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1) ¢ Por qué los probioticos podrian ser utiles
en las enfermedades hepaticas?

2) ¢,.Son los probioticos utiles en las
enfermedades hepaticas?



cPor qué los
probioticos podrian
ser utiles en las
enfermedades
hepaticas?




Definicion
Microorganismos vivos que producen un efecto

beneficioso para el huésped cuando se administran
en cantidades adecuadas

Propiedades

Son capaces de modular:
e microbiota
 barrera intestinal
e respuesta inmune

Sanders, Gut 2013
Jonkers, APT 2007



Eje intestino-higado

Chassaing, Hepatology 2013
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Eje intestino-higado

Inflamacion,
esteatosis, fibrosis

Bacterias y productos
bacterianos

Disbiosis intestinal
Alteraciones barrera intestinal

Chassaing, Hepatology 2013



Inflamacidn y fibrosis hepatica
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Hui, Exp Rev Mol Med 2003




Eje intestino-higado

Inflamacion,
esteatosis, fibrosis
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Chassaing, Hepatology 2013



Eje intestino-higado

Disbiosis microbiota intestinal |

Alteraciones barrera intestinal |

Translocacion bacteriana
patologica

Estado proinflamatorio
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Gines, NEJM 2009 (modificado)



Estado proinflamatorio
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Alteraciones inmunidad sistémica y hemodinamicas \
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Dafo Hipertension Retencion de Alteraciones Neuro-
hepatico portal sodio y agua Inmunitarias inflamacion

|

A

Fallo hepatico, CHC @ Hemorragia VE Infecciones Encefalopatia

Runyon NEJN 2016; Wiest, J Hepatol 2014; Bellot, Liver Int 2013; Gines, NEJM 2009; Guarner, EJGH 2005
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Dafo Hipertension Retencion de Alteraciones Neuro-
hepatico portal sodio y agua Inmunitarias inflamacion

A

Fallo hepatico, CHC @ Hemorragia VE Infecciones Encefalopatia

Runyon NEJN 2016; Wiest, J Hepatol 2014; Bellot, Liver Int 2013; Gines, NEJM 2009; Guarner, EJGH 2005



1) Principal mecanismo de accion: inhibicidon selectiva
de la microbiota intestinal

2) Pros: eficacia en la prevencion de infecciones
bacterianas, sindrome hepatorrenal (SHR) y
encefalopatia hepatica (EH), y mejoria de la
supervivencia en pacientes de alto riesgo

3) Cons: resistencias bacterianas,
coste econdémico,
efectos secundarios

Fernandez, Hepatology 2016; Bass, NEJM 2010; Chavez-Tapia, APT 2011; Fernandez,
Gastroenterology 2007; Soriano; Gastroenterology 2002; Gines, Hepatology 1990



Resistencias bacterianas

2002 2012
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1) Procinéticos

2) Acidos biliares (acido
obeticolico)

3) Beta-bloqueantes

4) Inmunomoduladores

5) Antioxidantes

6) Prebidticos

7) Probidticos

Ubeda, J Hepatol 2016; Fernandez, Hepatology 2016;
Lorenzo-Zufiga, Hepatology 2003; Pérez-Paramo, Hepatology 2000;
Pardo, Hepatology 2000; Chiva, J Hepatol 2002; Sanchez, Liver Int 2014
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..Son los probidticos
utiles en las
enfermedades
hepaticas?




Estudios experimentales




Modelo Probidtico Microbiota Translocacion
experimental bacteriana

Wiest,
Dig Dis Sci
2003

Bauer,
J Hepatol
2002

Soriano,
J Hepatol
2012

Ratas con
ligadura de la
vena porta

Ratas con
cirrosis
inducida

mediante CCl,

Ratas con
cirrosis
inducida

mediante CCl,

L. acidophilus 28.0+£18.3 vs 75% vs 82%
ATCC 832vs 21.7+£13.0 (p NS) (p NS)

placebo bacterias
9 dias aerobias cecales
(x107 ufc/ml)
Lactobacillus 7.2+1.2 vs 84% vs 93%
GG vs leche 6.8+1.2 (p NS) (p NS)
8-10 dias enterobacterias
cecales (log
ufc/ml)
L. johnsonii 3.6+£0.2 vs 44% vs 44%
Lal vs agua 4.3£0.3 (p NS) (p NS)
10 dias enterobacterias

ileales (log ufc/g)



