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Intervencién dietética con dieta antiinflamatoria y probiéticos para la modulaciéon de la microbiota

intestinal en artritis reumatoide

Resumen

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune inflamatoria cuya fisiopatologia se asocia con
disbiosis intestinal y activacion inmunitaria aberrante. La intervencion dietética representa una potencial
herramienta terapéutica costo-efectiva para modular la microbiota intestinal y reducir la inflamacién
sistémica. En el presente estudio se evalia la efectividad de una intervencion nutricional basada en una dieta
antiinflamatoria estilo mediterranea, con o sin suplementacion de Lactobacillus acidophilus La-14, en
pacientes adultos con AR de diagnéstico reciente. Se ha disefiado un ensayo clinico aleatorizado, doble
ciego y controlado con placebo, con 50 participantes divididos en dos grupos: uno recibira la dieta
antiinflamatoria y el suplemento probidtico, mientras que el otro realizard la misma dieta, pero recibird el
suplemento placebo, durante 12 semanas. Se mediran variables clinicas (DAS28), marcadores inflamatorios
(hs-PCR, IL-6, TNF-a), composicion de microbiota intestinal mediante secuenciacion del gen ARNr 16s, y
calidad de vida percibida. Se espera que el grupo con suplementacién probidtica presente una mayor
reduccion en actividad de la enfermedad e inflamacion sistémica. Los resultados contribuirdn a iluminar el
papel de la modulacién nutricional e inmunologica mediante probiéticos como terapia coadyuvante en AR,

con implicaciones relevantes para la practica clinica sostenible y personalizada.

Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune inflammatory disease whose pathophysiology is associated
with intestinal dysbiosis and abnormal immune activation. Dietary interventions represent a potential and
cost-effective therapeutic tool to modulate the intestinal microbiota and reduce systemic inflammation. The
present study evaluates the effectiveness of a dietetic intervention based on a Mediterranean-style anti-
inflammatory diet supplemented with Lactobacillus acidophilus La-14 probiotics or placebo, in adult
patients with newly diagnosed RA. A randomized, double-blind, placebo-controlled clinical trial was
designed with 50 participants divided into two groups: one group will receive the anti-inflammatory diet
and the probiotic supplement, while the other group will follow the same diet but receive the placebo

supplement, for 12 weeks. Clinical variables (DAS28), inflammatory markers (hs-CRP, IL-6, TNF-a),
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intestinal microbiota composition by 16s rRNA gene sequencing, and perceived quality of life will be
measured. The probiotic supplementation group is expected to show a greater reduction in disease activity
and systemic inflammation compared to the placebo group. The results of this study will contribute to
illuminating the role of nutritional and immunological modulation through probiotics as adjuvant therapy

in RA, with relevant implications for sustainable and personalized clinical practice.

Keywords: gut microbiota, probiotics, rheumatoid arthritis, anti-inflammatory diet.
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Introduccién-marco tedrico

Artritis reumatoide y la microbiota intestinal

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad cronico-degenerativa de indole autoinmune que se
caracteriza por cambios inflamatorios y degradacion en el tejido sinovial de las articulaciones, cartilagos y
huesos que lleva a una discapacidad funcional (1,2). Su prevalencia es aproximadamente del 0.24-1% de la
poblacion mundial (3,4), afectando a entre 220.000 y 430.000 personas en Espafia. Entre los diversos
factores etiologicos —incluyendo genética, el tabaquismo e infecciones microbianas— se destaca la alteracion
de la microbiota intestinal como un elemento incidente de la AR (1,5-7). Diversos estudios han evidenciado
que la microbiota intestinal de personas que padecen AR es diferente a la de individuos sanos y podria

influir en la respuesta inmune local y sistémica que llega a desencadenar inflamacion articular (8,9).

Las estrategias actuales de tratamiento farmacologico para la AR incluyen glucocorticoides y firmacos
antirreumaticos modificadores de la enfermedad (FAMEs) (6). Por su parte, la terapia nutricional juega un
papel fundamental en atrasar ¢l comienzo de la enfermedad y/o enlentecer su progreso, cuando es utilizada
como coadyuvante a la terapia médica convencional (6). Uno de los mecanismos por los cuales la dieta
juega un rol crucial tanto en la aparicic’)bcomo el tratamiento de la AR es por su efecto sobre la microbiota
intestinal. De acuerdo a Valdes, (10) el término microbiota se refiere al conjunto de microorganismos
presentes en un ambiente determinado. La microbiota del tracto gastrointestinal humano esta poblada por
alrededor de 100 trillones de bacterias, virus, protozoos y hongos, cuyas funciones incluyen la modulacién

de la respuesta inflamatoria (11,12).

No hay un consenso actual que define la “composicion ideal” de una microbiota sana, ya que es Unica a
cada individuo; se habla mas bien de simbiosis entre microorganismo y hospedador para realizar funciones
metabolicas e inmunes de forma 6ptima (13). Sin embargo, hay especies y cepas de bacterias asociadas con
mejor salud (gracias a sus efectos antiinflamatorios), asi como bacterias que al contrario actiian como
patoégenos oportunistas capaces de desencadenar respuestas proinflamatorias (11). Un desbalance en la
cantidad y funcion de las bacterias intestinales, llamado disbiosis intestinal, perjudica la homeostasis,
provoca deficiencias nutricionales y potencia la inflamacion (12). De hecho, se ha descrito previamente que
la disbiosis intestinal es un factor clave que contribuye al comienzo de la AR (9,12,14-16) y que hay
composicionales y funcionales en la microbiota de pacientes con esta enfermedad (2,17). Estas alteraciones
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se deben, por una parte, a la pérdida de integridad de la barrera intestinal, lo cual aumenta la permeabilidad

y permite el paso de microorganismos patogenos (18,19). Por otra parte, el desbalance microbiano puede

desencadenar una respuesta inmunitaria desmedida (17).

En la AR, la disbiosis intestinal ocasiona una activacion aberrante de células inmunes innatas (5). Esto
aumenta la diferenciacion de linfocitos T y causa un desbalance entre linfocitos Th17 proinflamatorios a
células T reguladoras (Tregs), responsables de modular respuestas inflamatorias inapropialas (17,20). Estos
linfocitos infiltran tejido articular y resultan en formacién de citocinas proinflamatorias; al mismo tiempo
que disminuye la circulacion de citocinas antiinflamatorias como TGF-pl e IL-10 (5). Tal migracién de
células autorreactivas hacia las articulaciones produce inflamacion local, y algunas otras citocinas
proinflamatorias como TNF-q, IL-1 e IL-6 promueven la produccion de enzimas que median la destruccion
de tejido cartilaginoso y de hueso (5,16). La modulacion de la microbiota puede regular el mecanismo de
tolerancia inmune que influye en la funcién de las Tregs que suprimen activacion inapropiada de los
linfocitos T (2). De esta manera, la modulacion de la microbiota puede formar parte clave en el control y

manejo de la AR.

alteracion de artritis reumatoide

/ capa mucosa N
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Figura 1. Etiopatogenia de artritis reumatoide a partir de disbiosis intestinal,

adaptado de Zhao et al. Front immunol (2022).

