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RESUMEN

ABSTRACT

Los mamiferos producen lactoferrina, una glicoproteina
monomérica no hémica de unién a hierro que es considera-
da componente esencial de la inmunidad innata del hospe-
dero. El objetivo de esta revisién es presentar los principales
efectos inmunorreguladores de la lactoferrina heterdloga,
administrada por via oral o parenteral en animales de expe-
rimentacién sanos o infectados con bacterias patégenas. La
lactoferrina bovina y la humana estimulan o inhiben diver-
sos componentes humorales y celulares de la inmunidad im-
plicados en la prevencién y/o resoluciéon de infecciones y de
la inflamacién asociada a estas tltimas. El efecto modulador
de la lactoferrina heter6loga tiene implicaciones practicas
por sus posibles aplicaciones terapéuticas, profilacticas y
adyuvantes. La comprensién integral de la influencia de la
lactoferrina sobre la respuesta inmunitaria y sus limitantes
son de fundamental relevancia para su aplicacién racional
en el control de diversas enfermedades causadas por bacte-
rias patdgenas.

Mammals produce lactoferrin. It is a nonheme iron bind-
ing monomeric glycoprotein considered an essential com-
ponent of the host innate immune response. The aim of
this review was to present the main immunodulatory ef-
fects on the after the exposition of heterologous lactofer-
rin administered by oral or parental routes in experimen-
tal animals whether healthy or infected with pathogenic
bacteria. Bovine and human lactoferrin enhance or in-
hibit several humoral and cellular components of im-
mune response involved in prevention or/and resolution
of infection and inflammation associated to them. Mod-
ulatory effects of heterologous lactoferrin have potential
prophylactic, therapeutic, and adjuvant applications. A
better understanding of the influence of lactoferrin on
immune and inflammatory responses, and its limitations
is critically relevant to explore its application on the con-
trol of diseases caused by pathogenic bacteria.

Palabras clave: Inmunidad intestinal, respuesta innata,
inflamaci6n, proteinas eucariéticas de unién a hierro, lacto-
ferrina.

INTRODUCCION

Los mamiferos producen lactoferrina, una glicopro-
teina monomérica no hémica de unién a hierro de 80
kDa perteneciente a la familia de las transferrinas.!

Key words: Intestinal immunity, innate response, inflam-
mation, eukaryotic iron binding proteins, lactoferrin.

La lactoferrina esta distribuida en leche, calostro, sa-
liva, lagrimas, bilis, secreciones vaginales, semen,
fluido bronquial y en granulos secundarios de neu-
trofilos.! La lactoferrina endégena es una molécula
con propiedades antimicrobianas que se considera un
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componente esencial de la inmunidad innata del hos-
pedero.? La contribucién de la lactoferrina a la res-
puesta innata se relaciona con su estratégica presen-
cia en liquidos secretados por los epitelios, expuestos
continuamente a agentes patégenos que colonizan o
invaden las mucosas, asi como a su incremento al ser
liberada como resultado de la degranulacién de neu-
tréfilos que ocurre durante la inflamacién de origen
infeccioso.?

En la actualidad, la lactoferrina bovina (Lfb) y la
lactoferrina humana (Lfh) han sido las mejor carac-
terizadas desde el punto de vista estructural y funcio-
nal. En ensayos in vitro se ha evaluado la actividad
antibacteriana de la lactoferrina que involucra su
efecto bacteriostatico y bactericida. El efecto bacte-
riostatico relativo a la inhibicién de la multiplicacién
bacteriana, esta relacionado a su habilidad de captar
Fe3* (ion férrico) que es esencial para el crecimiento
y expresion de virulencia de algunos agentes patége-
nos.? El efecto bactericida radica en la capacidad de la
lactoferrina de interaccionar con cationes divalentes
como el Ca?* que contribuyen a estabilizar la superfi-
cie bacteriana y con componentes bacterianos con
carga negativa como el lipopolisacarido (LPS). Dicha
interaccién desorganiza y desestabiliza la superficie
celular causando la pérdida de la permeabilidad y fi-
nalmente la muerte celular.3*

A nivel sistémico y local, la lactoferrina modula
in vivo la funcién de componentes humorales y ce-
lulares de la respuesta innata como neutroéfilos, cé-
lulas asesinas naturales (natural killer cells
[NKs]), linfocitos T ¢/, interferéon a (IFN «a) e
IFN 3, interleucina 18 (IL-18),>% y adaptativa a tra-
vés de anticuerpos, ILs, linfocitos Th1/Th2 y B.7™1°
La accion moduladora de la lactoferrina le permite
regular positiva o negativamente la inflamacién de
origen infeccioso.!! El efecto protector conferido
por la lactoferrina resulta de la convergencia de
eventos multifactoriales en los que estd implicada
su capacidad de interactuar con receptores de
membrana de diversas células inmunocompetentes.
A través de su union a receptores, la lactoferrina
modula la expresion de genes involucrados en di-
versas funciones como activacién celular y produc-
ci6én de citocinas.'? En los Gltimos anos, la accién
reguladora de la lactoferrina ha despertado crecien-
te interés en el area clinica, por sus potenciales
aplicaciones profilacticas y terapéuticas para el
control de infecciones.®!® Gran parte del conoci-
miento sobre diversos efectos reguladores ha sido
logrado mediante la administracion de lactoferrina
heteréloga de origen bovino!® o humano!* en varias
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especies de animales de experimentacién como rato-
nes, ratas y conejos.

