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Los organismos probiéticos han demostrado ser una opcién prometedora en el tratamiento
de enfermedades. Anteriormente habfamos informado sobre la eficacia del Lactobacillus
reuteri NCIMB 30242 microencapsulado en una formulacién de yogur en la reducciéon de
los niveles de colesterol sérico en adultos hipercolesterolémicos, sanos en los demds
aspectos. Este estudio investiga la seguridad y toxicologia de la ingesta oral del
Lactobacillus reuteri NCIMB 30242 microencapsulado en una formulacién de yogur. Un
grupo con distribucion aleatoria de 120 sujetos recibié una dosis de 5 x 10 CFU de
Lactobacillus reuteri NCIMB 30242 microencapsulado en yogur (1 = 59) o yogur con placebo
(n = 61) dos veces al dia durante 6 semanas. Se analizaron los parametros de seguridad de
la quimica clinica y hematolégicos. Se recogieron muestras fecales en estas ocasiones para
el analisis de los acidos biliares desconjugados. Para ambos grupos se registraron tanto la
frecuencia, duracién e intensidad de los eventos adversos (AE, por sus siglas en inglés)
como la importancia clinica de los parametros de seguridad. En los resultados de la
quimica clinica sanguinea o de la hematologia no se detectaron diferencias clinicas
significativas entre el grupo tratado con el yogur con probiético y aquel tratado con el
yogur con placebo y no hubo un incremento significativo en los acidos biliares
desconjugados (P = 0,05) entre el grupo tratado y el de control. La frecuencia e intensidad
de los AE fue similar en los dos grupos. Estos resultados demuestran el uso seguro de esta
formulacién en los alimentos.
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1. Introduccion

El uso de organismos probidticos data de hace miles de afios con la utilizacion de los
productos tradicionales de leche fermentada por parte de los pueblos indigenas.
Metchnikoff fue el primero en reconocer las propiedades beneficiosas para la salud de estos
productos, atribuyendo sus efectos a los microbios fermentantes que ellos contienen e
introduciendo asi el concepto de bacterias utiles (Dobrogosz et al., 2010). De hecho, este
concepto ha sido apoyado innumerables veces en la literatura cientifica, lo que demuestra la
eficacia de los organismos probidticos para tratar una variedad de condiciones
gastrointestinales, inmunolégicas y metabdlicas en varios sujetos modelo, incluyendo seres
humanos (Gareau et al., 2010; Narayan et al., 2010; Parkes et al., 2010; Sanz et al., 2010;
Vanderhoof y Mitmesser, 2010). Estos estudios resaltan el potencial que tienen los
organismos probidticos para impactar en la salud humana. Sin embargo, para sacar el
maximo rendimiento de sus potenciales aplicaciones clinicas, se requiere mas evidencia
clinica que demuestre no solo la eficacia sino también la seguridad de estos organismos.

Los probidticos estan definidos como microorganismos vivos que, cuando son ingeridos en
cantidades adecuadas, se espera que confieran beneficios de salud al anfitrion (OMS, 2001).
En la practica, las especies que pertenecen al grupo de bacterias productoras de acido lactico
(LAB, por sus siglas en inglés), tales como el Lactobacillus, Bifidobacterias, Leuconostoc y
Pediococcus, se utilizan mas frecuentemente y tienen un largo historial de uso en alimentos
fermentados, incluyendo al yogur, queso, salami y aceitunas (Salminen y von Wright, 1993;
Kurmann et al., 1992). Esta larga historia de uso, en combinacién con su estado comensal en
los seres humanos y su ubicuidad ambiental, sugiere que estas especies son seguras para el
consumo humano. El Lactobacillus reuteri se aislé por primera vez a principios de los anos 60
a partir del tracto gastrointestinal humano; desde entonces, se han aislado especies
adicionales de los tractos intestinales de especies no humanas sanas asi como de fuentes de
alimentos tradicionales (Lee et al., 2009; Molin et al., 1992; Naito et al., 1995; Taranto et al,,
2003). Un gran ntumero de estudios clinicos en seres humanos han demostrado que no hay
efectos adversos asociados con el consumo de L. reuteri (Wolf et al., 1998; Oliva et al., 2011;
Wolf et al., 1995; Weizman and Alsheikh, 2006; Rosander et al., 2008; Coccorullo et al., 2010;
Connolly et al.,, 2005). En concordancia con lo anterior, el L. reuteri cuenta con una
presuncioén calificada de seguridad (QPS, por sus siglas en inglés) de parte de la Autoridad
Europea de Seguridad de los Alimentos (Panel de la EFSA sobre Peligros Biolégicos, 2009).

Hasta la fecha, el uso de muchas formulaciones de probiéticos se ha enfocado en los
beneficios no especificos derivados de la accion del organismo probiético para mantener un
balance favorable de la flora gastrointestinal (Parkes et al., 2010; Bosscher et al., 2009; Vasile
et al., 2011; Rauch y Lynch, 2011). Sin embargo, hay un creciente interés en desarrollar cepas
de probidticos mas eficaces, hechas a la medida para tratar condiciones especificas. A este
respecto, hemos seleccionado al L. reuteri NCIMB 30242 por su capacidad de reducir el
colesterol. Este organismo posee una enzima de hidrolasa de sal biliar altamente activa
(BSH) que le permite desconjugar los 4cidos biliares (Jones et al., 2011). Las caracteristicas
de seguridad del L. reuteri NCIMB 30242 han sido ampliamente caracterizadas a nivel
molecular, metabélico y genémico (Branton et al.,, 2011). El genoma del L. reuteri NCIMB
30242 no codifica factores de virulencia que le podrian implicar en alguna infecciéon
oportunista, ni determinantes de resistencia antibiética que se podrian transferir a otras
bacterias (Branton et al., 2011). Adicionalmente, la cepa no produce derivados metabdlicos
potencialmente tales como aminos biogénicos y D-lactato a niveles que podrian producir
efectos adversos en subjuegos de la poblacion (Branton et al, 2011). Con base en estas
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caracteristicas intrinsecas del L. reuteri NCIMB 30242, no se espera que su consumo
produzca efectos dafiinos a los seres humanos.

