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Resumen

La enfermedad renal crénica (ERC) es un problema de salud global afecta a millones
de personas, generando una carga economica significativa y disminuyendo la calidad de vida de
los pacientes. En pacientes con ERC en hemodidlisis, la disbiosis intestinal contribuye al aumento
de toxinas urémicas y a la inflamacidn sistémica, factores quﬁstan asociados a complicaciones
cardiovasculares. Este disefio de estudio busca evaluar el impacto de la suplementacién con
probidticos en la reduccién de toxinas urémicas y marcadores inflamatorios en pacientes con
ERC en hemodialisis que presentan disbiosis intestinal.

Se disefio un ensayo clinico prospectivo, aleatorizado y controlado con placebo, en el que
342 pacientes seran asignados a recibir un suplemento probiético con Lactobacillus acidophilus
y Bifidobacterium longum o un placebo durante 6 meses. Se mediran los niveles séricos de indoxil
sulfato y p-cresol sulfato, mientras que los secundarios abarcan marcadores inflamatorios (TNF-

a, IL-6, IL-18) y la composicion de la microbiota intestinal.

Se espera que la intervencion con probidticos reduzca significativamente las toxinas
urémicas y la inflamacion, y mejore la diversidad bacteriana intestinal. De comprobarse estos
resultados, la suplementacidn con probidticos podria convertirse en una terapia altemativa
segura con potencial para disminuir el riesgo cardiovascular y los costos asociados al manejo de
la ERC, asi como también mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Palabras clave: Enfermedad Renal Crénica, Hemodialisis, Dishiosis, Probidticos, Toxinas

urémicas.
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Abstract

Chronic kidney disease (CKD) is a global health issue that affects millions of people,
generating a significant economic burden and reducing patients’ quality of life. In CKD patients
undergoing hemodialysis, intestinal dysbiosis contributes to increased uremic toxins and
systemic inflammation, factors associated with cardiovascular complications. This study is
designed to evaluate the impact of probiotic supplementation on the reduction of uremic toxins
and inflammatory markers in CKD patients on hemodialysis who present with intestinal
dysbiosis.

A prospective, randomized, placebo-controlled clinical trial was designed, in which 342
patients will be assigned to receive a probiotic supplement containing Lactobacillus acidophilus
and Bifidobacterium longum, or placebo, for a period of six months. Serum levels of indoxyl
sulfate and p-cresyl sulfate willae measured as primary outcomes, while secondary outcomes

include inflammatory markers (TNF-a, IL-6, IL-18) and gut microbiota composition.

It is expected that the probiotic intervention will significantly reduce uremic toxins and
inflammation and improve intestinal bacterial diversity. If these outcomes are confirmed,
probiotic supplementation could become a safe altemative therapy with the potential to reduce
cardiovascular risk and the costs associated with CKD management, as well as improve
patients’ quality of life.

4
Keywords: Chronic Kidney Disease, hemodialysis, intestinal dysbiosis, probiotics,

uremic toxins.
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1. Introduccién

a enfermedad renal crénica (ERC) se define como anormalidades en la estructura o
funcién del rifion, presentes durante un minimo de 3 meses. La ERC se clasifica segun la causa,
la categqgia de Tasa de Filtracion Glomerular (TFG) (G1-G5) y la categoria de albuminuria (A1-
A3) (1). La National Kidney Foundation (NKF) define la enfermedad renal crénica como una

disminucién de la TFG a menos de 15 mL/min/1.73 m2. (2)

Esta patologia es conocida como “silenciosa” debido al poco conocimiento que tiene la
poblacién sobre ella, lo que hace fundamental su diagnéstico oportuno y preciso. Esta
enfermedad cronica a menudo se diagnostica de forma tardia debido a la falta de sintomas
aparentes en las etapas iniciales y ya que la mayoria de las personas son aparentemente
asintomaticas. Se estima que el 94% de las personas con un deterioro leve a moderado de la
funcion renal y alrededor del 48% de los individuos con disfuncion renal grave no son
diagnosticados. (2)

1.1 Enfermedad Renal Crénica

La importancia de esta enfermedad ha comenzado a presentar un auge debido a los
costos en salud publica, la disminucion de la calidad de vida de los pacientes y el aumento de la
incidencia alrededor del mundo. Actualmente se estima que 850 millones de personas alrededor
del mundo sufren de ERC. (3) Qonvirtiéndose en una preocupacion a nivel global, y
especificamente en Espana, ya que el analisis de la informacién recogida en el estudio ENRICA-

Renal ha situado la prevalencia de la ERC en el 15,1%(3).

Los rifiones tienen funcion enddcrina y exocrina regulando y manteniendo los
mecanismos bioldgicos fundamentales. Las funciones exocrinas incluyen el equilibrio de liquidos
y electrolitos, la regulacién acido-base y la eliminacién de desechos del cuerpo. (2). La
disminucion de estas funciones en el cuerpo puede llevar a desencadenar una serie de
complicaciones que deterioran en gran medida la calidad de vida de los pacientes.

Esta enfermedad parece ser cada vez mas el resultado de un conjunto de sintomas mal
controlados. Las causas mas comunes de la enfermedad renal crénica son la diabetes tipo 2 y
la hipertensiéon arterial (HTA). Ademas, la composicién de la microbiota intestinal y sus
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metabolitos podrian estar asociados con el inicio y la progresion de esta enfermedad de forma

secundaria(4)

a ERC se asocia con factores no controlables, como género y edad, pero también con
habitos y estilos de vida y por tanto con factores de riesgo evitables como HTA, obesidad,
dislipemia, tabaquismo, hiperuricemia y enfermedad cardiovascular. (3)Todas estas patologias
pueden ser prevenidas por medio de una dieta correcta, equilibrada y completa en donde exista

variedad de alimentos que aporten antioxidantes y probioticos para una microbiota equilibrada.

