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ANTECEDENTES 

La cirrosis hepática es una de las causas más importantes de muerte en México. 

Constituye la primera causa de muerte en hombres con edades entre 30 y 50 años. En 

aproximadamente el 50% de los casos, la enfermedad se encuentra relacionada ,al 

consumo de alcohol. 

Bacterias Gram-negativas enteroinvasivas como Salmonella, Shigella y Escherichia co/i 

enteroinvasiva son causas comunes de gastroenteritis. Debido a su capacidad de penetrar 

y destruir el epitelio colónico, estos agentes permiten la entrada de bacterias y toxinas 

bacterianas al hígado y circulación sistémica El lipopolisacárido (LPS) de las 

endotoxinas bacterianas localizado en Ja parte externa de la membrana bacteriana induce 

estrés oxidativo hepático ( l ), y activa la síntesis de citocinas inflamatorias por células de 

Kupffer (CK ) y monocitos, resultando en producción de citocinas inflamatorias 

incluyendo fuctor de necrosis tumoral (FNT), situaciones favorecidas por el sangrado 

gastrointestinal, hipotensión, y el edema de la mucosa intestinal (2). Tanto el estrés 

oxidativo como la inflamación se encuentran involucradas en la fibrosis hepática 

En animales experimentales, Escherichia coli aumenta la permeabilidad intestinal y 

Lactobacillus spp. antagoniza este efecto (3). En ratas cirróticas con ascitis, la 

traslocación bacteriana requiere la presencia simultánea de sobrecrecirniento bacteriano 
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intestinal y alteración severa en la permeabilidad intestinal. El sobrecrecimiento 

bacteriano intestinal de bacterias Gram-negativas es frecuente en cirrosis experimental, 

particularmente en animales con hipomotilidad intestinal (4), y traslocación bacteriana 

(5). En pacientes con hepatopatia crónica, la permeabilidad intestinal se encuen~a 

aumentada y coexiste con el sobrecrecimiento bacteriano. La endotoxemia se encuentra 

elevada en los cirróticos, y se ha relacionado a la traslocación bacteriana y al paso de 

productos de la luz intestinal a sitios extraintestinales, jugando un rol en la patogénesis de 

infecciones bacterianas y formación de ascitis mediante vasodilatación arteriolar (6). 

Existe una mayor incidencia de endotoxemia, especialmente en pacientes que consumen 

grandes cantidades de alcohol, acompañado de niveles séricos mayores de citocinas ( 

FNT a., Il-1 , Il-6, IL-8) y óxido nítrico (7). Así mismo se ha asociado claramente los altos 

niveles de endotoxinas con encefu.lopatia y muerte (8). 

Por otro lado se sabe que la endotoxemia presente en los pacientes con daño 

hepatocelular crónico provoca un estado constante de producción de citocinas por el 

sistema monocito-macrófugo, y que su presencia en el líquido de ascitis o en circulación 

sistémica no depende de la presencia de infección (9). 

Las citocinas se agrupan de acuerdo a su estructura o función en interleucinas, factores de 

crecimiento, interferones y citocinas quimiotácticas. Dentro de las citocinas de fu.se aguda 

o pro-inflamatorias la IL-1 , IL-6, FNTa., e IFNy son los de mayor interés, así como las 
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citocinas anti-inflamatorias como Ja IL-1 e IL-4. Se ha sugerido que el FNT a y la ILl se 

asocian con consecuencias metabólicas involucradas en el daño hepático agudo y crónico 

inducido por alcohol, mientras que la IL-6 se relaciona con alteraciones hepáticas agudas. 

Además de su contribución potencial para el desarrollo de fibrosis hepática, las bacterias 

intestinales se han asociado a dos complicaciones comunes· de la cirrosis hepática, 

específicamente encefalopatia portal-sistémica (EPS), y peritonitis bacteriana espontánea 

(PBS). La EPS es un desorden neuropsiquiátrico y su severidad se encuentra directa

mente relacionada a los niveles de endotoxinas circulantes ( 1 O). Ha sido atribuida a la 

entrada de productos neurotóxicos, como amonio, a la circulación sistémica. Dado que 

los productos nitrogenados intestinales, en la presencia de ureasa bacteriana, pueden ser 

una importante fuente de amonio, el tratamiento actual para la EPS se basa en la 

restricción de proteínas animales en la dieta y la administración de laxantes, antibióticos 

y/o enemas evacuantes. La neomicina reduce la flora intestinal aeróbica donde son 

generadas las endotoxinas, mientras que la lactulosa ha demostrado inhibir la producción 

de FNTa. en Jos macrófagos estimulados por endotoxinas (11 ). Estas medidas se 

acompañan, sin embargo, de efectos no deseables que deterioran el estado de salud del 

paciente y/o afectan su calidad de vida. Específicamente, las restricciones dietéticas 

agravan la desnutrición que está presente en los cirróticos, los laxantes causan flatulencia 

y diarrea, los antibióticos pueden producir toxicidad a órganos específicos y los enemas 

son aceptados limitadamente. Por otro lado la resistencia microbiana a los antibióticos es 
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un problema creciente, principalmente cuando la profilaxis microbiana es administrada 

por períodos de tiempo prolongado (12 ). La lactulosa y la lactosa se encuentran entre los 

laxantes comúnmente utilizados en pacientes con EPS. Ambos agentes son capaces de 

disminuir el pH intestinal, acelerar el tránsito intestinal disminuir las cuentas total.es 

bacterianas (incluyendo coliformes) y aumentar la proporción de lactobacilos y 

bifidobacterias (13). La lactulosa es asimismo capaz de disminuir la endotoxemia y 

traslocación bacteriana y prevenir el daño hepático inducido por D-galactosamina en 

animales experimentales (14). 

La PBE es una complicación común en pacientes cirróticos con ascitis. Ha sido atribuida 

a bacteremias o al paso de bacterias intestinales al peritoneo, aunado a una función 

comprometida de los monocito-macrófagos hepáticos, así como niveles de complemento 

reducidos en el líquido de ascitis y sangre. Ante esto, la traslocación bacteriana de 

organismos entéricos a los linfaticos mesentéricos se relacionan con la infección en 

pacientes cirróticos, encontrando la traslocación en un 400/o de sujetos con cirrosis, y 

hasta en un 80% en sujetos con cirrosis y ascitis, siendo este rubro mas frecuente en los 

estadios Child-Pugh C (15). Agentes responsables de ella son los coliformes, 

especialmente Escherichia coli. La PBE tiene una alta mortalidad y es tratada con 

antibióticos (16), la norfloxacina es el agente antimicrobiano comunmente usado, la 

administración por tiempo prolongado lleva a la emergencia de Enterobacterias 

resistentes a quinolonas, siendo dichos microorganismos causantes de infecciones 

sistémicas en los pacientes cirróticos. 
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Por otro lado, los cirróticos tienen una respuesta inmune alterada. Esto es debido a una 

disminución en la actividad de los monocitos, disminución en las cuentas de linfocitos T, 

baja secreción de IgA y bajos niveles de interleucina-2, interferon-alfa e interferon-

gamma. 

La composición de la flora intestinal depende de la producción de ácido y del 

mantenimiento de un pH bajo, formada por 100 trillones de bacterias viables, 

representando l 00 o más especies bacterianas diferentes, y factores como la dieta, 

aspectos psicológicos ( estrés ), metabolismo de fármacos, envejecimiento, y respuesta 

inmunológica influyen en su equilibrio, por lo que aquéllas especies que no son capaces 

de competir, son rápidamente eliminadas (17). Mediante la competencia por sitios de 

unión en células epiteliales y la secreción de sustancias antagonistas, Lactobacillos y 

bifidobacterias han demostrado ejercer una influencia específica en la respuesta del 

huésped hacia las infecciones. Actúan en contra de la actividad proinflamatoria de otras 

bacterias intestinales como Bacteroides o enterobacterias ( 18). La administración de 

Lactobacillus casei a animales experimentales reduce significativamente la colonización 

por Salmone/la typhimurium y su traslocación a los ganglios linraticos mesentéricos, bazo 

e hígado (19). 

Los probióticos (tales como Lactobacillos y bifidobacterias) son comúnmente definidos 

como bacterias viables, con efecto benéfico en la salud del huésped, demostrando un 

bajo potencial patogénico. Se han reportado casos de bacteremia <0.5%, (20) y 
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endocarditis (21) secundarios a Lactobacil/os. Estos casos fueron ocasionalmente futales 

(22) y ocurrieron principalmente en pacientes de edad avanzada e inmunocomprometidos 

(23) que se encontraban recibiendo antibióticos de amplio espectro. 

Por su acción inmunomoduladora y por el reforzamiento de la barrera mucosa intestil)al 

(24), los probióticos pueden ser una medida profiláctica excelente para pacientes 

cirróticos, ya que ejercen su efecto a través del lograr el balance entre citocinas anti

inflamatorias e inflamatorias. En animales experimentales, la administración de 

Lactobacillos evita la traslocación de enterobacterias y anaerobios en el ciego e ileon 

terminal, mientras que en los cirróticos esta disminución en la traslocación parece ocurrir 

a nivel de Ja pared intestinal (25-26), así mismo la administración de Lactobacillos 

reduce significativamente Jos niveles de endotoxinas y la hepatopatía inducida por 

alcohol (27), y previene el daño hepático inducido por traslocación bacteriana y D

galactosamina (14). 

Lactobacillus casei se encuentra en el intestino, y es capaz de sobrevivir durante el paso 

al tracto gastrointestinal, ya que es tolerante al efecto del jugo gástrico y sales biliares, 

es capaz de estimular la producción de IgA, la proliferación células plasmáticas y de 

linfocitos T. 

La prevención de complicaciones como EPS y PBE puede mejorar la supervivencia y 

calidad de vida de los pacientes. Puede también reducir gastos relacionados con el 
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cuidado de la salud. Este impa.cto puede ser incluso más importante si se demuestra un 

efecto benéfico en los procesos inflamatorios involucrados en la fibrosis hepática. 

OBJETIVOS 

Determinar el efecto de una bebida con Lactobacillus casei en pacientes con cirro~is 

hepática con respecto a: 

1. Microflora y permeabilidad intestinales, niveles de endotoxina y amonio en la 

sangre, expresión y secreción de citocinas por células plasmáticas mononucleares (IL-

1, IL-6, TNFa., IL-10, IFNy). 

2. Citología del líquido ascítico, niveles de endotoxinas óxido nítrico, y citocinas en 

ascitis (IL-1, IL-6, TNFa., IL-10, IFNy). 

3. Mejoría clínica en el paciente mediante autoevaluación, validada por la aplicación de 

termómetro clínico. 

4. Tolerancia y seguridad. 

HIPÓTESIS 

La administración de una bebida con Lactobacil/us casei a pacientes con cirrosis 

hepática: 

i) Modifica la micro flora intestinal e incrementa la proporción de Lactobacil/os. 

ii) Disminuye la permeabilidad intestinal. 
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iii) Disminuye los niveles de endotoxinas en sangre y ascitis . 

iv) Modifica la expresión y secreción de citocinas de células plasmáticas 

mononucleares (IL-1 , IL-6, TNFa, IL-10, IFNy) en sangre y ascitis. 

v) Disminuye los niveles de amonio en la sangre. 

MARCO REFERENCIAL: 

Se captaron pacientes de la consulta de hígado del Instituto Nacional de Ciencias 

Médicas y Nutrición "Salvador Zubirán" que cumplieron con los criterios de inclusión y 

superaron la fase de mantenimiento de dieta. 

DISEÑO 

Ensayo clínico abierto, fase l/II. Aquellos pacientes que cumplieron con los criterios de 

selección iniciaron con un esquema de 2 semanas para estabilización de la dieta. Se utili

zó una dieta para cirróticos con una cantidad fija de productos lácteos y fibra durante 

todo el estudio. Posterior a la estabilización, se verificó el apego de los pacientes a los 

criterios de inclusión del estudio y una bebida con Lactobacillus casei fue administrada 

por un periodo experimental de cuatro semanas. Al final del periodo experimental, los 

pacientes fueron seguidos por dos semanas más. Las evaluaciones clínicas y de 

laboratorio se realizaron al inicio de la estabilización (visita -1), al inicio, mitad y final 

del periodo experimental (visitas 0,1,2) y al final del periodo de seguimiento (visita 3). 
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P.:riodo estabi lización Periodo .:xperimental Pt:riodo seguimiento 

Dos semanas Cuafrn semanas Dos semanas 

Visita-! Visita O Visita 1 Visita 2 Visita 3 

MUESTRA 

Solamente se incluyeron pacientes cirróticos estadio Child B en el estudio. El 

diagnóstico de cirrosis hepática se sustento clínicamente (historia clínica, exploración 

fisica), bioquímicamente (pruebas de función hepática), radiográficamente (ultrasonido, 

gamagrafía) y/o histológicamente (biopsia). Adicionalmente, los pacientes cumplieron 

con los siguientes criterios de inclusión: 

1) Hombre o mujer. 

