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Resumen

Diversas especies de mamiferos producen lactoferrina, una glicoproteina no hémica de unién a hierro
perteneciente a la familia de las transferrinas. La lactoferrina esta presente en una variedad de fluidos
exocrinos y es particularmente abundante en leche y calostro. La lactoferrina es un componente esen-
cial de los mecanismos innatos de defensa del hospedero, puesto que exhibe diversas actividades anti-
bacterianas y ademaés por su estratégica presencia en las secreciones diseminadas sobre las superficies
mucosas que continuamente estadn expuestas al contacto con bacterias patégenas. La investigacion
béasica de las propiedades antibacterianas de la lactoferrina ha influido en estudios clinicos relacionados
con estrategias profilacticas para la prevencién de enfermedades bacterianas, asi como en el disefio
de métodos terapéuticos para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias resistentes a anti-
bidticos.
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Abstract

Several species of mammals produce lactoferrin, a nonheme iron-binding glycoprotein belonging to the
transferrin family. Lactoferrin is distributed in a variety of exocrine fluids and it is particularly abundant in
milk and colostrum. Lactoferrin is an essential component of innate mechanisms of host defense o ac-
count of displaying several antibacterial activities and by its strategic presence in secretions spread over
mucosal surfaces which are frequently exposed to the contact to pathogenic bacteria. Basic research
about the antibacterial activities of lactoferrin has influenced on clinical studies related to prophylactic
strategies to prevent infectious diseases as well as on the design of therapeutic methods for the treat-

ment of diseases caused by antibiotic resistant bacteria.
Keywords: /actoferrin, innate defense, antibacterial agents, iron binding proteins.

Infroduccidon

Desde su descubrimiento y caracterizacion, la lacto-
ferrina (Lf) ha sido sujeta a numerosos estudios sobre
su estructura, biosintesis, distribucién tisular, meta-
bolismo y propiedades biolégicas.?® La Lf es una
proteina no hémica de unién a hierro perteneciente a
la familia de las transferrinas, producida por diversas
especies de mamiferos. A diferencia de otros miem-
bros de la familia de las transferrinas como la transfe-
rrina sérica, cuyo papel biolégico més relevante es el
transporte de hierro, la funcién primaria atribuida a la
Lf es colaborar en mecanismos innatos de proteccion
del hospedero.* El papel de la Lf como componente

esencial de la respuesta innata de defensa se ve re-
flejado por su amplia distribucién en secreciones di-
seminadas en las superficies mucosas que recubren
glandulas exocrinas y diversos conductos como el
tracto respiratorio, intestinal y genitourinario. Dichas
secreciones forman parte de la primera linea de de-
fensa del hospedero que enfrenta el contacto directo
con agentes patégenos que colonizan o invaden las
superficies mucosas. 4 Numerosas evidencias experi-
mentales generadas en su mayor parte en ensayos /n
vitro demuestran que la Lf es una molécula multifun-
cional capaz de exhibir actividad antimicrobiana sobre
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un amplio espectro de agentes patdgenos entre los
que se incluyen: bacterias, levaduras, hongos, proto-
zoarios y virus.® Estudios /n vivo, muestran que la Lf
puede actuar como modulador de la inflamacién y de
la respuesta inmunitaria.® Mediante esta actividad in-
munomoduladora, la Lf refuerza la efectividad de su
accion antimicrobiana.

Considerando que la Lf es un efector humoral no
especifico que cumple un papel estratégico en los
mecanismos innatos de protecciéon del hospedero,
el propdsito de este trabajo fue exponer los efectos
antibacterianos de la Lf reconocidos a la fecha con
especial énfasis sobre bacterias patégenas.

Caracteristicas estructurales
y distribucion de lactoferrina

Estructural y funcionalmente, la Lf humana y bovina
han sido las mas ampliamente estudiadasy, por ende,
las mejores caracterizadas. La Lf pertenece a la fami-
lia de proteinas no hémicas conocidas como trans-
ferrinas, entre las que figura también la transferrina
sérica (Tfs)." La Lf es una glicoproteica monomérica
de 80 kDa de peso molecular con puentes disulfuro
intramoleculares, doblada en dos regiones conocidas
como lébulos terminal Ny C que, a su vez, estan orga-
nizados en dos dominios: N1y N2, C1y C2.2%En cada
[6bulo N2 y C2 reside un lugar donde el ion férrico
(Fe3+) se une sinérgicamente con el ion carbonato
(CO,%). Por su capacidad de unir Fe3+ reversiblemen-
te, la Lf puede existir como holo Lf (asociada a Fe3+)
0 apo Lf (libre de Fe+).2 La Lf es una molécula fuerte-
mente catiénica con un punto isoeléctrico entre 8.5-
9. A diferencia de la Tfs que empieza a liberar iones
Fe3+ a pH 6, la Lf es capaz de retenerlos a valores de
pH tan bajos como 3.5-4.0."