En este manuscrito se revisan algunos efectos de
la administracién de lactoferrina sobre componentes
del sistema inmunitario que han sido evaluados in
vivo bajo condiciones fisiol6gicas normales de salud
asi como de infeccién, particularmente de origen bac-
teriano.

METODOLOGIA

La elaboraciéon de este trabajo implicé la biisqueda de
articulos originales y de revisién de difusién interna-
cional en el sitio www.nlm.nhi.gov. La lectura del ti-
tulo y el resumen fue el criterio primario de seleccién
de las referencias. Al recuperar y analizar el texto
completo de cada uno de los articulos, se descartaron
aquellos que estuvieran fuera del alcance del objetivo
del manuscrito. Se incluyeron articulos de revisién
que proponen modelos sobre las bases celulares y mo-
leculares del efecto regulador de la lactoferrina sobre
componentes humorales y celulares de la inmunidad;
trabajos de revision extensiva sobre los receptores
tipo toll y células T reguladoras, por mencionar algu-
nos, necesarios para comprender el papel regulador
de la lactoferrina.

Se rescataron y se incluyeron aquellos trabajos
relacionados con el estudio del efecto regulador de la
lactoferrina en animales sanos e infectados con bac-
terias patogenas, sus potenciales aplicaciones y li-
mitantes. Algunos articulos sobre ensayos in vitro y
ex vivo fueron también incluidos como complemento
de evidencias generadas bajo condiciones in vivo. La
elaboracion del cuadro I se basé6 en la informaciéon
descrita en articulos originales de investigacion re-
lativos al efecto de la lactoferrina en animales de ex-
perimentacién infectados con diversas bacterias pa-
tégenas. Para una mayor claridad conceptual y
grafica, se realizaron ciertas modificaciones de los
modelos de inmunorregulacién de lactoferrina (Fi-
guras 1y 2) propuestos originalmente en los articu-
los de referencia.

Influencia de la lactoferrina heteréloga sobre
la respuesta inmunitaria en animales sanos

La accién moduladora de la lactoferrina ha sido ana-
lizada con mayor frecuencia sobre la respuesta inmu-
ne adaptativa que en la inmunidad innata.’ Estudios
experimentales in vivo, realizados en raton, han eva-
luado con detalle los efectos de la Lfb o Lth suminis-
trada oralmente en la produccién local y sistémica de
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anticuerpos en animales sanos. La diversidad en la
duracion de los esquemas y modalidades de adminis-
tracion oral, asi como las diferentes especies anima-
les empleadas en los ensayos experimentales, ha per-
mitido explorar las propiedades inmunogénicas y
adyuvantes de la lactoferrina heteréloga y su efecto
en su actividad inmunorreguladora. Se ha observado
que la Lfb administrada por via intragastrica (i.g.)
en ratones sanos, por cuatro’ o seis semanas,® au-
menté las concentraciones basales de IgA e IgG en
saliva’ y liquido intestinal,”® e incrementé los niveles
de anticuerpos IgA e IgG especificos contra lactoferri-
na en liquido intestinal y suero™ y también de IgM
sérica antilactoferrina.® Se ha sugerido que la gene-
racion de anticuerpos antilactoferrina refleja la capa-
cidad de la lactoferrina de unirse y activar células B
y T via receptor.'® A su vez, la activacién de linfocitos
podria influir en la expresién de receptores especifi-
cos para lactoferrina. Aun cuando no se sabe el efec-
to de los anticuerpos anti-Lf sobre la accién modula-
dora de la lactoferrina, los anticuerpos especificos
inducidos por la ingestion crénica de Lfb forman
complejos inmunitarios que son eliminados por meca-

La lactoferrina como modulador de la respuesta inmunitaria

nismos de exclusién inmunitaria para reducir su ries-
go potencial.’®

La accién de la lactoferrina sobre la produccion de
anticuerpos ha sido puesta en evidencia ex vivo. En
cultivos celulares de placas de Peyer o de células de
bazo de ratones tratados via i.g. con Lfb y estimula-
dos in vitro con Lfb, se incrementé el total de anti-
cuerpos IgA e IgG.”® Ademas de influir en la res-
puesta de anticuerpos, la lactoferrina estimula la
proliferacion celular, como se ha observado en culti-
vos celulares de placas de Peyer? o bazo”® de ratones
tratados via i.g. con Lfb y estimulados con Lfb o con-
canavalina A (ConA).

Un aspecto relevante de la influencia de la lactofe-
rrina sobre la produccién de anticuerpos y la prolife-
racion celular, es su relacién con el tipo de adminis-
tracion oral y la forma en que la lactoferrina es
administrada, como se reporté en ratones sanos tra-
tados con Lfb.® La ingestion libre de Lfb adicionada
en el alimento y la administraciéon de una dosis dia-
ria aplicada por via bucal o i.g., favorecieron la pro-
duccion total de IgA e IgG en secreciones intestinales
y en suero, asi como la produccién de anticuerpos en

Cuadro I. Influencia de lactoferrina en infecciones bacterianas en animales de experimentacion.

