, el ácido retinoico secretado por las células epiteliales 
intestinales (IEC) promueve el desarrollo de células dendríticas que expresan la 
integrina αE o CD103, generando factores antiinflamatorios como el TGF-β, IL-10 y 
ácido retinoico (141). Estos factores promueven la generación de linfocitos Treg que 
a su vez producen las citocinas TGF-β e IL-10 (142). Además, los linfocitos Treg 
pueden adquirir un fenotipo distinto (Th foliculares Foxp3+) que induce el cambio de 
isotipo a IgA en linfocitos B del GALT (143). 

 
4.1.4.4. TGF-β en la homeostasis intestinal y microbiota 
 

TGF-β participa en las interacciones que se establecen entre la microbiota y el GALT. 
A nivel intestinal, esta citocina regula la diferenciación de linfocitos T CD4+ (a Treg y 
Th17), linfocitos B, fagocitos y IEC. Las IEC y los fagocitos, que reciben estímulos de 
la microbiota y diferentes subpoblaciones de linfocitos T CD4+, son la fuente principal 
de TGF-β bioactivo (144). Estas interacciones son importantes en el desarrollo y 
mantenimiento de la barrera epitelial de la mucosa intestinal (145). 
 
En el compartimento intestinal, se ha demostrado que TGF-β2 puede inhibir 
directamente la inflamación del epitelio intestinal en desarrollo (146). En este 
contexto, esta citocina disminuye la permeabilidad intestinal mediante el incremento 
en la expresión de proteínas de las TJ (147), las cuales promueven la correcta 
colonización del epitelio intestinal por bacterias específicas (148). En cerdo, se ha 
demostrado que TGF-β2, de forma sinérgica con lipopolisacáridos, estimula la 
reparación del epitelio intestinal, facilitando la homeostasis durante la colonización 
intestinal (149). Además, la inducción de los linfocitos Treg intestinales por TGF-β 
también contribuye, de forma indirecta, a la homeostasis intestinal (150). 
 

Estudios recientes llevadas a cabo por Sitarik et al. han demostrado que la 
concentración de TGF-β en leche materna podría explicar, en parte, la variabilidad 
interindividual en la composición de la microbiota intestinal en niños lactantes, 
incrementando su riqueza y diversidad (151). En este sentido, se ha demostrado la 
influencia de TGF-β1 y TGF-β2, presentes en leche materna, en la composición de la 
microbiota intestinal del neonato. Se ha observado que TGF-β2 ejerce una mayor 
influencia en la microbiota que TGF-β1. Así, se ha demostrado que hay una asociación 
entre elevadas concentraciones de TGF-β2 en leche y un incremento en la 
abundancia relativa de determinadas bacterias, incluyendo miembros de las familias 
Streptococcaceae y Ruminococcaceae; y una disminución en miembros de 
Staphylococcaceae. Sin embargo, se desconoce si este efecto es debido únicamente 
a TGF-β o es el resultado conjunto con otros compuestos bioactivos (24).  
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4.1.5. TGF-β en leche materna 
 

Como se ha comentado en apartados anteriores, el TGF-β es una potente citocina 
inmunosupresora presente en leche materna de diversas especies, cuya función es 
la de conferir protección y regular la  respuesta inmunitaria en el recién nacido desde 
su nacimiento hasta el destete (152, 153). La leche humana contiene diversas 
isoformas de TGF-β, siendo TGF-β2 la más abundante y representando el 95% del 
total de esta proteína (154). 
 
En humanos, TGF-β está presente principalmente en calostro y en menor 
concentración en leche madura (155). En ratones, se ha demostrado que la 
concentración de TGF-β1 incrementa durante los primeros 14 días de vida y 
disminuye posteriormente hasta el final de la lactancia (día 21). En esta especie, la 
concentración de TGF-β2 en leche es similar al inicio y al final de la lactancia (108). 
 
En estudios realizados en leche de madres con partos prematuros, se ha demostrado 
que la concentración de TGF-β2 es significativamente superior a la presente en leche 
de madres con partos a término (73).  
 
La presencia de elevadas concentraciones de TGF-β en leche materna representa un 
aporte exógeno -a través de la lactancia- de este factor bioactivo al lactante, en un 
momento en que éste no tiene la capacidad de producirlo en cantidades suficientes 
de forma endógena (155, 156). 
 
Así, el TGF-β presente en leche materna puede ejercer diversas funciones en el 
intestino del lactante, como mantener la homeostasis inmunitaria a nivel intestinal, 
regular la inflamación (efecto antiinflamatorio), promover la producción y el cambio 
de isotipo a IgA, participar en la tolerancia oral e, incluso, influir en la composición 
de la microbiota intestinal del lactante (151, 157, 158). 

 
4.2. FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDÉRMICO (EGF) 
 
El factor de crecimiento epidérmico (EGF, epidermal growth factor) fue descubierto 
por el grupo de investigación de Stanley Cohen en 1962, a partir de extractos de 
glándula submaxilar de ratón, y se demostró que aceleraba la erupción del diente 
incisivo y la apertura del párpado en animales neonatos. Esta sustancia novedosa se 
denominó EGF, ya que tenía la capacidad de estimular la proliferación de las células 
epiteliales (159). 

 
4.2.1. Estructura y síntesis de EGF 
 
EGF es un polipéptido de 6 kDa, compuesto por 53 aa que presenta una estructura 
tridimensional con seis residuos de cisteína que forman tres puentes disulfuro 



INTRODUCCIÓN 
 

39 
 

intramoleculares, los cuales son fundamentales para su efecto y afinidad a sus 
receptores de membrana (160-163) (Figura 13). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 13. Estructura tridimensional del factor de crecimiento epidérmico 
(EGF). Extraída de (161). 

 
Al igual que sucede en otros GF, EGF se produce en forma de un compuesto precursor 
inactivo soluble (Pre-pro-EGF), el cual es activado por proteólisis y secretado al medio 
extracelular (86). El precursor inactivo está constituido por un total de 1207 y 1217 aa 
en humanos y ratones, respectivamente (Figura 14). Los primeros 20-29 aminoácidos 
constituyen el péptido señal, mientras que la parte activa (53 aa) se encuentra 
localizada entre una zona de 950 y 184 aa en humanos y 956 y 188 aa en 
ratones (164). 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 14. Secuencia de la proteína precursora del factor de crecimiento epidérmico 
(Prepro-EGF). Los sitios de corte para liberar EGF activo están marcados con iconos 
de tijera. Aminoácidos (aa), Humanos (Hu), Ratones (Ms). Extraída de (164). 

 
Se ha detectado EGF en una gran variedad de fluidos y secreciones corporales -como 
son la leche, saliva, orina, plasma, fluido intestinal, o fluido amniótico, entre otros-, 
los cuales son producidos y secretados por las glándulas mamarias, glándulas 
submaxilares, riñones, glándulas de Brunner del duodeno y placenta, 
respectivamente (164). En ratones, las glándulas submaxilares son el principal tejido 
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de producción de EGF, mientras que, en humanos y ratas, la producción de EGF en 
glándulas salivares y su concentración en saliva es baja (164). 
 
La presencia de EGF en los fluidos biológicos mencionados indica que se trata de un 
proceso de secreción exocrina (165). Además, EGF es un péptido ácido resistente al 
pH ácido del estómago y a la degradación por enzimas proteolíticos, por lo que llega 
intacto a la luz intestinal (166, 167).  

 
4.2.2. Receptores de EGF 
 
Este factor de crecimiento actúa sobre receptores específicos denominados EGFR 
(epidermal growth factor receptor) (168), también conocidos como ErbB1 o HER1, 
que pertenecen a la gran familia EGFR/ErbB (164). EGFR es una proteína de 170 kDa 
con actividad tirosina quinasa que ha sido identificado mayoritariamente en la 
membrana basolateral de los enterocitos intestinales (168), aunque  también se 
expresa en la superficie de membrana de otros tipos celulares (169). 
 
Se ha observado que este receptor se encuentra expresado en el feto, donde EGF 
cumple un papel importante en la proliferación celular, morfogénesis y 
diferenciación de células epiteliales (170). En algunos estudios in vivo, con ratones, 
se ha observado que existe un incremento en la expresión de EGFR a nivel del epitelio 
intestinal durante los primeros 12 días de lactancia, disminuyendo posteriormente. 
En el momento del destete, su expresión es similar a la de ratones de 60 días de 
edad (108).  

 
4.2.3. Vías de señalización de EGF 
 

EGF ejerce distintas funciones biológicas a través de su unión a receptores 
específicos. Tras su unión al receptor, éste dimeriza, activa la actividad tirosina 
quinasa, inicia la autofosforilización y activa la cascada de señalización intracelular 
(171). EGF puede activar varias vías de señalización como son Ras/Raf/MEK/ERK, 
JAK/STAT, PI3K/AKT/Mtor and PLCγ/PKC (164). Las cascadas de señalización más 
conocidas son la MAPK y la PI3K (Figura 15). 
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Figura 15. Principales vías de señalización de factor de crecimiento epidérmico 
(EGF). Extraída de (172). 

 
 
4.2.4. Funciones biológicas de EGF 
 
EGF es el prototipo de una familia de factores de crecimiento que tienen un papel 
importante en la proliferación, diferenciación y migración de diversos tipos celulares, 
especialmente en células epiteliales (173, 174) (Figura 16). Así, EGF contribuye al 
desarrollo, mantenimiento y reparación del intestino delgado. Diversas 
investigaciones han demostrado su efecto sobre la proliferación de las células 
epiteliales de la mucosa intestinal,  modulación del sistema inmunitario, disminución 
de la apoptosis, mejora de la absorción de nutrientes y de la función de barrera 
intestinal (167). 

 
4.2.4.1. EGF y barrera intestinal 
 

Se ha descrito que, en la etapa uterina, EGF ya es capaz de acelerar la maduración de 
la actividad de enzimas intestinales y de estimular el crecimiento intestinal (165). La 
importancia de EGF se ha demostrado por la observación que los ratones EGFR 
knock-out (EGFR KO) morían prematuramente o en el útero. Además, aquellos 
ratones que sobrevivían tenían un desarrollo anómalo de varios tejidos y padecían 
una enteritis hemorrágica grave similar a la enterocolitis necrotizante (NEC) en 
humanos (175). 
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Figura 16. Efectos del factor de crecimiento epidérmico (EGF) en el desarrollo, 
crecimiento y salud del tracto gastrointestinal. Extraído de (167). 

 
 
Como se ha mencionado, EGF está presente en diversos fluidos (fluido amniótico, 
orina fetal, leche materna, bilis, y saliva), los cuales pueden entrar en contacto 
directo con el intestino en desarrollo. Se ha descrito que EGF ejerce una variedad de 
acciones a nivel intestinal. Concretamente es un factor trófico y citoprotector de los 
enterocitos e interviene activamente en la regulación intestinal. En este sentido, EGF 
mantiene la integridad de la barrera intestinal, lo cual es esencial para la absorción 
de nutrientes y el buen funcionamiento del organismo, tanto en humanos como en 
otras especies (160, 167). 
 

En ensayos in vivo -con ratones- se ha demostrado que EGF tiene un papel 
importante en el desarrollo intestinal, ya que favorece el incremento de longitud de 
las vellosidades intestinales y la profundidad de las criptas. Además, promueve la 
proliferación de los enterocitos y estimula la secreción de enzimas digestivas como 
son tripsina, quimotripsina, fosfatasa alcalina, sucrasa, maltasa y lactasa; las cuales 
favorecen la absorción de nutrientes y el crecimiento de los animales (160). 

 
Además, se ha demostrado que EGF -a través de las cascadas de señalización MAPK 
y PLC/PKC- regula la función de barrera y la expresión de proteínas de unión estrecha 
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(160), tal y como se muestra  en la Figura 17. Además, EGF podría modular la 
expresión de F-actina y G-actina. Por otro lado, y a través de la vía PLC/PKC, EGF 
brinda protección frente a oxidantes; inhibiendo la activación del factor de 
transcripción NF-κB y estabilizando al factor IκBα. Así, EGF favorece la unión de F-
actina y confiere protección a la función de barrera del enterocito (160). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 17. Regulación de la función de barrera intestinal por EGF: vías de 
señalización MAPK y PLC-γ/PKC implicadas. Extraída de (160). 

 
Diversos estudios han mostrado que EGF también es capaz de controlar la 
homeostasis mucosal, favoreciendo la secreción de mucinas y evitando la 
colonización por patógenos (160). Muchas de estas acciones son importantes para la 
adaptación del neonato que pasa de un medio de nutrición intrauterino al 
extrauterino (162, 176), donde EGF puede tener un papel activo en el crecimiento y 
maduración de la mucosa intestinal del neonato (177).  

 
4.2.4.2. EGF y enterocolitis necrotizante 
 

Los neonatos prematuros tienen un intestino más inmaduro en comparación con el 
de bebés nacidos a término; esta mayor inmadurez podría contribuir al desarrollo de 
la NEC (168, 178). Además, los prematuros son tratados frecuentemente con 
antibióticos y, en algunos casos, alimentados con fórmulas infantiles que alteran aún 
más su microbiota intestinal; incrementando la translocación de bacterias patógenas 
(162, 176).  
 
Si bien existe poca información en humanos, se ha descrito una cierta asociación 
entre EGF y NEC. Así, se ha demostrado una menor concentración de EGF en saliva 
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de bebés prematuros con NEC, en comparación con bebés prematuros que no habían 
desarrollado esta enfermedad. Además, se ha observado una correlación positiva 
entre bajos niveles de EGF y mayor grado de prematuridad. Por ello, se considera 
que el contenido de EGF en estos fluidos podría ser un marcador predictivo de NEC 
(135). En este sentido, la suplementación con EGF en la alimentación de los recién 
nacidos prematuros podría ser una estrategia efectiva en la prevención de NEC (167).  
 

Además, se considera que la alimentación del recién nacido con fórmulas infantiles 
incrementa el riesgo de padecer NEC, y en cambio la alimentación con leche materna 
reduce la incidencia de NEC (179). La leche materna y, especialmente el calostro son 
la principal fuente de EGF posnatal; y su concentración es inversamente proporcional 
a la edad gestacional del neonato. Las fórmulas infantiles no contienen EGF, lo cual 
podría explicar por qué no se recomienda la alimentación de bebés prematuros con 
fórmulas infantiles (179, 180). 
 

• Efecto de EGF en la barrera intestinal (NEC) 
 
En la Figura 18, se muestran -de forma gráfica- algunas de las alteraciones 
intestinales que se producen en un modelo experimental de rata con NEC (181). 
Concretamente, la inducción de NEC provoca un incremento de la permeabilidad 
intestinal paracelular, en comparación al grupo control. Además, se observan 
cambios en la morfología de las células goblet, en la producción de mucinas y en la 
composición de proteínas de la unión estrecha (181).  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 18. Alteraciones de la barrera intestinal en la enterocolitis necrotizante (NEC) 
experimental y beneficios de la suplementación con EGF. Extraída de (181). 
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En este modelo experimental, la suplementación con EGF disminuye la 
permeabilidad intestinal paracelular, incrementa la densidad de células goblet, 
incrementa la producción de mucina y normaliza la expresión de algunas de las 
proteínas principales de la unión estrecha (ocludina y claudina-3) en intestino 
delgado (181). 
 

• Efecto de EGF en la respuesta inflamatoria (NEC) 
 
En la NEC existe un desequilibrio entre la respuesta proinflamatoria activa y una 
protección inadecuada antiinflamatoria (182). Concretamente, en un modelo 
experimental de NEC -inducida en rata- se ha observado una elevada expresión de 
citocinas proinflamatorias (IL-18 e IL-12), las cuales se asocian directamente con la 
gravedad de la lesión (182).  
 
Además, se ha observado que los bebés con NEC tienen altos niveles de respuesta 
proinflamatoria con altos niveles del factor activador de plaquetas, TNF-α, IL-18 y 
óxido nítrico (NO) (182). La administración enteral de EGF ha demostrado que 
favorece a una disminución de la citocina IL-18 (proinflamatoria) e incremento de la 
citocina IL-10 (antiinflamatoria) durante NEC experimental (183). 
 