Trabajo Fin de Master Universitario en Nutricion Clinica — 2024/2025 Universidad
Dna. Lucia Martinez Villarreal Europea mADRID




Rol de la dieta en el tratamiento de AR

El tratamiento dietético que se pauta para pacientes con AR tiene como proposito reducir la inflamacion y
promover un buen estado nutricional. Se han estudiado una gran variedad de patrones alimentarios a lo largo
de los afios, desde una dieta vegana estricta hasta ayunos intermitentes de 7-10 dias (21). Entre ellos, la dieta
Mediterranea cuenta con amplio respaldo cientifico como el pauta nutricional en AR, ya que su alto aporte
de acidos oleicos, acidos grasos omega-3, fibra y fitoquimicos tiene la capacidad de disminuir niveles de
inflamacion sistémica (19,22-24). Un estudio realizado por Gioia et al. afirma que un consumo alto de estos
mismos nutrientes, ademads de ﬂntioxidanteséﬂavonoides, mejora el perfil metabolico y esta relacionado
con menor severidad de sintomas al cambiar la composicién de la microbiota intestinal y disminuir niveles
inflamatorios (25). En efecto, la dieta es el factor ambiental principal que impacta la composicién y funciéon
de la microbiota intestinal, desencadenando beneficios antiinflamatorios y por ende, una reduccion de

sintomas artriticos cuando se realiza una dieta apropiada, saludable y balanceada (26).

Uso de probidticos como tratamiento
Otra manera de modificar la composicion de la microbiota es mediante la administracion oral de probidticos,
cual ha mostrado resultados positivos como terapia coadyuvante paael tratamiento de la AR al fortalecer
la barrera intestinal y modular la respuesta inmune (5,15). Los probidticos se definen como
microorganismos vivos que al ser administrados en cantidades adecuadas, proveen un beneficio al
hospedador (27). Estas bacterias exdgenas administradas en pacientes humanos pueden ejercer un efecto
temporal y especifico en la microbiota intestinal y de esta manera atenuar enfermedades relacionadas con
la disbiosis, dependiendo de la cepa que se utilice y la dosificacion (2). Los efectos inmunologicos de la
administracion de probidticos pueden ser directos o indirectos, por medio de la modulacién de la inmunidad
nnata y adaptativa del hospedador, asi como la reduccion del estrés oxidativo (8). Algunas cepas de
bacterias que han mostrado efecto protector en la AR incluyen Bacteroidetes fiagilis, asociada con mayor
actividad de Tregs y menor sintomatologia de la enfermedad; Lactobacillus casei y Lactobacillus
acidophilus, las cuales reducen inflamacion artritica y destruccién de cartilago en ratas como resultado de
un efecto antioxidante; y cepas de Bifidobacterium que reducen la permeabilidad intestinal y modulan la

funcion inmune (5,12,15).

Tratamiento dietético como estrategia de sostenibilidad
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En este contexto, el principio de sostenibilidad en nutricion clinica se fomenta por medio del uso eficiente
de recursos economicos y la adopcion de estrategias terapéuticas que sean efectivas, seguras, accesibles, y
que promuevan el bienestar a largo plazo. La nutricién como intervencion terapéutica tiene el potencial de
mejorar la calidad de vida de los pacientes y reducir la carga de la enfermedad, representando al mismo
tiempo un abordaje menos invasivo y mas coste-efectivo que el uso exclusivo de farmacos. Al considerar
practicas clinicas que disminuyen la progresion de la enfermedad y previenen complicaciones futuras, se
favorece un modelo de atencion sostenible, centrado en el paciente, que valora la prevencion y el manejo

integral de enfermedades cronicas como la AR.

Justificacion

A pesar de los avances sustanciales en manejo de la enfermedad que se han logrado con terapias
farmacologicas, la AR permanece un problema mundial de salud publica y su prevalencia e incidencia sigue
en alza (4). La mayor parte de los pacientes padecen una forma cronica y persistente de la enfermedad ya
que la remision es poco comiin, y para controlarla es necesario recurrir a tratamiento crénico con miltiples
farmacos (28). Hay aun areas emergentes para el tratamiento de la AR que requieren explorarse para

optimizar su manejo a largo plazo, incluyendo el mundo de la dietética y la suplementacion.

Dado el impacto de la alimentacion sobre la microbiota intestinal y, por ende, sobre los efectos inflamatorios
propios de la enfermedad, surge la pregunta: ;Cual es la mejor manera de intervenir nutricionalmente en
pacientes con AR para disminuir sintomas y mejorar la calidad de vida? En especifico, se pretende
identificar el tratamiento nutricional mas costo-efectivo para disminuir la carga de la enfermedad mediante
dos mecanismos: (1) disminuir la necesidad de recurrir a polifarmacia por artritis refractarias, y (2) reducir
la aparicion de comorbilidades a largo plazo derivadas del manejo subdptimo y presencia de inflamaciéon

cronica sistémica.

La implementacion de estrategias nufricionales como la adopciéon de una dieta antiinflamatoria
complementada con probioticos podria disminuir la inflamacion caracteristica de la AR desde su
diagnéstico, modulando la respuesta inflamatoria desde su origen en la microbiota intestinal (11). Esto
podria representar una alternativa terapéutica costo-efectiva con un impacto significativo en el sistema de

salud, reduciendo los costos de tratamiento farmacologico cronico, hospitalizaciones por complicaciones y
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discapacidades causadas por la enfermedad.

A diferencia de los tratamientos farmacolégicos convencionales que frecuentemente ocasionan efectos
secundarios —el metotrexato, por ejemplo, esta asociado con secuelas desde nauseas hasta hepatotoxicidad—
las intervenciones dietéticas y el uso de probidticos presentan un mayor perfil de seguridad segun estudios
preliminares al ser tratamientos no invasivos que no estan asociados a efectos secundarios mayores (29). Al
mismo tiempo, este tipo de abordaje conlleva un costo mucho menor a largo plazo que la farmacoterapia,
acarreando los medicamentos bioldgicos un costo de entre 21,000 y 34,000 EUR anualmente por paciente
(30). Si se demuestra la efectividad de la intervencién nutricional se podria favorecer la disminucion de uso
de farmacos, mejorar la calidad de vida de los pacientes y optimizar la asignacion de recursos sanitarios,
especialmente en sistemas de salud ptiblica con presupuestos limitados. Dado este perfil favorable de riesgo-
beneficio y su impacto poblacional, explorar intervenciones nutricionales costo-efectivas podria transformar

el enfoque de manejo a largo plazo en pacientes con AR.