Bacterial translocation (%)

Translocacion bacteriana
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Sanchez, Sci Rep 2017



Ratio occludin/ f-actin
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Sanchez, Sci Rep 2017



Inflamacion en ganglios linfaticos mesenteéricos

Sanchez, Sci Rep 2017



Probiotico multiespecies:

Streptococcus thermophilus DSM24731
Bifidobacterium breve DSM24732

Bifidobacterium longum DSM24736

Bifidobacterium infantis DSM24737

Lactobacillus paracasei DSM24733

Lactobacillus acidophilus DSM24735

Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus DSM24734
Lactobacillus plantarum DSM24730

Sanchez, Liver Int 2015



Bacterial translocation (%)

Translocacion bacteriana Microbiota intestinal (cultivo)

I Control
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I Probiotic
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Control Water Probiotic lleal enterobacteria Cecal enterobacteria lleal enterococci Cecal enterococci
* p=0.008 vs control group; *p=0.007 vs water group and DSF group

** p=0.03 vs DSF group

Duracion del tratamiento: 8 semanas Sanchez, Liver Int 2015



Ratio occludin/p-actin
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Sanchez, Liver Int 2015



Respuesta inflamatoria sistémica

B Cirrhosis water @ Cirrhosis probiotic

pg/ml
500 2
400 | 1.6
300 i 1.2
200 S 0.8
* *
100 I 0.4
0
TNF-a IL-6 IL-10 Ratio
TNF-a/IL-10

*p=0.01 vs Cirrhosis water
Sanchez, Liver Int 2015



150

Simbidticos en ratas con fibrosis por CCl,

Simbidtico Flortec (FB):
L. paracasei B21060
e L-glutamina
 Arabinogalactano

» Xilo-oligosacaridos

Duracion del tratamiento:
7 semanas

[ 1 Mormal rats
EEICC, 7 weeks
B3I COL, 7 weeks + FB
N -
1504
=
= 100+
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—
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D’Argenio, Liver Int 2013




Efecto de anti-TNF y probioticos en
ratones obesos ob/ob con EHNA

750 1
- p<0.05

= 600 -
%— 450 - I Anti-TNF y el probidtico
= Kk inhibieron dos vias reguladas
E 300 - e por TNF que aumentan la
3 resistencia a la insulina:

Ll . l INK y NF-kB

o N . .
Lean oblob cblob+ oblob+

anti-TNF  probiotic

Probiético multiespecies: Streptococcus thermophilus DSM24731, Bifidobacterium breve
DSM24732, Bifidobacterium longum DSM24736, Bifidobacterium infantis DSM24737,
Lactobacillus paracasei DSM24733, Lactobacillus acidophilus DSM24735, Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus DSM24734, Lactobacillus plantarum DSM24730

Li, Hepatology 2003



Estudios clinicos




n=12 pacientes con cirrosis y
ascitis tratados con probidtico
multiespecies !

900 x 10° ufc/dia
Duracion del tratamiento:

6 semanas

No grupo control

1 Probiético multiespecies: Streptococcus thermophilus DSM24731, Bifidobacterium breve
DSM24732, Bifidobacterium longum DSM24736, Bifidobacterium infantis DSM24737,
Lactobacillus paracasei DSM24733, Lactobacillus acidophilus DSM24735, Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus DSM24734, Lactobacillus plantarum DSM24730

Rincoén, Liver Int 2014



HVPG (mmHg)

Cl (L/min/m2)

