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Todas las personas que conviven con la fibrosis quistica,

un ejemplo de lucha, fuerzay superacion.
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RESUMEN

Introduccion: En los pacientes con fibrosis quistica (FQ) se ha descrito una alteracion en el
metabolismo de los acidos grasos (AG) caracterizada por un descenso de los niveles de acido
docosahexaenoico (DHA), asociado a un aumento de la inflamacion basal. Suplementar
estos pacientes con DHA podria tener un efecto antiinflamatorio que en la actualidad ain no

existe suficiente evidencia para recomendarlo.

Obijetivo: Evaluar el efecto de la suplementacion oral con DHA de alta concentracion
durante un afio en pacientes pediatricos con FQ, sobre parametros analiticos y clinicos, asi

como la seguridad y la adherencia.

Métodos: Ensayo clinico aleatorizado a doble ciego. Pacientes con FQ (6-18 afios) en
seguimiento en nuestro centro entre mayo 2018 y febrero 2019 fueron aleatorizados a recibir
perlas ricas en DHA al 70% (Tridocosahexaenoina-AOX®) a 50 mg/kg/dia o placebo
durante 12 meses. Variables analizadas: perfil de AG en membrana de eritrocito, funcion
pulmonar, antropometria, exacerbaciones respiratorias, citologia y elastasa neutrofilica en
esputo, interleucinas en sangre y esputo, calprotectina fecal, efectos secundarios y

adherencia.

Resultados: Se incluyeron 22 pacientes (edad media:11,7afios), 16 (7 DHA/9 placebo)
finalizaron el estudio. El grupo suplementado con DHA, comparado con el placebo, presento
un aumento de los AG Omega-3 y descenso de los Omega-6 estadisticamente significativo
(p<0,001); asi como un aumento significativo de FVC y FEV1 expresado en litros (p=0,004
y 0,044), peso (p=0,034) y talla (p=0,026); no encontrando cambios estadisticamente
significativos en el FEF 25-75%, IMC (indice de masa corporal), parametros inflamatorios
ni exacerbaciones respiratorias. No presentaron efectos secundarios y hubo una buena

adherencia (93,9% de los botes necesarios fueron retirados).

Conclusiones: La suplementacion con DHA al 70% a 50 mg/kg/dia a largo plazo en
pacientes pediatricos con FQ, es seguro y parece mejorar el perfil de AG, la funcion

pulmonar y parametros antropométricos.
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ABSTRACT

Background: Cystic fibrosis (CF) patients have an alteration in fatty acid (FA) metabolism,
characterized by a low docosahexaenoic acid (DHA), associated with an increase in basal
inflammation. Supplementing these patients with DHA could have an anti-inflammatory

effect for which there is currently not enough evidence to recommend it.

Objective: To evaluate the effect of oral supplementation with high-concentration DHA for
one year in pediatric patients with CF, on analytical and clinical parameters, as well as safety
and adherence.

Methods: This was a randomized, double-blind, parallel, placebo-controlled trial. CF
patients (6-18 years) followed up at our center between May 2018 and February 2019 were
randomized to receive pearls rich of DHA (Tridocosahexaenoin-AOX® 70%) at 50
mg/kg/day or matching placebo for 12 months. Variables analyzed were: erythrocyte
membrane FA profile, lung function, anthropometry, pulmonary exacerbations, sputum
cytology and neutrophil elastase, blood and sputum interleukins, fecal calprotectin, side
effects and adherence.

Results: 22 patients (mean age: 11.7 years) were included, 16 (7 DHA/9 placebo) completed
the study. The group supplemented with DHA, compared to the placebo, presented a
statistically significant increase in Omega-3 FA and decrease in Omega-6 (p<0.001); as well
as a significant increase in FVC and FEV1 expressed in liters (p=0.004 and 0.044), weight
(p=0.034) and height (p=0.026); not finding statistically significant changes in FEF 25-75%,
BMI (body mass index), inflammatory parameters or respiratory exacerbations. They did not
present side effects and there was good adherence (93.9% of the necessary bottles were

withdrawn).

Conclusions: Long-term supplementation with DHA 70% at 50 mg/kg/day in pediatric
patients with CF is safe and seems to improve the FA profile, lung function and

anthropometric parameters.
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1. INTRODUCCION

1.1 Aspectos generales de la fibrosis quistica (FQ)

1.1.1 Definicion y concepto

La FQ es la enfermedad genética grave con el patron de hereditaria autosémica recesiva
mas frecuente en la poblacion caucasica. Al ser una enfermedad de herencia autosomica
recesiva, implica que cada padre sea portador del gen defectuoso y para que una persona

tenga FQ es indispensable que ambos padres pasen a su hijo la copia del gen alterado.

Esta enfermedad es la consecuencia de mutaciones en el gen regulador de la
conductibilidad transmembrana (cystic fibrosis transmembrane regulator gene [CFTR]),
que provoca una alteracion de la viscosidad de la secrecion en las células de diferentes
epitelios, produciendo una afectacion multisistémica caracterizada por: enfermedad
sino-pulmonar crénica, insuficiencia pancreatica (IP), infertilidad masculina y valores

elevados de cloro en el sudor de los enfermos (1).

1.1.2 Historia de la FQ

Las primeras observaciones clinicas de la FQ se conocen desde la Edad Media, cuando
se observo que la presencia del sudor especialmente salado se relacionaba con una
esperanza de vida muy corta. En el fondo esta observacion clinica ilustra la relacion
entre la disfuncion de la glandula sudoripara y una supervivencia muy breve.
Posteriormente, Carl VVon Rokitansky describié en 1838 un caso de muerte fetal con
peritonitis meconial, una complicacion del ileo meconial asociada a la FQ. En 1934, la
doctora Dorothy Andersen describié por primera vez los hallazgos clinicos e
histopatoldgicos de esta enfermedad, definiéndola como la enfermedad genética letal
mas frecuente en caucésicos; y la denomind “fibrosis quistica del pancreas” por la
presencia de los quistes y fendmenos de fibrosis del tejido pancreatico que presentan
estos enfermos (2). Una década mas tarde, Syndey Farber la denomind
"mucoviscidosis”, ya que la consideraba como un problema en la produccion de moco

y no solamente localizado en el pancreas (2, 3).
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Practicamente hasta 1953 el diagndstico de FQ se hacia en base a los datos clinicos
(neumopatia cronica acompafada de insuficiencia respiratoria muy grave, asi como IP).
En aquella época no se disponia de técnicas de laboratorio que pudieran apoyar la
sospecha clinica de la FQ. Durante ese afio, Paul di Sant'’/Agnese demostré que la causa
del choque hiponatrémico que presentaron enfermos con clinica sospechosa de FQ
durante la ola de calor que sufrié Nueva York era debida a la elevada concentracion de
cloro excretado por sudor (4). En 1959, Gibson y Cooke desarrollaron una técnica para
determinar la concentracion de electrolitos en el sudor. A partir de este momento, la
prueba del sudor se considera fundamental para el diagnéstico de la FQ (5). En 1964 es
cuando se empezd a protocolizar el tratamiento nutricional, el tratamiento de la
sobreinfeccion bacteriana, el de la obstruccion del flujo aéreo y se reconocid la
importancia de la relacion entre la nutricion y el estado fisico de los pacientes con FQ.

En 1985, un grupo de cientificos coordinados por Lap-Chee Tsui descubrieron el gen
que ocasiona esta enfermedad, el gen CFTR, localizado en el brazo largo del cromosoma
7. Cuatro afios mas tarde, en 1989, Francis Collins, Lap-Chee Tsui y John R. Riordan
descubrieron la primera mutacion para la FQ, la Delta-F508 (AF508), en ese
cromosoma. En 1991, se demostré que la proteina CFTR forma un canal de cloruro (6-
8). Posteriormente se han descrito mas de 2.000 mutaciones causantes de la enfermedad.

Otros avances novedosos y revolucionarios en el abordaje de la FQ, han sido las
estrategias terapéuticas enfocadas a modular la proteina CFTR, mediante el uso de
potenciadores y correctores, dando resultados prometedores con diversas moléculas en
desarrollo. En enero de 2012 se comercializé en Estados Unidos el primer farmaco
capaz de corregir el defecto de las mutaciones Gly551Asp. En Espafia, no fue hasta el
dia 21 de octubre del 2019 cuando Sanidad aprob6 por primera vez los primeros
tratamientos con moduladores. Otra de las fechas importantes en Espafa fue el 8 de
noviembre del 2021 que, tras la aprobacion de la Agencia Europea del Medicamento, la
Ministra de Sanidad aprobo la financiacion del medicamento Trikafta® (un modulador
de la proteina CFTR formado por Ivacaftor, Tezacaftor y Elexacaftor) y empez6 a estar
disponible en el Sistema Nacional de Salud el 1 de diciembre del 2021. En la actualidad,

también esta en investigacion la terapia génica, dirigida a corregir la alteracion genética.
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1.1.3 Epidemiologia

Prevalencia e Incidencia:

Se calcula una prevalencia general de aproximadamente 1 por cada 5.000 recién nacidos
(RN) vivos, con una gran variabilidad en la incidencia de la FQ entre diferentes paises
y razas (9). La incidencia es mayor en Europa, Norteamérica y Australia (1/3.000,
teniendo la mayor incidencia en Irlanda con 1/1.400) y menor en Sudamérica (1/7.000),
Asia (1/350.000) y Africa (1/15-20.000) (10, 11). En Espafia, como consecuencia de la
implantacion del programa de Cribado Neonatal (CN) de la FQ se reconocié una
incidencia inferior a la estimada con anterioridad; en el afio 2015, en que el CN se
extendio en todas las comunidades, se aplico globalmente a casi 3.000.000 de RN,
detectando 460 pacientes con FQ (9). Por lo que, en Espafia, se estima una incidencia de
FQ de aproximadamente uno por cada 5.000-10.000 RN vivos, variando segun las
comunidades (9). El porcentaje de portadores sanos también varia segun la etnia, siendo
mas alta en personas ascendentes del norte de Europa (1 de cada 25 personas) y

descendentes de judios esquenazis (alrededor de 1 de cada 29 personas) (6).