En ERC usualmente hay un estado inflamatorio elevado. La inflamacién sistémica de bajo
grado se caracteriza por la presencia constante de marcadores inflamatorios. La cascada
inflamatoria comienza con un estimulo inicial, como una lesidn tisular o una entidad extrafa, lo
que aumenta la generacién de citocinas proinflamatorias (TNF-alfa e IL-1). Esta da lugar a un
aumento del flujo sanguineo, la regulacidn al alza de mediadores quimicos y la infiltracion de

leucocitos. La interrupcién de esta cascada esta mediada por moléculas antiinflamatorias. (5)

El dafio renal progresivo y la reduccion de la filtracion provocan la acumulacién de varias
sustancias en el cuerpo, conocidas como toxinas urémicas. Se plantea la hipotesis que existe
una correlacién entre la presencia de toxinas urémicas, el desarrollo de inflamacién y disfuncion
inmunoldgica, y la aparicion de enfermedades cardiovasculares, asi como la severidad y
evolucién de la ERC. (4)

1.2 Microbiota Intestinal y asociacién con ERC

10
Numerosos estudios han indicado que la progresion de ERC a la enfermedad renal en

etapa terminar esta estrechamente asociada con la acumulacién de metabolitos toxicos en la
sangre y otros compartimentos metabdlicos. Esto se debe a su mayor generacion por un
micrabioma disbiético, junto con una reduccion en su eliminacién debido al deterioro de la funcién

renal. (6)

Las bacterias probidticas mantienen la barrera epitelial intestinal a modo que ayudan a
reducir la inflamacién del intestino producidas ptala fermentacion de las bacterias dafiinas. La
inflamacion es una caracteristica destacada de la ERC que afecta al 10-15% de la poblacién
mundial. Ademas, la inflamacion es un factor de riesgo establecido para la mortalidad temprana
y actia como un catalizador en el desarrollo de otras complicaciones, como la enfermedad
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cardiovascular (ECV). Aunque la inflamacién tiene miltiples causas, la disbiosis intestinal esta
emergiendo como un tema de interés (7). El microbiota intestinal representa una de las mas
diversas de todo el cuerpo humano y abarca mas de 35,000 especies bacterianas con 10 millones
de genes. (8)

Una de las principales funciones del rifidn es la eliminacion de desechos nitrogenados a
través del ciclo de la urea, encargandose del 80% de la eliminacién, mientras que el 20% restante
es llevado a cabo por la flora intestinal.(5) En la ERC debido a la disminucién de la funcion renal,
una gran parte de la eliminacion de la urea es realizada por la microbiota, lo que provoca un
aumento en la generacioén de hidréxido de amonio y un incremento del pH intestinal. Es probable
que la alteracion de la composicién de la microbiota, favorece el crecimiento de bacterias
patégenas y or tanto, aumente la inflamacidn. (5) El aumento de la permeabilidad de la barrera
intestinal facilita la entrada de precursores de toxinas urémicas en la circulacién, lo que provoca
una mayor acumulacion de toxinas en el suero. (6) Esto, a su vez, puede acelerar la
ateroesclerosis y la inflamacion sistémica.

Se sabe desde hace mucho tiempo que la ERC causa patologias gastrointestinales
significativas. La disbiosis intestinal se caracteriza por la pérdida de diversidad y un desequilibrio
en su composicion. Una alta alfa diversidad, que mide la riqueza y uniformidad bacteriana, suele
estar asociada con un mejor estado de salud. (9)

Tres familias bacterianas (Clostridiaceae, Enterobacteriaceae y Verrucomicrobiaceae)
contienen el gen de la triptofanasa, responsable de la produccién de indol. Cinco familias
(Cellulomonadaceae, Dermabacteraceae, Micrococcaceae, Polyangiaceae y
Xanthomonadaceae) poseen el gen de la uricasa. Dos familias (Clostridiaceae y
Enterobacteriaceae) pueden desaminar la tirosina para convertifla en p-cresol. (10)

La mayoria de las toxinas urémicas de origen intestinal han demostrado tener un papel
directo en la mortalidad y en las complicaciones de la enfermedad renal crénica. Por ejemplo, el
IS y el PCS estan positivamente correlacionados con un aumento de la mortalidad por
enfermedades cardiovasculares en pacientes con ERC. (11)

Familias bacterianas que poseen o producen lipopolisacaridos (LPS) se ha observado un
aumento de la presencia de familias bacterianas Gram negativas, como Corynebacteriaceae,
pseudomonadaceae y Enteriobacteriacear en la poblacion con ERC. El LPS estimula la
produccion de citocinas proinflamatorias (IL-81, TFG-B1, MCP-1 y TNF- a) contribuyendo a la
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progresion de la ERC. (10) La conexién entre la enfermedad renal crénica y la microbiota
intestinal sugiere la utilidad de incluir probidticos y simbidticos en la terapia. Se dice que la
incorporacion de estos suplementos ayuda a regular el equilibrio de la flora intestinal, lo que
podria contribuir a frenar la progresion de ERC. (4)