Adicionalmente a la eficacia y seguridad, la administracion de organismos probiéticos es
una consideracion importante. La exposiciéon a compuestos acidicos, oxigeno, enzimas
digestivas y otros componentes antibacterianos puede comprometer la supervivencia de los
probidticos a medida que transitan por el tracto intestinal (Holzapfel et al., 1998; Huang y
Adams, 2004). La encapsulaciéon de bacterias en microcdpsulas de algin-polilisina-algin
(APA) proporciona una barrera fisica contra las inmunoglobulinas y enzimas digestivas,
amortigua contra un ambiente géstrico acidico y concentra las bacterias dentro de la
microcapsula, lo que resulta en la administracién de altas cantidades de células
metabélicamente activas al intestino delgado proximal (Del et al., 2011; Prakash et al., 2011).

El objetivo del presente estudio fue evaluar la seguridad y tolerancia del L. reuteri NCIMB
30242 microencapsulado en APA en una formulacién basada en yogur, a través de un
estudio con distribucién aleatoria, doble ciego, controlado con placebo en sujetos humanos
cercanamente monitoreados. Se incluy6 la documentacién secuencial de la quimica clinica,
hematologia y pardmetros fecales de los sujetos tratados con el fin de determinar si los
valores obtenidos se extendian mas alla de los limites normales o diferian significativamente
de los hallazgos en el grupo con placebo. Adicionalmente, se monitore6 cercanamente la
cantidad, duracién e intensidad de AE informados y se evalu6 la importancia clinica de los
pardmetros de seguridad.

2. Materiales y métodos
2.1 Disefio del estudio

El objetivo del estudio fue evaluar la tolerancia, seguridad e impacto en los parametros de
salud de sujetos humanos moderadamente hipercolesterolémicos con respecto al L. reuteri
NCIMB 30242 microencapsulado en una formulaciéon de yogur. El estudio doble ciego,
controlado con placebo y multicéntrico incluyé a 120 sujetos masculinos y femeninos
distribuidos aleatoriamente en dos grupos de tratamiento (yogur con probiético o yogur con
placebo). Se filtr6 a los sujetos para determinar si cumplian con los criterios de inclusiéon
antes de un periodo de reposo farmacolégico de 2 semanas en el cual se instruy6 a los
sujetos que sigan las recomendaciones nutricionales generales (Guia de Alimentos de
Canada, Salud Canadd) durante todo el estudio, un periodo de preinclusiéon de 2 semanas en
el que los sujetos consumieron yogures con placebo dos veces al dia con las comidas de la
mafiana y noche y un periodo de tratamiento de 6 semanas en el que los sujetos
consumieron ya sea el yogur con placebo o el yogur con probiéticos dos veces al dia con las
comidas de la mafiana y noche. Se tomaron varias muestras biolégicas, incluyendo sangre y
heces, de los participantes en varios puntos en el tiempo para efectos de andlisis. Una
organizacion de investigacion contratada para el efecto, A-Pharma s.r.o. (Praga, CZ), llevé a
cabo el estudio en cumplimiento con las Buenas Practicas Clinicas de la Conferencia
Internacional de Armonizacion (ICH-GCP), incluyendo el mantenimiento de un archivo de
documentos esenciales. El estudio se condujo de conformidad con los principios de la
Declaraciéon de Helsinki. Todos los procedimientos que involucraban a sujetos humanos
fueron aprobados por el comité central de ética (comité multicéntrico de ética) y el comité
local de ética en la Republica Checa. Se obtuvo el consentimiento escrito informado de todos
los sujetos. Los monitores de A-Pharma s.r.o. realizaron visitas regulares de monitoreo a los
sitios de investigacion antes, durante y después de la fase de tratamiento, para asegurar que
el estudio se estaba conduciendo en cumplimiento con el protocolo, los lineamientos ICH-
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GCP vy las regulaciones aplicables para la prueba clinica y que los derechos, seguridad y
bienestar de los sujetos bajo estudio estaban protegidos en todo momento. EI estudio se
registr6 en ClinicalTrials.gov (NCT ID: NCT0118579).

2.2 Inclusion de los sujetos

Antes del registro, se evaluaron criterios estrictos de inclusion en el estudio. Se reclutaron
hombres y mujeres adultos hipercolesterolémicos, sanos en los demas aspectos, en 5 centros
en Praga, Republica Checa. Los criterios de inclusion para la distribucion aleatoria eran
hombres y mujeres sanos en los demas aspectos, en edades entre los 18 y 74 afios (inclusive);
niveles de Colesterol LDL >3,4 mmol/1; niveles de triglicéridos <4,0 mmol/]; indice de masa
corporal (BMI) de 22-32 kg/m2. Los criterios de exclusion para la distribucién aleatoria
fueron el uso de farmacos bajo prescripcion para bajar el colesterol en los dltimos 6 meses;
uso de suplementos para reducir el colesterol en los taltimos 3 meses; historia de uso crénico
de alcohol (>2 medidas/d); uso de anticuerpos, corticosteroides, andrégenos o fenitoina
sistémicos; infarto al miocardio, bypass de la arteria coronaria o procedimiento quirargico
mayor en los altimos 6 meses; intolerancia a la lactosa o alergias a productos lacteos; historia
de angina, insuficiencia cardiaca, enfermedad inflamatoria del colon, pancreatitis, diabetes,
enfermedad gastrointestinal, renal, pulmonar, hepatica o biliar o cancer; (evidencia de
lesiones activas, quimioterapia o cirugia en el dltimo afio); uso crénico de probidticos o
laxantes de fibra (>2 dosis / semana) o laxantes estimulantes; historia de desérdenes
alimenticios, ejercicios mas alla de las 15 millas / semana o 4.000 kcal/ semana; embarazo,
lactancia o intencién de embarazo.

