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ABREVIATURAS

GC = Grupo Control
RL = Refix Limodn

RN = Refix Naranja

ALT = alanina aminotransferasa
AST = aspartato aminotransferasa
MDA = malondialdehido

K+ = Potasio

Na+ = Sodio

Mg2+ = Magnesio

Caz+ = Calcio

HbA1C = Hemoglobina glicosilada
Kg = kilogramos

m2 = metros al cuadrato

MG = masa grasa

MLG = masa libre de grasa

% = porcentaje

MM = masa muscular

PAS = Presion Arterial Sistolica
PAD = Presion Arterial Diastolica
mmHg = milimetros de mercurio
mg/dL = milgramos / decilitro
uU/mL = microunidades por mililitro
U/L= unidades por litro

mmol = milimol

uUM/L = micromole por litro
ng/mL = nanogramos por mililitro

DM-= diferencia medias



Beneficios Gastrointestinales

Los grupos REFIX mostraron mejoras notables en la
funcion gastrointestinal, con reducciones
significativas en los sintomas de estrefiimiento vy
mejoras en la consistencia de las heces, como se
evidencido en la Escala de Bristol. La intervencion
parece ser efectiva para mejorar la salud digestiva y
promover un transito intestinal mas regular vy
saludable. Estos beneficios estan asociados con el
incremento en la abundancia de Dbacterias
muconutritivas como Akkermansia muciniphila,
Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia intestinalis y
Eubacterium rectale, que son esenciales para la
integridad de la mucosa intestinal y la produccion de
butirato, un compuesto antiinflamatorio. Ademas, el
aumento en las bacterias reguladoras como
Lactobacillus y  Bifidobacterium  apoya la
fermentacion de fibras y la produccion de acidos
grasos de cadena corta, mejorando aun mas la salud
intestinal.
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Mejoras hepaticas

Los grupos REFIX experimentaron disminuciones en
los niveles de ALT, indicando una posible
regeneracion o mejora en la funcion hepatica. El
alto contenido en contenido de magnesio, calcio y
potasio puede ser el responsable.

Control glucemico

Los participantes de los grupos REFIX experimentaron una reduccion de los
niveles de glucosa en sangre, lo que indica una mejora en el control glucemico.
Este efecto se complementd con una disminucion en los niveles de insulina,
sugiriendo una mejora en la sensibilidad a la insulina y un potencial para ayudar
en la gestion de la glucosa a largo plazo.



Mood

The study revealed improvements in various dimensions of mood, including
reductions in tension and depression, according to the Profile of Mood States
(POMS) Scale. These changes reinforce the role of the intervention as a
beneficial supplement for mental health and emotional well-being.

Oxidative stress reduction

A significant decrease in malondialdehyde (MDA) levels, a marker of oxidative
stress, was observed. This indicates that the intervention in the REFIX groups
contributed to the reduction of cellular oxidative damage, promoting a better
antioxidant balance in the body.

ﬁ e _ ‘3
~ : p -

EFIXREED o= o = 1

' S e F13C |5 REFIXF EF"‘--EFL‘

EFIX i al = EFI
EFIX EFIX - REFIX - EFD‘ . ‘



LL
=
—
@,
1
—
al
O

To evaluate the chronic effects of
REFIX intake on body composition,
blood pressure, sleep, stress, mood,
constipation,  blood, liver,  urine
biomarkers, antioxidants, and
microbiota in healthy adult men and
women.
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Diseno del estudio

Este estudio es un ensayo clinico aleatorio en el que
los participantes fueron asignados a uno de los tres
grupos (GC= grupo control; RN= grupo REFIX Naranja;
RL= grupo REFIX Limdn) con el fin de determinar el
efecto de REFIX (bebida hiperténica hecha a base de
agua de mar) sobre diferentes parametros de salud.

’

METODOS

Participantes

Un total de 155 participantes se reclutaron durante
2023/2024. Todos ellos fueron voluntarios, la
muestra estaba formada tanto por hombres como
mujeres, todos ellos debian cumplir los siguientes
criterios de inclusion:

MATERIAL Y

(1) hombres y mujeres de edad >18 anos;
(2) indice de masa corporal (IMC) de 18 a 25 kg/m2;

Los criterios de exclusion fueron:

(1) individuos con antecedentes de hipersensibilidad clinicamente significativa al
alcohol;

(2) individuos que tomen medicacion hasta 3 meses antes del inicio o
suplementos durante el estudio;

(3) individuos con antecedentes de patologia o trastorno gastrointestinal como
ulcera duodenal, colitis cronica o enfermedad/cirugia inflamatoria cronica del
tracto gastrointestinal (enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa), enfermedad
celiaca o sindrome de intestino irritable;

(4) individuos con enfermedades agudas o cronicas graves, tratamientos o cirugia
reciente;

(5) individuos con un informe de niveles séricos de aspartato aminotransferasa
(AST) y alanina aminotransferasa (ALT) superiores al limite superior del intervalo
de referencia.
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Variables de estudio

Fundamentales, fisicas y psicologicas

Composicion corporal

Tension arterial

Dieta cuantitativa

Actividad fisica

Calidad del sueno

Escala de Bristol

Estado de animo (POMS)

Calidad de vida (WHOQOL)

Escala de estrés percibido (S Cohen, 1994)

Escala del perfil del estado de animo (Katja Petrowski, 2021)

Evaluacion de los sintomas de estrenimiento por parte de los pacientes (PAC-
SYM)

Evaluacion de la calidad de vida del paciente con estrenimiento (PAC-QOL)

Biomarcadores sanguineos elementales
Glucosa

Insulina

Perfil lipidico

Biomarcadores de orina
Peso especifico de la orina
Minerales: K+, Na+, Mg2+, Caz+ pH

Biomarcadores antioxidantes
HbA1C

Malondialdehido

Catalasa

Mieloperoxidasa

Biomarcadores hepaticos
AST

ALT

Bilirubina

Biomarcadores del microbioma
Muconutritivas, reguladoras, proteoliticas y arqueas
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Declaraciones eticas

El presente estudio se realizd de acuerdo con las normas de la declaracion de
Helsinki. EL Comité Etico de Investigacion Humana de la Universidad de Alicante
(Espana) concedid la aprobacion para realizar un ensayo aleatorio (UA-2023-10-
03) y todos los participantes en el estudio dieron su consentimiento por escrito
antes de la participacion. Ademas, los investigadores mantuvieron la
confidencialidad de todos los datos personales de los participantes, codificando
la informacion personal para tal fin.

Analisis estadistico

EL | analisis estadistico de los datos se realizara con el programa estadistico
JAMOVI version 1.6.23.0 (Sydney, Australia). Para los estadisticos descriptivos
(media *+ desviacion estandar) y el andlisis inferencial, se utilizara la prueba de
Shapiro-Wilk para establecer la distribucion de normalidad. Las diferencias
estadisticas entre los distintos tiempos y grupos se probaran mediante analisis de
varianza de dos vias - ANCOVA (incluidas las posibles variables de confusion),
con comparaciones post hoc de Bonferroni, o la prueba no paramétrica
homologa. El nivel de significacion se fijé en p < 0,05. Los tamanos del efecto se
estableceran como efecto pequeno, mediano o grande basandose en los
umbrales publicados (Serdar, 2021).
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MUESTRA

DESCRIPCION DE LA

Distribucion de la muestra
pOr grupo

La muestra se dividid en 3 grupos en funcion de la
intervencion recibida. Este diseno permitio una
evaluacion sistematica y comparativa de los efectos
de REFIX sobre diferentes parametros de salud.

N° de participantes

50
= GC = Grupo control ~ RL = REFIX Limén =RN = REFIX Naranja
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La composicidn corporal es un indicador crucial de la
salud general y el bienestar fisico, que incluye la
evaluacion de diferentes componentes del cuerpo como la
masa grasa, la masa magra y el agua corporal. En este
estudio, se utilizd tanto la biocimpedancia como la
antropometria para medir estos componentes antes vy
después de la intervencion con REFIX y alcohol.