Segun la Food and Agriculture Organization (FAO) probidticos son microorganismos
vivos que, administrados en cantidades adecuadas, resultan beneficiosos para la salud del
huésped. Sin embargo, un aumento en bacterias que producen enzimas formadoras de indol y
la reduccién de bacterias que poseen enzimas farmadoras de acidos de grasos de cadena corta

(SCFA) pueden provocar disbiosis intestinal en modelos humanos y animales. (12)

Los pacientes con ERC en hemodialisis son mas susceptibles a la disbiosis intestinal, lo
que aumenta el riesgo de complicaciones en personas con ERC y enfermedad cardiovascular.
(13) El numero de personas en tratamiento renal sustitutivo TRS - hemodialisis, dialisis peritoneal
o trasplante- ya alcanza los 1.363 por millén de poblacién, situandose en 64.600 personas (3)
Por medio de marcadores inflamatorios como IL-1 (elevado en pacientes en dialisis), fibrinégeno

y TNF-alfa que son predictores independientes de la progresion de la enfermedad. (5)

Otros factores que pueden estar afectando la microbiota de los pacientes con ERC es la
dieta. En ERC la intervencion nutricional es clave para evitar la acumulacion de toxinas, las dietas
son bajas en fosforo, potasio, liquidos, sodio, azlcares entre otros. Disminuyendo asi la variedad
de la alimentacion, siendo limitada y dejando al paciente con pocas opciones y fuentes de fibra
y magnesio. Debido al bajo consumo de fibra y liquidos estos pacientes pueden presentar

estrefiimiento, lo que aporta a la fermentacion en la microbiota y aumenta las toxinas urémicas.

Es preciso evaluar el desempefio de los tratamientos actualmente disponibles, asi como
la posibilidad de complementarlos con estrategias nuevas, poco invasivas y seguras que
mejoren engperfil inflamatorio del paciente. En este contexto, se hipotetiza que el uso de
probidticos podria contribuir a la disminucion de toxinas urémicas y marcagdpres de inflamacién
en pacientes con enfermedad renal crénica con disbiosis. En la realizacion de este trabajo se ha
utilizado la herramienta de inteligencia artificial Chat GPT como apoyo para la reformulacidon de
ideas y correccion gramatical. Todas las ideas y textos han sido revisados y adaptados por el
autor del trabajo.
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g
2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Evaluar el efecto del uso de probidticos en la reduccion de foxinas urémicas y la
disminucién de la inflamacion en pacientes con enfermedad renal crénica (ERC) en hemodialisis

que tienen disbiosis intestinal.

2.2 Objetivos especificos
2.2.1 Valorar los niveles de marcadores de inflamacién como factor de necrosis tumoral
alfa (TNF- a), interleucina (IL)-6, IL-18 y endotoxinas en el suero y ver si se asocian con una

intervencion nutricional clinica.

2.2.2 Cuantificar los niveles de toxinas urémicas (como indoxil sulfato y p-cresol sulfato) en

pacientes con ERC en hemodidlisis antes y después de la intervencion con probidticos.

2.2.3 Evaluar si el uso de probidticos como estrategia nutricional en pacientes con ERC
representa una intervencion sostenible en nutricion clinica, al reducir la necesidad de
tratamientos farmacoldgicos adicionales.

3. Justificacion

Son pocos los estudios que se han realizado para poder probar la eficacia de los probidticos
sobre la mejoria en el estado de salud de un paciente con ERC en terapia de hemodialisis,
disminucién de las toxinas urémicas, mejora de la inflamacioén y ralentizacion en el progreso de
la enfermedad renal.

La relacién que existe entre la microbiota y las enfermedades crénicas es un area muy
amplia que se puede investigar, debido a la gran cantidad de vacios de conocimiento dentro de
la microbiota intestinal. Con el aumento cada vez mayor de la incidencia de Enfermedad Renal

Cronica, se ha evidenciado la necesidad de nuevos tratamientos mas alla de |a terapia sustitutiva.

Aunque los tratamientos tradicionales como hemodialisis para tratar ERC han probado ser
eficientes a la hora de eliminar las toxinas urémicas, no los eliminan en su totalidad, debido ala
disbiosis intestinal generada propiamente por la enfermedad. Por lo tanto, en este estudio se
pretende evaluar el impacto que tienen los probioticos en la disminucion de toxinas urémicas en

pacientes con ERC en hemodialisis.
10
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Este estudio podria contribuir de una forma significativa a la definicién y la comprensién de
muchos conceptos y la relacion entre variables, principalmente en el ambito de la microbiota
intestinal y como esta impacta e influye en la ERC. Se podria llegar a una definicion mas
especifica del significado de tener una microbiota equilibrada y que efectos benéficos tiene sobre
la disminucién de marcadores inflamatorios.

Debido a la alta prevalencia de enfermedad renal crénica a nivel mundial, asi como al
impacto social y econémico que representa para los sistemas de salud, la suplementacion con
probidticos podria ser una estrategia util para reducir la disbiosis intestinal asociada a esta
patologia. Esta intervencion no solo podria contribuir a disminuir los costos sanitarios, si no
también beneficiar a enfermedades relacionadas con ERC, como HTA y diabetes mellitus tipo 2.
De esta forma, se mejoraria la calidad de vida para los pacientes en TRS y se optimizaria el uso
de los recursos en salud.

4., Metodologia

4.1 Tipo de estudio:
El tipo de estudio es experimental de casos y controles, prospectivo, longitudinal.
Casos: intervencion con la suplementacion de probidticos.

Controles: no intervencidn con suplementacién.