2.3 Examen de la condicidn fisica y signos vitales

Las evaluaciones a los sujetos se realizaron en 5 diferentes ocasiones 5 diferentes ocasiones:
Visita VO (semana -4), V1 (semana -2), V2 (semana 0, distribucién aleatoria y linea de base
del tratamiento), V3 (semana 3, punto medio del tratamiento) y V4 (semana 6, punto final
del tratamiento). Las caracteristicas demograficas documentadas de los participantes
incluyeron historias clinicas y quirdrgicas, uso de alcohol y tabaco y métodos de
anticoncepcién (para mujeres en edad fértil). En las visitas V1 (semana -2) y V4 (semana 6)
se realizaron exdmenes fisicos abreviados. Los pardmetros registrados incluyeron el peso de
los sujetos, su indice de masa corporal (BMI), signos vitales (ritmo cardiaco, presiéon
sanguinea sist6lica y diastélica y temperatura oral), asi como cualquier anormalidad
detectable en la piel, ojos, oidos, nariz y garganta, corazén, pulmones, abdomen, sistema
musculoesquelético, ndédulos linfaticos y sistema nervioso. También se evaluaron
regularmente el cumplimiento nutricional y el uso de alcohol por parte de los sujetos a lo
largo del periodo de estudio.

2.4 Preparacion del material de prueba

El L. reuteri NCIMB 30242 (Cardioviva™) se propagoé en un fermentador FV8 y se concentré
en cumplimiento con los procedimientos operativos estandar (SOP por sus siglas en inglés)
y los procedimientos de control de calidad (QC, por sus siglas en inglés) en Microbial
Developments Ltd. (Malvern, RU). Los andlisis microbiolégicos y la pureza del cultivo
bacteriano se confirmaron después de cada lote de produccién. Se prepararon las
microcapsulas de algin-polilisina-algin (APA) que contenian L. reuteri NCIMB 30242 en
complimiento con el SOP y los procedimientos de QC en Brace GmbH (Karlstein, DE) para
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una viabilidad de 5 x 10° CFU/g de microcépsula, lo cual se confirmé después de cada lote
de produccién. Los yogures de placebo y de tratamiento se produjeron y prepararon en
Milcom (Praga, CZ). Los yogures con placebo contenian: 7,9 g de proteina; 11,5 g de
carbohidratos; 1,3 g de lipidos; y 1,25 x 10% de bacterias de yogur. Los yogures con
probidticos contenian 7,2 g de proteina; 10,6 g de carbohidratos; 1,2 g de lipidos; y 1,15 x 109
de bacterias de yogur; y, 10 g de L. reuteri NCIMB 30242 microencapsulado. Ademas de la
carga bacteriana, las microcdpsulas APA de L. reuteri NCIMB 30242 contenian ~0,03 g de
microcapsulas de alginato de sodio / g, 0,0005 g de microcapsulas de poli-L-lisina / g,
cloruro de calcio (traza) y agua. La viabilidad de L. reuteri NCIMB 30242 en los yogures con
probidticos se determind en la fecha de expiracion del lote (después de su embarque
internacional a 4°C) y fue de ~1,4 x 10° CFU / yogur. Con base en los valores de viabilidad
de produccién y expiracién y en estudios de viabilidad previos, la dosis promedio viable
administrada L. reuteri NCIMB 30242 se estim6 en ~1 x 1010 CFU / yogur. Los yogures con
placebo y con probidtico se produjeron 5 veces durante el estudio, con nimeros de lote 1 a 5.
La fecha de expiracion de los yogures con placebo y con probidtico se mantuvo en 3 semanas
después de la produccion del yogur.

2.5 Distribucion aleatoria de los sujetos y dosificacion

Un estadistico externo determiné la distribuciéon aleatoria de los sujetos. Se generaron
secuencias numéricas activas (yogur con probiético) y placebo (yogur con placebo) y los
sujetos que cumplian los criterios de inclusiéon se asignaron aleatoriamente a uno de los
grupos de tratamiento. Se instruyo6 a los participantes en el estudio que consuman todo el
contenido de los yogures de tratamiento dos veces al dia con las comidas de la mafiana y
noche. Los sujetos registraron por si mismos el consumo de cada dosis en un diario durante
las seis semanas de la fase de tratamiento. Los investigadores de campo registraron el
cumplimiento en cada visita investigativa, considerando aceptable el cumplimiento si se
habia tomado 280% de las dosis.

2.6 Analisis de las muestras
2.6.1 Sangre

Se obtuvieron muestras de sangre en ayunas para evaluacién de hematologia y quimica
sérica mediante venopuncién tanto antes del periodo de preinclusién (V1, semana -2) y al
terminar el tratamiento (V4, semana 6). Se analiz6 la bioquimica sérica con respecto a urea,
creatinina, bilirrubina, aspartate aminotransferasa (AST), alanina transaminasa (ALT), gama-
glutamil transpeptidasa (GGT), fosfatasa alcalina (AlkP), glucosa, calcio (CAZ2*), fosfato
(PO4*), potasio (K*), sodio (Na*), cloruro (Cl) y lipasa. Se realiz6 el analisis sérico en un
analizador bioquimico Dimensién RxL usando los juegos apropiados de reactivos (Dade
Behring, Siemens, DE). Se analiz6 la sangre completa (hematologia) con respecto a
hemoglobina, hematocrito, glébulos rojos, glébulos blancos y plaquetas usando un
analizador de hematologia Celltac F (Nihon Kohden, Jap6n). Durante el estudio, se solicité a
los investigadores registrar si los valores individuales de la hematologia sanguinea y de la
quimica sanguinea se consideraron clinicamente significativos (si, no o desconocido)
indicandolo en el formulario de informe de caso.

2.6.2 Fecal
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Se recogieron muestras fecales en los 3 dias antes del periodo de preinclusién (V1, semana -
2) y al terminar el tratamiento (V4, semana 6). Se evalu6 la concentracién fecal de 4cido
biliar desconjugado en 10-15 pg de muestras liofilizadas de heces mediante cromatografia
liquida de gases segtin lo descrito (Batta et al., 2002).