Supervivencia:

Hace afios se consideraba una patologia pediatrica porque los enfermos fallecian durante
la infancia. Sin embargo, en la actualidad, la mediana de sobrevida de los pacientes con
FQ ha aumentado considerablemente, alcanzando la edad adulta mas de la mitad de los
pacientes (12). Por lo que parece mas adecuado quitarle la connotacion de letal y
definirla como una enfermedad genética crénica, de manifestacion multisistémica y
cuyo prondstico depende de la precocidad del diagnostico y del manejo terapéutico
riguroso en centros especializados. ElI aumento tan importante de la supervivencia de
estos pacientes en los Gltimos afios es debido a una serie de factores, entre ellos: la
implantacion del CN, los avances en la asistencia con la puesta en marcha de las
Unidades de FQ especializada con equipos multidisciplinares, y, mas recientemente, la

introduccién de la terapia con moduladores CFTR.
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1.2 Fisiopatologia de la FQ

1.2.1 Defecto genético y sintesis de la proteina CFTR

Esta enfermedad estd causada por una mutacion en el gen CFTR, situado en el brazo
largo del cromosoma 7, concretamente en la regién 7q 31-32. Tiene una medida de 250
kilobases, distribuidos en 27 exones (13). Este gen codifica la proteina CFTR, que
contiene 1480 aminoacidos y tiene un peso molecular de 180 kilodaltons (13). La
proteina CFTR se sintetiza en el reticulo endoplasmatico. Para poder funcionar, salir del
reticulo endoplasmatico y llegar hasta la membrana basal de la célula, debe sufrir en
primer lugar un plegamiento (folding). Gracias a este plegamiento, es capaz de salir del
reticulo endoplasmatico. Posteriormente, unas proteinas llamadas chaperonas dotan la
CFTR de una resistencia a las proteasas de forma que la proteina puede llegar al aparato
de Golgi sin sufrir ninguna degradacion. En el aparato de Golgi produce una
glicosilacion que transforma la CFTR en una molécula madura capaz de llegar a la parte
apical de la membrana celular y sintetiza la region carboxi-terminal. Finalmente, una
vez en la membrana celular, la CFTR, para poder funcionar, precisa una Unica
fosforilacion via protein-kinasa que le permite obtener el cambio conformacional

necesario para ser activada.

La proteina CFTR, presenta una gran homologia estructural con la familia de proteinas
"ABC transportadoras” (adenosine triphosphate (ATP) binding cassette (ABC)
transporters family), que son proteinas integrales de membrana que contienen dos
segmentos repetidos constituidos por dos dominios transmembranales (MSD 1y 2) y
dos dominios que interaccionan con ATP, llamados dominios de union a nucleétido
(NBD 1y 2). A diferencia de las otras proteinas de la familia ABC, la CFTR contiene
ademas, un dominio regulador (dominio R)(14). La proteina CFTR esta anclada a la
membrana citoplasmatica por los dos dominios transmembrana, cada uno organizado
con seis pasos de membrana alfa hélices, que atraviesan la membrana formando un poro
que constituye el canal de cloro. La CFTR es activada por fosforilacion del dominio R
por la proteina quinasa dependiente de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (PKA)
que es activada por la forskolina. Una vez que el canal es activado por la fosforilacion,

las aperturas y cierres son regulados por la hidrdlisis del ATP en los dominios MSD1 y
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MSD2 y por el ATP intracelular que se une a los sitios NBD, siendo inactivado por
fosfatasas (Figura 1) (15).

i A T
(T g

€D c[ NED1 R domain

Figura 1 Estructura de la proteina CFTR 5 Estructura lineal de la proteina. b: La proteina se compone de dos
dominios transmembrana (MSD1 y MSD2), cada uno conectada a un dominio de union nuclear (NBD1 y NBD2),
que se unen a ATP, asi como, un dominio regulador (R) que se compone de muchos aminoacidos cargados. El canal
se abre cuando su dominio R es fosforilado por la proteina quinasa A y el ATP se une al NBD.

La proteina CFTR es uno de los canales secretores de cloro y bicarbonato mas
importantes (16). La CFTR es un canal, no una bomba, pues permanece abierta a los
dos lados de la membrana celular sin necesidad de ATP para permitir la difusion de los
iones a favor de una diferencia de potencial. Es la Unica proteina ABC que es un canal
iGnico pero necesita energia para poderse activar. Ademas, también regula la funcién de
otras proteinas transmembrana y de otros canales i6nicos como el de sodio y de calcio
(16, 17).

1.2.2 Defecto del funcionamiento de la CFTR

Esta proteina esta situada en la membrana apical de las células epiteliales y cuyo defecto
produce una alteracién ionica que se caracteriza por una hiposecrecion de cloro y
bicarbonato y una hiperabsorcion de sodio y agua (Figura 2a y 2b). La secrecion de
liquido periciliar de las glandulas acinares de la submucosa de la via aérea esta regulado
sobre todo por el transporte activo de iones cloruro. Esta alteracion, produce un moco
maés viscoso y adherente en estos pacientes. Los iones bicarbonato, aunque no regulen

el liquido periciliar de la via aérea, si que tiene importancia en su acidez. A nivel de las
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glandulas sudoriparas, los mecanismos de transporte idnico se invierten, produciendo
una hipersecrecion de cloro y una hipoabsorcién de sodio y agua (Figura 2c y 2d). Como
resultado, estos pacientes presentan gran cantidad de sal en el sudor y pueden presentar

una deshidratacion hiponatrémica.

Célula epitelial Glandula sudoripara

Intracellular

Figura 2 Defecto del funcionamiento de la CFTR  A. c4jyla epitelial bronquial normal, observandose la

secrecion de cloro (CI) y la absorcion de sodio (Na*), B: célula epitelial bronquial de un enfermo con fibrosis quistica
(FQ), observandose laimpermeabilidad del cloro y la hiperabsorcidn del sodio, C: glandula sudoripara de una persona
sana, observandose el flujo de iones cloro hacia el espacio intracelular, situacion inversa al flujo de iones de la célula
epitelial bronquial, D: glandula sudoripara de un enfermo con FQ; los iones sodio se quedan en el espacio
extracelular, motivo por el que se deshidratan con tanta facilidad estos enfermos.

1.2.3 Variantes del CFTR

Des del punto de vista genético, para ser considerados enfermos, los individuos deben
ser portadores de dos variantes (mutaciones) del gen CFTR, una en cada alelo. Los
portadores de una variante en principio son individuos sanos, que pueden transmitir la
enfermedad, pero no padecerla. La poblacion enferma de FQ se divide en 2 grupos: el
grupo portador de dos variantes iguales (homocigotos) y el portador de dos variantes
diferentes (heterocigotos). En la actualidad se han descrito mas de 2000 variantes de
este gen que causa la FQ, registradas en el Cystic Fibrosis Mutation Database

(http://genet.sickkids.on.ca/cftr/app). La primera variante descrita y la mas frecuente a

nivel mundial, es la AF508 (Phe508del), que se produce por la pérdida del aminoacido
fenilalanina en la posicién 508. Esta variante representa el 70% de las variantes en

europeos de origen caucasico. En Esparfia esta variante se ha descrito en una frecuencia
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media entre 50-60%, siendo la segunda en frecuencia la Gly542X, con un 4-8%. Las
distintas variantes se han agrupado tradicionalmente en seis clases, tal como se puede
ver en la Figura 3 (18, 19).

Clase de mutacion

No sintesis Sintesis reducida

conduccion
No se sintetiza Defecto Descenso
proteina porte iones intesis protei;
Gly542X Arg117His 3849+10kbC—T
Trp128X Arg347Pro 2788+5G—A
Arg553X Arg117Cys 3120+1G—A
621+1GT Arg334Trp sT

Figura 3 Clases de mutaciones (variantes) del gen CFTR

e Clase | (error en la sintesis/produccion de la proteina): impiden la traduccion
completa de la proteina CFTR debido a un conddn de parada prematuro, originando
una proteina mas corta y no funcionante.

e Clase Il (error en el procesamiento de la proteina): codifican una proteina mal
plegada, estructuralmente alterada y no funcionante, que finalmente es eliminada por
el reticulo endoplasmaético. En este grupo se encuentra la variante AF508.

e Clase Il (defectos en la regulacidn): defecto en los mecanismos de regulacion de la
funcion de la CFTR. La proteina llega a la superficie de la célula, pero no funciona
de manera adecuada ya que tiene disminuida la activacion del canal y permanecen
cerradas.

e Clase IV (defecto en la conduccion): las proteinas llegan a la superficie de la célula,
pero no funcionan de manera adecuada debido a que tienen alterada la
conductibilidad de iones a través del canal.

e Clase V: codifican menor cantidad de proteina, con lo cual, su funcién se ve
reducida.

e Clase VI: codifican una proteina alterada con menor vida media, por lo que produce

un descenso de la estabilidad de la proteina CFTR madura.
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Boeck y Amaral (20) dividieron las variantes tradicionales de la clase I, en dos grupos:
las que se siguieron llamando clase | (de stop-codon) y otro grupo llamado clase VII
(sin transcripcion de ARNm). Las de clase VI tienen el mismo resultado clinico que las
de clase | (es decir, ausencia de la proteina CFTR), pero no pueden ser rescatadas

mediante terapia correctiva de las variantes stop-codon.

La cantidad de CFTR funcional presente en la superficie celular, que se determina por
las clases de variantes, representa en parte el amplio espectro de fenotipos de la FQ. Su
variabilidad fenotipica es sustancial, como lo demuestra el amplio espectro de gravedad
de la enfermedad observada en pacientes con el mismo genotipo (11), ya que estos
pueden estar modulados por aspectos epigenéticos (21), a pesar de ser una enfermedad
monogénica. La progresion de la enfermedad, ademéas de los aspectos genéticos y
epigenéticos, también estd influenciada por factores como: el acceso a la atencién
especializada, la adherencia al tratamiento y la variacion en la préctica clinica (22). La
Unica manifestacion clinica que correlaciona directamente la relacion genotipo-fenotipo

es la IP.

Las variantes de clases I, 11 y I11 estan asociadas con las manifestaciones clinicas tipicas
de la FQ: afectacion precoz de manifestaciones respiratorias (tos crénica e infecciones
sinopulmonares recurrentes) y digestivas (IP exocrina). Las mutaciones clase IV, V' y
VI estdn generalmente asociadas con formas menos tipicas que se manifiestan como
enfermedad pulmonar mas leve o de aparicion posterior y con suficiencia pancreatica

(SP) exocrina.
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1.3 Manifestaciones clinicas de la FQ

En las Gltimas décadas, tras implantar los programas de CN y las nuevas terapias, la FQ ha

pasado de ser una enfermedad pediatrica letal, con afectacion digestivo-nutricional y

respiratoria, a ser una enfermedad de adultos, compleja y multisistémica. Aun asi, la

enfermedad pulmonar sigue siendo la manifestacion clinica que produce mas

morbimortalidad. EI espectro clinico de la patologia es extremadamente amplio y abarca

desde lactantes asintomaticos diagnosticados mediante CN a nifios mayores e incluso adultos

con sintomas respiratorios cronicos de larga evolucion y enfermedad pulmonar avanzada.