La bioimpedancia es una técnica utilizada para evaluar la
composicion corporal midiendo la resistencia del cuerpo a
una corriente eléctrica. Esta técnica proporciona
estimaciones de diferentes componentes corporales,
incluyendo:

Peso Corporal:

o Efecto Tiempo: Hubo una disminucién significativa en
el peso corporal a lo largo del tiempo (F = 37.211, p <
0.001, N°p = 0.197) en todos los grupos. Los valores de
p fueron de 0.003, 0.006 y 0.036 para GC, RL y RN,
respectivamente).

o Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias
significativas entre los grupos a lo largo del tiempo (F =
0.175, p = 0.840, N°p = 0.002).

PESO
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IMC (indice de masa corporal):

o Efecto Tiempo: Hubo una disminucién significativa en el IMC a lo largo del
tiempo (F = 30.414, p < 0.001, N°p = 0.2006). Los valores de p fueron de 0.003,
0.006 y 0.036 para GC, RL y RN, respectivamente).

o Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias significativas entre los grupos
a lo largo del tiempo (F = 0.263, p = 0.769, N°p = 0.003).

IMC
35,00
* *
30,00 ¥ —— e |
25,00
20,00
£
]
15,00
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24,40 24,50
0,00
sGCPRE sGCPOST =RLPRE RLPOST =RNPRE RN POST
"= p<0.05; "'p<0.01
Masa Grasa (MG%):

o Efecto Tiempo: No se observaron diferencias significativas en la masa
grasa en porcentaje a lo largo del tiempo (F = 2190, p = 0.141, N°p = 0.014).

» Efecto Tiempo x Grupo: Hubo diferencias significativas entre los grupos a
lo largo del tiempo (F = 5160, p = 0.007, N°p = 0.064). En los analisis post hoc
se observaron diferencias significativas en el GC (p=0.009).

=GCPRE =GCPOST =RLPRE RLPOST =RNPRE RN POST
"= p<0.05; "'p<0.01
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Agua Corporal Total (%):
» Efecto Tiempo: No se observaron diferencias significativas en el porcentaje
de agua corporal a lo largo del tiempo (F = 1.060, p = 0.305, N°p = 0.007).
» Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias significativas entre los grupos
a lo largo del tiempo (F = 2.060, p = 0.131, N°p = 0.027).
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Masa Libre de Grasa (MLG kg):

e Efecto Tiempo: Hubo una disminucién significativa en la masa libre de
grasa a lo largo del tiempo (F = 16.700, p < 0.001, N°p = 0.100). Los analisis
post hoc confirman esta diferencia en el GC (p<0.001)

» Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias significativas entre los grupos
a lo largo del tiempo (F = 4590, p = 0.012, N°p = 0.057).
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Grasa Visceral:

Efecto Tiempo: No se observaron diferencias significativas en la grasa visceral
a lo largo del tiempo (F = 0.002, p = 0.965, N°p = 0.000).

Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias significativas entre los grupos a lo
largo del tiempo (F = 122.445, p = 0.297, N°p = 0.016).
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Los resultados de la composicion corporal medida por bioimpedancia indican
que todos los grupos disminuyeron el peso corporal e IMC a lo largo del
tiempo. Por tanto, no se puede afirmar que la intervencion en los grupos RL y
RN ayuda a disminuir el peso corporal e IMC. No hubo diferencias significativas
en el porcentaje de masa grasa, agua corporal total y grasa visceral.

Estudios previos han demostrado que el consumo de bebidas electroliticas
puede ayudar a mantener la hidratacion y la masa magra sin afectar
negativamente la composicion corporal general, por tanto, los resultados son
consistentes con la literatura previa.

La antropometria se refiere a las mediciones del cuerpo humano. En este
estudio se midieron varios parametros antropometricos, incluyendo la suma de
pliegues cutaneos, porcentaje de grasa y masa corporales en diferentes
componentes. Las principales mediciones fueron:
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Sumatorio pliegues Sumade 6 Pliegues:

120,00 . . . .
o Efecto Tiempo: Hubo una disminucion
100,00 significativa en la suma de 6 pliegues a lo
st I largo del tiempo (F = 9344.000, p = 0.003,
NP = 0.058). Los analisis post hoc
e muestran una disminucion significativa en
40,00 el grupo RN (p= 0.008).
o« Efecto Tiempo x Grupo: No hubo
20,00 . . . . .
diferencias significativas entre los grupos a
89,10 .
0,00 e lo largo del tiempo (F = 0.729, p = 0.484, n°p
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Perimetros
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Cintura:
» Efecto Tiempo: No se observaron diferencias significativas en la circunferencia de la cintura a lo largo del tiempo (F =
0.789, p = 0.376, N°p = 0.005).
» Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias significativas entre los grupos a lo largo del tiempo (F = 1.164, p = 0.315,
N°p = 0.015).

Cadera:

» Efecto Tiempo: Hubo una disminucion significativa en la circunferencia de la cadera a lo largo del tiempo (F = 4.090,
p = 0.045, N°p = 0.026). Esta disminucion concretamente se produjo en el grupo RN, con una disminucion de este
perimetro respecto al inicio (p=0.006)

» Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias significativas entre los grupos a lo largo del tiempo (F = 1.930, p = 0.148,
N°p = 0.025).
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Fat mass (Carter)
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Faulkner (%):

o Time Effectt There was a significant
decrease in body fat percentage according
to the Faulkner method over time (F -
10190, p = 0.002, N°p = 0.063). Post hoc
analyses without Bonferroni correction
show differences in both the RN group (p =
0.005) and the RL group (p = 0.029).

Time x Group Effect: There were no
significant differences between the groups
over time (F = 1.510, p = 0.224, N°p = 0.019).
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Carter (%):
o Time Effect: There was a significant

decrease in body fat percentage
according to the Carter method over time
(F = 11,533, p < 0.001, N%p = 0.071). Post hoc
analyses without Bonferroni correction
show differences in both the RN group (p
= 0.004) and the RL group (p = 0.005).
Time x Group Effect: There were no
significant  differences between the
groups over time (F = 0.821, p = 0.442, N°p =
0.011).
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Masa Muscular (Lee)
35,00

30,00 Masa Muscular (kg):
I o Efecto  Tiempo: No se observaron

25,00 . . . e .

diferencias significativas en la masa
20,00 muscular en kilogramos a lo largo del

tiempo (F = 164.533, p = 0.202, N°p = 0.011).
15,00 o Efecto Tiempo x Grupo. No hubo
- diferencias significativas entre los grupos

a lo largo del tiempo (F = 0.009, p = 0.991,
5,00 N°p = 0.000).
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< 0.001, nN°p = 0.190) en los 3 grupos < 2500
(p<0.005). .
e Efecto  Tiempo x  Grupo: No hubo
diferencias significativas entre los grupos a 1%
lo largo del tiempo (F = 0.271, p = 0.763, N°p e
= 0.004). :’ZZ 39,20 39,70
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Cintura/Cadera:
o Efecto Tiempo: No se observaron diferencias significativas en la relacion
cintura/cadera a lo largo del tiempo (F = 0.050, p = 0.823, N°p = 0.000).
o Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias significativas entre los grupos
a lo largo del tiempo (F = 21.153, p = 0.124, N°p = 0.027).

En resumen...

Hubo una disminucion significativa en el peso corporal y el indice de
masa corporal (IMC) a lo largo del tiempo, independientemente del
grupo. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre
los grupos, lo que sugiere que la intervencion en los grupos RN y RL
no tuvo un impacto diferencial en estos parametros comparado con
el grupo control.

No se observaron cambios significativos en el porcentaje de agua
corporal total a lo largo del tiempo ni entre los grupos. Esto sugiere
que en todos los grupos se mantuvieron los niveles estables de
hidratacion.

La suma de 6 pliegues mostré una disminucion significativa a lo largo
del tiempo, concretamente en el grupo RN. Las circunferencias de
cintura y cadera tambien mostraron cambios, pero sin diferencias
significativas.

Los porcentajes de grasa corporal medidos mediante las formulas
de Carter (%) y Faulkner (%) disminuyeron ligeramente a lo largo del
tiempo. No se observaron diferencias significativas entre los grupos,
sugiriendo que todos los participantes experimentaron una
reduccion en la grasa corporal independientemente del grupo al que
pertenecian.
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La tension arterial es una medida de la presion que gjerce
la sangre contra las paredes de las arterias mientras el
corazén bombea sangre. Se compone de dos lecturas:

Presion Arterial Sistolica (PAS)

La presion en las arterias cuando el corazon late y bombea
sangre.