Objetivos

Por este motivo el presente estudio tiene como objetivo principal comparar los efectos que tiene la
modulacién de la microbiota en la AR utilizando dos distintas intervenciones: por un lado, modulacién
Unicamente mediante una dieta antiinflamatoria; por el otro lado, una dieta antiinflamatoria junto con
suplementacion de probidticos que se han evidenciado previamente como terapéuticos en pacientes con AR.
De esta manera, se comprobara si es mas efectivo en la disminucién de sintomatologia inflamatoria
intervenir con suplementacion probidtica, o si basta para aliviar los sintomas llevar una dieta balanceada

antiinflamatoria.

Objetivos especificos:
1. Comparar los efectos de las distintas intervenciones nutricionales en biomarcadores inflamatorios
(PCR, IL-6 y TNF-a) que suelen estar alterados en pacientes con AR.
2. Comparar los cambios que ocurren en la microbiota intestinal de los pacientes tras suplementacion
probiotica por medio de analisis de muestras fecales utilizando secuenciacion del ARNr 16s.
3. Medir diferencias en calidad de vida segin intervencion nutricional mediante cuestionarios

subjetivos llenados por los participantes como la escala visual analoga (VAS) para distinguir su
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impacto en sintomas de la enfermedad y comparar la efectividad de las intervenciones.

Hipétesis

Como hipotesis de estudio se plantea que una intervencion nutricional comlﬁ"lada de dieta antiinflamatoria
y suplementacion con probioticos seleccionados tendra un efecto superior en la reduccion de marcadores
inflamatorios y mejora de la calidad de vida en pacientes adultos con AR, en comparacion con la dieta

antiinflamatoria sola.

Materiales y Métodos

Diseiio de estudio

El estudio que se plantea realizar es de caracter experimental ya que se realizara una intervencion que cuenta
con una variable dependiente y una independiente para evaluar la eficacia entre tratamientos (en este caso,
el efecto que tienen sobre la microbiota y sintomas de AR: a) una dieta antiinflamatoria propia tinicamente,
o b) una dieta antiinflamatoria propia y suplementacién con probidticos). Se trata de un ensayo clinico
aleatorizado, controlado y de grupos paralelos con un diseiio doble ciego. Se compararan los efectos de la
intervencion dietética antiinflamatoria y probiética frente a un grupo control que recibira la intervencién

dietética antiinflamatoria y un placebo.

Poblacion de estudio y muestreo

La poblacién del estudio sera conformada por pacientes adultos (de entre 18 y 85 aflos) de sexo indistinto
con recién diagnostico (menos de 2 afios de antigiiedad) de Artritis Reumatoide segun los criterios del
Colegio Americano de Reumatologia/ Liga Europea Contra el Reumatismo (ACR/EULAR por sus siglas
en inglés) (31). Se incluiran pacientes con AR activa (DAS28 > 3.2) segin la Escala de Actividad de la
Enfermedad (DAS28) (32) en tratamiento estable con FAMEs convencionales como metotrexato,
leflunomida, hidroxicloroquina o sulfasalazina, sin tratamiento biologico previo (28). Se utilizara
diagnostico temprano para evaluar el impacto de la intervencion antes de que haya dafios estructurales
previos por la enfermedad, y se elegiran pacientes sin tratamiento biologico previo para determinar si una
intervencion dietética y probiotica puede disminuir la actividad de la enfermedad antes de la necesidad de

escalar a medicamentos biologicos.
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Los participantes seran reclutados del Hospital Universitario la Paz (Madrid, Espaiia) y el Hospital
Universitario 12 de Octubre (Madrid, Espaifia), tras ser referidos por reumatologos ligados al presente
estudio que los hayan tratado y confirmen que cumplen con los criterios de inclusion. Se les explicara
detalladamente el estudio y si deciden participar, firmaran el consentimiento informado. Se excluiran
pacientes con uso de farmacos biologicos en los Gltimos seis meses, uso reciente (ultimas 4 semanas) de
antibidticos, diagnostico de alguna enfermedad inflamatoria intestinal, antecedentes de cirugia
gastrointestinal mayor, dieta vegana o vegetariana estricta, indice de masa corporal (IMC) mayor a 40 kg/m?,

suplementacion reciente con otros probidticos y/o que cursen un embarazo o periodo de lactancia.

Para calcular el tamafo muestral, se tomo6 como base la variable principal de desenlace (actividad de la
enfermedad medida segiin DAS28), considerando una diferencia minima clinicamente significativa de 0.6
puntos entre grupos y una desviacion estandar estimada de 0.7, de acuerdo con estudios previos (8,33,34).
Se utilizé un nivel de confianza del 95% (a = 0.05) y un poder estadistico del 80% (3 = 0.20). Con estos
parametros, se estimo un tamaio de muestra de 22 participantes por grupo. Al considerar una posible tasa
de abandono del 10%, se ajusto el tamafio final a 25 participantes por grupo, lo que da un total de 50 sujetos

para el estudio.

2 %X (Zepr + Zg)* % a?
n = Az

Figura 2. Formula utilizada para calcular tamafio muestral

Aleatorizacion

La asignacion de grupos se hara mediante un proceso de aleatorizacion simple asistido por el software
https://calcular.me. Para reducir el riesgo de desequilibrios en caracteristicas relevantes, se implementara
estratificacion por sexo y edad (<50 afios y =50 afios), dado que estas variables pueden influir en la evolucién
de la enfermedad y la respuesta a la intervencion. La secuencia aleatoria serd generada por un investigador
externo no involucrado en la intervencion ni en la recogida de datos, y se mantendra en sobres opacos y
sellados numerados consecutivamente, asegurando la ocultacion de la secuencia hasta el momento de
asignacion. El doble cegamiento se garantizara usando capsulas idénticas en apariencia para el probidtico y
el placebo, asi como la codificacion de los envases, de modo que ni los participantes ni los investigadores

conozcan la asignacion hasta el cierre del anélisis estadistico.
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Intervencion

La intervencion que se le dara a todos los participantes como base es un taller de educacion nutricional y
pautas alimentarias para realizar una dieta antiinflamatoria en casa. Se les instruira sobre las caracteristicas
de una dieta antiinflamatoria de desarrollo propio, modelada segin estudios previos sobre tratamientos
dietéticos para la AR (5,12,19,24,35). Al inicio del estudio se realizara un taller presencial de educacion
nutriciona&onde se le aconsejara a todos los participantes como llevar una dieta adecuada para su patologia,
basada en un alto consumo de fibra dietética y acidos grasos poliinsaturados, asi como un bajo consumo de
azicar, productos de origen animal altos en grasas saturadas y alimentos ultra-procesados. Se les entregara
ademas una lista de supermercado con recomendaciones de alimentos a incluir en sus comidas diarias, asi
como un recetario con desayunos, almuerzos, meriendas y cenas que se adapten al plan alimenticio
antiinflamatorio. Las porciones no seran controladas; es decir, los participantes no tendran una restriccion
calorica o un objetivo de macronutrientes al cual llegar, inicamente se haran recomendaciones sobre
eleccion de alimentos y métodos de preparacion. De esta manera, los participantes podran comer en casa y
mantener sus rutinas diarias, al mismo tiempo que reciben una intervencion que les sera 1til para su
sintomatologia. Se les solicitara seguir las recomendaciones de esta dieta lo mas cercanamente posible por

la duracion del estudio. Las herramientas mencionadas se encuentran en el apartado Anexos.