4.2 Descripcion de la mugstra:

Pacientes que viven con enfermedad renal crénica con tratamiento de terapia de sustitucion
renal hemodialisis en una unidad hospitalaria, que cumplen con los criterios de inclusion y que
hayan firmado el consentimiento informado.

3
4.3 Consideraciones éticas

El proyecto sera evaluado y aprobado por el comité de ética del centro donde se va a
realizar, y que, ademas, cumple con la Declaracion de Helsinki.

.4 Criterios de inclusién
1. Pacientes entre 30 y 80 afios.
2. Pacientes diagnosticados con enfermedad renal crénica en hemodidlisis con un minimo
de 3 meses de tratamiento en una unidad hospitalaria de Madrid, Espafia.
3. Pacientes que presenten disbiosis intestinal confirmada por analisis de microbiota fecal.
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4.
5.

Pacientes que tengan capacidad de ingerir probidticos de manera oral.

Pacientes que firmen el consentimiento informado.

4.5 Criterios de exclusion

1.

2
3.
4

o

Pacientes con infecciones activas.

Pacientes con enfermedades autoinmunes o uso reciente de inmunosupresores.

Uso reciente de antibidticos o probioticos previos a la intervencion.

Pacientes que se sometieron a una reseccion intestinal, pacientes con enfermedad de
Crohn o colitis ulcerosa.

Historia de trasplante renal o en protocolo de seleccion para trasplante.

Pacientes que no firmen el consentimiento informado o no se comprometan a seguir tado
el tiempo del proyecto.

4.6 Seleccion de individuos

Se utilizara un muestreo aleatorizado, ciego simple seleccionando pacientes que cumplan

con los criterios de inclusién y firmen el consentimiento informado. Los sujetos segan pacientes

atendidos en una unidad de hemodialisis de un hospital en Madrid, Espafia. El tamafio de la

muestra sera de 342 pacientes 171 grupo intervencioén y 171 grupo placebo.

Para determinar el tamafio muestral de este estudio, se utilizé la férmula para poblaciones

finitas, dado que el universo de estudio esta constituido por un nimero conocido y limitado de

pacientes en hemodialisis. Segun el Informe del Registro Madrilefio de Enfermos Renales

(REMER) 2021, existen 3,105 pacientes en tratamiento de hemodidlisis en la Comunidad de

Madrid.
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4.6.1 Figura 1. Descripcion de la intervencion y disefo del estudio. Elaboracién propia
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4.7 Método de recogida de datos:
Se llevara a cabo una evaluacion inicial (TQ) y final (T1) asi como seguimiento de los

pacientes durante 6 meses realizando recoleccién de laboratorio.

Se tomaran muestras de sangre y hec n 2 momentos, al inicio del tratamiento y al final
de este. Marcadores inflamatorios TNF- a (< 10 pg/mL), IL-6 (< 5 pg/mL), IL-18 (20 — 50 pg/mL),
Indoxil sulfato (IS) (4-8umol/L), p-Cresol sulfato(5-25 umol/L).

Microbiota intestinal: proporcién de Firmicutes/bacteroidetes, presencia de bacterias
productoras de toxinas urémicas. Evaluacion de disbiosis mediante secuenciacion de 16S rRNA.

4.8 Variables a analizar
4.8.1 Variable independiente: suplementacion con probidticos.
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El grupo de intervencion (n=17 1) recibira un suplemento en capsulas de probidticos durante
6 meses. Lactobacillus acidophilus (2.2 x 10 ¢ UFC) y Bifidobacterium longum (0.53 x 10 ¢ UFC)
unidades formadoras de colonias. Fueron seleccionados como principales familias que muestran
efectos benéficos en el equilibrio de la microbiota intestinal. La dosis diaria fue de dos capsulas
por dia, tomadas cada mafnana antes de una comida. La dosis fue seleccionada por estudios

anteriores en los que han reflejado resultados prometedores. (14)

Grupo control (n=171) recibira intervencion con placebo. Las capsulas de placebo son
similares en apariencia, textura y sabor a las del grupo intervencién y contienen unicamente

almidon pregelatinizado y lactosa.

Ambos grupos fueron instruidos en mantener su dieta y el régimen habitual de medicacion

durante la duracion del estudio.

4.8.2 Variables dependientes
Niveles de toxinas urémicas:

* Indoxil sulfato (IS): se medira mediante analisis de sangre.
Valor de referencia normal: 4-8 ymol/L.
Valor alterado: >8 pmol/L.

+ p-Cresol sulfato (PCS): medido mediante andlisis de sangre.
Valor de referencia normal: 5-25 pmol/L.

Valor alterado: >25 pymol/L.
Marcadores inflamatorios:

s TNF-a: se medird mediante analisis de sangre.
Valor de referencia normal: < 10 pg/mL.
Valor alterado: = 10 pg/mL.
* Interleucina 6 (IL-6): se medira mediante analisis de sangre.
Valor de referencia normal: <5 pg/mL.
Valor alterado: = 5 pg/mL
e Interleucina 18 (IL-18)
Valor de referencia normal: 20-50 pg/mL.
14
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Valor alterado: 250 pg/mL.
Composicion de la microbiota intestinal

Se evaluard mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA a partir de muestras fecales,

recogidas al inicio y al final del tratamiento.
Se analizara:

s Proporcion Firmicutes/Bacteroidetes: valorar la presencia de disbiosis, aumento de
bacterias patogenas y descenso de cepas beneficiosas como Lactobacillus y
Bifidobacterium.

+ Presencia de bacterias productoras de toxinas urémicas
Variables de confusion

¢ Uso de medicamentos: antibidticos, inmunosupresores o farmacos que alteren la
composicion de la microbiota.