II) Edad entre 18 y 65 años, 

III) Estadio Child B de hepatopatia crónica por alcohol, virus C de hepatitis o CBP. 

IV) Hepatopatia con presencia o ausencia de ascitis. 

V) Consentimiento escrito. 

Los candidatos fueron excluidos si durante el periodo de estabilización: 

1) No cumplieron con las instrucciones de dieta definidas. 
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IJ) Desarrollaron complicaciones que requirieron antibióticos, terapia inmune, 

laxantes, lactosa, lactulosa o benzoato de sodio. 

IlD Aquellos pacientes cuyo análisis de líquido ascítico mostró I) >500 leucocitos/µL 

con 500/o neutrófilos, o rn <l g/d.L de proteínas. 

IV) Presencia de enfermedades crónico concomitantes ( Diabetes mellitus, 

cardiopatía, insuficiencia renal ). 

V) Presencia de enfermedades inmunológicas. 

VI) Presencia de malnutrición severa (ll\f C < 20 ). 

V1) Presencia de tratamiento con antibióticos, laxantes o inmune en el mes 

precedente del estudio. 

Criterios de eliminación: 

I) Desarrollo de PBE durante el estudio. 

Il) Desarrollo de EPS durante el estudio. 

III) Presencia de cualquier proceso infeccioso que ameritó tratamiento 

anti microbiano. 

Este ensayo clínico fue un estudio piloto. No existía información que sustente la 

determinación de un tamaño de muestra específico. Bajo el supuesto del "todo o el nada" 

(todos cambian o ninguno cambia) con una probabilidad a priori de 0.5 de cambio 
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en los parámetros estudiados se requirió un mínimo de 6 pacientes. Para un mayor poder 

estadístico se incluyeron 12 pacientes en el estudio, seis de ellos con ascitis . Se anticipo 

que dos de los pacientes se retirarían del estudio durante el período de seguimiento. 

MEDICIONES 

Evaluación clínka. La historia y la exploración fisica evaluó la enfermedad hepática y la 

presencia de EPS, PBE y efectos adversos. 

Estado nutricional. Se evaluó por antropometría y niveles séricos de albúmina. Estos 

últimos fueron determinados en el Laboratorio Central del Instituto. Las mediciones se 

realizaron acorde a la calendarización establecida, anexando cuestionarios en los cuales 

se mostró al paciente los alimentos que contienen lactobacil/os, así como aquellos con 

contenido rico en fibra (frutas, cereales, verdura y leguminosas). Las hojas de recolección 

se anexaron al protocolo. 

Citología sanguínea y pruebas de función hepática. Se realizó citología sanguínea 

completa (eritrocitos, hemoglobina, índice de sedimentación globular, leucocitos) y 
• 

pruebas de función hepática (bilirrubinas total y directa, AL T, AST, fosfatasa alcalina) en 

el Laboratorio Central del Instituto. 
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Microbiología fecal. Se determinó la presencia de bacterias aeróbicas , bifidobacteria<>, 

lactobacillos y enterobacterias (Escherichia coli, Salmonella, Sh1gella) en muestras 

fecales en el Laboratorio Central del Instituto. 

Se tomó la cantidad necesaria para cubrir la punta de un abatelenguas ( del tamaño de upa 

haba ) y se colocó en los viales proporcionados por el médico al paciente ( uno con 

agente reductor, otro sin agente reductor, y uno control ). En el caso de que las heces 

estuvieran formadas se suspendieron con el abatelenguas sin tirar el medio 

proporcionado. Si las heces fueron líquidas, se cerraron los viales y agitó. La muestra se 

tomó antes de la visita al médico, de lo contrario se tomó la muestra de la última 

evacuación, refrigerando la muestra hasta la visita al médico. 

Se tomaron dos gramos de muestra fecal colectados de la parte interna de las heces y se 

colocaron inmediatamente en frascos pre-pesados con l 7ml de medio de transporte (MT). 

Las muestras fueron pesadas y almacenadas a 4+-1 ºC. En 6 horas las muestras se 

homogeneizaron en medio anaerobio, colocadas en criotubos (2ml) y almacenadas 

posteriormente en nitrógeno líquido. Después se descongelo la muestra y se hicieron 

diluciones 1 O veces consecutivas con salino fisiológico . Diluciones de 0.1 ml se separaron 

a medios de agar diferentes : Agar Eugon para bifidobacterias, Agar Rogosa en 

Lactobacil/us, y Agar glucosa-violeta para enterobacterias. Todos estos medios se 

incubaron posteriormente anaeróbica o aeróbicamente a 24-37ºc, con conteo posterior de 

microorganismos viables por gramo de materia fecal. 
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Amonio sanguíneo. Se determino en el Laboratorio Central del Instituto. Se tomaron 

4ml de sangre periférica, sin torniquete. La muestra se procesó en la hora siguiente, 

transportada en hielo, y centrifugada en frio . Se utilizó el sistema SYNCHRON CX 

(Bekman Instruments, Inc ), bajo control de cambio de absorbancia a 340 nm, lo cual es 

proporcional a la concentración de amoniaco en la muestra, siendo los constituyentes del 

reactivo para procesar el amoniaco alfu-cetoglutarato 1. 72 mmol /L, ADP 0.36 mmol/L, 

NADPH 0.22 mmol/L, y GLDH (hígado de res) > 35 U/L. 

Se tomó en cuenta que el amoniaco atmosférico puede producir resultados falsamente 

elevados, al igual que el fumar, y la presencia de iones de amonio en los anticoagulantes. 

Permeabilidad intestinal. Se determinó gracias a la prueba de lactulosa:manitol llevada 

a cabo en el laboratorio de Fisiología Nutricional del Instituto. El manito! es un 

monómero, rápidamente absorbido y que actúa como marcador de captación transcelular. 

La lactulosa es un dímero, que sólo es absorbido ligeramente y sirve como marcador de 

integridad de la mucosa. El paciente debió tener ayuno de 11 a 12 horas precedente a la 

reco lección de muestra de orina (ésta será la primera de la mañana), guardando en el 

refrigerador y etiquetada como frasco #1. Posterior a esto se tomó el jarabe 

(lactulosa:manitol), y al cabo de una hora el paciente bebió toda el agua que puedo 

durante las siguientes 6 hrs. No tomó otras bebidas ni alimentos durante el 
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tiempo que duró el estudio. La muestra de orina se empezó a colectar en un frasco 

marcado como #2 y se guardó en el refrigerador, cada vez que orinó se saco el frasco y 

deposito la muestra, volviendo a refrigerar. 

El reporte de la prueba incluye porcentaje de recobro de lactulosa, manito! y la relación , 

lactulosa: manito!. (valores normales 0.017 - 0.034 ). 

Bajos niveles de manitol:lactulosa indican malabsorción, niveles elevados son indicativos 

de permeabilidad incrementada. 

Se evitó comer o beber previo o durante el estudio sustancias que contengan fructosa ( 

frutas, jugos, bebidas con endulzantes, chocolate, miel ). Colateralmente el paciente 

puedo referir diarrea y/o dolor de estómago. 

Citología y microbiología de ascitis. El líquido de ascitis fue analizado para la 

determinación de cuentas de leucocitos, cuentas de PMN, cultivos, proteínas y albúmina 

(muestra de 20ml de ascitis). Los cultivos de líquido ascítico fueron realizados utilizando 

tanto métodos convencionales de cultivo como inoculación en botellas para cultivo 

sanguíneo para aerobios y anaerobios. Estos estudios se realizaron en los Laboratorios 

Central y de Microbiología del Instituto. 
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Eodotoxinas en sangre y ascitis. Se determinaron usando el método cromogénico 

Limulus de lisado amebocítico. La muestra tomada fue de 20ml de sangre, 15 para 

citocinas y 5 para endotoxinas. La muestra se tomo en ayunas, y se transportó en medio 

con LPS (QCL-1000), obteniendo mononucleares, y cultivo de los mismos en 24hrs. 

Citocinas en sangre y ascitis. La expresión y secreción de IL-1, IL-6, IL-l O, TNFa., e 

IFNy se determinaron en monocitos de la sangre y ascitis. La expresión de estas citocinas 

se determino por RT-PCR y la secreción por paquetes comerciales de ELISA. Los 

estudios se realizaron en el Departamento de Gastroenterología del Instituto. La muestra 

tomada fue de 1 Oml de líquido de ascitis. 

Expresión de citocinas: 

Transcriptasa reversa: La reacción de transcriptasa reversa se llevó a cabo con mezclas 

del RNA obtenido y el RNA estándar del plásmido pQA-1. 

Se tomaron 2 µl del RNA y se colocaron en un tubo para PCR. El RNA fue 

desnaturalizado durante 5 minutos a 70 ºe y enfriado rápidamente en hielo. 

Posteriormente se agregaron JOOng de oligonucléotido iniciador (Oligo d(T)), 50U de 

transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina Moloney (Gibco-BRL) y 0.5M de 

cada uno de los 4 desoxinucléotidos trifosfato (Gibco-BRL) en volumen final de 20 µl. 

La reacción se llevó a cabo durante 60 minutos a 42 ºc seguida de 5 minutos a 95ºc en un 

termociclador programado (Perkin-Elmer Co, Norwalk, CT, USA). 
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Como parámetro de comparación inter e intraensayo se utilizó el plásmido pQA-1 para la 

cuantificación de la proteína estructural B2-microglobulina 

Reacción en cadena de la polimerasa: El producto de la reacción de transcriptasa rever:sa 

fue dividido en dos partes. El DNAc se mezcló con 30pM de cada uno de los iniciadores 

sentido y antisentido para las distintas citocinas, 0.5M de desoxinucleótidos trifosfato y 

2U de TaqDNA polimerasa (Perkin-Elmer). Las condiciones de amplificación fueron de 

1 ciclo a 94ºc por 5 minutos, 57°c por 1 minuto, y 72ºc por 1 minuto, seguidos de 35 

ciclos (94ºc por 1 min., 57°c por 1 min., y 72°c por 5 minutos), finalmente un ciclo de 

94ºc por 1 rnin., 57°c por 1 min., y 72ºc por 5 min., todo esto en un terrnociclador 

programado. Los productos amplificados se corrieron en electroforesis en geles de 

agarosa al 1 % con 0.05 µg/ml en bromuro de etidio y fueron fotografiados sobre un 

transluminador de luz UV con película Polaroid. 

Los primers utilizados fueron: 

IL-1¡3: sense: 5 ' GGATATGGAGCAACAAGTGG 3 ' 

antisense: 5 ' ATGT ACCAGTIGGGGAACTG 3 ' 263 pb. 

IL-10: sense: 5' TIGCAGCCTICCTGATI 3' 

antisense: 5 . AACTICTCCACAACCCTCTG 3' 247 pb. 
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FNT-a: sense: 5' ACAAGCCTGTAGCCCATGTT 3 ' 

antisense: 5' AAAGTAGACCTGCCCAGACT 3 ' 427 pb. 

IFN- y: sense: 5 . GCAGAGCCAAA TTGTCTCCT 3' 

antisense: 5' ATGCTCTICGACCTCGAAAC 3 ' 290 pb. 

B2 microglobulina: sense: 5' CCAGCAGAGAATGGAAAGTC 3' 

antisense: 5' GATGCTGCTIACATGTCTCG 3 ' 268 pb. 

Todas estas citocinas están incluidas en el plásmido pQA-1 (humano), el cual es un 

control interno y tienen un peso molecular de 370 pb. 