La Lf es una proteina producida por ciertas especies
de mamiferos. En humanos, la regulacion de la sinte-
sis de Lf es especifica para cada tejido y esta some-
tida a control hormonal.?2 La Lf es secretada como
apo Lf por células epiteliales de glandulas mamarias,
lagrimales, salivales, pancreas vy bilis.

Dependiendo de su sitio de secrecioén, la Lf en el hu-
mano esta distribuida en secreciones bronquiales,
fluido vaginal, semen,? jugo pancreético y gastrico, bi-
lis, ldagrimas vy saliva.2 En humanos y bovinos, la Lf es
particularmente abundante en calostroy leche.*® La Lf
también es sintetizada y almacenada en los granulos
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secundarios de neutrofilos maduros durante su tran-
sicion de promielocito a mielocito.* La Lf plasmética
deriva predominantemente de neutréfilos y su con-
centracion puede ser baja en condiciones normales o
elevada durante procesos inflamatorios.® Al ocurrir la
inflamacioén, los neutrofilos se activan, subsecuente-
mente se degranulan vy liberan Lf en el plasma.

Propiedades antimicrobianas de Lf

Actividad bacteriostéatica e inhibicion de biofilms
El efecto bacteriostatico de la Lf en su forma de apo Lf
se ha atribuido a su habilidad de captar el ion Fe3+ vy
limitar asi su utilizacion por bacterias patdgenas,® que
lo requieren como factor esencial para su crecimiento
y expresion de factores de virulencia.” Se ha demostra-
do que, dependiendo de la dosis ensayada, la apo Lf
inhibe el crecimiento de bacterias patégenas no inva-
soras como Escherichia coli (E. coli) enterotoxigénica
(ETEC).® y Helicobacter pylori.® Adicionalmente, la apo
Lf ha sido efectiva para inhibir /n vitro la multiplicacién
intracelular de Legionella pneumophila en cultivos ce-
lulares™ y de bloquear el crecimiento intracelular in
vivo de Mycobacterium tuberculosis en macréfagos de
ratones infectados con dicha bacteria.!" Estudios basa-
dos en modelos animales de experimentacién han de-
mostrado que el efecto bacteriostatico /n vivo de la Lf
no depende de sus propiedades quelantes del Fe3+,
sino de su capacidad para estimular la absorcion intes-
tinal de carbohidratos y abatir su disponibilidad para el
crecimiento bacteriano. Algunas bacterias patdégenas
no sélo son capaces de contrarrestar las propiedades
quelantes de la Lf sino ademas la aprovechan como
fuente de hierro. Este Ultimo puede ser removido di-
rectamente de la Lf por receptores expresados en la
superficie de ciertas bacterias patdgenas Gram posi-
tivas y negativas. Otras bacterias patdgenas captan
el hierro en forma indirecta mediante la secrecion de
sideroforos capaces de remover el Fe3+ de la Lf, el
complejo Fe-sideréforo formado es capturado en la su-
perficie bacteriana por receptores.’

La Lf impide la agregacion bacteriana y la eventual
formacion de biofilms causantes de dafo tisular ob-
servado en ciertas enfermedades crénicas. Ensayos /n
vitro muestran que a concentraciones bacteriostaticas
subodptimas, la LF inhibe biofilms del patégeno oportu-
nista Pseudomonas aeruginosa implicado en el dafo
al tejido pulmonar en pacientes con fibrosis cistica.™
La Lf inhibe también in vitro biofilms del patégeno oral
Streptoccoccus mutants causante de la caries dental.’
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Actividad bactericida y estimulacion
del efecto de antibidticos