Bacteria Modelo de infeccion Tratamiento con lactoferrina Efecto Ref
ETEC [enterotoxigenic Infeccion sistémica por via SLfb 10 mg IV dosis Ginica un Aument6 fagocitosis 30-32
Escherichia coli] IV* en ratén CFW, CBA. dia antes de infectar®
ETEC Infecciéon IG' en ratén ICR Lfb 10 mg/mL ad libitum en  Inhibicién de adherencia 33
libres de patégenos sol. de beber 7 dias antes de bacteriana intestinal,
infectar efecto antimicrobiano
E. coli Ec5 (0O18:K1:H7) Infeccion IG en ratas IlrLfh 350 mg/kg /dia 2 dias Efecto bactericida, 34
causante de meningitis recién nacidas Sprague antes de infectar activacion de
neonatal en ratas Dawley macrofagos
E. coli O6K5 causante de Instilacion en vejiga 500 ug Lfb o Lth 30 min Inhibicién IL-6 efecto: 35
pielonefritis infantil aguda urinaria de ratén C3H/Tif, antes de infectar por bactericida,
C3H/HeN via oral antiinflamatorio
Shigella flexneri Infeccién ig en conejo Lfh 0.125 mM ad lib Protecciéon vs inflamacién 36
New Zealand en PBS para beber, después por enteritis aguda
de infectar
Helicobacter pylori Infeccion oral en ratén Lfb 4 mg/0.1 mL/dia por 3 Efecto antibacteriano, 37
C57BL/6 semanas, 4 semanas después reduccion de carga
de infectar bacteriana
H. pylori Infeccion IG en ratéon Lfb 400 mg/kg diarios por Inhibiciéon de colonizacién, 38
BALB/Ca 10 dias, 4 semanas después efecto antiinflamatorio
de infectar
Staphylococcus aureus Infeccion IV en ratén Lfb 1 mg IV antes de Proteccién vs colonizacién, 39
uropatégena NIH/PLCR infectar inflamacién
Listeria monocytogenes Infeccion oral en ratén En el dia 4 después de Proteccion vs colonizaciéon 40
BALB/c infectar, Lth 10 y 100 mg/kg  hepatica, necrosis,
por 7 dias inflamacion
Mycobacterium Reto nasal con aerosol Lfb, Lfh, 1 mg por ratén, Bacteriostasis, 41
tuberculosis en raton deficiente del post-infecc, 2 veces/1 susceptibilidad
gene -2 microglobulina semana IN* disminuida

*IV: via intravenosa, IG: via intragéstrica, ‘IN: via intranasal, ‘Lfb: lactoferrina bovina, lrLfh: lactoferrina recombinante humana.
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Figura 1. Modelo de modulacién de la inflamacion y respuesta inmune celular de lactoferrina a través de su interaccién con re-
ceptores (basado de: Legrand D et al)."""* (Lado izquierdo) Como resultado de su interaccion con lactoferrina (Lf), el lipopolisa-
carido (LPS) no se une al receptor de membrana CD14 y por ende, su unién extracelular con el TLR-4 se bloquea. En ausencia
de interaccién LPS-TLR-4, no ocurre la sefalizacion intracelular bioquimica que genera la activacién de factores proteinicos de
transcripcion, como el NF«B. Este dltimo, esta implicado en la expresion génica de mediadores pro-inflamatorios como el TNF e
IL-1. (Centro) Los PGs facilitan la unién de la Lf con otros receptores como proteinas relacionadas con el receptor de lipopopro-
teinas de baja densidad (LRPs) y nucleolina. La unién de la Lf a LRPs favorece su endocitosis y/o a la activacién de vias de sefia-
lizacion intracelular. La interaccién de la Lf con nucleolina favorece su endocitosis e interaccion nuclear. Una vez endocitada la

nucleolina puede emerger a la superficie celular.

—3 Union de Lf con LPS; union directa o via PGs de Lf con receptores

—— Bloqueo de unién

--------- i Bloqueo de senalizacion intracelular

-------- P Sefalizacion intracelular activada por la unién extracelular de Lf con receptores
—==» Endocitosis e interaccion de Lf con ADN