El grupo de intervencion, ademas de las pautas de alimentacion, recibira un suplemento probiético de
Lactobacillus acidophilus La-14, el cual ha mostrado efectos benéficos en AR en estudios animales
mediante una disminucién en la inflamacion artritica y destruccion de cartilago (5,12). En estudios
preclinicos, La-14 ha mostrado capacidad de regular el sistema inmune innato y adaptativo, induciendo una
maduracion moderada y activacion de células dendriticas (36). En un ensayo clinico realizado en el afio
2021, esta cepa fue una de cinco especies de bacterias suplementadas en pacientes con AR que lograron una
reduccion de TNF-a (P=0.004) e IL-6 (P=0.039) tras 60 dias de tratamiento (8). Otro ensayo clinico
realizado por Zamani et al. (37) encontré que suplementacion con Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus
casei y Lactobacillus acidophilus muestra una mejoria significativa en DAS-28 y una disminucion de PCR

en personas con AR.

Esta cepa fue seleccionada por su eficacia demostrada tanto en modelos animales como humanos, asi como
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por su disponibilidad comercial como suplemento de uso humano. Se administrard una capsula diaria
conteniendo maltodextrina como excipiente y 10° unidades formadoras de colonias (UFC) de La-14 como
agente activo, por 12 semanas. El grupo control recibira una capsula placebo de apariencia idéntica que
Gnicamente contendra maltodextrina, por 12 semanas. Se entregara a todos los participantes al inicio del
estudio un contenedor con la totalidad de las capsulas necesarias (84 piezas) y se les dara la instruccion de
mantener el suplemento en refrigeracion y consumirlo diariamente en ayunas con un vaso de agua. Se
indicara a los participantes anotar en un registro semanal la fecha y hora de toma del suplemento, como
parte de la medicion de adherencia al tratamiento. Al finalizar el estudio, se les pedira regresar el contenedor
donde recibieron el suplemento para realizar un conteo de capsulas sobrantes. Esta cifra se considerara como
covariable en el andlisis y se tomara como adherencia adecuada el consumo de >80% de las capsulas

asignadas (ya sea probioticas o placebo).

Variables y herramientas de recogida de datos 5

La variable primaria por medir es la actividad de la enfermedad segtin la escala DAS28 al inicio y a las 12
semanas de seguimiento. Esta escala ha sido extensamente validada para su uso en ensayos clinicos y mide
la actividad de la enfermedad en pacientes con AR segin niimero de articulaciones dolorosas, nimero de
articulaciones inflamadas, velocidad de sedimentacion globular (VSG) y escala visual andloga (VAS) que

autoevalia la salud del paciente (38).

Como variables secundarias se mediran marcadores inflamatorios, en concreto, PCR, IL-6 y TNF-q,
medidos a partir de muestras de sangre al inicio del estudio (antes de la intervencion) y a las 12 semanas de
seguimiento. En cuanto a antropometria, se les realizara una bioimpedancia eléctrica con el equipo InBody
270 (InBody, Holanda) para medir su peso total, masa magra y porcentaje de grasa corporal, y se registrara

su talla medida con un estadiometro.

Para monitorear su cumplimiento con las pautas dietéticas, se les pedirda a los participantes llenar un
recordatorio de 24 horas semanalmente, 6 recordatorios durante la semana laboral (lunes-viernes) y 6
durante el fin de semana, de modo que se tenga una valoracion global de la ingesta de macronutrientes y
adherencia a la dieta. Se les solicitara enviar el recordatorio de la semana junto con fotografias de todos los

tiempos de comida y platos que se hayan realizado ese dia. Informacion sobre como llenar los cuestionarios
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se dara durante el taller de educacidon nutricional. Subsecuentemente, se utilizard el software de calculo
dietético Nutrein (nutre.in) para ingresar los datos de los recordatorios de 24h de los pacientes y compararlos

con la dieta antiinflamatoria propuesta al inicio.

Andlisis de microbiota intestinal

Para ¢l analisis de muestras fecales se utilizara el kit de extraccion dg ADN de muestras de heces NucleoSpin
DNA stool (NucleoSpin, Macherey-Nagel, Alemania). Se realizara la amplificacion de la region V3-V4 del
gen ARNT 168 bacteriano utilizando el NEBNext High Fidelity 2X PCR Master Mix (NEB). Posteriormente

se analizara con una secuenciacion “2 X 300 bp” de extremos emparejados en un equipo Illumine MiSeq.

Pardmetros inflamatorios

La VSG se determinard utilizando autoanalizadores hematologicos. Los niveles ségicos de proteina C-
reactiva de alta sensibilidad (hsPCR) se mediran utilizando un ensayo turbidimétrico. Los niveles de factor
de necrosis tumoral-a (TNF-a) ¢ interleucina-6 (IL-6) se determinaran usando ensayo inmunoabsorbente

ligado a enzimas (ELISA).

Seguimiento

El seguimiento que se le realice a los pacientes se llevara a cabo a las 12 semanas de tratamiento, durante
el cual se volveran a tomar muestras sanguineas para cuantificar [L-6, hs-PCR y TNF-o, se reanalizard la
antropometria y se volvera a realizar el cuestionario DAS28 junto con un reumatologo. De esta manera se

mediran las diferencias producidas por el tratamiento durante las 12 semanas (82 dias) de tratamiento.

Andlisis Estadistico

El andlisis estadistico se realizara siguiendo un enfoque por intencion de tratar, manteniendo a todos los
participantes en el grupo al que fueron ﬂleﬂwrizaos, independientemente de su nivel de adherencia, con el
fin de preservar la validez interna del estudio. El procesamiento de datos se llevara a cabo utilizando el
software IBM SPSS Statistics version 20.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, Estados Unidos), y para el analisis de
la composicion microbiana se utilizaran herramientas bioinformaticas especificas como QIME2 y el

entorno R.
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En primer lugar, se hara un analisis descriptivo de las variables basales. Para las variables cuantitativas se
utilizard la prueba de normalidad Shapiro-Wilk, expresando los resultados como media £ desviacion
estindar (DE) si presentan distribucién normal o como mediana y rango intercuartil (RIQ) en caso de

distribucién anormal. Las variables cualitativas se presentaran como frecuencias absolutas y porcentajes.

