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RESUMEN 

La leche materna consiste en una mezcla de carbohidratos, proteínas y lípidos, muchos de los 

cuales constituyen compuestos bioactivos cuya función no ha sido explorada en su totalidad. 

Además de proporcionar nutrientes, confiere protección, desarrollo, tolerancia y modulación 

de la respuesta inflamatoria, especialmente en el sistema gastrointestinal del bebé. En la 

última década, ha tomado auge el estudio de lípidos en los métodos de señalización celular 

que regulan procesos tales como proliferación, metabolismo, e inflamación celular. En este 

sentido, la investigación se propuso estudiar el efecto de los lípidos de leche materna humana 

sobre la expresión de citoquinas pro-inflamatorias (IL6 e IL8) y antiinflamatoria (IL-10) en 

células epiteliales intestinales humanas (Caco-2). Para ello se cultivaron y estimularon 

células HT-29 con distintas concentraciones de lípidos de leche materna durante 48 h y se 

cuantificaron los niveles de las citoquinas: Interleuquina 6 (IL6), Interleuquina 8 (IL8), e 

Interleuquina 10 (IL10) mediante un ensayo inmuno enzimático (ELISA), y los niveles de 

expresión del ARN mensajero (ARNm) correspondiente a cada citoquina mediante la técnica 

de la reacción en cadena de la polimerasa de tipo cuantitativo (PCR en tiempo real). Se 

observó que los niveles de las citoquinas pro-inflamatorias disminuyeron significativamente 

entre dos y tres veces (p<0,01) en células estimuladas con concentraciones crecientes de 

lípidos aislados de leche materna humana. Estos resultados sugieren que los lípidos de leche 

materna humana pudieran tener un rol importante sobre la modulación de citoquinas en el 

intestino del neonato. 

Palabras clave: lípidos, leche materna, expresión de citoquina, células intestinales, Caco-2. 
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Introducción 

La lactancia materna es el método de alimentación recomendado por excelencia para un 

recién nacido durante los primeros 6 meses de vida [ ESPGAN, (1982); Koletzko et al., 

(2001)]. Consiste en una mezcla de carbohidratos, lípidos y proteínas, entre los cuales se 

destacan diversos compuestos bioactivos tales como hormonas, factores de crecimiento, 

vitaminas, lípidos, citoquinas, glutamina, lactoferrina, péptidos antimicrobianos, nucleótidos 

que influyen en el crecimiento y desarrollo del bebé, y especialmente se ha encontrado un 

papel importante de estos mediadores en la protección contra enfermedades gastrointestinales 

(Bernt y Walker, 1999). 

En general, el promedio de lípidos contenido en la leche humana es cercano a 3,8 g/mL, 

aunque este valor presenta grandes variaciones [Koletzko, et al., (2001)]. Se han identificado 

de la leche materna más de 200 ácidos grasos de diferente longitud de cadena e 

instauraciones, incluyendo el ácido linoleico (18:2n-6), el ácido α-linoleico (18:2n-3), dos 

ácidos grasos esenciales; y los ácidos grasos poli-insaturados (PUFA) de cadena larga, el 

ácido araquidónico (AA) (20:4n-6), ácido eicosapentaenoico (EPA) (20:5n-3) y ácido 

docosahexaenoico (DHA) (22:6n- 3) (Innis, 2007). Esta composición de ácidos grasos poli-

insaturados es de vital importancia para el lactante pues presenta cierta inmadurez enzimática 

para la generación de un ácido graso a partir de los demás (Vilaplana, 2011). 