1.3.1 Manifestaciones sino-pulmonares

Los sintomas respiratorios mas prematuros son: tos cronica, expectoracion purulenta y
disnea. Cuando la enfermedad progresa se produce la endobronquitis cronica, el dafio
estructural de las vias aéreas y fendmenos de reparacion pulmonar. Todo esto comporta

una insuficiencia respiratoria y la muerte del paciente.

Las exacerbaciones pulmonares son episodios de empeoramiento del estado respiratorio
y se caracterizan por aumento de la frecuencia respiratoria, tos, expectoracion,
hipoxemia, fatiga y pérdida de peso; asi como cambios en la radiografia de térax
(infiltrados, taponamientos de moco o atelectasias) o hallazgos en la exploracion
pulmonar (crepitantes o reduccién de los ruidos respiratorios) (23). Las exacerbaciones
pulmonares estdn negativamente correlacionadas con la supervivencia, la calidad de

vida y la funcion pulmonar (23).

Los gérmenes mas comunes de infectar a lactantes y nifios pequefios son el
Staphylococcus aureus y el Haemophilus influenzae, y posteriormente la Pseudomona
aeruginosa (24). La edad media de la primoinfeccion por Pseudomona aeruginosa es
de 6 afios (25). Ante una primoinfeccién por Pseudomona aeruginosa, es fundamental
intentar erradicarla para evitar la colonizacion crénica por este germen. Con el tiempo,
debido a la aparicion de la especie de Pseudomona mucosa y a la formacion de biofilms,
los gérmenes se reproducen rapidamente y es mas dificil la penetracion de los
antibidticos en estas zonas, aumentando la inflamacién y esto conduce a un deterioro
progresivo de la enfermedad pulmonar (26). Por esta razon, el estandar de atencion en

los centros de FQ se centra en la vigilancia de la infeccion por Pseudomona aeruginosa
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mediante monitorizacién de los cultivos de esputo cada 1-3 meses con el fin de intentar
erradicar la Pseudomona aeruginosa (27). El Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) se encuentra en el 30% de los pacientes con FQ. La adquisicién de
MRSA también se ha asociado con peores resultados clinicos, aunque los datos que
rodean este problema no son tan sélidos (28). Otros organismos que se suelen identificar
maés tarde en curso de la FQ incluyen: Stenotrophomonas maltophila, especies de
Achromobacter, Burkholderia cepacia, Mycobacterium atipico y Aspergillus fumigatus.
La infeccidn por Burkholderia cepacia se asocia con una rapida y severa disminucion
de la funcion pulmonar. Por todo esto, se deben aplicar medidas de segregacion entre

pacientes para evitar la transmision cruzada de microorganismos (29).

1.3.2 Manifestaciones gastrointestinales

Historicamente, el fracaso nutricional fue la causa de la muerte en los lactantes con FQ
hasta que se empezd la terapia pancreatica con el reemplazo enzimatico y los
suplementos de vitaminas liposolubles (30). Las manifestaciones clinicas
gastrointestinales mas importantes son: el ileo meconial, el sindrome de obstruccién
intestinal distal, la IP con malabsorcion, la enfermedad hepatobiliar, el estrefiimiento, el

prolapso rectal y la pancreatitis recurrente (30, 31).
1.3.3 Manifestaciones endocrinoldgicas

La manifestacion endocrinoldgica mas importante en la FQ es la diabetes relacionada con
la FQ (DRFQ), que ocurre en un 30% de los pacientes con FQ que tienen 25 afios 0 mas,
pero también puede estar presente en pacientes mas jovenes (27). La causa de la diabetes
es la fibrosis pancreatica y la infiltracion grasa del pancreas, que conllevan la destruccion
de la arquitectura pancreatica. Existen situaciones en donde la resistencia a la insulina se
ve incrementada, como en las infecciones pulmonares agudas, el consumo de
glucocorticoides, la suplementacion de una dieta alta en hidratos de carbono y la
alimentacién enteral nocturna continua (32). Los pacientes con FQ que presentan
diabetes, tienen un peor pronostico, pues presentan mas deterioro de la funcion pulmonar
y peor supervivencia (33). Se recomienda realizar despistaje anual para la diabetes con la
prueba de tolerancia oral de la glucosa en todos los pacientes con FQ de 10 afios 0 mas,
0 en aquellos con una inexplicable pérdida de peso o de deterioro pulmonar (27, 33).
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1.3.4 Manifestaciones musculoesqueléticas

Las manifestaciones musculoesqueléticas de la FQ incluyen: la enfermedad inflamatoria
de las articulaciones, efectos sobre la densidad mineral 6sea y disfuncion muscular. Se
suele presentar en fases avanzadas de la enfermedad y normalmente en el contexto de
frecuentes y graves exacerbaciones pulmonares. Su etiologia es multifactorial (34).
Estas alteraciones se han asociado a fenotipos mas graves, peor funciéon pulmonar y
déficit de acidos grasos (AG) (35, 36). También es debida a la poca actividad fisica y
efectos secundarios de la medicacién, especialmente de los glucocorticoides. Como

consecuencia pueden presentar fracturas frecuentes.

1.3.5 Manifestaciones del aparato reproductor

Mas del 95% de los hombres afectos de FQ son inféertiles (37). La mayoria tienen
ausencia, atrofia o fibrosis de los conductos deferentes que comporta azoospermia. El
epididimo y las vesiculas seminales pueden ser normales, anormales o estar ausentes
(27, 33). Las mujeres suelen ser fértiles, a excepcion de algunas que tienen el moco

cervical muy espeso.

1.3.6 Sindrome por perdida de sal

Las altas pérdidas de cloruros en el sudor hace que los pacientes puedan presentar un
“sudor salado” o incluso notar cristales de sal en la linea de implantacion del cuero
cabelludo, en la ropa o en el interior del calzado (38). La pérdida crénica de sal por el
sudor y otros fluidos puede conducir a deplecion electrolitica grave y a un sindrome
pseudo-Bartter (alcalosis metabdlica hipoclorémica con hipocalemia en ausencia de
tubulopatia) que suele hallarse en los primeros afios de vida. En épocas de calor, es
frecuente que presenten deshidratacion hiponatrémica, hipoclorémica e hipopotasemia

grave, que requieren intervencion inmediata.

26



INTRODUCCION

1.4 Diagnostico de la FQ

1.4.1 Criterios diagnosticos

El diagndstico de la FQ se basa en los criterios de Rosenstein (39), que requiere de la
sospecha clinica de FQ asi como evidencia de disfuncion de la proteina CFTR (40). La

sospecha clinica de la FQ existe cuando hay al menos una de las siguientes:

1. Una o mas de las caracteristicas fenotipicas: enfermedad sinopulmonar croénica,
anormalidades gastrointestinales o nutricionales, sindrome de pérdida de sal y
azoospermia.

2. Hermano/a con FQ.

3. CN positivo.
La evidencia de disfuncion de la CFTR se basa con al menos una de las siguientes:

1. Prueba del sudor cuantitativa patoldgica (cloro > 60 mmol/ml) comprobada al
menos en 2 determinaciones realizadas en 2 ocasiones diferentes.
2. Presencia de 2 variantes del gen CFTR causantes de enfermedad.

3. Valor de la diferencia de potencial nasal (DPN) caracteristica de la FQ.

1.4.2 Test del sudor

La prueba del sudor continta siendo hoy en dia la herramienta fundamental para la
confirmacion del diagnostico. La pérdida de la funcion de la CFTR da como resultado
una elevacion del cloro en el sudor. No se acepta para la confirmacion del diagndstico
determinar unicamente la conductividad del sudor. Las muestras deben ser analizadas
inmediatamente en el laboratorio de bioguimica, para validar los resultados obtenidos
por conductividad. La prueba del sudor es positiva en el 98% de los pacientes con FQ.
La prueba se clasifica como «normal» si el valor de cloro es inferior a 30 mmol/L;
«intermedia» si es entre 30 y 59 mmol/L y «positiva», si es igual o superior a 60 mmol/L
(40). En los pacientes con un valor intermedio, se debe repetir la prueba del sudor mas
adelante, o realizar otras pruebas complementarias que demuestren la disfuncién de la
CFTR. A la hora de interpretar los resultados, hay que tener en cuenta las causas de
falsos negativos y falsos positivos, que la mayoria de las causas son metodoldgicas, por

error o método inadecuado en alguno de los pasos del test (41).
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1.4.3 Prueba de la diferencia de potencial nasal (DPN)

Para evidenciar el anormal comportamiento de la proteina CFTR, se ha ideado la prueba
de la DPN, especialmente util en pacientes con concentraciones de cloro normales y en
los que no se identifican las 2 variantes del gen de la FQ. La disfuncién de la CFTR
produce alteraciones en el flujo de cloro y en el transporte de sodio, provocando una
diferencia de potencial eléctrico anormal a través de las superficies epiteliales. Esta
diferencia de potencial anormal, ofrece una posibilidad diagnéstica que se considera en
la actualidad como uno de los criterios diagndsticos de la FQ. Se han realizado
protocolos estandarizados para medir la DPN en pacientes con edades superiores a 6
afios (42). Un valor inferior a —40 mV se considera patologico. Se precisan 2
determinaciones anormales de DPN registradas en 2 dias separados para aceptar la
disfuncion de la CFTR. Pueden observarse falsos negativos cuando la integridad del

epitelio esta alterada (43).
1.4.4 Cribado neonatal (CN)

Actualmente, en la mayoria de los paises desarrollados, el diagnéstico de la FQ se realiza
en RN mediante el CN (18, 44), lo que ha permitido un diagndstico y tratamiento
temprano. En 1999, Catalufia, Castilla-Leon y las Islas Baleares iniciaron el programa
del CN para la FQ. Posteriormente, la implementacion del CN se fue extendido
rapidamente y des del 2015, todas las autonomias ofrecen el CN para FQ (9).
Actualmente no existe un programa universalmente aceptado de CN de la FQ, pero
todos utilizan como primer marcador la cuantificacion de tripsin6geno inmunorreactivo
(TIR) (45-47). A finales de los setenta, se observé que los neonatos con FQ presentaban
un aumento del TIR en sangre y permanecia elevado mas tiempo que en aquellos que
no padecian FQ (9, 48, 49). Un nivel elevado de TIR al nacimiento no es especifico de
FQ, ya que hay RN sanos que muestran elevaciones transitorias de esta enzima. También
pueden aumentar por otros motivos como: la prematuridad, el bajo peso al nacer y la
raza negra; constituyendo como causas de falsos positivos (46, 50, 51). Hasta un 30%
de los pacientes con FQ que presentan ileo meconial pueden tener niveles de TIR
normales (52). Para aumentar la especificidad, en algunos centros se determina un
segundo marcador que puede ser la proteina asociada a pancreatitis (PAP), una segunda
cuantificacion de TIR o determinacién de variantes del gen CFTR (46, 47, 50). La PAP
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se ha incorporado maés tarde en algunos programas de CN y evita la necesidad de
analizar una segunda muestra, por lo que permite hacer un diagndstico mas precoz.
Ademas, detecta menos casos de portadores, aumentando asi el valor predictivo positivo
del CN. También identifica menos casos de CFSPID (del inglés cystic fibrosis screen
positive, inconclusive diagnosis) y reduce el numero de pruebas del sudor,
disminuyendo los costes del CN. Actualmente, la estrategia de programa de CN en
Catalufia es la que se observa en la Figura 4.

