La suplementacidon con lactoferrina bovina apoya el sistema
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Abstracto.

Los suplementos dietéticos de lactoferrina bovina indican en su literatura que mejoran y apoyan la respuesta
del sistema inmunoldgico a través de sus propiedades antioxidantes, antibacterianas y antivirales. Nuestro
objetivo era investigar mas a fondo las posibles propiedades inmunomoduladoras y la actividad antioxidante
de un suplemento oral de lactoferrina bovina en humanos. Utilizando un disefio de medidas repetidas
intraindividuales, 8 varones sanos de 30 a 55 afios, autoadministrados diariamente durante 21 dias, una
capsula de placebo durante 7 dias, seguido de 100 mg de lactoferrina durante 7 dias, seguido de 200 mg de
lactoferrina durante 7 dias.

Recuento de subconjuntos de linfocitos de sangre periférica, activacion de células T, citotoxicidad de células
asesinas naturales (NK), niveles de citocinas séricas (factor de necrosis tumoral [TNF] -a, interferén [IFN] -y,
interleucina [IL] -2, IL-4, IL-6 e IL-10), y la capacidad sérica hidréfila, lipdfila y antioxidante total se midieron
repetidamente antes y después de cada suplementacion progresiva. Se encontraron aumentos
estadisticamente significativos entre los niveles de precomplementacion y los niveles después de 200 mg de
suplementacién en la activacion total de células T (medida por CD3 +) (P b .001), activacién de células T
auxiliares (medida por CD4 +) (P b .001), activacién de células T citotdxicas (medida por CD8 +) (P b .001) y
capacidad antioxidante hidrdfila (P b .05). No se observaron cambios significativos en los otros parametros
medidos. Estos resultados apoyan la propuesta de que los suplementos orales de lactoferrina bovina pueden
ser un complemento muy Gtil para la modulacién de la actividad inmunitaria, en particular la activacién de las
células Ty el estado antioxidante.

© 2008 Elsevier Inc. Todos los derechos reservados.

Introduccion

La lactoferrina es una proteina que se encuentra en muchos fluidos corporales, incluido el calostro, la leche
[1], las lagrimas, las secreciones nasales, la saliva, las secreciones vaginales y el liquido seminal [2]. Estos
fluidos interactian con el ambiente externo del cuerpo y juegan un papel importante en el sistema
inmunolégico innato del cuerpo; son la primera linea de defensa del anfitrién. Ademas, la lactoferrina se
produce en niveles elevados en los neutrdfilos [3]. Se han atribuido a la lactoferrina una serie de funciones
bioactivas fisiolégicas que incluyen actividad antibacteriana, antifingica, antiviral [4], antiparasitaria [5],
antitumoral [6], efectos inmunomoduladores [3,7] y regulacion de la absorcién de hierro durante la
inflamacidn e infeccidn [ 8]. Es la capacidad de secuestrar iones férricos libres lo que le da a la lactoferrina sus
propiedades antioxidantes potenciales [1]. Numerosos estudios in vitro demuestran la activacién de
lactoferrina y el apoyo del proceso inmunoldgico. Los estudios in vivo en ratones refuerzan los efectos
inmunomoduladores de la lactoferrina bovina contra una serie de enfermedades que involucran infecciones
bacterianas y fungicas, como Escherichia coli [9], Helicobacter pylori [10], Candida albicans [11] y en la
inflamacién [12]. y cancer [13]. Ademas, una pequefa cantidad de ensayos clinicos han apoyado a la
lactoferrina bovina como inmunomodulador mediante la demostraciéon de una mayor actividad fagocitica de



los leucocitos polimorfonucleares [14], disminucién de la produccién de interleucina (IL) -6 y factor de necrosis
tumoral (TNF) - a en cultivos celulares [15] y apoyo a la erradicacion de Helicobacter pylori [16], Trichophyton
rubrum [17] y el tratamiento de la hepatitis C [18].

Segun esta evidencia, se informa que los suplementos de lactoferrina bovina tienen la capacidad de respaldar
el sistema inmunoldgico e influir en la actividad de las células inmunitarias potencialmente a través de estas
propiedades antioxidantes, antibacterianas y antivirales.