Los componentes lipídicos de la leche materna proveen la mayor fuente de energía, 

contribuyendo con un 40-55% de la energía total producida por el neonato. Los PUFAs de 

cadena larga sirven como componentes estructurales indispensables de las membranas  
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celulares, además se destaca el efecto de los PUFAs en el desarrollo neurológico y retinal o 

sensorial del bebé (Fleith y Clandinin, 2005), es por ello que muchas compañías se han 

abocado a suplementar con proporciones DHA y AA sus fórmulas infantiles, obteniendo 

resultados favorables. Field et al (2005) hace referencia a algunos estudios de los PUFAs y 

el desarrollo del sistema inmune. Sin embargo, ha sido poco estudiado el papel de lípidos en 

la regulación de este sistema y las vías de señalización implicadas. 

De este modo, se ha demostrado que un gran número de formas lipídicas tales como 

eicosanoides, fosfolípidos, esfingolípidos y ácidos grasos, están implicadas en rutas de 

señalización celular actuando como mensajeros intracelulares y extracelulares que conllevan 

a controlar la proliferación celular, apoptosis, metabolismo y migración celular (Zhang y 

Wakelam, 2010). También se destaca su papel en la regulación positiva y negativa de la 

inflamación celular. La transducción de la señal de los lípidos ocurre principalmente por los 

receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR), los receptores de ácido 

retinoico (RXRs) principalmente, y también a través de receptores tipo Toll 2 y 4, y 

receptores purinérgicos. 

Distintos estudios demuestran la capacidad agonista o antagonista de los ligados lipídicos de 

estos receptores, y la modulación de la respuesta inflamatoria dada por el perfil de citoquinas 

(Lee y Hwang, 2006). 

Por lo tanto, el objetivo de esta investigación es estudiar el papel de los lípidos de leche 

materna en la regulación de citoquinas pro-inflamatorias (IL-8 e IL-6) y anti-inflamatorias 

(IL-10) en células epiteliales de colon de la línea celular Caco-2. 
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Materiales y Métodos 

Material biológico y aislamiento de lípidos de leche materna: Se colectaron muestras de leche 

humana de madres voluntarias sanas (18-30 años) entre las 2-4 semanas post-parto, por 

medio de masajes manuales. Ninguna de las mujeres presentó antecedentes de enfermedades 

gastrointestinales, respiratorias, reumatológicas, cardiovasculares. Todas las muestras se 

obtuvieron previo consentimiento firmado, y el estudio fue aprobado por el comité de 

investigación en bioética del Instituto Venezolano de Investigaciones Científicas (IVIC). La 

extracción de lípidos se realizó según el método de Folch et al., (1957). 

Cultivo de células: La línea celular de colón Caco-2 (pases 7-17) se obtuvo de la American 

Type Culture Collection (ATCC, Manassas, USA), y fueron cultivadas de acuerdo a las 

instrucciones de la casa comercial en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s medium) 

suplementado con glutamina 2 mM, penicilina 50 IU/mL, estreptomicina 50 mg/mL y suero 

fetal bovino (FBS) inactivado por calor al 10%, a una temperatura de 37oC y en una 

atmósfera al 5% de dióxido de carbono. 

ELISA: Se cultivaron células Caco-2 en placas de 6 pozos a una concentración de 2x105 

células/mL y al obtener 50 % de confluencia, se colocaron en un medio sin FBS durante 24 

h. Posteriormente, las células se trataron con distintas concentraciones de lípidos de leche 

materna (10-200 μg/mL), lípidos específicos comerciales (100 ng/mL) ó vehículo (DMSO 

0,1%) durante 48 h. En algunos experimentos, las células fueron pre- incubadas con 1 μg/mL 

de LPS ó con maleato de perhexilina 80 μM durante 24 h, previo al tratamiento con los lípidos 

por 48 h. Se centrifugaron las células a 1000 g por 15 min a 4 oC, y se recolectó el  
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sobrenadante. Se realizaron ELISA comerciales para IL-6, IL-8 e IL-10 (Invitrogen Life 

Technologies No de catálogo KHC0069, KHC0081 y KHC0101, respectivamente). Para la 

determinación de la cantidad de Proteína C reactiva se empleó el Kit comercial biogamma 