Control interno de R.NA: EL RNA que se empleó como control interno se sintetizó a 

partir del plásmido pQA-1. Primeramente el plásmido fue Iinearizado con IOU de 

endonucleasa de restricción Eco Rl durante 60 minutos a 33ºc. 

Posteriormente se verificó Ja ruptura del plásmido por electroforesis en gel de agarosa al 

0.8% en solución 0.05X de tris-boratos-EDT A y ribosonda con 400ng del plásmido 

mediante acción de 50U de la enzima T7 RNA polimerasa en presencia de 2.5mM de 

cada uno de los 4 nucleótidos trifosfu.to y 40U de inhibidor de RNAasa. Después de 

incubar por 60 minutos a 37ºc, se agregaron 32U de DNAasa y el RNA se purificó 

secuencialmente con fenol y cloroformo : alcohol isoamílico. Por último, el RNA 
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obtenido se precipitó con etanol. La pureza se verificó en un gel de agarosa al 1 % con 

forrnaldehído y 0.05 µg/ml de bromuro de etidio. La ribosonda o RNA estándar se 

cuantificó también por el método antes descrito. 

Óxido nítrico en sangre periférica y ascitis. l..as muestras de ascitis fueron colectadas 

en tubos de vidrio cubiertos con silicón sin aditivos y almacenados bajo congelación 

hasta el día del análisis. Los niveles de óxido nítrico se midieron por 

quimioluminiscencia (Nitric Oxide Analyzer 2708, Sievers Instruments Inc., Boulder, 

CO, EUA) en el Laboratorio de Hemodinámica Hepática en West Haven VA (29). Se 

tomó 1 mi en ascitis en tubos especiales con EDT A al 10%, y 1 mi en suero. 

TERMÓMETRO CLINICO: Se mostró al paciente 4 escenarios hipotéticos en orden 

de gravedad con fundamento patológico de Cirrosis, de tal manera que el paciente 1 fue 

el menos grave, y el 4 el más grave. En base a esto, y el análisis de los escenarios clínicos 

por el paciente, éste se asignó el mas representativo de su condición actual. 

Paciente 1: 

1.- No tiene problemas para caminar. 

2.- No tiene problemas para hacer su cuidado personal (bañarse, vestirse, comer, etc). 

3.- No tiene problemas para hacer todas sus actividades en la casa y/o trabajo. 

4.- No tiene problemas para convivir, disfrutar y relacionarse con sus familiares y 

amigos. 
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5.- Nunca se siente ansioso, de mal humor ni deprimido. 

6.- No tiene molestias relacionadas con los medicamentos. ( náusea, dolor abdominal, 

flatulencia, mareo, etc.). 

7.- Nunca se le olvidan las cosas ni las personas. 

8.- No esta hinchado de las piernas ni del vientre. 

9.- Nunca se siente cansancio. 

10.- En general no se siente enfermo. 

Paciente 2: 

1. - Tiene pocos problemas para caminar. 

2.- Tiene pocos problemas para hacer su cuidado personal (bañarse, vestirse, comer, etc.). 

3.- Tiene pocos problemas para hacer todas sus actividades en la casa y/o trabajo. 

4.- Tiene pocos problemas para convivir, disfrutar o relacionarse con sus familiares y 

amigos, 

5.- Pocas veces se siente ansioso, de mal humor y deprimido. 

6.- Tiene molestias mínimas relacionadas con los medicamentos 

abdominal, flatulencia, mare, etc. ). 

7.- Pocas veces se le olvidan las cosas, los lugares y/o las personas. 

8.- Esta un poco hinchado de las piernas y/o del vientre. 

9.-Pocas veces se siente cansado. 

10.- En general se siente un poco enfermo. 

náuseas, dolor 
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Paciente 3: 

1. - Tiene muchos problemas para caminar. 

2.- Tiene muchos problemas para hacer su cuidado personal (bañarse, vestirse, comer, 

etc. ). 

3.- Tiene muchos problemas para hacer sus actividades en la casa y/o trabajo. 

4.- Tiene muchos problemas para convivir, disfrutar o relacionarse con sus familiares y 

amigos. 

5.-Muchas ves se siente ansioso, de mal humor y deprimido. 

6.- Tiene molestias importantes relacionadas con los medicamentos náusea, dolor 

abdominal, flatulencia, mareo, etc. ). 

7.- Muchas veces se le olvidan las cosas, los lugares y/o las personas. 

8.- Esta bastante hinchado de las piernas y del vientre. 

9.- Muchas veces se siente cansado. 

10.- En general se siente bastante enfermo. 

Paciente4: 

1.- No puede caminar, esta en cama gran parte del día. 

2.- No puede hacer su cuidado personal sin ayuda de otras personas ( bañarse, vestirse, 

comer, etc. ). 

3.- No puede hacer sus actividades en la casa y/o trabajo. 

4.- No puede convivir, disfrutar ni relacionarse con sus familiares y amigos. 
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5.- Siempre esta ansioso, de mal humor y deprimido. 

6.- Tiene molestias muy import.antes relacionadas con los medicamentos (náuseas, dolor 

abdominal flatulencia, mareo, etc. ). 

7.- Casi siempre se le olvidan las cosas, los lugares y/o las personas. 

8.- Esta muy hinchado de las piernas y del vientre. 

9.- Siempre esta cansado. 

10.- En general se siente muy enfermo. 

TOLERANCIA Y SEGURIDAD: Se realizaron evaluaciones clínicas y bioquímicas 

con este propósito en cada visita. Acordemente, se evaluó la presencia de náusea, vómito, 

distensión abdominal y dolor, flatulencia, diarrea y fiebre. Se revisaron los estudios de 

citología sanguínea, pruebas de función hepática y amonio sanguíneo. Así mismo se 

evaluó mediante prueba de conexión numérica de Conn la presencia o no de 

encefulopatía con respecto a visitas previas. 

Esta prueba consiste en la demostración inicial al paciente de números distribuidos 

aleatoriamente en desorden ( 1-25 ) y la unión de ellos mediante línea horizontal, siendo 

la forma de evaluar la siguiente: 

Grado de encefalopatía: 

O Nula 

l Leve 

Tiempo en segundos: 

15 a 30 segundos. 

31 a 50 segundos. 
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2 Moderada 

3 Severa 

4.-Coma 

51 a 80 segundos. 

81 a 120 segundos. 

No aplicable 

Las mediciones fueron tomadas siguiendo la siguiente calendarización: 

Medición Visita-! Visita O Visita l Visita 2 

Evaluación clínica X X X X 

Estado nutricional X X X 

Citología sanguínea X X X X 

Pruebas de ftmción hepática X X X X 

Microbiología fecal X X X X 

Visita-! Visita O Visita 1 Visita 2 

Amonio sanguíneo X X X X 

Permeabilidad intestinal X X 

Citología, microbiología, endotoxinas, X X 

cicocinas & óxido nítrico de ascitis 

Citocinas & endotoxinas en sangre X X 

Tolerancia y seguridad X X X 

Visita 3 

X 

X 

X 

X 

X 

Visita 3 

X 

X 

X 

X 
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Se realizó un esfuerzo para que en pacientes que se retiraron del estudio, pudieran 

obtener todas las evaluaciones de la visita 2. 

INTERVENCIÓN EXPERIMENTAL 

En las visitas O y 1, los pacientes recibieron 20 botellas con una bebida de Lactobacillus 

casei. Cada botella de 80 mL contenía 8xl09 lactobacillos viables . Se pidió una 

verificación de las cuentas Lactobaci/los. Con el fin de mejorar el cumplimiento del 

esquema y evitar contaminación, se utilizaron botellas sin etiquetas comerciales. Se 

dieron a los pacientes instrucciones para tomar el contenido de una botella tres veces por 

día (una después del desayuno, una después de la comida y una después de la cena) 

durante los siguientes 15 días. 

Cuentas de Lacto bacillos de 8xl 09 han demostrado ser suficientes para inducir cambios 

en la microflora intestinal (30-1). Debido a los efectos inmunoestimuladores de estos 

microorganismos, la cantidad en que fueron administradas es crítica, especialmente en 

pacientes inmunocomprometidos como los de este estudio. 

Se han observado cambios clinicos significantes después de administración de 

Lactobaci/los por 15 a 28 días. Específicamente, agentes probióticos administrados por 

15 días inducen cambios en la microflora intestinal (32). Lactohacil/us acidophilus y 
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bifidobacterias administradas por 28 días reducen la infiltración colónica inflamatoria 

debida a infección (33). 

La administración de la bebida con Lac10baci/lus casei se suspendió s1 el paciente 

desarrolló EPS, PBE o una condición infecciosa que requirió antibióticos. 

Durante todo el estudio (ocho semanas), los pacientes estuvieron bajo una dieta que de 

O 8 g de proteína por kg de peso corporal, fija en productos lácteos y fibra. Se 

desarrollaron menús individuales tomando en cuenta las preferencias de alimentación de 

cada individuo. 

ANÁLISIS 

Las variables cualitativas fueron sintetizadas para cada visita en forma de frecuencias. 

Las variables cuantitativas se sintetizaron para cada visita en forma de medias de 

medianas y rangos. Las comparaciones entre las visitas O, 2 y 3 serán llevadas a cabo 

gracias a Ja prueba de Wilcoxon. 

ÉTICA 

El protocolo fue sometido para aprobación y registro al Comité de Investigación y 

Bioética del Instituto, con clave asignada GAS 085 99 00 l . 
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Se le informo sobre e! estudio y se pidió que firmará una carta de consentimiento a todo 

individuo que se incluyó. La carta de consentimiento se elaboró de acuerdo a las 

recomendaciones de Helsinki, los requisitos de la Secretaria de Salud y el formato del 

Comité de Bioética del Instituto. 

Los riesgos involucrados en el manejo de sangre, líquido de ascitis y heces durante el 

estudio son mínimos o nulos . Se llevó un estricto control de eventos infecciosos durante 

todo el estudio. La presentación de tan sólo un evento de sepsis debida a Lactobacillus 

casei determinó la terminación del estudio. 

VARIABLES OPERACIONALES: 

Probiótico: Definido como bacteria viable, en cultivo sencillo o mixto, que tiene efecto 

benéfico en la salud del huésped. 

Endoto.xina: Sustancia producida por bacterias, capaz de causar daño en el huésped. 

Endotoxemia: Endotoxinas circulantes en la sangre. 

Citocinas: Células con inmunológicas con capacidad proinflamatoria. 

Termómetro clínico: Método descriptivo de autoevaluación personal aplicado a 

padecimientos crónicos-degenerativos. 

Ci"osis Hepática: Entidad caracterizada por reducción en la función tisular hepática y 

por desorganización de la arquitectura vascular y lobular. 

Permeabi/üiad inJestinal: Función inherente al intestino que condiciona perrneación de 

compuestos tóxicos y macromoléculas. 

28 



Bacteria aeróbica: Aquélla que necesita de oxígeno para su crecimiento. 

Bacteria anaeróbica: Aquélla que no necesita de oxígeno para su crecimiento. 

CALENDARIZACIÓN 

De acuerdo a la siguiente calendarización, el estudio se planeó para ser terminado en dos 

años (Marzo 2001 - Febrero 2003). 

1.- Fase de preparación y ajuste: 

2.- Ejecución del proyecto: 

3.- Procesamiento de muestras : 

4.- Estructuración de tesis: 

FACTIBILIDAD DEL ESTUDIO 

3 meses. 

12 meses. 

3 meses. 

6 meses. 

El estudio fue ractible, se contó con el número de pacientes y patología buscada, así 

como el apoyo económico para la administración de la maniobra y realización de 

pruebas. (Yakult Onza Co., Ltd. (Japan) and Yakult, S.A. de C.V. (México). 