El objetivo de este estudio fue, por lo tanto, investigar los cambios en el estado inmunolégico y antioxidante,
en particular el recuento de subconjuntos de linfocitos, citotoxicidad de células asesinas naturales (NK),
activacion de células T, citocinas séricas IL-2, TNF-q, interferén (IFN) -y, IL-4, IL-6, IL-10 y estado antioxidante
hidroéfilo y lipdfilo. La hipétesis de este estudio es que uno o ambos, 100 mg y 200 mg de suplementos de
lactoferrina bovina mejorardn el estado inmunoldgico y antioxidante en los seres humanos.

METODOS Y MATERIALES.
Participantes

Se reclutaron ocho voluntarios varones sanos, con una edad media de 40 afios (rango, 31-52 afios) de la
Universidad de Southern Cross (SCU, Lismore, NSW, Australia). Los participantes eran no fumadores sanos y
dejaron de tomar todos los medicamentos, incluidos los suplementos de vitaminas, minerales y hierbas
durante 14 dias antes y durante el periodo de estudio. El estudio excluyd a los participantes con trastornos
inmunes o autoinmunes, diabetes o aquellos que tomaban algin medicamento. A continuacién, los posibles
participantes se sometieron a una evaluacion clinica de la salud que incluyé la recopilacién de antecedentes
médicos, mediciones de la presion arterial, la frecuencia cardiaca y el indice de masa corporal (IMC) y la
determinacién de los pardmetros de seguridad de la sangre; hemograma completo, prueba de funcion
hepatica, niveles de creatinina y electrolitos de urea y proteina C reactiva. Todos los procedimientos y procesos
fueron aprobados por el Comité de Etica de Investigacién en Humanos de la SCU y el Comité de Etica de
Investigacion Médica de la Universidad de Queensland (Brisbane, QLD, Australia). Los participantes fueron
completamente informados y se obtuvo el consentimiento por escrito de cada sujeto.

Disefio

El disefio del ensayo fue un estudio de dosis-respuesta intraindividual de medidas repetidas. Se incluyd a un
grupo de 8 participantes que se sometieron todos simultdneamente a 3 tratamientos sucesivos (placebo, 100
mg de lactoferrina y 200 mg de lactoferrina) durante un periodo de 21 dias. Todos los participantes
comenzaron con 1 capsula diaria de un placebo durante 7 dias (dias 0-6), seguida de 1 capsula diaria de 100
mg de lactoferrina durante 7 dias (dias 7-13), seguida de 1 cdpsula diaria de 200 mg de lactoferrina. durante 7

dias (dias 14-20). La medicién de los parametros inmunes y antioxidantes se realizé en cada visita (es decir,
losdias0,7,9, 14,16y 21).

Dosificacion

La dosis de placebo y lactoferrina fue de 1 cdpsula al dia, autoadministrada con el desayuno cada mafiana. Las
capsulas de placebo contenian 200 mg de fosfato calcico; Las capsulas de lactoferrina de 100 mg contenian
100 mg de lactoferrina bovina y 100 mg de fosfato calcico; y las capsulas de 200 mg de lactoferrina contenian
200 mg de lactoferrina bovina.



Resultados

Las medidas de resultado primarias incluyeron cambios in vivo en los recuentos de subconjuntos de linfocitos,
incluidos linfocitos T totales (CD3 +), linfocitos T auxiliares (CD4 +), linfocitos T citotéxicos (CD8 +), linfocitos
NK totales (CD3 -, CD16 +y / 0 CD56) +) y células B totales (CD19 +); y cambios ex vivo en pardmetros inmunes
inespecificos que incluyen citotoxicidad de células NK. Las medidas de resultado secundarias incluyeron
cambios ex vivo en pardmetros inmunitarios especificos, incluida la activacién de células T; cambios in vivo en
los niveles de citocina IL-2, TNF-a e IFN-y que regulan predominantemente una respuesta inmune mediada
por células y niveles de IL-4, IL-6 e IL-10 que regulan predominantemente respuestas mediadas por
anticuerpos; y cambios in vivo en el estado antioxidante hidrdfilo y lipofilo.