 TIR1<60ng/mL | | 60ng/mLSTIR1<80ng/mL | 80 ng/mL < TIR1 <150 ng/mL —
_m" “__.l_' ,/"’ = e . A .
/ﬂi/ ]\E/f\‘
PAP < 1,95 ng/mL PAP 2 1,95 ng/mL PAP<1ng/mL PAP 2 1 ng/mL
0 MUTACIONES 1 MUTACION 2 MUTACIONES
Polimorfismos (5T, 12T,..)
TIR1 < 100 ng/mL TIR1 2 100 ng/mL 1
_NORMAL UNIDAD cLiNICA
TEST SUDOR

Figura 4 Protocolo actual de actuacion en el diagndéstico por CN de la FQ en Catalufia

Tras el estudio genético del RN, son posibles los siguientes resultados:

- Si se encuentran dos variantes causantes de FQ, se debe realizar la prueba del sudor
y el estudio de segregacion, a fin de corroborar que cada una de las mutaciones

procede de uno de sus progenitores.

- Si se encuentra una sola variante, debe realizarse la prueba del sudor. Si la prueba
del sudor es dudosa, se debe ampliar el estudio genético para intentar caracterizar
la segunda variante. Si la prueba del sudor es negativa, se asume como portador.
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- Si no se encuentran variantes y la prueba del sudor es normal, estos serian los falsos

positivos del programa.

- Otro grupo es el de los RN que no se llegan a alcanzar un diagnostico concluyente,
ni siquiera mediante pruebas confirmatorias, y para los que el grupo de trabajo
europeo de CN de FQ propuso el término CFSPID (52). En los CFSPID se debe
hacer un seguimiento de forma regular, ya que en algunos casos se realiza el
diagndstico de FQ a edades posteriores por aparicion de sintomas y elevacion del

cloro en sudor.

1.4.5 Diagnostico genético

La confirmacion del diagndstico de FQ basada en la presencia de dos variantes en el gen
CFTR es altamente especifica pero no muy sensible debido al gran nimero de alelos
posibles. El estudio genético es util para: el diagnostico de individuos sospechosos,
identificacién de portadores, el estudio de parejas de portadores, el diagnostico genético
prenatal, categorizar la gravedad de los pacientes y para los tratamientos especificos en

funcién de las variantes.

Desde un punto de vista practico se comienza el estudio genético con una variedad de
paneles capaces de detectar las variantes mas frecuentes del gen CFTR. Son paneles que
llevan de 23 a 50 variantes, disefiados segln la experiencia del investigador, la zona
geografica o la raza. En caso de haber dos variantes en dos alelos no se debe proseguir
el estudio y se acepta el diagnostico de FQ. Las variantes también se pueden clasificar
en: variante patogénica (causa FQ), variante de consecuencia clinica incierta (no se sabe
si puede causar o no FQ), variante que no causa FQ (es mas probable que no tenga
consecuencias clinicas) y variante de significado desconocido (no se dispone de datos

suficientes para determinar el patron fenotipico asociado con esta variante) (53).
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1.5 Tratamiento de la FQ

Es muy complejo al tratarse de una enfermedad multisistémica, cronica y progresiva. Es por
ello, que es preciso que sea realizado en centros especializados con atencién y manejo
multidisciplinar. Desde el punto de vista general, se ha considerado como los 3 pilares
fundamentales del tratamiento de la FQ: el tratamiento nutricional, la antibioticoterapia y la
fisioterapia. Y actualmente se tendria que afiadir un cuarto pilar que seria la terapia con
moduladores de la proteina CFTR.

1.5.1 Tratamiento de la enfermedad pulmonar

Tratamiento de las infecciones respiratorias:

- Prevencion de la infeccion: es importante la implementacion de medidas dirigidas
a evitar la adquisicion y la transmision de microorganismos entre sujetos con FQ en
lugares de riesgo (hospital, asociaciones de FQ o actividades infantiles comunes). La
realizacion del CN de la FQ permite instruir a la familia y al nifio desde pequefio
sobre la importancia de la higiene de manos en el entorno familiar. Para evitar la
transmision por gotas, las guias establecen 2 metros de distancia minima entre
pacientes y recomiendan la utilizacién de mascarillas (54, 55). A parte, en las
consultas, se recomienda minimizar el tiempo de espera y utilizar sus propios
juguetes. También son recomendables las vacunas reglamentarias del calendario
vacunal, incluida la de la gripe (en mayores de 6 meses) y evitar la asistencia a la
guarderia. Ademas, es fundamental mantener una vigilancia microbioldgica de la via
aérea (56), mediante la toma periddica de cultivos de secrecion bronquial. El
laboratorio de microbiologia debe tener protocolizado el estudio de muestras de
expectoracion de pacientes con FQ, para la busqueda de los principales agentes (57).

- Tratamiento de las primoinfecciones bacterianas:

e Staphylococcus aureus sensible a meticilina: No hay evidencias suficientes a favor

0 en contra para recomendar su erradicacion o el uso de profilaxis (58). Los
farmacos mas utilizados son: amoxicilina-clavulanico, cefadroxilo y trimetoprim-
sulfametoxazol (TMP-SMX) via oral durante 14-21 dias.

e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA): En pacientes asintomaticos

0 con clinica leve se suele usar TMP-SMX o linezolid durante 2-4 semanas (59).

31



INTRODUCCION

En pacientes con clinica grave se recomienda antibioticos intravenosos durante 2-3
semanas con vancomicina o teicoplanina. En el caso de cronicidad, una opcién es
usar vancomicina nebulizada durante 2-3 semanas.

e Haemophilus influenzae: Si el paciente tiene clinica, la amoxicilina-clavulanico y

el TMP-SMX (durante 2-4 semanas) son los antibiéticos mas utilizados.

e Pseudomona aeruginosa: El tratamiento erradicador debe iniciarse tras la primera

deteccidn de Pseudomona aeruginosa. Segun el consenso espafiol, el manejo del
primer aislamiento de Pseudomona aeruginosa consiste en (60):

v Sin clinica: ciprofloxacino oral durante 21 dias y un antibi6tico por via
inhalatoria, como la tobramicina o colimicina. Al cabo de 1 mes, se repite el
cultivo y si resulta positivo, se administra un nuevo ciclo de ciprofloxacino oral
de 21-30 dias, manteniendo la antibioterapia inhalatoria. Si pasados 1 0 2 meses
maés el cultivo todavia persiste positivo, se pautara un ciclo de antibidticos
intravenosos durante 14 dias. Si se sigue cultivando el microorganismo, se
considerara colonizacion cronica. Si por el contrario el cultivo se negativiza
cuando transcurran 6-12 meses, se puede suspender el antibiotico inhalado.

v" Con clinica: antibioterapia sistémica mas inhalada. Si leve, ciprofloxacino oral
y si moderada-grave: antibidticos intravenosos como ceftazidima mas
tobramicina, durante 2-3 semanas.

Tratamiento de las exacerbaciones respiratorias: Ante una exacerbacion
respiratoria se debe plantear inmediatamente un cultivo de secreciones respiratorias
e instaurar tratamiento antibidtico en funcion de la edad, caracteristicas clinicas,
analisis microbioldgicos previos (61) y con una duracion de 2-4 semanas. Si, a pesar
de un tratamiento adecuado, no existe mejoria, es posible que la infeccion sea debida
a microorganismos resistentes a los antibidticos pautados o también puede ser debido
a la existencia de otras enfermedades, como seria el reflujo gastroesofagico o
alteraciones en la deglucion (61-63). No se debe olvidar en ningin momento la

fisioterapia respiratoria y una nutricién e hidratacion adecuadas.
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Tratamientos que acttan sobre el aclaramiento mucociliar:

Las secreciones deshidratadas de estos pacientes ocasionan disfuncion en el
aclaramiento mucociliar, lo que da lugar a un circulo vicioso de inflamacién e
infeccion pulmonar cronica, por lo que el inicio de la fisioterapia respiratoria debe ser
precoz (64). Existen varias técnicas de fisioterapia respiratoria basadas en una guia de
practica clinica (23), que incluye: percusion y drenaje autélogo, presion espiratoria
positiva (PEP), técnica de ciclo activo de técnicas respiratorias, PEP oscilatorio,
compresion toracica de alta frecuencia y ejercicio. La evidencia actual no permite
afirmar qué técnica de depuracién es mejor, pero refieren que deberian ser
individualizadas a lo largo de la vida de acuerdo con la fase del desarrollo, las

preferencias del paciente, los sintomas pulmonares y la funcion pulmonar (65).

El tratamiento con DNAsa reduce la viscosidad del moco y facilita el aclaramiento
mucociliar. A parte, se ha demostrado que mejora la funcion pulmonar y disminuye la
frecuencia de las exacerbaciones respiratorias (66). La recomendacion de la mayoria
de guias es usar este tratamiento en mayores de 6 afios a una dosis de 2,5mg nebulizado
cada 24 horas (previo broncodilatador); en preescolares solo se considerard en

determinados casos (67).

El suero salino hipertonico (SSH) actia como agente osmotico restaurando el liquido
de la superficie de la via aérea. Elkins et al. (68) demostré que la nebulizacién de 4 ml
de SSH al 7% 2 veces al dia (previo broncodilatador) en pacientes mayores de 6 afos

mejoraba la funcion pulmonar y las exacerbaciones (68, 69).
Farmacos antiinflamatorios:

Dada la importancia de la inflamacion en la FQ, su tratamiento tendria un impacto
importante en la evolucion de la enfermedad. El problema fundamental es la
complejidad de la respuesta inflamatoria, que hace practicamente inabordable el

tratamiento de todos los aspectos de esta.