(Laboratorios Biogamma, Venezuela), y se siguieron las instrucciones del fabricante. 

lV Reacción de la transcriptasa reversa y reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 

(Rtq- CR): Se Siguió el procedimiento inicial descrito anteriormente, luego de la 

centrifugación a 1000 g durante quince minutos, se tomó el precipitado. La extracción de 

ARN se realizó de acuerdo a las instrucciones del fabricante mediante TrizolTM (Invitrogen, 

USA). La concentración y pureza del ARN se midió empleando un especrofotometro 

Synergy HT spectrophotometer- BioTek Instruments). Se empleó un total de 1 μg de ARN 

para transcribirlo a ADN complementario (cDNA) empleando un kit comercial (Invitrogen 

ThermoScriptTM RT-PCR System) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se realizó 

PCR en tiempo real (RTq-PCR) empleando los primers reportados por Barrera y col. (2009) 

y siguiendo la metodología de Saegusa et al., (2007). 

Los datos se presentarán como la media ± desviación estándar, el análisis estadístico aplicado 

será la prueba T de student para datos no apareados, tomando como significativo un valor de 

p<0,05.  

Resultados y Discusión 

Los lípidos totales de leche materna (LTLM) tienen un efecto anti- inflamatorio. Se evaluó 

el efecto de distintas concentraciones de los LTLM sobre células previamente activadas con  
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LPS de la línea celular Caco-2 y se obtuvo una disminución de proteína C reactiva 

directamente proporcional a la concentración de lípidos empleada en el ensayo. La proteína 

C reactiva constituye una proteína de fase aguda, comúnmente empleada como un marcador 

muy sensible de la inflamación y el daño tisular (Tillett y Francis, 1930), y su disminución 

en el modelo empleado indica que los LTLM ejercen una repuesta anti-inflamatoria. Por lo 

tanto, posteriormente se realizaron ensayos en la regulación los LTLM sobre citoquinas pro 

y anti inflamatorias. 

 

 

 

 

 

Los LTLM regulan negativamente la cantidad de IL6 e IL8 y positivamente la cantidad de 

IL-10 secretadas por células intestinales Caco-2: Para evaluar el efecto de la fracción lipídica 

de la leche materna sobre células intestinales de colon en la línea celular Caco-2, éstas se 

incubaron con distintas concentraciones de lípidos con o sin estimulación previa con 1 μg/mL 

de lipopolisacárido (LPS), y se midió por la técnica de ELISA (Figura 2A, B, y C) y de PCR 

en tiempo real (RTq-PCR) (Figura 2 D, E, y F) la cantidad o niveles de expresión de IL-6, 

IL-8 e IL-10. En la Figura 2, se muestra una disminución de las citoquinas pro- inflamatorias 

IL-6 e IL-8 de forma inversamente proporcional al aumento de la concentración de lípidos  
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en células pre-incubadas con LPS, hasta que a la más alta concentración de lípidos evaluada 

(200 μg/mL) se obtuvieron valores cercanos al valor basal sin estimulación con LPS. Del 

mismo modo, se observó un aumento de IL-10, una citoquina con efecto anti-inflamatorio, 

en células sin estimulo previo de LPS de manera directamente proporcional a la 

concentracion de LTLM empleados (Figura 2 C y F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Algunos fosfolípidos y ácidos grasos específicos de leche materna pueden regular 

negativamente las citoquinas pro-inflamatorias: Para discernir cuales eran los lípidos 

responsables por el efecto anti-inflamatorio observado en la fracción lipídica total en leche 

materna, se procedió a evaluar una batería de lípidos purificados comerciales, encontrados 

en una alta proporción en la leche materna. Se obtuvo que los fosfolípidos: fosfatidilcolina y  
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fosfatidilserina, y los ácidos grasos: ácido palmitoleico, ácido oleico y acido araquidónico, 

también regulaban negativamente los niveles de expresión de las citoquinas IL-6 e IL-8 en 

células Caco-2 previamente estimuladas con LPS, cuantificado por Rtq-PCR (Figuras 3 A y 

B). Mientras que se obtuvo que las citoquinas pro-inflamatorias no disminuyeron en 

comparación con las células previamente estimuladas con LPS, al ser incubadas con el ácido 

caprico, que se utilizó como control negativo debido a que es un ácido graso que no se 

encuentra reportado como parte de los lípidos de la leche materna. Esto comprueba que el 

efecto anti-inflamatorio es específico para los lípidos de leche materna y no cualquier lípido 

con estructura parecida. 