Presion Arterial Diastolica (PAD)

La presion en las arterias cuando el corazon esta en reposo
entre latidos.

[ENSION
ARTERIAL

Waveform at the aortic
root with forward and
relected waves merged

m— | Forward wave

Backward wave




La tension arterial se mide en milimetros de mercurio (mmHg), es un indicador
critico de la salud cardiovascular, y valores elevados pueden ser un signo de
hipertension, que es un factor de riesgo importante para enfermedades
cardiovasculares.

Los analisis post hoc indicaron una disminucion significativa en el grupo de
control (GC) entre las mediciones PRE y POST para la presion arterial sistélica
(TAS), con un valor p = 0.009.

TENSION ARTERIAL
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TAS 140
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Los resultados indican que la intervencion en los grupos REFIX (Limon y
Naranja) no tuvo un impacto significativo sobre la presion arterial sistolica y
diastodlica a lo largo del tiempo, solo se observan ligeras disminuciones. Es
importante destacar que el grupo de control (GC) mostro una disminucion
significativa en la presion arterial sistolica entre las mediciones PRE y POST.
Este grupo, al no consumir REFIX, tuvo una ingesta de sodio menor, lo cual
podria haber influido en la reduccion de la presion arterial sistolica.




No obstante, destacar que todos los participantes en el estudio mantuvieron
niveles adecuados de tension arterial tanto antes como después de la
intervencion. Los resultados indican que, aunque hubo una disminucion
significativa en la presion arterial sistolica en el grupo de control, esta
reduccion no fue clinicamente relevante ya que los valores se mantuvieron
dentro de los rangos normales.

Estos resultados son consistentes con la literatura previa, que sugiere que las
bebidas electroliticas pueden tener efectos beneficiosos en la reduccion de
la presidon arterial sistélica y diastélica. Estos efectos positivos sobre la
presion arterial pueden contribuir a mejorar la salud cardiovascular y el
bienestar general de los individuos que consumen bebidas electroliticas como
REFIX. Sin embargo, la disminucion significativa observada en el grupo de
control destaca la necesidad de considerar otros factores potenciales que
podrian influir en la presion arterial.

)\
)

8
T o

@

eieh



Para evaluar si hubo diferencias significativas en los
habitos alimentarios de los participantes a lo largo del
estudio, se realizd un analisis de varianza (ANOVA). Se
compararon las medias de la ingesta alimentaria de una
semana al inicio del estudio y una semana al final del
estudio, promediadas para cada participante. Este analisis
permite determinar si la intervencion en los grupos REFIX
(Limén y Naranja) tuvo algun efecto en la alimentacion
comparado con el grupo control.
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El analisis de varianza no mostré diferencias significativas en los habitos
alimentarios entre los grupos en ninguna de las dos semanas analizadas
(inicio y final del estudio). La consistencia en los habitos alimentarios a lo
largo del tiempo refuerza la validez de los resultados observados en otras
variables del estudio.
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ACTIVIDAD
FISICA (IPAQ)

’

El Cuestionario Internacional de Actividad Fisica (IPAQ)
es una herramienta ampliamente utilizada para medir los
niveles de actividad fisica en poblaciones adultas. El
cuestionario existe en dos versiones: una larga y otra corta.
La version corta, que es la mas comunmente utilizada, se
compone de 7 items que recogen informacion sobre la
frecuencia, duracién e intensidad de diferentes tipos de
actividad fisica durante los ultimos 7 dias. Estas actividades
se categorizan en;

1.Actividad Fisica Vigorosa: Actividades que requieren un
gran esfuerzo fisico y aumentan considerablemente el
ritmo cardiaco (por ejemplo, correr, deportes competitivos).

2.Actividad Fisica Moderada: Actividades que requieren
un esfuerzo fisico moderado y aumentan el ritmo cardiaco

(por ejemplo, caminar a paso ligero, trabajos domesticos).

3.Caminar: Cualquier tipo de caminata a lo largo del dia.

La puntuacion del IPAQ se expresa en MET-minutos por
semana (Metabolic Equivalent of Task), donde 1 MET es el
gasto energético de una persona en reposo.
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ACTIVIDAD FiSICA
INTENSA

GC: Incremento leve en la puntuacion de actividad
intensa de 4349 a 4359 MET-minutos por semana.

RL: Aumento en la puntuacion de actividad intensa de
3868 a 3939 MET-minutos por semana.

RN: Reduccion en la puntuacion de actividad intensa
de 3683 a 3549 MET-minutos por semana.

ACTIVIDAD FIiSICA
MODERADA

GC: Aumento leve en la puntuacion de actividad
moderada de 1333 a 1352 MET-minutos por semana.
RL: Incremento en la puntuacion de actividad
moderada de 1118 a 1834 MET-minutos por semana.
RN: Reduccion en la puntuacion de actividad
moderada de 1234 a 1218 MET-minutos por semana.

CAMINATA

GC: Reduccion leve en la puntuacion de caminata de
1762 a 1744 MET-minutos por semana.

RL: Disminucién en la puntuacion de caminata de 1793
a 1672 MET-minutos por semana.

RN: Reduccion en la puntuacion de caminata de 1680
a 1525 MET-minutos por semana.

PUNTUACION
TOTAL

GC: Incremento leve en la puntuacion total de 7444 a
7455 MET-minutos por semana.

RL: Aumento en la puntuacion total de 6779 a 6905
MET-minutos por semana.

RN: Disminucion en la puntuacion total de 6598 a 6292
MET-minutos por semana.

Los datos sugieren que la intervencion no tuvo un impacto significativo en los
niveles de actividad fisica de los participantes. Tanto antes como después de
la intervencioén, los participantes mantuvieron niveles similares de actividad

fisica. Los resultados

indican que factores externos o caracteristicas

personales de los participantes pudieron haber sido mas determinantes en la
estabilidad de sus niveles de actividad fisica, mas que la intervencion en si.



El indice de Calidad del Suefio de Pittsburgh (PSQI) es un
cuestionario autoadministrado que evalua la calidad del
sueno y los patrones de sueno durante el ultimo mes. El
PSQlI se compone de 19 items que generan siete
componentes, cada uno de los cuales evalua un aspecto
diferente del sueno:

1.Calidad subjetiva del sueno

2.Latencia del sueno (tiempo que tarda en quedarse
dormido)

3.Duracion del sueno

4.Eficiencia habitual del sueno (proporcion de tiempo en
la cama dormido)

5.Trastornos del sueno

6.Uso de medicacion para dormir

7.Disfuncion diurna (dificultades para mantenerse
despierto y con energia durante el dia)

Cada componente se califica en una escala de 0 a 3, donde
una puntuacion mas alta indica una peor calidad del sueno.
La suma de los siete componentes proporciona una
puntuacion global que puede oscilar entre 0 y 21, con
puntuaciones mas altas que indican una peor calidad del
sueno.
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Los analisis ANOVA y post hoc no encontraron diferencias significativas para
ninguna de las escalas individuales ni para la puntuacion global del PSQl.
Esto indica que, aunque hubo variaciones en las puntuaciones entre los
grupos y en los diferentes momentos (PRE y POST), estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas.
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Los resultados sugieren que el consumo de REFIX (Limén y Naranja) no tuvo
un impacto significativo en la calidad del sueno de los participantes
comparado con el grupo de control (Agua). Esto se refleja en las puntuaciones
de los diferentes componentes del PSQIl y en la puntuacion global, donde no
se observaron diferencias significativas entre los grupos.

La literatura previa sugiere que las bebidas con electrolitos pueden tener un
impacto positivo limitado en ciertos aspectos de la calidad del sueno, como la
latencia y la eficiencia del sueno. Sin embargo, estos efectos no siempre son
significativos y pueden no afectar todas las dimensiones del sueno evaluadas
por el PSQI.