2.7 Monitoreo de eventos adversos

Durante el periodo de estudio se anoté y document6 el uso de medicamentos concomitantes
y cualquier procedimiento médico, quirargicoy / o dental. Un AE se define como cualquier
cambio adverso en la salud (ej.: signo, sintoma, enfermedad, valor anormal de laboratorio u
otro evento médico) experimentado por una persona que participa en un estudio clinico, sea
o no que se considere directamente relacionado con el tratamiento prescrito, y que aparezca
o empeore durante el curso del estudio, o dentro de un periodo especificado después de la
terminaciéon del tratamiento. Durante el estudio, se solicité a los investigadores que
registren todos los AE directamente observados y espontdneamente informados.
Empezando en la visita anterior al periodo de preinclusiéon (V1, semana -2), en cada visita
del estudio se consult6 a los sujetos acerca de la ocurrencia de AE. El investigador clasificé
cada AE como grave o no grave. En caso de la ocurrencia de un AE grave, el informe siguié
el procedimiento para hacerlo de forma expedita. La informacién que describia el AE,
recogida para evaluaciéon y documentacion, incluia lo siguiente: fecha de inicio / resolucién,
intensidad (es decir una reduccién o incremento de la intensidad), gravedad y relaciéon
causal con el tratamiento del estudio o la conduccion del estudio (segtin lo determinado por
el médico). Todos los AE documentados se monitorearon hasta su resolucién o hasta que el
médico los determiné clinicamente insignificantes.

2.8 Monitoreo del estudio, recoleccion de datos y andlisis estadistico

A-Pharma s.r.o. monitore¢ el estudio para asegurar el cumplimiento regulatorio, adherencia
al protocolo e integridad de la recoleccion de datos. Los datos se recogieron en formularios
de informe de caso y luego se verificaron con los documentos fuentes originales de cada
clinica. Cada formulario de informe de caso se ingres6 doblemente en la base de datos
(MARVIN, Plataforma Eclipse, Versiéon 3.3.1.1) antes del cierre de la base de datos y el
analisis estadistico.

El namero de sujetos se calcul6 con base en el criterio de valoracién primario del estudio,
colesterol LDL, y se planificé incluir a un total de 120 sujetos para distribucién aleatoria
segln lo antes descrito (Jones et al., 2011). Se analizaron las diferencias entre los grupos de
tratamiento en cuanto a caracteristicas de linea de base utilizando un andlisis de varianza de
una via (ANOVA) para variables continuas o la prueba de chi cuadrado para variables
categoricas. Se resumieron los AE de acuerdo a los siguientes pardmetros: relacién con el
tratamiento (no relacionado, improbable, posible y probable), intensidad e incidencia de AE
graves. Los AE también se resumieron de acuerdo a la primera ocurrencia de cada AE. Por
lo tanto, cuando los sujetos informaron sobre multiples ocurrencias del mismo evento, esas
ocurrencias solo se contaron como una. Se utiliz6 la prueba Shapiro-Wilk para determinar si
las variables continuas estaban distribuidas paramétricamente. Se analizaron los cambios
con respecto a la linea de base en cuanto a peso, indice de masa corporal (BMI), signos
vitales, hematologia de sangre y quimica sanguinea mediante un ANOVA de una via, para
las variables paramétricamente distribuidas, o una prueba U de Mann-Whitney, para
variables que no calzaban con la descripcién paramétrica. Se analizaron las diferencias en
los acidos biliares fecales desconjugados totales entre y dentro de los grupos usando
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ANOVA de modelo mixto. Los andlisis de datos se realizaron usando el paquete de
software SAS, version 9 (SAS Institute, Cary, NC, EE.UU.) o el paquete de software SPSS,
versién 17.0 (SPSS Inc.; Chicago, IL).

Filtrado
(n=374)
Fall6 el filtrado
(n=254)
Distribucion aleatoria
(n=120)
| ]
Probidtico Placebo
(n=59) (n=61)
| |
Recibid intervencién No recibid intervencién
Recibidé intervencion asignada asignada
asignada (n=60) (n=1)
(n=59) - 2 .
Sujeto se retird
(n=1)
]
|
Poblacion de Seguridad Poblacion de Seguridad
(n=59) (n=61)

Fig. 1. Flujograma de los sujetos de estudio contabilizados a lo largo del estudio.

3. Resultados
3.1 Poblacion del estudio

De 374 voluntarios filtrados inicialmente en cuanto a elegibilidad, 120 sujetos se registraron
subsiguientemente en el estudio entre septiembre y octubre de 2008 (59 sujetos distribuidos
aleatoriamente para el grupo con yogur con probiético [22 hombres y 37 mujeres] y 61 para
el grupo con yogur con placebo [21 hombres y 40 mujeres]; P > 0,05). Uno de los sujetos
distribuidos aleatoriamente al grupo con placebo se retiré del estudio por razones
personales (Fig. 1). Se monitore6 el progreso de todos los participantes a lo largo del
estudio, es decir durante las fases de reposo farmacolégico, preinclusion y tratamiento. Los
sujetos tenian entre 20 y 74 afios de edad (inclusive) con un promedio de 52,0 para el grupo
con yogur con probidtico y 48,9 para el grupo con yogur con placebo (P > 0,05). La altura,
peso, BMI y raza promedio no fueron significativamente diferentes entre los dos grupos (P >
0,05).

