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Una composicion especifica de polifenoles,
compuestos con acidos grasos como enfoque
para ayudar a reducir la carga de espiroquetas
en la enfermedad de Lyme: estudio en vivo y
estudio observacional en humanos.

Anna Goc"™, Gebhard Gehring, Hartmut Baltin, Aleksandra Niedzwiecki and Matthias Rath

Resumen

Antecedentes: La enfermedad de Lyme (LD) es una infeccion transmitida por las garrapatas y causada,
por la Borrelia burgdorferi sensulato. El enfoque terapéutico actual de esta enfermedad se limita a los
antibiéticos. Sin embargo, tras su administracion, alrededor del 20% de los pacientes experimentan un
retraso en la aparicion de la enfermedad manifestando sintomas persistentes.

Métodos: Para determinar un enfoque adecuado que ayude a reducir esta cifra, hemos examinado la
eficacia de una composicion de compuestos polifendlicos (baicaleina, luteolina y acido rosmarinico) con
acidos grasos (monolaurina y acido cis-2-decenoico), y yodo/algas en un modelo animal con
enfermedad de Lyme y en voluntarios.

Resultados: Los resultados mostraron que 4 semanas de ingesta dietética de esta composicién redujeron
la carga de espiroquetas en los tejidos de los animales en aproximadamente un 75%. Los parametros
sanguineos basicos y diferenciales no mostraron diferencias significativas entre los animales de control y
los alimentados con esta composicion. Asimismo, los marcadores de toxicidad hepatica y renal no se
modificaron y la apoptosis no se observé. Las citoquinas inflamatorias relevantes, como la IL-6, la IL-17,
el TNF-a y el INF-y estaban elevadas en los animales infectados pero se normalizaron en los animales
infectados y tratados. Un pequefio estudio observacional revelé que tras la administracion de esta
composicion a 17 voluntarios tres veces al dia durante 6 meses, el 67,4% de los voluntarios con LD
tardia o persistente, y no receptivos a la aplicacién previa de antibiéticos, respondieron positivamente, en
términos de estado energético asi asi como en el bienestar fisico y psicolégico a la suplementacién con
esta composicion, mientras que el 17,7% tuvo una ligera mejoria y el 17,7% no respondio.

Conclusion: Llegamos a la conclusion de que esta composicion especifica reveld beneficios factibles en
la gestion de la LD tardia o persistente, aunque se justifica la realizacion de ensayos clinicos controlados
a doble ciego.
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en las costas este y oeste de los EE.UU., asi como en
el centro y el este de Europa. La LD afecta a personas
de todas las edades y de ambos géneros, aunque las
tasas mas altas se han documentado en nifios de 10 a
14 afios y en adultos mayores de 45 anos.5-7 Las
manifestaciones clinicas de la LD varian, aunque se
han identificado sintomas comunes han sido
identificados. Los primeros signos de la LD consisten en
una lesién cutanea denominada eritema migratorio (EM)
y/o sintomas similares a los de la gripe, mientras que
los

Introduccion

La enfermedad de Lyme (LD) es una zoonosis sistémica
prevalente en todo el mundo.1,2 Se propaga por medio
de garrapatas que transmiten bacterias del género
Borrelia mientras se alimentan en animales y
humanos.3,4 El nimero de casos de LD notificados ha
crecido sistematicamente durante los Gltimos 20 afos y
las ultimas estimaciones alcanzan los 300.000 casos
anuales s6lo en Estados Unidos.5 Su patégeno
causante, Borrelia burgdorferi sensu lato, es prevalente
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sintomas incluyen artritis, problemas neurolégicos, y
anormalidades cardiacas que pueden aparecer
aproximadamente 4-6 semanas después de la picadura
de garrapata. La fatiga y los dolores persistentes
pueden desarrollarse en aproximadamente el 20% de
los individuos que siguieron el tratamiento antibiético
recomendado y pueden durar mas de 6 meses. Este
fendbmeno se ha descrito como Sindrome de la
enfermedad de Lyme posterior al tratamiento
(PTLDS).5,8-10

Varios antibidticos aprobados por la Administracién de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA),
se utilizan como terapéuticos en pacientes con LD. La
primera opcion para las primeras fases de la LD suele
ser una administracion de 2 a 4 semanas de doxiciclina
para los adultos y de amoxicilina para los nifios. Para la
LD en fase tardia, la ceftriaxona o la cefotaxima se
recomiendan durante el mismo periodo de tratamiento.
Aunque algunos ensayos clinicos han aportado
resultados contradictorios, en general se de acuerdo en
que el tratamiento antibiético prolongado no es
recomendado para los pacientes con PTLDS.5,11,12

La eficacia de las sustancias naturales y sustancias
biolégicamente activas como agentes antiborreliae alin
no esta bien explorada, aunque el numero de
investigaciones con dichos agentes ha ido creciendo.
13-16 Nuestro anterior estudio in vitro demostré que una
combinaciéon especifica de polifenoles con acidos
grasos y yodo tiene un efecto bactericida significativo
contra dos especies de Borrelia que han sido
reconocidas como un factor patégeno de la LD en
Estados Unidos y Europa. Ademas, esta composicion
definida de fitoquimicos funcion6 de forma sinérgica y
se demostré que afectaba a la membrana pero no el
ADN de la bacteria, demostrando importantes
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias al mismo
tiempo.17

En este estudio, informamos de la eficacia de esta
composicion de compuestos derivados de plantas contra
Borrelia burgdorferi en un modelo animal de LD y en
pacientes voluntarios con una forma tardia o persistente
de LD. Intentamos aqui proporcionar una evaluacion de
esta composicion como una potencial alternativa o tal
vez un enfoque adjunto para LD, que debe ser validada
en mayor medida mediante grandes ensayos clinicos
controlados a doble ciego.