La Escala de Estrés Percibido (PSS-14) es una herramienta

(f) O psicologica utilizada para medir el grado en que las
. J_ situaciones de la vida se perciben como estresantes. La
D PSS-14 consta de 14 items que preguntan sobre los
D: _ pensamientos vy sentimientos de los individuos durante el
ultimo mes. Cada item se califica en una escala Likert de 0
I_ m (hunca) a 4 (muy a menudo), y las puntuaciones mas altas
— indican mayores niveles de estrés percibido.
U) U o GC: No se observaron diferencias significativas entre
LlJ las mediciones PRE y POST en el grupo de control
O: (Agua). No obstante, hay un ligero aumento.
e RL: Hubo una reduccion en los niveles de estres
LIJ percibido, pero esta reduccion no fue
D_ estadisticamente significativa.
o RN: Similar a RL, hubo una reduccién en los niveles de

estrés percibido, pero no fue estadisticamente
significativa.
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Los analisis post hoc indican que, aunque hubo reducciones en los niveles de
estrés percibido en los grupos REFIX (Limén y Naranja), estas reducciones
no fueron estadisticamente significativas en comparacion con el grupo de
control (Agua). Las diferencias significativas observadas en las comparaciones
iniciales no se mantuvieron en los analisis post hoc, lo que sugiere que la
intervencion en los grupos REFIX no tuvo un impacto significativo en los
niveles de estrés percibido.




La Escala del Perfil del Estado de Animo (POMS) es un

I_IJ O cuestionario psicoldgico utilizado para evaluar los estados

de animo transitorios en una persona. Desarrollada

D z originalmente por McNair, Lorr y Droppleman en 1971, la

version revisada por Katja Petrowski en 2021, sigue siendo

— ampliamente utilizada en investigacion y en entornos

O Z clinicos. La POMS consta de 65 items que evaluan seis
dimensiones principales del estado de animo:

D\< 1.Tension-Ansiedad: Evaluacion de sentimientos de
< tension, nerviosismo y ansiedad.
2.Depresidn-Desanimo: Evaluacion de sentimientos de
I_ tristeza, depresion y desanimo.
(f) 3.Ira-Hostilidad: Evaluacion de sentimientos de enojo vy
hostilidad.
Lu 4.Vigor-Actividad: Evaluacion de sentimientos de energia
y actividad.
5.Fatiga-Inercia: Evaluacion de sentimientos de fatiga vy
falta de energia.
6.Confusion-Desorientacion: Evaluacion de sentimientos
de confusion y aturdimiento.
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Cada item se califica en una escala Likert de 5 puntos, donde una puntuacion
mas alta indica una mayor presencia de ese estado de animo especifico. La

puntuacion total de POMS se utiliza para obtener un perfil general del estado
de animo de una persona.
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TENSION-
ANSIEDAD

GC: Reduccion de la puntuacion de 15.00 a 12.20

RL: Leve aumento de la puntuacion de 14.80 a 13.80
RN: Reducciéon de la puntuacion de 15.30 a 11.30
(p=0.007)

DEPRESION-
DESALIENTO

GC: Reduccion de la puntuacion de 23.20 a 21.40

RL: Reduccion de la puntuacién de 25.30 a 19.10
(p=0.003)

RN: Reduccion de la puntuacion de 24.00 a 20.90

IRA-HOSTILIDAD

GC: Reduccion de la puntuacion de 27.10 a 20.20
RL: Reduccion de la puntuacion de 26.50 a 22.50
RN: Reduccion de la puntuacion de 24.70 a 20.60

FATIGA-INERCIA

GC: Reduccion de la puntuaciéon de 6.17 a 550
RL: Leve aumento de la puntuacion de 6.00 a 5.34
RN: Reduccion de la puntuacion de 5.94 a 6.02
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» GC: Reduccion de la puntuacion de 9.96 a 8.48
VIGOR-ACTIVIDAD |  RL:Reduccion de la puntuacion de 11.50 a 8.58
* RN: Reduccion de la puntuacion de 11.30 a 8.79

e GC: Reduccion de la puntuacion de 6.42 a 6.00
e RL: Leve aumento de la puntuacion de 8.04 a 6.66
e RN: Reduccion de la puntuacion de 7.85 a 5.75

CONFUSION-
DESORIENTACION

* GC: Reduccion de la puntuacion de 67.90 a 56.80
PUNTUACION * RL: Reduccién de la puntuacion de 69.10 a 58.70

TOTAL * RN: Reduccioén de la puntuacion de 66.40 a 55.90
(p=0.048)

Los resultados del POMS indican que hubo una reduccion significativa en
varias dimensiones del estado de animo (tension-ansiedad, depresion-
desaliento, ira-hostilidad, vigor-actividad, confusion-desorientacion y la
puntuacion totall a lo largo del tiempo, pero no hubo diferencias
significativas entre los grupos (REFIX Limon, REFIX Naranja y Agua). Esto
sugiere que, aunque los estados de animo mejoraron con el tiempo en los
grupos REXIF, la intervencion no tuvo un impacto diferencial en comparacion
con el grupo de control.

Estos resultados son coherentes con la literatura previa, que sugiere que las
bebidas con electrolitos pueden tener efectos beneficiosos en algunos
aspectos del estado de animo, como la reduccion de la depresion y la
tension, y el aumento del vigor. Los estudios previos indican que los
electrolitos en la dieta pueden mejorar significativamente el estado de animo,
y la adicion de sodio a las bebidas de rehidratacion puede resultar en un
balance de sodio mas positivo y una mejor retencion de liquidos. Sin embargo,
estos efectos pueden no ser siempre significativos. En general, la hidratacion
adecuada y la composicion de los electrolitos juegan un papel importante en
la mejora del bienestar general.
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El WHOQOL-BREF es una version abreviada del
WHOQOL-100, desarrollado por la Organizacion Mundial
de la Salud para evaluar la calidad de vida. Este
cuestionario consta de 26 items que cubren cuatro
dominios principales:

1.Salud Fisica: Evalua aspectos como la energia y fatiga, el
dolor y malestar, el sueno y descanso, la movilidad, las
actividades de la vida diaria, la dependencia de
medicamentos o tratamientos, y la capacidad para trabajar.

VIDA

2.Salud Psicolégica: Incluye items sobre el afecto positivo,
el pensamiento, el aprendizaje, la memoria y la
concentracion, la autoestima, la imagen corporal vy
apariencia, los sentimientos negativos, y la espiritualidad.

3.Relaciones Sociales: Evalua las relaciones personales, el
apoyo social, y la actividad sexual.

CALIDAD DE

4.Entorno: Analiza aspectos como la seguridad fisica y proteccion, el entorno
del hogar, los recursos financieros, la disponibilidad y calidad de los servicios
de salud y sociales, las oportunidades para adquirir huevas habilidades e
informacion, la participacion en actividades recreativas y de ocio, y el entorno
fisico (contaminacion, ruido, trafico, clima).

Quality of
Healthv  Epwironment

Social ‘\\\ [“ ‘%M

RelaBoMPY WA~




40,00

35,00

30,00

25,00

20,00

15,00

10,00

5,0

o

0,00

Fisico

& & & & e g

WHOQOL-BREF

70
28,50

Psicolégico Social Medio ambiental
sGCPRE =GCPOST mRLPRE RLPOST =RNPRE = RNPOST




Cada item se califica en una escala Likert de 5 puntos, donde_una puntuacion
mas alta indica una mejor calidad de vida en ese dominio. Las puntuaciones se
calculan para cada dominio y una puntuacion global, proporcionando una
vision integral de la calidad de vida del individuo.