— - =% Endocitosis e interaccion nuclear de Lf via nucleolina; reciclaje membrana-nicleo-membrana de nucleolina
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Figura 2. Interaccién de lactoferrina via receptor con células dendriticas y su repercusién en la regulacién inmunitaria en con-
diciones de infeccion (basado de Kreuzel ML y col.).** Este modelo simplifica la complejidad de interacciones que ocurren in
vivo entre componentes con un papel clave de enlace entre la inmunidad innata y adaptativa como son: la lactoferrina y las cé-
lulas dendriticas (CDs). Al unirse a receptores de superficie de las CDs, la lactoferrina induciria vias de seializacién intracelular
que podrian estar en conexion con otras vias activadas como resultado de la unién entre receptores tipo toll (toll like receptors
[TLRs]) y componentes de bacterias. La activacion de senales intracelulares via TLRs en CDs, induce la expresién de interleuci-
nas (ILs) y de moléculas coestimuladoras CD40, CD80 y CD86, criticamente relevantes en la activacion de linfocitos T y por tan-
to en la respuesta adaptativa. Dependiendo del tipo de agente infeccioso y del status fisiolégico del hospedero, las CDs podrian
madurar y expresar IL-12, IL-10 e IL-4 requeridas para la diferenciacién de linfocitos ThO en: Th1, Th reg y Th2, respectiva-
mente. La adecuada activacion de las subpoblaciones de linfocitos y produccion de ILs conduciria a la generacién de la res-
puesta inmunitaria necesaria para el control de la infeccién y la homeostasis.
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sobrenadantes de cultivos celulares de placas de Pe-
yer y de bazo estimulados in vitro con Lfb o LPS. En
tanto, la Lfb suministrada ad libitum en el agua de
beber no tuvo ningin efecto. Todas las modalidades
mencionadas, excepto la dosis continua de Lfb disuel-
ta en el agua de beber, promovieron la proliferacién
de células de bazo estimuladas in vitro con Lfb o
ConA.8

A nivel sistémico, la Lbf suministrada a ratones
sanos por via i.g. por un dia, promovié en sangre pe-
riférica el incremento de diversas células como leuco-
citos, granulocitos, linfocitos T y/0 asi como de linfo-
citos Th CD3+CD4+.%> Asi mismo, la capacidad de la
Lfb de estimular la proliferacién de los linfocitos
TCD4+ ha sido detectada en cultivos celulares de pla-
cas de Peyer y bazo de ratones inmunizados por via
i.g. con Lfb.? Como en la generacién de anticuerpos,
el tipo de administracion oral y la forma en que la
lactoferrina es administrada influyen fuertemente no
sélo en la proliferacién de los linfocitos, sino incluso
en la diferenciacion de las subpoblaciones Thl y
Th2,® implicadas en la regulaciéon de la respuesta in-
mune celular y humoral, respectivamente. En rato-
nes sanos, la ingestion continua de Lfb adicionada en
el alimento, o en una dosis diaria administrada por
via bucal o i.g., promovieron una respuesta tipo Th2.
Esta dltima, se relacioné con la formacion de IgG1 e
IgA en suero y secreciones intestinales asi como de
IL-4 e IL-5 en sobrenadantes de cultivos de placas de
Peyer y bazo estimulados in vitro con Lfb o ConA.8
Sélo la via oral menos natural es decir, la intubacién
i.g., estimul6 una respuesta humoral tipo Thl, evi-
dente por la generacién de anticuerpos IgG2a en se-
creciones y suero asi como de IFN-y e IL-2 en células
de bazo estimuladas con Lfb o ConA. La Lfb suminis-
trada libremente en el agua de beber no tuvo ningin
efecto sobre la respuesta Th1/Th2.

La falta de respuesta Th1/Th2 se asoci6 a la in-
duccion de tolerancia inmunolégica por via oral cau-
sada por la persistencia de lactoferrina en fluidos bio-
logicos al ser ingerida diariamente en el agua de
beber.8 El efecto tolerogénico de la Lbf ha sido obser-
vado con proteinas ingeridas frecuentemente en el
agua de beber como la ovoalbtimina que suprime la
respuesta inmunitaria en placas de Peyer y bazo a
través de la tolerancia de tipo Th2.8

Otra propiedad atribuida a la lactoferrina oral so-
bre la mucosa intestinal del ratén es la de estimular
la produccién de citocinas (IL-18 e IFNs tipo I a y 8
que potencian la actividad citotéxica de linfocitos T y
células NK).¢ También se ha descrito que la Lfb no
induce la proliferacion de linfocitos intraepiteliales
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(intraepithelial lymphocytes [IEL]) ni de ganglios me-
sentéricos linfoides (mesenteric lymphoid nodules
[MLN]) de las subpoblaciones T CD3+, TCD3+ /0,
T CD4-CD8+ y CD4+CD8-.* En contraste, la Lfb
promueve la produccién de IFN-y e IL-10 en cultivos
de IEL estimulados con anticuerpos anti-cadena 3 del
receptor de linfocitos T (T cell receptor [TCR]) y anti-
CD3, respectivamente; por el contrario, Lfb no favo-
reci6 la produccién de IFN-y en IEL estimulados con
anticuerpos anti-TCR y/d, esto indicé que la Lfb sélo
afect6 la produccion de INF-y de linfocitos T a/f de
origen timico. En cultivos celulares de MLN estimu-
lados con anti-CD3, la lactoferrina propicié la pro-
duccién de IFN-y e IL-10. Estos resultados muestran
que la lactoferrina es capaz de promover la respuesta
de linfocitos Th1, Th2 y de linfocitos Th reguladores
(Th reg) de origen timico.? Para algunos, el efecto de
la lactoferrina sobre la respuesta linfocitaria depende
del status de maduracién y de activacion de las
subpoblaciones Th1/Th2.°

Estas evidencias experimentales sugieren que el
efecto inmunorregulador de la lactoferrina podria ra-
dicar no s6lo en su capacidad de alterar la diferencia-
cién y proliferacion de las subpoblaciones Th1/Th2,°
sino también influir en la funcién de los linfocitos Th
reg. Estos altimos, estan involucrados en modular la
actividad de los linfocitos efectores Th1/Th2 para
mantener la homeostasis a través de la secrecion de
IL-10 y del factor transformante de crecimiento j
(transforming growth factor f [TGF-3]).1617