Hepatic venous pressure gradient

35 4

30

25 4

20 -

15+

10

5 -

p<0.001

T

|

e
%ﬁ

\

|

BASELINE END OF THERAPY

Cardiac index
p<0.01

10
8 - J
N T &
4 - .:_.__._‘_\_‘—‘o
— & —-—-_—-—-—__________.!E.
2 - = 1
BASELINE END OF THERAPY

SVR
(dy.sec.cm™9)

Serum sodium

1600

1

(mEq/L)

200

800

400

Systemic vascular resistance
p<0.05

R a—

145 =

-

(%]

(2]
1

125 —+

BASELINE END OF THERAPY

Serum sodium
p<0.01

T

|

120
ol

BASELINE END OF THERAPY

Rincoén, Liver Int 2014



n=94 pacientes con cirrosis y
varices esofagicas grandes,
sin hemorragia previa

Todos recibieron propranolol +:
- placebo,
- norfloxacino 800 mg/dia, o
- probidtico multiespecies !
900 x 10° ufc/dia

Duracion del tratamiento: 2 meses

1 Probiotico multiespecies: Streptococcus thermophilus DSM24731, Bifidobacterium breve
DSM24732, Bifidobacterium longum DSM24736, Bifidobacterium infantis DSM24737,
Lactobacillus paracasei DSM24733, Lactobacillus acidophilus DSM24735, Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus DSM24734, Lactobacillus plantarum DSM24730

Gupta, Liver Int 2013



Efecto sobre la presion portal

Respondedores (%)

100
80
* *
54% 60% o
60 — Respondedores: disminucion
del GPSH >20% respecto al
40 | <
27% basal o hasta <12 mm Hg
20 +—— —
0
Propranolol+ Propranolol+ Propranolol+
placebo norfloxacino probiotico

*p<0.05 vs placebo
Gupta, Liver Int 2013



n=110 pacientes con Cirrosis :

* ascitis y proteinas en liquido
ascitico <10 gll,

* bilirrubina >5 mg/dl,
(profilaxis primaria), o

* peritonitis bacteriana
espontanea previa
(profilaxis secundaria)

Probidticos:

» Enterococcus faecalis JPC
e Clostridium butyricum

» Bacillus mesentericus JPC
* Bacillus coagulans

Todos los pacientes recibieron
norfloxacino

Duracion del tratamiento:
6 meses

Pande, Eur J Gastroenterol Hepatol 2012



Cumulative probability of developing
SBP (%)

. Placebo

40—
I Probiotics
30 -
p NS
20 -
[ [ I [ [
8 12 16 20 24

Follow-up (weeks)

n=110 pacientes con Cirrosis :

* ascitis y proteinas en liquido
ascitico <10 gll,

* bilirrubina >5 mg/dl,
(profilaxis primaria), o

* peritonitis bacteriana
espontanea previa
(profilaxis secundaria)

Probidticos:

» Enterococcus faecalis JPC
e Clostridium butyricum

» Bacillus mesentericus JPC
* Bacillus coagulans

Todos los pacientes recibieron
norfloxacino

Duracion del tratamiento:
6 meses

Pande, Eur J Gastroenterol Hepatol 2012



¢, Qué probiotico?

Study Country of origin  Probiotic used

Loguercio (22) ltaly Bioflorin (Enterococcus SF68)

Liu (26) China Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum
Sharma (23) India Streptococcus faecalis, Clostridium butyricum, Bacillus mesentricus, lactic acid bacillus

Bajaj (31) USA Probiotic yogurt with lactobacillus

Mittal (33) India 110 bhillion CFU

Sanji (27) India 1.25 billion Lactobacillus acidophilus, rhamnosus, Bifidobacterium longum and sacchromyces

Pereg (28) Israel Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Bifidobacterium bifidum

Agrawal (34) India VSL#3 (4 strains of Lactobacilli, 3 strains of Bifidobacteria, 1 strain Streptococcus thermophilus)

Ziada (35) Egypt Lactobacillus acidophilus

Dhiman (29) India VSL#3 (4 strains of Lactobacilli, 3 strains of Bifidobacteria, 1 strain Streptococcus thermophilus)
Shavakhi (24) Iran Balance (L. casei, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. bulgaricus, B. breve, B. longum, S. thermophilus)
Mouli (25) India VSL#3 (4 strains of Lactobacilli, 3 strains of Bifidobacteria, 1 strain S. thermophilus)