 

 

 

 

 

El maleato de perhexilina inhibe el efecto anti-inflamatorio de la fosfatidilcolina y el acido 

palmitoleico: El maleato de perhexilina es una droga que inhibe a la proteína transportadora 

de ácidos grasos (FATP) (Li et al., 2008). Se determinó la regulación de dos citoquinas pro-

inflamatorias en presencia de este inhibidor, empleando los lípidos específicos presentes en 

leche materna que tuvieron el mayor efecto anti-inflamatorio en el modelo utilizado, como 

lo son la fosfatidilcolina y el ácido palmitoleico. Se observó que el nivel de expresión de las  



9 

OBSERVADOR DEL CONOCIMIENTO 

VOL 2. N° 1 ENERO 2014. 

 
REVISTA CIENTÍFICA MULTIDISCIPLINARIA 

 

Depósito Legal: PP201402DC4456. 

ISSN: 2343-6212.                                           Autor: Sánchez Gabriela y Barrera Girolamo. 

LÍPIDOS AISLADOS DE LECHE MATERNA REGULAN LA EXPRESIÓN DE CITOQUINAS EN CÉLULAS 

INTESTINALES HUMANAS (Caco-2) 

 

 

citoquinas IL-6 e IL-8 disminuía significativamente en presencia de LPS, mientras que al ser 

preincubadas con LPS y el inhibidor maleato de perhexilina, este efecto era abolido, ya que 

los niveles de citoquinas se mantenían altos. De estos experimentos se puede deducir que el 

efecto anti-inflamatorio depende del transporte de estos lípidos específicos al interior de la 

célula, y de la señalización intracelular resultante.  

 

 

 

 

 

 

Discusión de Resultados 

El papel de los lípidos de leche materna ha sido estudiado de forma amplia en la última 

década, dado los beneficios, se tiene que la proporción y composición de lípidos encontrados 

en la leche materna no es reproducido en las fórmulas comerciales (Smit et al., 2003). En 

este sentido, Lucas y Cole (1990) realizaron un estudio donde la alimentación con leche 

materna humana está asociada con la reducción del riesgo de padecer una enfermedad 

inflamatoria como la enterocolitis necrotizante del neonato en comparación con bebés 

alimentados con fórmula.  
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En el presente trabajo se describe el efecto anti- inflamatorio que presentan los LTLM en 

células intestinales humanas, dado por la disminución de la proteína C reactiva (Figura 1), 

de citoquinas pro-inflamatorias IL-6 e IL-8, así como el aumento de la citoquina anti- 

inflamatoria IL-10 (Figura 2). Como se describió anteriormente, se conoce poco sobre los 

efectos de los lípidos en el sistema inmune y su efecto en la señalización que conlleva a este 

efecto anti-inflamatorio observado.  