+ Habitos alimentos durante el estudio: podrian afectar la composicién bacteriana o los
niveles inflamatorios.

* Adherencia al tratamiento probiético: verificada mensualmente mediante entrevista

telefénica estructurada.

4.8.3 Registro de los valores de las variables

Se registraran los valores obtenidos en Excel y posteriormente en una base de datos de
software estadistico como SPSS (Fabricante: IBM, Estados Unidos, 2009).

1. Analisis descriptivo:
¢ Las variables cuantitativas (TNF-a, IL-6, edad) se expresaran como media *
desviacion estandar o mediana, segun distribucion.
+ Variables cualitativas (sexo, presencia de bacterias, disbiosis) se presentaran como
frecuencias absolutas y porcentajes.
2. Pruebas de normalidad:
e Se aplicara Shapiro-Wilk para verificar la distribucidon normal de las variables
cuantitativas.
3. Comparacion entre mediciones (TO y T1):
+ Sila variable tiene distribucion normal: t de Student para muestras pareadas.

15
Trabajo Fin de Master Universitario en Nutricion Clinica— 2024/25 Universidad
Diia. Yissel Aurara Maldonado Mufioz EUropea oR0




+ Sino tiene distribucién normal: prueba de Wilcoxon para muestras relacionadas
4. Andlisis de microbiota:

+« Comparacion de diversidad entre TO y T1 mediante Kruskal-Wallis o Mann-Whitney

segun la variable.
5. Correlaciones:

e Se usara Pearson (si distribucion normal) o Spearman (si no normal) para
correlacionar: Marcadores inflamatorios con toxinas urémicas y diversidad microbiana
con niveles de IS y p-Cresol.

6. Nivel de significancia:

* Se considerara p < 0.05 como estadisticamente significativo.

4.9 Descripcion del seguimiento de los pacientes

Durante la intervencion inicial se les solicitara a los participantes la firma del consentimiento
informado, y toma de muestras de laboratorio. Cada 30 dias después de la medida inicial se le
realizara un seguimiento mediante llamada indagando sobre la adherencia al tratamiento. En la
semana 12 se realizara la evaluacion final del andlisis de sangre y heces.

La estrategia de analisis se basara en n andlisis descriptivo de las variables mediante
media, desviacion estandar y frecuencias, en este apartado se mediran los datos demogréaficos
edad (afios), sexo (femenino/masculino), tiempo en hemodidlisis (meses) antecedentes ﬁ
enfermedades asociadas (hipertension, diabetes etc). Marcadores inflamatorios TNF- a (< 10
pg/mL), IL-6 (< 5 pg/mL), IL-18 (20 — 50 pg/mL), Indoxil sulfato (IS) (4-8umol/L), p-Cresol sulfato
(5-25 pmol/L). Microbiota intestinal: proporcion de Firmicutes/bacteroidetes, presencia de
bacterias productoras de toxinas urémicas. La comparacion entre grupos se realizara por prueba
de t de Student para variables continuas y prueba de chi-cuadrado para las categdricas. En nivel
de significancia sera de p < 0.05.
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5. Organizacion del proyecto

5.1 Cronograma

A continuacion, se presenta el cronograma del disefio de estudio, en el cual se detallan las

principales fases del proyecto, incluyendo la planificacion, seleccién de individuos, recoleccion

de datos, andlisis y redaccion del informe final. En el cronograma se puede visualizar la

distribucién de las actividades a lo largo de 12 meses.

ACTIVIDADES

TIEMPO DE DURACION (MESES)

3 4 5 6

Formacion del equipo de
trabajo

Seleccion y aleatorizacién de
participantes y firma de
consentimiento informado

Evaluacién inicial muestras

de sangre y heces

Suplementacion con
probidticos

Seguimiento mensual
(llamadas + control
adherencia)

Evaluacion final (muestras)

Analisis e interpretacion de
resultados

Redaccién de informe final

Difusion

5.1.1 Figura 2. Cronograma de organizacion del proyecto
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5.2 Presupuesto

El siguiente cuadro muestra el presupuesto estimado para la ejecucion del estudio,

desglosado en recursos humanos y materiales. Los costos han sido calculados tomando como

referencia precios medios del mercado espanol y tarifas profesionales aproximadas de las tasas

salariales.

Recursos humanos
Personal
Bioquimico (analisis de biomarcadores)

Técnico en laboratorio

Estadistico (analisis de datos SPSS)

Nutricionista

Material y suministros

Capsulas de probidticos (6 meses x 171
pacientes)

Placebo (6 meses x 171 pacientes)
Analisis de marcadores inflamatorios
(684 muestras)

Andlisis de microbiota 16S rRNA (684
muestras)

Impresiones, papeleria y
consentimientos informados

Total estimado

RECURSOS

Duracion

80 horas

En 2 meses
120 horas

6 meses

60 h

Al final del
estudio

90 h

6 meses

Coste/hora

25€

20¢€

20€

20€

13.680 €

6.840 €
8.500 €

27.360 €

300 €

64.080 €

5.2.1 Figura 3: Tabla de presupuesto estimado para la intervencion.
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2400 €
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6. Resultados esperados

Este estudio, aln en fase de disefio tiene como objetivo evaluar el posible fecto de la
suplementacién probidtica con cepas seleccionadas sobre los niveles de toxinas urémicas y
marcadores inflamatorios en pacientes con disbiosis que viven con enfermedad renal crénica que
se someten a terapia de hemodialisis.