• Efecto de EGF en la apoptosis de enterocitos (NEC)     
 

Se cree que la apoptosis empieza a ocurrir en la etapa fulminante de la enfermedad 
y que es influenciada por EGF. En un modelo de ratas con NEC se ha observado que 
la apoptosis de enterocitos es mediada por el regulador de apoptosis BAX. Así, un 
aumento en la expresión de Bax pro-apoptótico y una expresión reducida de Bcl-2 
anti-apoptótico crea un entorno que favorece la apoptosis. En este sentido, Clark et. 
al. 2005, han demostrado que la suplementación con EGF a ratas con NEC 
experimental, disminuía el regulador BAX e incrementaba los niveles del marcador 
anti-apoptótico Bcl-2, disminuyendo de esta manera la apoptosis (184). Así, parece 
ser que el tratamiento con EGF podría favorecer el equilibrio de genes pro y anti-
apoptopicos, favoreciendo la supervivencia celular (184).  
 
4.2.4.3. EGF y sistema inmunitario 

 

No existen investigaciones actuales que evalúen los efectos de EGF sobre la 
respuesta inmunitaria innata y adaptativa. Únicamente se dispone de un artículo 
publicado por Carpenter y Wahl en 1990, los cuales recopilaron diversos estudios in 
vitro -realizados en células y órganos diversos- y las respuestas fisiológicas tras la 
adición de EGF exógeno (185). A nivel de sistema inmunitario, se demostró en 
diferentes estudios que EGF promueve la capacidad quimiotáctica y fagocítica de 
macrófagos, incrementa la respuesta proliferativa de linfocitos T y la secreción de 
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IFN-γ . Asimismo, EGF ejerce un efecto inhibitorio sobre la actividad 
inmunosupresora de linfocitos  T (185). 

 
4.2.5. EGF en leche materna 

 
EGF es uno de los factores de crecimiento más abundantes en leche humana. Su 
concentración en calostro puede llegar a ser más de 500 veces superior a la de otros 
GF (160). EGF está presente en elevadas concentraciones en el calostro humano 
(200 mg/L) y su concentración decrece durante el período de lactancia (30–50 mg/L, 
en leche madura). También se ha demostrado la presencia de EGF en leche de 
muchas otras especies pero en cantidades menores (186). Además, se ha observado 
que EGF en leche tiene una concentración inversamente proporcional a la edad 
gestacional del recién nacido, es decir, cuanto más prematuro es el lactante, más EGF 
está presente en la leche materna (179). 
 
El factor de crecimiento EGF -presente en leche- es un compuesto bioactivo clave en 
el desarrollo del intestino del lactante y en la prevención de la NEC, especialmente 
en los primeros días de vida (179). A pesar de ello, el papel de EGF sobre el sistema 
inmunitario está poco estudiado; además el EGF está ausente en las fórmulas 
infantiles destinadas a lactantes (167). 

 
4.3. FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS 21 (FGF21) 
 
El factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, fibroblast growth factor), pertenece a 
la súperfamilia de citocinas que agrupa numerosas funciones biológicas como son: el 
crecimiento y diferenciación celular, la angiogénesis, el desarrollo embrionario, la 
cicatrización tisular, así como, la regulación metabólica (187-191). En humanos, se 
han descrito 22 formas de FGF, las cuales han sido divididas en 7 subfamilias de 
acuerdo a su estructura y su mecanismo de acción (190-192). Específicamente FGF21, 
así como FGF19 y FGF23, pertenece a la subfamilia endocrina hFGF que se 
caracterizan por actuar de forma endocrina y regular el metabolismo energético en 
diferentes órganos (192, 193).   
 
El FGF21 fue inicialmente identificado en embriones de ratones y clonado por 
primera vez por el grupo de Nishimura en el año 2000. Sin embargo, su efecto como 
regulador metabólico ha sido identificado en el año 2005 (194). Más tarde, otros 
estudios han demostrado que la expresión de FGF21 se incrementa bajo diferentes 
situaciones de estrés, como el medioambiente, ayuno, obesidad y estrés oxidativo. 
En este sentido, parece ser que FGF21 es un regulador importante para la adaptación 
del cuerpo en respuesta a estresores (195). 
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FGF21 fue categorizado como un factor de crecimiento de fibroblastos debido a su 
estructura, ya que contiene un dominio común y comparte más de un 30% de 
secuencia con otros FGF (196). 

 
4.3.1. Estructura y síntesis de FGF21 
 
FGF21 es una proteína formada por 209 aa con un peso molecular de 
aproximadamente 22,3 kDa (190). FGF21 está formado por un núcleo estructural de 
120 aa, un dominio de 14 aa en la región C-terminal que es de vital importancia para 
la interacción con el coreceptor β-klotho (KLB) y para la activación de FGF21 (197) 
(Figura 19).  
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 19. Estructura del factor de crecimiento de fibroblastos-21 (FGF21). SP 
(señal peptídica N-terminal), FGFR (sitio de unión al receptor), KL (sitio de unión al 
correceptor). Extraída de (190). 

 
FGF21 es una hormona que se expresa predominantemente en hígado. Sin embargo, 
bajo condiciones de estrés como son la malnutrición, exposición al frío y ejercicio, 
otros tipos de tejido como el tejido adiposo blanco y marrón, músculo y páncreas 
también lo pueden secretar (196). 

 
4.3.2. Receptores de FGF21 
 
Se han identificado 5 tipos diferentes de receptores para FGF, denominados FGFR 
(FGFR1-5), FGF21 tiene la capacidad de ejercer sus funciones sobre los receptores 
FGFR 1-4 (193, 198). Estos receptores son glicoproteínas de la superficie celular con 
un tamaño de 55 a 150 kDa (190).  
 
Varios estudios han determinado que FGF21 necesita del coreceptor KLB para activar 
los receptores FGFR1, FGFR3 y FGFR4; además, se conoce que la mayoría de las 
acciones de FGF21 son mediadas a través de los receptores FGFR1 y FGFR3 (190). 
 
KLB es un coreceptor transmembrana de FGF21, que ha sido encontrado en el hígado 
y tejido adiposo pero no en el músculo esquelético (192). La unión de KLB con FGF21 
se realiza en la región C-terminal de FGF21 (198).  
 
Por otro lado, un estudio cuantificó la expresión de los diferentes FGFR en muestras 
de intestino delgado durante el periodo posnatal en ratones y observó que la 
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expresión incrementaba desde el nacimiento al día 14 de vida. Tras este periodo, 
observaron que la expresión de los receptores empezaban a disminuir hasta los 18 
días y que no existían cambios en el período de destete entre los 21 y 60 días (108).  

 
4.3.3. Vías de señalización de FGF21 
 
El mecanismo de señalización de FGF21 es complejo, y como se ha mencionado 
anteriormente requiere de la unión de FGF21 a su coreceptor KLB y a su receptor 
FGFR (Figura 20). Al unirse, forma un complejo receptor estable KLB/FGFR que activa 
la vía de señalización (192, 198). Tras la unión, FGFR dimeriza y se autofosforila en 
los residuos del receptor tirosina para formar un complejo con Grb2/Sos, que es 
capaz de activar ERK y Akt a través de las vías de señalización MAPK y PI3K (198).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 20. Mecanismo de acción de FGF21. ERK (extracellular signal-
regulated kinase), Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2), Sos 
(Son of Sevenless). Extraída de (193). 

 
4.3.4. Funciones de FGF21 
 
La acción de FGF21 no es restrictiva a un solo tejido, ya que no participa en un 
proceso fisiológico único, sino que por el contrario su expresión desencadena varias 
acciones fisiológicas (Figura 21). De hecho, en la última década se ha evaluado la 
acción de FGF21 en diversas funciones fisiológicas, por lo que algunos estudios 
sugieren su potencial  terapéutico en el manejo de enfermedades crónicas como son 
la diabetes, obesidad o artritis entre otros (196). 
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4.3.4.1. FGF21 y metabolismo de la glucosa 
 

Ensayos en animales han demostrado que FGF21 disminuye los niveles de glucosa en 
sangre en animales diabéticos y previene el deterioro del control glucémico en 
ratones deficientes de insulina (Figura 21). Además, se han descrito diversas vías 
bioquímicas por medio de las cuales FGF21 puede regular la glicemia: 1) a través de 
la captación de glucosa en diversos tipos de células grasas, 2) reduciendo los ácidos 
grasos libres y la lipotoxicidad en tejidos, 3) regulando el flujo de glucosa hepático, 
4) disminuyendo el glucagón y, 5) modulando la glucosa y secreción de insulina. Es 
por ello que estas observaciones han aumentado el interés médico de este 
polipéptido como tratamiento para diabetes (188, 196). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 21. Principales órganos diana de FGF21 y sus funciones. Extraída de (194). 

 
4.3.4.2. FGF21 y lipolisis 
 
El ayuno suele acompañarse de una elevada movilización y liberación de ácidos 
grasos libres (FFA) a circulación, debido a que se acelera la lipólisis en los depósitos 
de grasa. En estudios preclínicos en ratón, estos cambios coinciden con un 
incremento de FGF21 en el hígado y a nivel sistémico. Así, FGF21 parece ser un factor 
regulador en el proceso de ayuno, induciendo la lipolisis y favoreciendo la 
comunicación entre el hígado y el tejido adiposo (196). 
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4.3.4.3. FGF21 y función intestinal 
 

En ratones neonatos se ha demostrado que la suplementación oral con FGF21 induce 
la expresión de ciertas hormonas intestinales, como el péptido similar al glucagón 
(GLP1) y el péptido inhibidor gástrico (GIP) y enzimas digestivas como son la lactasa, 
sucrasa, isomerasa y maltasa glucomilasa. Estos resultados han revelado nuevas 
funciones de FGF21 como un factor hormonal que contribuye a la función neonatal 
intestinal a través de su presencia en la leche materna (109). 

 
4.3.4.4. FGF21 en enfermedad inflamatoria crónica 

 
En estudios con ratones se ha demostrado que el tratamiento con FGF21 es efectivo 
aliviando la inflamación por lipopolisacáridos (LPS), se ha demostrado que reprime la 
producción de la citocina inflamatoria IL-1β a través de potenciar la expresión de la 
citocina IL-10 (199). Por otro lado, se ha demostrado en ratones con artritis inducida 
por colágeno,  que el tratamiento con FGF21 mejora la gravedad de la artritis a través 
de la reducción de la respuesta inmunitaria tanto humoral como celular, 
disminuyendo la expresión de proteínas proinflamatorias como son TNF-α, IL-1β, IL-
6, IFN-γ y MMP-3 (200).  
 

En la Figura 22 se presentan los posibles mecanismos de acción de FGF21 mediante 
los cuales modula la gravedad de las enfermedades inflamatorias crónicas. FGF21 
tiene la capacidad de regular la expresión de las citocinas proinflamatorias a través 
de la modulación de NF-κB y  IκBα, mientras que también promueve una acción 
antiinflamatoria directa regulando STAT3 y IL-10 (199).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
     Figura 22. Relación entre FGF21 y  enfermedades crónicas. Extraída de (196).  

 

 
Por un lado, se ha demostrado que el transductor de señal y activador de la 
transcripción 3 (STAT3) es mediador de las principales funciones antiinflamatorias de 
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IL-10 (201) y, por otro lado, el tratamiento de ratones diabéticos con FGF21 ha 
demostrado un incremento de la fosforilación de STAT3 (202). Así, STAT3 parece 
estar favoreciendo las respuestas antiinflamatorias inducidas por el tratamiento con 
FGF21 (199).En humanos, investigaciones recientes han demostrado que pacientes 
con artritis reumatoide tienen elevados niveles de FGF21 en circulación, por lo que 
parece ser que FGF21 podría regular y proteger de la inflamación (203).  

 
4.3.5. FGF21 en leche materna 
 

En el 2015, el grupo de investigación de Gavaldà-Navarro cuantificó por primera vez 
la concentración de FGF21 en leche de humanos y roedores (109). Observaron que 
el FGF21, presente en la leche, no contribuye a los niveles sistémicos de FGF21 y que 
era mayormente retenido en el estómago e intestino de ratones neonatos (109). Así, 
propusieron que FGF21 actuaba localmente en el intestino de ratones neonatos, 
regulando la expresión y actividad de enzimas digestivas y hormonas como GLP-1 
(péptido similar al glucagón tipo 1) y GIP1 (péptido inhibidor de la glucosa 1) (109). 
 
Otro estudio observó una asociación entre el incremento de la expresión de FGF21 
al nacer y la inducción del tejido adiposo marrón conocido como BAT (Brown 
adipocyte tissue), sugiriendo que FGF21 podría tener una función importante en las 
adaptaciones metabólicas del neonato al medio extrauterino (204).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figura 23. Mecanismo de transferencia de FGF21 desde la leche 
materna al intestino del neonato. Extraída de (109). 
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De la misma manera que para otros GF, FGF21 también puede ser transferido desde 
la leche materna al intestino neonatal (Figura 23). Así, en roedores, el porcentaje de 
FGF21 en la sangre de la madre, tras su paso a la glándula mamaria y a la leche, 
parece ser la principal fuente del neonato. En el intestino del ratón recién nacido, 
FGF21 se acopla con sus receptores KLB-FGFR presentes en las células epiteliales y 
promueve la producción de péptidos y de enzimas digestivas (109). 
 
Tras estos estudios en los que se plantea a FGF21 como uno de los factores 
endocrinos presentes en leche materna capaz de contribuir a la maduración del 
sistema gastrointestinal neonatal, al menos en roedores, se abre una nueva línea de 
investigación en este sentido (109). 
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5. PREMATURIDAD Y LECHE MATERNA 
 
La OMS estima que la prematuridad afecta a 15 millones de neonatos cada año. Se 
consideran prematuros aquellos bebés nacidos vivos antes de haber cumplido las 37 
semanas de gestación. Los neonatos nacidos a pretérmino se clasifican en base a su 
edad gestacional en: extremadamente prematuros (EPT, <28 semanas), muy 
prematuros (VPT, 28 a <32 semanas) y prematuros moderados (PT, 32 a <37 
semanas) (205, 206). 

 
5.1. SISTEMA INMUNITARIO DEL NEONATO PREMATURO 
 
Los niños prematuros tienen un SI más inmaduro que los nacidos a término (24). En 
general, los prematuros presentan mayores deficiencias en su SI innato y adaptativo, 
así como también en la interacción entre ambos sistemas (27). 
 

La inmunidad innata en prematuros tiene menor capacidad para responder 
adecuadamente frente a infecciones, en relación a los neonatos nacidos a término. 
Ello se atribuye a deficiencias en determinadas proteínas y péptidos solubles y en la 
respuesta celular frente a las infecciones (24). Estas proteínas y péptidos 
antimicrobianos son secretados por los leucocitos (neutrófilos, monocitos, 
macrófagos y linfocitos), y su producción se correlaciona positivamente con la edad 
gestacional (27). 
 
Todas las vías del sistema del complemento (clásica, alternativa y la vía de las 
lectinas) en neonatos prematuros tiene una menor capacidad para destruir 
patógenos (207). En este sentido, los neonatos prematuros exhiben una menor 
producción de las proteínas C1 y C4 (vía clásica), factor B (vía alternativa) y de la 
proteína de unión a la manosa (vía de las lectinas)  (208, 209). 
 
En relación a la fagocitosis, los prematuros tienen una concentración reducida de 
neutrófilos y monocitos, así como de sus precursores, que afecta la capacidad  del 
neonato para combatir infecciones (210). Ello se atribuye a una presencia menor de 
factores estimulantes de colonias de granulocitos y macrófagos (G-CSF, 
GM-CSF) (211). Por otro lado, los neutrófilos de neonatos prematuros tienen menor 
capacidad de migración hacia los focos de infección, debido a  la baja expresión de 
moléculas de adhesión,  como son la L- y E-selectina (212). Por otra parte, los 
monocitos de prematuros, a pesar de tener una menor capacidad de producir 
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citocinas, presentan una eficiencia en la fagocitosis y destrucción de patógenos 
intracelulares similar a la de los neonatos nacidos a término (213).  
 
Respecto a las APC de prematuros -en comparación con los nacidos a término, éstas 
presentan una menor expresión de las moléculas del MHC- II  y, por tanto, tienen una 
menor capacidad para activar los linfocitos T implicados en la respuesta inmunitaria 
adaptativa (214). 
 