Obtencion de muestras de sangre

La extraccidn de sangre para los pardmetros de seguridad de la sangre, hemograma completo, prueba de
funcién hepatica, niveles de electrolitos de urea y creatinina, y parametros de resultado del estudio de sangre
y proteina C reactiva se realizd en los dias 0, 7, 9, 14, 16 y 21 después de unas 12 horas de ayuno nocturno.
Las muestras para los parametros de seguridad se analizaron de acuerdo con los procedimientos estandar de
laboratorio de diagndstico en el Northern Rivers Pathology Service, Lismore Base Hospital, Lismore, NSW,
Australia. Las muestras para los pardmetros de resultado del estudio se analizaron en el Centro de Fitoquimica
y Farmacologia, SCU, Lismore, NSW, Australia.

Subconjuntos de linfocitos

Se recogieron cinco mililitros de sangre en un tubo con EDTA, se almacenaron a temperatura ambiente (TA) y
se analizaron dentro de las 24 horas posteriores a la recogida. El andlisis de citometria de flujo se utilizé para
controlar la expresion de antigenos CD3 +, CD4 +, CD8 +, CD19 +, CD16 + y CD56 + en linfocitos de sangre
periférica (PBL). La tincidn de PBL se realizd mediante el método Lyse / No Wash usando reactivos del kit
MultiTest IMK (n2 de catalogo 340503, Becton Dickinson, San José, CA). Brevemente, se agregaron 50 L de
sangre total (EDTA) a 20 uL de ambos anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromo (isotiocianato
de fluoresceina anti-CD3 (FITC) / ficoeritrina CD8 (PE) / proteina clorofila de peridinina CD45 (PerCP) /
alophycocianina CD4 (APC) y anti-CD3FITC / CD (16 + 56) PE / CD45PerCP / CD19APC). Los tubos se agitaron
con vortex y se incubaron durante 15 minutos en la oscuridad a TA. Se afiadieron cuatrocientos cincuenta
microlitros de solucion de lisis 1x MultiTest a cada tubo, y los tubos se agitaron con vortex y se incubaron
durante 15 minutos en la oscuridad a TA. El andlisis se llevd a cabo en un citémetro de flujo de 4 colores
Calibur, clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS) y software MultiSet (Becton Dickinson),
usando longitudes de onda de excitacién de 488 nmy 635 nm.

Activacion de células T

Se recolectaron cuatro mililitros de sangre en un tubo vacutainer de heparina de litio, se almacenaron a
temperatura ambiente y se analizaron dentro de las 24 horas posteriores a la recoleccién. La activacién de
linfocitos se midié en sangre completa segun la expresién de un marcador de activacién temprana CD69 + en
células T estimuladas con fitohemaglutinina (PHA-M). Esto se logré usando Fastimmune T-cell Value Bundle Il
(catadlogo n2 340408, Becton Dickinson) y citometria de flujo para determinar la poblacion de células T
activadas. Brevemente, se agregaron 5 pL de 10 pg / mL de PHA-M Phaseolus vulgaris (Sigma L2646, St Louis,
MO) a 500 pL de sangre total y se incubaron durante 4 horas a 37 ° C (5% de CO2). Se realizaron controles no
estimulados en paralelo para cada sujeto. Luego, se agregaron alicuotas de 50 pL de sangre preincubada a 10
pL de anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromo (anti-y1FITC / y1PE / CD3PerCP, anti-CD4FITC /
CD69PE / CD3PerCP y anti-CD8FITC / CD69PE / CD3PerCP) en 3 tubos separados. Los tubos se mezclaron y se
incubaron durante 15 minutos a TA en la oscuridad. Se afiadieron a cada tubo cuatrocientos cincuenta
microlitros de solucién de lisis 1x FACS; Los tubos se agitaron con vértex y se incubaron durante 15 minutos



en la oscuridad a TA. El porcentaje de células T (células T totales, células T CD4 +y células T CD8 +) que expresan
CD69 + se analizé luego usando un citémetro de flujo FACS Calibur de 4 colores y el software CellQuest Pro
(Becton Dickinson).