Para verificar la homogeneidad inicial entre grupos, se compararan caracteristicas basales mediante pruebas
t de Student para muestras independientes (para distribucién normal) o pruebas de Mann-Whitney U (para
distribucién anormal). Para variables categoricas se empleara la prueba chi-cuadrado.

El analisis principal para evaluar el efecto de la intervencion en la variable primaria (DAS28) y secundarias
(hs-PCR, IL-6, TNF- o, puntuacion VAS) se realizara mediante un ANOV A de medidas repetidas o, en caso
de incumplimiento de supuestos, un modelo mixto lineal. Se consideraran los efectos de tiempo (inicio vs.
semana 12), grupo (dieta y probiético vs. dieta y placebo) y la interaccion tiempo X grupo. Asimismo, se
hardn comparaciones intragrupo (pre vs. post) mediante pruebas t de Student para muestras parcadas o
prueba de Wilcoxon, segin distribucion. Los resultados se reportaran con intervalos de confianza del 95%

y se considerara estadisticamente significativo un valor de p < 0.05.

Para el analisis de la microbiota intestinal, se estimara la diversidad alfa (indices de Shannon y Simpson) y
se comparara entre grupos mediante prucbas paramétricas o no paramétricas segin distribucion. La
diversidad beta (distancias Bray-Curtis, UniFrac) se analizara mediante PERMANOVA. Adicionalmente,
se exploraran correlaciones entre cambios en la microbiota y variaciones en marcadores inflamatorios con

el coeficiente de Spearman.

Consideraciones éticas

El estudio sera aprobado por el Comité de FEtica en investigacion y se obtendré consentimiento informado
de todos los participantes. Dicho consentimiento informado explicara detalladamente los objetivos del
estudio, los posibles riesgos y beneficios de la intervencion —que en este caso es suplementacion con
probioticos encapsulados que han superado las pruebas necesarias para estar de venta en el mercado—, los
procedimientos a realizar (ej. toma de muestras de sangre, llenado de cuestionarios de calidad de vida, etc.)

y los derechos de los participantes. La confidencialidad de los datos de pacientes sera respetada mediante
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codificacion de informacion y almacenamiento en servidores protegidos. Afiadido a esto, se cumplira con
las normativas internacionales de investigacion en humanos, como la declaracion de Helsinki y las normas
internacionales de la Buena Practica Clinica (BPC). Asimismo, los participantes reservaran el derecho de
abandonar el estudio en cualquier momento si asi lo desean, y en caso de que alglin paciente experimente
efectos adversos relacionados con la intervencion, recibira la atenciéon médica adecuada y se le dara la

opcion de retirarse del estudio.

Plan de trabajo
El presente proyecto tendra una duraciéon aproximada de 8 meses, la cual se detalla a fondo en un

cronograma de trabajo en el apartado Anexos.

Presupuesto del estudio

El presupuesto estimado para llevar a cabo de inicio a fin este estudio asciende a 35.100 euros, contemplando
los costes asociados a recursos humanos, materiales de intervencion, pruebas de laboratorio, seguimiento
de pacientes y otros gastos logisticos. Se desglosan los costes mencionados en una tabla en el apartado
Anexos. Para cubrir este presupuesto, se prevé la busqueda de financiacion mixta a través de diversas
fuentes. En primer lugar, se solicitara apoyo institucional a la Universidad Europea de Madrid, tanto a través
de sus convocatorias internas para proyectos de investigacion como mediante becas y ayudas a trabajos de
fin de master. Asimismo, se abordara la posibilidad de establecer convenios de colaboracién con hospitales
publicos de Madrid, entre ellos el Hospital Universitario La Paz y el Hospital 12 de Octubre. Es de estos
centros donde se reclutard a los participantes, por lo que se planea crear convenios de beneficio mutuo y
solicitar la facilitacién de recursos clinicos. Por otro lado, se propondrd a asociaciones de pacientes con
artritis reumatoide en Espafia, como la Coordinadora Nacional de Artritis (ConArtritis), su colaboracion
como entidad patrocinadora o difusora del estudio, dadas las implicaciones que este puede tener para

mejorar la calidad de vida de sus asociados.

Resultados proyectados

Tras las 12 semanas de intervencion, se espera que el grupo que reciba dieta antiinflamatoria junto con
probidticos (Lactobacillus acidophilus La-14) experimente:
1. Reduccion significativa de la actividad de la enfermedad:
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e DAS28: Se espera una disminucion media superior a 0.6 puntos respecto al inicio, alcanzando
significacion estadistica frente al grupo placebo.
2. Disminucion significativa de biomarcadores inflamatorios:
e hs-PCR: Reduccién esperada >20-30% respecto a valores basales.
e IL-6 y TNF-u: Reduccion esperada >15-25%, seglin estudios previos en intervenciones
similares.
3. Modificacion positiva de la microbiota intestinal:
e Aumento en la diversidad alfa (Shannon, Simpson) en el grupo intervencion.
e Disminucion en ratio Firmicutes/Bacteroidetes hacia un perfil mas antiinflamatorio.
e Mayor abundancia relativa de especies de Lactobacillus tras intervencion.
4. Mejora percibida de calidad de vida:
e Mejora significativa en VAS de dolor y bienestar general, con diferencias clinicamente
relevantes (>10 mm en escala visual analoga) entre grupos.
5. Resultados en el grupo dieta + placebo:
e Se espera también mejoria, aunque en menor magnitud:
o Reducciones modestas de DAS28 (~0.3-0.5 puntos).
o Descensos leves o no significativos en hs-PCR, IL-6, TNF-a.
o Cambios limitados en microbiota (posible una pequefia mejora por el patron de
alimentacion).
6. Antropometria:

e No se esperan cambios clinicamente relevantes en peso, IMC o composicion corporal.

En conjunto, se espera que los resultados apoyen el uso de estrategias nutricionales coadyuvantes, y en
particular de la combinacion dieta-probiodticos, como herramientas eficaces para modular la inflamacion

sistémica y mejorar el control clinico en pacientes con artritis reumatoide.

Discusion

Efecto de la microbiota en la inflamacion sistémica
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La microbiota intestinal tiene la capacidad de formar células T reguladoras que suprimen la respuesta
inflamatoria causada por enfermedades autoinmunes (12). La disbiosis intestinal que suele estar presente en
AR causa un desbalance entre la cantidad de células T auxiliares (también llamadas CD4+) y Tregs
previamente mencionadas, resultando en un aumento crénico en niveles de citocinas proinflamatorias en la
circulacion sistémica (2,8). La IL-6 y TNF-a son algunas de las citoquinas proinflamatorias que estan
estrechamente relacionadas con AR, ya que inducen a moléculas activadoras del receptor del factor nuclear
kB (NF-xB), metaloproteinasas de matriz y prostaglandinas, lo cual media aparicion de sintomas artriticos

como dano cartilaginoso (8).