La parte de laboratorio se realizó en el laboratorio de Gastroenterología contando con 

todo el equipo necesario, Ja estandarización de las pruebas, y reproducibilidad en las 

Q.F.B que forman parte del estudio. 
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RESULTADOS: 

a.- Datos demográficos: 

Catorce pacientes entraron al estudio siendo excluidos 2 durante el mismo ambos a la 

visita 1 debido a sangrado de tubo digestivo alto en el caso del pacientes con CHPN, y 

encefulopatía en el caso de cirrosis por alcohol. Los datos demográficos de los 14 

pacientes fueron los siguientes: 

Tabla 1 A.- Datos demográficos: 

Sin ascitis (n=7) 
1 

Ascitis (n=7) Total (n=14) 

Sexo 5M / 2H OM / 7H 5M / 9H 

Edad 46 años (32-57) 51 años (34-65) 48.5 (32-65) 

Entidad 4VHC/2 OH I 1 CBP 3 VHC / 4 OH 7 VHC / 60HI 1 CBP 

Eliminados ------------ 1VHC / 1 OH -----------------

b.- Prueba de conexión numérica: 

En lo referente a la prueba de conexión numérica (Conn) esta mostró mejoria de la visita 

inicial (Visita -1) a la visita 2 catalogada como fin de la maniobra experimental, y 
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retomo mínimo a valores mayores al final de la visita 3 de seguimiento. 

Tabla 2 A.- Prueba de conexión numérjca. 

Visita-1 Visita 2 Visita 3 

Sin ascitis 60 segundos 45 segundos 50 segundos 

Ascitis 45 segundos 37 segundos 40 segundos 

Total 59 segundos 44.5 segundos 45 segundos 

En la siguiente gráfica a manera de medianas se grafican la evolución en las visitas arriba 

mencionadas de los tres grupos. 

70 

60 

-------50 ------40 --- - Sin ascitis 
- Ascitis 

30 Total 
20 

10 

o 
Visita -1 Visita 2 Visita 3 

Visita-1 vs. 2: p = 0 .009 

Visita - 1 vs. 3: p = 0.005 

Valores de p aplicable al grupo total, con significancia individual conservada. 
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c.- Calidad de vida (Termómetro clínico ): 

Con respecto al termómetro clínico la mejoría es franca a partir de la visita - l con 

mejoría porcentual al final de la visita experimental, la cual se mantiene o prolonga a la 

visita de seguimiento. 

Tabla 3 A.- Termómetro clínico. 

Visita-1 Visita 2 Visita 3 

Sin ascitis 65% 85% 90% 

Ascitis 75% 92% 92% 

Total 66.5% 86.5% 91% 

A continuación se grafican las medianas los 3 grupos: 

100% -.--~~~~~~~~~~~~~~~~---. 

80% 

60% -Sin ascitis 
- Ascitis 

40% ---~~~~~~~~~~~~~~----< 
Total 

Visita -1 Visita 2 Visita 3 

Visita - 1 vs. 2: p = 0.05 

Visita - 1 vs. 3: p = 0.04 
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d.- Parámetros de laboratorio: 

Los parámetros de laboratorio no mostraron variaciones significativas con respecto a la 

biometria hemática, no así en lo referente a la velocidad de sedimentación globular, 

encontrando durante el periodo experimental un descenso en la misma, con elevación 

posterior, incluso a valores por arriba del basal al terminar el periodo de seguimiento. 

Tabla 4 A.- Yelocidad de seclimentación globular, 

Visita-1 Visita 2 Visita 3 

Sin ascitis l3 11 15 

Ascitis 24 19 27 

Total 16 13 21 

El patrón evidente en la tabla superior se ejemplifica adecuadamente en la siguiente 

gráfica. 

30 ....-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~---. 

25+---------------~~-----; 

20+-~------_;;::=-..-=:""'7~---~~----< r------, 
--Sin ascitis 

15 ------ --Ascitis 

l ___ -=::::::::::::==::::::::::::::: ______ j Total 
10 ~--~ 

5-t-----------------------1 
O-+-~-------,----~----.---------; 

Visita -1 Visita 2 Visita 3 
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Las pruebas de funcionamiento hepático mostraron variaciones con respecto a las 

aminotransferasas, siendo evidente en el grupo de sin ascitis una elevación tanto de AST 

como AL T durante la fuse experimental con escasa modificación posterior a los 15 días 

de seguimiento. En el grupo de ascitis se presentó descenso de ambas aminotransferas~ 

al final del período experimental, con prolongación durante el seguimiento para la AST, y 

aumento en una unidad para la AL T. En lo referente a fosfatasa alcalina, bilirrubinas 

totales y globulinas no hubo cambios significativos. 

Tabla 4 B.- Transaminasas: 

AST / ALT Visita -1 Visita 2 Visita 3 

Sin ascitis 63 / 50 87 / 65 88 / 62 

Ascitis 64 / 33 45 / 24 39 / 25 

Total 65.5 / 47.5 82 / 52 78 / 54.5 

e- Parámetros de laboratorio y dieta: 

La albúmina mostró cambios mínimos a 1 final del periodo experimental , situación que 

se compara a continuación con los niveles de amoníaco, que en el grupo sin ascitis 

disminuyen importantemente de 38. 7 a 21 .6 en la visita 2, con retomo a valores por arriba 

del basal al final del período de seguimiento, cambios evidentes en el grupo con ascitis 
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donde los valores aumentan progresivamente hasta el final del período experimental, y se 

continúan al período de seguimiento. 

En la siguiente tabla se grafican los datos mencionados, así como el apego a la dieta 

referido por el paciente a manera de porcentaje, y el apego real calculado por el apego a 

la lista de alimentos consumidos reportados por el pacientes, siendo apego adecuado por 

arriba de 65%. 

Tabla 4 C.- Relación de albúmina, amoníaco y dieta ( sin ascitis ). 

Sin ascitis Visita -1 Visita O Visita 2 Visita 3 

Albúmina 2.8 2.8 2.9 2.8 

Amoníaco 38.7 . 38 .4 21 .6 43 

Dieta real 73% 73% 79% 

Dieta verbal 90% 90% 100% 

En lo referente al grupo con ascitis los resultados son los siguientes: 
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Tabla 4 D.- Relación de albúmina, amoníaco y dieta (grupo con ascitis). 

Ascitis Visita -1 Visita O Vi5ita 2 Visita 3 

Albúmina 2.4 2.5 2.7 2. 5 

Amoníaco 28.4 19.l 34 42.9 

Apego real 87% 88% 71% 

Apego verbal 90% 90% 100% 

En este grupo la albúmina al ténnino de la maniobra experimental mejora en 0.3 gr/dL, 

no así el amoníaco que al final de dicha visita incrementó sus valores por arriba del basal. 

Al comparar el grupo total conservamos la ganancia marginal de la albúmina al final de 

la visita de seguimiento, con mínimo descenso del amoníaco. 

Tabla 4 E.- Relación de albúmina. amoníaco y dieta (grupo total ). 

Total Visita-1 Visita O Visita 2 Visita3 

Albúmina 2.7 2.75 2.85 2.8 

Amoníaco 36.2 30.85 34.5 35.6 

Apego real 77.5% 75% 75% 

Apego verbal 900/o 900/o 92.5% 
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Al analizar el apego a la dieta y tratando de establecer que los niveles de amoníaco sean 

paralelos en aumento o descenso a las proteínas ingeridas en la dieta, se correlacionó los 

gramos de proteína ingeridos desde la visita O denominada inicio del perío~o 

experimental hasta el fin de la visita 3 o período de seguimiento. (resultados expresados 

en medianas ). 

Tabla 4 F.- Relación de amoníaco e ingesta de proteinas (grupo total). 

Visita O Visita 2 Visita 3 

Amoníaco 30 .. 85 34.3 35.6 

Gr. de proteína 59.1 61.1 62.1 

f.- Microflora intestinal: 

A nivel de la microflora intestinal cambios significativos se encontraron en ambos 

grupos, siendo reflejados en el grupo total, con aumento en la flora de Lactobacillus 

totales durante la fase de experimentación y descenso de los mismos al final de la visita 

de seguimiento, contrastado con una disminución de la enterobacterias al final de la visita 

2, y ascenso posterior en la visita 3. (resultados expresados en log., ej : 1 log. = 1,000.000) 
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Tabla 5 A.- Microflora intestinal ( gruoo sin ascitis ). 

Sin ascitis Visita O Visita 2 Visita 3 

LactobaciUus 4.73 6.07 5.94 

Enterobaderias 6.875 6.005 7.18 

Dieta real 73% 73% 790/o 

p < 0.05 Lactobacillus visita O vs. 2. 

La siguiente tabla ejemplifica el patrón de la microflora intestinal en los pacientes sin 

ascitis, siendo los resultados expresados en logaritmo. 

8 

7 -
6 --

--------5 - - Lacfobacillus 
4 

3 

2 Ente roba c. 

1 

o 
Visita o Visita 2 Visita 3 

A continuación se muestra la tabla y el gráfico del grupo con ascitis. 
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Tabla 5 B.- Microflora intestinal ( grupo con ascitis ), 

Ascitis Visita O Visita 2 Visita 3 

LactobaciUus 5.1 7.34 7.10 

Enterobacterias 5.51 7.07 6.51 

Dieta real 87% 88% 71% 

p < 0.05 Lactobacillus visita O vs. 2 y O vs. 3. Enterobacterias Visita O vs.2 y O vs. 3. 

8 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

1 

o 

~~ 
./' 

Visita o Visita 2 

-

Visita 3 

- Lactobacillus 
Enterobac. 

Si bien el patrón en los pacientes con ascitis difiere al observado en los sin ascitis y grupo 

total, las cuentas finales de Lactobacil/us muestran un ascenso constante durante el 

periodo de experimentación, con mantenimiento de dichas cifras en el período de 
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seguimiento, contrastado con el descenso en este periodo de las cuentas de 

enterobacterias a niveles por debajo de los Lactobacillus. 

Tabla 5 C.- Microtlora intestinal ( gruoo total ). 

Total Visita O Visita 2 Visita 3 

Lactobad/Jus 4.76 6.56 5.99 

En tero bacterias 6.25 6.10 7.11 

Dieta real 77.5% 75% 75% 

p < O.OS Lactabacillus visita O vs. 2. 

La evolución de la microflora intestinal en el grupo total se gráfica a continuación: 

8 
7 

6 
~~ 

5 
~ 

- - LlldobtM:illus 
4 

3 
Enterobac. 

2 

1 

o 
Visita O Visita 2 Visita 3 

Cuando se juntan ambos grupos se establece que durante la administración del 

Lactobacillus se logra colonización del mismo, con descenso gradual de las 
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enterobacterias, situación que se revierte al termino de la maniobra experimental. Viendo 

un descenso de los Lactobacillus, con valores finales por arriba del inicial, y un ascenso 

incluso por arriba del basal de las enterobacterias. 

Al evaluar mediante rangos la proporción de Lactobacillus y enterobacterias (UE) se 

obtuvieron los siguientes resultados: 

Tabla 5 D.- Relación de colonización intestinal L/E (grupo sin ascitis ). 

Sin ascitis Visita O Visita 2 Visita 3 

Lacto. / Entero. .533 .727 .792 

En este grupo se logra evidenciar una colonización a cargo de los Lactobacil/us con 

predominio sobre las enterobacterias, situación demostrada por el aumento en el rango 

alcanzando una p < 0.05 (Visita O vs. 2, y O vs. 3 ). 

Lo importante en la gráfica es la colonización aparentemente mantenida durante el 

período de seguimiento (visita 3). 
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Tabla 5 E.- Relación de colonización intestinal L/E (grupo con ascitis). 

Ascitis Visita O Visita 2 Visita 3 

Lacto. /Entero. .906 1.038 .990 

En el grupo con ascitis también se logra una colonización durante el período 

experimental, con descenso posterior una vez. que se suspende la maniobra, pero 

manteniendo rango de Lactobacillus / enterobacterias superior al basal al termino de la 

visita de seguimiento. 

Tabla 5 F.- Relación de colonización intestinal L/E (grupo total). 