Citotoxicidad de células asesinas naturales

Se recogieron cuatro mililitros de sangre en un tubo vacutainer de heparina de litio, se almacenaron a TAy se
analizaron dentro de las 12 horas posteriores a la recogida. Se prepararon células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) a partir de sangre completa usando Isopaque-Ficoll (Amersham Biosciences, Uppsala, Swe-
den). Las PBMC (efectores) se incubaron a 37 ° C durante 2 horas con células diana K562 (ATCC [American
Type Culture Collection], Manassas, Va) en una proporcion de 25: 1 (efector-diana). Las células diana se
marcaron previamente con un colorante fluorescente verde, DiO (V-22886, Molecular Probes, Eugene, Ore),
para permitir una diferenciacion precisa de las células efectoras. Después de la incubacidn, se afiadié un tinte
de ADN fluorescente rojo, yoduro de propidio (P-3566; Molecular Probes, Eugene), para marcar las células
diana permeabilizadas por la actividad de las células NK. También se ejecutd un control de células diana para
monitorizar la muerte espontanea de las células diana. El porcentaje de células diana muertas se determiné
mediante citometria de flujo utilizando un citdmetro de flujo FACS Calibur de 4 colores y el software CellQuest
Pro. El porcentaje de citotoxicidad especifica se determind restando el porcentaje de células muertas en el
tubo de control diana del porcentaje de células diana muertas en cada muestra de prueba.

Citoquinas

Se recogieron cinco mililitros de sangre en un tubo separador de suero. La sangre se dejdé reposar a
temperatura ambiente durante al menos 30 minutos y luego se centrifugd a 1500 de fuerza centrifuga relativa
(FCR) durante 10 minutos. El suero se retird y se colocé en un tubo de polipropileno sellado de 1,5 mLy se
almacend a-80 ° C. Las muestras se descongelaron y se mezclaron a fondo inmediatamente antes de la prueba.
Las citocinas séricas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y y TNF-a se midieron usando un kit de matriz de perlas
citométricas Th1l / Th2 (catdlogo n2 551809; Becton Dickinson). Las concentraciones de citocinas para cada
muestra se determinaron usando un citdmetro de flujo FACS Calibur de 4 colores y un software. Las
sensibilidades para IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y fueron 2.6, 2.6, 3.0, 2.8, 2.8 y 7.1 pg / ml,
respectivamente. El ensayo se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las sensibilidades del
ensayo se definieron como la concentracidn correspondiente de 2 DE por encima de la fluorescencia media
de 20 réplicas del control negativo (0 pg / ml).

Mediciones de la capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno

Se recogieron cinco mililitros de sangre en un tubo separador de suero. La sangre se dejo reposar a
temperatura ambiente durante al menos 30 minutos, luego se centrifugd a 1500 rcf durante 10 minutos y el
suero se almacend a -80 ° C. Se utilizd un ensayo, desarrollado y optimizado sobre la base de un método
publicado anteriormente [19], para medir la capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno en suero
(ORACFL) de la siguiente manera.

Extraccion de suero antes del ensayo ORAC FL

Se agregaron 100 microlitros de suero, 100 uL de agua, 200 pL de etanol y 400 pL de hexano a un vial de vidrio
transparente se mezclaron en un agitador mecanico durante 5 minutos, se dejaron reposar durante 2 minutos
y luego se centrifugaron durante 5 minutos a 5000 rcf. La capa de hexano se retird y se colocé en un vial de
vidrio dmbar. Se agregaron otros 400 ul de hexano al vial de vidrio transparente original y se repitié el proceso.
Los extractos de hexano se combinaron y se secaron bajo flujo de nitrégeno, listos para el analisis de ORAC FL
lipdfilo.



Al vial de vidrio transparente original se le afiadieron 400 puL de 0,5 mol / L de acido perclérico (PCA) (nimero
de catdlogo 24425-2; Sigma) y 200 pL de 75 mmol / | de tampdn de fosfato, luego se agité en vortex y se
centrifugd durante 10 minutos a 5000 rcf. El sobrenadante se elimind en un segundo vial de vidrio
transparente listo para el andlisis ORAC FL hidréfilo.