El SI adaptativo de los neonatos prematuros -además de presentar una activación 
deficiente de los linfocitos T- tiene una menor capacidad para secretar citocinas por 
parte de linfocitos Th (fundamentalmente de tipo Th2) y para producir Ig por parte 
de linfocitos B (24, 206). Por otro lado, la transferencia pasiva de IgG materna al feto 
(la cual se produce a partir de las 32 semanas de gestación) se encuentra disminuida 
en los neonatos prematuros, existiendo una relación directa entre los niveles de IgG 
circulantes y su edad gestacional (215) (216).  
 
El sistema intestinal en neonatos prematuros es más inmaduro, en comparación con 
los nacidos a término (Figura 24). En relación a la barrera intestinal, la prematuridad 
comporta una alteración en las TJ del epitelio intestinal y, en consecuencia, una 
mayor permeabilidad intestinal. Además, la capa de moco y la capacidad de 
regeneración celular también se encuentran reducidas. Ésta marcada inmadurez en 
la función de la barrera del epitelio intestinal, conjuntamente con la reducida 
funcionalidad del GALT, son responsables de su elevado riesgo de padecer 
inflamación y lesión intestinal (217).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 24. Alteraciones y consecuencias de la inmadurez de la barrera intestinal y 
del GALT en neonatos prematuros. Extraída de (218). 

 
La composición de la microbiota intestinal de los neonatos prematuros difiere de la 
de los nacidos a término. Los neonatos prematuros presentan un mayor contenido 



INTRODUCCIÓN 
 

55 
 

de bacterias del género Enterococcaceae y Lactobacillus y una menor proporción de 
Streptococcus, Staphylococcus, Bifidobacterium y Bacteroidetes, en comparación con 
los nacidos a término por parto vaginal (219).  Además, los prematuros presentan un 
elevado contenido de bacterias consideradas patógenas, lo cual se atribuye a su 
estancia hospitalaria, exposición a antibióticos, ausencia de lactancia materna y 
alteración en la motilidad intestinal, entre otros factores. Durante el período de 
hospitalización de los prematuros en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales 
(NICU), a causa de la inmadurez de su SI intestinal en conjunción con el tratamiento 
con antibióticos, hay un elevado riesgo de padecer infecciones nosocomiales o la 
colonización intestinal por parte de bacterias como Clostridium difficile (220).  

 
5.2. COMPLICACIONES DE LA PREMATURIDAD 
 
La enterocolitis necrotizante (NEC) es la emergencia gastrointestinal más común en 
recién nacidos prematuros (221). Actualmente, la NEC sigue siendo la principal causa 
de mortalidad en neonatos prematuros, especialmente en aquellos con un peso al 
nacer inferior a 1500 g y en los nacidos antes de las 36 semanas de gestación (222).  
 
La NEC afecta principalmente a nivel intestinal, concretamente las lesiones se 
localizan en el íleon terminal, el ciego y el colon ascendente, y en estas regiones se 
observa hemorragia y necrosis inflamatoria (181, 223). Los principales factores de 
riesgo de padecer la NEC son la prematuridad, la alimentación enteral, la colonización 
bacteriana y la hipoxia intestinal (224). La razón por la cual afecta más a recién 
nacidos prematuros no está del todo definida, si bien podría atribuirse a la  
inmadurez de la barrera mucosal, a la elevada permeabilidad intestinal y a la 
alteración de la respuesta inmunitaria intestinal (222). 
 
Las manifestaciones clínicas de la NEC incluyen la distensión abdominal, eritema de 
la pared abdominal, la presencia de sangre en heces, gangrena intestinal y 
perforación, sepsis y shock (225).  

 
5.3. BENEFICIOS DE LA LACTANCIA MATERNA EN LA 

PREMATURIDAD 
 
Es bien conocido que la alimentación de neonatos prematuros con fórmula infantil 
está asociada con el desarrollo de complicaciones graves como la NEC (226), mientras 
que la lactancia materna le brinda un efecto protector (226). Por este motivo, una 
estrategia clave para prevenir la NEC es la alimentación con leche humana de la 
propia madre o procedente de Bancos de leche (leche de donantes sanas) (68). Sin 
embargo, debido a complicaciones asociadas con el nacimiento prematuro -como 
son la inmadurez de la glándula mamaria y factores sociodemográficos, entre otros- 
muchas madres de prematuros no pueden ofrecer leche humana a sus hijos (68). 
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Como se ha mencionado anteriormente, la concentración de los componentes 
bioactivos de leche humana materna sufre variaciones durante el período de 
lactancia. También se ha demostrado que la prematuridad y concretamente la edad 
gestacional del neonato influye en el contenido de algunos componentes bioactivos 
presentes en la leche materna, lo cual constituye un  proceso adaptativo favorable 
para el neonato prematuro (73).  
 

A continuación, en la Tabla 4 se incluyen los factores bioactivos -con efectos 
beneficiosos sobre el SI del lactante- cuya concentración se modifica en la leche de 
madres con parto prematuro, en comparación con la de madres con parto a término.   

 
Tabla 4. Variaciones asociadas a la prematuridad de componentes bioactivos de leche 
humana con efectos beneficiosos sobre el sistema inmunitario.  Adaptado de (67). 
 

Componentes bioactivos Leche humana VPT vs. T Leche humana PT vs. T 

Proteínas 

Lactoferrina VPT < T PT = T 
Lisozima VPT > T  
Lactadherina VPT < T  
Defensina-α  PT > T 

Componentes 
celulares 

Macrófagos VPT > T (calostro) PT = T 
Neutrófilos  PT > T 

Inmunoglobulinas sIgA VPT > T PT > T 

Citocinas 

IL-2  PT > T (calostro) 
IL-6  PT< T 
IL-8 VPT < T PT = T 
IL-10 VPT > T  
TNF-α VPT < T PT = T 

Quimiocinas y 
otros factores 
solubles 

CXCR-1  PT > T 
sCD14  PT > T 
TNF-RI VPT < T  
G-CSF  PT< T 
MCP-1  PT < T  (leche madura) 

Factores de 
crecimiento 

TGF-β  VPT > T PT > T 
EGF VPT > T PT > T 

Oligosacáridos 
HMO  PT > T 
GM3  PT< T 
GD3  PT > T 

Otros factores 
inmunes 

LC-PUFA  PT > T 
Nucleótidos 
(AMP y 
hipoxano) 

 
PT < T 

VPT: muy prematuro (28 a >32 semanas), PT: prematuro moderado tardío (32 a <37 semanas), T: neonatos a término: 
40 semanas de gestación, sIgA: Inmunoglobulina A secretora, IL: interleucina, TNF: factor de necrosis tumoral, CXCR: 
receptor de quimiocina, sCD14: CD14 soluble, TNF-RI: Receptor 1 del factor de necrosis tumoral,  G-CSF: factor 
estimulante de colonias de granulocitos, MCP-1: proteína quimioatrayente de monocitos 1, TGF: Factor de 
crecimiento transformante, EGF: Factor de crecimiento epidérmico, HMO: oligosacáridos presentes en leche 
materna, LC-PUFA: ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga, AMP: adenosín monofosfato. 
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Los componentes bioactivos de la leche humana brindan al neonato prematuro 
múltiples factores de protección frente a la NEC (Figura 25).  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 25. Beneficios de la lactancia materna en neonatos prematuros y 
prevención de la enterocolitis necrotizante (NEC). Extraída de (218). 

 
Concretamente, la leche de madres de prematuros presenta elevadas 
concentraciones de componentes bioactivos con acción antiinfecciosa, 
inmunomoduladora y antiinflamatoria; así como factores que promueven el 
desarrollo y colonización bacteriana del intestino (227-230). Así, la alimentación con 
leche humana revierte varias de las afectaciones que padecen los neonatos 
prematuros, mejorando la motilidad intestinal, favoreciendo el cambio de la 
microbiota intestinal a favor de especies bacterianas no patogénicas y disminuyendo 
la permeabilidad intestinal (221, 231).  
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El sistema inmunitario inicia su desarrollo durante la gestación y continúa durante la 
etapa postnatal, de forma que el neonato nace con un sistema inmunitario que no es 
completamente funcional. Debido a esta inmadurez en su capacidad defensiva, los 
neonatos presentan una respuesta limitada frente a patógenos y, por tanto, un mayor 
riesgo de padecer procesos infecciosos. En este sentido, los recién nacidos prematuros 
tiene una inmadurez más pronunciada y un desarrollo más lento tanto del sistema 
inmunitario, así como de la función de barrera intestinal que es la encargada de 
impedir el paso de agentes externos. En cualquier caso, la maduración progresiva del 
sistema inmunitario neonatal permite que, pasados ciertos años de vida, su capacidad 
de respuesta se vaya asemejando a la del adulto. 
 
En este periodo postnatal, durante el cual el sistema inmunitario está en fase de 
desarrollo, es cuando el aporte de ciertos componentes de la leche materna ejerce un 
papel clave. Así, la leche materna no sólo presenta componentes nutricionales, sino 
que provee al lactante de una amplia variedad de factores bioactivos con propiedades 
inmunomoduladoras.  
 
Entre estos factores, se encuentran citocinas promotoras de tolerancia -como el factor 
de crecimiento transformante-β2 (TGF-β2)-, factores de crecimiento -como el factor 
de crecimiento epidérmico (EGF), u otros factores reguladores de diversos procesos 
metabólicos del neonato -como el recientemente hallado en leche materna, el factor 
de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21). Sin embargo, a pesar de que estos factores 
presentan múltiples funciones descritas en el adulto, se dispone de poca información 
en edades tempranas. 

 
En base a estos antecedentes, la hipótesis que se plantea en la presente tesis es que 
factores bioactivos de leche materna, como TGF-β2, EGF y FGF21, pueden 
desempeñar un papel clave en el desarrollo del sistema inmunitario neonatal. 

 
En base a esta hipótesis, el objetivo general de la tesis ha consistido en: 
 

Establecer el impacto de una suplementación dietética con TGF-β2, EGF y FGF21, en 
la maduración de la barrera intestinal, del sistema inmunitario intestinal y del 
sistema inmunitario sistémico en ratas lactantes nacidas a término y pretérmino. 
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Para lograr este objetivo general, se han propuesto los siguientes objetivos 
específicos: 
 

1. Evaluar el efecto inmunomodulador de la suplementación con TGF-β2, EGF y 
FGF21 en ratas lactantes nacidas a término. 

 

− Establecer el impacto de la suplementación con TGF-β2, EGF y FGF21 en la 
función de barrera epitelial y el sistema inmunitario intestinal. 

 

Los resultados obtenidos de este objetivo forman parte de las siguientes 
publicaciones: 

• Artículo 1: TGF-β2, EGF, and FGF21 growth factors present in breast milk 
promote mesenteric lymph node lymphocytes maturation in suckling rats.  
Nutrients, 2018; 10: E1171. 

 
 

• Artículo 2: Effect of TGF-β2, EGF and FGF21 supplementation on the 
suckling rat intestinal maturation (manuscrito que será enviado a la 
revista Cells).   

− Determinar la influencia de la suplementación con TGF-β2, EGF y FGF21 sobre 
el sistema inmunitario sistémico. 

Los resultados obtenidos de este objetivo constituyen la siguiente publicación: 

• Artículo 3: Modulation of the systemic immune response in suckling rats 
by breast milk TGF-β2, EGF and FGF21 supplementation. British Journal of 
Nutrition (en revision). 

 

2. Evaluar el efecto inmunomodulador de la suplementación con EGF en ratas 
lactantes nacidas a pretérmino. 

 

− Establecer la influencia de la suplementación con EGF en la función de barrera 
intestinal y el sistema inmunitario intestinal y sistémico. 

 

Los resultados obtenidos de este objetivo han dado lugar a la publicación: 

• Artículo 4: Leptin and EGF supplementation enhance the immune system 
maturation in preterm suckling rats. Nutrients, 2019; 11: E2380.  
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Los resultados del presente artículo han estado presentados en las siguientes 
comunicaciones: 

• Growth factors supplementation influences the intestinal lymphocyte 
functionality in suckling rats. Torres-Castro, P; Grases-Pintó, B; Abril-Gil, M; 
Castell, M; Pérez-Cano, F.J; Franch, À. 10th Anniversary International 
Symposium on Immunonutrition (Madrid), julio 2017. Publicación: Ann Nutr 
Metab, 2017; 71: 31–79 (doi: 10.1159/000478672). 

• The supplementation of TGF-β2, EGF or FGF21 in suckling rats influences 
mesenteric lymph node cell composition. Torres-Castro, P; Grases-Pintó, B; 
Abril-Gil, M; Castell, M; Pérez-Cano, F.J; Franch, À. XI Congrés de la Societat 
Catalana d'Immunologia (Barcelona), Noviembre 2017. 
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RESUMEN 
 

Objetivo: Evaluar la influencia de determinados factores de crecimiento presentes en 
la leche materna -como el factor de crecimiento transformante-β2 (TGF-β2), factor de 
crecimiento epidérmico (EGF) y factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21), 
sobre el desarrollo de la respuesta inmunitaria intestinal inductora. 

Material y métodos: Las ratas Wistar se suplementaron diariamente con TGF-β2, EGF 
o FGF21, durante todo el período de lactancia. Los días 14 y 21 de vida, los linfocitos 
de ganglios linfáticos mesentéricos (GLM) se aislaron, se determinó su fenotipo 
celular, así como su funcionalidad linfocitaria -capacidad de proliferar y secretar 
citocinas frente a una estimulación con mitógeno-.  

Resultados: La suplementación con TGF-β2, EGF o FGF21 modificó la composición de 
linfocitos en GLM. Concretamente, a día 14, todos los suplementos administrados 
disminuyeron el porcentaje de linfocitos natural killer (NK) con fenotipo inmaduro 
(CD8+), y redujeron la relación CD8αα/CD8αβ a día 21. Además, el patrón de citocinas 
fue modificado por los tres suplementos nutricionales, siendo la secreción de 
interleucina (IL)-13 inferior a la del grupo referencia. 

Conclusión: La suplementación diaria con estos factores de crecimiento, durante el 
período de lactancia, favorecen la maduración de los linfocitos de GLM durante el 
periodo neonatal. 
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RESUMEN 
 

Objetivo: Determinar el efecto de la suplementación con el factor de crecimiento 
transformante-β2 (TGF-β2), factor de crecimiento epidérmico (EGF) y factor de 
crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21) -componentes bioactivos presentes en leche 
materna- sobre la maduración de la función de barrera intestinal y del sistema 
inmunitario intestinal efector de ratas lactantes.  

Material y métodos: Para ello se suplementaron diariamente ratas Wistar con TGF-β2, 
EGF o FGF21 durante el período de lactancia. Se evaluó la funcionalidad de la barrera 
epitelial intestinal -mediante un ensayo de permeabilidad in vivo- y se realizó un 
estudio histomorfométrico e inmunohistoquímica intestinal. Además, se determinó la 
expresión génica de proteínas intestinales asociadas a uniones estrechas, mucinas, 
receptores tipo toll (TLR), entre otros. Finalmente, también se estableció el efecto de 
los suplementos administrados sobre la composición de linfocitos intraepiteliales (IEL). 

Resultados: Se demostró que el período comprendido entre 10 y 14 días de vida era 
óptimo para realizar estudios de la función de barrera intestinal en ratas lactantes. 
Ninguno de los factores bioactivos ensayados mostró un efecto significativo sobre el 
desarrollo de la función de barrera. Sin embargo, todos ellos fueron capaces de 
modular la expresión génica de moléculas intestinales y promover una mayor 
maduración de los IEL, según demuestran los cambios fenotípicos observados; como, 
por ejemplo, la relación CD8αα/CD8αβ. Los componentes bioactivos EGF y FGF21 
fueron los que mostraron mayor actividad. 

Conclusión: La suplementación diaria con TGF-β2, EGF y FGF21 modula parcialmente 
la maduración de la función de barrera intestinal y promueve el desarrollo de los IEL 
intestinales durante el período neonatal. 
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Los resultados del presente artículo han estado presentados en las siguientes 
comunicaciones a congresos: 

• Effect of growth factors supplementation on the antibody immune response in 
suckling rats. Torres-Castro, P; Grases-Pintó, B; Rodríguez-Lagunas, M.J; 
Castell, M; Pérez-Cano, F.J; Franch, À. Xè Congrés de la Societat Catalana 
d'Immunologia (Barcelona), noviembre 2016. 