Cuadro 1
Resumen de todos los eventos adversos por intensidad
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Yogur con placebo (n=61) Yogur con L. reuteri (n = 59)

Leve Mod. Grave Leve Mod. Grave
Entesopatia 1 0 0 0 0 0
Bronquitis 2 0 0 2 0 0
Infeccidn viral 1 0 0 3 0 0
Amigdalitis 1 0 0 0 0 0
Dispepsia 1 0 0 0 0 0
Otitis media 0 0 0 1 0 0
Rinitis 0 0 0 0 1 0
Diarrea 0 0 0 1 0 0
Extirpacién de neoplasma de la piel 0 0 0 1 0 0
Amigdalitis aguda 0 0 0 1 0 0
Total 6 0 0 9 1 0

n = numero de sujetos

3.2 Eventos adversos

No se observaron AE graves en el grupo con yogur con probiético ni en el grupo con yogur
con placebo. Se registr6 al menos 1 AE que no era grave durante las fases de reposo
farmacolégico, preinclusion o tratamiento en 16,9% de los sujetos en el grupo con yogur con
probidtico, comparado con el 10% de los sujetos en el grupo con yogur con placebo. El
Cuadro 1 muestra la gravedad de todos los AE por intensidad durante todo el estudio. En
general, un total de 9 AE en el grupo con yogur con probiético, comparado con 6 AE en el
grupo con yogur con placebo, se clasificaron como leves en intensidad y 1 AE en el grupo
con yogur con probidtico, comparado con 0 AE en el grupo con yogur con placebo se
clasific6 como moderado en intensidad. No se informé de AE graves en intensidad en los
grupos con yogur con probiético o placebo. El Cuadro 2 muestra el resumen de todos los
AE que ocurrieron durante la fase de tratamiento del estudio para ambos grupos. 16,9% de
los sujetos en el grupo con yogur con probiético, comparado con 8,3% de sujetos en el grupo
con yogur con placebo, informé sobre al menos un AE no grave durante la fase de
tratamiento. El Cuadro 3 resume todos los AE potencialmente relacionados con el
tratamiento (es decir, AE considerados improbablemente, posiblemente o probablemente
relacionados con el tratamiento). En general, no hubo AE en el grupo con yogur con
probiédtico, comparado con 1 AE en el grupo con placebo, que se consideré potencialmente
relacionado con el tratamiento. El Cuadro 4 muestra la gravedad de todos los AE por
intensidad durante la fase de tratamiento. Un total de 9 AE en el grupo con yogur con
probiético, comparado con 5 AE en el grupo con yogur con placebo se clasificaron como
leves en intensidad y 1 AE en el grupo con yogur con probiético, comparado con 0 AE en el
grupo con placebo se clasific6 como moderado en intensidad.

Cuadro 2
Resumen de eventos adversos — fase de tratamiento

Yogur con placebo  Yogur con L. reuteri

(n=61) (n=59)
Numero con al menos un AE 5(8,3%) 10 (16,9%)
Entesopatia 1(1,7%) 0 (0%)

Bronquitis 2 (3,3%) 2 (3,4%)
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Infeccidn viral 0 (0%) 3(5,1%)
Amigdalitis 1(1,7%) 0 (0%)

Dispepsia 1(1,7%) 0 (0%)

Otitis media 0 (0%) 1(1,7%)
Rinitis 0 (0%) 1(1,7%)
Diarrea 0 (0%) 1(1,7%)
Extirpacion de neoplasma de la piel 0 (0%) 1(1,7%)
Amigdalitis aguda 0 (0%) 1(1,7%)

n = numero de sujetos

Cuadro 3
Resumen de todos los eventos adversos relacionados con el tratamiento®

Yogur con placebo  Yogur con L. reuteri

(n=61) (n=59)
Numero con al menos un AE 1 (1,7%) 0 (0%)
Dispepsia 1(1,7%) 0 (0%)

n = numero de sujetos
® Eventos considerados improbablemente, posiblemente o probablemente relacionados con el tratamiento.

Cuadro 4
Resumen de todos los eventos adversos por intensidad — fase de tratamiento

Yogur con placebo (n =61) Yogur con L. reuteri (n = 59)
Leve Mod. Grave Leve Mod. Grave

o
o
o

Entesopatia
Bronquitis
Infeccidn viral
Amigdalitis
Dispepsia

Otitis media
Rinitis

Diarrea
Extirpacién de neoplasma de la piel
Amigdalitis aguda
Total

MO OO0OOORrKREKERONRER
OO0 O0OO0O0OO0OO0OO0OOoOOo
OO0OO0OO0O0OO0OO0OO0OOoOOo
OHRr PR OROOWNO
P OOORrR OO0OO0OOOO
OO0OO0OO0O0OO0OO0OO0OOoOOo

n = numero de sujetos

3.3 Efecto en el peso, BMI y signos vitales

No hubo cambios estadisticamente significativos (P > 0,05) entre las mediciones de signos
vitales (ritmo cardiaco, PS sistdlica, PS diastdlica o temperatura oral) en la linea de base y el
final de tratamiento para los sujetos que recibieron ya sea los yogures con probiético o los
yogures con placebo (Cuadro 5).

Cuadro 5
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Peso, BMI y signos vitales en la linea de base y sus cambios

Yogur con placebo (n=61)  Yogur con L. reuteri (n = 59)

Peso (kg)
Linea de Base + de 75,85 + 11,67 75,72 +10,99
Cambio medio al final del tratamiento 0,56 + 2,64 -0,05 +2,44
Valor P 0,207°

BMI (kg/m?)
Linea de Base + de 26,08 £ 2,62 26,11 + 2,80
Cambio medio al final del tratamiento 0,19 + 0,89 -0,04 £ 0,87
Valor P 0,185

Ritmo cardiaco (bpm)
Linea de Base + de 75,41 £+ 6,16 75,93 + 4,77
Cambio medio al final del tratamiento 0,33 + 7,54 -1,42 + 6,63
Valor P 0,071

PS sistélica (mm Hg)
Linea de Base + de

134,57 +10,12

134,32 +9,67

Cambio medio al final del tratamiento -3,07 + 12,39 -1,19+ 11,58
Valor P 0,452°

PS diastélica (mm Hg)
Linea de Base + de 78,82 +5,78 78,88 £ 6,50
Cambio medio al final del tratamiento -1,18 +7,51 -0,98 + 7,06
Valor P 0,593°

Temp. oral (°C)
Linea de Base + de 36,39+ 0,29 36,39+ 0,28
Cambio medio al final del tratamiento 0,03 + 0,29 0,02 £0,23
Valor P 0,841°

Total linea de base (CSV) 0 0

Total punto final (CSV) 0 0

n = numero de sujetos; CSV = valor clinicamente significativo; BMI = indice de masa corporal; bpm = pulsos por
minuto.