Modulacion inmune por probidticos

En este contexto, la suplementacion con bacterias probioticas especificas puede modular la respuesta
inmune al tener un efecto en las células involucradas en la inmunidad innata y adquirida: células epiteliales,
células dendriticas, linfocitos NK, macréfagos y linfocitos (2). El sistema inmune innato desarrolla la
respuesta primaria a patdgenos tras activacion de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). Un tipo
de PRRs ampliamente estudiados son los receptores de tipo Toll (TLRs) que tienen la capacidad de activar
vias que afectan la sefializacion celular y produccion de citocinas para modular el sistema inmune. Los

probidticos pueden disminuir la expresion de los TLRs y asi disminuir la inflamacion (2).

La respuesta inmune adaptativa, por su parte, depende de un balance delicado entre linfocitos auxiliares y
Tregs. Una sobreactivacion de linfocitos auxiliares Thl y Th17 esta relacionada con la patogénesis de
inflamacioén patologica, y por lo tanto requiere la presencia de Tregs que suprimen su activacion inapropiada
al secretar citocinas inflamatorias (2). Los probioticos pueden aumentar la produccién de citoquinas que
inician la respuesta adaptativa por medio de Tregs y contribuyen al correcto funcionamiento del sistema

inmune, disminuyendo la inflamacion errante (2).

Importancia de la cepa y la dosis

El género de probidticos que se utilizd, Lactobacillus, tiene efectos antiinflamatorios potentes (8,12). En un
estudio irani en el que se suplemento Lactobacillus casei 01 a mujeres con AR, se encontro una disminucion
en el puntaje DAS-28 (incluyendo la percepcion subjetiva de dolor), asi como una disminucion en los

biomarcadores inflamatorios hs-PCR, TNF-a, IL-6 e IL-12 (33). Por el otro lado, Pineda et al. estudio el
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efecto suplementar Lactobacillus rhamnosus GR-1y Lactobacillus reuteri RC-14 por 3 meses en pacientes
con AR y no obtuvo ninguna disminucion de marcadores inflamatorios (34). Esto sugiere que las
propiedades inmunomoduladoras de los probidticos son especificas a la cepa; la diferencia de resultados
clinicos en estudios probidticos previos ha de deberse en gran parte a la cepa elegida para administrar
durante el ensayo. Otro factor que puede causar resultados distintos es la dosificacion. Para el presente
estudio se ha decidido la concentracion de unidades formadoras de colonias segin dosificacion de estudios

previos y comercializacion de la cepa elegida.

Impacto antropométrico de la intervencion

Tal como se menciona en el apartado de resultados esperados, no se proyecta encontrar diferencias
estadisticamente significativas en el peso o la composicion corporal de los participantes antes y después del
estudio. Esto se debe en parte a que no se realizara un control calorico o de porciones; los participantes seran
libres de comer las cantidades deseadas con tal de que se adhieran a las pautas de una dieta antiinflamatoria
(que se describen en el apartado de Anexos), tomando por cierto que los beneficios de seguir este tipo de
alimentacion se encuentran sin importar el peso del paciente. Por otra parte, no se tendra un punto de
referencia sobre las dietas basales de los participantes, por lo cual el cambio a una dieta antiinflamatoria
podria ser minimamente distinto a la dieta habitual o bien un cambio radical en habitos alimentarios.
Ciertamente es posible que por esto mismo si se encuentre en algunos pacientes un cambio ponderal tras
haber realizado una dieta antiinflamatoria por 12 semanas, ya que, para algunos, seguir estas pautas de
alimentacion significaria una reduccién drastica en su consumo de alimentos ultraprocesados, refrescos y
frituras, por nombrar algunas diferencias. Al intercambiar este tipo de alimentos por frutas y verduras
frescas, productos de origen animal con bajo aporte graso, frutos secos y granos enteros, inevitablemente la
carga calorica disminuira, por mas abundantes que se mantengan las porciones diarias, asi permitiendo un
déficit calorico y una subsecuente disminucion de peso. Sin embargo, estas consecuencias no se encuentran

dentro del alcance del presente estudio.

Limitaciones del contexto clinico y dietético
El objetivo principal en el tratamiento de la AR es disminuir inflamacion articular, enlentecer o frenar la
progresion de dafio dseo irreversible y mantener la funcionalidad de las articulaciones. Esta enfermedad

tiene un inicio lento y un curso cronico, lo cual se manifiesta en distintos grados de dolor y discapacidad en
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los pacientes que la padecen. Un diagndstico temprano y un tratamiento adecuado, como el postulado en
este estudio, puede favorecer un mejor prondstico que permitiria alivio del dolor y control de la progresion

de la enfermedad.

Los estudios que se han realizado hasta la fecha sobre el tema de suplementacion probidtica en AR son ain
inconclusos, ya que hay resultados contradictorios dependiendo de la cepa que se utilice, la dosis y la
duracion del estudio. Aunque el tema esta creciendo rapidamente, la disponibilidad de evidencia sélida que
explique el mecanismo por el cual estas sustancias ejercen su beneficio y las razones por variaciones entre
cepas es aun limitada. Otro tema de interés que es causa de discrepancias en los estudios es el contexto
clinico y dietético del paciente. En efecto, una suplementacion probidtica con el propésito de obtener
beneficios antiinflamatorios debe ir de la mano de una nutricion adecuada y habitos de estilo de vida que

promuevan este mismo efecto.

Relevancia clinica y multidisciplinariedad

El tratamiento de AR, como cualquier enfermedad cronico-degenerativa, debe hacerse con un enfoque
multidisciplinario e integral que tome en cuenta las distintas esferas de salud del paciente e incorpore
distintas herramientas para obtener el mayor beneficio posible. La farmacoterapia suele ser la primera linea
de tratamiento en esta enfermedad en especifico, pero seria interesante explorar hasta qué punto la
alimentacion y la suplementacion con sustancias que no se logren obtener completamente de la dieta pueden
llegar a tener un rol igual de importante en el tratamiento e incluso la prevencion de esta patologia.
Asimismo, resulta importante resaltar el papel del gjercicio, la fisioterapia, el acompaiamiento psicologico
y la medicina del dolor como otras ramas que forman parte del tratamiento integral de esta y otras

enfermedades cronicas.