Se conoce que los PUFA de cadena larga consumidos en la dieta pueden modular la 

generación de células Th1 y Th2 en adultos. Field et al., (2001) reportaron que los niños 

alimentados con fórmulas suplementadas con DHA y AA tenían poblaciones de linfocitos 

CD4 de memoria ó activadas por antígeno (CD45RO) y la cantidad de IL- 10, parecidas a la 

presentada por bebés alimentados con leche materna humana, a diferencia de bebés 

alimentados con fórmula no suplementada (Field, 2005). En este sentido, se encontró que los 

lípidos específicos que producían el efecto anti- inflamatorio eran mayormente los 

fosfolipidos: fosfatidilcolina (PC) y fosfatidilserina; y los ácidos grasos: oleico, palmitoleico 

y el AA (Figura 3). Se destaca que la PC ha mostrado tener efecto anti-inflamatorio. Estudios 

recientes muestran que, en enfermedades inflamatorias del colon, como la colitis ulcerativa, 

los pacientes que la padecen muestran menor contenido de PC en comparación con 

individuos sanos, mientras que el tratamiento con PC disminuye la actividad inflamatoria. 

Treede et al., (2007) realizaron experimentos en la línea celular Caco- 2 donde observaron 

una inhibición de la respuesta inflamatoria inducida por TNF-α, dada por la inhibición de la 

actividad de las quinasas activadas por mitógenos (MAPK) ERK y p38 y de NF-κB (que 

promueve la síntesis de citoquinas pro-inflamatorias), mientras que otros fosfolípidos como  
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la esfingomielina no producían estos efectos (Schneider et al., 2010). Además, otros autores 

señalan como uno de los receptores que media esta señalización a los PPARγ2 y PPARα, 

indicando que las activaciones de estos receptores promueven una respuesta Th2 y disminuye 

la inflamación de enfermedades como la colitis (Saubermann et al., 2002). De hecho, estudios 

recientes sugieren que la 1-palmitoil-2- oleoil-sn-glicerol- 3-fosfocolina es un ligando 

endógeno de PPARα (Chakravarthy et al., 2009; Schneider et al., 2010). 

En cuanto a los ácidos grasos, el ácido palmitoleico obtuvo el mayor efecto anti- inflamatorio, 

sin embargo, no hay reportes de su papel en la inflamación. Por otro lado, Lee y col. (2001) 

reporta que en macrófagos los ácidos grasos no saturados promueven respuestas pro-

inflamatorias; mientras que varios ácidos grasos insaturados, incluyendo PUFAs n-6 como 

el ácido araquidónico inhiben la expresión de genes tales como COX- 2, iNOS e IL-1α. Así 

mismo, se ha reportado que productos de nitración de ácidos grasos insaturados producidos 

de manera dependiente de reacciones de oxidación dependientes de óxido nítrico, un 

producto lipídico endógeno, tales como el ácido oleico 9- o 10- itrooctadecanoico (OA-NO2) 

es un agonista de PPARγ y disminuye la actividad inflamatoria en el modelo experimental 

de la enfermedad intestinal inflamatoria [Borniquel et al., (2010)]. En la Figura 4 se 

demuestra que el efecto anti-inflamatorio es bloqueado por el inhibidor de FATP, por lo cual 

se deduce que se necesita de la entrada de los lípidos específicos a la célula, para ejercer su 

señalización intracelular, posiblemente a través de receptores intracelulares como estudios 

sugieren que la PC es ligando de PPAR [Schneider et al., (2010)]. 
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Todos estos datos en conjunto, sugieren que factores lipídicos como fosfolípidos y ácidos 

grasos insaturados que se encuentran en la leche materna pudieran activar receptores 

específicos en células intestinales de colon que activan una señalización intracelular y de ese 

modo pudieran modular la respuesta inmune en el intestino del neonato, confiriendo una 

posible protección frente a enfermedades inflamatorias. 

Conclusiones 

El entendimiento de la composición y las propiedades funcionales de los lípidos de leche 

materna pueden proveer una guía valiosa para el desarrollo de nuevas fórmulas infantiles 

suplementadas que las mejoren, mas no se pretende sustituir todos los numerosos beneficios 

de la alimentación con leche materna. 

La protección que ofrece la leche materna frente a enfermedades inflamatorias intestinales 

en neonatos, pudiera estar asociada al efecto de los lípidos contenidos sobre rutas de 

señalización y modulación de citoquinas en enterocitos. 
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