Total Visita O Visita 2 Visita 3 

Lacto. / Entero. .864 .952 .846 

De igual manera que al comparar el grupo sin ascitis se logra durante en el período de la 

maniobra experimental una colonización superior de Lactobaciflus sobre enterobacterias, 

situación que disminuye durante la fase de seguimiento. 
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La siguiente gráfica muestra los 3 grupos en relación al rango L/E: 

1,2 

1 -0,8 
- Sin ascitis 

0,6 ----- - Ascitis -
0,4 Total 

0,2 

o 
Visita O Visita 2 Visita 3 

f.- Permeabilidad intestinal: 

La permeabilidad intestinal se vio modificada en ambos grupos: en el sin ascitis cifras 

iniciales de índice lactulosa/manitol de 0.23 (visita O) descendieron a 0.015 y 0.015 en las 

visitas 2 y 3 respectivamente. En cuanto al grupo con ascitis en la visita O los valores 

fueron 0.36, con valores posteriores de 0.108 y 0.035 en las visitas 2 y 3 

respectivamente. Por último en lo referente al grupo total valores reportados como 

mediana de 0.24 a la visita O, descienden a 0.017 y 0.015 en las visitas 2 y 3. Los valores 

normales de permeabilidad se reportan en 0.016, producto del porcentaje recobrado en 

orina de lactulosa/manitol. 
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La siguiente gráfica muestra los valores de los 3 grupos con referencia a la permeabilidad 

intestinal: 

1,2 ~------------------~ 

1+----..----------------~ 

0,8+----~.---------------~ ~-----~ 
--Sin ascitis 
--Ascitis 

Total 
0,4+--------~,.....-----------~ ~-----~ 

Visita o Visita 2 Visita 3 

Sin ascitis: Visita O vs. 2: p = < 0.05, Ascitis: Visita O vs. 2: p = < 0.005, Total: Visita O 

YS. 2 : p = <0.0005 

h.- Secreción de citocinas en células mononucleares plasmáticas: 

En el grupo sin ascitis la Il-1 mostró valores iniciales de 241.8 pg/mL (35.5 - 502.1 

pg/mL), que descienden a 359.64 (39.2 - 2013 .6 pg/mL) al término de Ja visita 2, y 

descenso posterior a 94.01 ( 32.9 - 501 .3 pg/mL) al final del seguimiento. 

La Il-6 con valores iniciales de 3763.5 pg/mL ( 592.7 - 5498.8 ), a 4072.5 ( 135.3 -

6003.6 pg/mL), y descenso final en 1741 .5 ( 45.6 - 4494 pg/mL) al término de la visita 3. 

La IL-10 basalmente presentó valores de 76.9 pg/mL ( 6.4- 584.7 ), a 41.3 al término del 

período experimental (O - 497.2 ), y terminar en O pg /mL en la visita 3 (O - 13 pg/mL ). 

44 



El FNT et con valores iniciales de 470.45pg/mL ( 109 - 4096.2 ), aumentó a 516.6 pg/mL 

( 43.2 - 1639.2 ), con descenso posterior al término de la visita 3 a 88.91 pg/mL ( 57.7 -

1713.7) Por último el JFN y no alcanzó valores de mediana en ninguna visita con valor.es 

de ( O - 95.1 pg/mL) en la visita O, (O - 172.2 ) en visita 2, y ( O - O pg/mL) al final del 

período de seguimiento. 

Tabla 6 A.- Secreción de citocinas ( grupo sin ascitis ). 

Sin ascitis Visita O Visita 2 Visita 3 

IL-1 * 241.8 359.64 94.01 

IL-6 *" 3763.5 4072.5 1741.5 

FNT alpha ...... 470.45 516.55 88.91 

INFgamma o o o 

HAO **** 76.89 41.3 o 

*, **, ***, **** Visita O vs. 3: p = 0.004. 

Con respecto al grupo con ascitis los resultados son los siguientes: 

La Il..-1 mostró valores basales de 39.9 pg/mL ( 35.4 - 1236.3 ), de 58.7 pg/mL ( 6.3 -

151 .8 ) al final de la visita 2, y de 19.1 pg/mL (O - 127.5 ) al término del período de 
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seguimiento. La IL-6 por su parte valores basales de 1751.4 pg/mL ( 762.7 - 9913.4 ), 

que descienden a 1421.6 ( 157.9 - 4061.9 pg/mL) a la visita 2, y de 595 pg/mL ( 473.8 -

2825) al término de la visita 3. El FNT a. con valores basales de 98.59 pg/mL ( 31.7 -

7628.7 ), que descienden a 67.43 ( 35 - 703.3) al final de la visita 2, y a 25 .68 pg/mL (O 

- 513.4 ) al término del período de seguimiento. La IL-10 con valores iniciales de 5 .~6 

pg/mL (O - 915.9 ), que descienden a O pg/mL (O - 13 ) y O pg/mL (O - 2.9) al final de 

las visitas 2 y 3. Por último el IFN y con valores iniciales de O pg/mL (O- 297.5 ), que se 

mantienen en O pg/Ml (O - 4.5) y O pg/mL ( 0-0) durante las visitas experimentales y de 

seguimiento. 

Tabla 6 B.- Secreción de citocinas (grupo con ascitis ). 

Ascitis Visita O Visita 2 Visita 3 

IL-1 39.90 58.71 19.11 

IL-6 * 1751.43 1421.63 595 

FNT alpha ** 98.59 67.43 25 .68 

IFNgamma o o o 

IL-10 5.36 o o 

• •• , Visita O vs. 3: p = 0.05 

Por último en el grupo total los valores iniciales de IL-1 fueron de 220.6 pg/mL ( 35.5 -

1236.3 ), que descienden 148.3 pg/mL ( 6.3 -2013 .6 pg/mL ). y a 45.9 pg/mL (O- 501.3 
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pg/mL) al término de las visitas 2 y 3. La Il-6 mostró una disminución de 3704.2 pg/mL 

( 592.7 - 9913.4) a 3220.7 pg/mL ( 135.3 - 6003 .6 ), y 1552.4 pg/mL ( 45.6- 4494) en 

los periodos correspondientes. La IL-1 O con valores basales de 54.7 pg/mL ( O - 916 ) 

que descienden a 14.6 pg/mL (O - 497.2 ), y a O pg/mL ( O - 154.5 ) al término de las 

visitas 2 y 3. El FNT a. con valores iniciales de 462 pg/mL ( 31.7 - 7628.3 ), que 

descienden a 301.4 pg/mL ( 35 - 1639.2) y a 85 pg/mL (O - 1713 .7) en las visitas 

subsecuentes. Por último el IFNy con niveles de O pg/mL en la visita inicial (O - 297.5) 

que se mantienen en las visitas 2 ( O - 172.2 ) y 3 ( O - O ). 

Tabla 6 C.- Secreción de citocinas ( grupo total ). 

Grupo Total Visita O Visita 2 Visita 3 

Il,-1 * 220.6 148.3 45 .9 

IL--0 ** 3704.2 3220.7 1552.4 

IL-10 "** 54.7 14.6 o 

FNT ex **** 462 301.4 85 

IFNy o o o 
. . 

p s1gn1ficat1va comparando v1s1ta O vs. 3 : • p = 0.009, •• p = 0.02, ••• p = 0.008, **** 

p = 0.01. 

En la siguiente gráfica se muestra el patrón de interleucinas en el grupo total. 
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i.- Secrttión de citocinas en ascitis: 

"' " " 
Visita 3 

-IL-1 
- IL-6 

FTN 
- IL-10 

IL-1 valores iniciales de 1.2 pg/mL (O - 11.6) en la visita O y de 1.8 pg/mL (O - 6.6) al 

final de la visita 2 (p= 0.84) . La IL-6 con valor inicial de 3813 pg/mL ( 337.8 - 9623.6) 

que desciende a 3373.7 pg/mL ( 781.2 - 9850.7 ) (p= 0.14). La IL-10 mostró 194.8 

pg/mL en la visita inicial y ascenso posterior a 208.2 pg/mL (O - 293 .9) al término de la 

visita 2 ( p= 0.09 ). Los valores de FNT a. de O pg/mL ( O - 20.5 ) y de O pg/mL ( O - 8.2 

) en las visitas correspondientes ( p= 0.31 ). Y por último el IFN y con valores en la visita 

O de O pg/mL ( O - 1.3 ) que se mantienen en O pg/mL ( O - 2 ) (p = 0.16 ). 
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Tabla 7 A.- Secreción de citocinas en líquido de ascitis: 

Grupo Total Visita O Visita 2 

IL-1 1.2 1.8 

IL-6 3813 3373.7 

FNTa. o o 

IL-10 194.8 208.2 

IFNy o o 

j.- Correlación entre endotoxemia y citocinas en células mononucleares: 

Utilizando en índice de correlación de Spearman obtenemos los siguientes resultados: 

Se observó correlación entre citocinas, no así entre citocinas y endotox.inas. 

Tabla 8 A.- Correlación entre endotoxinas y citocinas Visita O: 

Visita O Endotoxinas IL-1 IL-10 IL-6 FNTa. 

Endotoxina 1.0 

IL-1 -0.046 1.0 

IL-10 -0.007 0.875* 1.0 

IL-6 0.084 0.809* 0.904* 1.0 

FNTa. 0.161 0.893* 0.907* 0.874* 1.0 

*Correlación significativa de 0.01 a dos colas. 
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Tabla 8 B.- Correlación enti·e endotoxinas y citocinas: Visita 2: 

Visita 2 Endotoxinas IL-1 IL-10 IL-6 FNTcx 

Endotoxinas l.O 

IL-1 0.371 1.0 

IL-10 0.182 0.944 1.0 

IL-6 0.413 0.692 0.538 1.0 

FNTcx 0.524 0.804 0.678 0.902 1.0 

*Correlación significativa a dos colas ( p= <0.05) 

k.- Expresión de citocinas: 

Los valores obtenidos en la expresión de citocinas tanto en el grupo con ascitis, sin ascitis 

y total son los siguientes expresados a manera de medianas (moléculas x 10 
5 

). 
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Tabla 9 A.- Exoresión de cit!Kinas (grupo sin ascitis ): 

Sin ascitis Visita O Visita 2 Visita 3 

Interleucina 1 41713 45139.2 60282 

Interleucina 6 47251.4 64243.1 104906.5 

Interleucina 10 72819.5 62602.9 17749.8 

FNTalpha 47122.2 40645.8 28027.1 

Inteñeron gamma 13527.8 27457.8 9878.4 

A continuación se gráfica la expresión de citocinas en el grupo sin ascitis: 

120000 

100000 +-~~~~~~~~~~~~~_,,'--~~ 

~--~ 

80000 +----------------.-"------~ 

60000-r-~~~~~~~~~-~~~--=..-~~-

40000-i-~__;~~;;;;~~::::~;::::~~~~-
20000+-~~~-=---=::.~~~-==-""""'"':::--=~~~ 

o -------~------~-----~ 
Visita O Visita 2 Visita 3 

- IL-1 

- IL-6 

L-10 
-FNT 

-IFN 
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Al comparar en el grupo sin ascitis la expresión y secreción obtenemos los siguientes 

resultados: 

Tabla 9 B.- Comparación de exoresión y secreción de citocinas ( sin ascitis )¡ 

Sin ascitis Ilrl Visita O Ilrl Visita 2 IIA Visita 3 

Secreción 241 .8 359.64 94.1 

Expresión 41713 45139.2 60282 

Sin ascitis Il-6 Visita O IL-6 Visita 2 IL-6 Visita 3 

Secreción 3763.5 4072.5 1741.5 

Expresión 47251.4 64243. l 104906.5 

Sin ascitis FNT Visita O FNT Visita2 FNT Visita 3 

Secreción 470.45 516.55 88.91 

Expresión 47122.2 40645.8 28027.1 

Sin ascitis IL-10 Visita O IL-1 O Visita 2 IL-10 Visita 3 

Secreción 76.8 41.3 o 

Expresión 72819.5 62802.9 17749.8 
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Sin ascitis IFN Visita O 
1 

IFN Visita 2 IFN Visita3 

Secreción o 
1 

o o 

Expresión 13527.8 

1 

27457.8 9878.4 

En ninguno los casos sin ascitis se guarda una correlación lineal de la secreción con la 

expresión tanto de citocinas inflamatorias, guardando solo relación con las anti-

inflamatorias. 

A continuación se muestra las expresiones totales de los sujetos con ascitis, resultados 

expresados a manera de medianas (moléculas x 1 O 5) . 