Materiales y métodos

Compuestos como la baicaleina, la luteolina, el acido
rosmarinico y el &acido cis-2-decenoico (10-HAD), con
una pureza entre el 90% y el 95% segun el fabricante,
se obtuvieron de Baoji GuoKangBio-Technology Co.

Ltd (Ciudad de Baoji, China). Algas ecologicas con
contenido estandarizado de yodo (es decir 150 pg/mi
como el 100% de la cantidad diaria recomendada y 60
minerales, vitaminas, proteinas, grasas, carbohidratos

y fibras dietéticas como aproximadamente el 25% de los
valores diarios) se compré a Thorvin Inc. (New Castle,
VA, EE.UU.), y la monolaurina como sh-1 monolaurina
(monolaurato de glicerol) fue de Purem Biological (Xi'an,
China). Adicional analisis de pureza de los compuestos
para excluir potencialmente la presencia de antibioticos,
todos los cuales fueron adquiridos de Cayman Chemical
(Ann Arbor, MI, EE.UU.), como la doxiciclina y la
amoxicilina y el farmaco antiinflamatorio metotrexato
utilizado en el tratamiento de la LD1,9 se realizd en el
laboratorio de espectroscopia de masas laboratorio de
la Universidad Estatal de Oregdn y se analiz6 en el
laboratorio de espectroscopia de masas de Universidad
de Stanford (Figuras suplementarias 1Sa-c y Figuras
2S8a-d).

Microorganismos de prueba

Un derivado clonal de Borrelia burgdorferi B31 MSK5, que
contiene todos los plasmidos, se utilizd en este estudio.18
Se cultivd en las condiciones mas habituales, es decir,
medio Barbour-Stoenner-Kelly H (BSK-H) complementado
con un 6% de suero de conejo (Sigma, St. Louis, MO,
USA) sin antibi6ticos a 33°C con 5% de CO2, en tubos de
ensayo de poliestireno de 15 ml.

Dieta de prueba

La dieta estandar para roedores se compré a LabDiet Inc.
(St. Louis, MO, USA). La dieta de prueba fue preparada
por LabDiet Inc. y estaba compuesta de dieta estandar
enriquecida con baicaleina (650 mg/kg de dieta), luteolina
(300 mg/kg de dieta) acido rosmarinico (500 mg/kg de
dieta), monolaurina (500 mg/kg dieta), 10-HAD (500 mg;
kg dieta), y yodo 1 mg/kg de dieta.

Estudio en animales

Un total de 32 ratones hembras de raza C3H/HeN que
pesaban aproximadamente 20 g se obtuvieron de Charles
River Laboratories (Wilmington, MA, EE.UU.). Los ratones
de 4 semanas de edad fueron alojados en la instalacion de
animales ubicadas en el Instituto de Investigacién Dr. Rath
a una temperatura ambiente de 21°C. La comida y el agua
se suministraron ad libitum durante un ciclo de luz y
oscuridad de 12 h. El protocolo experimental para animales
n° 01/B052014 fue revisado y aprobado en 2014 por el
Comité de Cuidado y Uso de Animales en el Instituto de
Investigacion Dr. Rath. Los ratones fueron divididos al azar
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en cuatro grupos experimentales (ocho animales por
grupo): WT (animales no infectados alimentados con la
dieta estandar), LD (animales infectados alimentados
con la dieta estandar), WT + T (animales no infectados
alimentados con la dieta de prueba), y LD + T (animales
infectados alimentados con la dieta de prueba). El bajo
paso de la virulenta Borrelia burgdorferi, cultivada a
33°C en un medio BSK-H hasta alcanzar una
concentracion de aproximadamente 1 x 1077
espiroquetas/ml, se inocularon por via intradérmica
(1074 espiroquetas/ratoén) en animales de dos grupos
experimentales, LD y LD + T, como se informé
anteriormente.19 Los ratones de grupos WTy WT + T
recibieron inyecciones simuladas de 1 x solucion salina
tamponada con fosfato (PBS).

Después de tres semanas fueron transferidos de la
dieta estandar a la dieta de prueba y se alimentaron
durante las 4 semanas siguientes. El resto de los
animales se mantuvieron con la dieta estandar. Al final
del estudio se sacrificaron todos los animales y se
recogieron muestras de tejido, incluida la sangre, para
las pruebas posteriores. Los animales de control fueron
ratones alimentados con la dieta estandar y no
infectados (WT), asi como ratones alimentados con la
dieta estandar e infectados con Borrelia burgdorferi
(LD). La sangre se obtuvo asépticamente de todos los
ratones experimentales ratones mediante una puncion
intracardiaca con una jeringa de tuberculina de 1 ml
con una aguja de 27 G y se separ6 en dos muestras.
Una muestra de la sangre recogida se utiliz6 para la
hematologia bésica y diferencial hematologia, y la
segunda muestra se utilizd para preparar el suero para
el analisis bioquimico. Muestras de tejidos, las orejas, la
base del corazdn, las articulaciones tibiotarsianas
higado, rifiones y bazo se recogieron, inmediatamente
congeladas a presion en nitrégeno liquido, y sometidas
a la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa
(gPCR Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) y/o al analisis
de inmunohistoquimica. Ademas, la sangre y los tejidos
(de la oreja, la base del corazbn, el bazo y las
articulaciones) fueron procesados y calificados para el
crecimiento de espiroquetas en el medio BSK-H
después de 3 a 5 semanas como se ha descrito.19