El tratamiento a largo plazo con corticoides orales mostr6é beneficios iniciales en la
funcién pulmonar que no se mantuvieron a largo plazo; unido a sus efectos

secundarios, se desaconseja su empleo prolongado (70). En situaciones puntuales se
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podrian utilizar a dosis de 1mg/kg/dia durante periodos cortos. EI empleo de
corticoides inhalados a largo plazo no ha resultado beneficioso (71), por lo que su uso

debe limitarse a los pacientes con FQ y clinica de asma.

El ibuprofeno se ha demostrado que ralentiza el declive de la funcion pulmonar, sobre
todo en pacientes jovenes (72). Sin embargo, su administracion a largo plazo puede
elevar el riesgo de hemorragia gastrointestinal y requiere controles farmacocinéticos,

por lo que su empleo no se ha generalizado.

La azitromicina es un macrolido que tienen actividad inmunomoduladora. En
enfermos colonizados crénicamente por Pseudomona aeruginosa disminuyen el
namero de exacerbaciones pulmonares y consiguen una discreta mejoria de la funcion
pulmonar. Se administra 500mg tres veces a la semana en pacientes de mas de 40kg y
250mg si su peso es inferior o igual a 40kg (73).

Existen otros agentes con efecto antiinflamatorio cuyo empleo no es generalizado y
estdin en estudio como: los potenciadores de mediadores eicosanoides
antiinflamatorios, inhibidores especificos de mediadores proinflamatorios o sus
receptores, modificadores de la sefializacion intracelular, citoquinas antiinflamatorias,
inhibidores de moléculas de adhesion, inmunomoduladores, anti-proteasas,

antioxidantes, inhibidores de la fosfodiesterasa, entre otros (74).

Rehabilitacion respiratoria:

La rehabilitacion comprende la fisioterapia respiratoria (se aconseja dos sesiones
diarias y aumentar su frecuencia y duracion en las reagudizaciones), el ejercicio fisico
(aerdbico, reglado y programado, al menos 30 minutos tres veces por semana), la
terapia postural dirigida a la prevencion de las deformidades y la educacion sanitaria
encargada de clarificar todos los aspectos relacionados con la enfermedad. Se debe
iniciar en el mismo momento del diagndstico, con un adecuado entrenamiento de los

padres y del paciente (75).

Trasplante pulmonar:

La FQ es la indicacion mas frecuente de trasplante pulmonar en nifios. El trasplante
pulmonar aumenta la supervivencia de los nifios afectos de FQ con enfermedad
pulmonar grave terminal (76). Hay unos criterios para remitir a un paciente en una

unidad con programa de trasplante pulmonar (77) y las contraindicaciones difieren
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entre los centros que se dedican al trasplante pulmonar y pueden estar sujetas a
cambios debido a por ejemplo a la disponibilidad de nuevos antibiéticos y mayor

experiencia quirdrgica.

1.5.2 Tratamiento nutricional

La IP requiere suplementacion enzimatica para conseguir las minimas pérdidas fecales
de grasas, vitaminas, proteinas y acidos biliares, mejorando asi la digestion y absorcion
de alimentos y vitaminas liposolubles, y minimizando los efectos secundarios
hepatobiliares y osteoarticulares. La dosis debe simular la respuesta del organismo a
la secrecion de enzimas pancredticas y se determina por la cantidad de lipidos
consumidos en la dieta y la cantidad de lipasa necesaria para una adecuada digestion.
Las enzimas deben tomarse con cada comida, incluso cuando los pacientes comen un
“snack”. Se recomienda administrarlas con agua o alimentos acidos como zumo o
compota de manzana para evitar asi que la cubierta de las microcépsulas se abra antes
de tiempo (78). En caso de esteatorrea, dolor abdominal, intolerancia a los alimentos
grasos, distension abdominal y alteracion del estado nutricional, se debe reevaluar el
grado de adherencia al manejo de enzimas pancredticas y la calidad de las comidas

antes de realizar un cambio en la dosis de estas.

Mantener un estado nutricional adecuado es un pilar fundamental del tratamiento de
la FQ (79, 80). La intervencidn nutricional podria, ademas de mejorar los parametros
nutricionales, enlentecer el descenso progresivo de la funcion pulmonar. Desde el
momento del diagndstico debe prevenirse la malnutricién, no sélo clinica sino también
subclinica, con educacién nutricional y asegurando una ingesta adecuada para lograr
un balance positivo de energia en todo momento, tanto en los periodos de estabilidad
como en las exacerbaciones respiratorias. El tratamiento nutricional debe
individualizarse, ajustandose el aporte de calorias y nutrientes de acuerdo a: la edad,
sexo, actividad fisica, gustos y rechazos alimentarios, estado fisiologico y condicidn
clinica (81). Se aconseja realizar tres comidas principales y tres entre comidas a lo
largo del dia, con el objetivo de facilitar la ingesta energética adecuada y disminuir la
sensacion de plenitud gastrica. Las guias recomiendan una ingestion de energia entre

120-150% con respecto a la poblacién de la misma edad (82).
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Macronutrientes: La propuesta de distribucion de macronutrientes respecto al valor
caldrico total es: 40-50% de carbohidratos, 35-40% de lipidos y 15-20% de proteinas
(83).

v Hidratos de carbono: Debido a que el exceso de hidratos de carbono provoca

retencion de dioxido de carbono, que aumenta la dificultad respiratoria, se
recomienda una cantidad menor de hidratos de carbono en la dieta de los pacientes
con FQ comparado con individuos sanos. Se recomienda el consumo de hidratos de
carbono complejos y limitar los simples porque una de las complicaciones a largo
plazo es la DRFQ (84).

v’ Lipidos: Se debe recomendar la ingesta de alimentos con acidos grasos esenciales
(AGE) (asegurando un 3-10% del valor cal6rico total y con una relacion Omega-
3/0Omega-6 de 1:5) ya que estudios revelan su frecuente deficiencia sobre todo de
AG Omega-3, con efecto antiinflamatorio (85). El aporte de AG saturados no debe
de superar el 10 %. Por otra parte, es necesario restringir el consumo de lipidos tipo
trans (frituras, bolleria industrial y alimentos procesados), ya que son nutrientes
capaces de amplificar la respuesta inflamatoria e incrementar la incidencia de varias

enfermedades (86).

v' Proteinas: Los pacientes con FQ tienen pérdidas de proteina a través del esputo, por
lo que deben consumir mayor cantidad de este macronutriente en comparacion con
las personas sanas. Para evitar la pérdida de masa muscular es importante asegurar

que las proteinas que se ofrezcan sean de alto valor biologico (87).

Micronutrientes:

v Vitaminas: A pesar de la correcta suplementacion de las enzimas pancreaticas, se
presenta un deficit en la absorcion de las vitaminas especialmente las liposolubles
(A, D, E y K), por lo que estd indicada en todos los pacientes con IP (82). La
dosificacion, no obstante, debe adecuarse individualmente de acuerdo a los niveles
séricos de cada vitamina. Debido a que las vitaminas liposolubles se disuelven en
grasa para su posterior absorcion, es importante consumirlas junto con las comidas

que contengan lipidos y con la administracion de enzimas pancreéaticas. En la
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actualidad, en el mercado existen multivitaminicos con vitaminas liposolubles y

antioxidantes recubiertas por una capa hidrofilica que facilita su absorcién, como
DEKAs plus® y AqQUADEKs® (88). En cuanto a las vitaminas hidrosolubles no

existen recomendaciones precisas para su suplementacién, ya que su absorcion y

utilizacion no esta alterada en estos pacientes, con excepcién de la vitamina B12, en

casos de reseccion del ileon terminal (82).

v" Minerales vy electrolitos:

Sodio: Los pacientes con FQ eliminan cuatro veces méas de sodio por el sudor
que las personas sanas y el exceso de sudor puede producir liberacion de
aldosterona, retencion renal de sal y deshidratacion. La dosis recomendada es 2
mEq/kg/dia en todas las etapas de la vida y se debe aumentar en: épocas de calor
intenso, si actividad fisica importante, factores de estrés, o situaciones de

perdidas aumentadas (vomitos, diarreas, fiebre e ileostomia).

Calcio: El calcio juega un papel fundamental en la salud 6sea y su deficiencia
puede manifestarse en individuos con FQ secundaria a la malabsorcion intestinal
y a una ingestion insuficiente. Es importante cubrir la ingesta diaria

recomendada, idealmente a través de la dieta y si es necesario con suplementos.

Zinc: Algunos estudios han reportado deficiencia de zinc en pacientes con FQ
(89, 90). Su disminucion en plasma puede deberse a la formacién de complejos
con lipidos y fdsforo, sobre todo en los casos de esteatorrea. La deficiencia les
repercute negativamente, ocasionando: disgeusia, anorexia, retraso del
crecimiento, alteracion en los procesos de cicatrizacion y en el sistema
inmunoldgico; ademas, promueve la inflamacion y aumenta el estrés oxidativo
(90).

Hierro: La deficiencia de hierro también es comun entre los pacientes con FQ
(91). Existen multiples factores que pueden contribuir a la deficiencia:
malabsorcidn, infeccion cronica e ingestion inadecuada. Si los valores de hierro
en sangre estan disminuidos debe diferenciarse si la causa es por la deficiencia

de hierro o por la inflamacion cronica; para esto es necesario medir las
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concentraciones de transferrina, ferritina y la capacidad de fijacion de hierro con
el fin de determinar si la suplementacion es necesaria (82).

e Selenio y glutatiéon: Debido a las infecciones recurrentes, las personas con FQ
tienen altas concentraciones de estrés oxidativo. A pesar de que se ha visto que
el glutatién parece mejorar la funcién pulmonar en algunos casos y reducir el
estrés oxidativo, por el momento, no hay suficiente evidencia para recomendar

la suplementacion con antioxidantes en estos pacientes (92).

e Magnesio: Los pacientes con FQ pueden presentar hipomagnesemia,
especialmente aquellos con enfermedad avanzada de la FQ, a mayor edad y por
el uso prolongado de aminoglucésidos (que induce la pérdida renal aguda y
crénica de magnesio). EI magnesio se une a las grasas y su perdida en materia
fecal aumenta en los casos de esteatorrea. Suplementos de magnesio podrian
lograr una mejora en la fuerza de los musculos respiratorios y la actividad

mucolitica de la desoxirribonucleasa endégena y recombinante (93).