• Functionality of spleen lymphocytes from suckling rats is modulated by breast 
milk growth factors. Torres-Castro, P; Grases-Pintó, B; Abril-Gil, M; Castell, M; 
Pérez-Cano, F.J; Franch, À. XI International Conference on Immunonutrition 
(Londres), septiembre 2018. Publicación: Ann Nutr Metab, 2017; 71: 31–79. 
(doi: 10.1159/000478672). 

• Spleen lymphocytes cell composition is modulated by breast milk growth 
factors. Torres-Castro, P; Grases-Pintó, B; Abril-Gil, M; Castell, M; Pérez-Cano, 
F.J; Franch, À.  XII Congrés de la Societat Catalana d'Immunologia (Barcelona), 
noviembre 2018.
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RESUMEN 
 

Objetivo: Determinar si la suplementación con el factor de crecimiento 
transformante-β2 (TGF-β2), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de 
crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21) -compuestos presentes en la leche materna-  
promueve la maduración del sistema inmunitario sistémico de ratas lactantes.  

Material y métodos: Se suplementaron ratas Wistar recién nacidas, diariamente, con 
los factores de crecimiento mencionados, mediante una sonda oral durante todo el 
período de lactancia (21 días de vida). Los días 14 y 21 de vida, se obtuvo plasma para 
la cuantificación de inmunoglobulinas (Ig) y se aislaron linfocitos esplénicos, con el fin 
de determinar su fenotipo celular y su funcionalidad linfocitaria -capacidad 
proliferativa y secreción de citocinas- tras ser estimulados. 

Resultados: La suplementación con estos factores bioactivos ejerce una función clave 
en el desarrollo del sistema inmunitario sistémico. A los 14 días de vida, se observó 
que el suplemento con EGF es capaz de incrementar la proporción de linfocitos B a 
valores correspondientes a animales de 21 días de edad. Al final del período de 
lactancia (día 21), los tres factores de crecimiento aumentaron la concentración 
plasmática de los isotipos IgG1 e IgG2a (asociados a una respuesta de tipo Th2) 
Además, el suplemento con FGF21 logró equilibrar el patrón de citocinas Th1/Th2. 
Finalmente, la administración de EGF y FGF21 modificó la composición de linfocitos en 
tejido esplénico. 

Conclusión: La suplementación diaria con estos factores bioactivos de leche materna, 
principalmente EGF y FGF21, ejerce una función moduladora de la respuesta 
inmunitaria sistémica en las primeras etapas de vida. 
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“Leptin and EGF supplementation enhance the immune system 
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Los resultados del presente artículo han estado presentados en las siguientes 
comunicaciones: 

• Epidermal growth factor promotes the intestinal barrier maturation of preterm 
rats. Torres-Castro, P; Duran-Castells, C; Marín-Morote, L; Abril-Gil, M; Pérez-
Cano, F.J; Franch, À. XI ISIN London Conference on Immunonutrition (Londres), 
septiembre 2018. 

• Immune system development in a rat model of prematurity for 
immunonutrition studies. Torres-Castro, P; Grases-Pintó, B; Abril-Gil, M; 
Castell, M; Pérez-Cano, F.J; Franch, À. IV Workshop anual INSA-UB: Ciència i 
propietats del cava i el vi (Santa Coloma de Gramenet), noviembre 2018. 

• Enhancement of intestinal epithelial barrier maturation in preterm rats by 
leptin and epidermal growth factor. Grases-Pintó, B; Torres-Castro, P; Marín-
Morote, L; Abril-Gil, M; Rodríguez-Lagunas, M.J; Castell, M; Pérez-Cano, F.J; 
Franch, À. XIII Congrés de la Societat Catalana d'Immunologia (Barcelona), 
noviembre 2019. 
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RESUMEN 
 

Objetivo: Determinar si la suplementación nutricional con el factor de crecimiento 
epidérmico (EGF), durante el periodo de lactancia, es capaz de promover la 
maduración del sistema inmunitario sistémico e intestinal en condiciones de 
prematuridad.  

Material y métodos: Para ello, ratas Wistar prematuras -obtenidas mediante una 
cesárea un día antes al parto natural- recibieron un suplemento diario con EGF 
mediante una sonda oral, durante los primeros 17 días de vida. Además del grupo 
suplementado -objeto de estudio-, también se dispuso de un grupo de animales 
referencia nacidos a término y un segundo grupo nacido a pretérmino, los cuales 
recibieron vehículo. A lo largo del estudio se registró el peso corporal. El día 10 
postnatal, se determinó el hemograma y la actividad fagocítica de leucocitos 
sanguíneos. Este mismo día, se evaluó la expresión génica intestinal, la permeabilidad 
intestinal y se realizó un estudio histomorfométrico del intestino delgado. A tiempo 
final (día 17), se determinó la composición de linfocitos de ganglios linfáticos 
mesentéricos (GLM) y de bazo. Finalmente, los días 10 y 17 se determinó el patrón de 
inmunoglobulinas (Ig) plasmáticas. 

Resultados: Las ratas prematuras mostraron ciertas deficiencias, en comparación con 
las nacidas a término. Se demostró un bajo peso corporal, un recuento de eritrocitos 
inferior, menor concentración de IgG e IgM en plasma y una disminución del 
porcentaje de linfocitos B. También se demostró la presencia de una mayor proporción 
de linfocitos Th y Tc TCRαβ+ en GLM, así como también una mayor permeabilidad 
intestinal. Cabe destacar que la suplementación dietética con EGF durante 17 días fue 
capaz de revertir algunas de estas deficiencias y promover el desarrollo del sistema 
inmunitario de los animales prematuros. 

Conclusión: Los resultados obtenidos sugieren que el factor de crecimiento 
epidérmico (EGF) promueve la maduración del sistema inmunitario sistémico e 
intestinal en condiciones de prematuridad. 
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Al nacer, el neonato pasa de un medio prácticamente estéril -en el útero- a un medio 
externo donde se expone a un elevado número de microorganismos, proteínas y 
productos químicos con los que nunca había contactado anteriormente (16). En esta 
etapa, la respuesta inmunitaria neonatal es limitada, menos competente y 
funcionalmente deficiente con respecto a adultos, tanto en humanos como en 
animales (7, 232).  Así, se conoce que los neonatos tienen una respuesta inmunitaria 
innata y adaptativa inmadura (20) y que esta situación es aún más evidente en 
neonatos prematuros (24). 
 
Los primeros días de vida, el neonato se beneficia de un sistema inmunitario (SI) 
maternoinfantil "híbrido", en que los factores maternos tienen una función 
importante en la defensa inmunitaria, así como, en el desarrollo de la inmunidad 
adaptativa del neonato (233). En este sentido, el desarrollo del SI es conducido, entre 
otros factores, por componentes bioactivos de la leche materna (7). Algunos de éstos,  
como son el factor de crecimiento transformante-β2 (TGF-β2) y el factor de 
crecimiento epidérmico (EGF), regulan la respuesta inmunitaria neonatal en primeras 
etapas de vida y ofrecen protección frente a procesos de infección/inflamación de la 
mucosa intestinal (177). Así, se conoce que TGF-β2 favorece la tolerancia oral (152), 
mientras que EGF está implicado en la prevención de la enterocolitis necrotizante 
(NEC), que es la enfermedad gastrointestinal más común en recién nacidos 
prematuros (183, 234). Además, en estudios previos de nuestro grupo de investigación 
se cuantificó y comparó la concentración de diferentes componentes bioactivos en 
leche humana -entre ellos, TGF-β2 y EGF- de madres con parto a término y a 
pretérmino, correspondiente a diferentes fases de lactación (calostro, leche de 
transición y madura) (73). Los resultados mostraron que la concentración de TGF-β2 y 
EGF era mayor en calostro que en leche de transición y madura. Además, su contenido 
era superior en leche de madres de niños prematuros, en relación a los nacidos a 
término (73). Este hecho sugirió la implicación de estos dos factores bioactivos en el 
proceso de maduración fisiológica de los neonatos y, especialmente, en aquellos 
nacidos en condiciones de prematuridad; en los cuales un mayor aporte de TGF-β2 y 
EGF a través de leche materna podría representar un mecanismo de compensación en 
situaciones de inmadurez extrema.  
 
Por otra parte, el factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21) ha sido 
ampliamente estudiado en la última década por su implicación en la regulación de la 
homeostasis energética (196). Investigaciones recientes han mostrado que también 
está presente en leche materna (109). Este descubrimiento ha abierto una nueva 
puerta de investigación, revelando que FGF21 podría cumplir funciones como factor 
hormonal que contribuye a la función intestinal del neonato (109). Actualmente la 
información de que se dispone es escasa, si bien se ha descrito que uno de los efectos 
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que ejerce FGF21 en el neonato es la inducción del tejido adiposo marrón, como parte 
del proceso de adaptación del neonato al medio extrauterino (109). 
 
En general, pocos estudios han evaluado el efecto de estos factores bioactivos 
presentes en leche materna sobre el SI de animales sanos, lo cual ha motivado a   
estudiar la influencia de la suplementación con TGF-β2, EGF y FGF21 sobre el SI de 
ratas lactantes nacidas a término y a pretérmino, objetivo de esta tesis.  
 
Estudios previos del grupo de investigación, han caracterizado el patrón de desarrollo 
fenotípico y funcional de los linfocitos en ratas nacidas a término, tanto del SI 
sistémico como intestinal, desde el nacimiento, durante el período de lactancia y tras 
el destete (232, 235, 236). Se ha evidenciado que el SI de ratas se desarrolla 
progresivamente durante las primeras 3 semanas de vida y que una semana después 
del destete su patrón aún no es similar al de rata adulta (236). Así, el uso de rata 
neonata constituye un modelo muy útil para el estudio del desarrollo del SI, ya que el 
periodo de gestación es muy limitado (21 días) y comporta que estos animales nazcan 
con un sistema defensivo muy inmaduro y, por tanto, óptimo para poder estudiar el 
impacto de diversos tipos de intervención con el objetivo de modificarlo. 
Concretamente, esta tesis está dividida en dos partes, en la primera parte se ha 
utilizado el modelo de ratas nacidas a término, y en la segunda parte se ha usado un 
modelo de ratas prematuras.  
 
Así, en la primera parte de la tesis se evaluó la capacidad inmunomoduladora de 
TGF-β2, EGF y FGF21 sobre el desarrollo del SI durante el período de lactancia 
(Artículos 1, 2 y 3).  
 
Para realizar este estudio se utilizaron ratas Wistar nacidas a término. Desde el día 1 
hasta los 21 días de vida, los animales lactantes recibieron diariamente por vía oral el 
suplemento correspondiente. El grupo REF recibió únicamente el vehículo de 
administración del suplemento (PBS con 0,1% de albumina sérica bovina o BSA). El 
grupo TGF-β2 recibió una dosis de 35 μg/kg/día, dosis que fue calculada en base a la 
concentración de TGF-β2 presente en leche de rata y el consumo aproximado de leche 
que toman las crías entre los 4-14 días de edad (237). La dosis de EGF fue de 100 
μg/kg/día, la misma que ha demostrado ser efectiva como tratamiento en un modelo 
de rata con NEC (238). Finalmente, la dosis de FGF21 fue de 5 μg/kg/día, la cual fue 
establecida en base a la concentración de TGF-β2 y FGF21 presente en leche materna 
de rata; así, se estableció que por 1 unidad de FGF21 hay aproximadamente 10 
unidades de TGF-β2 (cociente 1:10) (109, 237). 
 
Una de las limitaciones de este trabajo fue el no cuantificar en sangre los niveles 
endógenos, así como la absorción intestinal de los compuestos administrados TGF-β2, 
EGF y FGF21. Ahora bien, por una parte, se conoce que TGF-β2, EGF y FGF21 están 
presentes en leche materna y que disminuyen durante el período de lactancia, 
cubriendo la falta de síntesis propia del neonato durante los primeros días de vida 
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(108). Por otra parte, se ha descrito que el intestino delgado maduro tiene la capacidad 
de sintetizar los factores de crecimiento (GF) necesarios para el normal crecimiento 
intestinal y reparación mucosal (108, 239), como por ejemplo TGF-β (127), EGF (129), 
factor de crecimiento similar a la insulina I (IGF-I) (239, 240), factor de crecimiento 
queratinocítico (KGF) (239) y péptido similar al glucagón-2 (GLP-2) (239). Además, 
algunos estudios han demostrado que la administración oral de roedores con TGF-β  y  
EGF comporta un incremento de su concentración sanguínea (241, 234).  Por tanto, 
estos estudios confirman la absorción intestinal de ambos compuestos (TGF-β2 y EGF). 
Sin embargo, en el caso de FGF21 se ha descrito en ratones que su aporte a través de 
la leche materna no incrementa su concentración plasmática (109), lo que sugiere que 
su efecto fisiológico se desarrolla a nivel intestinal.  
 
Los resultados de esta primera parte están recogidos en los Artículos 1, 2 y 3. Con 
respecto al crecimiento, la suplementación diaria con TGF-β2, EGF o FGF21 -desde el 
nacimiento y durante todo el período de lactancia- no ha modificado el peso corporal 
de las crías, el índice de masa corporal (IMC), ni el índice de Lee (Artículo 1). Estos 
resultados fueron similares a otras investigaciones, en que ratas que recibieron TGF-
β2 (118) o EGF (163, 242) durante las dos primeras semanas de vida, no mostraron 
cambios en su peso corporal. De forma similar, un estudio ha demostrado que ratones 
KO-FGF21, en comparación con ratones de tipo salvaje (WT), no tenían un peso 
corporal diferente (243); sin embargo, su actividad fisiológica como factor regulador 
de peso sigue siendo motivo de discusión (196). En general, podría sugerirse que los 
GF en estudio -en las condiciones experimentales de estudio- no tienen un papel clave 
en el crecimiento corporal de los neonatos. 
 
Otra de las variables estudiada de desarrollo corporal ha sido el peso de órganos: bazo, 
timo e hígado (Artículo 2). Al igual que en el peso corporal, la suplementación con los 
GF de estudio (TGF-β2, EGF o FGF21) no ha modificado el peso de estos órganos. De 
forma contraria a nuestros resultados, Sakaguchi et al. ha descrito que el crecimiento 
y desarrollo del timo  se correlaciona con el consumo de leche materna y su contenido 
en TGF-β (153). Sin embargo, en otros estudios se ha observado que la dosis de 
suplementación de TGF-β2 no ha modificado el peso del timo. Por otro lado, de forma 
similar a nuestros resultados, un estudio ha demostrado que la administración oral de 
EGF (40 mg/kg/día) no tiene efecto en el peso del hígado de conejos (244). Así mismo, 
un estudio con ratones FGF21 KO de 4 semanas de edad ha mostrado un peso similar 
de su timo y bazo respecto a los ratones WT (189). Por tanto, parece ser que FGF21 no 
tendría un efecto significativo en el peso de estos órganos. Estos resultados sugieren 
que los componentes bioactivos de leche materna estudiados -bajo las condiciones 
usadas- no ejercen una acción trófica significativa en los órganos de estudio (bazo, 
timo y hígado) durante el período de lactancia; de forma similar a lo descrito para el 
peso corporal. 
 
La longitud y peso intestinal se utilizan como herramientas para evaluar el impacto 
primario de un nutriente sobre la maduración del intestino delgado de ratas (236). La 
suplementación con los GF de estudio no afectó estas variables (Artículo 1). Sin 
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embargo, se ha descrito en ratas lactantes que la administración de EGF (100 µg/kg) -
por vía intraperitoneal (i.p.), durante solo dos días- incrementa el peso del estómago 
u del intestino (163). Además, se ha demostrado en ratas neonatas -que recibieron 
EGF, por vía oral, a través de fórmula en concentraciones que exceden las 
concentraciones fisiológicas de EGF presente en leche de roedores- mejoran el 
crecimiento intestinal (peso y longitud) (166). Así, de acuerdo con nuestros resultados, 
parece ser que se requeriría una dosis más elevada de estos compuestos para lograr 
modificaciones del crecimiento intestinal. 
 