® Andlisis de varianza de una via (ANOVA)

® Prueba U no paramétrica de Mann-Whitney

3.4 Efecto en la hematologia clinica y en la quimica

La comparacion de los resultados de la hematologia al final del tratamiento con los valores
de la linea de base en los dos grupos de sujetos mostré que no hubo diferencias
estadisticamente significativas (P > 0,05) para WBC, RBC, hemoglobina, hematocrito y
plaquetas (Cuadro 6).

Cuadro 6
Datos de hematologia en la linea de base y sus cambios

Yogur con placebo (n=61)  Yogur con L. reuteri (n = 59)

Glébulos blancos ( x 10%/1)
Linea de Base + de 6,69+1,71
Cambio medio al final del tratamiento 0,18 + 1,68

7,08 £ 1,66
-0,13+£1,80
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Valor P 0,864°

Glébulos rojos ( x 10'%/1)
Linea de Base + de 4,73 +0,44 4,75 +0,37
Cambio medio al final del tratamiento -0,01 +0,31 0,01+0,23
Valor P 0,487

Plaquetas ( x 10%/1)
Linea de Base + de

263,10 + 44,62

266,74 £ 53,76

Cambio medio al final del tratamiento 1,68 + 50,55 -1,79 + 61,65
Valor P 0,742°

Hematocritos
Linea de Base + de 0,42 £ 0,04 0,41 +0,03
Cambio medio al final del tratamiento 0,00 + 0,02 0,01 +£0,02
Valor P 0,258°

Hemoglobina (g/l)
Linea de Base + de

143,27 +12,61

142,18 +9,72

Cambio medio al final del tratamiento -0,88 *+ 8,16 0,93 £ 8,52
Valor P 0,245°

Total linea de base (CSV) 0 0

Total punto final (CSV) 0 0

n = numero de sujetos; CSV = valor clinicamente significativo.
® Analisis de varianza de una via (ANOVA)
® Prueba U no paramétrica de Mann-Whitney

Cuando se compararon los resultados de la quimica al final del tratamiento de los dos
grupos con los valores de la linea de base, tampoco hubo diferencias estadisticamente
significativas (P > 0,05) para urea, ALT, AST, GGT, fosfatasa alcalina, bilirrubina, lipasa,
glucosa, calcio, potasio, sodio y cloruro. Las creatinina y el fosfato mostraron diferencias
estadisticamente significativas (P < 0,05) entre los grupos con yogur con placebo y con
probidticos cuando se comparé la linea de base con el final. De estos dos pardmetros, un
valor individual de creatinina en el grupo con yogur con placebo se encontré clinicamente
significativo, segtin lo registrado por los investigadores en el formulario de informe de caso,
tanto en la linea de base como en el punto final. No se observaron valores de creatinina
clinicamente significativos en el grupo con yogur con probiético ya sea en la linea de base o
en el punto final. No se observaron valores de fosfato clinicamente significativos en los
grupos con yogur con probiético o yogur con placebo en la linea de base o en el punto final.
En el Cuadro 7 se presentan las comparaciones.

Cuadro 7
Datos de quimica en la linea de base y sus cambios

Yogur con placebo (n = 61) Yogur con L. reuteri (n = 59)

Urea (mmol/I1)

Linea de Base + de 5,24+1,82 5,31+1,85
Cambio medio al final del tratamiento -0,07+£1,23 -0,55+1,49
Valor P 0,098°

Creatinina (umol/I)
Linea de Base + de 81,78 £ 27,90 76,16 + 18,18
Cambio medio al final del tratamiento 3,05 + 15,68 6,69 + 13,32
Valor P 0,031°

Bilirrubina (umol/I)
Linea de Base + de 9,21+4,16 8,79 £4,15
Cambio medio al final del tratamiento 0,32 +3,58 0,19+4,81



M.L. Jones et al. / Toxicologia Quimica y de Alimentos 50 (2012) 2216-2223 2226

Valor P 0,802°

ALT (ukat/I)
Linea de Base + de 0,72+0,19 0,72+0,24
Cambio medio al final del tratamiento 0,02+0,13 0,03+0,18
Valor P 0,804

AST (ukat/1)
Linea de Base t de 0,39+0,12 0,40%0,15
Cambio medio al final del tratamiento 0,01+0,12 0,01+0,16
Valor P 0,827"°

GGT (ukat/l)
Linea de Base + de 0,73+0,67 0,58 +£0,32
Cambio medio al final del tratamiento -0,07 £ 0,59 0,18 £ 0,55
Valor P 0,051°

ALP (ukat/1)
Linea de Base + de 1,16 £ 0,46 1,25+0,46
Cambio medio al final del tratamiento 0,29+0,32 0,13+0,45
Valor P 0,200°

Glucosa (mmol/l)
Linea de Base t de 5,08+0,71 5,18 +0,91
Cambio medio al final del tratamiento 0,11+0,81 -0,06 £ 0,96
Valor P 0,363°

Calcio (mmol/I1)
Linea de Base + de 2,18+0,11 2,20+£0,10
Cambio medio al final del tratamiento 0,02+0,12 -0,02+0,11
Valor P 0,085

Fosfato (mmol/I)
Linea de Base + de 1,06 +0,17 1,10+0,14
Cambio medio al final del tratamiento 0,12+0,20 0,00+0,21
Valor P 0,004°

Sodio (mmol/I)
Linea de Base + de 138,52 +£2,90 138,66 + 2,27
Cambio medio al final del tratamiento -1,50 + 3,21 -0,86 + 2,54
Valor P 0,234°

Potasio (mmol/I)
Linea de Base + de 4,30+0,49 4,31+0,43
Cambio medio al final del tratamiento 0,09+ 0,38 0,07 £0,39
Valor P 0,854°

Cloruro (mmol/l)
Linea de Base + de 100,10 £ 2,47 100,24 + 2,23
Cambio medio al final del tratamiento -0,87 + 2,45 -0,39+2,40
Valor P 0,054°