Estudios de absorcion y digestibilidad intestinal
han aportado informacién sobre el destino y efectos
de la Lfb administrada por via oral. Al ser ingerida,
la Lfb modula la respuesta inmunitaria a nivel local y
sistémico de células inmunocompetentes del epitelio
intestinal y del tejido linfoide asociado a mucosas.!®
El modelo anterior asume que la mayor proporcién
de Lfb ingerida no es transferida a la sangre!® y so-
brevive al efecto de proteasas del aparato gastrointes-
tinal, como se demostré en ratones!® y voluntarios
humanos.? Otra hipétesis de modulacién a nivel sis-
témico” sugiere que la lactoferrina ingerida es absor-
bida en el intestino y transportada a través de la san-
gre a organos linfoides secundarios como bazo y
ganglios periféricos, donde acttia sobre células inmu-
nocompetentes. La presencia de Lfb oral transporta-
da en la sangre a través de la circulacion linfatica®
podria apoyar la factibilidad de este modelo.

Aunque una gran proporcién de lactoferrina per-
siste en el tracto gastrointestinal, no se puede igno-
rar la presencia de lactoferricina (Lfen), un péptido
bioactivo generado in vivo en el tracto gastrointesti-
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nal a partir de la accién proteolitica de la pepsina so-
bre la Lfb??? o Lfh.?* La Lfen deriva de un segmento
del extremo N1 terminal de la lactoferrina, en donde
reside la actividad antimicrobiana de esta dltima. A
diferencia de la lactoferrina, la Lfcn carece de activi-
dad quelante de iones Fe?*, pero tiene actividades in-
munorreguladoras analogas a las de la lactoferrina
parental,? como su capacidad de estimular la prolife-
racién celular. En cultivos celulares de bazo y placas
de Peyer de ratones atimicos tratados oralmente con
hidrolizados de lactoferrina se observé una respuesta
celular proliferativa de los linfocitos B.? El estudio in
vivo de estos derivados proteoliticos podria ayudar a
esclarecer su contribucién al efecto inmunorregula-
dor de la lactoferrina.

Otro aspecto cuyo estudio es preciso evaluar en
condiciones in vivo es la interaccién de lactoferrina
con receptores de la membrana celular y su repercu-
sion sobre la regulaciéon inmunitaria. Se ha propues-
to que a través de su unidén a receptores, la lactofe-
rrina modifica la expresién de genes implicados en la
activacion, diferenciacion, proliferacion celular y se-
crecion de citocinas.’? Se ha sugerido que la lactofe-
rrina tiene un efecto modulador sobre la respuesta
inflamatoria al unirse a componentes bacterianos
pro-inflamatorios como el LPS e inhibir la interac-
cién de este tltimo, con la proteina sérica de unién a
LPS (LPS binding protein [LBP]). El LPS unido a la
LBP es captado por el receptor CD14 de membrana
CD14 (mCD14) que lo transfiere a la proteina MD2
la cual facilita su unién con el receptor tipo foll (de
peaje) (toll like receptor [TLR-4]). La interaccién
LPS-TLR-4 induce la senalizacién intracelular que
conduce a la activacién de factores de transcripcién
como el factor nuclear «B (nuclear factor «B
[NF«B]). El NF«B esta implicado en la regulacién de
la expresion de genes que codifican mediadores pro-
inflamatorios como el factor de necrosis tumoral (fu-
mor necrosis factor [TNF]) e IL-1.27 Un mecanismo
sobre el efecto antiinflamatorio atribuido a la lactofe-
rrina radica en su capacidad de inhibir la produccién
de mediadores proinflamatorios al unirse al LPS e
impedir su unién a los receptores mCD14 y finalmen-
te con el TLR-4.!! La influencia de la lactoferrina en
la senalizaciéon a través de TLR-4 se ha explorado en
cultivos de macréfagos peritoneales obtenidos de ra-
tones con alelo funcional TLR-4 y de ratones con ale-
lo mutante TLR-4 incubados con LPS o Lfb. Al igual
que el LPS, la lactoferrina indujo la expresiéon de
CD40 en macrdéfagos de ratones con TLR-4 funcional
pero a diferencia del LPS, la lactoferrina estimul¢ la
expresion de IL-6 en macréfagos de ratones con alelo
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mutante TLR-4. Estos resultados sugieren que la lac-
toferrina induce la expresiéon de CD40 e IL-6 por una
via de senalizacién dependiente e independiente del
TLR-4, respectivamente.?