A pesar de no existir impacto en el crecimiento corporal e intestinal con ninguno de 
los GF, el objetivo principal de esta tesis se ha centrado en estudiar los efectos de 
TGF-β2, EGF y FGF21 en la respuesta inmunitaria en desarrollo. Por ello se procedió a 
evaluar la influencia de cada factor en diferentes variables indicadoras de maduración. 
Por un lado, se ha determinado en muestras sanguíneas la permeabilidad intestinal y 
se han cuantificado las diferentes subclases de Ig plasmáticas. A partir de muestras de 
intestino delgado, se cuantificaron las Ig intestinales, se analizó su estructura intestinal 
y cuantificó determinadas proteínas de unión estrecha, así como la expresión génica 
de marcadores de función inmunitaria intestinal. Además, a partir del intestino 
delgado proximal se aislaron los linfocitos intraepiteliales (IEL), así como también 
linfocitos de ganglios linfáticos mesentéricos (GLM) y de bazo, para establecer su 
fenotipo linfocitario y funcionalidad. Todas estas variables han permitido establecer el 
efecto de estos factores sobre la función de barrera epitelial y sobre el SI intestinal -
inductor y efector- y sistémico. 
 
A continuación, se discuten los efectos de la suplementación con TGF-β2, EGF y FGF21 
en el SI de rata lactantes nacidas a término. El análisis se ha realizado para cada uno 
de los GF de manera separada. En primer lugar, se comentan los resultados 
correspondientes al grupo suplementado con TGF-β2, seguido por los resultados del 
grupo EGF y, finalmente, se discuten los resultados correspondientes al grupo 
suplementado con FGF21. 
 
El factor de crecimiento transformante-β (TGF-β) es un factor de crecimiento 
multifuncional (112). Al actuar principalmente como citocina tiene un amplio rango de 
actividades biológicas y, entre ellas, ejerce una función importante en la proliferación 
y diferenciación celular (245). A nivel del SI, TGF-β actúa como un interruptor celular 
para regular la función inmunitaria, de manera que se ha demostrado que TGF-β 
promueve la producción de IgA, por parte linfocitos B (120, 152). Además, la función 
principal de TGF-β en el SI es mantener la tolerancia oral mediante la regulación de la 
proliferación, diferenciación y supervivencia de los linfocitos (132, 245). 
 

En nuestro estudio, a nivel sistémico, se determinó la concentración de IgG, IgM e IgA 
en plasma. La suplementación con TGF-β2 no modificó la concentración de estas Ig 
(Artículo 3), siendo su concentración similar a la descrita en ratas lactantes por 
nuestro grupo de investigación en estudios previos (246). Además, se determinó la 
concentración de isotipos de IgG, concretamente IgG1 e IgG2a asociadas a una 
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respuesta Th1 y  IgG2b e IgG2c, asociadas a una respuesta Th2 en roedores (247, 248). 
El estudio de isotipos permite evaluar el perfil de respuesta Th1/Th2. La 
suplementación con TGF-β2 incrementó la concentración de los isotipos asociados a 
una respuesta Th2 (IgG1 e IgG2a), lo que provocó una disminución en la proporción 
Th1/Th2 (Artículo 3). Contrario a nuestros resultados, Penttilla et al. mostraron que 
ratas que recibieron fórmula suplementada con TGF-β2 (100 ng/mL) presentaban una 
disminución de la concentración de la IgG1 (Th2) (249). Los autores concluyeron que -
durante el período de lactancia- la suplementación con TGF-β2 favorece una respuesta 
Th1 (249), lo cual no concuerda con los resultados del presente estudio. De hecho, 
nuestros resultados sugiren que TGF-β2 participa en la potenciación de la respuesta 
Th2, necesaria en estas primeras etapas de vida y que será substituida por un mayor 
predominio de la respuesta Th1 a medida que la concentración de éste, y otros 
factores promotores, disminuya en leche materna. 
 
Con respecto a la respuesta inmunitaria humoral intestinal, la IgA es escasamente 
producida por el SI mucosal del neonato (7, 152). TGF-β1 y TGF-β2, factores presentes 
en la leche de mamíferos, tienen la capacidad de estimular la síntesis de IgA mucosal 
(152, 153). Así, TGF-β -en sinergia con IL-10- promueve la producción de IgA y la 
inducción de tolerancia oral (152). Sin embargo, nuestros resultados no mostraron 
cambios significativos en el contenido intestinal de IgA o IgM de ratas lactantes con la 
suplementación de TGF-β2. Este resultado podría ser debido a que la leche materna 
contiene elevada concentración de IgA e IgM, que son transferidas a las crías para 
cubrir la deficiencia de los primeros días, hecho que enmascara la cuantificación de la 
producción endógena. Por esta razón, la evaluación de IgA e IgM intestinal -a nivel de 
proteína- no permite analizar de forma adecuada los efectos derivados 
exclusivamente del neonato. En estudios futuros, debería cuantificarse la expresión 
génica de elementos de respuesta humoral para poder descartar la influencia materna 
en estas determinaciones. 
 

Con la finalidad de evaluar la funcionalidad -tanto de los linfocitos esplénicos como 
intestinales- se evaluó su respuesta proliferativa inespecífica y su capacidad de 
secretar citocinas, tras la estimulación con mitógeno (anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28) mediante un ensayo “in vitro” (Artículos 1 y 3). 
 

En relación a la capacidad proliferativa, la suplementación con TGF-β2 no influyó sobre 
la respuesta proliferativa de linfocitos esplénicos ni de linfocitos procedentes de GLM 
(Artículos 1 y 3). De forma contraria a este resultado, se ha demostrado en ratas 
lactantes que la administración de una fórmula de suero de leche enriquecida con 
TGF-β disminuye la respuesta proliferativa de linfocitos de GLM (152). Así pues, el 
papel del TGF-β2 en esta función debe ser abordado de nuevo en futuros 
experimentos para clarificar su participación en este proceso. 
 
Del mismo ensayo se obtuvieron sobrenadantes, en los cuales se cuantificó la 
concentración de citocinas secretadas, otra variable que permite evaluar el perfil de 
respuesta Th1/Th2. La suplementación con TGF-β2 no modificó la secreción de 
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citocinas por parte de linfocitos esplénicos (Artículo 3). A diferencia de nuestros 
resultados, Penttila et al. observaron un incremento en la expresión génica de  
citocinas representativas del perfil Th1 (IL-18, IL-12p40, IL-12p35 y IFN-γ) en bazo de 
ratas alimentadas con fórmula suplementada con TGF-β2, durante el periodo de 
lactancia (249). Esta contradicción de nuevo insta a nuevas investigaciones. 
 

En linfocitos de GLM, la suplementación con TGF-β2 atenuó la producción de IL-13 a 
21 días, con respecto al grupo REF (Artículo 1). IL-13 es una citocina de respuesta Th2 
asociada a procesos alérgicos (250-252). Además se ha descrito que TGF-β2 tiene la 
capacidad de polarizar la respuesta inmunitaria de tipo Th2 hacia un perfil Th1 (249). 
También, se conoce que bajos niveles de IL-13 en calostro y leche madura se asocian 
a un menor riesgo de eczema en edades tempranas (154). Por consiguiente, nuestros 
resultados sugieren que el aporte de TGF-β2 podría ser útil en la prevención de 
alteraciones mediadas por una respuesta Th2, como son las alergias. 
 
Por otra parte, en el presente proyecto se ha estudiado el impacto de la 
suplementación con estos factores bioactivos en ratas neonatas Wistar -durante el 
período de lactancia- sobre la composición linfocitaria en tres compartimentos: a nivel 
intestinal inductor (en GLM), a nivel intestinal efector (en IEL) y a nivel sistémico (en 
bazo).  
 

Se ha descrito que TGF-β regula la activación de linfocitos B y favorece la síntesis de 
IgA (136, 245, 253); sin embargo, nuestros resultados no evidenciaron un efecto 
significativo en esta población celular. La suplementación con TGF-β2, si bien no 
mostró cambios en las principales poblaciones linfocitarias (Th, Tc, NK y B) en ninguno 
de los tres compartimentos estudiados (Artículos 1, 2 y 3), produjo algunos cambios 
puntuales a nivel de subpoblaciones.  
 
En nuestro grupo de investigación se ha descrito el patrón de desarrollo de 
subpoblaciones linfocitarias en ratas lactantes. Se ha demostrado que durante la 
lactancia las células NK -tanto en IEL como en linfocitos de GLM- experimentan el 
cambio desde un fenotipo típico CD8+ a un fenotipo específico intestinal (CD8-) (236, 
254). En GLM, la suplementación con TGF-β2 disminuyó la proporción del fenotipo 
inmaduro del intestino (NK CD8+) a los 14 días, alcanzando valores similares a los 
ccorrespondientes a 21 días de edad; resultado que indica una acción positiva en la 
maduración inmunitaria intestinal. Por otro lado, a pesar de no observar cambios en 
el total de linfocitos CD8+ -debido a la suplementación con TGF-β2 en ninguno de los 
compartimentos estudiados- se observó una disminución del cociente CD8αα/CD8αβ 
en GLM a los 21 días de edad. En ratas lactantes se ha descrito que este cociente en 
GLM disminuye con la edad del animal (254), por lo que este resultado sugiere una 
promoción de la maduración del SI intestinal.  
 

En IEL, la suplementación con TGF-β2 fue capaz de incrementar la proporción de 
linfocitos T TCRγδ+ CD8+ a los 14 días. Por un lado, Weitkamp et al. mostró que bebés 
prematuros con NEC tenían una baja proporción de células TCRγδ+ CD8+, con respecto 
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al grupo control (255). Por otro lado, Bhagat et al. describió que la pérdida de células 
TCRγδ+ CD8+ podría representar una ausencia de regulación inmunitaria en el 
compartimento de IEL (256). Teniendo en cuenta estas consideraciones, este 
resultado sugiere que la suplementación con TGF-β2 podría tener un papel en la 
prevención de la NEC ya que promueve un incremento en la proporción de linfocitos  
TCRγδ+ CD8+, el cual constituye una de las primeras líneas de defensa en la mucosa 
intestinal de ratas neonatas cuando la inmunidad adaptativa no está totalmente 
desarrollada. 
 
En los tres compartimentos estudiados, se han analizado también marcadores de 
adhesión celular CD103 (αE integrina) y CD62L (L-selectina), ambos involucrados en la 
adhesión y movilización de linfocitos hacia el intestino (257). Globalmente, la 
suplementación con TGF-β2 no modificó la proporción de células que expresaban la 
αE integrina ni la molécula CD62L (Artículos 1,2 y 3). A pesar de que se ha descrito que 
TGF-β, en modelos controlados in vitro e in vivo, regula la expresión de αE-integrina 
en la superficie de IEL (258-260), regulando de esta manera la infiltración de linfocitos. 
Así, los GLM han sido el único compartimento en el cual se ha evidenciado efectos por 
la suplementación de TGF-β2, ya que se ha observado una disminución de la 
proporción de las células NK (NK CD8+) y una reducción del cociente CD8αα/CD8αβ, 
cambios que evidencian la maduración del SI y la protección inmunitaria que brinda 
este compuesto a edad temprana. 
 
De forma paralela al desarrollo inmunitario cabe destacar el desarrollo de la función 
epitelial de barrera intestinal. En este sentido, se ha descrito que los neonatos tienen 
un intestino inmaduro con una barrera poco desarrollada (261), la cual debe  
adaptarse a la transición del medio intrauterino a la vida extrauterina (262, 263). En 
los primeros días de vida una gran cantidad de moléculas cruzan el lumen intestinal a 
través del epitelio hacia la circulación sistémica y es por ello que los neonatos son más 
susceptibles a procesos infecciosos que pueden cursar con diarrea e incluso NEC (41). 
Por esta razón, resulta esencial que la barrera intestinal de neonatos madure rápida y 
apropiadamente. Con la finalidad de conocer el efecto de los factores bioactivos -
objeto de estudio-sobre la función de barrera a nivel intestinal, se ha estudiado la 
permeabilidad intestinal y la expresión génica de algunas moléculas intestinales clave. 
Como fase previa, fue necesario definir la edad adecuada para realizar estudios de la 
función intestinal de barrera en ratas lactantes, por lo que se hizo necesario un estudio 
previo de permeabilidad durante el período de lactancia y destete (1-28 días). Este 
definió que, debido a la elevada permeabilidad intestinal y al bajo nivel de expresión 
de proteínas de la unión estrecha, la edad adecuada para realizar estudios de la 
función intestinal de barrera en ratas lactantes era entre 10 y 14 días de vida (Artículo 
2). En línea con nuestros resultados, algunos autores han mostrado que en ratas 
lactantes el cierre de la barrera intestinal ocurre entre los 19 y 22 días de vida, 
asociado con una disminución de la permeabilidad y la activación de linfocitos T en el 
GALT (264, 265).  
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Así, en base a los resultados obtenidos en la fase previa, se evaluó la permeabilidad a 
moléculas de dextrano (4 KDa) unidas a FITC mediante un ensayo in vivo a los 10 días 
(Artículo 2) y se cuantificó la expresión génica de proteínas de unión estrecha 
(ocludina, ZO-1, claudina-2 y claudina-4) y mucinas (Muc-2 y Muc-3). La 
suplementación con TGF-β2 no mostró ningún efecto sobre la función de barrera ni 
sobre la expresión de las proteínas intestinales estudiadas. De forma opuesta a este 
resultado, un estudio in vitro demostró que TGF-β tenía la capacidad de disminuir la 
permeabilidad intestinal debido al incremento de proteínas de unión estrecha (147). 
Sin embargo, debe tenerse en consideración que se ha descrito que los GF actúan a 
través de receptores presentes en la luz intestinal, preferentemente en sitios de 
inflamación o en sitios conde la función de barrera se encuentra alterada por lesiones 
(147), hecho  que podría justificar la falta de acción de TGF-β2 observada en nuestro 
estudio. 
 
Para una función efectiva de cierre de barrera en el epitelio del intestino son 
necesarios niveles de TLR adecuados (266). Por este motivo, también se determinó la 
expresión génica de TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-7 y TLR-9 en ratas al final de la lactancia 
(21 días de edad). La suplementación con TGF-β2 no indujo ninguna modificación 
sobre la expresión de los TLR estudiados, siendo su expresión similar a la del grupo 
REF. 
 
Finalmente, se cuantificaron dos genes que se expresan durante el desarrollo del 
epitelio en la etapa postnatal como son FcRn y BLIMP-1 (267). Por un lado, FcRn tiene 
la función de ser receptor de IgG, es decir que los niveles de la expresión de FcRn 
determinan la concentración de IgG en suero plasmático (268). Por otro lado, algunos 
estudios sugieren que BLIMP-1 regula el proceso de maduración intestinal (267). Su 
expresión se pierde en la transición de la lactancia al destete en roedores y, por esta 
razón, algunos autores sugieren que estos dos genes no tienen un papel funcional en 
el intestino de roedores adultos (267-269). La suplementación con TGF-β2 no mostró 
ningún efecto sobre estos dos genes indicativos de maduración intestinal, siendo su 
nivel de expresión similar a la del grupo referencia. 
 
Finalmente, para completar el estudio de la barrera intestinal en animales de 10 días 
de edad se estudiaron variables morfométricas de las vellosidades intestinales (ancho, 
altura, área y perímetro), así como también de las células goblet; a partir de secciones 
de tejido intestinal y mediante la tinción de PAS. Los resultados mostraron que la 
suplementación con TGF-β2 no modificó la morfología de las vellosidades intestinales 
ni la proporción de células goblet. 
 
Por otro lado, también se realizó un estudio inmunohistoquímico con la finalidad de 
observar la distribución de las proteínas de unión estrecha (ocludina, ZO-1, claudina-
2 y claudina-4) en el epitelio intestinal. La suplementación con TGF-β2 indujo un 
aumento en la intensidad de fluorescencia para las proteínas ZO-1 y claudina-4. Este 
resultado es interesante, ya que se conoce que la proteína ZO-1 tiene un papel 
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relevante en el ensamblaje de las uniones estrechas (TJ) y que claudina-4 es una 
proteína importante para la formación de la barrera intestinal (169). Además, Fromm 
et. al. -mediante ensayos in vitro- demostraron que TGF-β1 incrementa la expresión 
génica de claudina-4 y que, a través de este mecanismo, refuerza la función epitelial 
de barrera (147). La divergencia en los resultados obtenidos de expresión génica y los 
de inmunolocalización no permiten afirmar con seguridad si la suplementación con 
TGF-β2 favorece o no la formación de la barrera intestinal, por lo que se requieren 
estudios posteriores para confirmar los resultados obtenidos. 
 