Los hallazgos esperados de este estudio podrian tener una relevancia clinica significativa al proponer una
estrategia complementaria, segura y econdmicamente viable para el manejo de la artritis reumatoide, sobre
todo en etapas tempranas de la enfermedad. Si se demuestra que la combinacién de una alimentacion
antiinflamatoria junto con la suplementacién con probidticos ayuda a disminuir la inflamacion sistémica,
mejorar la calidad de vida y reducir la actividad de la enfermedad, esta intervencion podria incorporarse

dentro del enfoque multidisciplinario en consulta. Esto tendria el beneficio de disminuir el costo
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farmacologico, optimizar los recursos sanitarios y promover un tratamiento mas sostenible y personalizado.
Asimismo, apoyaria en consolidar el papel de la nutricion clinica como herramienta terapéutica en
enfermedades autoinmunes, en linea con las tendencias actuales de medicina integrativa y prevencién

secundaria.

Limitaciones y beneficios

Existen algunas limitaciones en este proyecto que deben considerarse. Primeramente, que los grupos son
pequefios y los resultados no son extrapolables a experimentos con distintas cepas probioticas, ya que los
efectos de la suplementacion son especificos a cada cepa, no simplemente a cada género o especie (39).
Existe también la posibilidad de abandono de participantes ya sea por alguna infeccion que requiera
tratamiento antibiotico (lo cual contrarresta el efecto de los probidticos), por una exacerbacion o brote de la
enfermedad que requiera cambio de FAMEs, o bien desercion del estudio. La muestra reducida a utilizar
funcionara como estudio piloto para evaluar preliminarmente los efectos de la intervencion y a partir de los
resultados, valorar la repeticion del estudio con una muestra mayor. Los estudios que evaliian consumo de
probidticos y subsecuentemente cambio en marcadores inflamatorios sin dificiles de comparar, ya que las
cepas utilizadas y sus dosis varian ampliamente. Sin embargo, los resultados del presente estudio podrian
aportar nueva informacion sobre la manera en que una dieta antiinflamatoria mejora sintomatologia artritica
(comparando a cada grupo consigo mismo en dos tiempos: al principio y al final) y cémo difiere un

tratamiento nutricional puro de uno que incluya suplementacion con probidticos.

Conclusiones

La suplementacion probiotica tiene gran potencial de ser una terapia coadyuvante efectiva en tratamiento y
manejo a largo plazo de la AR. Se requieren mas estudios para comprobar qué cepas en especifico tienen el
efecto inmunomodulador necesario para disminuir la respuesta inflamatoria y atenuar signos y sintomas de

dolor, inflamacién y degradacion articular.

Anexos

Anexo A: Herramientas de educacién nutricional para la implementacion de una dieta antiinflamatoria
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Pautas generales para una dieta antiinflamatoria

4
Por la duracién del estudio, se llevara a cabo una dieta a base de alimentos frescos, de temporada y

minimamente procesados. Se priorizaran métodos de coccion sencillos como al vapor, al horno, a la
plancha o guisado (22).

Se recomienda consumir una amplia variedad de frutas, verduras, leguminosas, granos integrales,
hierbas y especias.

El aceite de oliva virgen extra (AOVE) se recomienda como grasa principal para cocinar y aderezar;
otras grasas saludables a incluir son aguacate, aceitunas, frutos secos y semillas.

En cuanto a cereales, se preferira el trigo integral (pan integral, pasta integral), arroz integral, quinoa,
avena, maiz, bulgur y mijo (19,24).

Como fuente de proteina, se preferiran fuentes vegetales (ej. Leguminosas, frutos secos) y fuentes
animales bajas en grasa (ej. Pescados y mariscos, carne de aves, lcteos bajos en grasa, huevos).

Se puede incluir té verde, infusiones de jengibre, rooibos o clircuma como bebidas antiinflamatorias.
Por la duracion del estudio, quedan excluidos (o restringidos en su mayor cantidad) alimentos
ultraprocesados (frituras, bolleria, comida preparada, comida rapida, bebidas endulzadas y refrescos,
azicar afadido, edulcorantes artificiales, snacks industriales y alcohol salvo vino tinto en
moderacion).

Las porciones no seran controladas; se deja a discrecion de los participantes tomando en cuenta la
escala de hambre-saciedad que se presenta abajo (40).

Se recomienda beber por lo menos 1.5-2 L de agua diariamente, incluyendo infusiones, caldos y

sopas.

Frecuencia recomendada de consumo de alimentos

Grupo de alimentos Frecuencia recomendada Medidas caseras (1 racion)
Leche y derivados 2-4 raciones por dia 1 vaso de leche
Byogur individual
2-3 lonchas de queso curado
Pan, cereales (arroz, pasta, | 4-6 raciones por dia 3-4 rebanaes de pan
patatas...) 2 pufiados de arroz cocido
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1 patata grande

Verduras y hortalizas Al menos 2 raciones por dia 1 plato de ensalada

1 pufiado de verdura cocida

1 plato de verduras crudas
Frutas Al menos 3 raciones por dia 1 pieza mediana

1 taza (cerezas, moras, uvas...)

2 rodajas (melon, sandia,

papaya...)

Aceite de oliva 3-6 raciones por dia 1 cucharada sopera

Legumbres 2-4 raciones por semana 2 pufiados o 1 plato de legumbres
cocidas

Frutos secos 3-7 raciones por semana 1 pufiado pequefio o 15-20 piezas

(avellanas, almendras,
cacahuetes...)

Pescados y mariscos 3-4 raciones por semana 1 filete pequefio o la palma de una
mano

Carnes magras y aves 3-4 raciones por semana 1 filete pequefio o la palma de una
mano

Huevos 3-4 raciones por semana 1 huevo

Agua 8-12 raciones al dia 1 vaso o botellita

Vino Consumo opcional y moderado | 1 copa (~100 mL)

en adultos (1-2 veces por
semana)

Recomendaciones de consumo diario y semanal de grupos de alimentos segin la dieta Mediterranea, adaptado de Guasch-Ferré et al (41).