Andlisis cuantitativo de Borrelia burgdorferi ADN

Para confirmar la presencia de la infeccion y cuantificar
cargas tisulares de espiroquetas, todas las muestras se
analizaron por qPCR como se informé
anteriormente.18,19 Brevemente se extrajo el ADN
gendmico completo de los tejidos muestras (orejas, base
del corazén, bazo y articulaciones tibiotarsianas
articulaciones) utilizando el kit DNeasy Blood and Tissue
(Qiagen,Valencia, CA, EE.UU.) segln las instrucciones
del fabricante. Antes de la extraccién de ADN, todas las
muestras de tejido se congelaron en nitrégeno liquido,

se pesaron, y homogeneizaron utilizando una
trituradora QIA kit (Qiagen). Los conjuntos de
cebadores optimizados de Borrelia burgdorferi flagellin
(flaB, bb0147) (F-5' TCTTTTCTGGTGAGGGAGCT; R-5'
TCCTTCCTGTTGAACCCT) y el gen de la B-actina
(ACTB) (F-5' CAAGTCATCACTATTGGCAACGA; R-5'
CCAAGAAGGAAGGCTGGAAAA) de secuencias
publicadas.19 Todos los reactivos de la gqPCR se
adquirieron en Qiagen. Las plantillas de ADN [es decir,
1 x 105/ul de equivalentes de B. burgdorferi de la
American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas,
VA, EE.UU.) y de raton de Promega (Madison, WI,
EE.UU.) sirvieron como cantidades de ADN genémico
de espiroqueta y de raton], se incluyeron en cada
experimento de qPCR, y se utilizaron para elaborar las
curvas estandar y para determinar el numero total de
espiroquetas (numero de copias de flaB) en las
muestras de tejido de raton recogidas. Ademas, se
incluyd un de reaccion se incluyé. QuantiTect SYBR
Green PCR Kit (Qiagen) se utiliz6 para determinar el
gen diana flaB borrelial, expresado por 1 mg de peso de
tejido. Contenia Tampon de PCR QuantiTect SYBR
Green, pH = 8,7, como fuente de 2,5 mM de Mg2+,
desoxinucleo6tidos y ADN polimerasa HotStarTagq,
ademas de cada cebador utilizado a una concentracion
de 0,3 uM en una 50 pl de mezcla de gPCR. Las
condiciones del ciclador gPCR (BioRad CFX96) se
programaron segun las las recomendaciones del
fabricante y fueron las siguientes un paso de activacion
a 95°C durante 15 minutos, 40 ciclos de:
desnaturalizacién a 94°C durante 15 s, recocido a 59°C
durante 30 s, y extension a 72°C durante 30 s. Para
verificar la especificidad e identidad del producto de la
gPCR, se realizaron andlisis de la curva de fusion. Se
realiz6 una validacion adicional sometiendo las
muestras de tejido a un andlisis de qPCR independiente
realizado por un laboratorio certificado (IDEXX
BioResearch, Sacramento, CA, EE.UU.). Cada muestra
se analiz6 por triplicado.

Hematologia sanguinea

Las muestras de sangre obtenidas de todos los

ratones se enviaron a un laboratorio analitico certificado
(IDEXX BioResearch) donde se analizaron las (RBC,
Red Blood Cells; WBC, White Blood Células; HGB,
Hemoglobina; HCT, Hematocrito; MCV, Volumen
Corpuscular Medio; MCH, Hemoglobina Corpuscular
Media; y MCHC, Concentracion Concentraciéon de
hemoglobina corpuscular) y diferencial (neutréfilos,
monocitos, linfocitos y niveles de plaquetas)
hematolégicos Se realizd un andlisis hematologico
apoyado por una evaluacion patoloégica. Cada muestra
se analizé por triplicado.
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Analisis bioquimicos

Los sueros de todos los animales experimentales
fueron analizados por un laboratorio analitico
certificado (IDEXX BioResearch) para la fosfatasa
alcalina (ALP) alanina aminotransferasa (ALT),
aspartato aminotransferasa (AST), gamma-glutamil
transferasa (GGT), creatinina, colesterol, glucosa,
nitrogeno ureico (BUN), bilirrubina, haptoglobina y
niveles de la molécula de lesion renal-1 (KIM-1). La
KIM-1 una proteina de membrana de 30 KDa, tipo 1, ha
sido considerado como un biomarcador potencial de la
lesiéon renal, ya que estd muy regulada en el tibulo
proximal del rindn lesionado, pero existe en niveles
muy bajos en los rifiones normales no lesionados.20
Ademas 50 pl de suero de cada ratén fueron sometidos
a citoquinas proinflamatorias y quimiocinas mediante el
andlisis Analyte Profiler ELISArray assay kit (SA
Biosciences, Germantown, MD, EE.UU.) segin el
protocolo del fabricante. Cada muestra se analizé por
triplicado.