Lipasa (ukat/1)
Linea de Base t de 3,54 +0,97 3,44 10,73
Cambio medio al final del tratamiento 0,69 £ 0,99 0,59+0,83
Valor P 0,503"

Total linea de base (CSV) 2 1

Total punto final (CSV) 6 1

n = numero de sujetos; CSV = valor clinicamente significativo.
® Analisis de varianza de una via (ANOVA)
® Prueba U no paramétrica de Mann-Whitney

3.5 Efecto en los dcidos biliares fecales desconjugados

Se analizaron las muestras fecales recogidas antes del tratamiento (semana -2) y en el punto
final (semana 6) en cuanto a concentracién de acido biliar fecal desconjugado. Se considerd
adecuado analizar cuarenta muestras, veintian en el grupo de tratamiento y diecinueve en el
grupo con placebo. Se encontré que la concentraciéon media de acido biliar fecal
desconjugado no era significativamente diferente entre los grupos, antes del tratamiento y
en el punto final, o dentro de los grupos durante la fase de tratamiento (P = 0,94; ANOVA de
modelo mixto) segtn lo informado previamente (Jones et al., 2011).

4. Discusion
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L. reuteri es un organismo probiotico predominante derivado de comensales que reside en el
tracto gastrointestinal humano y es la especie de Lactobacillus mas ampliamente distribuida
entre los animales (Casas y Dobrogosz, 2000). Un gran ndmero de estudios clinicos
realizados en seres humanos han demostrado que no hay efectos adversos asociados con el
consumo de L. reuteri (Wolf et al.,, 1998; Oliva et al.,, 2011; Wolf et al.,, 1995; Weizman vy
Alsheikh, 2006; Rosander et al., 2008; Coccorullo et al.,, 2010; Connolly et al.,, 2005). En el
presente estudio se investigé la seguridad y tolerancia clinica del L. reuteri NCIMB 30242
microencapsulado en una formulaciéon de yogur en sujetos hipercolesterolémicos, por lo
demads sanos. Se encontré que la administraciéon de una dosis de 5 x 1010 CFU dos veces al
dia de L. reuteri NCIMB 30242 microencapsulado fue segura y bien tolerada en la poblacién
evaluada. Anteriormente se demostré que el L. reuteri NCIMB 30242 microencapsulado en
una formulacién de yogur logré una reduccién significativa en Colesterol LDL de 8,92% en
un estudio doble ciego, con distribucién aleatoria, controlado con placebo, de brazo paralelo
y multicéntrico (Jones et al.,, 2011). Es mas, las caracteristicas de seguridad de L. reuteri
NCIMB 30242 han sido ampliamente caracterizadas a nivel molecular, metabdlico y
gendmico (Branton et al., 2011). Este estudio apoya la vision de que el L. reuteri NCIMB
30242 microencapsulado en una formulacién de yogur no es patogénico o toxicolégicamente
activo cuando se ingiere dos veces al dia durante un periodo de 6 semanas.

Aun cuando la poblacién objetivo se seleccioné para evaluar los efectos del L. reuteri NCIMB
30242 microencapsulado en el metabolismo del colesterol, ella es representativa de una gran
poblacién adulta con hipercolesterolemia en crecimiento alrededor del mundo. De hecho,
los datos examinados de 18.053 adultos participantes en las Encuestas Nacionales de
Exdmenes de Salud y Nutriciéon desde 1999 hasta 2006 mostraron que la prevalencia no
ajustada de hipercolesterolemia en los EE.UU. iba desde el 53,2% al 56,1% y cambié poco
durante el periodo de estudio (Ford et al., 2010). Asi, la poblacién del estudio representa a
una gran proporcién de la poblacién general adulta de los EE.UU.

Las pruebas clinicas en seres humanos, que evaltan la eficacia o la seguridad de los
probiédticos, deberian tener un tamafio de muestra suficiente como para que su poder
estadistico sea el adecuado para llegar a conclusiones estadisticamente significativas que ya
sea apoyen o rechacen la hipétesis a priori (Gibson et al., 2011). El presente estudio tuvo el
poder estadistico requerido para evaluar adecuadamente un cambio deseado en el criterio
de valoracion primario, Colesterol LDL. Adicionalmente, el estudio tuvo el suficiente poder
estadistico como para detectar criterios de valoracién de seguridad secundarios clinicamente
importantes, medidos antes y al final de la fase de tratamiento. De hecho, el tamafio de la
muestra de 120 era 2-4 veces mds grande que otros estudios comparables que detallan la
seguridad y tolerancia de los probitticos en voluntarios saludables (Burton et al., 2011; Wolf
et al., 1995; Wind et al., 2010) y en sujetos humanos infectados con VIH (Wolf et al., 1998).
Esto es de potencial importancia en ausencia de informes conocidos y validados que
documenten los ntimeros minimos de sujetos necesarios para medir, de forma precisa,
pardmetros de seguridad estadisticamente significativos y la alta variabilidad en los criterios
de valoracion de seguridad en la poblacién bajo estudio (Burton et al., 2011). Estudios
anteriormente presentados sobre la seguridad y tolerancia de los probidticos han tenido
fases de tratamiento con una duracién aproximada de 3-4 semanas (Burton et al., 2011; Wind
et al., 2010; Wolf et al., 1998; Wolf et al., 1995) y en algunos casos han hecho uso de periodos
de reposo farmacolégico y seguimiento de eventos adversos postratamiento. La duracion de
la fase de tratamiento para estudios sobre seguridad y tolerancia esta justificadamente
ligada a la duraciéon esperada del tratamiento, la cual podria variar considerablemente
dependiendo de la condicién que serd tratada, el probiético utilizado y la poblacién
involucrada. El presente estudio emple6 una fase de intervenciéon de 6 semanas, que es
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comunmente usada para estudios distribuidos aleatoriamente controlados, que examinan la
eficacia, seguridad y tolerancia clinica de farmacos que reducen el colesterol, incluyendo las
estatinas (Nawrocki et al., 1995) y la ezetimiba (Bays et al., 2011), asi como intervenciones
nutricionales (Hansel et al., 2007; Plana et al., 2008).