Tabla 9 C.- Expresión de citocinas {grupo con ascitis ): 

Con ascitis Visita O Visita 2 Visita 3 

Interleucina 1 327508.8 141768.6 278514.2 

Interleucioa 6 94518.9 52708.8 128135.9 

Interleucina 10 63619.6 98925.6 58671 .1 

FNTalpha 119408.1 60667.1 229170 

lnteñeron gamma 45161.6 2815.3 26178 
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Cuando se compara la secreción y expresión en este grupo de pacientes obtenemos los 

siguientes resultados: 

Tabla 9 D.- Comparación de exoreyión y secreción de citocinas ( gruoo con ascitis ): 

Ascitis IL-1 Visita O IL-1 Visita 2 IL-1 Visita 3 

Secreción 39 .9 58.71 19.11 

Expresión 327508.8 141768.6 278514.2 

Ascitis IL-6 Visita O IL-6 Visita 2 IL-6 Visita 3 

Secreción 1751.43 1421.63 595 

Expresión 94518.9 52708.8 128135.9 

Ascitis FNT Visita O FNT Visita 2 FNT Visita 3 

Secreción 98.59 67.43 25.68 

Expresión 119408.1 60667.1 229170 

Ascitis IL-10 Visita O IL-10 Visita 2 IL-10 Visita3 

Secreción 5.36 o o 

Expresión 63619.6 98925.6 58671.1 
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Ascitis IFN Visita O IFN Visita2 IFN Visita 3 

Secreción o 91.89 o 

Expresión 45161.6 2815 .3 26178 

De igual modo que en el grupo sin ascitis no hay una correlación lineal entre la secreción 

y expresión de citocinas tanto inflamatorias como anti-inflamatorias, pero es evidente que 

el IFN gamma se expresa, contrario a la pobre secreción. Pero cabe hacer mención que al 

tennino de la administración del probiótico la expresión de todas la citocinas 

inflamatorias ha disminuido, con un aumento de la anti-inflamatoria. 

Tabla 9 E.- Expresión de citocinas ( grupo total) : 

Total Visita O Visita 2 Visita 3 

Interleucina 1 175237.5 74634.3 67030.2 

lnterleucina 6 52536.1 58475.9 119395.9 

lnterleucina 10 68219.5 66551.5 37321.4 

FNTalpha 91046.1 50656.4 79258.2 

lnteñeron gamma 13609.2 7330.7 17824.9 
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Al comparar los grupos totales en secreción y expresión obtenemos los siguientes 

resultados: 

Tabla 9 F.- Comparación de expresión y secreción ( gruoo total): 

Total IL-1 Visita O IL-1 Visita 2 IL-1 Visita 3 

Secreción 199.37 58.71 19.11 

Expresión 175237.5 74634.3 67030.4 

Total IL-6 Visita O IL-6 Visita 2 IL-6 Visita 3 

Secreción 3763.5 3211 1190 

Expresión 52536.1 58475.9 119395.9 

Total FNT Visita O FNT Visita 2 FNT Visita 3 

Secreción 500 221 258 

Expresión 91046.1 50656.4 79258.2 

Total IL-10 Visita O IL-10 Visita 2 IL-10 Visita 3 

Secreción 76 o o 

Expresión 68219.5 66551.5 37321.4 
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Total INF Visita O IFN Visita2 IFN Visita3 

Secreción o o o 

Expresión 13609.2 7330.7 17824.9 

Al comparar el grupo total hay una correlación lineal de citocinas tanto inflamatorias 

como anti-inflamatorias, salvedad de la lL-6 que muestra un ascenso constante en la 

expresión vs. descenso en la secreción. 

1.- Endotoxemia: 

La endotoxemia circulante en el grupo total mostró una disminución con la 

administración de Lactobaci/lus casei cepa Shirota de 10.15 pg/mL {l.4 - 25.9 pg / mL) 

a 7.96 pg /mL al final del período experimental ( l.3 - 14.4 pg/mL) (p= 0.4802), con 

niveles de 8.81 al final de la visita de seguimiento ( 1.2 - 15.1 pg/mL) (p= 0.3882). 

En lo referente al grupo sm ascitis los valores iniciales en sangre periférica de 

endotoxinas fueron 9.77 pg/mL ( 5.4 - 25 .9 pg/mL), para valores al final de la visita 2 de 

8.20 ( 3.0- 14.4 pg/mL), y de 7.74 al final de la visita 3 ( 4.2 - 12.8 pg/mL). 
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Por último el grupo con ascitis mostró valores iniciales de 10.15 pg/mL ( 1.4 - 20.3 

pg/mL), que descienden a 5.81 (1.3 - 11.3 pg/mL) al ténnino de la administración de 

l.Actobacillus, con ascenso posterior a 9.89 ( 1.2- 15. l pg /mL) al término de la visita de 

seguimiento. 

Tabla 10 A.- Valores de endotoumia en los 3 grupos: 

Visita O Visita 2 Visita 3 

Sin ascitis 9.77 8.20 7.74 

Ascitis 10.53 5.81 9.89 

Total 10.15 7.96 8.81 

A continuación se grafican los datos obtenidos en este grupo: 

12 ~-~~~--~--------~----~ 

10+-----=~~~--~--~-~~--::;,-----; 

a+------..::::..~:::::~~.._~,.::::;;;;;""""=-~~--1 .--~~~~~ 
--Sin ascitis 

6 -+----------""-.,.c;.----------l --Ascitis 

Total 4-+----------------------l ~-----~ 
2-+--------------------~--1 

0-+--------.---------.---------i 
Visita o Visita 2 Visita 3 
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La medición de endotoxinas en el líquido de ascitis mostró valores 'iniciales a la visita O 

de 14.9 pg/mL ( 0.5 -31.2 ), que descienden a 8.7 pg/mL ( 1.3 -11.3) ( p= 0.0679 ). 

m.- Oxido Nítrico: 

El óxido nítrico mostró descenso marginal en los tres grupos al final del período de 

seguimiento con respecto a la visita O, con la característica de un ascenso durante el 

período experimental. 

Tabla 11 A.- Valores promedio de óxido nítrico en los 3 grupos: 

Visita O Visita 2 Visita 3 

Sin ascitis 34.77 53 .57 33.61 

Ascitis 50.24 57.94 49 

Total 39.84 55.75 37.87 

n.- Citoquímico y óxido nítrico en líquido de ascitis: 

En lo referente al análisis del líquido de ascitis el patrón citoquímico no mostró cambios 

importantes en lo referente a la suma total de leucocitos, polimorfonucleares, DHL, y 

microproteínas. 
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En lo referente al óxido nítrico valores iniciales de 51 .3 con ascenso posterior al término 

del periodo experimental de 57.1 

DISCUSIÓN: 

La cirrosis hepática con hipertensión portal se asocia con circulación hiperdinámica 

caracterizada por vasodilatación (VD) generalizada e incremento en el gasto cardíaco y 

flujo sanguíneo regional; la VD causa hipotensión arterial, hipovolemia relativa con 

activación del sistema nervioso simpático, sistema renina-angiotensina-aldosterona, y 

secreción no osmótica de arginina-vasopresina (34). Entre los mediadores de la 

circulación hiperdinámica el óxido nítrico (ON) ha sido propuesto como el principal, 

involucrado en el control del tono vascular, es sintetizado por diferentes células en 3 

isoformas de la sintetasa de ON, 2 constitutivas y una inducible; la forma inducible 

produce ON en endotelio y músculo Liso, así como en hepatocitos y macrófugos en 

respuesta a diferentes estímulos como son los lipopolisacáridos bacterianos y varias 

citocinas (35), sin excluir la producción incrementada por el daño oxidativo secundario al 

compromiso de la pared intestinal, lo cual incrementa la actividad simpática y producción 

de ON subsecuente. 

Se ha postulado también que el sobrecrecimiento bacteriano altera la permeabilidad 

intestinal, y que la translocación bacteriana común en todo paciente cirrótico y más 

evidente en aquellos con ascitis condiciona un estímulo continuo sobre el sistema inmune 
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(15). Esta acción lleva a la presencia de endotoxemia circulante la cual vía torrente portal 

activa las células de Kupffer, que a su vez estimulan la producción de monocitos , 

linfocitos y citocinas pro-inflamatorias que exacerban la progresión del compromiso 

hemodinámico en el paciente cirrótico, condicionan progresión de la fibrosis, y lo hacen 

mas propenso a procesos infecciosos (36). 

Por su acción inmunomoduladora y por el reforzamiento de la barrera mucosa intestinal 

{24), los probióticos pueden ser una medida profiláctica excelente para pacientes 

cirróticos, ya que ejercen su efecto a través de lograr el balance entre citocinas anti

inflamatorias e inflamatorias. En animales experimentales, la administración de 

Lactobacil/os evita la translocación de enterobacterias y anaerobios en el ciego e ileon 

terminal, mientras que en los cirróticos esta disminución en la translocación parece 

ocurrir a nivel de Ja pared intestinal (25-26), así mismo Ja administración de 

Lactobacillos reduce significativamente los niveles de endotoxinas y Ja hepatopatia 

inducida por alcohol (27), y previene el daño hepático inducido por translocación 

bacteriana y D-galactosamina (14). En Jos pacientes no alcohólicos los resultados son 

contradictorios, y la mayoría de estudios són en modelos experimentales de cirrosis (37). 

De las bacterias ácido lácticas Lactobaci/lus casei se encuentra en el intestino, y es capaz 

de sobrevivir durante el paso al tracto gastrointestinal, ya que es tolerante al efecto del 

jugo gástrico y sales biliares, es capaz de estimular la producción de IgA, la 

proliferación células plasmáticas y de linfocitos T, con lo cual se asegura colonización 

hasta intestino grueso. 
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Un objetivo del estudio fue el lograr colonización con Lactobaci/Jus casei y 

modificaciones a nivel de la microflora intestinal, conociendo que la microflora intestinal 

gradualmente aumenta a través del tracto gastrointestinal, siendo un contenido 

aproximado de 10~ a nivel de íleon, y de 10 12 a nivel de colon, donde se ha llegad~ a 

estimar que existen al menos 500 especies diferentes de microbacterias, siendo la dieta el 

mayor contribuyente en esta composición. 

Se administró 28 días el probiótico, tiempo suficiente para evidenciar cambios a nivel de 

inmunomodulación, y sustentado en información que reporta incremento en la cuenta de 

Lactobacillus en un 21 % a los 3 días de iniciada la toma, y de 53 .8% a los 7 días, con 

porcentajes incrementados en cuentas de Lactobacil/us en 52.5% y 32.2% a los 3 y 6 días 

de suspender el mismo, y disminución secundaria en las bacterias Gram negativas de 43.1 

% antes de la administración del probiótico a 29.4 y 14.7% a los 3 y 7 días de su toma 

(38), permaneciendo este último grupo bajo en su número de cuentas una vez que se 

suspende la administración de Lactobacillus. 

Los resultados obtenidos son acorde a lo publicado, en los tres grupos de estudio se logro 

colonización con Lactobacillus siendo mas evidente en el grupo con ascitis con un 

incremento logarítmico de 2.2, y con cuentas que disminuyen al término de la visita de 

seguimiento pero que mantienen sus valores por arriba del basal. En lo referente a las 

Enterobacterias el descenso es evidente en el grupo sin ascitis, con un aumento posterior 
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al termino de la administración del probiótico, cambios semejantes se ven en el grupo 

total, no así en los pacientes con ascitis donde en ascenso de las Enterobacterias es 

gradual durante el período experimental, para posteriormente descender al termino del 

seguimiento, ante tal situación la comparación de rangos Lactobacil/us / Enterobacterias 

es de utilidad encontrando colonización y efecto positivo en los 3 grupos, y rang9s 

superiores al basal al termino del seguimiento, situación que hace evidente que a 14 días 

de terminada la administración del probiótico el efecto positivo sobre la microflora 

intestinal aún es evidente. Durante todo el período del estudio los pacientes presentaron 

porcentajes de apego a la dieta superiores al 75%, situación que excluye una colonización 

secundaria por productos lácteos contenidos en la dieta del paciente. 

Por su parte la permeabilidad intestinal incrementada ha sido confirmada en múltiples 

estudios (39-40), siendo también entidades conocidas el edema de la pared intestinal 

secundario a la hipertensión portal , la hipoalbuminemia y malnutrición situaciones que 

favorecen esta el aumento (41). Esta alteración en la barrera intestinal lleva a que 

microorganismos entéricos producto de la translocación bacteriana en los ganglios 

linfüticos mesentéricos ( 40% de casos de cirrosis con ascitis y 80% de casos de PBE ) 

lleguen a las células de Kupffer (CK) que son los macrófagos residentes en el hígado y se 

localizan principalmente en las regiones periportales. En condiciones normales son 

capaces de detoxificar pequeñas cantidades de endotoxinas derivadas del intestino, 

mediante la producción de PGE2 lo que previene a nivel del microambiente hepático la 

producción excesiva de FNTcx (42-43). Pero ante una depuración alterada a las 

sustancias tóxicas mas evidente conforme avanza la hepatopatia secreten mediadores 
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químicos y citocinas como prostaglandinas, leucotrienos, FNT, e interleucinas, 

exacerbando la progresión de la fibrosis, presencia de PBE, y encefulopatia hepática entre 

otras entidades (44). 