Ensayo ORAC FL hidrdfilo

Se agregaron veinte microlitros de estandares Trolox (Fluka, Buchs, Suiza) (12.5, 25, 50 y 100 umol / L),
controles (40 umol / L de Trolox) y muestras por duplicado a una microplaca de 96 pocillos (Greiner U tocado
fondo). También se agregd una fila de 20 pL de 1,48 umol / L de solucién de fluoresceina (nimero de catalogo
166308; Sigma) para probar el ruido de fondo. Luego se afiadieron ciento setenta microlitros de 30 mmol / L
de 2,2, dihidrocloruro de azobis (2-amidinopropano) (AAPH) (n2 de catalogo 017-11062; Wako, Osaka, Japdn);
las lecturas se iniciaron inmediatamente. Todas las diluciones se realizaron utilizando una mezcla de agua
MilliQ, etanol, PCA y tampdn fosfato en una proporcion de 1: 2: 4: 2.

Ensayo ORAC FL lipofilico

Se agregaron 200 microlitros de acetona al extracto lipofilico, se dejé reposar durante 10 minutos, luego se
agregaron 700 pL de B-ciclodextrina metilada al azar al 7% (RMCD) (Wacker-Chemie, Burghausen, Alemania).
El procedimiento de microplaca (JRH de fondo plano) es el mismo que para el ensayo hidréfilo. Se utilizaron
diluciones de 100 pmol / L de Trolox como estandares y 500 umol / L de hidroxitolueno butilado (Sigma) fue
el control. Todas las diluciones se realizaron utilizando RMCD al 7%.

Todas las muestras se analizaron en 4 diluciones diferentes por duplicado, y todas las placas de ensayo se
leyeron en un analizador de placas multiples Wallac Victor 2 precalentado a 37 ° C (Perkin Elmer, Turku,
Finlandia). El area bajo la curva se calculé mediante integracion punto a punto utilizando cinética lenta.

Analisis estadistico

Los cambios en los marcadores inmunes y antioxidantes a lo largo del tiempo se compararon mediante analisis
de varianza de medidas repetidas (ANOVA de 1 via) (es decir, 6 visitas - dia 0, 7, 9, 14, 16 y 21) o pruebas
pareadas (es decir, 2 visitas - dia 0 vs dia 7), utilizando un paquete de software estadistico (SPSS para Windows,
versién 14.0, Chicago, Ill) [20]. Se verificé la distribucién normal de los resultados mediante las pruebas de
Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk antes de realizar un andlisis y ajuste adicionales en consecuencia. Los
resultados se corrigieron mediante el procedimiento Green-house-Geisser cuando fue apropiado (violacién
del supuesto de esfericidad). Todos los valores se expresaron como media + SEM. Los valores de p inferiores
a 0,05 se consideraron significativos.

RESULTADOS
Parametros inmunes

Un hallazgo importante del presente estudio fue que después de 2 semanas de suplementacién con
lactoferrina hubo un aumento estadisticamente significativo en la activacion total (CD3 +), auxiliar (CD4 +) y
citotoxica (CD8 +) de las células T segun lo medido por el porcentaje de células T que expresan el marcador de
activacién temprana CD69 + (Tabla 1). Normalmente, menos del 2% de las células T no estimuladas expresan
CD69 +; sin embargo, se ha demostrado que la estimulacién de las células T por el mitégeno Phaseolus vulgaris
da como resultado un aumento en la expresidon de CD69. El porcentaje de expresién de CD69 + después de la
estimulacion refleja el grado de activacion de las células T. Los ANOVA para medidas repetidas de cambios a
lo largo del tiempo desde el dia 0 hasta el dia 21 revelaron aumentos significativos para la activacion de células
T; La activacion total de células T (CD3 +) aumentd en un 29% sobre la linea de base (F (4,28) = 36.1; P b .001),



la activacion de células T auxiliares (CD4 +) aumentd en un 22% sobre la linea de base (F (4.28) = 23.1; P
<0,001), y la activacién de células T citotdxicas (CD8 +) aumentd en un 25% con respecto al valor inicial (F
(4,28) = 22,5; P <0,001). De manera similar, los ANOVA de medidas repetidas del dia 0 al dia 16, del dia 7 al dia
21y del dia 7 al dia 16 también revelaron aumentos significativos (P <0,001) para la activacion total de células
T, la activacion de células T auxiliares y la T citotdxica. -activacion celular. Ademas, no hubo cambios
significativos en todos los marcadores de activacién de células T debido al placebo segun lo determinado por
el andlisis de la prueba t pareada entre el diaOy el dia 7 (p = .287, p = .451 y p = .664, respectivamente).