En resumen, la suplementación dietética con TGF-β2 favorece la maduración del SI 
neonatal. Concretamente, en el presente estudio se ha observado un incremento en la 
concentración plasmática de IgG1 e IgG2a (tipo Th2). En el compartimento de GLM se 
han evidenciado la mayor parte de efectos asociados a la suplementación con TGF-β2, 
destacando la disminución en la secreción de IL-13, la disminución de la proporción de 
células NK CD8+ y una reducción del cociente de linfocitos CD8αα/CD8αβ; cambios 
importantes que evidencian la maduración del SI y la protección inmunitaria que 
brinda TGF-β2. 
 
A continuación, se discuten los resultados obtenidos con la suplementación de EGF, 
los cuales se presentan en el mismo orden utilizado anteriormente para la 
suplementación con TGF-β2. 
 
El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es un péptido que modula una gran 
variedad de respuestas biológicas como son el crecimiento, la supervivencia, la 
migración, la apoptosis, la proliferación y la diferenciación celular (160, 168, 176). 
Además, está ampliamente descrita su acción localizada en epitelio intestinal, 
desarrollando su capacidad de acelerar las funciones anteriormente mencionadas 
(162, 176, 270).  
 
De forma similar al grupo suplementado con TGF-β2, la administración de EGF no 
modificó la concentración plasmática de IgG, IgM e IgA (Artículo 3). Además, los 
resultados obtenidos mostraron que -al igual que para TGF-β2- la suplementación con 
EGF incrementó la concentración de IgG1 e IgG2a sin modificar, en este caso, la 
relación Th1/Th2, como sucedía en el caso del grupo TGF-β2 (Artículo 3). Esta actividad 
inmunomoduladora de EGF no había sido anteriomente descrita en ningún otro tipo 
de aproximación y, por tanto, no existe información que permita comparar nuestros 
resultados. En cualquier caso, parece ser que a nivel sistémico la suplementación con 
EGF potencia la respuesta Th2 característica de la etapa neonatal (85). Por otro lado, 
no se observaron cambios en el contenido de IgA ni de IgM intestinal en ratas 
lactantes, resultado similar al mostrado con la suplementación de TGF-β2 (Artículo 1).  
Al igual que para el grupo TGF-β2, se evaluó la capacidad proliferativa y la capacidad 
de secretar citocinas de los linfocitos esplénicos y de GLM tras ser estimuladas con 
mitógeno (Artículos 1 y 3). La suplementación con EGF no mostró un efecto 
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significativo en estas dos variables a nivel sistémico, de forma similar a la 
suplementación con TGF-β2 (Artículo 3). Asimismo, la suplementación con EGF 
tampoco modificó la respuesta proliferativa de linfocitos de GLM (Artículo 1). Sin 
embargo, se ha descrito que EGF es capaz de prevenir y reducir la incidencia y 
gravedad de la NEC, modulando factores de trascripción críticos que participan en la 
regulación de citocinas (183). En este sentido, Halpern et al. demostraron que el efecto 
protector de EGF frente a la NEC se debe a la disminución de la citocina 
proinflamatoria IL-18 y al incremento de la citocina antiinflamatoria IL-10, en el foco 
de la lesión intestinal (94,99). Nuestros resultados muestran que, a los 21 días, la 
suplementación con EGF en rata sana incrementó la producción de TNF-α y disminuyó 
la de IL-13 por parte de linfocitos de GLM (Artículo 1). Los cambios en estas dos 
citocinas -presentes en la leche materna- podrían estar asociados a efectos 
beneficiosos (80, 154). Así, por un lado, la disminución de IL-13 puede comportar un  
efecto positivo en el caso de procesos alérgicos, de forma similar a lo descrito para 
TGF-β2 (250-252). Por otro lado, la suplementación con EGF comportó una producción 
de TNF-α a día 21 similar a la del día 14, por lo que parece ser que EGF podría ser una 
proteína que se autorregula incrementando TNF-α, citocina capaz de regular su propio 
receptor EGF-R (170).  
 
A diferencia del grupo suplementado con TGF-β2, la suplementación con EGF modificó 
la composición de las principales poblaciones linfocitarias en bazo de ratas lactantes a 
las dos edades de estudio, 14 y 21 días (Artículo 3). Así, por un lado, la suplementación 
con EGF incrementó un 15% la proporción de linfocitos B, mostró una tendencia 
(∼33%) a incrementar la producción de IgM y también mostró una tendencia (∼27%) a 
incrementar la relación de linfocitos B/T, con respecto al grupo REF a los 14 días.  
 
Por otro lado, a los 21 días de vida, la suplementación con EGF disminuyó la proporción 
de linfocitos T, de linfocitos CD8+ (Tc), de linfocitos CD4+(Th) y de células NKT en bazo 
(Artículo 3). Acorde con estudios previos del grupo de investigación, la proporción de 
linfocitos T esplénicos fue inferior a la de linfocitos B en esta etapa de vida (232). Se 
conoce que esta baja proporción se mantiene durante el período de lactancia y que va 
incrementando con la edad (232). Sin embargo, la suplementación con EGF mantuvo 
la misma proporción de linfocitos B a lo largo de todo el período de lactancia, 
incrementando únicamente la proporción de linfocitos T con la edad (Artículo 3).  
 

Con respecto a las células NK y NKT, nuestros resultados estuvieron de acuerdo con 
los obtenidos por estudios previos del mismo grupo de investigación en ratas lactantes 
(232). Por un lado, las células NK de bazo fueron tan abundantes como los linfocitos T 
las primeras dos semanas del período de lactancia. Este resultado tiene un papel 
importante a temprana edad cuando la respuesta inmunitaria adaptativa aún no está 
plenamente desarrollada (232). Por otro lado, la suplementación con EGF disminuyó 
la proporción de células NKT a 21 días (Artículo 3). Este tipo celular es una población 
de linfocitos T que expresa marcadores característicos de células NK y de linfocitos T 
en su superficie celular. Algunos autores indican que las células NKT tienen una 
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función inmunitaria reguladora, que constituye un puente entre la inmunidad innata 
y adaptativa (271). Las células NKT activadas producen una gran cantidad de citocinas 
Th1 y Th2, que ejercen una función reguladora en enfermedades autoinmunitarias y 
alérgicas (272-274). Además, Umetsu et al. sugirieron como herramienta para la 
prevención de alergias la utilización de terapias que promovieran el desarrollo de 
linfocitos t reg e inhibieran la función de células NKT (274). Así, este resultado podría 
indicar que la suplementación con EGF tiene una actividad reguladora y preventiva 
frente a enfermedades alérgicas en neonatos. 
 
Respecto a la composición de linfocitos en los dos comportamientos intestinales 
estudiados (GLM e IEL), la suplementación con EGF no mostró cambios en las 
principales poblaciones linfocitarias (Artículos 1 y 2). Sin embargo, al realizar el análisis 
de las subpoblaciones, los resultados en GLM mostraron que la suplementación con 
EGF comparte algunos efectos de maduración con TGF-β2, como son la capacidad de 
promover una menor proporción de células NK CD8+ y la disminución del cociente 
CD8αα/CD8αβ (Artículo 1).  
 
Por otra parte, en las subpoblaciones de IEL, se observó que la suplementación con 
EGF disminuyó la proporción de los IEL NKT CD8+ e incrementó la de IEL NKT 
CD8- (Artículo 2); resultado que no fue observado en el grupo suplementado con TGF-
β2. Investigaciones previas del grupo de investigación establecieron que el cambio de  
fenotipo típicamente sistémico (CD8+) a un fenotipo intestinal característico (CD8-) es 
un cambio importantes para el desarrollo de IEL en ratas tras su nacimiento (236). Este 
resultado sugiere que la suplementación con EGF podría estar acelerando la 
maduración del SI mucosal. Por otra parte, se conoce que los IEL CD8+ puede expresar 
esta molécula en forma homodimérica (αα) o heterodimérica (αβ), siendo el fenotipo 
CD8αα el mayoritario. El suplemento con EGF disminuyó la proporción de IEL CD8αβ+ 
e incrementó la de IEL CD8αα+ a los 21 días de edad (Artículo 2). En un trabajo previo 
del grupo de investigación se demostró que, en ratas adultas, la proporción de IEL que 
expresan la molécula CD8αα es 2-3 veces superior a la de aquellos que expresan 
CD8αβ. Por tanto este resultado sugiere que la suplementación con EGF, mediante el 
incremento en la proporción de IEL CD8αα está promoviendo la maduración del SI 
intestinal. 
 
En relación a los marcadores de adhesión celular αE integrina y CD62L, la 
suplementación con EGF, y de forma similar al grupo suplementado con TGF-β2, no 
modificó ninguna de las dos moléculas en ninguno de los tres compartimentos 
estudiados. 
Respecto a la maduración intestinal neonatal (permeabilidad y cierre de la barrera 
intestinal) y, de forma similar a TGF-β2, el suplemento con EGF no modificó la 
permeabilidad intestinal (Artículo 2). Este resultado difiere al descrito en otros 
estudios que han demostrado in vitro que EGF es un regulador importante de la 
permeabilidad paracelular, ya que incrementa la expresión de proteínas de unión 
estrecha (275). Con respecto a la expresión génica de los TLR, la suplementación con 
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EGF disminuyó la expresión del gen TLR-9 a los 21 días (Artículo 3). Gribar et al. 
mostraron -en muestras de intestino delgado de ratones Swiss Webster- que la 
expresión de TLR-9 disminuye con la edad del embrión y que incrementa en el 
momento del nacimiento (276). Además, los autores sugieren que las proporciones de 
señal, tanto de TLR-4 como de TLR-9, pueden contribuir al desarrollo de la NEC (168). 
Así, nuestros resultados sugieren que EGF puede modular la expresión de TLR-9 en la 
mucosa intestinal durante el desarrollo del neonato, pudiendo ser este un mecanismo 
de acción de EGF en la prevención de la NEC. 
 

Al igual que para TGF-β2, la suplementación con EGF no modificó la expresión génica 
de las proteínas de unión estrecha ocludina, ZO-1 y claudina-4 ni de las proteínas 
intestinales utilizadas como marcadores de maduración (FcRn y BLIMP-1); sin 
embargo, sí que modificó la expresión de las mucinas.. Nuestros resultados mostraron 
que la suplementación con EGF incrementa la expresión génica de MUC-3 a los 10 días 
(Artículo 3). Con respecto a este resultado, McElroy et al. demostraron el papel del 
TNF-α en el incremento de los niveles de mRNA de MUC-3 en muestras de intestino 
de ratón a los 14 días de vida (277). Teniendo en cuenta esto y que nuestros resultados 
previos mostraban como linfocitos estimulados de GLM procedentes de animales  
suplementados con EGF  incrementaban la producción de TNF-α (Artículo 1), se podría 
inferir que el incremento hallado en nuestro estudio de MUC-3 es causado por el 
incremento de la producción de TNF-α en el GALT. Además, algunos estudios han 
mostrado que MUC-3 tiene un papel de protección en el epitelio intestinal y que se 
observa una menor expresión en pacientes con enfermedad de Crohn (278).  
 
Por último, el suplemento con EGF no modificó de forma significativa las variables 
morfométricas de las vellosidades ni la proporción de células goblet. Además, en el 
estudio inmunohistoquímico, la suplementación con EGF -y de forma contraria a TGF-
β2- mostró una menor intensidad de fluorescencia en las proteínas ocludina y 
claudina-4, en comparación con el grupo REF (Artículo 2). Por un lado, y de forma 
similar a nuestro resultado, Clark et.al. demostraron que el tratamiento con EGF de 
ratas con NEC promovía la formación de las TJ y que específicamente redistribuía y 
disminuía la expresión de ocludina (181). Por otro lado, se ha demostrado mediante 
ensayos in vitro que EGF controla los niveles de claudina-2 y claudina-4 (279). Por todo 
ello, nuestros resultados refuerzan la idea que EGF tiene un papel importante en la 
formación y distribución de las proteínas de unión estrecha. 
 
En resumen, al igual que para TGF-β2 nuestros resultados han demostrado que la 
suplementación de EGF también favorece a la maduración del SI del neonato. Así, el 
grupo EGF comparte los efectos indicativos de maduración evidenciados para el grupo 
TGF-β2, como son el incremento de la concentración plasmática de Ig de tipo Th2 (IgG1 
e IgG2a), la menor secreción ex vivo de IL-13, la disminución en la proporción de células 
NK CD8+ y la reducción en el cociente CD8αα/CD8αβ en GLM. Ahora bien, de forma 
diferencial, el grupo EGF mostró cambios en el fenotipo de linfocitos esplénicos (B, T, 
Tc, Th y NKT) y de IEL (NKT CD8+, NKT CD8- , CD8αα+ y CD8αβ+) e indujo cambios en 
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algunas proteínas intestinales como son MUC-3 y TLR-9. Por tanto, EGF desempeña 
acciones importantes a nivel defensivo que podrían estar implicadas en la prevención 
de alergias o de la NEC y en la maduración del SI. Dada la escasa información que existe 
del efecto de EGF sobre el SI de neonatos sanos se requieren más estudios para 
confirmar estos resultados. 
 
Finalmente, y en relación al factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21), estudios 
recientes han mostrado que su función no se halla limitada a la regulación del 
metabolismo, sino que recientemente se ha demostrado que también está 
involucrado en la protección frente a múltiples procesos fisiológicos como son 
oxidación, inflamación, aterosclerosis y proceso de envejecimiento (280). Es por ello 
que su posible función en el desarrollo del sistema defensivo neonatal presenta un 
elevado interés. En relación a la respuesta inmunitaria humoral, el grupo 
suplementado con FGF21, si bien no modificó la concentración plasmática de IgG, IgM 
e IgA (Artículo 3), sí que mostró un efecto sobre las subclases de IgG. Específicamente, 
FGF21 incrementó la concentración de IgG1 e IgG2a, induciendo una disminución del 
cociente Th1/Th2, de forma similar a los factores anteriores (Artículo 3). Por otro lado, 
a nivel intestinal, no se observaron cambios en el contenido intestinal de IgA e IgM en 
ratas lactantes (Artículo 1). Al no existir información del efecto de este compuesto 
sobre la repuesta inmunitaria, resulta difícil discutir y comparar los resultados 
obtenidos; sin embargo, resulta sorprendente que FGF21 presente a nivel humoral los 
mismos efectos que TGF-β2 y EGF, componentes bioactivos de leche materna 
ampliamente estudiados por los beneficios que brindan al neonato en los primeros 
días de vida. 
 
Similar a los dos grupos anteriores, se evaluó la capacidad proliferativa y la capacidad 
de secretar citocinas de células de bazo y de GLM (Artículos 3 y 1). Por un lado, la 
suplementación con FGF21 no tuvo un efecto significativo sobre la capacidad 
proliferativa de los linfocitos esplénicos y de GLM (Artículos 1 y 3). En relación a la 
capacidad para secretar citocinas, la suplementación con FGF21 mostró un efecto 
significativo tanto en bazo como en GLM. Por un lado, en linfocitos esplénicos, la 
suplementación con FGF21 no modificó la secreción de las citocinas estudiadas, sin 
embargo disminuyó el cociente IFN-γ/IL-4 (Th1/Th2), con respecto al grupo REF a los 
21 días (Artículo 3). Por otro lado, en linfocitos de GLM, la suplementación con FGF21 
disminuyó la secreción de IL-13 a 21 días, resultado ya observado con la 
suplementación de TGF-β2 y EGF (Artículo 1). Algunos autores han descrito que FGF21 
podría ser un compuesto terapéutico atractivo en el tratamiento de trastornos 
inflamatorios (199, 281). En este sentido, en ratones con artritis inducida por 
colágeno, se ha demostrado que la suplementación con FGF21 regula los niveles de 
varias citocinas esplénicas como IL-6, IL-17, IL-1 y TNF-α (281). Además, en otro 
estudio en ratones Kunming, se evaluó el efecto de FGF21 sobre la toxicidad de 
lipopolisacárido (LPS, 5 mg/kg). Los autores describieron que la suplementación con 
FGF21 disminuye la concentración plasmática de citocinas proinflamatorias (IL-1β y 
TNF-α) e incrementa la de citocinas antiinflamatorias (IL-10) (199). Los resultados 
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obtenidos con la suplementación de FGF21 sobre las citocinas secretadas muestra un 
patrón que sugiere una tendencia a una respuesta Th2, de forma similar a los otros 
dos componentes estudiados. 
 