Suplementos energéticos: Gran porcentaje de estos pacientes requieren suplementos
nutricionales ya que presentan sensacion de plenitud gastrica temprana, periodos de
inapetencia y ademas, la dieta no consigue cubrir el requerimiento energético-proteico
por requerir dietas de alta densidad caldrica. En pacientes con malnutricion se
recomienda hidrolizados de proteina y AG de cadena media, por su facil absorcion y
digestion. En pacientes sin deterioro nutricional grave se sugiere suplemento
nutricional de mayor densidad caldrica y triglicéridos de cadena media. Los
suplementos pueden ser liquidos (suelen aportar de 1 a 2 calorias por ml) o s6lidos en
forma de barritas con gran densidad energética.

1.5.3 Avances recientes en el tratamiento de la FQ

En la actualidad, dos enfoques muy diferentes tienen por objetivo corregir el defecto basico:
la terapia génica, dirigida a corregir la alteracion genética, y la terapia moduladora del
defecto a nivel de la proteina CFTR (94, 95).
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Los moduladores de la CFTR estan basados en la medicina personalizada, ya que la
utilizacion del farmaco depende de la genotipificacion del defecto. Tenemos 2 tipos de

moléculas para modular la proteina CFTR (Figura 5):

- Potenciadores: actualmente el Unico potenciador que hay es el lvacaftor. Son los
encargados de potenciar la funcion de la CFTR en las variantes que presentan una funcién
reducida de esta proteina.

- Correctores: disponemos de Lumacaftor, Tezacaftor y Elexacaftor. Indicados para
mutaciones que reducen la cantidad de CFTR funcional que se encuentra en la superficie de

las células.

Correctores

Figura 5 Célula epitelial donde se puede observar donde actdan los
potenciadores y los correctores de la CFTR

Cuando hay un problema de clase Il (splicing) o VI (de vida media disminuida), tenemos un
problema de cantidad, por lo tanto, necesitamos correctores, que corrigen la cantidad. En
cambio, cuando tenemos problemas de funcion, es decir, la proteina esta en su lugar pero no

funciona como canal, necesitamos un compuesto que potencie esta funcion.

El Ataluren (PTC124) es una molécula disefiada para que los ribosomas se vuelvan menos
sensibles a los codones de parada prematuros responsables de las variantes de clase | (96).
Posteriormente se vio que este tratamiento no mostraba una mejoria significativa en la
funcion pulmonar ni en la disminucion de las exacerbaciones respiratorias (97). Es por esto,
que se cree que las variantes de clase I, aparte de correctores, necesitan potenciadores. Hasta

la fecha, no hay medicamentos disponibles para las variantes de clase 1.
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Hay muchas lineas de investigacion para reestablecer la proteina CFTR, pero actualmente
solo disponemos de 4 tratamientos moduladores de la CFTR: el Kalydeko® (lvacaftor), el
Orkambi® (Lumacaftor + Ivacaftor), el Symdeko® o Symbkevi® (Tezacaftor + Ivacaftor)

y el Trikafta® o Kaftrio® (Elexacaftor + Tezacaftor + Ivacaftor).

El Ivacaftor (Kalydeko®) fue el primer farmaco en tratar el defecto basico de la FQ aprobado
por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) y
autorizado para la Union Europea. El primer estudio se publicé el afio 2011 para pacientes
con variante G551D (98). Esta molécula es un potenciador que mejora la funcién de la CFTR
(64). Se vio que los pacientes que recibian esta molécula, comparada con los placebo,
presentaban: una disminucion de cloro en el sudor des de los 15 dias de tratamiento, un
aumento de la funcién pulmonar y una mejora de la calidad de vida, ademas, estos efectos
se mantenian a lo largo del tiempo. Actualmente esta indicado a partir de los 4 meses con
una de las siguiente variantes de clase Ill: G551D, G1244E, G178R, G551S, S1251N,
S1255P, S549N o S549R. Pero realmente hay muy pocos pacientes con este tratamiento en

Esparia, ya que las variantes de clase 111 son muy poco frecuentes en nuestra poblacion.

Para las mutaciones de clase 11, se necesita un tratamiento combinado, es decir un corrector
mas un potenciador. El primer duo fue el Lumacaftor + lvacaftor (Orkambi®). Lumacaftor
(VX-809) es un farmaco corrector que esta dirigido a mutaciones de clase 11, entre las que
figura la méas frecuente (AF508), con prometedores resultados. Se han realizado varios
estudios con Orkambi®, siempre con pacientes con AF508 homocigotos, inicialmente para
mayores o igual a 12 afios de edad y posteriormente han ido bajando la edad, presentando
resultados prometedores, mejorando la funcion pulmonar y reduciendo las exacerbaciones
pulmonares en pacientes con AF508 homocigoto (99, 100). Actualmente esté indicado para

nifios de 2 a 5 afios homocigotos AF508.

Posteriormente aparecio el duo Tezacaftor + lvacaftor (Symdeko® y en Europa se llama
Symbkevi®) para intentar encontrar un corrector mas eficaz. La novedad fue que ya no solo
servia para homocigotos AF508, sino también para heterocigotos AF508, presentando
también buenos resultados de eficacia: mejoria de la funcion pulmonar, disminucion en el
test del sudor, mejora en la calidad de vida y ganancia de peso (101). Actualmente esta
autorizado a partir de los 6 afios para homocigotos AF508 o heterocigotos AF508 mas una
de las siguientes variantes de funcion residual: P67L, R117C, L206W, R352Q, A455E,
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D579G, 711+3A-G, S945L, S977F, R1070W, D1152H, 2789+5G-A, 3272-26A-G, y 3849
+ 10kbC-T.

Finalmente aparecid el Trikafta® (que en Europa se llama Kaftrio®), formado por dos
correctores (Elexacaftor + Tezacaftor) y un potenciador (lvacaftor). Estudios tanto en
homocigotos como heterocigotos AF508 han mostrado resultados espectaculares en las
variables de eficacia (102, 103). En Estados Unidos esta aprobado por la FDA des del afio
2019 para pacientes que tienen al menos una copia de la mutacion AF508. En Esparia no fue
aprobado hasta noviembre del 2021, inicialmente para mayores de 12 afios pero actualmente

estd aprobado para pacientes mayores de 6 afios.

Con todos estos farmacos, se cubre alrededor del 80% de los pacientes con FQ. Para los que
no cumplen criterios de recibir estos tratamientos, se ha creado un proyecto europeo de
investigacion llamado HIT-CF Europe, que tiene como objetivo proporcionar un mejor
tratamiento y una mejor vida a las personas con FQ con variantes raras. Para lograr esto, los
farmacos se prueban primero en el laboratorio en organoides derivados de pacientes y en
segundo lugar, en funcién de la reaccion, se asigna un grupo mas pequefio de pacientes a
ensayos clinicos con uno de los farmacos candidatos. Los organoides son modelos de
organos 3D in vitro derivados de células que permiten el estudio de procesos bioldgicos.
Para la elaboracion de organoides intestinales, se realizan biopsias rectales y se cultivan las
celulas madre (stem cells). Estos imitan varias caracteristicas del 6rgano del que derivan y
son genéticamente idénticos al donante, lo que permite ver como funciona la CFTR,
permitiendo estudiar los procesos bioldgicos y la respuesta a los tratamientos en un entorno

que se parece mucho a los érganos humanos (104, 105).

A pesar de las altas expectativas asociadas a la introduccion de moduladores de la CFTR, el
ensayo GOAL muestra que los pacientes tratados con lvacaftor, a pesar de presentar una
tendencia a la baja en la abundancia relativa de P.aeruginosa y S.aureus en las vias
respiratorias, no hay cambios en las interleucinas (IL) -6, -8, -1R y la elastasa libre en esputo
(106, 107). Ademas, se ha observado que la carga bacteriana en el esputo de los sujetos
tratados con lvacaftor disminuye durante el primer afio de tratamiento, pero después aumenta
(108), lo que sugiere que la inflamacion eventualmente se renovara a medida que la infeccion
se recupere. Por lo tanto, todavia no esta claro si los moduladores de la CFTR pueden reducir

la respuesta inflamatoria lo suficiente como para prevenir o ralentizar la progresion del
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deterioro pulmonar. En consecuencia, las terapias dirigidas a la inflamacion siguen
representando un componente importante del tratamiento de la FQ. Los farmacos
antiinflamatorios clasicos han demostrado una eficacia muy limitada, cuando no son

dafinos, lo que plantea la cuestion de si deben adoptarse enfoques alternativos (109).

Otras alternativas de tratamientos que estan en fase de investigacion son las dirigidas al
reemplazamiento de genes a través de la terapia génica del gen CFTR, mediante el empleo
de oligonucleodtidos anti sentido (ASO, del inglés AntiSense Oligonucleotide). Al ser una

enfermedad monogeénica, la FQ es un candidato ideal para este tipo de terapias.
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1.6 Inflamacion en la FQ

El Programa Australiano de Vigilancia Temprana Respiratoria para la FQ (AREST CF)
(110, 111) y la London Cystic Fibrosis Collaboration (112), han proporcionado informacion
significativa sobre los mecanismos bioldgicos y la historia natural del pulmon en los
pacientes con FQ. La enfermedad pulmonar en la FQ se caracteriza por una inflamacion
intensa dominada por neutréfilos que se identifica en las primeras semanas de vida, incluso
en lactantes asintomaticos con cultivos negativos (113-116). La actividad enzimatica de los
neutrofilos sin oposicidn interfiere con los mecanismos inmunitarios locales del huésped,
impide el aclaramiento bacteriano y dafia directamente el epitelio de la mucosa bronquial y
sus tejidos de soporte (117). Las secreciones pulmonares de los pacientes con FQ, ademas
de abundantes neutréfilos, contienen mayores concentraciones de mediadores
proinflamatorios, como la IL-8 (118), leucotrienos, factor C5a del sistema del complemento,
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e IL-1 (119, 120).