La Lf ejerce un efecto bactericida directo por su ca-
pacidad de unirse a porinas' y al lipido A'® del LPS,
presentes en la membrana externa de bacterias Gram
negativas. La Lf es una glicoprotefna fuertemente
catidnica cuya carga positiva interacciona mediante
atracciones electrostaticas con grupos aniénicos car-
gados negativamente de componentes de la mem-
brana externa. Dicha interaccién induce la liberacién
de moléculas expresadas en la membrana externa
ocasionando su desestabilizacién y subsecuentemen-
te la pérdida de su permeabilidad. La capacidad de la
Lf de propiciar la remocion del LPS de la membrana
externa puede ser modulada /n vitro por iones calcio
y magnesio." La interaccion de Lf sobre la membrana
externa de bacterias Gram negativas estimula el efec-
to de antibiodticos al facilitar su ulterior acceso al inte-
rior de la bacteria. La unién a porinas de la Lf potencia
la susceptibilidad de cepas de Sa/monella hacia la
eritromicina.’ El efecto de algunos agentes antibac-
terianos que son excluidos de la membrana externa
es potenciado por la Lf ya que facilita su contacto
con la bacteria.’ Andlogamente a lo observado sobre
Gram negativas, la union de la Lf sobre componen-
tes de la pared celular de bacterias Gram positivas es
un prerrequisito para ejercer su actividad bactericida.
La carga positiva de la Lf favorece su interaccién con
estructuras aniénicas de la pared celular como es el
acido lipoteicoico (LT) y con ello potencia el efecto de
agentes antimicrobianos naturales como la lisozima.
La union de la Lf con LT disminuye la carga negativa
de la superficie de la pared celular, lo cual favorece el
contacto de la lisozima con el péptidoglucano subya-
cente sobre el cual ejerce su efecto enzimatico.?

Inhibicidon de adherencia
e invasion bacteriana

Evidencias experimentales muestran que la Lf blo-
quea /n vitro e in vivo la adherencia celular de bacte-
rias causantes de diarrea como £ coli enteropatdgena
(EPEC),?" ETEC,? E coli enteroagregativa (EAEC)y £
coli de adherencia difusa (DAEC)?® asi como de va-
rias especies de Shigella.?* Aunque se desconoce con
claridad el mecanismo de inhibicion de adherencia,
se ha sugerido que los glicanos de la Lf de tipo oli-
gomandsidos se unen a adhesinas bacterianas impi-

diendo su interaccién con los receptores de la célula
hospedera. Se ha confirmado que los glicanos de la
Lf actian como receptores de adhesinas expresadas
en fimbrias tipo | de algunas enterobacterias; dicha
unién ligando-receptor implica la inhibicion de la acti-
vidad hemaglutinante mediada por estas adhesinas.?®
Otro posible mecanismo de inhibicion de adherencia
podria estar vinculado a la capacidad proteolitica de Lf
que le permite extraer y liberar factores de coloniza-
cion expresados en la membrana externa, como en el
caso del precursor de la proteina autotransportadora
IgA proteasa producida por Haemophilus influenzae,
agente causal de otitis infantil aguda.? Ademas de blo-
quear la adherencia bacteriana, la Lf es capaz de inhibir
la invasion intracelular in vitro de diversas especies de
Shigella* y de la clona recombinante de £ co/i HB101
(pRI203) que expresa moléculas que favorecen la in-
vasion intracelular de Yersinia pseudotuberculosis co-
nocidas como invasinas.?’ Un mecanismo que inhibe
la invasiéon sugiere que la Lf favorece la liberacién de
enzimas proteoliticas presentes en la superficie bac-
teriana que degradan antigenos lpaBC responsables
de la fagocitosis dirigida por la bacteria invasora Shige-
/la.?8 En modelos experimentales también se ha corro-
borado que la Lf inhibe in vivo la capacidad invasiva de
Listeria monocytogenes.?