Escala de hambre-saciedad para el control de porciones

Durante la realizacion del estudio e implementacion de la dieta antiinflamatoria con suplementacion, se
recomienda prestar atencion a las seiiales de hambre y saciedad del cuerpo para guiar el control de porciones
en los distintos tiempos de comida. Se recomienda sentarse a comer cuando se estd en el nivel 4 (con
sensacion fisica de hambre) y comer de manera lenta y consciente hasta llegar a un nivel 7 (plenitud

comoda), evitando tanto niveles de hambre excesiva como de plenitud dolorosa.
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—_

Hambre voraz; mareos, sensacion de debilidad, temblor

Muy hambriento; irritabilidad, ansiedad, fatiga

Hambriento; estobmago se siente vacio, falta de concentracion

Sutilmente hambriento; estdbmago comienza a gruiiir

Sin hambre, pero tampoco satisfecho; el estdbmago no esta vacio

Satisfecho; no mas hambre, pero resta atin un poco de espacio

Plenitud cémoda; no hay mas espacio para comer

Algo lleno; ligera incomodidad o dolor estomacal

o o | | W | W

Muy lleno; dolor estomacal, distension, cansancio

10 Demasiado lleno; mucho dolor, nauseas, sensacion de “reventar’

Escala de hambre-saciedad, adaptada de Tribole et al (40)

Lista de supermercado para realizar una dieta antiinflamatoria

Verduras y hortalizas

Frutas

Proteinas saludables

Espinacas/ acelgas Arandanos/ frambuesas Sardinas en AOVE
Rucula/ canonigos Moras Atin fresco
Brécoli Granada Salmén

Coliflor Manzana Merluza/ bacalao
Zanahorias Pera Huevos camperos
Calabacin Uvas rojas/ negras Pollo/ pavo (sin piel)
Berenjena Ciruela Tofu firme
Pimientos Naranja Tempeh

Tomates/ tomate cherry Mandarina

Cebolla morada/ blanca Limoén

Ajo Aguacate

Puerro Platano

Apio Cerezas

Pepino Melon

Setas/ champifiones Sandia

Remolacha Higos

Patata Kiwi

Judias verdes Pifia

Calabaza

Legumbres Granos y cereales Grasas saludables
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Lentejas Avena integral Aceite de oliva virgen

Garbanzos Quinoa extra (AOVE)

Alubias blancas/ rojas/ Arroz integral/ salvaje Aceitunas

negras Pan integral 100% Aguacate

Guisantes Pasta integral Nueces (crudas)

Hummus natural Bulgur/ cuscts integral Almendras (crudas)

Habas Mijo Avellanas (crudas)
Semillas de chia
Semilla de lino molida
Pepitas de calabaza
Pepitas de girasol

Léacteos Hierbas y especias Otros

Leche de vaca

Comino

Vinagre de manzana o

Yogur natural sin azicar Jengibre balsamico
Keéfir Pimienton/ paprika Zumo de limén
Queso fresco Perejil Infusiones
Queso cottage Cilantro
Queso feta Curcuma
Alternativas vegetales sin | Menta
azicares afiadidos (bebida | Canela
de soja) Orégano
Albahaca
Pimienta negra
Ejemplo de menii semanal
Desayuno Comida Merienda Cena

Y ogur natural con frutos
rojos, granola casera (con
AOVE y miel) y semillas
de lino

Albondigas de pollo en
salsa de tomate con
verduras asadas y arroz
integral

Manzana con crema de
almendras

Berenjenas rellenas de
queso ricotta y pesto de
albahaca

Avena con leche, canela,
moras y nueces

Pisto de verduras con
huevo poché y pan
integral

Palitos de zanahoria con
hummus

Ensalada de atin
mediterrdnea con apio,
pepino y cebolla en pan
de pita integral
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Pan integral con hummus,
rodajas de pepino y huevo
cocido

Salmon al horno con
patatas y pimientos

Palomitas al aire con
cacahuetes

Salmon al ajo-limén con
ensalada de espinacas y
fresas

Tostada integral con
aguacate, rucula, tomate y
queso feta

Calamares en salsa con
arroz integral y ensalada
mixta

Yogur natural con fruta y
semillas de chia

Filete de bacalao con sopa
de lentejas y verduras

Batido con yogur griego,
papaya, avena y
almendras

Gazpacho casero y
merluza al horno con
ensalada de quinoa y
brotes

Mix de frutos secos
(anacardos, nueces,
pistachos, almendras) y
datiles secos

Tortitas de alubias con
tomate y ensalada de
aguacate

Tostada integral con
crema de cacahuete y
platano

Tabulé con bulgur,
cebolla, tomate, hierbas y
brocoli

Y ogur griego sin aztcar y
una pieza de chocolate
amargo (>70% cacao)

Ensalada griega con pollo
al limon y arroz integral

Tortilla de claras de
huevo con setas y acelgas

Ensalada de pasta integral
con atin, vegetales
frescos y AOVE

Picos de pan integral con
salsa tzatziki casera de

yogur griego y pepino

Sopa toscana de alubias
blancas y queso
parmesano

Anexo B: Cronograma de trabajo del estudio

Fase Actividad Duracién estimada  Mes1 Mes2 Mes3 Mes4 Mes5 Mes6 Mes7 Mes8
1. Preparacién Elaboracién y revisién de protoloco y documentos
legales 1 mes
Obtencién de aprobaciones éticas y permisos 1 mes
Seleccion y capacitacion del personal 1 mes
2. Reclutamiento de | Difusién y contacto con hospitales y
ici| 2 meses
de y firma de 2 meses
3. Intervencion y Taller inicial de educaci6n nutricional y entrega
seguimiento de suplementos 1 mes
Inicio de intervencién (dieta y suplemento o
placebo) 3 meses
Monitoreo semanal con recordatorios de 24 horas
y fotografias 3 meses
4. Evaluaciones y Medicién inicial (antropometria, biomarcadores) 1 mes (inicio)
diclonss Medicion final tras 12 semanas de intervencion 1 mes (final)
5. Andlisis de datos | Procesamiento y andlisis estadistico 1mes
G: Redaccién y Elaboracién del informe inicial y publicacién 1-2 meses
kin Presentaciones y difusion de 1 mes
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Anexo C: Recursos humanos y materiales necesarios para la elaboracion del estudio

Recurso Descripcién Cantidad/ detalles Costo estimado
Humanos
Investigador principal  Coordinacién, intervencion
(Nutriéloga) dietética, seguimiento 1 persona €6,000
Personal de laboratorio Toma y procesamiento de 1 técnico, medio tiempo €6,000
muestras sanguineas y fecales
Estadistico Andlisis estadistico de datos Consultoria (1 mes) €1,500
. . . 1-2 médicos
Reclutamiento y diagnostico de e .
Reumatélogos pacientes colaboracién voluntaria o €1,000
convenio
Personal administrativo | Apoyo logistico y gestion ;aprzi’:f"a’ jomada €3,000
Materiales
84 capsulas para cada
Suplementos Lactobacillus acidophilus La-14 y  paciente de ambos €4.000
probidticos placebo grupos (2100 unidades '
por grupo)
Material educativo _Planes, folletos digitales 50 copias €100
impresos para ambos grupos
Material y equipo para  Jeringas, tubos de sangre, frascos para 50 participantes €1,500
toma de muestras para muestras fecales
Equipo para
secuenciaciéon de ARNr Secuenciacion y reactivos para 50 participantes €12,000
16s
Software estadistico SPSS prueba gratuita €0
Software nutricional Nutrein uso libre €0
Espacio fisico Saldn para talleres y consultas 1 s.ala; convenio con €0
universidad
Costo total del estudio €35,100.00
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