Lunia (32) India VSL#3 (4 strains of Lactobacilli, 3 strains of Bifidobacteria, 1 strain S. thermophilus)

Sharma (30) India Velgut (4 stratins of Lactobacillus, 3 strains of Bifidobacterium, Sacchromyce boulardi, S. thermophilus)

Saab, Liver Int 2015



Probioticos en la encefalopatia hepatica (EH)

Situaciones clinicas

1) Tratamiento de la EH minima

2) Profilaxis primaria de la EH aguda

3) Profilaxis secundaria
de la EH aguda

Saab, Liver Int 2015



Probioticos en el tratamiento de la EH minima

Source

Bajaj 2008
Liu 2004
Mittal 2011
Pereg 2011
Sanji 2011
Sharma 2014
Ziada 2013

Total (95% CI)

Total events

Probiotic
12

10

14

0

0

16

14

66

Heterogeneity: I = 33%

17
20
40
18
21
32
26

174

No treatment/placebo  Weight (%)

0
12
4

o O O

28

Test for overall effect: Z=4.84 (P <0.00001)

8

35
40
18
22
30
25

178

1.5%
35.0%
19.7%

35.1%
10.7%

100.0%

Risk Ratio, (95% CI)
38.64[1.88,794.36]
1.92[0.63, 5.88]
4.85[1.43,16.42]
Not estimable

Not estimable
2.33[0.82.6.63]
8.56[2.04,35.81]

| 3.91[2.25, 6.80] |

Odds Ratio
M-H, Fixed, 95%CI
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——

_._._

——

<>

L 1 ]

0.01 0.1 1 10 100

Favours [control] Favours [experimental]

Saab, Liver Int 2015



Simbidticos y prebioticos en pacientes
con cirrosis y EH minima

n=20 n=15
prebidticos placebo

Prebioticos (fibra):
beta glucano 2,5 g

iosiiess - [

iInulina 2,5 g
pectina2,5g
almidéon 2,5 g

Liu, Hepatology 2004



Resolucion de la EH minima (%)

100

80

60 *

50%
40 -
20 1 13%
0
Synbiotics Prebiotics Placebo

* p=0.03 con respecto a placebo

Mejoria en clasificacion Child-Pugh (%)

100
80
*
60
47%
40 —
29%
20 —
8%
0
Synbiotics Prebiotics Placebo

* p=0.04 con respecto a placebo

Disminucioén de E. coli fecal con simbioticos y prebidticos
Aumento en Lactobacillus con simbioticos y Bifidobacterias en prebioticos
Disminucién de amoniemia y endotoxemia con simbidticos y prebioticos

Liu, Hepatology 2004




n=36 pacientes con cirrosis y EH
minima y/o caidas previas:

18 probidtico multiespecies !
900 x 10° ufc/dia
y 18 placebo

Duracion del tratamiento: 12 semanas

1 Probiotico multiespecies: Streptococcus thermophilus DSM24731, Bifidobacterium breve
DSM24732, Bifidobacterium longum DSM24736, Bifidobacterium infantis DSM24737,
Lactobacillus paracasei DSM24733, Lactobacillus acidophilus DSM24735, Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus DSM24734, Lactobacillus plantarum DSM24730

Roman, J Hepatol 2017 (abstract)



Pacientes tratados con el probidtico:
-Mejoria de la funcién cognitiva (PHES)
-Disminucion del riesgo de caidas

(TUG, velocidad de la marcha)

-Mejoria de la barrera intestinal (FABP-6,
claudina 3)

-Disminucion del estado proinflamatorio
(PCR, TNF-q)

-Mejoria de la funcion de los neutrofilos
(burst oxidativo)