Es conocido que FGF21 está presente en leche materna, tanto de humanos como de 
roedores (109). En ratones neonatos, se ha demostrado que la lactancia no contribuye 
a los niveles sistémicos de FGF21 en las crías y que actúa localmente en el intestino 
neonatal (109); sin embargo, se desconoce la participación de este componente sobre 
la maduración del SI. Por tal motivo, en este trabajo se ha estudiado la composición 
linfocitaria en bazo, GLM e IEL de ratas lactantes. En bazo, la suplementación con 
FGF21, al igual que el grupo suplementado con EGF, modificó la composición de las 
principales poblaciones linfocitarias en ratas al final de la lactancia (día 21) (Artículo 
3). Así, la suplementación con FGF21 disminuyó la proporción de linfocitos T, linfocitos 
CD8+ (Tc), linfocitos CD4+(Th) y células NKT (Artículo 3). A nivel intestinal, la 
suplementación con FGF21 no produjo cambios en las principales poblaciones 
linfocitarias de células de GLM. Sin embargo, en el compartimento intraepitelial, la 
suplementación con FGF21 fue capaz de disminuir la proporción de IEL CD8+ y de 
incrementar la de linfocitos CD4+ a los 21 días. Este resultado sugiere que la 
suplementación con FGF21 podría regular la respuesta inmunitaria, así como mediar 
la tolerancia inmunológica durante el período de lactancia (Artículos 1 y 2). 
 

Al igual que los grupos anteriores también se llevó a cabo el análisis de las 
subpoblaciones para los tres compartimentos estudiados. En bazo, la suplementación 
con FGF21 no mostró cambios significativos en ninguna de las subpoblaciones al igual 
que los grupos suplementados con TGF-β2 y EGF (Artículo 3). Por otro lado, en GLM, 
la suplementación con FGF21 promovió la maduración del SI causando un incremento 
en la proporción de células NK CD8- y una disminución en la relación de linfocitos 
CD8αα/CD8αβ, resultados similares a los grupos suplementados con TGF-β2 y EGF 
(Artículo 1).  
 
A nivel de IEL, la suplementación con FGF21 disminuyó la subpoblación IEL NKT CD8+ 
e incrementó la de IEL NKT CD8-, a los 21 días de vida (Artículo 2); de forma similar a 
EGF. EL cambio en estas dos subpoblaciones podría indicar un efecto de maduración 
de FGF21 a nivel intestinal. Otro cambio observado a 21 días en este compartimento, 
fue la disminución de IEL CD8αβ+ y el incremento de IEL CD8αα+; resultado similar al 
observado con EGF (Artículo 3). Se ha descrito que el incremento en el porcentaje de 
IEL CD8αα a temprana edad es un indicador de maduración, por tanto, la 
suplementación con FGF21 parece favorecer la maduración del SI intestinal durante el 
período de lactancia.    
 
Respecto a los marcadores de adhesión celular αE integrina y CD62L, la 
suplementación con FGF21 mostró una influencia negativa en la subpoblación de IEL 
αE+CD62L- a los 21 días. En un estudio con ratones deficientes de αE se ha descrito que 
esta molécula es clave para los linfocitos T, particularmente para los T TCRαβ+ (257). 
Así, este resultado podría estar relacionado con el bajo porcentaje de la subpoblación 
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de IEL T TCRαβ+ encontrados en este trabajo a 21 días por efecto de la suplementación 
con FGF21. 
 
Finalmente, también se determinó la expresión de superficie de las moléculas TLR4 y 
CD25 en IEL. Nuestros resultados mostraron una baja proporción de IEL que 
expresaran TLR4, similar a lo demostrado en otros estudios con ratas lactantes (182, 
282). Además, la suplementación con FGF21 se asoció con un incremento en la 
proporción de IEL TLR4+ en IEL a los 21 días. Este resultado podría explicarse con el 
hecho de que la expresión de TLR4 en enterocitos y en células inmunitarias puede 
incrementar en respuesta a situaciones de estrés, como son la alimentación con 
fórmula y la asfixia (283). Por otro lado, FGF21 se considera una hormona de estrés en 
diferentes condiciones patológicas (280, 284). Así, el efecto de FGF21 sobre la 
expresión de TLR4 sugiere que FGF21 favorece la respuesta inmunitaria a temprana 
edad, actuando como un inductor de estrés.  
 
Para entender mejor el impacto de la suplementación con FGF21 sobre la maduración 
intestinal, se evaluó su efecto sobre la permeabilidad intestinal y la expresión génica 
de proteínas intestinales. Al igual que los grupos TGF-β2 y EGF, la suplementación con 
FGF21 no modificó significativamente la permeabilidad intestinal (Artículo 2).  
Además, no se observaron cambios en la expresión génica de las proteínas de unión 
estrecha (ocludina, ZO-1 y claudina-4), mucinas (MUC-2 y MUC-3) y TLR (TLR-2,-4,-5,-
7,-9) (Artículo 2). Con respecto a la expresión génica de las proteínas intestinales 
BLIMP-1 y FcRn, la suplementación con FGF21 no modificó la expresión génica de 
BLIMP-1. No obstante, sí que causó una disminución significativa de la expresión 
génica de FcRn (Artículo 2). Así, parece ser que la suplementación con FGF21 
disminuye este receptor de IgG como parte del proceso de potenciación de la 
maduración intestinal.  
 
Con respecto al estudio de las variables morfométricas de las vellosidades y células 
goblet, la suplementación con FGF21 mostró una tendencia a incrementar el ancho, 
longitud y área de las vellosidades (Artículo 2). En relación a la distribución de las 
proteínas de unión estrecha (ocludina, ZO-1, claudina-2 y claudina-4) en el epitelio 
intestinal, la suplementación con FGF21 mostró un incremento en la intensidad de 
fluorescencia de la claudina-4; similar al mostrado para TGF-β2. Se ha descrito que la 
proteína Claudina-4 cumple una función importante en la formación de la barrera 
intestinal (147). Así, al igual que TGF-β2, parece ser que FGF21 participa en la 
formación de la barrera intestinal, sin embargo, es necesario un estudio más profundo 
para ratificar esta función. 
 
En resumen, este trabajo ha demostrado por primera vez el efecto inmunomodulador 
de FGF21 en edades tempranas. FGF21 es capaz de promover la maduración del SI del 
neonato, de forma similar a la de los otros dos compuestos estudiados. Así, se ha 
evidenciado que comparte con TGF-β2 y EGF algunos efectos importantes en los 
diferentes compartimentos estudiados. En este sentido, a nivel sistémico incrementó 
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la concentración plasmática de IgG1 e IgG2a (de tipo Th2) y en linfocitos de GLM redujo 
la secreción de IL-13 y la proporción de linfocitos de fenotipo NK CD8+. Curiosamente, 
FGF21 mostró un efecto similar a EGF, a nivel sistémico e intestinal. Así, compartieron 
los mismos cambios en relación al fenotipo de linfocitos esplénicos (T, Tc, Th y NKT) y 
de IEL (NKT CD8+, NKT CD8- , CD8αα+ y CD8αβ+). De manera particular, FGF21 mostró 
otros cambios a nivel sistémico, como una reducción del cociente IFN-γ/IL-4 y del 
porcentaje de linfocitos T TCRαβ+. En el compartimento intraepitelial, FGF21 modificó 
el fenotipo de IEL (CD8+, αE+/CD62L- y TLR4+) y causó cambios en la expresión génica 
de FcRn. Así, FGF21 parece ser que es un compuesto bioactivo de leche materna 
importante, que cumple varias funciones que favorecen la maduración del SI y que 
podría ser clave en la prevención de enfermedades alérgicas. 
 
A partir de los resultados de los Artículos 1, 2 y 3 se ha demostrado que la 
suplementación diaria con TGF-β2, EGF y FGF21 durante el período de lactancia ejerce 
un efecto sobre la respuesta inmunitaria humoral, el fenotipo linfocitario y el patrón 
de citocinas secretadas. Además, se ha observado que los tres componentes modifican 
la expresión génica de algunas proteínas a nivel intestinal.  
 
Así, la suplementación con TGF-β2, EGF y FGF21 en ratas lactantes nacidas a término 
promueve el desarrollo del SI inmaduro del neonato, tanto a nivel intestinal como 
sistémico. Sin embargo, nuestros resultados han mostrado que EGF ha sido el factor 
de crecimiento con más indicadores de maduración en las variables estudiadas. En 
base a los efectos beneficiosos de EGF en ratas lactantes nacidas a término, se ha 
planteado conocer la influencia de este componente bioactivo sobre el SI en 
condiciones de prematuridad, donde la inmadurez es más marcada. 

 
Como fase previa, y dada la escasa información disponible, se requirió desarrollar y 
caracterizar un “modelo de rata prematura” para establecer biomarcadores que 
fueran diferenciales respecto a los de ratas nacidas a término (Anexo 1). Para ello, se 
realizó un estudio con ratas prematuras (grupo PT) y nacidas a término (grupo T) 
durante los primeros 10 días de vida, edad correspondiente al punto medio del 
período de lactancia (21 días). Cabe destacar que las ratas prematuras obtenidas por 
cesárea -horas antes de la previsión de parto natural- presentaron una viabilidad del 
100%. Las variables de estudio en este modelo experimental fueron: variables 
indicativas de desarrollo corporal -peso corporal, peso de órganos, BMI e índice de 
Lee-; variables sanguíneas -recuento de leucocitos, eritrocitos y plaquetas; 
hemoglobina (Hb), hematocrito (HCT), volumen corpuscular medio (MCV), y 
hemoglobina corpuscular media (MCH-, variables de respuesta inmunitaria humoral 
(Ig) y variables de respuesta inmunitaria innata (barrera intestinal y fagocitosis).  
 
Al comparar los resultados del grupo PT respecto al grupo T, se evidenció que los 
animales prematuros tenían un menor peso corporal y de órganos durante todo el 
período de estudio. Por otra parte, el análisis del hemograma mostró que los animales 
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prematuros presentaban un recuento de eritrocitos inferior y un VCM superior al 
grupo T, resultado que sugiere un estado de anemia macrocítica. En relación a las Ig 
plasmáticas, los animales prematuros presentaron una menor concentración de Ig 
totales, así como también de IgG e IgM; respecto al grupo T.  
 

El estudio de la barrera intestinal comprendió el análisis de variables morfométricas 
de las vellosidades intestinales (ancho, altura, área y perímetro) y el estudio 
morfológico de las células goblet (área). La prematuridad no afectó las variables 
morfológicas de las vellosidades, sin embargo; en las células goblet se evidenció una 
superficie celular menor en animales prematuros que en los nacidos a término, lo que 
implica una menor producción de moco en la barrera intestinal. Con respecto a la 
actividad fagocítica de los monocitos y granulocitos, ésta no resultó ser afectada por 
la prematuridad y, únicamente, se observó que los animales prematuros presentaban 
un menor porcentaje de monocitos con capacidad fagocítica, resultado que explicaría 
en parte la mayor susceptibilidad a infecciones de prematuros.  
 
Los resultados obtenidos en la puesta a punto del “modelo de rata prematura” 
(Anexo I) permitieron establecer biomarcadores indicativos de prematuridad en rata, 
tanto de la respuesta inmunitaria innata (barrera intestinal y fagocitosis) como 
adaptativa (Ig), los cuales son de gran utilidad para estudios de inmunonutrición.  
 
Aunque de forma previa se ha descrito en ratas nacidas a término, que la 
suplementación con EGF favorece la maduración del SI sistémico e intestinal (Artículos 
1,2 y 3), poco se conoce acerca de la activad de este compuesto en el SI de neonatos 
nacidos de forma prematura. Por esto, utilizando la información que nos brindó la 
serie experimental de rata prematura (Anexo I), se realizó una nueva serie 
experimental incluyendo un grupo con intervención nutricional -suplementación con 
EGF- (Articulo 4). Así, para esta serie experimental además del grupo T y PT, se dispuso 
de un grupo de ratas prematuras suplementadas con EGF durante los primeros 17 días 
de vida (grupo PT+EGF). 
 

En relación al crecimiento, el peso corporal de las ratas prematuras fue inferior que 
las del grupo T durante los primeros 9 días de vida, sin diferencias significativas en los 
días posteriores. Este resultado fue similar al observado en el modelo de ratas 
prematuras, donde se observó el bajo peso durante todo el estudio (10 días, Anexo I), 
confirmando así que el tiempo de gestación tiene un efecto sobre el peso corporal. El 
grupo PT+EGF mostró la misma curva de crecimiento que el grupo PT y no se 
observaron diferencias significativas en el BMI, índice de Lee y peso relativo de 
órganos, resultado similar al obtenido con ratas nacidas a término que fueron 
suplementadas con EGF (Artículo 1). También se observó una disminución puntual en 
las longitudes de intestino delgado y grueso debido a la suplementación de EGF, 
resultado contrario a lo encontrado en el estudio de ratas a término (Articulo 1). Para 
comprender este resultado, serán necesarios más estudios que evalúen el papel de 
este componente a este nivel y en el contexto de prematuridad. 
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Respecto al análisis hematológico, las ratas prematuras presentaron un bajo recuento 
de eritrocitos, concentración de Hb y HCT comparado con el grupo T. Además, al igual 
que en la serie experimental de rata prematura (Anexo I), el grupo PT mostró valores 
elevados de MCH y MCV, sugiriendo la presencia de anemia macrocítica (285, 286). Se 
conoce que los neonatos prematuros pueden tener anemia debido a múltiples 
factores, como son el rápido crecimiento corporal, bajos niveles de eritropoyetina en 
plasma o debido a la inadecuada ingesta de nutrientes, entre otros (287, 288). La 
suplementación de ratas prematuras con EGF no fue capaz de revertir los cambios 
provocados por la prematuridad en el recuento de eritrocitos, MCV o MCH. No 
obstante, la suplementación con EGF incrementó la concentración de Hb respecto al 
grupo PT. Aunque poco se conoce del efecto de EGF en la eritropoyesis y aún menos 
en prematuridad, el incremento de Hb podría ser un mecanismo implicado en la 
homeostasis para compensar el recuento reducido de eritrocitos. Por otro lado, la 
suplementación con EGF incrementó el recuento de leucocitos, resultado que podría 
ser explicado por su acción en la hematopoyesis, incrementando la proliferación 
celular y disminuyendo la apoptosis de las células madres hematopoyéticas, tal y como 
se ha descrito en ratón (289, 290).   
 
El neonato nace con un SI adaptativo que es denominado naïve, es decir, inmaduro, 
que no tiene una respuesta inmunitaria adaptativa óptima y que depende en gran 
medida de su respuesta inmunitaria innata para la protección contra infecciones. En 
nuestro estudio, no se observaron diferencias en la actividad fagocítica, ni en la 
eficiencia de monocitos y granulocitos por efecto de la prematuridad ni por la 
suplementación con EGF. 
 
En animales prematuros, la concentración de IgM e IgG fueron inferiores que en el 
grupo T (Artículos 4). En la misma línea que nuestros resultados, se ha descrito que 
los bebés prematuros tienen concentraciones séricas de IgM e IgG bajas, y que, 
además, estos valores se correlacionan positivamente con la edad gestacional y el 
peso del neonato en el momento del nacimiento (291). Esta reducida concentración 
de IgG no pudo ser revertida por la suplementación con EGF (Artículo 4). Por otro lado, 
la suplementación con este componente bioactivo redujo la concentración plasmática 
de IgA, existiendo poca información acerca de este efecto de EGF.  
 

Con respecto a las subclases de IgG, este modelo de prematuridad indujo una 
reducción de las subclases de IgG relacionadas con la respuesta Th1 (IgG2b y IgG2c) y 
Th2 (IgG1), reduciendo el cociente Th1/Th2 en comparación con el grupo T. Este 
resultado demuestra una tendencia hacia una respuesta Th2, similar a la descrita en 
bebés prematuros (24). Por otro lado, las ratas prematuras administradas con EGF 
mostraron una disminución de IgG2a e IgG2c, incrementado el cociente Th1/Th2 
(Artículo 4), en relación con las ratas prematuras sin suplementación. Estos resultados 
sugieren que EGF podría promover la respuesta Th1 y mejorar el balance Th1/Th2 a 
un valor representativo de las últimas etapas de lactancia. Así, la suplementación con 
EGF parece estar proporcionando una respuesta inmunitaria adecuada, induciendo un 
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cambio de una respuesta predomínate intrauterina de células Th2 a una respuesta 
balanceada de Th1/Th2 (69, 292). 
 