Ademas de estar implicada en la senalizacién in-
tracelular, como resultado de su unién a receptores
de superficie, la lactoferrina ha sido considerada
como factor regulador de la transcripcién al interac-
tuar con receptores que favorecen su endocitosis y
contacto con ntcleo. El receptor de la lactoferrina ex-
presado en el epitelio intestinal'? conocido como inte-
lectina, es una proteina asociada a balsas lipidicas y
anclada a la membrana mediante el glicosilfosfatidil
inositol (GPI) implicada en la endocitosis y en favo-
recer asi la internalizacién de la lactoferrina hacia el
nucleo.? La lactoferrina también posee otros recepto-
res distribuidos ampliamente en células y tejidos
como son los proteoglicanos (PGs), nucleolina y pro-
teinas relacionadas con el receptor de lipopoproteinas
de baja densidad (low-density lipoprotein receptor-re-
lated proteins [LRPs]).!? Los PGs son receptores de
baja afinidad pero mayoritariamente responsables de
la alta densidad de union de la lactoferrina sobre la
superficie celular. Los PGs facilitan la unién de la lac-
toferrina con otros receptores como LRPs y nucleolina.
Se ha sugerido que los LRPs inducen la activacién de
vias de senalizacion intracelular al interaccionar ex-
tracelularmente con la lactoferrina y favorecen su en-
docitosis. La nucleolina es una proteina nuclear pero
que también puede expresarse en la superficie celular,
implicada en la endocitosis de la lactoferrina y en fa-
vorecer su contacto con el ntcleo.'?

Evidencias obtenidas en cultivos de células mono-
nucleares, muestran que al endocitarse via receptor,
la lactoferrina bloquea la unién del NF«B al promo-
tor de TNF y de este modo inhibe la produccién de
citocinas proinflamatorias inducidas por el LPS.!2
Ademas de interactuar y afectar la expresion de ge-
nes al ser endocitada, la lactoferrina activa vias de
senalizacién al unirse a receptores expresados en la
superficie celular. A través de este Gltimo mecanis-
mo, la lactoferrina estimula a las proteincinasas ac-
tivadas por mitégeno (mitogen activated protein ki-
nases [MAPKs]) implicadas en la expresion de CD4
en linfocitos T de la linea celular Jurkat.!?

Se ha propuesto que los efectos positivos, o negati-
vos, de la lactoferrina sobre la expresién de genes re-
sultan de su actividad inmunomoduladora dependien-
te del estado fisiol6gico del hospedero.'? En la figura 1
se ilustra el modelo de modulacién de la inflamacién y
la respuesta inmune celular de lactoferrina a través
de su interaccion con receptores.
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Influencia de la lactoferrina heteréloga sobre
la respuesta inmunitaria en infecciones bacte-
rianas

Varios modelos animales con infecciéon experimental
(Cuadro 1) apoyan algunos efectos terapéuticos o pro-
filacticos de la lactoferrina administrada por via oral
o parenteral, contra infecciones o inflamacién de ori-
gen infeccioso. La proteccion atribuida a la lactofe-
rrina heterdloga involucra efectos como la sobrevi-
vencia del hospedero, reduccién del namero de
patogenos en tejidos y contribucion a la resolucién
de los sintomas, entre otros.

La influencia de la Lfb en la proteccién ha sido
asociada a su actividad bacteriostatica, como se de-
mostré in vivo en el intestino de ratones inoculados
oralmente con algunas especies de Clostridium de la
microflora fecal.*? Se ha propuesto que mediante su
accion bacteriostatica, la Lfb suprime la transloca-
ci6én intestinal de enterobacterias endogenas de la flo-
ra normal del tracto gastrointestinal hacia los gan-
glios mesentéricos y al compartimiento sistémico.*3
En ratones libres de patégenos especificos (specific
pathogen free [SPF]) alimentados con Lfb adicionada
en leche, se observé un efecto bacteriostatico sobre el
crecimiento de enterobacterias intestinales. La bacte-
riostasis ejercida por la Lfb dependi6 de su habilidad
de estimular la absorcién intestinal de carbohidratos
y asi disminuir su disponibilidad para enterobacterias
cuyo crecimiento depende de la concentracion de azi-
cares en la dieta.** En otro modelo de infeccién, la ac-
cién quelante de la lactoferrina sobre el hierro influ-
y6 en la inhibicién del crecimiento intracelular de
Mycobacterium tuberculosis.** A través de este efecto
bacteriostatico, la lactoferrina disminuy6 in vivo la
infeccion por M. tuberculosis en el pulmoén de ratones
altamente susceptibles que carecen del gene 3-2-mi-
croglobulina.** En el modelo murino de infecciéon con
ETEC (enterotoxigenic Escherichia coli) cuya patogé-
nesis depende de su habilidad de adherirse y coloni-
zar el intestino, la proteccion conferida por la lactofe-
rrina oral se debi6 a su capacidad de bloquear la
adherencia bacteriana intestinal.®?