Se plantea la hipotesis que la admigjstracién de cepas probidticas especificas podria
generar una disminucion significativa en los niveles séricos de indoxil sulfato (IS) y p-cresol

sulfato (PCS), asi como en los niveles de marcadores inflamatorios como TNF- a, IL-6 e IL-18.

Dentro de los principales resultados esperados se espera que el grupo intervencion
muestre una reduccion de los niveles séricos de indoxil sulfato (IS) y p-cresil sulfato (PCS) en

comparacion con el grupo control.

Con respecto a los marcadores inflamatorios TNF-a, IL-6 e IL-8, los cuales estan elevados
en pacientes con ERC, contribuyendo a la inflamacion crénica y mayor riesgo cardiovascular, se
espera que presenten una disminucién en el grupo que recibe la suplementacion probidtica.

En la barrera intestinal, se espera que los participantes del grupo intervencidén muestren un
aumento en la diversidad bacteriana y una reduccién en proporcion de bacterias productoras de
toxinas urémicas, si la adherencia es la adecuada.

7.Discusion

En pacientes con enfermedad renal crénica, hay una alteracidon en la funcién de la
micrabiota intestinal, en donde predominan bacterias dafiinas que aumentan la produccion de
toxinas urémicas, incrementando asi la permeabilidad intestinal de productos como endotoxinas.
Aumentando la inflamacién en estos pacientes.

Este disefio de investigacion parte de la hipotesis de que la suplementacion con cepas
especificas de probidticos como Lactobacillus y Bifidobacterium puede mejorar la composicion
de la microbiota intestinal, reducir los niveles de toxinas urémicas y disminuir los niveles de

marcadores inflamatorios como TNF- a, IL-6 e IL-18.
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Estudios previos han descrito la incidencia de disbiosis en la ERC. Los pacientes con
ERC en hemaodidlisis son mas susceptibles a la disbiosis intestinal, lo qug,aumenta el riesgo de
complicaciones en personas con ERC y enfermedad cardiovascular. (13) El numero de personas
en TRS - hemodidlisis, didlisis peritoneal o trasplante- ya alcanza los 1.363 por millén de
poblacién, situandose en 64.600 personas (3) Por medio de marcadores inflamatorios como IL-
1 (elevado en pacientes en dialisis), fibrindgeno y TNF-alfa que son predictores independientes

de la progresion de la enfermedad. (5)

Li J describio la disbiosis y su relacién con la enfermedad renal. Fueesludio transversal
con la participacién de 94 pacientes con ERC y 54 sanos se recopilamblos datos clinicos y se
obtuvieron muestras de heces de cada participante, se observo que los pacientes con ERC
mostraron un aumento en la presencia de protecbacteria y bacteroidetes, mientras que
presentaron njyeles reducidos de actinobacteria y firmicutes. Ademas, el estudio demostré una
reduccion en la diversidad de la microbiota intestinal en pacientes con ERC. Estos hallazgos
sugieren una disbiosis en la microbiota de estos pacientes. (15)

(15)Con respecto a la seleccion de la sepa para este disefio, un estudio previo desarrolld
una plataforma de seleccidn de probidticos basada en la capacidad de reducir toxinas urémicas
de origen intestinal y logro preseleccionar tres cepas probidticas: lactobacillus paracasei subsp.
BCRC 12188, Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus BCRC 13869, Lactobacillus
plantarum subsp. Plantarum BCRC 12251. Estas cepas fueron seleccionadas debido a su
capacidad para reducir el indoxil sulfato (IS) in vitro.(10)

En cuanto a la composicion de la microbiota intestinal, los resultados muestran una
mejora en la diversidad bacteriana y un aumento de cepas beneficiosas en el grupo que recibio
los probidticos. La evidencia de modelos in vivo e in vitro ha demostrado que las Bifidobacterias
pueden mejorar eficazmente el dafio epitelial, restaurar la funcién epitelial y producir acidos
grasos de cadena corta (AGCC), especialmente butirato. (11). Otro estudio piloto que administré
Lactobacillus casei en pacientes con ERC encontré que esta cepa modula favorablemente la
microbiota intestinal, aumentando metabolitos beneficiosos como la nicotamida y reduciendo la

inflamacién, lo que puede retrasar la progresion de la enfermedad. (16).

Una revisién sistematica de 45 estudios con mas de 2,200 participantes mostré que
aungue existen indicios de reduccién de toxinas urémicas y marcadores inflamatorios, la calidad
de evidencia es baja, lo que evidencia la necesidad de mas estudios clinicos coma este. (17).
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Estudios previos respaldan la hipétesis de este disefio. Por ejemplo Liu et al. (2020)
demostraron en un ensayo clinico que la administracién de probidticos en pacientes en
hemodidlisis mejord el equilibrio bacteriano intestinal y redujo significativamente las
concentraciones séricas de IS y PCS (14) De forma similar en el siguiente estudio realizado por
De Aradijo et al. (2023) reportaron mejoras en la inflamacidn sistémica y la diversidad microbiana
tras 12 semanas de intervencion probidtica en pacientes con ERC en hemodidlisis. (13). En
cuanto a la disminucién de niveles inflamatorios estudios como el de Wagner et al. (2022) y Yang
et al. (2021), sugieren que el uso de probidticos y simbidticos puede aliviar la carga toxica
intestinal y mejorar los perfiles inflamatorios en pacientes con diferentes estadios de ERC. (7)
(12). Esta evidencia concuerda con revisiones recientes que detallan como la disbiosis intestinal

contribuye a la acumulacién de toxinas urémicas y la inflamacion sistémica (18) (19).