Aunque la infeccion es un factor clave que contribuye al medio inflamatorio (121), el
aumento de la inflamacion pulmonar parece ser relativamente independiente del estado de
infeccion actual o pasado detectado por el lavado broncoalveolar (113). La actividad de la
elastasa de los neutrofilos libre es detectable en el lavado broncoalveolar hasta en el 30% de
los lactantes y predice bronquiectasias diagnosticadas por tomografia computarizada a los 3
afios de edad (74, 122).
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1.7 Acidos grasos (AG)

1.7.1 Clasificacion de los AG

Los lipidos son un grupo de sustancias insolubles en agua, pero solubles en solventes
organicos, que incluyen:

1. Triglicéridos: formados por un gliceroly 3 AG.

2. Fosfolipidos (como la lecitina).

3. Esteroles (como el colesterol).

La forma natural mayoritaria de las grasas son los triglicéridos, y las diferencias entre ellas
dependen fundamentalmente de su diferente composicion en AG. Los AG son moléculas de
naturaleza lipidica que presentan un grupo carboxilo terminal unido a una cadena
hidrocarbonada. Los AG se diferencian entre si por el nUmero de atomos de carbono y por
el nimero de dobles enlaces (123).
Segun el niamero de atomos de carbono, los AG se pueden clasificar como:

1. AG de cadena corta (4-6 cadenas de carbono).

2. AG de cadena media (de 8 a 12 cadenas de carbono).

3. AG de cadena larga (de 14 a 20 cadenas de carbono)

4. AG de cadena muy larga (> 22 cadenas de carbono)

Segun la cantidad de dobles enlaces los podemos clasificar como (124):

1. Acidos grasos saturados (SFAs): no contienen dobles enlaces (solo enlaces simples),
lo que les confiere una gran estabilidad y la caracteristica de ser solidos a temperatura
ambiente. Los SFAs predominan en los alimentos de origen animal, como la grasa
de carne, mantequilla, queso, yema de huevo y lacteos enteros; aunque también se
encuentran en grandes cantidades en algunos alimentos de origen vegetal como los
aceites tropicales (de coco y de palma, utilizados en la bolleria industrial) y la
margarina. Los SFAs son muy resistentes a la oxidacion, por lo que confieren
resistencia y proteccion a la membrana celular. Son SFAs: el &cido laurico, el &cido
miristico, el &cido palmitico y el acido esteérico.

2. AG insaturados: estos AG poseen dobles enlaces carbono - carbono, y pueden tener
una o mas insaturaciones, es decir, dobles enlaces. La posicion de la primera
insaturacion, se indica a veces con la letra griega Omega y un nimero. Este nimero

designa en qué enlace se encuentra la insaturacion, contando des del final de la
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cadena. Omega es la Gltima letra del alfabeto griego, por lo tanto, indica que hay que

empezar a contar desde el final. Por ejemplo, los AG Omega-3, se denominan asi

porgue tienen localizado este primer doble enlace entre el tercer y cuarto carbono.

Los AG insaturados, los podemos clasificar en:

e Acidos grasos poliinsaturados (PUFAS): son aquellos que contienen dos 0 mas
dobles enlaces. Desde el punto de vista nutricional son importantes los AG
Omega-3 (PUFAs n-3) y Omega-6 (PUFAs n-6). Dentro de los PUFAs n-3
encontramos principalmente: el alfa-linolénico (ALA, C18:3 n-3), que se
encuentra mayoritariamente en vegetales como las semillas de chia, lino,
calabaza y cafiama; asi como el &cido eicosapentaenoico (EPA, C22:5) y el acido
docosahexaenoico (DHA, C22:6), que se encuentran principalmente en pescados
azules, pero también en marisco, algas y en la leche materna. Dentro de los
PUFAs n-6 encontramos principalmente: el &cido linoleico (LA, C18:2) y el
acido araquidonico (ARA, C20:4), que se encuentra en aceite de semillas (como
el de girasol, lino, soja 0 maiz) asi como frutos secos (especialmente las nueces),
aguacate y la yema de huevo.

e Acidos grasos monoinsaturados (MUFASs): son aquellos AG que contienen un
solo doble enlace. Un ejemplo seria el &cido oleico (C18:1, Omega-9), que esta
presente en cuasi todas las grasas naturales, en especial en el aceite de oliva; y el
acido palmitoleico (C16:1, Omega-7) presente también en algunas grasa

animales.

En la Figura 6 podemos observar las estructuras quimicas de algunos de los AG.

Metilo (alfa) Carboxilo (omega)

- EAVAVAVAVAVAVAVAVAN
c18:0 COOH
Acido oleico CH; COOH

C18:1 wo AVAVAVAVERVAVAVAV

Los mamiferos pueden colocar
dobles enlaces aqui

et ONANLAANANNNA
C18:2 wé — COOH
Acido a-linolénico CH; — COOH

c18:3 w3 AVARVERVERVAVAVAVA

Acidos grasos
esenciales

Figura 6 Estructura quimica de los &cidos grasos saturados, monoinsaturados (Omega-
9) y poliinsaturados (Omega-6 y Omega-3)
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1.7.2 Funciones de las grasas

La grasa, necesaria para la salud en pequefias cantidades, se distingue de los otros dos
macronutrientes, por su mayor valor caldrico, ya que es una fuente concentrada de energia
(9kcallg, respecto los 4kcal/g que contiene los hidratos de carbono y las proteinas), lo que
determina su papel en los procesos nutritivos. Los lipidos son elementos de reserva y
proteccion. Sin embargo, con el tiempo, se han ido descubriéndose otras funciones:

v" Son componentes estructurales indispensables ya que forman parte de las membranas
bioldgicas.

v Intervienen en algunos procesos de la fisiologia celular, por ejemplo, en la sintesis de
hormonas esteroideas y de sales biliares.

v' Transportan las vitaminas liposolubles (A, D, E y K) y son necesarios para que se
absorban dichas vitaminas.

v Contienen AGE, es decir aquellos que el hombre no puede sintetizar, como es el LA
(C18:2 n-6) y el ALA (C18:3 n-3) que juegan un papel especial en ciertas estructuras,
principalmente en el sistema nervioso.

v La grasa sirve de vehiculo de muchos de los componentes de los alimentos que le
confieren su sabor, olor y textura. La grasa contribuye, por tanto, a la palatabilidad de la
dieta y, por tanto, a su aceptacion. El placer de comer es también importante, pues para
que una dieta se consuma Yy, por tanto, cumpla su principal objetivo, ademas de ser
nutricionalmente correcta, debe ser palatable.

v" Intervienen en la regulacién de la concentracién plasmatica de lipidos y lipoproteinas.

Numerosos estudios han demostrado que la ingesta de una dieta rica en AG Omega-3 reduce
la mortalidad coronaria y la muerte subita cardiaca. Ademas, se ha visto, que en las zonas
geograficas donde estos AG predominan en la dieta, la incidencia de enfermedad
cardiovascular disminuye. También se ha visto que los AG Omega-3 tienen propiedades

antiarritmicas, antiaterogénicas, antitromboticas y antiinflamatorias (125).

1.7.3 AG Omega-3 y Omega-6

Los AG Omega-3 y Omega-6, ademas de poseer funciones energéticas y estructurales en las
membranas celulares, también controlan el metabolismo de los eicosanoides, que intervienen

en procesos tan importantes como la inflamacion o la sefializacion celular (126). Aunque los
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AG Omega-3 y Omega-6 son dos familias estructural y funcionalmente diferentes, ambas
tienen vias metabdlicas muy interrelacionadas. Ademas, compiten por los mismos lugares
de reconocimiento de las enzimas involucradas en su metabolismo, por lo que es importante

tener un buen equilibrio entre los AG Omega-3 y los Omega-6 .

El AG Omega-3 mas sencillo es el ALA (C18:3 n-3), que se sintetiza a partir del LA (C18:2
n-6) por desaturacion gracias a la enzima A15-desaturasa, presente en las plantas. Dado que
los mamiferos no son capaces de llevar a cabo esta reaccién, ambos AG deben ingerirse en
la dieta, y por lo tanto, los dos son considerados AGE. En la Figura 7 podemos observar que
a partir de ALA y LA se pueden sintetizar el resto de AG Omega-3 y Omega-6 mediante
reacciones de elongacion y desaturacion (127).

Omega-6 y derivados Omega-3 y derivados
R . A15-desaturasa R .
Acido linoleico (18:2w-§) ———— Acido a-linolenico (18:3w-3)
(Plantas)
A6-desaturasa A6-desaturasa
Acido y-linolénico (18:3w-6) Acido estearidénico (18:4w-3)
Elongasa Elongasa
Acido dihomo-y-linolénico (20:3w-6) Acido eicosatetraenoico (20:4w-3)
A5-desaturasa A5-desaturasa
Acido araquidénico (20:4w-6) Acido eicosapentaenoico (EPA; 20:5w-3)
Elongasa
Elongasa
A6-desaturasa
B-oxidacion
Acido docosahexaenoico (DHA;22:6w-3)

Mediadores de la inflamacion: Mediadores de la inflamacién:
Prostaglandinas Prostaglandinas
Tromboxanos Tromboxanos
Leucotrienos Leucotrienos

|

Productos que promueven Productos que promueven
la resolucién de la inflamacion: lar ion de la infl ion:
Lipoxinas Protectinas, resolvinas

Figura 7 Metabolismo de los acidos grasos Omega-3 y Omega-6

Estas reacciones enzimaticas sucesivas de desaturacion y elongacion ocurren en el citosol y

en el reticulo endoplasmatico, a excepcion de la reaccion de formacion del DHA que se
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produce en el peroxisoma. Luego cada PUFA se pliega sobre si mismo en forma de “U” y
se ubica en la bicapa lipidica de muchas células en los diversos sistemas biolégicos.

Aunque tedricamente a partir del ALA se puede obtener EPA y DHA por reacciones de
elongacion y desaturacion, la realidad es que esta conversion enzimatica es bastante ineficaz,
principalmente en lo que se refiere a la produccion de DHA (128). En concreto, se estima
que la eficacia de conversion de ALA a EPA es 0,2%, a DPA (acido docosapentanoico) del
0,13% y a DHA del 0,05% (129).

Tanto el ARA como el DHA se transportan en el torrente sanguineo, ya sea en forma
esterificada (incorporada en triglicéridos o ésteres de colesterol) o como "AG libres™ unidos
a albumina y/o lipoproteinas, pero una vez dentro de la célula, se incorporan en fosfolipidos
y otros lipidos complejos que son los principales constituyentes lipidicos de la membrana
celular. Tras la activacion de varias vias de sefializacion, ya sea por factores enddgenos
(hormonas y citocinas) o exogenos (lipopolisacarido bacteriano), el ARA y el DHA se
liberan de los fosfolipidos a través de la accion de enzimas llamadas fosfolipasas. Una vez
liberados de la membrana, el ARA y el DHA son metabolizados a través de una serie de

pasos enzimaticos en moléculas con potentes propiedades pro y antiinflamatorias.

Todos los metabolitos secundarios producidos a partir de ARA, con la notable excepcién de
las lipoxinas, son potentes moléculas proinflamatorias, ademas regulan procesos de la
presion arterial y participan en la coagulacion. Por otro lado, todos los metabolitos conocidos

del DHA, como serian las resolvinas y las maresinas, tienen propiedades antiinflamatorias.