También se evaluaron los cambios en los recuentos de subconjuntos de linfocitos y la citotoxicidad de las
células NK, ninguno de los cuales mostré un cambio significativo entre el valor inicial y 1 o 2 semanas de
suplementacion (Tabla 1).

Los valores para la mayoria de las citocinas medidas, TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10, fueron relativamente
bajos y los resultados en la mayoria de los casos (63%) cayeron por debajo del nivel minimo de deteccién. Por
lo tanto, esta incapacidad para detectar cambios se debid a los bajos niveles séricos, como reflejo del estado
de salud de los participantes y / o los limites de sensibilidad del ensayo.

Tabla 1

Marcadores inmunes en suero y concentraciones de capacidad antioxidante para todos los participantes en
cada visita

Day 0 Day 7 Day9 Day 14 Day 16 Day 21

T-cell activation (% CD69 ")

Total(CD3") 42.9£4.6 44.4£3.8 40.4£3.8 NA 53.3+5.3* 55.2+4.6*

Helper (CD4") 43.4£4.9 44.6£3.9 39.7¢4.4 NA 52.8+5.3* 52.8+5.1*

Cytotoxic (CD8) 43.415.3 42.614.4 40.214.3 NA 52.0£5.6" 54.4£5.2%
Lymphocyte subset (x10°/L)

Total(CD3") Tcells 1.53£.13 1.65£.14 1.71£.18 1.47£.19 1.661.23 1.67+.21

Helper (CD4") T cells .99+.08 1.03£.09 1.11+.12 91+.12 1.07£.15 1.07£.12

Cytotoxic (CD8”) T cells 48+.07 .94+£.08 .941£.08 481.08 .53£.09 .54+£.09

Total B cells 241.04 25£.03 26%.05 23%.04 25%.05 261.05

Total NK cells 26£.05 27£.05 281.06 27+.05 24+.05 27%.05
NK cell cytotoxicity (% K562 cells killed) 30.8£4.9 28.7£5.1 28.0£4.9 25.9£4.4 23.64.0 24.0£5.0
Antioxidant capacity (umol/L Trolox equivalents/L)

Total 2536£208 2709£174 2796£254 26541249 28131274 27451268

Hydrophilic 979169 105094 1050185 1081+81 1208+113* 1154+65*

Lipophilic 15561173 16581164 17451225 15731185 1604 £ 193 1591£217

Todos los participantes se autoadministraron durante 21 dias, 1 cdpsula de placebo (carbonato de calcio)
durante 7 dias, sequido de 100 mg de cdpsula de lactoferrina durante 7 dias, seguido de 200 mg de cdpsula de
lactoferrina durante 7 dias. Se recogieron muestras de sangre después de ayunar durante la noche los dias O,
7,9, 14, 16 y 21 del estudio. Todos los valores se expresan como media = SEM (n = 8).

Capacidad antioxidante

El otro hallazgo importante fue un aumento estadisticamente significativo en la capacidad antioxidante
hidrofila (CA) después de 2 semanas de suplementacién con lactoferrina (Tabla 1). Las mediciones repetidas
de ANOVA a lo largo del tiempo desde el inicio (dia 0) hasta la finalizacién de la suplementacién con
lactoferrina (dia 21) revelaron que la CA hidréfila aumenté de 979 + 69 umol / L de equivalentes de trolox (TE)
/La1154 + 65 umol /LTE /L (F(2,3,16,3) = 3,2; P =0,05). El andlisis de la prueba t pareada entre el dia Oy el
dia 7 no revelé cambios significativos debido al placebo (t (7) = -1,107; P = .305); sin embargo, el ANOVA de



medidas repetidas desde el dia 7 (inicio de 100 mg de lactoferrina) hasta el dia 21 no revelé aumentos
significativos (F (4,28) = 2,0; P = 0,127). Ademas, no hubo aumentos significativos entre el inicio y el dia 14
después de 1 semana de 100 mg de lactoferrina (F (3.21) = 1.4; P = .280). También se evaluaron los cambios
en la CA lipofilica y total; sin embargo, los resultados no mostraron cambios significativos en los niveles séricos
entre el valor inicial y 1 o 2 semanas de suplementacion (Tabla 1).