FABP$6 ng/mL

TNF-o. pg/ml

Barrera intestinal

60, p=0.78

p=0.009 p=0.002

Claudin 3 ng/ml

Placebo Probiotic Placebo Probiotic
Inflamacion sistémica
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Roman, J Hepatol 2017 (abstract)



Amoniemia (umol/l)

120
0.304
w control 0=0.04 p NS 7
S 0,254 T T
= 90
@
£ 0.201 P < 05 (
h=)
e .
§ 015 probidtico 60
I.E !.— ————————————————————
E. 0.104 i.._._.l
= 1 30
8 0.054 T
=
u
0.004
] | ] 1 1 1 0
0 10 20 30 40 =l Basal 3 meses Basal 3 meses

Follow up (in weeks)

Prohidtico Control
n=160 Duracion del tratamiento: 10 meses

Probidtico multiespecies: Streptococcus thermophilus DSM24731, Bifidobacterium breve
DSM24732, Bifidobacterium longum DSM24736, Bifidobacterium infantis DSM24737,
Lactobacillus paracasei DSM24733, Lactobacillus acidophilus DSM24735, Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus DSM24734, Lactobacillus plantarum DSM24730

Lunia, Clin Gastroenterol Hepatol 2013



Probidticos en la profilaxis secundaria de EH

Source Probiotic
Agrawal 2012 22 64
Bajaj 2008 0 17
Dhiman 2014 23 66
Lunia 2014 7 86
Mittal 2011 2 40
Pereg 2011 0 18
Ziada 2013 1 26
Total (95% CI) 317
Total events 55

Heterogeneity: /2 = 0%

No treatment/placebo  Weight (%)

37
2
33
14
4

h o

Test for overall effect: Z =433 (P < 0.0001)

65
8

64
74
40
18
25

294

33.6%
4.5%
30.5%
19.3%
5.3%

6.8%

100.0%

Risk Ratio, (95% CI)
0.400.19, 0.81]
0.0710.00,1.76]
0.50[0.25,1.02]
0.38[0.14, 1.00]
0.4710.08, 2.75]
Not estimable

0.16[0.02, 1.48]

| 0.40 [0.26, 0.60] |

Odds Ratio
M-H, Fixed, 95% Cl

L i J

0.01 0.1 1 10 100
Favours [experimental] Favours [control]

Saab, Liver Int 2015
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Follow-up in months

n= 235 pacientes Duracion del tratamiento: 12 meses

Probidtico multiespecies:

Streptococcus thermophilus DSM24731,
Bifidobacterium breve DSM24732,
Bifidobacterium longum DSM24736,
Bifidobacterium infantis DSM24737,
Lactobacillus paracasei DSM24733,
Lactobacillus acidophilus DSM24735,
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus
DSM24734,

Lactobacillus plantarum DSM24730

Agrawal, Am J Gastroenterol 2012



n=130 pacientes con cirrosis
y EH previa:

66 probidtico multiespecies !
900 x 10° ufc/dia'y 64 placebo

Duracion del tratamiento: 6 meses

1 Probiético multiespecies: Streptococcus thermophilus DSM24731, Bifidobacterium breve
DSM24732, Bifidobacterium longum DSM24736, Bifidobacterium infantis DSM24737,
Lactobacillus paracasei DSM24733, Lactobacillus acidophilus DSM24735, Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus DSM24734, Lactobacillus plantarum DSM24730

Dhiman, Gastroenterology 2014



Pacientes tratados con el probiético:

- Menos hospitalizacién por complicaciones de
la cirrosis (24% vs 45%, p=0,03)

- Menos hospitalizacion por EH
(20% vs 42%, p=0,02)

- Tendencia a menos hospitalizacion por
infecciones (11% vs 20%, p NS)

1.0+

0.8+

Patients (%)
=
S

=]
B
]

0.2

0.0+

Time to hospitalization

= ' Probiotic group
- R
| denens *
__11 k- -
Fo—

1 P =.034

-.--..-.-.--..*.-L
Placebo group ek

Hazard ratio with probiotic 0.52 (95% CI, 0.28-0.95)