Actividad de serin proteasa
e inhibidor de proteasas

La Lf exhibe actividad enzimética de serin proteasa
sobre diversos sustratos como la adhesina Hap, pro-
tefna autotransportadora que facilita la colonizacién
tisular de Haemophilus influenzae.?® También se ha
observado que la Lf ejerce actividad de serin proteasa
sobre factores de virulencia secretados por el siste-
ma de secrecién tipo Il de bacterias Gram negativas
como son las proteinas secretadas EspA, EspD y par-
ticularmente EspB.*® Tales proteinas se encuentran
implicadas en la adherencia intima que esté estrecha-
mente asociada con la generacion de diarrea causada
por EPEC. Otras proteinas de secrecion tipo Il de-
gradadas por la Lf son las invasinas IpaB e IpaC que
forman un complejo que favorece la fagocitosis diri-
gida por Shigella.*® Al parecer, el sitio activo asociado
a serin proteasa de la Lf se localiza primordialmente
en el dominio N de la Lf.3' Ademé&s de actuar como
proteasa, la Lf presente en la leche funciona como
inhibidor de cistein proteasas como son: la papaina,
tripsina y catepsina.®? La actividad como inhibidor de
cistein proteasas de la Lf reside en una secuencia de
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aminodcidos del extremo carboxilo, que muestra una
fuerte homologia con la secuencia de un dominio co-
mun activo de la sUper familia de cistatinas, por lo
cual la Lf puede considerarse como miembro de esta
familia.®? Se ha sugerido que la Lf podria desempenar
un papel relevante en la proteccién contra infeccio-
nes bacterianas y como agente antiséptico debido a
su capacidad de inhibir de cistein proteasas de bacte-
rias patégenas.*

Péptidos bactericidas derivados
de lactoferrina

Diversas evidencias experimentales muestran que la
actividad bactericida de la Lf reside en su Iébulo ami-
no terminal del cual surgen péptidos antibacterianos
como la Lactoferricina (Lfcn). La Lfcn es un péptido ca-
tiénico que deriva de la hidrélisis del dominio N de la
Lf con la enzima pepsina.®® En diversos estudios se ha
confirmado que la actividad bactericida de la Lfcn es
mayor que la de la Lf*®y dicha actividad no involucra el
sitio de unién a hierro.?* La Lfcn de origen bovino es la
que exhibe mayor potencia bactericida comparada con
la Lfcn humana, murina y caprina.®® Al evaluar la activi-
dad de la Lfcn bovina natural®®®” y de péptidos sintéticos
homodlogos a Lfcn® se observé que su efecto bacterici-
da residié en su capacidad de dafar la membrana ex-
terna ocasionando la lisis de bacterias patdgenas Gram
negativas como Sa/monella,*® E coli enterohemorrégica
0157:H7% y E coli O111.%® El efecto bactericida de pép-
tidos derivados de la Lf ha sido corroborado en bacterias
resistentes a los antibidticos.® La actividad bactericida
de la Lfcn se asocié a un efecto protector /n vivo contra
la infeccion urinaria producida por £ coli uropatégena
(UPEC) en ratones tratados previamente con Lfcn e in-
fectados después con dicha bacteria.*® Otras propie-
dades antimicrobianas atribuidas a la Lfcn incluyen su
capacidad de bloquear la adherencia bacteriana,*’ de
inhibir la invasion celular de bacterias patégenas intra-
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celulares como Yersinia pseudotuberculosis*' y Listeria
monocytogenes*? asi como inhibir la sintesis de ADN y
ARN en bacterias Gram positivas y Gram negativas.®

Conclusiones y perspectivas

Gracias a la amplia investigacién realizada mayormen-
te en ensayos /n vitro sobre las propiedades antibacte-
rianas de la Lf, ha sido posible comprender su contri-
bucién en los mecanismos innatos de proteccion del
hospedero contra bacterias patdégenas que colonizan
o invaden mucosas. Un aspecto clinico relevante del
estudio de la Lf y de sus péptidos antimicrobianos es
su potencial aplicacién profilactica como reforzadores
de procesos implicados en la prevenciéon de infeccio-
nes intestinales pediatricas. Desde hace tiempo se
estan elaborando alimentos de férmula complementa-
dos con Lf obtenida de suero de leche bovina® o con
Lf recombinante humana.* Algunos alimentos para
lactantes estan complementando con hidrolizados
enzimaticos con pepsina de Lf con un alto contenido
de péptidos bactericidas.*® La efectividad profilactica
de estos alimentos, asi como su bioseguridad, esta
siendo valorada en ensayos /n vitro, modelos anima-
les de experimentacion y estudios clinicos antes de
ser distribuidos comercialmente.

Otra perspectiva es la aplicacion terapéutica de Lf como
antibiético natural o potenciador del efecto de agentes
antimicrobianos naturales como lisozima o bien de an-
tibidticos que sean efectivos contra bacterias que han
desarrollado resistencia a diversos antibidticos.

Aun cuando no se conocen con detalle muchos aspectos
mediante los cuales la Lf ejerce su poder antibacteriano,
su estudio tiene un futuro promisorio por su relevancia
en los mecanismos innatos de proteccién contra bacte-
rias patdégenas y repercusion en diversas aplicaciones
clinicas como agente profilactico y terapéutico.
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