Ante esto la administración de Lactobacil/11s casei disminuyó en los 3 grupos 19s 

porcentajes de permeabilidad intestinal, elevados todos a la visita basal; 0.23 en el grupo 

sin ascitis, 0.36 en el grupo con ascitis, y 0.24 en el grupo total (valores normales 0.016 ), 

porcentajes que de entrada apoyan la hipótesis de mayor compromiso en el grupo de 

pacientes con ascitis, situación muy probablemente mediada por óxido nítrico a través de 

su forma endotelial. Al termino de la maniobra experimental el grupo sin ascitis 

normaliza el porcentaje de permeabilidad, el grupo total muestra una franca tendencia 

hacia la normalización, y el grupo con ascitis disminuye en mas del 50% .la misma, pero 

los resultados mas importantes se observan posterior a los 15 días de haber suspendido la 

maniobra donde los valores en el grupo sin ascitis se mantienen dentro de la normalidad, 

el grupo total la alcanza, y el grupo con ascitis disminuye nuevamente en mas del 500/o 

con respecto a su valor previo los valores de permeabilidad y muestra una tendencia hacia 

la normalidad. Estos hallazgos apoyan no solo el hecho de un efecto persistente de los 

Lactobacil/us, lo cual a 14 días de haber suspendido la maniobra no se puede sustentar 

del todo, ya que los microorganismos viables colonizantes deben en estos momentos ser 

alrededor de un 25%, pero si mostrando gran acción inmunomoduladora a nivel de 

citocinas pro-inflamatorias, y probablemente a nivel de ON disminuyendo el insulto 

permanente en la mucosa, y estabilizando la microflora intestinal. 
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Es bien conocido que los pacientes con cirrosis tienen niveles elevados de endotoxinas en 

plasma, situación relacionada con la translocación bacteriana y el paso de productos 

bacterianos desde el lumen intestinal a sitios extraintestinales, ante lo cual la 

endotoxemia interviene en la patogénesis de las infecciones bacterianas y condiciona .la 

formación de ascitis (45). 

La endotoxemia es fluctuante y no necesariamente corresponde con los niveles de 

citocinas inflamatorias (46), teniendo comportamiento diferente en los estados agudos y 

crónicos. La estimulación aguda de los lipopolisacáridos bacterianos condiciona su unión 

a las CK mediante un receptor específico (LBP), estimulando a los macrófagos hepáticos 

a unir dicho complejo a el receptor CDI4 localizado en las mismas CK, siendo este una 

glicoproteína de membrana de 55 kD expresada también por monocitos y macrófagos 

(47). La activación de este complejo provoca la translocación del factor nuclear kB del 

núcleo seguido de la activación de citocinas inflamatorias, prostanoides, y otros 

mediadores solubles (48). La endotoxemia aguda incrementa marcadamente la expresión 

de LBP y el RNAm de CDl4, incremento no visto después de la estimulación crónica de 

las endotoxinas (49) 

La incidencia estimada de endotoxemia portal oscila entre un O y 96% (50), en sangre 

periférica entre un O y 59% (51), y en aquellos sin enfermedad hepática entre O y 79% 

(52), con las concentraciones mayores en la circulación portal, y relacionando los niveles 
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periféricos con el estadio Child-Pugh, creatinina sérica, depuración de creatinina, y ascitis 

detectable (53). 

En la patogénesis de la encefulopatía hepática (EH) el amonio tiene un rol principal. La 

hiperamonemia no depende de una producción solamente de las bacterias intestinales a 

través de la ureasa bacteriana, ya que también tejidos como el muscular y renal son 

fuentes esenciales de su producción. El amonio portal derivado de la actividad de la 

ureasa bacteriana y de Ja deamidación por la glutamina a nivel del intestino delgado son 

el substrato para la síntesis de la urea en el hígado. En la enfermedad aguda y crónica, un 

incremento en los niveles arteriales de amonio es evidente, pero no existe una correlación 

lineal entre los niveles sanguíneos y el estado mental del paciente cirrótico (54), 

estableciendo estudios recientes el corregir el valor del amonio al pH sanguíneo para 

tener una relación mas exacta (55). 

En nuestro estudio son evidentes cifras normales de amonio durante todo el tiempo ( N1 < 

60 meq/mL ). Si bien el grupo sin ascitis durante la aplicación del probiótico mostró un 

descenso de casi 50% no se ve manifestado en la exploración física del paciente, pero si 

en la calidad de vida expresada por la aplicación de la prueba de conexión numérica en la 

cual hay mejoría substancia~ situación extrapolada a los tres grupos, y que hablan de 

pacientes con encefalopatia subclínica en los cuales maniobras preventivas pueden evitar 
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la progresión a encefalopatia clínicamente evidente. Es bien sabido que la neurotoxicidad 

del amonio es diferente en la hiperamonemia aguda y crónica, con afección fundamental 

a nivel del astrocito, lugar en · el cual existe la detoxificación continua de la 

hiperamonemia mediante el intercambio con glutamina, situación que involucra la acción 

de osmolitos cerebrales como mio-inositol, colina y taurina para evitar el desbalan~e 

osmótico a nivel celular, situación que en estudios futuros puede ser confirmada mediante 

la realiz.ación de pruebas neuropsicológicas y estudios de resonancia magnética con 

espectrometria para confirmar los cambios a nivel osmolitos (56) 

La depuración de endotoxinas por los hepatocitos y su excreción a través de la bilis se ve 

mas comprometida en los estadios avanzados de la cirrosis donde el compromiso de la 

hemodinámica esplácnica y sistémica es mayor, por lo que la captación de endotoxinas 

por los macrófagos esplénicos y las células mononucleares esta incrementada en los 

estadios iniciales de la cirrosis, situación aun compensada por las CK y el sistema 

retículo-endotelial, pero cuya depuración se encuentra comprometida en mayor 

proporción en estadios avanzados de la cirrosis, situación atribuida a el mayor número de 

corto-circuitos sistémicos, con mayor acción de los macrófagos extrahepáticos, lo que 

condiciona una secreción continua de FNT a y otras citocinas (54). 

Los resultados obtenidos muestran un descenso en la endotoxemia de los 3 grupos con 

efecto superior al termino de la administración del probiótico en el grupo con ascitis 

logrando una disminución con respecto a su valor basal de 45%, pero con ascenso 
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posterior al suspender el Lactobacillus casei, situación no evidente en el grupo total y sin 

ascitis, donde una vez terminada la administración de Lactobacillus el descenso es 

constante, pero es importante el evidei1ciar que pese a aumentar sus valores el grupo éon 

ascitis al termino de la visita de seguimiento no se alcanzan los valores basales. Estos 

hallazgos confirman la colonización bacteriana lograda por los Lactobacillus en los t~es 

grupos, y a la vez demuestra lo ya reportado en la literatura, una mayor endotoxemia y 

permeabilidad intestinal en los pacientes con ascitis, lo que explica el descenso mayor en 

este grupo al provocar modificación en las citocinas pro-inflamatorias e inflamatorias, así 

como modificaciones indirectas en la síntesis de ON, secundarias a la activación del 

sistema monocito/macrófago, el cual incrementa la depuración de las endotoxinas. 

Las citocinas se encuentran sistémicamente elevadas en el paciente con daño 

hepatocelular crónico, su producción puede ser intermitente, induciendo la mayoría 

síntesis de proteínas a través de activación de receptores y señales de-transducción (55), 

siendo procesos que persisten por horas después de su activación. 

Por su parte las citocinas y la endotoxemia se encuentran involucradas en la producción 

de ON, siendo la citocína primordial el FNTa.. Así mismo la endotoxemia es capaz de 

producir IL-1 O en monocitos, citocina que ha demostrado reducir el LPS inducido por la 

síntesis de FNT a., IL-1, IL-6 e IL-8, en un efecto contraregulador, y que por los 

resultados obtenidos en nuestro estudio para ser el rol que juega esta interleucina. 

68 



La IL-6 por su parte es responsable de la producción de reactantes de fase aguda en el 

hepatocito, es sintetizada por una variedad de células, incluyendo linfocitos, monocito

macrófago, queratinocitos, células endoteliales y fibroblastos (56). Es directame~te 

estimulada por endotoxinas, pero el FNTet es el principal inductor de su síntesis, 

situación nuevamente evidenciada en los 3 grupos de estudio el tener una correlación 

linear (57). La IL-6 no es un inductor de la SONi, sus concentraciones se correlacionan 

con las resistencias vasculares sistémicas sugiriendo su rol en la vasodilatación, y 

potenciando su efecto el FNTet. La elevación de la II..-6 no es dependiente del grado de 

severidad hepática, pero se ha sugerido su rol patogénico en la encefalopatia (58), y esto 

verse reflejado en las secreción a nivel del líquido de ascitis, sin lograr el efecto paralelo 

en el FNT et, pero si explicando el mayor compromiso hiperdinámico en este grupo de 

pacientes. 

La respuesta inflamatoria a cargo de citocinas también se ha visto involucrada en el 

aumento de la permeabilidad intestinal, siendo principalmente el IFN y en acción 

sinérgica con la IL-1 y el FNT et inductores directos de la expresión de la sintetasa de 

óxido nítrico inducible (SONi) a nivel de la monocapa enterocítica (59) 

En nuestro estudio el IFN y no se detectó niveles. Se ha publicado que la producción de 

IFN y por células linfoides al contacto con BAL, es dependiente de la producción de 

citocinas pro-interferon producidas por células accesorias como los macrófagos. También 
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se ha propuesto que la integridad de la pared celular es un factor critico en la 

determinación de la capacidad de inducción de interferon por BAL (60 ), situaciones que 

en este estudio se pudieron haber presentado a nivel local, a nivel del epitelio intestinal, 

lo cual provoco no traducción a nivel sistémico. 

Lo interesante en este estudio con respecto a la administración del Lactobacillus casei es 

la disminución generalizada en citocinas pro y anti-inflamatorias, lo cual traduce su 

efecto inmunomodulador. Este efecto parece lograrse a través de 2 patrones. El primero 

de ellos se observa en sujetos con niveles basales bajos de endotoxinas ( <10 pg/mL), 

donde la administración del probiótico induce producción de citocinas y su suspensión 

determina un decremento importante en los niveles por debajo del basal. Un segundo 

patrón se observa en sujetos con niveles basales de endotoxinas altos ( > 10 pg/mL) 

donde la administración de Lactobacillus se acompaña de un decremento en la secreción 

de citocinas, mismo que se mantiene o tiende a suprimirse con la suspensión. Estos 

patrones de respuesta sugieren estados de inmwlidad distintos. Estos cambios en la 

inmunidad pueden deberse a factores diversos como la tolerancia a los niveles 

crónicamente elevados de endotoxinas, a la progresión del daño hepático (61). 

Por último a nivel de líquido de ascitis no hay reportes en humanos de la secreción de 

citocinas, se han reportado tanto aumento de citocinas inflamatorias como anti

inflamatorias a nivel de modelos experimentales (62 ). Nosotros observamos y hemos 
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comentado el predominio de la lL-6 en este grupo de pacientes lo cual explica el efecto 

vasodilatador predominante de citocina, situación quizá coadyuvada por al aumento 

marginal de ON al final de la administración: del preparado de Lactobacillus, pero 

debiendo hacer mención en el efecto contra-regulador que intenta realizar la IL-~O 

durante este período de tiempo. 