Inmunohistoquimica

Las muestras de rifidén, higado y articulaciones,
recogidas al al final del experimento, se fijaron en
formalina neutra al 10% y se tamponan neutro durante
24-48 horas y se sometieron a una evaluacion
inmunohistoquimica realizada por un laboratorio
certificado independiente (HistoTox Labs, Boulder, CO,
EE.UU.). Las secciones de 5 um, colocadas en
portaobjetos de vidrio, se tifieron con hematoxilina y
eosina, anti-F4/80 (marcador de macréfagos) vy
antiACS3 (caspasa-3 activada, marcador apoptoético).
La caspasa-3 es activada por la caspasa-8 y la
caspasa-9, sirviendo de punto de convergencia para las
vias de senalizacion apoptética intrinseca y extrinseca.
Asi, la activacion de la via de la caspasa-3 es un sello
distintivo de la apoptosis y puede utilizarse en ensayos
celulares para cuantificar los activadores e inhibidores
de la "cascada de la muerte".21 El F4/80, también
conocido como médulo similar al EGF que contiene
receptor hormonal similar a la mucina 1 (Epidermal
Growth Factor-like module-containing mucinlike
hormone receptor-like 1) es un miembro de la familia
del receptor acoplado a la proteina G (GPCR) de
adhesion. El antigeno F4/80 es una glicoproteina de
superficie celular de ratones envejecidos que se
expresa en altos niveles en varios macrofagos,
incluyendo: Las células de Kupffer, los macréfagos de
la pulpa roja del bazo, la microglia, la lamina propia del
intestino y células de Langerhans en la piel.

El antigeno F4/80 también se expresa en los macréfagos
de el tejido conectivo, el corazdn, el rifidn y los sistemas
reproductivo y neuroendocrinos, por lo que es un
marcador bien conocido y ampliamente utilizado de las
poblaciones de macréfagos murinos poblaciones de
macro6fagos.22 Las secciones se codificaron codificadas y
un examen histopatolégico adicional e imparcial examen
histopatolégico imparcial por un patélogo certificado en el
lugar.

Un estudio observacional en humanos

Entre 2014 y 2015, los pacientes adultos elegibles (n =
17) fueron reclutados a través de remisiones de médicos
en Alemania, donde el estudio se llevd a cabo en la
Praxisklinik privada H. Baltin, Baviera, Alemania. El
estudio sigui6 el protocolo adherido a la normativa de la
Declaracién de Helsinki de 1975 y fue aprobado por el
Comité de Etica (n° DRRI/2014) del centro participante
centro (Private Praxisklinik H. Baltin, Baviera, Alemania), y
con el apoyo de un consentimiento informado de cada
paciente. Los pacientes fueron clasificados como elegibles
para el estudio si tenian al menos al menos 18 afios, con
un historial de LD aguda adquirida en Alemania, y con al
menos uno de lo siguiente: una historia de EM Unica o
multiple sintomas neurolégicos atribuidos a la LD, o a la
artritis. Documentacion médica adicional que demuestre
que los pacientes padecen actualmente LD tardia o
crbnica (que se manifiesta en forma de fatiga, dolor
musculoesquelético, artritis, arritmia cardiaca arritmia,
neuropatias, disfuncion cognitiva/ paralisis) y que se
habian sometido previamente a tratamientos con un
régimen de antibidticos recomendado era obligatorio.5,23
En el momento de la inscripcion todos los pacientes
tenian los siguientes sintomas que interferian con su
funcionamiento habitual y su capacidad para trabajar:
dolor musculoesquelético generalizado y/o deterioro
cognitivo con acompafamiento de profunda fatiga. Los
sintomas cronicos tenian que haber comenzado en los 6
meses siguientes a la aplicacion inicial del régimen de
antibiéticos recomendado y tenian haber persistido mas
alld de los 6 meses.23 Los pacientes recibieron la
composicion de prueba en forma de capsulas que
contenian baicaleina 250 mg/dia, luteolina 75 mg/dia,
acido rosmarinico 100 mg/dia, monolaurina 250 mg/dia,
10-HAD 100 mg/dia, y yodo 0,15 mg/dia (en forma de
algas), tres veces al dia durante 6 meses. Durante la fase
de tratamiento oral se supervis6 el cumplimiento y la
seguridad mediante visitas mensuales de los pacientes en
la clinica del médico. La clinica y de laboratorio se
realizaron en dia 90 y el dia 180 e incluyeron una historia
clinica completa historia clinica, un examen fisico
detallado, pruebas neuropsicolégicas y toma de muestras
de sangre periférica, si se consideraba necesario.
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Table 1. Resumen de los parametros fisiologicos de los ratones tras 4 semanas de tratamiento.

Parameters WT LD WT+T LD+T
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
RBC (X 10¢/mm3 = SD) 8.11+22 7.48+2.6 8.56+2.38 8.78+2.5
WBC (X 103/mm3 = SD] 63+1.9 6.8+23 6.1+2.4 6.4*22
HGB (g/L +SD) 14223 146 =27 14735 134 =39
HTC (% = SD) 41.4+6.5 43.2+5.6 41.8+5.38 41.9+7.6
MCV (fL + SD) 493+75 49.3+5.9 46.0+6.7 49.4+6.9
MCH (pg =SD) 14.8*5.9 13.4+7.1 14.9+5.8 14.6 5.6
MCHC (mmol/L = SD]) 18.9 4.2 18.9 4.2 20.6*+4.3 20.0*+4.7
Neutrophils (% = SD) 25.8+6.8 29.6*+7.5 24L.6+6.7 245+7.9
Monocytes (% =+ SD) 1.9+0.6 41+0.5" 1.6+0.2 2.7+0.3
Lymphocytes (% +SD) 66.3+8.6 84.9+175 74.7+9.1 75.8+8.2
Platelets Adequate Adequate Adequate Adequate

*p < 0.01; HGB, hemoglobin; HTC, hematocrit; LD, mice infected with Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104
spirochetes/mouse); LD + T, mice infected with Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104 spirochetes/mouse)
and fed with plant-based diet for 4weeks; MCH, mean corpuscular hemoglobin; MCHC, mean corpuscular hemoglobin
concentration; MCV, mean corpuscular volume, RBC, red blood cells; SD, standard deviation; WBC, white blood cells; WT;
control mice; WT + T, control mice fed with plant-based diet for 4 weeks.