Seguridad

En general, los participantes toleraron bien los suplementos de placebo y lactoferrina. Se informd una
pequefia cantidad de eventos adversos que incluyen dolor de cabeza, dolor de muelas y fiebre del heno; todos
fueron transitorios, menores y no relacionados con la medicacion del estudio. La presion arterial, la frecuencia
cardiaca, el peso corporal y los pardmetros de seguridad sanguinea, el recuento sanguineo completo, las
pruebas de funcion hepdtica, la proteina C reactiva y los niveles de electrolitos de urea y creatinina se
evaluaron en cada visita (es decir, los dias 0, 7,9, 14, 16 y 21). Los resultados permanecieron estables y no se
informaron cambios adversos para ningun participante.

DISCUSION

En este estudio, un suplemento de lactoferrina bovina administrado durante 2 semanas a hombres sanos
moduld la funcién inmunoldgica y el estado antioxidante de estos participantes. Este cambio se reflejé en un
aumento significativo en la activacidn total de células T (CD3 +) (P b .001), la activacion de células T auxiliares
(CD4 +) (P b .001) y las células T citotdxicas (CD8 +). activacion (P <0,001) que ocurrio entre los dias 0 y 16, los
dias 0y 21, los dias 7y 16 y los dias 7 y 21. Sin embargo, no se demostré un aumento significativo después de
solo 1 semana de una lactoferrina diaria de 100 mg suplemento (dia 14) debido a datos insuficientes. Ademas,
hubo un aumento significativo en los niveles de antioxidantes hidréfilos entre los dias 0 y 16 y los dias 0 y 21
(P <0,05), pero no entre los dias 0y 14, los dias 7 y 14, los dias 7 y 16 o los dias 7 y 21 (P = no significativo) (Fig.
1). Por lo tanto, este aumento en la activacion de las células Ty la CA hidréfila se observé solo después de 1
semana de 100 mg de suplementacién seguida de 1 semana de 200 mg de suplementacién.

La activacién de las células T auxiliares CD4 + estimula la produccidn de células B plasmaticas, células B de
memoria y anticuerpos, lo que aumenta la vigilancia y el marcado de bacterias y hongos. Estudios previos in
vivo en ratones que utilizan lactoferrina bovina han demostrado su eficacia frente al desafio con Escherichia
coli [9,21], Helicobacter pylori [10], Helicobacter felis [22], Candida albicans [11] y Trichophyton rubrum [17],
gue puede explicarse mediante el mecanismo anterior.

Ademas, la activacién de las células T CD4 + potencia la funcion de los macréfagos, estimulando la liberacion
de citocinas, tanto antiinflamatorias (IL-4, IL-10) como proinflamatorias (IL-6, TNF-a, IFN-y). Por tanto,
pareceria que la lactoferrina puede mejorar la actividad antiinflamatoria y / o disminuir los mecanismos
proinflamatorios. Esto se ha demostrado en estudios con roedores, que mostraron una disminucién de la
produccién de IL-6 y TNF-a después de timectomia y esplenectomia después de que ocurriera la
suplementacidn con lactoferrina [23]. Se ha informado un aumento de la produccion de IL-4 e IL-10 y una
reduccion de IL-6 y TNF-a en ratas suplementadas con lactoferrina, después de la colitis intestinal inducida
[12]. Ademas, un pequefio ensayo clinico en personas sanas mostré que, después de la suplementacion con
10 mg o 50 mg de lactoferrina por dia, la capacidad de las células de la sangre periférica para producir
espontdneamente IL-6 proinflamatoria y TNF-a también se redujo significativamente. [15]. Nuestros
resultados, sin embargo, se basan en un método que evalla los niveles de citocinas en suero y no demostré
cambios en los niveles de citocinas a lo largo del tiempo; probablemente debido a los niveles iniciales bajos
en participantes sanos que oscilaron por debajo del nivel de sensibilidad. La produccidn de citocinas podria
haberse medido ex vivo a partir de células mononucleares de sangre periférica estimuladas, pero esto no se
realizd en este estudio.