* GC: Reduccion de la puntuacion de 26.80 a 25.90
DOMINIO FiSICO | « RL: Leve aumento de la puntuacion de 27.30 a 26.30
e RN: Reduccioén de la puntuacion de 26.10 a 25.20

e GC: Sin cambios significativos, puntuacion estable en
DOMINIO 20.30

PSICOLOGICO | ¢ RL:Leve aumento de la puntuacion de 21.80 a 20.70

* RN: Leve aumento de la puntuacion de 20.40 a 20.80

* GC: Reduccion de la puntuacion de 10.70 a 10.20
DOMINIO SOCIAL | » RL: Leve aumento de la puntuacion de 10.30 a 10.40
* RN: Leve aumento de la puntuacion de 10.90 a 10.80

e GC: Aumento de la puntuacion de 27.60 a 28.80
» RL: Leve reduccion de la puntuacion de 28.20 a 28.50
e RN: Leve reduccion de la puntuacion de 29.20 a 28.50

DOMINIO
ENTORNO

Los resultados del WHOQOL-BREF indican que no hubo cambios
significativos en la calidad de vida de los participantes en ninguno de los
dominios evaluados (fisico, psicoldgico, social y medio ambiental) tras la
intervencion en los grupos REFIX (Limdén y Naranja) y en el grupo control
(Agua). Las diferencias observadas en las puntuaciones no fueron
estadisticamente significativas.
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Los resultados son consistentes con la literatura previa en que las
intervenciones simples como el consumo de bebidas electroliticas pueden no
tener un impacto significativo en la calidad de vida medido por el WHOQOL-
BREF en ausencia de otros factores modificadores. La literatura sugiere que las
intervenciones combinadas, como el gjercicio fisico y la mejora de otros
aspectos del estilo de vida, son mas efectivas para aumentar la calidad de vida
en diferentes poblaciones. Por lo tanto, los resultados estan alineados con la
evidencia existente de que las bebidas electroliticas por si solas pueden no ser
suficientes para producir cambios significativos en la calidad de vida medidos
por el WHOQOL-BREF.
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La glucosa es un azucar simple que circula en la sangre y
I_IJ < es la principal fuente de energia para las células del

cuerpo. Los niveles normales de glucosa en ayunas estan

Z entre 70 y 99 mg/dL. Niveles elevados pueden indicar
< diabetes o prediabetes.

U) _I La insulina es una hormona producida por el pancreas que
O permite a las células del cuerpo utilizar la glucosa como
D energia. Los niveles normales de insulina en ayunas suelen
estar entre 2 y 25 pU/mL. Niveles elevados pueden ser un
U U) indicio de resistencia a la insulina.
:) Z Los resultados indican que la intervencion en los grupos
_I —_— REFIX (Limon y Naranja) tuvo un efecto significativo en la
reduccidén de los niveles de glucosa e insulina a lo largo
Q del tiempo. Estos cambios fueron estadisticamente
significativos y variaron entre los diferentes grupos.
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Incluye varios parametros que ayudan a evaluar el riesgo
_I O de enfermedades cardiovasculares. Los componentes
— principales son:

« HDL (High-Density Lipoprotein): Conocido como

D: "‘colesterol bueno’, ayuda a remover el colesterol de
D las arterias. Niveles mas altos de HDL se asocian con
LlJ\ . un menor riesgo de enfermedad cardiovascular.
D_ D_ « LDL (Low-Density Lipoprotein): Conocido como
— "colesterol malo”, puede acumularse en las paredes de
_I las arterias y formar placas, aumentando el riesgo de
enfermedad cardiovascular.

» Triglicéridos: Son un tipo de grasa (lipido) que se
encuentra en la sangre. Niveles elevados pueden
aumentar el riesgo de enfermedades cardiacas.
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HDL:
» Efecto Tiempo: Hubo una tendencia a un aumento en los niveles de HDL a
lo largo del tiempo, aunque no fue estadisticamente significativo (F = 3.819,
p = 0.052, N°p = 0.025).
o Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias significativas entre los
grupos a lo largo del tiempo (F = 0.843, p = 0.432, N°p = 0.011).

LDL:
» Efecto Tiempo: No hubo diferencias significativas en los niveles de LDL a lo
largo del tiempo (F = 1.780, p = 0.185, N°p = 0.012).
o Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias significativas entre los grupos
a lo largo del tiempo (F = 3.150, p = 0.056, N°p = 0.040).

Triglicéridos (TG):
e Efecto Tiempo: No hubo diferencias significativas en los niveles de
triglicéridos a lo largo del tiempo (F = 0.060, p = 0.807, N°p = 0.000).
» Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias significativas entre los grupos
a lo largo del tiempo (F = 0.289, p = 0.750, N°p = 0.004).

Los resultados indican que la intervencion en los grupos REFIX (Limén vy
Naranja) no tuvo un impacto significativo en los niveles de LDL vy trigliceridos a
lo largo del tiempo, aunque hubo una tendencia no significativa hacia un
aumento en los niveles de HDL.
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La evaluacion de las enzimas hepaticas es fundamental
para determinar la salud y el funcionamiento del higado.
Las enzimas hepaticas y otros indicadores medidos fueron:

1.AST (Aspartato Aminotransferasa): Enzima que se
encuentra en el higado y otros tejidos. Niveles elevados
pueden indicar dano hepatico o muscular.

2.ALT (Alanina Aminotransferasa): Enzima principalmente
presente en el higado. Niveles elevados suelen indicar
dano hepatico.

3.Bilirrubina: Sustancia producida por la descomposicion
de los globulos rojos. Niveles elevados pueden indicar
problemas hepaticos o biliares.




AST
40,00

35,00 ‘

30,00
25,00
S 20,00
15,00
10,00
5,00
0,00 28,20 29,10

mGC PRE s GC POST s RL PRE RL POST =RN PRE - RN POST

Sin diferencias significativas para ninguno de los grupos,
AST los valores individuales sufren muy pocas variaciones,
por lo que la media y desviacion varian muy poco.
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Existe una disminucion ligera pero significativa (p<0.005)

ALT en los valores de POST comparado con los valores PRE
tanto en el grupo RL como RN.
BILIRRUBINA
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Sin diferencias significativas para ninguno de los grupos,
BILIRRUBINA los valores individuales sufren muy pocas variaciones,

por lo que la media y desviacion varian muy poco.

Interpretacion

* Las enzimas hepaticas ALT muestran una ligera disminucion en los valores
POST para el grupo RL y RN, lo cual es significativo.

o Para AST vy bilirrubina, no se observan diferencias significativas entre los
valores PRE y POST en ninguno de los grupos, indicando que la
intervencion no tuvo un impacto notable en estas enzimas.




Los minerales, como el sodio, el potasio, el calcio y el
magnesio, juegan roles vitales en numerosas funciones
fisiologicas, incluyendo la regulacion de la presion arterial,
la transmision nerviosa y la contraccion muscular. Por otro
lado, el pH de la orina, que refleja la acidez o alcalinidad,
puede indicar trastornos metabdlicos y estados
patologicos como la acidosis o alcalosis. Los datos
obtenidos se muestran a continuacion:

Potasio (K*):
e Efecto Tiempo: No hubo diferencias significativas en
los niveles de potasio a lo largo del tiempo (F = 0.379, p
= 0.539, N*p = 0.002).
e Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias

significativas entre los grupos a lo largo del tiempo (F =
0.279, p = 0.757, N°p = 0.004).
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Sodio (Na*):
» Efecto Tiempo: Hubo un aumento significativo en los niveles de sodio a lo

largo del tiempo (F = 502.000, p < 0.001, N°p = 0.768).

» Efecto Tiempo x Grupo: Hubo una diferencia significativa entre los grupos

a lo largo del tiempo (F = 86.000, p < 0.001, N°p = 0.531). Los analisis post

hoc indican que estas diferencias se encuentras en el grupo RL (p<0.001) y
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Magnesio (Mg?*):

e Efecto Tiempo: Hubo un aumento significativo en los niveles de magnesio

a lo largo del tiempo (F = 472.600, p < 0.001, N°p = 0.757).

o Efecto Tiempo x Grupo: Hubo una diferencia significativa entre los grupos a

lo largo del tiempo (F = 93.800, p < 0.001, N°p = 0.553).

Calcio (Ca?+):

e Efecto Tiempo: No hubo diferencias significativas en los niveles de calcio a

lo largo del tiempo (F = 0.143, p = 0.706, N*p = 0.001).

e Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias significativas entre los grupos

a lo largo del tiempo (F = 0.147, p = 0.864, N°p = 0.002).
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pH de la Orina:

» Efecto Tiempo: No hubo diferencias significativas en el pH de la orina a lo

largo del tiempo (F = 1.488, p = 0.224, N°p = 0.010).

» Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias significativas entre los grupos

a lo largo del tiempo (F = 0.249, p = 0.780, N°p = 0.003).
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Peso Especifico de la Orina:
» Efecto Tiempo: No hubo diferencias significativas en el peso especifico de
la orina a lo largo del tiempo (F = 0.479, p = 0.490, N°p = 0.003).
e Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias significativas entre los grupos
a lo largo del tiempo (F = 2239.000, p = 0.110, N°p = 0.029).
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Los resultados indican que la intervencion en los grupos REFIX (Limén vy
Naranja) no tuvo un impacto significativo en la mayoria de los parametros
urinarios (potasio, calcio, pH, peso de la orina y peso especifico de la orina) a lo
largo del tiempo. Sin embargo, se observaron aumentos significativos en los
niveles de sodio y magnesio a lo largo del tiempo, y hubo diferencias
significativas entre los grupos en estos parametros.

Estos resultados sugieren que sugiere que las bebidas electroliticas como
REFIX pueden aumentar los niveles de sodio y magnesio en la orina,
reflejando una mejora en el equilibrio electrolitico. Estos efectos positivos en
los niveles de sodio y magnesio indican que el consumo de este tipo de
bebidas es beneficioso para mantener un buen estado de hidratacion y
equilibrio de electrolitos. Los demas parametros urinarios no mostraron
cambios significativos, lo que sugiere que la intervencion no afecta
negativamente otros aspectos de la funcion renal.
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HbA1C (Hemoglobina Glicosilada): Este biomarcador
refleja el promedio de los niveles de glucosa en la sangre
durante los ultimos 2-3 meses y es una medida crucial
para el control de la diabetes.

Malondialdehido (MDA): Producto final de la peroxidacion
lipidica, el MDA es un indicador del estrés oxidativo y del
dano a las membranas celulares.

Catalasa: Enzima antioxidante que cataliza |la
descomposicion del perdoxido de hidrégeno en agua vy
oxigeno, protegiendo a las células del dano oxidativo.

Mieloperoxidasa: Enzima producida por neutrofilos vy
monocitos que participa en la respuesta inmune y puede
contribuir al estrés oxidativo.

MARCADORES
ANTIOXIDANTES

The free radicals More severe oxidative
Normal cell that damage all components stress can cause cell death
of the cell (apoptosis or necrosis)



HbA1C:
» Efecto Tiempo: Hubo una disminucion significativa en los niveles de HbA1C
a lo largo del tiempo (F = 110.99, p < 0.001, N°p = 0.441).
» Efecto Tiempo x Grupo: Hubo una diferencia significativa entre los grupos a
lo largo del tiempo (F = 3.25, p = 0.041, N°p = 0.041).
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Malondialdehido (MDA):

e Efecto Tiempo: Hubo una disminucion significativa en los niveles de MDA a
lo largo del tiempo (F = 233.747, p < 0.001, N°p = 0.606) en los grupos RL y
RN.

» Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias significativas entre los grupos
a lo largo del tiempo (F = 0.254, p = 0.776, nN°p = 0.003).
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Mieloperoxidasa:
» Efecto Tiempo: No se observaron diferencias significativas en los niveles de
mieloperoxidasa a lo largo del tiempo (F = 1.789, p = 0.183, n°p = 0.012).
o Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias significativas entre los grupos
a lo largo del tiempo (F = 0.730, p = 0.484, N°p = 0.010).
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Catalasa:
» Efecto Tiempo: No se observaron diferencias significativas en la actividad
de la catalasa a lo largo del tiempo (F = 2.821, p = 0.095, N°p = 0.018).
e Efecto Tiempo x Grupo: No hubo diferencias significativas entre los grupos
a lo largo del tiempo (F = 0.602, p = 0.549, N°p = 0.008).
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Los resultados indican que la intervencion en los grupos REFIX (Limén vy
Naranja) tuvo un impacto significativo en la disminucion de los niveles de
HbA1C y malondialdehido a lo largo del tiempo, sugiriendo una mejora en el
control glucémico y una reduccion del estrés oxidativo en los participantes.
No se observaron cambios significativos en los niveles de catalasa y
mieloperoxidasa, lo que sugiere que estos parametros antioxidantes no se
vieron afectados por la intervencion.




Estos resultados con estudios previos ya que el malondialdehido (MDA) parece
ser uno de los biomarcadores mas sensibles al estrés oxidativo en el contexto
de intervenciones nutricionales o cambios en el estilo de vida que incluyen
antioxidantes. El MDA, un producto final de la peroxidacion lipidica, es
frecuentemente medido para evaluar el dano oxidativo en células vy tejidos.
Estudios han mostrado que intervenciones que incluyen antioxidantes
pueden afectar significativamente los niveles de MDA, mientras que otros
biomarcadores como catalasa y mieloperoxidasa podrian no ser tan sensibles
a corto plazo o en todos los contextos.
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La Escala de Bristol es una herramienta que clasifica la

I_IJ _I forma y consistencia de las heces en siete tipos (véase en
la imagen), lo cual es un indicador clave de la salud

D O gastrointestinal. Los resultados observados en la variable
I— Escala de Bristol tras 12 semanas de intervencion con RL,

E RNy el GC se presentan a continuacion.

» Tipo1 P> Grumosduros separados

A
R

) Tipo 2 > Grumosas y con aspecto

de salchicha

U) Con forma de
» Tipo3 P salchichacon grietas
en la superficie

Como una salchicha

» Tipo4 P> suaveyblandao

una serpiente

wv
z
v
-
v w
oo
u_
w
(=)

: Masa suave con bordes
) TIpO 5 > bien definidos

. Consistencia blanda con
> TIpO 6 > bordes irregulares

DIARREA

» TipO 7 > Consistencia liquida

sin trozos solidos

PRE POST
GC RL RN GC RL RN
Tipo heces n° ne ne ne ne ne
Tipo 2 3 7 2 4 0 0
Tipo 3 22 23 27 16 21 20
Tipo 4 17 15 19 28 29 32
Tipo 5 9 4 4 3 0 0
Tipo 6 1 1 1 1 0 1

n°=numero de sujetos que indicaron este tipo de heces
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o Grupo control: Aumentd el numero de heces tipo 4 (normales) de 17 a 28,
y el numero de heces tipo 3 (estrenimiento leve) disminuyd de 22 a 16.

o Grupo REFIX limon: Aumento significativamente el numero de heces tipo
4 de 15 a 29, y desaparecieron las heces tipo 2 y 5.

o Grupo REFIX naranja: También aumenté el numero de heces tipo 4 de 19 a
32,y las heces tipo 2 y 5 desaparecieron.

Los resultados indican que la intervencion en los grupos REFIX limon y REFIX
naranja tuvieron mejor consistencia de las heces, aumentando la prevalencia
de heces de Tipo 4 (hormales) y reduciendo la incidencia de estrenimiento y
diarrea. En el grupo REFIX limén se observd una mejora significativa
(p=0.031) en la consistencia de las heces y una mayor homogeneidad en los

resultados post-intervencion en comparacion con el grupo de control y REFIX
naranja.
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Prebiotics

Dietary fibre

El PAC-SYM (Patient Assessment of Constipation
Symptoms) es un cuestionario validado utilizado para
evaluar los sintomas de estrenimiento en pacientes. Este
instrumento consta de 12 items que se agrupan en tres
dominios principales:

1.Sintomas Abdominales: Evalua los sintomas
relacionados con el malestar abdominal, como dolor,
hinchazon y molestias.

2.Sintomas Rectales: Mide los sintomas relacionados
con la defecacion, incluyendo dificultad para evacuar,
esfuerzo y la sensacion de evacuacion incompleta.

3.Sintomas de Heces: Analiza aspectos relacionados con
las caracteristicas de las heces, como su consistencia y
frecuencia.