Andlisis estadistico

Todos los datos se presentan como medias + desviacion
estandar desviaciéon (SD) (n = 8 para el estudio en
animales, y n = 17 para el estudio en humanos). La
prueba de la t de Student de dos colas t se utilizd para
determinar las diferencias estadisticamente significativas
diferencias a niveles de 0,05. El andlisis estadistico se
realiz6 con el software GraphPad.

Resultados

Efecto de la composicién de la prueba in vivo

Tras completar 4 semanas de tratamiento con la dieta de
prueba, no hubo variaciones significativas en el peso,
asi como en el consumo de comida y agua entre todos
los grupos experimentales (Tabla 1). La evaluacion de la
sangre no revel6 alteraciones en los parametros
hematolégicos entre los grupos experimentales grupos,
excepto que hubo un nivel significativamente mayor nivel
de monocitos en los animales infectados con Borrelia
burgdorferi (LD) (Tabla 2). También en el mismo grupc
de animales se observé un mayor nivel de neutréfilos

se observd, pero no alcanzé la significacion estadistica
significacién (p = 0,053). El andlisis patolégico ademas
reveldé que no habia signos de hemodlisis ni de lipemia ni
anisocitosis o poiquilocitosis. Ademas, el nivel de (meta/
pro)-mielocitos se clasific6 como "indetectable". Ademas,
el analisis bioguimico de los sueros de todos los
animales experimentales no mostré6 cambios en los
niveles de las enzimas hepaticas y de los marcadores
metabolicos clinicos como el colesterol, la glucosa
bilirrubina, BUN y creatinina. El grupo LD mostré un
mayor nivel de ALP, sin embargo no fue estadisticamente
-significativo (p = 0,055) (Tabla 3). Ademas, los niveles de
haptoglobina y KIM-1 no mostraron cambios, y la
evaluacion patolégica inform6 de que no habia toxicidad
en los tejidos (Figura 1).

Las citoquinas proinflamatorias como la IL-6, la IL-17 INT-
Y, ¥ TNF-a, estaban elevadas en el grupo LD, sin
embargo sus niveles se normalizaron en el grupo LD + T
(Figura 2). Ninguno de los grupos de control grupos (WT
y WT + T) sometidos a pruebas de ADN de Borrelia
burgdorferi mostrd niveles detectables. En el grupo de
ratones LD, el ADN borrelial se detectado en las orejas,
la base del corazdn, el bazo y las articulaciones de todos
los ratones. En el grupo LD + T el ADN borrelial se
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Table 2. Basic and differential blood parameters of mice after 4weeks of treatment.

Parameters WT LD WT+T LD+T
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Weight (g/mouse + SD) 25.3+3.1 243+29 25.2+3.1 25.1+3.1
Food (g/mouse/day + SD) 33+0.6 3.2+1.1 3.1+1.0 3.4*08
Water (ml/mouse/day + SD) 2.4+0.3 2.6+0.7 2.8+0.8 25+0.4

LD, mice infected with Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104 spirochetes/mouse); LD + T, mice infected with
Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104 spirochetes/mouse] and fed with plant-based diet for 4 weeks; SD,
standard deviation; WT, control mice; WT + T, control mice fed with plant-based diet for 4 weeks.

Table 3. Biochemical parameters of mice sera after 4weeks of treatment.

Parameters WT LD WT+T LD+T
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
ALP (U/L +SD] 83.1+8.7 100.9 7.6 89.1+7.3 70979
ALT (U/L=SD]) 40.3*+55 35.7+4.9 31.3£5.9 36.9+7.6
AST (U/L = SD]) 182.5+10.2 257.8£14.3 162.7+11.5 141.9+9.9
GGT (U/L) <3 <3 <3 <3
Total bilirubin (pmol/L) <3.4 <3.4 <3.4 <3.4
Cholesterol (mmol/L = SD) 3.8x0.3 3.8+0.3 3.9x0.3 3.3x0.2
Glucose (mmol/L =SD) 6.3x0.6 65+0.8 59+0.7 58x0.8
BUN (mmol/L = SD) 8.6=1.1 8.2+0.8 7.9x0.9 9.5=+1.1
Creatinine (umol/L) <265 <265 <265 <265

ALP, alkaline phosphatase; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; BUN, blood urea nitrogen;
GGT, gamma-glutamyl transferase; LD, mice infected with Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104 spirochetes/
mousel; LD + T, mice infected with Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 10 spirochetes/mouse) and fed with
plant-based diet for 4 weeks; SD, standard deviation; WT, control mice; WT + T, control mice fed with plant-based diet for
4Lweeks.