En el presente estudio, se ha descrito por primera vez el efecto de prematuridad en la 
composición de linfocitos esplénicos y de GLM, y también el impacto de una 
suplementación con EGF sobre esta composición. Se ha descrito previamente que 
bebés prematuros tienen un menor recuento -en valores absolutos- de linfocitos B, 
Th, Tc y NK en sangre de cordón umbilical, en comparación con los nacidos a término 
(210, 293). Por el contrario, Correa-Rocha et al. describieron que bebés prematuros 
presentaban un elevado porcentaje de linfocitos Th y Tc y un bajo porcentaje de 
linfocitos NK y B en sangre de cordón umbilical (210), resultados similares a los 
observados en el presente estudio, en que la condición de prematuridad disminuyó la 
proporción de linfocitos B y elevó la de linfocitos Th y Tc TCRαβ+ de GLM a los 17 días 
(Artículo 4). Sin embargo, no se observaron cambios en la composición de linfocitos 
esplénicos (Artículo 4). 
 
Con respecto a la composición de linfocitos a día 17, las ratas suplementadas con EGF 
mostraron una elevada proporción de linfocitos B y un bajo porcentaje de linfocitos 
Th y Tc TCRαβ+ en ambos compartimentos estudiados, revirtiendo los cambios 
observados en GLM en el grupo PT.. Un efecto similar fue observado en ratas nacidas 
a término con la suplementación de EGF (Artículos 1 y 3), confirmando así, el papel de 
este factor de crecimiento en la modulación del SI. Además, estos resultados 
representan una primera aproximación para esclarecer el papel de EGF en la 
modulación del patrón de linfocitos en prematuridad. Por otra parte, en GLM, la 
suplementación con EGF incrementó el porcentaje de linfocitos NK a los 17 días de 
edad. Poco es conocido acerca del efecto de EGF sobre la subpoblación de linfocitos 
NK, aunque el incremento de esta población en los primeros días de vida podría ser 
beneficiosa para los bebés prematuros, ya que éstos tienen una mayor probabilidad 
de padecer infecciones debido a su SI inmaduro (24). Por otra parte, con respecto a 
los linfocitos CD8+, EGF fue capaz de disminuir la proporción de esta subpoblación en 
ratas prematuras en ambos compartimentos de estudio, pero actuando mediante 
diferentes vías. Por un lado, la disminución del porcentaje de linfocitos CD8+ en GLM 
fue debido a la reducción de la proporción de linfocitos CD8αβ+ (Artículo 4), resultado 
que también se observó en ratas nacidas a término (Artículo 1). Por otro lado, la 
disminución en el bazo fue causada por la disminución de linfocitos que expresaban 
ambas formas de correceptores de CD8 (CD8αα y CD8αβ) (Artículo 4). Cabe recalcar 
que la influencia de EGF sobre la población de linfocitos CD8+ en prematuridad no 
había sido explorada anteriormente. 
 

A los 10 días del período de lactancia, se estudió la función de barrera intestinal, 
mediante la evaluación de la permeabilidad intestinal. En la puesta a punto del modelo 
de rata prematura se demostró una disminución en la permeabilidad intestinal, en 
relación al grupo T (Anexo I). Este resultado inesperado fue también observado en el 
modelo de prematuridad con suplementación, confirmando así el resultado obtenido 
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en el Anexo I. La suplementación con EGF durante los primeros 10 días de vida, fue 
capaz de revertir este efecto e incrementar la permeabilidad intestinal a valores 
observados en ratas nacidas a término (Artículo 4). Existen evidencias científicas que 
ponen de manifiesto que EGF tiene una función importante en la regulación de la 
permeabilidad intestinal y la integridad de la función de barrera (56, 160). Además, 
Clark et al. han descrito que el tratamiento con EGF disminuye la permeabilidad 
paracelular intestinal, reduciendo la concentración plasmática de lactulosa respecto 
al grupo referencia (181). Así, la hipótesis del posible efecto de EGF a nivel de barrera, 
tan sólo observable en casos de alteración, como se había postulado anteriormente 
en la discusión, podría verse confirmada con este resultado. 
 
Del estudio histomorfométrico del intestino delgado se puede destacar que no se 
observaron cambios a nivel de vellosidades entre los grupos de estudio (Artículo 4). 
Sin embargo, en el análisis de las células goblet, se observó que los dos grupos de 
animales prematuros (PT y PT+EGF) mostraban un menor recuento y que -en el caso 
del grupo PT- éstas tenían un tamaño inferior a las del grupo T. Sin embargo, la 
suplementación con EGF fue capaz de incrementar el tamaño de las células goblet. En 
este sentido, se ha descrito que un tamaño pequeño y una baja densidad de células 
goblet podrían estar relacionados con una mayor inmadurez intestinal, acompañado 
de una menor producción de moco a nivel de la barrera intestinal (181). Por otro lado, 
se ha descrito que la suplementación con EGF incrementa la densidad de células goblet 
y la producción de moco (181). Así, el resultado obtenido en el grupo PT+EGF sugiere 
que EGF promueve la maduración de las células goblet, lo cual podría implicar una 
mayor producción de moco y, en definitiva, un efecto beneficioso sobre la función de 
barrera intestinal del neonato prematuro.  
 
Las células goblet son células epiteliales especializadas que tienen un papel 
importante en el intestino, ya que sintetizan y secretan moco, incluyendo varias 
mucinas entre ellas la mucina MUC-2 (294). En este sentido, se analizó la expresión de 
genes MUC-2 y MUC-3 (Artículo 4) y, a pesar de que no se observaron cambios en la 
expresión génica de MUC-3; en el grupo PT se observó una menor expresión del gen 
MUC-2, en comparación al grupo T. La disminución en la expresión génica de MUC-2 
podría estar relacionada con el bajo recuento y el menor tamaño de las células goblet. 
Otros autores han demostrado previamente que EGF incrementa la expresión génica 
de MUC-2 (181). Sin embargo, este resultado no se pudo ratificar en nuestro estudio. 
Por lo tanto, se requieren más estudios para esclarecer el papel de este factor de 
crecimiento en la expresión de mucinas. 
 
Tal y como se ha mencionado en el contexto de las ratas nacidas a término, el receptor 
neonatal (FcRn) es mediador de la transferencia de IgG desde la placenta al feto, y de 
la leche materna a la circulación neonatal (295). La expresión de este gen es un buen 
indicador del proceso de maduración intestinal en ratas lactantes, se conoce que se 
encuentra altamente expresado a edades tempranas y que decrece con el destete 
(267). Así, la mayor expresión hallada de este gen en el grupo PT podría significar un 
mayor grado de inmadurez intestinal, respecto al grupo T (Artículo 4). La 
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suplementación con EGF fue capaz de revertir este cambio a valores similares del 
grupo T. Por otro lado, ni la prematuridad ni la suplementación modificó la expresión 
del gen Blimp-1, sugiriendo que ninguna de las condiciones tiene un papel en la 
expresión de este gen. 
 

La permeabilidad intestinal y la función de barrera intestinal en condiciones de 
prematuridad también dependen de la formación y localización de las proteínas de 
unión estrecha (181). Por esta razón, en este contexto, también se estudió la expresión 
de los genes ZO-1, ocludina y claudina-4. Aunque no se encontraron modificaciones 
significativas en la expresión de estos genes ni por la prematuridad ni por la 
suplementación con EGF, otros autores han sugerido que EGF está involucrado en esta 
función. En este sentido, Xu et al. mostraron que tras la administración oral de EGF a 
cerdos destetados se promovía la expresión génica de ZO-1 y ocludina (296). Además, 
otro estudio demostró que la suplementación con EGF era capaz de incrementar la 
expresión génica de ocludina en ratas con NEC (181). 
 
Con el fin de profundizar en la expresión y localización de las proteínas de unión 
estrecha, se realizaron tinciones mediante técnicas de inmunofluorescencia del 
intestino delgado de las proteínas ZO-1 y claudina-4, moléculas importantes para la 
formación de la barrera intestinal (169). Además, Takehara et al. demostraron que una 
mayor expresión de claudina-4 está relacionada con un incremento de la 
permeabilidad paracelular (297). En nuestra aproximación, se observó una mayor 
intensidad del marcaje fluorescente de claudina-4 en el grupo PT comparado con el 
grupo T, resultado que podría explicar el cambio observado en la permeabilidad 
intestinal. Además, las ratas suplementadas con EGF, que presentaban una menor 
permeabilidad, también mostraron una menor intensidad de fluorescencia de 
claudina-4, similar al grupo T (Artículo 4). Este resultado también se observó en las 
muestras de intestino delgado de ratas nacidas a término (Artículo 2). Por otro lado, 
la suplementación con EGF mostró un incremento de fluorescencia de claudina-2. En 
este sentido, en un modelo de ratones neonatos con NEC, se observó un incremento 
de fluorescencia de claudina-2 y de la permeabilidad (298). Así, el incremento de 
fluorescencia de claudina-2 podría estar relacionado con una mayor permeabilidad 
observada en el grupo PT+EGF. Sin duda, se necesitan más estudios para entender 
mejor el papel de la prematuridad y de EGF sobre las proteínas de unión estrecha. 
 
Por tanto, la suplementación con EGF de ratas prematuras es capaz de evitar diversas 
alteraciones derivadas de dicha condición- que justifican la elevada susceptibilidad de 
los neonatos prematuros a padecer procesos infecciosos e inflamatorios. 
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En resumen, se puede concluir que la suplementación con TGF-β2, EGF y FGF21 
durante el período de lactancia, favorece la maduración del sistema inmunitario 
sistémico e intestinal en ratas lactantes nacidas a término y, en el caso de EGF, también 
en ratas nacidas de forma prematura. Debido a la escasa información de los efectos 
de estos factores bioactivos de leche materna sobre el sistema inmunitario del neonato 
sano, se requieren estudios adicionales que permitan profundizar en los efectos 
observados y confirmar si son extrapolables a humanos. De confirmarse estos 
resultados, TGF-β2, EGF y FGF21 serían tres compuestos bioactivos importantes que 
mejorarían las fórmulas infantiles actuales y que brindarían mayor protección pasiva 
a los neonatos que por diversos motivos no pueden recibir lactancia materna. 
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Los resultados obtenidos de la presente tesis permiten extraer las siguientes 
conclusiones: 

 
En relación al efecto de TGF-β2, EGF y FGF21 sobre la función de barrera epitelial y 
el sistema inmunitario intestinal en ratas lactantes nacidas a término, 
 
• En el tejido linfoide asociado al intestino, la suplementación con los factores 

bioactivos ensayados produce cambios en la secreción de citocinas y en la 
composición de linfocitos -tanto del compartimento intestinal inductor (ganglios 
linfáticos mesentéricos), como del efector (linfocitos intraepiteliales)-. Estas 
modificaciones son más evidentes en el caso de EGF y FGF21. 
 

• Ninguno de los suplementos administrados promueve la maduración precoz de 
la función epitelial de barrera. Sin embargo, EGF y FGF21 incrementan la 
expresión génica de moléculas de defensa innata y de maduración intestinal, 
respectivamente. 

 
Con respecto al impacto de TGF-β2, EGF y FGF21 sobre el sistema inmunitario 
sistémico en ratas lactantes nacidas a término, 
 
• La suplementación dietética con TGF-β2, EGF y FGF21 -durante el período de 

lactancia- promueve el desarrollo de un patrón de inmunoglobulinas plasmáticas 
asociado a una respuesta linfocitaria Th2, la cual es predominante en las  
primeras etapas de vida. 

 
• La administración de TGF-β2, EGF y FGF21 -durante el período de lactancia- 

ejerce un efecto leve sobre la composición de linfocitos esplénicos y la secreción 
de citocinas, sin afectar su capacidad proliferativa.  

 
Globalmente, la suplementación dietética con TGF-β2, EGF y FGF21 -durante la 
lactancia- influye en la maduración de diversos elementos defensivos en edades 
tempranas, promoviendo el desarrollo del sistema inmunitario, tanto intestinal como 
sistémico. Cabe destacar la novedad de los efectos inmunomoduladores de FGF21 
descritos en estas aproximaciones. 
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En relación a la influencia de EGF sobre la función de barrera epitelial y el sistema 
inmunitario intestinal y sistémico en ratas lactantes nacidas a pretérmino, 
 
• La suplementación dietética diaria con EGF, durante los primeros 17 días de vida, 

potencia la respuesta inmunitaria innata -incrementando la proporción de 
linfocitos NK en ganglios linfáticos mesentéricos, y contrarresta parcialmente 
algunas de las alteraciones inmunitarias asociadas a la prematuridad, como el 
desequilibrio en el patrón de inmunoglobulinas Th1/Th2, la permeabilidad 
intestinal, el tamaño de células caliciformes y la expresión génica intestinal. 

 
En general, en un modelo de prematuridad en rata desarrollado en nuestro 
laboratorio, se ha demostrado que la suplementación con EGF durante la lactancia 
desempeña un papel clave en la maduración de la función de barrera intestinal e 
inmunitaria, lo cual podría comportar un riesgo menor de padecer infecciones 
asociadas al parto prematuro. 
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RESUMEN 
 

Objetivo: Desarrollar y caracterizar un modelo de prematuridad en rata lactante y 
establecer biomarcadores indicativos de maduración de la inmunidad innata y 
adaptativa afectados por la prematuridad. 

Material y métodos: Las ratas prematuras se obtuvieron mediante la práctica de una 
cesárea, previa a la previsión del parto natural. A lo largo del estudio (10 días) se 
registró el peso corporal. Pera evaluar la funcionalidad de la barrera del epitelio 
intestinal, se determinó la permeabilidad in vivo a dextranos y se realizó un estudio 
histomorfométrico centrado en las vellosidades y células goblet. Además, se analizó el 
hemograma, se determinó la actividad fagocítica de leucocitos sanguíneos y la 
concentración de inmunoglobulinas (Ig) plasmáticas. 

Resultados: Las ratas prematuras mostraron una menor concentración de eritrocitos 
y plaquetas y un recuento superior de leucocitos, en comparación a los animales 
nacidos a término. Aunque no se observaron cambios en la capacidad fagocítica de los 
granulocitos, los monocitos de ratas prematuras mostraron una actividad fagocítica 
inferior. Por otro lado, se observaron concentraciones plasmáticas de IgG y IgM 
inferiores en ratas prematuras, comparadas con las nacidas a término; sin 
modificaciones en la IgA. Finalmente, el estudio intestinal reveló una menor 
permeabilidad al dextrano y una disminución del tamaño de células goblet en ratas 
nacidas en condiciones de prematuridad. 

Conclusión: Se ha conseguido desarrollar y caracterizar un modelo de prematuridad 
en rata, que presenta biomarcadores del sistema inmunitario diferenciales, el cuál 
puede ser útil para estudios de inmunonutrición destinados a potenciar la maduración 
del sistema inmunitario. 
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RESUMEN 
 

Los concentrados proteicos de suero lácteo o whey protein concentrate (WPC) 
contienen elevadas concentraciones de proteínas como, por ejemplo, 
inmunoglobulinas y lactoferrina. Las proteínas de suero lácteo se encuentran en 
diferentes formas (concentrado, aislado o hidrolizado). Todos ellos presentan una 
amplia variedad de propiedades fisiológicas, debido a la presencia de las mismas 
proteínas y/o de los péptidos bioactivos generados. En este capítulo, se revisan 
diversos estudios preclínicos en modelos animales y clínicos donde se muestra el 
efecto de la intervención nutricional con WPC sobre el desarrollo del sistema 
inmunitario intestinal y sistémico, durante las primeras etapas de vida, como por 
ejemplo sobre las subpoblaciones linfocíticas y la respuesta humoral. También se 
presenta la función inmunomoduradora del WPC en procesos infecciosos 
gastrointestinales como la infección por rotavirus, enfermedad muy común durante 
las primeras etapas de vida. 
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