La activacidn de los linfocitos T auxiliares (CD4 +) también estimula la produccidn de linfocitos T citotdxicos
(CD8 +) que atacan y destruyen las células invadidas por virus, las células cancerosas, las bacterias
intracelulares, los parasitos intracelulares y las células extrafas, como lo demuestran los estudios in vitro sobre
el herpes simple. [24], rotavirus [25], virus de la hepatitis C [18] y canceres inducidos experimentalmente
[6,26]. De acuerdo con los resultados de un pequefio ensayo clinico realizado por Ishikado et al [27], nuestros
resultados tampoco respaldan ninglin cambio en el nimero de recuentos de subconjuntos de linfocitos,
incluidas las células T, las células B y las células NK.
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Figura. 1. Respuestas de activacion total de células T (CD3 +) (A), activacion de células T auxiliares (CD4 +) (B),
activacion de células T citotoxicas (CD8 +) (C) y capacidad antioxidante hidrdfila (D) a Suplementos de
lactoferrina para todos los participantes (n = 8). Los valores representan la media + SEM. Los datos se
analizaron mediante un ANOVA de medidas repetidas. ** indica una diferencia significativa entre el dia 0 y el
dia 7 (p <0,001). * indica una diferencia significativa desde el dia 0 (P <0,05) pero no el dia 7 (P N 0,05).

Generalmente se piensa que la lactoferrina enddgena exhibe propiedades antioxidantes hidrofilas debido a su
capacidad de secuestrar hierro. Sin embargo, se desconoce si la suplementacién oral de lactoferrina se
traducird en una mayor capacidad antioxidante sistémica. Nuestros resultados demuestran un aumento
significativo en la capacidad antioxidante hidrdfila sérica (P <0,05). Si las propiedades antioxidantes de la
lactoferrina existen en virtud de su capacidad de secuestrar hierro, funciona a través de un mecanismo
preventivo como la disminucion de la formacién de radicales hidroxilos a través de la reaccidn de Fenton. Sin
embargo, el ensayo ORACFL se considera especifico para los antioxidantes que utilizan el mecanismo de
ruptura de la cadena [28]. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la capacidad antioxidante
determinada en el suero después de la intervencidon con lactoferrina puede no deberse totalmente a su
capacidad de secuestrar hierro. Una explicacion, dado que se cree que la lactoferrina per se no se absorbe a
través de la pared intestinal [29], es que los fragmentos digeridos de lactoferrina, como la lactoferricina, se
unen a las células epiteliales gastrointestinales que modulan la produccion de antioxidantes. Por lo tanto,
posiblemente solo en el tracto gastrointestinal la lactoferrina actie como un antioxidante secuestrador de
hierro.



Los resultados de este estudio refuerzan el perfil de seguridad asociado con la lactoferrina bovina como seguro
para la administracidn oral en dosis de hasta 200 mg / dia, es decir, no se observaron cambios significativos
en las mediciones de seguridad fisioldgicas o de los parametros sanguineos en este estudio, aplicado a
Linfocitos CD4 + Thl (que promueven la inmunidad mediada por células clasica), linfocitos CD4 + Th2
(involucrados en reacciones de tipo alérgico) o todos los linfocitos T auxiliares (CD4 +).

Este informe demuestra que la suplementacion oral de lactoferrina bovina, en particular 100 mg durante 7
dias seguidos de 200 mg durante 7 dias, mejora la activacidn total, auxiliar y citotdxica de las células T y el
estado antioxidante hidrofilo. Este hallazgo sugiere que los suplementos de lactoferrina bovina tienen el
potencial de ser un complemento nutricional Util que respalda la estimulacién inmunoldgica y el estado de la
capacidad antioxidante en individuos por lo demas sanos.

REFERENCIAS: Ver estudio en ingles