- I T -
0
wT Lo LD+T

WT+T LD+T WT+T

Haptoglobin (ug/ml)
KIM-1 (pg/ml)

°

Figure 1. Levels of haptoglobin (a) and KIM-1 (b} in mice sera after completion of 4weeks of treatment. n=8.
KIM-1, kidney injury molecule-1; LD, mice infected with Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104 spirochetes/
mouse); LD + T, mice infected with Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104 spirochetes/mouse) and fed with
plant-based diet for 4weeks; WT, control mice; WT + T, control mice fed with plant-based diet for 4 weeks.
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Figure 2. OD readings of mice serum cytokines after
completion of the 4-week treatment. n=8, 'p <0.001.
IL, interleukin; INT-y, interferon gamma; LD, mice
intradermally infected with 104 spirochetes/mouse and

not fed with plant-based diet; LD + T, mice infected
intradermally with 104 spirochetes/mouse and fed for
4weeks with plant-based diet; OD, optical density; TNF-a,
tumor necrosis factor alpha; WT, mice not infected and not
fed with plant-based diet; WT + T, mice not infected and fed
for 4weeks with plant-based diet.

encontr6 so6lo en las articulaciones de 2/8 animales
(25%) y a un nivel significativamente menor en
comparacion con el grupo LD (Tabla 4 y Figura 3). Los
resultados fueron confirmados por un examen
independiente de gqPCR realizado por un laboratorio
externo certificado. El analisis inmunohistoquimico
apoyado por la evaluacién patolégica no revel6 signos
de apoptosis en el higado y los rifiones de los animales
de ninguno de los grupos experimentales (Figura 4). Sin
embargo, un notable aumento de la tincion con
anticuerpos anti-F4/80 se detect6 en las articulaciones
de ratones del grupo LD, asi como en dos animales del
grupo LD + T en los que se detectdé ADN borrelial se
detectd, aunque con una intensidad notablemente
reducida intensidad (Figura 5).

Efecto de la composicion de la prueba en el sujeto
humano

Evaluacion de la suplementacion dietética con los seis
agentes de origen vegetal en 17 pacientes afectados
por la LD revel6 que tres (3/17) pacientes quedaron
completamente libres de sintomas después de 6 meses.
Los pacientes informaron de una mejora fisica y
psicolégica mejoras de sus sintomas y fueron capaces
de reanudar su trabajo. Ocho pacientes (8/17) también
experimentaron una mejora fisica y psicolégica
significativa mejoria y pudieron volver a trabajar; sin
embargo se programé una nueva evaluacion para hacer
un seguimiento para comprobar si las mejoras
cambiarian tras la interrupcion del tratamiento. Dos
pacientes (2/17) sélo experimentaron ligeras mejoras
mientras que cuatro pacientes (4/17) no mostraron

Table 4. Comparison of culture and flaB DNA qPCR
for individual infected mice tissue samples collected
after 4weeks of treatment.

LD Ear Heart Spleen Joints
culture* base

LD

qPCR
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
LD + T LD+ T
culture* gPCR
- - - - +
- - - - &

gPCR, quantitative polymerase chain reaction; LD, mice
infected with Borrelia burgdorferi (intradermal injection
with 104 spirochetes/mouse); LD + T, mice infected

with Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104
spirochetes/mouse) and fed with plant-based diet for
4weeks, n=8. “Culture of ear, heart base, spleen, and
joints tissue. (-], flaB DNA-negative result in all subjected
tissues; (+), flaB DNA-positive result in all subjected
tissues.

ninguna mejora e informaron de cansancio anormal,
dolor en las extremidades, dolor de cabeza y

alteraciones visuales. Tras interrumpir la

suplementacion durante 2 semanas, estos sintomas
remitieron. Uno de estos cuatro pacientes (1/4) hizo un
nuevo intento y reanud6 la suplementacion
comenzando con una dosis mas baja de una capsula al
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dia aumentando gradualmente hasta tres capsulas al
dia, lo que resultdé en ningun efecto negativo observado
con una ligera mejora de la condicion fisica. Ademas
diagnosticos de coinfecciones a menudo asociadas con
LD, asi como problemas neurol6gicos con un cambio de
enfoque terapéutico fueron necesarios para los
pacientes con ninguna mejora, y eso tuvo lugar fuera de
este estudio de observacion (Tabla 5).

mL
W LD+T

Log,, copy numbers/mg

m

1
04 -
Ear Heart base
Figure 3. Estimation of spirochete burden by
quantitative polymerase chain reaction in mice per
mg of tissue after completion of 4weeks of treatment.
n=8, #p<0.05 compared with LD group. C; values
<40 were considered positive.
LD, mice infected intradermally with 104 spirochetes/mouse
and not fed with plant-based diet; LD + T, mice infected
intradermally with 10 spirochetes/mouse and fed for
4Lweeks with plant-based diet.

Spleen Joints

Discusion

Aqui demostramos los resultados de los estudios de
observacion en animales y estudios observacionales en
humanos tras la aplicacion de la composicion de prueba
formada por seis compuestos como la baicaleina, la
luteolina, el &cido rosmarinico monolaurina, 10-HAD y
algas/yodo. La presente investigacion amplia los
hallazgos de nuestro anterior estudio que demuestra una
eficacia significativa in vitro de esta composicion contra
las formas pleomorficas de Borrelia burgdorferi s.s. y B.

garinii.17 Encontramos alli que el efecto de esta

combinacién era comparable a la eficacia in vitro de la
triple combinacién de antibi6ticos (es decir, doxiciclina
con daptomicina y cefoperazona), y demostré
antioxidativo y antiinflamatorio efectos al mismo
tiempo.17,24 Los resultados del estudio en animales
estudio coincidieron con las observaciones en sujetos
humanos sujetos que demuestran la seguridad general
de esta composicidbn cuando se aplica en una dieta.
Revelaron que no hay cambios significativos en la
hematologia. S6lo los ratones infectados, pero no
tratados ratones (grupo LD), tenian un nivel aumentado
de monocitos y neutréfilos ligeramente elevados, sin
embargo estos parametros se normalizaron en los
animales infectados y alimentados con la composicion
de prueba (LD + T). También los parametros clinicos
fisiolégicos y bioquimicos parametros en los sueros de
los grupos de animales no mostraron una variabilidad
significativa.