La nutricién clinica es una intervencion determinante en la progresion de la enfermedad, la
dieta y las intervenciones nutricionales pueden modificar la composicion de la microbiota
intestinal, lo que repercute en la reduccion de la carga téxica y la inflamacion. (20).

Dentro de las ventajas del presente disefio de investigacién se hace mencion al periodo de
intervencion mas prolongado de 6 meses en comparacion con otros estudios de menor duracion,
asi como también que se presenta un disefo experimental con grupo control y aleatorizacién, lo

que permite una evaluacién mas especifica.

Dentro de las posibles limitaciones, aun no se ha realizado el estudio, por lo que los
resultados esperados son exclusivamente hipotéticos. Ademas, factares como la adherencia al

tratamiento, el consumo de medicamentos y la dieta podrian comprometer la validez del estudio.
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8.Conclusiones

1.

La suplementacion con probidticos podria representar una estrategia segura para reducir
toxinas urémicas e inflamacién en pacientes con ERC en hemodidlisis, al modular la
microbiota intestinal de forma positiva, esto es respaldado por estudios previos que han
demostrado disminuciones significativas de marcadores inflamatorios.

La disbiosis intestinal en pacientes con ERC esté relacionada con la inflamacion sistémica
y la produccion elevada de toxinas urémicas, por lo cual la intervencion con probidticos
puede ser una estrategia prometedora. Este disefio se basa en la eleccion cepas seguras
y con evidencia previa de eficacia.

Si los resultad sperados se confirman, este enfoque podria tener un impacto relevante
no solamente en la calidad de vida de los pacientes si no también en la reduccion de
costos para el sistema de salud, al reducir complicaciones, menor estadia en hospital y
mejora de la enfermedad en general.

A pesar de ser una estrategia innovadora y prometedora, es necesario realizar mas
estudios clinicos con muestras mas amplias y en diferentes contextos y poblaciones para
validar los resultados. Las diferencias de microbiota intestinal, influencia de factores

dietéticos y geneticos, hacen imprescindible realizar mas investigaciones.
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10. Anexos

10.1 Consentimiento informado

HOJA DE INFORMACION AL SUJETO DE INVESTIGACION

Titulo del estudio: Efecto del uso de probidticos en la reduccion de toxinas urémicas e

inflamacion en pacientes con Enfermedad Renal Crénica en hemodidlisis con disbiosis.
Promotor: Universidad Europea de Madrid

Investigador: Yissel Aurora Maldonado Murioz

Centro/Facultad: Unidad de Hemadialisis

Duracion del estudio: 12 meses

Le invitamos a participar en el estudio por que ha sido diagnosticado de Enfermedad Renal
Cronica y esta en tratamiento con hemodialisis. Debe saber que su participacion en este estudio
es voluntaria y que puede decidir NO participar. Si decide participa, puede cambiar su decisién y
retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere su atencién sanitaria.

Lea con calma la informacién que a continuacion le proporcionamos y que le permitira
decidir si quiere o no participar. No es necesario que, de una respuesta en este momento, puede
llevarse esta informacion que le proporcionamos y valorarla con calma. Puede consultarlo con
sus familiares, amigos o su médico de cabecera, si asi lo quiere. Puede hacer cuantas preguntas
desee. Se le contestaran y resolveran todas las dudas que puedan surgirle respecto al estudio.
Debe saber que su participacion es completamente voluntaria y que, si decidiera dejar de

participar, puede hacerlo en cualquier momento sin dar explicacion y sin consecuencia alguna.
(Por qué se realiza este estudio?

Este estudio busca evaluar el efecto que tiene la suplementacion de probidticos en la
disminucion de toxinas urémicas y marcadores de inflamacién en pacientes que viven con
Enfermedad Renal Cronica (ERC). Actualmente se ha demostrado el efecto que tiene la disbiosis
intestinal (mayor concenfracién de bacterias dafinas en el intestino) en el aumento de la
inflamacion en pacientes con ERC, por lo cual la regulacion en el perfil de bacterias por medio
de la suplementacion con probiéticos puede disminuir la inflamacion.
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Descripcién del estudio

Se espera incluir 80 pacientes en total. Usted sera asignado aleatoriamente a uno de dos
grupos: uno que recibira un suplemento probidtico (con Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium longum) y otro que recibira un placebo, una capsula sin principios activos. Ni
usted ni el médico sabran qué capsulas esta recibiendo durante el estudio. El placebo tendra la

misma apariencia, pero sin ingredientes activos.
¢ Como se va a realizar el estudio?

El estudio tendra una duracion total de 6 meses de intervencién y seguimiento durante un
afo. Se realizaran analisis de sangre y heces al inicio y al final del estudio, y recibira seguimiento

telefonico mensual para evaluar la adherencia al tratamiento.
Riesgos y molestias derivados de su participacion en el estudio

La investigacion no supondra ningun riesgo adicional para usted, dado que todas las
intervenciones son seguras y minimamente invasivas. Las probidticos utilizados en este estudio
son cepas reconocidas como seguras. Sin embargo, podrian provocar efectos leves como gases
o molestias intestinales transitorias. Los analisis de sangre podran provocar una sensacién de
ardor en el punto en el que se introduce la aguja en la piel y le puede ocasionar un pequefio
hematoma, que desaparece en pocos dias. Mas raramente mareo en el momento de la
extraccion de sangre. La toma de muestras de heces causa molestias leves.