En ratones infectados por instilacion en la vejiga,
o via intravenosa, con especies uropatégenas de E.
coli*®y Staphylococcus®® respectivamente, se sugirié
que el efecto protector de la lactoferrina contra in-
fecciones en vias urinarias podria estar vinculada
con su actividad bactericida ejercida al unirse a
componentes anidnicos de la membrana externa, o
pared celular, y de ese modo desestabilizar la super-
ficie bacteriana.
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En modelos de infeccion sistémica®? o intestinal,3*
con cepas patégenas de E. coli, la proteccion exhibida
por la lactoferrina se atribuyé a su capacidad de
unirse a células fagociticas y estimular su accién bac-
tericida. La interaccién directa con bacterias, o célu-
las fagociticas, junto con la respuesta del hospedero,
pueden formar parte del conjunto de eventos multi-
factoriales que contribuyen al efecto protector de la
lactoferrina.® Lo anterior se ve reflejado en la protec-
cion atribuida a la Lfb o Lfh, administradas por via
oral, contra infecciones extraintestinales que ocu-
rren a nivel hepatico,?’ sistémico® y renal.?®

Algunos estudios experimentales han analizado los
efectos de la lactoferrina sobre la respuesta de linfoci-
tos T e ILs implicados en la proteccion contra infeccio-
nes causadas por bacterias patégenas.®!** En infec-
ciones bacterianas extraintestinales acompanadas de
una fuerte respuesta inflamatoria, se demostré6 que la
Lfb o Lfh ejercen un efecto antiinflamatorio protector
al reducir la produccién de la citocina IL-6 y del
TNF3235 asi como la expresion de ARNm para TNF,
IFN-y e IL-18.#° Otros modelos de infeccién muestran
que la lactoferrina favorece la polarizacion de la res-
puesta mediada por linfocitos Th1, que tienen un pa-
pel central en el control de infecciones causadas por
M. tuberculosis. El incremento de la respuesta Thl
reflejado por el aumento de citocinas proinflamato-
rias IL-12, TNF-a, IL-$ e IL-6, se observé en ratones
inmunizados con la vacuna BCG adicionada con lac-
toferrina como adyuvante, e infectados con M. tuber-
culosis.*® La polarizacién hacia la respuesta Th1 tam-
bién se observé en ratones transgénicos para el gene
Ifh e infectados con Staphylococcus aureus, causante
de artritis séptica. En estos ratones, la Lfh redujo la
infeccion sistémica, artritis y mortalidad, al estimular
la inmunidad celular y la produccién de TNF, IFN-y,
asociados a la respuesta de tipo Thl asi como de inhi-
bir la produccién de IL-5 e IL-10 de las células Th2.4

La influencia de la lactoferrina sobre la proteccion
contra infecciones e inflamacién, esta relacionada
con su capacidad de participar en la maduracion y di-
ferenciacién de linfocitos Th1/Th2 y por ende, en el
balance de citocinas. Se ha sugerido que la lactoferri-
na inhibe la produccién de citocinas tipo Th1 y asi li-
mita las consecuencias negativas de una excesiva res-
puesta inflamatoria asociada a infecciones causadas
por diversas bacterias patégenas. Por otra parte, la
lactoferrina promueve la respuesta Thl en infeccio-
nes cuyo control depende de las citocinas producidas
por esta subpoblacion.®

Un modelo propuesto (Figura 2) sugiere que la
lactoferrina es un componente de la respuesta innata
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que podria interaccionar con células dendriticas
(CDs) para activar vias de senalizacién involucradas
en la produccién de ILs que afectan la diferenciacién
de subpoblaciones de linfocitos T.*® Las CDs son célu-
las presentadoras de antigeno que funcionan como
eslabén entre la respuesta innata y la adaptativa. Las
CD expresan moléculas esenciales en la respuesta in-
nata como son los TLRs que interaccionan con com-
ponentes microbianos. Dicha interaccién induce la
activacién y expresiéon de moléculas coestimuladoras
como CD40, CD80 y CD86 que tienen un papel rele-
vante en la presentacién de antigenos hacia los linfo-
citos T para la generacién de la inmunidad adaptati-
va.* En el modelo ilustrado en la figura 2 se propone
que, dependiendo de la naturaleza del agente infeccio-
so y del status fisiolégico del hospedero, las CD pro-
mueven la activacion de los linfocitos en Th1, Th reg
y/o Th2 al expresar IL-12, IL-10 e IL-4, respectiva-
mente.® La activacion de las subpoblaciones de linfo-
citos y la produccion de ILs requeridas para determi-
nado patégeno, conduciria al control de la infeccién
hasta alcanzar la homeostasis inmunitaria.

Evidencias obtenidas en ensayos in vitro muestran
que la Lfh obtenida de leche materna y la lactoferrina
endégena liberada por neutréfilos redujeron la pro-
duccién de IFN-y y aumentaron la de IL-10 en linfoci-
tos Th CD4+.5° Otros ensayos reportan que al favo-
recer la expresion de moléculas clase II del complejo
principal de histocompatibilidad en macréfagos, la
lactoferrina estimula su capacidad de presentar anti-
genos y activar a linfocitos Th1 secretores de IL-12.%
Atn falta esclarecer si estos eventos estan implicados
en la regulacion ejercida por la lactoferrina heterolo-
ga sobre la respuesta de linfocitos Th y el balance de
citocinas que opera en condiciones in vivo.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los modelos animales de infeccién experimental han
permitido ponderar algunos efectos antibacterianos
de la lactoferrina heter6loga con potenciales aplica-
ciones terapéuticas para infecciones bacterianas en
humanos. La efectividad terapéutica de la Lfb ha sido
probada para el tratamiento de la infeccién por Heli-
cobacter pylori en pacientes humanos portadores.®?
En comparacion con la Lfb, la Lfh recombinante no
exhibe actividad terapéutica eficiente para erradicar
H. pylori del intestino de pacientes infectados.?® Otra
estrategia terapéutica que se prob6 en individuos in-
fectados con H. pylori de poblacion abierta y elegidos
al azar, fue la administracién conjunta de lactoferri-
na y antibidticos. En este estudio, se observé que la
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Lfb reforzé la actividad de farmacos antimicrobianos
aplicados para la erradicaciéon de H. pylori tales
como esomeprazol, claritromicina y tinidazol.>*