WT+T

Kidney

F8H

£ov

F8H

Liver

eIV

(-) control

(+) control

>
>

Figure 4. Representative images of AC3 detection in mouse kidney and liver tissues by immunohistochemistry
using rabbit polyclonal antibody. Magnifications 4, 10X for inserts; (-] negative and (+) positive control of

mouse tumor.

AC3, active caspase-3; H&E, hematoxylin and eosin staining; LD, mice infected intradermally with 104 spirochetes/mouse
and not fed with plant-based diet; LD + T, mice infected intradermally with 104 spirochetes/mouse and fed for 4 weeks with
plant-based diet; WT, mice not infected and not fed with plant-based diet; WT + T, mice not infected and fed for 4 weeks with

plant-based diet.
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H&E

F4/80

LD+T

LD+T2

(-) control

Figure 5. Representative images of anti-F4/80 antibody detection in mice joints tissues by
immunohistochemistry using rabbit polyclonal antibody. Magnifications 4, 10X for inserts; (-) negative and
(+) positive control of mouse bone.
H&E, hematoxylin and eosin staining; LD, mice intradermally with 104 spirochetes/mouse and not fed with plant-based diet;
LD +T1, mouse no. 2 infected intradermally with 104 spirochetes/mouse and fed for 4 weeks with plant-based diet with

increased staining with anti-F4/80; LD + T2, mouse no. 1 infected intradermally with 104 spirochetes/mouse and fed for

4weeks with plant-based diet with no increased staining with anti-F4/80.

Table 5. Summary of the observational study of 17 patients with late or chronic LD after 6 months of
supplementation with the test composition.

No. MS SS PSY/ No Slight Marked Complete
patient us improvement  improvement improvement improvement
1 +++ +++ o+ - X - -

2 +++ o+ - X = - -

3 - + +++ - - - X

4 +++ o+ +++ - X = -

5 ++ ++ ++ - - X -

6 +++  +++ e+ x = - -

7 +++ +++ 4+ X - - -

8 + + +++ - = X -

9 +++ ++ + X - - -

10 +++ = = - x

(Continued)]
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Table 5. (Continued)

No. MS SS PSY/ No Slight Marked Complete
patient us improvement  improvement improvement improvement
M +H4+ 4+ - - - - X

12 +++ o+ +++ - = X -

13 +++  ++ + - - X -

14 +++ = = X =

15 +++ o+ + - - X -

16 +++ - + = = X -

17 +++  ++ +++ - - X -

Score: +++, severe symptoms, unable to work; ++, less severe symptoms, ability to work not permanently restricted; +,

intermittent slight symptoms.

LD, Lyme disease; MS, main symptoms: lack of energy/tiredness/low stamina/fatigue/ musculoskeletal pain/forgetfulness/
concentration disorder; PSY/US, psychological symptoms/unusual symptoms: depression/irritability/panic and anxiety
attacks/aggression/neuropathies/paralysis; SS, subsidiary symptoms: vertigo/visual disorders/cardiac arrhythmia.

Se observé un aumento de los niveles de niveles de
citoquinas como la IL-6, IL-17, INT-y y TNF-a, en el
grupo LD, lo que corrobora otros informes y apunta a
una inflamacién cronica en curso y podria sefalar
procesos fisiopatoldgicos en curso procesos fisioldgicos
en curso.25 Sin embargo, los niveles de citoquinas se
normalizados en el grupo de ratones LD + T que
consumieron la dieta de prueba. El consumo de la dieta
enriquecida con la composicion de prueba tampoco
caus0 efectos toxicos en los tejidos de los ratones, ya
que los marcadores de lesidon hepatica y los marcadores
de lesion renal no se elevaron en el animales de control
(WT + T) y los infectados (LD + T). Esto se confirm6
mediante la activacion de la caspasa-3 y la evaluaciéon
patolégica de los resultados.

Los animales infectados (grupo LD) mostraron la
presencia de ADN borrelial detectable en diferentes
tejidos, lo que concuerda con los datos publicados
anteriormente datos. Sin embargo, cabe mencionar que
un estudio in vivo publicado por Pahl et al. y otros

demostrd que la diseminacion de Borrelia burgdorferi no
procede de manera uniforme y su distribucion puede
variar entre los tejidos de los animales infectados.26-29
Nuestros resultados de la gPCR indicaron que un
nimero muy bajo de copias de ADN espiroquetario
estaban presentes en los tejidos articulares tejidos de
dos ratones infectados alimentados con la dieta; sin
embargo, no pudieron cultivarse y estaban
significativamente reducidos en comparaciéon con el
grupo LD grupo. La cuestion de la deteccion de la
Borrelia burgdorferi tras el tratamiento con antibiéticos in
vitro e in vivo no es nuevo y se informé
anteriormente.30,31 Curiosamente, se encontr6é un