Cada item se califica en una escala Likert de 5 puntos,
donde una puntuacion mas alta indica una mayor
severidad de los sintomas de estrenimiento. Las
puntuaciones totales y de cada dominio pueden utilizarse
para evaluar la gravedad del estrenimiento y para medir
los cambios en respuesta a intervenciones terapéuticas.
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CATEGORIAS SEVERIDAD
0-1=NO SINTOMAS
1-2 = SINTOMAS LEVES

2-3 = SINTOMAS MODERADO

3-4= SINTOMAS SEVEROS

SINTOMAS
ABDOMINALES

GC: Aumento significativo de los sintomas
abdominales de 0.56 a 1.15 (p<0.001)
RL: Reduccién significativa de los sintomas
abdominales de 0.49 a 0.27 (p=0,001)
RN: Reduccion significativa de los sintomas
abdominales de 0.53 a 0.22 (p<0.001)

SINTOMAS
RECTALES

GC: Aumento significativo de los sintomas rectales de
0.03 a 0.63 (p<0.001)

RL: Reduccion de los sintomas rectales de 0.15 a 0.14
RN: Reduccion de los sintomas rectales de 0.04 a 0.01

SINTOMAS DE
HECES

GC: Aumento significativo de los sintomas de heces
de 0.66 a 1.25 (p<0.001)
RL: Reduccidn significativa de los sintomas de heces
de 0.61 a 0.39 (p=0.005)
RN: Reduccion significativa de los sintomas de heces
de 0.53 a 0.22 (p<0.001)

PUNTUACION
TOTAL

GC: Aumento significativo de la puntuacion total de
0.42 a 1.01 (p<0.001)
RL: Reduccion significativa de la puntuacion total de
0.42 a 0.27 (p=0.036)
RN: Reduccién significativa de la puntuacion total de
0.36 a 0.15 (p<0.001)
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Los resultados del PAC-SYM indican que la intervencion en los grupos REFIX,
tanto Limon (p<0.001) como Naranja (p<0.001) han disminuido
significativamente los sintomas de estrefiimiento en comparacion con el
grupo de control (AGUA). Se observaron reducciones significativas en los
sintomas abdominales, rectales y de heces, asi como una disminucion global
en la puntuacion total del PAC-SYM.

Estas diferencias observadas son consistentes con la literatura existente. La
disminucién significativa en los sintomas de estrehimiento en los grupos
REFIX puede deberse a los ingredientes activos de estas bebidas que
mejoran la hidratacion y la funcion gastrointestinal, similar a lo observado con
soluciones de electrolitos y bebidas fermentadas con probiodticos. Ademas, el
enfoque multimodal de tratar el estrenimiento con ajustes en la dieta y el
consumo de liquidos también se alinea con los resultados observados.
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EL PAC-QOL (Patient Assessment of Constipation Quality
of Life) es un cuestionario validado utilizado para evaluar
la calidad de vida de los pacientes con estrenimiento. Este
instrumento consta de 28 items distribuidos en cuatro
dominios:

1.Preocupaciones Fisicas: Evalua los sintomas fisicos y el
malestar asociado con el estrenimiento.

2.Psicosocial: Mide el impacto del estrenimiento en las
emociones y las relaciones sociales del paciente.
3.Preocupaciones de Preocupaciéon de Tratamiento:
Analiza las preocupaciones y la carga relacionada con el
tratamiento del estrenimiento.

4.Satisfacciéon: Mide la satisfaccion general del paciente
con su condicion y tratamiento.

Cada item se califica en una escala Likert de 5 puntos,
donde una puntuacion mas alta indica una peor calidad de
vida relacionada con el estrenimiento. Las puntuaciones
totales y de cada dominio pueden utilizarse para evaluar el
impacto del estrenimiento en la calidad de vida y para
medir los cambios en respuesta a intervenciones

< I terapeéuticas.
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DOMINIOS PAC-QOL
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MALESTAR
FISICO

GC: Leve aumento del malestar fisico de 17.50 a 17.80
RL: Reduccion significativa del malestar fisico de
18.00 a 15.90 (p=0.013)

RN: Reduccion leve del malestar fisico de 18.60 a 17.30

MALESTAR
PSICOSOCIAL

GC: Aumento leve del malestar psicosocial de 13.50 a
13.60

RL: Reduccion significativa del malestar psicosocial
de 14.90 a 12.80 (p=0.008)

RN: Reduccion leve del malestar psicosocial de 14.20 a

13.40

PROCUPACIONES

GC. Leve disminucion de preocupaciones de 4.63 a
4.35

RL: Reduccidon de preocupaciones de 4.34 a 3.96

RN: Aumento leve de preocupaciones de 4.00 a 4.08

SATISFACCION
CON EL
TRATAMIENTO

GC: Aumento leve en la satisfaccion de 12.50 a 12.80
RL: Disminucion leve en la satisfaccion de 12.00 a 12.20
RN: Disminucion leve en la satisfaccion de 13.20 a 12.00

GC: Aumento leve en la puntuacion total de 48.10 a
48.60

PUNTUACION RL: Reduccién significativa en la puntuacion total de
TOTAL 49.20 a 44.80 (p<0.001)
RN: Reduccidn significativa en la puntuacion total de
50.10 a 46.80 (p<0.001)
PAC-QOL PUNTUACION TOTAL
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Los resultados del PAC-QOL indican que la intervencion en el grupo REFIX ha
mejorado significativamente varios aspectos de la calidad de vida
relacionada con el estrenimiento. Se observaron reducciones significativas en

el malestar fisico y psicosocial, asi como una mejora global en la puntuacion
total del PAC-QOL.
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La microbiota intestinal es el conjunto de
microorganismos que residen en el tracto gastrointestinal
humano, incluyendo bacterias, arqueas, hongos y virus.
Estos microorganismos juegan un papel crucial en la
digestion, la sintesis de vitaminas, la regulacion del sistema
inmunolégico y la proteccion contra patogenos. La
composicion y el equilibrio de la microbiota intestinal son
esenciales para mantener la salud general del individuo.
En este estudio, se analizaron diferentes grupos de
microorganismos para evaluar el impacto de una
intervencion.

Se ha utilizado “Quick-16S Plus NGS Library Prep Kit (V3-
V4, UDI)" (Zymo Research) que incluye los cebadores para
amplificar las regiones variables V3-V4 del gen 16S rRNA;

o 341f (CCTACGGGDGGCWGCAG,
CCTAYGGGGYGCWGCAQ). El primer Forward es una
mezcla de ambos.

e 806r (GACTACNVGGGTMTCTAATCC).

Los cebadores han sido disenados para cubrir los dominios
bacteria (84.2%), archaea (75.8%), and eukaryota (0.0%)
segun resultados de la base de datos Silva (Marzo 2020).




Para la amplificacion del 16S rRNA se partié de 10 ng de DNA y mediante
qPCR/PCR se combina la amplificacion dirigida y la adicion de codigos de
barras, generando fragmentos de aproximadamente 606 pb.

La secuenciacion de la muestras se llevo a cabo en el equipo NextSeq 2000
(Illumina) mediante aproximaciéon Paired-End (2x300).

El numero de lecturas obtenido fue adecuado para todas las muestras ( >
500.000 input reads).

Las unidades de medida utilizadas en este analisis son relativas, expresadas en
porcentajes (%), lo que permite una comparacion directa entre los diferentes
grupos de microorganismos y su variacion antes y despues de la intervencion.

A continuacion se presentan los resultados agrupados por tipo de distribucion
funcional:

e Muconutritivas

* Reguladoras

* Proteoliticas

¢ Arqueas

Los microorganismos no contemplados en el informe es porque han resultado
negativos en la totalidad de la muestra, esto significa que no han sido
detectados en la muestra de la poblacion estudiada.

Los resultados de cada una de ellas se presentan a continuacion:




Muconutrititvas

Las bacterias muconutritivas, incluyendo Akkermansia muciniphila,
Faecalibacterium prausnitzil, Roseburia Intestinalis y Eubacterium rectale,
Jjuegan un papel crucial en la salud intestinal y metabadlica.

Akkermansia muciniphila es conocida por su capacidad para degradar mucina,
protegiendo la barrera intestinal y modulando el sistema inmunologico, lo que
contribuye al control del peso y la mejora de la sensibilidad a la insulina. Por otro
lado, Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia hominis y Eubacterium son
importantes productoras de butirato, un acido graso de cadena corta que reduce
la inflamacion, promueve la salud de la mucosa intestinal y mejora el
metabolismo energético.

La abundancia de estas bacterias esta asociada con una menor incidencia de
enfermedades inflamatorias y trastornos metabdlicos, destacando su importancia
en el mantenimiento de un microbioma intestinal saludable.