Posibles beneficios

Es posible que su estado inflamatorio mejore y que se reduzcan los niveles de toxinas
urémicas. Sin embargo, no se garantiza que usted tenga un beneficio personal. Con
independencia al tratamiento que reciba, puede contribuir a un avance cientifico que sirva para
mejorar la calidad de vida de personas que viven con ERC, posiblemente disminuyendo los
niveles de inflamacién y mejorando el pronéstico de la enfermedad.

Contacto en caso de dudas

Si tiene alguna duda, puede contactar con la investigadora principal, LN. Yissel Aurora
Maldonado Mufioz, al correo yisselmaldonado24.ym@gmail.com o al teléfono +3461037658, en
horario de 9:00 a 17:00.

Advertencia relativa al embarazo
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Si usted es mujer en edad fértil o tiene pareja en edad fértil, debera evitar el embarazo
durante el estudio. Actualmente se desconocen los riesgos de los probidticos sobre el feto. En

caso de embarazo, debera comunicarlo al médico del estudio inmediatamente.
Tratamientos alternativos

En caso de no participar, continuara recibiendo el tratamiento habitual para la enfermedad
renal crénica y hemodialisis. Puede consultar otras opciones con su médico.

Gastos y compensacion econémica

Usted no tendra que pagar por ningun procedimiento del estudio. No recibira compensacion
econdmica, pero se cubrirdn los gastos relacionados con el estudio.

¢ Qué tratamiento recibiré cuando finalice el ensayo clinico?

Una vez finalizado el estudio, usted continuara recibiendo el tratamiento que su médico
considere mas adecuado. No se garantiza el suministro de probiéticos una vez terminado el
estudio.

Proteccion de datos personales

Sus datos personales seran tratados con estricta confidencialidad y conforme a la
normativa vigente, incluyendo el Reglamento General de Proteccion de Datos (UE) 2016/679 y
la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos Personales y garantia de los
derechos digitales. Toda la informacion recopilada sera utilizada exclusivamente con fines
cientificos y no sera compartida con terceros sin su consentimiento expreso, salvo requerimiento
legal. Tanto el promotor con el centro se asegurara de que se cumplan los principios
contemplados en la normativa de proteccion de datos, tanto la nacional como la europea. Solo

el personal autorizado podra acceder a la informacién identificativa.
(Para qué se utilizaran mis datos?

Sus datos se utilizaran para evaluar los efectos de los probidticos en pacientes con ERC,
mejorar el conocimiento cientifico y podrian emplearse en futuras investigaciones con fines
similares. Sus datos ayudaran a comprender cdmo funcionan los probidticos en el organismo y
su efecto en pacientes con enfermedad renal crénica.

¢Me puedo retirar del estudio?
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Su participacién en este estudio es completamente voluntaria. Si en cualquier momento
decide no continuar, podra retirarse sin necesidad de justificar su decision y sin que eso genere

ninguna consecuencia.
Agradecimiento

Sea cual sea su decisién, el promotor y el equipo investigador le agradecen sinceramente
su tiempo y atencién.
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10.2 Declaracion del consentimiento del paciente

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO

Yo

(Nombre y apellidos del participante). Con

DNI , en pleno uso de mis facultades mentales, declaro bajo mi

responsabilidad que:

He leido esta hoja de informacion y he tenido tiempo suficiente para considerar mi
o decision.
Me han dado la oportunidad de formular preguntas y todas ellas se han respondido
o satisfactoriamente.
Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
* 1° Cuando quiera
= 2° Sin tener que dar explicaciones.

= 3°Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Comprendo los procedimientos del estudio, incluidas las evaluaciones médicas y pruebas
que se me realizaran

He sido informado/a sobre los posibles riesgos y beneficios de mi participacion en el
estudio.

Entiendo que mis datos personales seran tratados de forma confidencial y de acuerdo
con la normativa vigente de proteccion de datos.

Comprendo que mi identidad no sera revelada en ninguna publicacion o presentacion
derivada de este estudio.

Sé que el estudio ha sido aprobado por un Comité de Efica y que cumple con los
principios de investigacion en seres humanos.

Comprendo que el equipo de investigadores puede interrumpir mi participacién en el
estudio si lo consideran necesario por razones de seguridad o cientificas.

Entiendo que no recibiré compensacion econdmica por mi participacion en el estudio.
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Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi consentimiento
para el acceso y utilizacion de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de
informacion.

He recibido una copia de este documento.

Después de haber meditado sobre la informacién que me han proporcionado, declaro que mi

decision es la siguiente:

DOY
NO DOY
Mi consentimiento para participar en este estudio.

DOY
NO DOY

Mi consentimiento para que se realicen las siguientes pruebas y evaluaciones:

Extraccion de sangre en ayunas para la evaluacion de biomarcadores.
Toma de muestras de heces para valoracion de la composicién de la microbiota

Recibir llamada mensual de seguimiento

Doy
NO DOY
Mi consentimiento para que mis datos personales sean tratados de forma confidencial y utilizados

exclusivamente con fines de investigacion, de acuerdo con la normativa vigente.
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Fecha: Firma del participante:

Fecha: Firma del investigador:

10.3 Revocacion del consentimiento

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Yo, D/Dfa. revoco el consentimiento

prestado en fecha y no deseo continuar participando en el estudio.

“Efecto del uso de probioticos en la reduccion de toxinas urémicas e inflamacion en pacientes
con Enfermedad Renal Crénica en hemodialisis con disbiosis intestinal”.

Fecha: Firma del participante:

Fecha: Firma del investigador:
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