mayor nivel del marcador F4/80 en el tejido articular en
los mismos dos ratones, aunque, igualmente, a un nivel
visiblemente reducido nivel en comparacién con el grupo
LD. Estos resultados no pueden excluir la posibilidad de
que las espiroquetas pudieran conservar un nivel bajo
de infectividad y ser una causa de la inflamacién, pero
su capacidad de replicacion estuviera alterada.
Potencialmente, la capacidad retenida de expresar
lipoproteinas borrelianas podria contribuir, ya que se ha
demostrado que pueden potenciar una plétora de
respuestas proinflamatorias.32-36 Por tanto, el destino
de la Borrelia burgdorferi y sus aspectos de infectividad
en las articulaciones debe establecerse. Sin embargo, la
presencia de zonas inflamatorias aumentadas en las
secciones de tejido analizadas podria corresponder a la
presencia de espiroquetas en la fase persistente, lo que
deberia confirmarse mediante un estudio méas detallado.
El tejido articular es rico en matriz extracelular (MEC) vy,
al igual que el hueso, es dificil de penetrar por los
agentes antibacterianos agentes antibacterianos. Los
informes sobre la existencia de espiroquetas vivas tras
el tratamiento con antibidticos implican el colageno
como un factor clave de persistencia que contribuye al
fracaso del tratamiento antibiético han sido informado
anteriormente.37-40

El tratamiento con diferentes antibi6ticos aprobados por
la FDA en pequefios y grandes mamiferos también
parece reducir la carga de Borrelia burgdorferi pero no
consigue eliminar la infeccibn, como también han
documentado muchos otros grupos de
investigacion.41-50 Estos informes in vivo fueron
corroborados por los resultados de los ensayos clinicos.
5,11,12,46,49 También cabe destacar que se ha
observado una disminucion del titulo de anticuerpos se
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ha observado después del tratamiento con antibiéticos,
a pesar de la presencia de bajos niveles de
espiroquetas persistentes.41,50 Sin embargo, otros
informaron de que tras la terapia con antibidticos en
perros, los titulos de anticuerpos en algunos animales
se mantuvieron en niveles constantes niveles, lo que
abogaria por la persistencia del estimulo antigénico en
lugar de la completa eliminacion de los patégenos.51

Cada vez se acepta mas que la terapia convencional
con

terapia con antibioticos para la LD tardia y persistente da
resultados limitados. Especialmente la monoterapia tiene
un éxito minimo a largo plazo y, aunque todavia se
utilizada no hay pruebas solidas que documenten su
eficacia en los estadios tardios y persistentes de la LD
hasta la fecha.5,11,12 Nuestros resultados in vitro
publicados anteriormente resultados mostraron que una
composicion de baicaleina luteolina, acido rosmarinico,
monolaurina, 10-HAD y el yodo a sus 1/8 de
concentracion minima inhibitoria (MIC) tiene un efecto
sinérgico significativo efecto contra la Borrelia spp. Esta
composicién reveld propiedades antioxidantes que
afectan a la membrana de la Borrelia pero no a su ADN.
También observamos su efecto inhibidor sobre la
liberaciéon de IL-1a IL-1B, e IL-6 por parte de los
monocitos humanos CD14+ estimulados con Borrelia sp
viva.17 Para validar estos resultados realizamos un
pequeno estudio observacional limitado, sin embargo, al
numero de pacientes y a las evaluaciones clinicas y las
evaluaciones de laboratorio. En nuestro estudio piloto de
17 pacientes con LD que habian sido sometidos
previamente a varias rondas de tratamiento con
antibidticos pero cuyo estado de salud no habia
mejorado tras finalizar la terapia, una ingesta de 6
meses de una combinacion especifica de compuestos
fendlicos con &cidos grasos y kelp/yodo mejor6 las
condiciones de salud de 64,7% de los pacientes
permitiéndoles realizar sus actividades diarias normales
y reanudar su trabajo. No obstante, los resultados
observados, aunque alentadores necesitan ser
confirmados mas a fondo en un estudio clinico
controlado a doble ciego para garantizar que la mejora
de las condiciones de salud de los pacientes es también
significativas y consistentes en una poblacibn mas
amplia de pacientes con LD tardia o crénica, y
corroborada por una evaluaciéon clinica mas profunda.
Solo entonces, se podra llegar a una conclusion mas
segura sobre la eficacia de esta composicion en
humanos. Quizas se puedan observar mas beneficios
para la salud con un aumento de la dosis y un mayor
tiempo de ingesta de la composicion. Sin embargo,
como indica el estudio el ajuste de la dosis debe hacerse
de forma gradual. Este estudio también revel6 que
aquellos pacientes con poca 0 ninguna mejoria deben
ser sometidos a un diagnéstico adicional para detectar
infecciones acompanantes y disfuncién neurolégica para
excluir la falta de respuesta como la razén.

En resumen, este estudio document6 la eficacia de la
ingesta oral de una composiciébn compuesta por seis *
agentes biolégicamente activos derivados de plantas
en un modelo animal de LD y en pacientes voluntarios
con LD tardia o cronica. Otros estudios que investigan
su eficacia como complemento del tratamiento con
antibiéticos asi como en un entorno clinico controlado
mas amplio entorno clinico controlado, parece ser
razonable y merece un mayor estudio. Ademas, cabe
mencionar que los compuestos utilizados en nuestro
estudio in vivo alcanzaron 90-95% de pureza, aunque
las pruebas adicionales realizadas por nosotros
mostraron una pureza similar o incluso mayor pureza
y la ausencia de antibidticos y antiinflamatorios
agentes relevantes en el tratamiento de la LD. Sin
embargo la presencia de pequefias cantidades de
residuos podria ser influyente y afectar de forma
limitada a los resultados.
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