Los analisis indican que:

e En el grupo control (GC), se observa un leve incremento en la media de las
bacterias muconutritivas. Este incremento leve sugiere una estabilidad en la
poblacion de bacterias muconutritivas sin intervencion, lo cual es esperado
en un grupo control.

e En el grupo Refrix Limén (RL), los valores medios aumentan aunque no de
forma significativa. La intervencion con Refrix Limon parece haber
incrementado ligeramente la abundancia de bacterias muconutritivas, o
cual puede ser beneficioso para la salud intestinal dado el rol de estas
bacterias en la integridad de la mucosa intestinal.

e En el grupo Refrix Naranja (RN), los valores medios incrementan de forma
similar al grupo Refrix Limon, por tanto, la intervencion con Refrix Naranja
también parece haber tenido un efecto positivo al incrementar la poblacion
de bacterias muconutritivas.
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Reguladoras

Las bacterias reguladoras, como Lactobacillus, Enterococcus, Veillonella,
Ruminococcus, Bacteroides, Prevotella, Bifidobacterium, y Oxalobacter,
desempenan roles cruciales en el mantenimiento de la homeostasis intestinal y la
salud general. Estas bacterias participan en la fermentacion de fibras dietéticas, la
produccion de acidos grasos de cadena corta, la modulacion del sistema
inmunologico y la inhibicion de patogenos. Valores altos de estas bacterias se
asocian con beneficios para la salud digestiva, metabdlica y inmunologica,
subrayando su importancia en un microbioma intestinal equilibrado y saludable.

Los analisis de medidas repetidas y los efectos entre sujetos muestran:
e En el grupo control (GC), hay un leve incremento en la media de las bacterias
reguladoras, no significativo.

e« En el grupo Refix Limén (RL), los valores aumentan ligeramente (DM-
-0.00208) aunque no de forma significativa. Lo mismo ocurre en el grupo
Refix Naranja (RN) (DM= -0.00574). Esto puede ser beneficioso para la salud
intestinal dado el rol de estas bacterias en la digestion y la regulacion del
sistema inmunologico.
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Proteoliticas

Las bacterias proteoliticas, como Fusobacterium, Pseudomonas, y Clostridium
sensu stricto 1 (perfringens), juegan un papel crucial en la descomposicion de
proteinas en el intestino humano y otros ambientes. Estas bacterias participan en
la degradacién de proteinas y péptidos, lo que puede influir en la salud intestinal
y sistéemica. Si bien algunas de estas bacterias son comensales normales del
intestino, otras pueden volverse patdgenas en ciertas condiciones, causando
infecciones y enfermedades. Valores elevados de ciertas especies pueden estar
asociados con infecciones y desequilibrios en la microbiota, subrayando la
importancia de mantener un equilibrio adecuado de estas bacterias para una
salud optima.

Se observa un ligero incremento tanto en el grupo control (GC) como Refix
Limon (RL), en ninguno de los dos casos significativo (DM = -0.00277 y -0.00208,
respectivamente). El el grupo Refix Naranja (RN) se ha reducido ligeramente la
abundancia de bacterias proteoliticas (DM=0.00574), lo cual puede ser
beneficioso para evitar el exceso de protedlisis en el intestino.
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En ambos casos la evolucion es positiva, en los GC y RL el cambio es minimo y no
sugiere un desequilibrio significativo. La reduccion en el grupo RN tambien podria
ser beneficiosa para evitar el exceso de protedlisis en el intestino. Ademas,
destacar que todos los valores de las bacterias proteoliticas (Fusobacterium,
Pseudomonas, y Clostridium sensu stricto 1) estan por debajo del 0.01%, lo que
esta dentro del rango normal para estas bacterias en individuos sanos.
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Arqueas

Methanobrevibacter smithii es una arquea metanogénica predominante en el
intestino humano, donde desempena un papel crucial en la digestion y el
metabolismo. Esta arquea es una de las especies mas abundantes del dominio
Archaea en el microbioma intestinal y es conocida por su capacidad para
producir metano a partir de hidrogeno y dioxido de carbono, un proceso
importante para la eficiencia energética del huesped.

En ningun grupo se han observado diferencias significativas tras la intervencion,
no obstante, tanto en los grupos Refix Limén (RL) como Refix Naranja (RN), la
intervencion parece haber tenido un efecto minimo en la abundancia de
Methanobrevibacter smithii, lo cual sugiere un posible efecto beneficioso en la
eficiencia de la fermentacion de carbohidratos complejos.

Destacar que los valores observados estan dentro del rango tipico esperado para
arqueas metanogeénicas, lo cual es beneficioso dado que no se observa un
incremento significativo que pueda estar relacionado con problemas de salud.
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COMPOSICION CORPORAL

Se observo una reduccion en el peso corporal y el IMC en todos
los grupos, o que sugiere no hay diferencia entre
intervenciones.

BIOPARAMETROS

No se encontraron diferencias significativas en la tension
arterial entre los grupos, lo que indica que REFIX mantiene la
estabilidad cardiovascular.

La reduccion en los niveles de glucosa en los grupos REFIX
sugiere un posible efecto beneficioso en el control glucémico.
En el mismo sentido, la disminucion en los niveles de insulina
podria indicar una mejora en la sensibilidad a la insulina.

No se observaron cambios significativos en los niveles de
lipidos, lo que indica que la intervencion en los grupos REFIX no
tiene un impacto negativo en este aspecto.

CONCLUSIONES

CUESTIONARIOS

Dieta cuantitativa: No hubo cambios significativos en los habitos alimentarios
durante el estudio, indicando que la intervencion no altera los patrones de
alimentacion.

Ingesta de alcohol: La baja frecuencia de consumo de alcohol refuerza la validez
de los resultados obtenidos, minimizando cualquier posible influencia en las
variables de salud estudiadas.

Actividad fisica: Los niveles de actividad fisica se mantuvieron estables durante
el estudio.

Calidad del sueno: No hubo diferencias significativas en la calidad del sueno
entre los grupos, sugiriendo que la intervencion en los grupos REFIX no impacta
negativamente en este ambito.




Escala de Bristol: L a mejora en la consistencia de las heces en los grupos REFIX
refleja un potencial beneficio para la salud gastrointestinal.

Estado de animo (POMS):. Se observaron aumentos en varias dimensiones del
estado de animo en los grupos REFIX, aunque sin diferencias significativas entre
ellos, lo que puede indicar un efecto general positivo.

Calidad de vida (WHOQOL): No se observaron cambios significativos en la calidad
de vida medida por el WHOQOL-BREF, lo que sugiere que los efectos de la
intervencion en los grupos REFIX pueden ser mas sutiles o requerir un tiempo
mas prolongado para manifestarse significativamente.

Estrés percibido: Los niveles de estrés no mostraron cambios significativos.

Escala del perfil del estado de animo: Similar al POMS, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el estado de animo entre los
grupos.

Evaluacion de los sintomas de estrenimiento (PAC-SYM). Se observaron
disminuciones significativas en los sintomas de estrenimiento en los grupos
REFIX, demostrando un efecto positivo en la funcion gastrointestinal.

Calidad de vida del paciente con estrenimiento (PAC-QOL). La intervencion
mostro una mejora en la calidad de vida relacionada con el estrenimiento en
los grupos REFIX.

MARCADORES ORINA

Peso especifico de la orina: La estabilidad en el peso especifico refleja un
mantenimiento adecuado de la hidratacion.

Minerales (K+, Na+, Mgz+, Caz+). Los incrementos en los niveles de sodio y
magnesio sugieren un efecto positivo de la intervencion en los grupos REFIX en
el equilibrio electrolitico.

pH de la orina: La estabilidad en el pH de la orina indica que la intervencion con
REFIX no altera el equilibrio acido-base.
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MARCADORES MICROBIOTA

Las intervenciones con Refrix Limon y Refrix Naranja muestran efectos positivos
en la microbiota intestinal, promoviendo la abundancia de bacterias
muconutritivas y reguladoras que son beneficiosas para la salud intestinal y
metabolica. Los cambios en las bacterias proteoliticas y Methanobrevibacter
smithii son minimos y no sugieren desequilibrios adversos, lo que indica que
estas intervenciones son seguras y potencialmente beneficiosas para mantener
un microbioma intestinal saludable.
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