Los efectos reguladores de la lactoferrina sobre
componentes humorales y celulares de la respuesta
inmunitaria se han valorado en voluntarios huma-
nos sanos tratados por via oral con capsulas de lac-
toferrina comercial. En estos pacientes, la lactoferri-
na incrementé transitoriamente los neutroéfilos
inmaduros circulantes y atenué la produccién espon-
tanea de IL-6 y TNF en cultivos de sangre periféri-
ca.’>% Para evaluar el efecto inmunorregulador, los
voluntarios tratados con lactoferrina se separaron en
diferentes grupos de acuerdo a la habilidad de sus cé-
lulas mononucleares sanguineas de producir IL-6 y
TNF en forma espontanea o en presencia de LPS. La
lactoferrina favoreci6 la disminucién o el aumento de
IL-6 y TNF en individuos que mostraron un alto y
bajo nivel de respuesta, respectivamente.5>5¢ Estos re-
sultados sugieren que el efecto regulador de la lacto-
ferrina depende del estado inmune de los individuos y
podria ayudar a mantener la homeostasis inmunita-
ria en condiciones de salud o en infeccién.

Otra implicaciéon practica del efecto inmunorregu-
lador de la lactoferrina incluye su aplicacién terapéu-
tica, o profilactica, como agente antiinflamatorio que
acompana a una variedad de infecciones bacterianas.
A nivel experimental se ha valorado la efectividad an-
tiinflamatoria de Lfb formulada en liposomas admi-
nistrada por via oral a ratones. En comparacién con
la Lfb libre, la Lfb en forma de liposomas exhibié ma-
yor efecto supresor sobre la producciéon de TNF-a en
células mononucleares sanguineas estimuladas in
vitro con LPS.5" Ademaés de los liposomas, los for-
mulados entéricos de Lfb probados en ratas® po-
drian representar otra alternativa para aumentar
su efectividad antiinflamatoria. Estos formulados son
absorbidos eficientemente en el intestino y refuerzan
la resistencia de la lactoferrina a la protedlisis enzi-
matica.

Por su accién inmunomoduladora, la lactoferrina
tiene una probable aplicacion como adyuvante de va-
cunas. La bisqueda de adyuvantes eficientes e ino-
cuos para su aplicaciéon en humanos ha estimulado el
interés por explorar las propiedades adyuvantes de la
lactoferrina. En ratones se observo que la lactoferri-
na coadministrada por via oral, peritoneal o subcuta-
nea con antigenos particulados como glébulos rojos
de carnero (GRC), BCG, o antigenos proteinicos solu-
bles como ovoalbimina (OVA), promovi6 la respues-
ta de hipersensibilidad tardia antigeno-especifica de
nivel similar al observado con el adyuvante completo
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de Freund.? Al explorar el potencial para estimular
la respuesta humoral y celular hacia OVA y GRC en
ratén, se observé que el efecto adyuvante de la lac-
toferrina en forma de complejo con monofosforil li-
pido A (MPL) fue mayor que de cada uno por sepa-
rado.®°

Como en el caso de otros productos farmacéuticos,
el riesgo toxico potencial de la administracion de lac-
toferrina heterdloga también ha sido valorado. Los
resultados obtenidos en ensayos experimentales
muestran que la administraciéon de Lfb® y Lfh re-
combinante®? en ratas no producen efectos adversos.
Aun cuando la Lfb y Lfh son productos de baja toxi-
cidad existen algunas desventajas que conllevan su
aplicacion. En algunas infecciones la lactoferrina po-
dria estimular el crecimiento de bacterias capaces de
captar el hierro a través de receptores de membrana
para lactoferrina, como en el caso de Neisseria me-
ningitidis y Moraxella catarrhalis, entre otras.%® Te6-
ricamente la lactoferrina podria favorecer respuestas
autoinmunitarias en pacientes que padecen tubercu-
losis o lepra. Estos pacientes producen autoanticuer-
pos de reactividad cruzada contra lactoferrina endé-
gena que reconocen a una proteina de 65 kDa de
choque térmico producida por los bacilos M. tubercu-
losis y M. leprae.®*

Aunque gran parte de los eventos sobre la influen-
cia de la lactoferrina en la respuesta inmunitaria atiin
son poco conocidos, las propiedades multifuncionales
de la lactoferrina y su papel en la homeostasis inmu-
nitaria estan siendo estudiadas extensivamente por
sus implicaciones clinicas.*®% La comprension global
de los eventos sustantivos involucrados en la modu-
lacion mediada por la lactoferrina, asi como sus po-
tenciales efectos adversos, sera fundamental para su
racional y eficiente aplicacién en estrategias de pre-
vencion, o tratamiento de infecciones causadas por
bacterias patégenas.
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