Se encontré que el L. reuteri NCIMB 30242 microencapsulado en una formulacién de yogur
es bien tolerado; en el grupo no hubo sujetos que se retiraron del estudio y se encontré que
todos los sujetos cumplieron con su parte pues, segin la evaluacién de los médicos
investigadores, consumieron al menos 80% del tratamiento asignado a ellos. Se ha
informado que hay participantes en estudios clinicos en los que se administré yogur u otros
productos lacteos que fueron madas propensos a experimentar eventos adversos en
comparacién con los sujetos del grupo de control (Agencia para la Investigaciéon y Calidad
del Cuidado de la Salud, 2011). En el presente estudio no se observaron eventos adversos
graves a lo largo del estudio. Es mas, no se observaron eventos adversos potencialmente
relacionados con el tratamiento en los sujetos que recibieron yogures con probidticos en
comparaciéon con un evento adverso potencialmente relacionado con el tratamiento en
sujetos que recibieron yogures con placebo. Una revision de 622 estudios sobre probidticos
realizada por la Agencia para la Investigaciéon y Calidad del Cuidado de la Salud concluyé
que la evaluaciéon e informacion sistematica sobre eventos adversos en estudios de
intervencién sobre probiéticos es generalmente insuficiente (Agencia para la Investigacion y
Calidad del Cuidado de la Salud, 2011). En el presente estudio la evaluacion sistematica de
eventos adversos y la valoracién de la fortaleza de la asociacion entre evento adverso e
intervencion se realizé6 mediante reuniones cara a cara entre el sujeto y el médico calificado
en el sitio de la investigacién. Se ha informado que el diagnostico del médico en el sitio de
investigacion es superior en cuanto a precisiéon e impacto que los cuestionarios de resultados
informados por el paciente (PRO, por sus siglas en inglés) (Valderas et al., 2008).

El L. reuteri NCIMB 30242 microencapsulado en una formulaciéon de yogur no afect6é
significativamente al peso, BMI, signos vitales o marcadores de seguridad hematol6gicos de
la sangre. La comparacién entre los grupos con yogur con probiético y con placebo
demostré diferencias estadisticamente significativas en la creatinina y el fosfato; sin
embargo, ninguno de los valores se consideré clinicamente significativo, segtin lo evaluado
por el médico calificado en cada sitio de investigaciéon durante cada visita de los sujetos. De
hecho, un solo sujeto en el grupo con yogur con placebo tuvo un valor de creatinina
clinicamente significativo, el mismo que no cambi¢ desde la linea de base hasta el final del
estudio, y ningan sujeto tuvo valores clinicamente significativos de fosfato en ninguno de
los grupos de tratamiento. En total, en el grupo con yogur con placebo hubo un ntmero
mucho mayor de marcadores de seguridad bioquimicos individuales -clinicamente
significativos, en comparacién con el grupo con yogur con probiético.

Muchas bacterias probiéticas, incluyendo los Lactobacillus y las Bifidobacterias pueden
desconjugar activamente los acidos biliares a través de la accién de la hidrolasa de sal biliar.
El L. reuteri NCIMB 30242 se seleccion¢ especificamente por su alto nivel de actividad BSH y
correspondiente capacidad de reducir el colesterol en los seres humanos cuando se consume
de forma repetida (Branton et al., 2011; Jones et al., 2011). Se cree que este fenotipo mejora la
supervivencia del organismo en el tracto intestinal y es, por lo tanto, una caracteristica
comun entre las bacterias probidticas; ademads, es particularmente prevalente entre las
bacterias que son comensales naturales de los intestinos. Anteriormente hemos demostrado
que las cepas de L. plantarum y L. reuteri microencapsuladas en APA, que exhiben actividad
BSH, mantienen la viabilidad celular y la capacidad de desconjugacién del acido biliar en un
modelo de simulacién del tracto superior GI (Martoni et al., 2007; Martoni et al., 2008).
Mientras que las opiniones varian, una de las hipétesis dice que la desconjugacién del acido
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biliar proximal al ileo terminal de hecho no altera la circulacién enterohepatica de los 4cidos
biliares sino que, en su lugar, altera el acervo de acido biliar circulante (Schiff et al., 1972).
Para apoyar esta hipoétesis, se ha demostrado que la cepa B. animalis DN-173010, escogida en
un proceso de filtraciéon por su capacidad de desconjugacién de acido biliar, no resulté en un
incremento en la formacion de acidos biliares secundarios en las heces de sujetos humanos
saludables (Marteau et al., 2002) o en la vena porta de cerdos (Lepercq et al., 2004). En el
presente estudio, cuando se comparan los grupos con yogur con placebo y con probiético
durante la fase de tratamiento, no se observé cambio significativo en la excrecién fecal de
acido biliar desconjugado en las muestras recogidas.

5. Conclusiones

Se utiliz6 una dosis de L. reuteri NCIMB 30242 microencapsulado en una formulacién de
yogur tomada dos veces al dia, durante 42 dias para demostrar su seguridad y tolerancia en
adultos hipercolesterolémicos, sanos en los demas aspectos. La fase de tratamiento fue
significativamente mas larga e incluyé a un nimero superior de sujetos que otros estudios
comparables sobre seguridad y tolerancia de probiéticos. La ocurrencia de AE, evaluada
por el clinico e informada por el sujeto, combinada con los resultados de la quimica
sanguinea, hematologia y evaluaciones fecales, claramente mostré que L. reuteri NCIMB
30242 microencapsulado en una formulaciéon de yogur es bien tolerado por los seres
humanos. Se deberan disefar estudios futuros para sustanciar este resultado durante
periodos de tratamiento mds largos, los cuales deberdn evaluar criterios de valoraciéon
adicionales y cambios a la salud gastrointestinal mediante el cuestionario gastrointestinal.
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