La expresión de citocinas a nivel del grupo sin ascitis no guarda relación alguna con los 

patrones de secreción sal vedad de la IL-1 O, a nivel del grupo con ascitis el 

comportamiento parece ser en espejo, con disminución de todas las citocinas 

inflamatorias al tennino de la administración del probiótico, y con ascenso al ténnino de 

la maniobra de la IL-10, mientras que en el grupo total todos los patrones correlacionan 

con desc-enso al final de la administración de Lactobacillus, y ascenso posterior en la lL-

6, FNTa e IFNy, con descenso de la IL-l y la IL-10. Lo destacable de estos resultados es 

la inmunomodulación lograda por Ja administración de Lactobacil/us, con efecto 

favorable en disminuir el proceso inflamatorio, y el confirmar la expresión de IFNy. La 

no correlación en la mayoría de los casos con la secreción es un evento esperable, ya que 

el estímulo de excreción es controlado hasta cierto punto, no así la secreción que se ve 

modificada por un numerosos eventos traduccionales como muy probablemente lo es en 

este estudio. 

Bajo condiciones fisiológicas y controladas las sintetasas de óxido nítrico generan ON. 

Tres isofonnas son conocidas, la inducible, endotelial y neuronal. La isoforrna inducible 
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es sintetizada de novo en los macrófagos, células de músculo liso vascular, hepatocitos, 

células estelares hepáticas, situación presente después- de la inducción por 

lipopolisacáridos y citocinas - inflamatorias. Su sobreexpresión sintetiza grandeJ> 

cantidades de ON por períodos de tiempo prolongados, independientemente del estirm~lo 

hemodinámico o mecánico (63). La forma endotelial ..en contraste produce ON por 

períodos de tiempo cortos en· respue:;ta a varios estimulantes endógenos y exógenos, 

incluyendo.estímulo físico (64). Una cascada de eventos y vías de señalización-tegulan 

este proceso, con activación adicional de receptores dependientes de proteína G. 

Específicamente la producción de ON derivado de la sintetasa endotelial tiene su acción 

en los sinusoides hepáticos, situación requerida para mantener la n:ttcrocirculación 

hepática (65). Por último la isoforma neuronal se expresa constitutivamente en el cerebro. 

Por su lado los niveles de ON elevados en el cirrótico también pueden elevarse por 

ingesta dietética, síntesis endógena e insuficiente eliminación renal (66). El ON generado 

en el cirrótico parece ser producido a través de la expresión de la sintetasa endotelial de 

ON o por un incremento en su actividad , siendo una tendencia lineal conforme avanza la 

hepatopatia, lo cual puede ser condicionante en la formación de ascitis, y esto ser 

secundario a los niveles de LPS bacteriano y citocinas inflamatorias producidas por los 

macrófagos peritoneales es mayor proporción en los pacientes con ascitis, y cifras aun 

mas elevadas se ven en los pacientes infectados, lo cual favorece la translocación 

bacteriana y recurrencia de PBE en estos pacientes, donde la acción de la sintetasa de 

óxido nítrico inducible también puede estar involucrada (67). 
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Los resultados obtenidos en el estudio son difici!es de interpretar, ya que contamos con 

valores de ON totales, no identificamos isoformas situación que hubiera dado sustento a 

nuestras hipótesis, ante esto es evidente un descenso marginal al final del período de 

seguimiento en los 3 grupos con un aumento intermedio al final de la administración qel 

Lactobacillus, situación evidente también en la determinación de ON directamente del 

líquido de ascitis. El efecto de estas modificaciones sobre el grupo tratado es aventurado 

establecerlo, ya que si hablamos de un aumento de los niveles de ON durante la maniobra 

experimental, el determinar si este aumento es benéfico a nivel de la microcirculación 

hepática situación mediada por una expresión mayor de la isoforma endotelial, y una 

disminución en los parámetros de estrés oxidativo sería factible, o si esto aumento el 

patrón hemodinámico en los pacientes y empeoró la vasodilatación esplácnica situación 

imposible de saber al no contar con estudios heniOOinámicos es precisamente una 

limitante del estudio. 

En el contexto de ser pacientes donde se excluyó procesos infecciosos, la dieta fue 

controlada, y no hubo estímulos externos para una mayor producción de ON 

extrahepática los valores elevados de ON al termino de la maniobra experimental bien 

pueden representar sucesos a nivel de la microcirculación hepática, con la repercusión 

positiva en el paciente, apoyada por el descenso al termino del estudio de las citocinas 

inflamatorias y antiinflamatorias. 
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La calidad de vida se ve ampliamente beneficiada. Se sabe que las enfermedades 

hepáticas crónicas reducen la calidad de vida en los pacientes a situaciones comparables 

con la enfermedad pulmonar obstructiva crónica y la insuficiencia cardiaca (68). También 

es sabido que dentro de los pacientes con hepatopatia crónica aquellos con daño 

colestásico tienen mayor compromiso con su calidad de vida En nuestro estudio ,la 

aplicación de un cuestionario validado para establecer percepción de mejoría fisica, 

laboral, y personal mostró elevaciones consistentes con todos los pacientes con 

porcentajes superiores en promedio al 20% con respecto al basal, situación de gran 

importancia, ya que estos hallazgos se sitúan por arriba de los encontrados en pacientes 

con reumáticos, neumópatas y cardiópatas. 

Por último la administración del Lactobacillus casei no mostró efecto secundario alguno 

que suspendiera su uso, varios estudios en la literatura confirmar su seguridad, y los 

reportes aislados de endocarditis no corresponden a la administración de la cepa en 

cuestión, sino a los hábitos alimenticios del paciente en turno (69), siendo por lo tanto 

una seguridad total en su administración. Los efectos colaterales encontrados fueron 

mayormente distensión abdominal y meteorismo, parámetros que no contraindicaron el 

continuar con el estudio. 
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CONCLUSIONES 

La administración de un preparado con Lactobacillus casei por 28 días en pacientes con 

daño hepatocelular estadio Child-Pugh B induce: 

1.- Microflora intestinal: 

1.1. - Cambios en la micro flora intestinal tanto el grupo de cirróticos con ascitis, sin 

ascitis y grupo total, siendo evidente la colonización durante la maniobra experimental 

con lactobacillus en los tres grupos, con un patrón de descenso en Enterobacterias y 

posterior ascenso al suspender la maniobra en el grupo total y sin ascitis, y con un 

ascenso inicial seguido de descenso en el grupo con ascitis. 

1.2. - El rango de Lactobacillus / en tero bacterias en los tres grupos muestra predominio y 

colonización de los probióticos. 

1.3.- Durante la administración de la maniobra el apego a la dieta de los pacientes se 

mantuvo por arriba del 75% condición establecida para descartar modificaciones 

endógenas de la microflora intestinal. 

2.- Permeabilidad intestinal: 
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2.1.- La permeabilidad intestinal se modifica en ambos grupos, siendo mayor la afección 

inicial en el grupo con ascitis, y con una mejoría tendiente a la normalidad, mientras que 

en el grupo con ascitis alcanza cifras normales. 

2.2.- La permeabilidad en el grupo sin ascitis normaliza al final del período experimental, 

y se mantiene durante el seguimiento. 

2.3.- En el grupo con ascitis los valores muestran un descenso constante, con tendencia a 

la normalidad. 

2.4.- Por último el grupo total alcanza valores normales de permeabilidad al final del 

período de seguimiento. 

3.- Endotoxemia: 

3.1.- Descenso de la endotoxemia en los 3 grupos, a valores por debajo del basal al final 

de la visita de seguimiento (visita 3 ). 

3.2- Dos patrones identificados: Descenso gradual al final del período experimental, con 

ascenso posterior sin alcanzar los valores basales en los grupos de ascitis y total. 
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3.3.- Descenso progresivo en el grupo sin ascitis hasta la visita 3 al final del período de 

seguimiento. 

3.4.- En el líquido de ascitis de igual manera disminuyen las endotoxinas con respecto a 

la visita basal al termino de la maniobra experimental. 

4.- Amoníaco: 

4.1.- Valores de amoníaco siempre dentro de la normalidad y sm modificaciones 

dietéticas que pudieran influir en sus valores, esto en base al porcentaje de apego real 

individual. 

4.2.- El grupo sin ascitis muestra un descenso en los valores de amoníaco al final del 

período de experimentación ( visita 2 ), con un aumento posterior importante al final de la 

visita de seguimiento. 

4.3.- EL grupo con ascitis muestra un descenso inicial a la mitad del período 

experimental con aumento posterior gradual en las visitas 2 y 3. 

4.4.- El grupo total evidencia un descenso en la primera parte del período experimental, 

con ascenso posterior al final de las visitas 2 y 3, pero sin alcanzar los valores basales. 
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5.- Expresión de citocinas: 

5.1.- No se logra identificar patrón alguno que correlacione con citocinas inflamatorias y 

anti-inflamatorias, y no hay correlación entre la expresión y la secreción; salvedad del 

grupo total al termino de la maniobra experimental. 

5.2.- En el grupo con ascitis es evidente un patrón de descenso con posterior ascenso de 

todas las citocinas inflamatorias ( IL-1, IL-6, y FNT a. ), con un efecto contrario de la IL-

10, por su parte el IFN y parece conservar el patrón observado en las citocinas 

inflamatorias. 

5.3.- Al comparar el grupo sin ascitis no se logra identificar algún patrón de ascenso o 

descenso, pero es evidente que dos de las tres citocinas inflamatorias medidas aumentan 

progresivamente (IL-1 , Il-6), no así el FNT a., el cual al igual que la IL-10 muestra un 

descenso progresivo. En lo referente al IFN y un aumento benéfico se logra evidenciar 

durante la maniobra, con descenso posterior al suspender la misma. 

5.4.- En el grupo total las ILl y 1 O muestran un descenso constante, con valores finales 

por debajo del basal, por otro lado el FNT a. y el IFN y muestran un descenso inicial, con 

aumento posterior al terminar la maniobra experimental, y por último la Il-6 muestra un 

ascenso constante aun al termino de la maniobra. 

78 



5.5.- La no correlación de la expresión con la secreción es esperable, ya la que expresión 

es un estímulo const.ante, regulado, mientas que múltiples procesos traduccionales pueden 

ocurrir antes del momento de la secreción. 

6.- Secreción de citocinas: 

6.1.- Se logran identificar cambios semejantes en los tres grupos, siendo los result.ados de 

todas las citocinas tanto inflamatorias como anti-inflamatorias menores al termino de la 

visita de seguimiento ( visita 3 ) con respecto a los basales (visita O ). 

6.2.- Patrón de ascenso inicial con descenso posterior en el grupo sin ascitis. 

6.3 .- Patrón de descenso continuo desde el inicio del período experimental en el grupo 

con ascitis. 

6.4.- Con respecto a la .IL-1 O conocida por su actividad anti-inflamatoria en ambos 

grupos al igual que el tot.al muestra en descenso persistente desde la visit.a O de inicio al 

periodo experimental hast.a el fin de la visit.a 3 o de seguimiento. 

6.5.- El patrón observado en el grupo total es un descenso permanente tanto del grupo de 

citocinas inflamatorias como anti-inflamatorias, con valores al final de la visita de 

seguimiento por abajo del basal inicial. 

f STA TESIS 1~0 : ... !\LE 
''lf'"" 
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6.6.- La secreción del FNTa. y del IFNy en el líquido de ascitis no es evidente, las 

citocinas inflamatorias IL-1 e IL-6 muestran descenso con respecto a sus valores basales 

al final de la visita 2, mientras que la IL-1 O mantiene sus valores . 

7.- Oxido nítrico: 

7.1.- El óxido nítrico mostró un descenso marginal al final del período de seguimiento, 

pero con la característica en los 3 grupos de un aumento al final del período experimental 

(visita 2 ). 

7.2.- A nivel de líquido de ascitis hay un aumento marginal al termino de la visita 2. 

8.- Calidad de vida (termómetro clínico y encefalopatía subclínica ) : 

8.1.- Mejoría en significativa tanto en el termómetro clínico como en la encefalopatía 

subclínica. 

8.2.- La prueba de Conn con valores normales en los tres grupos muestra mejoría 

importante, siendo mas evidente en el grupo sin ascitis y en el total, situación evidente y 

permanente al término de la visita 3. 
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8.3.- El termómetro clínico muestra mejoría clínica importante en los 3 grupos de manera 

significativa, con percepción de la misma aún al final del período experimental. 

8.- Efectos colaterales y tolerancia: 

8.1.- Ningún paciente abandonó el estudio por efectos colaterales o intolerancia a la 

fórmula. 
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