0

28

T T
56 84 112 140 168

Days since randomization

Dhiman, Gastroenterology 2014



Time to hospitalization

1.01 *'"'1_.1"
Pacientes tratados con el probiético: il*'*'"*'"'
- Menos hospitalizacién por complicaciones de - e *‘ 1 __ Probiotic group
la cirrosis (24% vs 45%, p=0,03) g R SRR
- Menos hospitalizacién por EH | S I
(20% vs 42%, p=0,02) 52 0.6 Jl..,..
- Tendencia a menos hospitalizacion por 2 T P=.034
infecciones (11% vs 20%, p NS) — - BnRE
- Mejoria del estado proinflamatorio e Sl S *
- Disminucion de renina y aldosterona
- Mejoria en la funcion hepatica (Child-Pugh, 0.24
MELD)
- Mejoria en la calidad de vida (dominios fisicos
del SF—36) 0.04 Hazard ratio with probiotic 0.52 (85% CI, 0.28-0.95)
0 28 56 84 112 140 168

Days since randomization

Dhiman, Gastroenterology 2014



Aller, 28 (14/14) Lactobacillus bulgaricus + 3 meses JAST, ALTy GGT

Eur Rev Med Streptococcus

Pharmacol Sci thermophilus vs placebo

2011

Vajro, 20 (10/10) Lactobacillus rhamnosus 8 JALT

J Pediatr children GG vs placebo semanas lantipeptidoglican-

Gastroentrerol Nutr polysaccharide (PG-PS)

2011 antibodies

Malaguarnera, 66 (34/32) Bifidobacterium longum + 24 JALT, {CRP, JTNF-q,

Dig Dis Sci 2012 fructooligosacéridos semanas  JLDL, Yendotoxemia,
(Zirfos) vs placebo JHOMA-IR, lesteatosis,

INASH activity index

Wong, 20 (10/10)  Lepicol formula ! vs control 6 meses  JALT, lesteatosis (MR

Ann Hepatol 2013 espectroscopia)

Alisi, 44 (22/22) Probidtico multiespecies 2 4 meses JIMC, tglucagon like

APT 2014 ninos peptide (GLP)-1,

! esteatosis (ecografia)

1 Lepicol formula: Lactobacillus plantarum, L delbrueckii. L. acidophilus, L. rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, fibra e inulina
2 Probiético multiespecies: Streptococcus thermophilus DSM24731, Bifidobacterium breve DSM24732, Bifidobacterium
longum DSM24736, Bifidobacterium infantis DSM24737, Lactobacillus paracasei DSM24733, Lactobacillus acidophilus
DSM24735, Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus DSM24734, Lactobacillus plantarum DSM24730

Minemura, WJG 2015 (modificado)
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2)
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Los probidticos representan una opcidn terapeéutica
prometedora para los pacientes con diferentes
enfermedades hepaticas, especialmente con cirrosis de
cualquier etiologia y EHNA.

Algunos probidticos mejoran la disbiosis intestinal, la
barrera intestinal, la translocacion bacteriana, el estado
proinflamatorio, la amoniemia y la funcidon hepatica en
pacientes con Cirrosis.

La eficacia de algunos probidticos en el campo de la
encefalopatia hepatica (EH) ha sido claramente demostrada
en diversos ensayos clinicos aleatorizados, especialmente
en el tratamiento de la EH minima y en la prevencion de
episodios de EH aguda.
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3)
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Son precisos mas ensayos clinicos de calidad,
especialmente en el campo de la EHNA y otras
enfermedades hepaticas, como la enfermedad hepatica
alcoholica.

El uso de los probidticos como tratamiento adyuvante en
la prevencion de la hemorragia por varices y las
iInfecciones bacterianas merece ser mas estudiado.

Es necesario mejorar el conocimiento sobre los
mecanismos de accion de los probidticos en las
enfermedades hepaticas.

Es preciso investigar:
- nuevos probidticos para indicaciones especificas ya
conocidas
- nuevas indicaciones para probioticos especificos ya
conocidos
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