Los AG Omega-3 y Omega-6 no sélo hay que tomarlos en cantidades suficientes, sino que
ademas, hay que guardar una cierta proporcion entre ambos tipos. En el pasado, los humanos
consumian una proporcion de Omega-6/0Omega-3 de 1:1, por lo que esta seria la proporcion
Optima que brinda numerosos beneficios para la salud. Pero con el tiempo, con la dieta
occidental (y sobre todo la estadounidense) se han ido aumentando el consumo de los AG
Omega-6 y reduciendo de forma marcada el consumo de los AG Omega-3, consumiendo en
torno a 20 veces mas de Omega-6 que de Omega-3, lo cual tiene consecuencias negativas
para la salud. Se ha establecido que la relacion adecuada entre ambos para un correcto
funcionamiento del organismo sea 5:1 (130).

El DHA es el AG de cadena maés larga y el mas insaturado que se encuentra en los sistemas

bioldgicos. EI DHA es el principal AG Omega-3 en los tejidos y es particularmente
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abundante en tejido neural y retiniano. A través de estudios dietéticos, este AG ha sido
relacionado con una enorme variedad de patologias humanas que incluyen, a parte de la FQ,
el cancer, enfermedades coronarias, artritis reumatoide, asma, lupus, alcoholismo, agudeza
visual, enfermedades del rifion, enfermedades respiratorias, desordenes peroxisomales,
dermatitis, psoriasis, esquizofrenia, depresion, incorrecto desarrollo neuroldgico y cerebral,

malaria, esclerosis multiple e incluso migrafias (131-139).

Debido a que la conversion de ALA a DHA es limitada, el DHA es considerado un AGE
para el correcto funcionamiento del organismo (140). También se ha visto que una dieta rica
en EPA, aumenta las concentraciones en plasma de EPA, pero no de DHA. Por otra parte,
una dieta rica en DHA resulta en una dosis dependiente, con aumento saturable en las
concentraciones plasmaticas de DHA y aumentos modestos en las concentraciones de EPA
(141-143). Las concentraciones plasmaticas de DHA tardan aproximadamente un mes en
equilibrarse y luego permanece estable a lo largo de la suplementacion. Tanto la dieta rica
en DHA como la de EPA reducen las concentraciones plasméticas de ARA (144).

1.7.4 AG e inflamacién

Las membranas celulares se componen de una bicapa de fosfolipidos. Se trata de estructuras
dinamicas, puesto que sus componentes son responsables no solo de incorporar nutrientes y
de eliminar los productos toxicos presentes en la célula, sino también de mantener una
comunicacion constante con el entorno mediante el uso de mensajeros moleculares. Estos
mensajes son captados en la superficie de la membrana por proteinas receptoras, que entran
en contacto con otras proteinas en la superficie interna de la célula, que, en muchos casos,
son enzimas que catalizan la transformacion quimica de los fosfolipidos que componen la

membrana.

En la Figura 8, podemos observar el desequilibrio que presentan estos pacientes entre los
mediadores proinflamatorios y los mediadores proresolutivos (SPM), favoreciendo la

inflamacion crénica.
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Figura 8 Desequilibrio entre los metabolitos eicosanoides proinflamatorios y proresolucion en la FQ

(+) LTB,

Homeostasis

El 4cido araquiddnico (ARA) deriva de los &cidos grasos poliinsaturados Omega-6 y se asocia principalmente con la
activacion de la respuesta inflamatoria del huésped. El &cido docosahexaenoico (DHA) y el cido eicosapentaenoico (EPA)
derivan de los acidos grasos poliinsaturados Omega-3 y se asocian principalmente con la resolucién de inflamacién y un
retorno a la homeostasis. En la FQ, el DHA esta disminuido, favoreciendo una mayor proporcion de ARA/DHA. El ARA
genera predominantemente mediadores proinflamatorios, incluido el leucotrieno B4 (LTB4), pero también genera
LipoxinA4 (LXAd4), un importante mediador proresolucion. EI LTB4 aumenta notablemente y su inhibidor LXA4
disminuye notablemente en la FQ, lo que aumenta la entrada de neutréfilos en las vias respiratorias. Ademas, el mediador
proresolucion resolvina D1 (RvD1), un producto del metabolismo del DHA, se reduce notablemente en la FQ. Por lo tanto,
existe un desequilibrio entre los mediadores proinflamatorios eicosanoides y los mediadores proresolucion en la FQ, y se
favorece la activacion de la inflamacion sobre la resolucion de la inflamacion. *COX: ciclooxigenasa; HDHA: &cido
hidroxidocosahexaenoico; HEPE: &cido hidroxieicosapentaenoico; HETE: acido hidroxieicosatetraenoico; HPDHA: 4cido
hidroperoxidocosahexaenoico; HPETE: &cido hidroperoxieicosatetraenoico; LOX: lipoxigenasa; MaR: maresina; PD:
protectina; PG: prostaglandina; PLA2: fosfolipasa A2; TX: tromboxano.

La respuesta inflamatoria se describe actualmente como un proceso fisiolégico dividido en
una fase de iniciacion y una de resolucién, donde los mediadores lipidicos, llamados
prostaglandinas (PG), leucotrienos (LT) y los SPM desempefian papeles fundamentales. La
PGE2 y PGI2 inducen la dilatacion vascular y la permeabilidad que permiten el trafico de
polimorfonucleares (PMN) desde la circulacion sanguinea para entrar en el sitio de la
inflamacidn (145). El leucotrieno LTB4 juega un papel como principal quimioatrayente en
la conduccion de PMN al sitio inflamatorio para fagocitar patégenos. En la fase de
resolucidn, los SPM, comienzan con el cese de la afluencia de PMN (Figuras 9A 'y 9B) (146,
147). Las familias de los SPM identificados hasta la fecha son: lipoxinas, resolvinas,
protectinas y maresinas. Sus funciones se han descrito en la defensa microbiana, el dolor, la
proteccion de 6rganos, la regeneracion de tejidos, la cicatrizacion de heridas, el cancer, la
reproduccion y la neurobiologia-cognicion. Los SPM juegan un papel crucial en la inhibicion
del factor nuclear kB (NF-kB) y la sintesis de citocinas proinflamatorias (147). Los SPM
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también inhiben la quimiotaxis y la migracion de los leucocitos (148) (Figuras 9A y 9B)
(147), asi como mejoran la microbiota innata, matando y eliminado bacterias mediante la
estimulacion de la fagocitosis leucocitaria (149). Por otra parte, los SPM mejoran la
eferocitosis de los macrofagos de células inmunitarias apoptoticas y desechos celulares
(Figura 9C). Los SPM también se encargan de la regeneracion del tejido dafiado por el
proceso inflamatorio (Figura 9D). Més all& de las respuestas innatas de los fagocitos a
resolver la inflamacién aguda, los SPM parecen jugar un papel critico en regulacion de la

inmunidad adaptativa (147).

La biosintesis de los SPM, es el resultado de la interaccion de enzimas llamadas
lipoxigenasas (LOX) y ciclooxigenasas (COX) para metabolizar los PUFAs n-3 y PUFAS n-
6 (146). Diferentes tipos de células que diferencialmente expresan las enzimas LOX y COX
cooperan intercambiando intermedios para producir los metabolitos activos finales (150). El
ARA libre, ademas de dar lugar a la familia de lipoxinas de mediadores proresolutivos,
también es el precursor de mediadores proinflamatorios, como las PG y LT. Los metabolitos
de DHA y EPA (resolvinas, protectinas y maresinas) ejercen principalmente acciones

resolutivas (antiinflamatorias).

Con respecto a las resolvinas, se han descrito dos familias: las de la serie E (procedente del
EPA) vy las de la serie D (procedente del DHA), que junto con la ya conocida lipoxina A4,
producida a partir del ARA, parecen situarse en primera linea en la mediacién de los procesos
inflamatorios (151-154). Las resolvinas de la serie D (RvD1-RvD6) son sintetizadas por
leucocitos y células endoteliales durante la resolucion de la inflamacion. Se ha observado in
vivo que las resolvinas detienen la infiltracion de polimorfonucleares, ademas de reducir la

expresion de mediadores proinflamatorios (155, 156).
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Figura 9 Multiples funciones especializadas de mediadores proresolucién (SPM) en la resolucién aguda de la

inflamacion

A: La inflamacién aguda evoluciona como un secuencia de fases de inicio y resolucion que tienen como objetivo hacer
retroceder los tejidos hacia la homeostasis. El papel de los mediadores de lipidos, prostaglandinas (PG), leucotrienos (LT)
y los SPM se pueden relacionar con cada fase. B: PGE2 y LTB4 juegan un papel fundamental en la respuesta vascular y el
trafico de leucocitos durante la fase de inicio. Los SPM (lipoxinas, resolvinas, proteinas y maresinas) producidos en la
inflamacion, estimulan los eventos celulares que contraregulan los mediadores proinflamatorios y regulan la quimiotaxis y
la migracion de los polimorfonucleares (PMN), inhibiendo la sintesis de LTB4 y citocinas proinflamatorias (IL-8). C: Los
SPM regulan los monocitos y la respuesta de macrofagos (M®). Los SPM impulsan la diferenciacion de macréfagos (M®)
inflamatorios (M1) para macréfagos resolutivos (M2), inhiben la produccidn de citocinas proinflamatorias (IL-8) inducida
por bacterias, estimulan la sintesis de citocinas antiinflamatorias (I1L-10), mejoran la funcidn fagocitica de los macréfagos
y la eferocitosis de PMN apoptéticos. D: Los SPM promueven regeneracion de tejido dafiado por el proceso inflamatorio.
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1.8 AGyFQ

1.8.1 Alteraciones de los AG en la FQ

Varios estudios han observado la presencia de alteraciones en el perfil de AG en los pacientes
con FQ (157). En 1962, Kuo et al. (158) describio por primera vez que la FQ se caracterizaba
por tener bajas concentraciones de LA en plasma y tejidos. En 1972, Underwood et al. (159)
ademas encontro niveles bajos de DHA en diferentes tejidos de autopsias de pacientes con
FQ. Incluso se ha observado que ya los lactantes con FQ contienen niveles mas bajos de LA
en comparacion con los lactantes sanos, lo que indica la presencia de esta anormalidad en la
etapa mas temprana de la vida (160). También se ha visto que los niveles bajos de LA y
DHA no sélo esta en las células sanguineas (161), sino también en los tejidos que expresan
la proteina CFTR, como el tejido nasal, corazon, higado, pulmén, musculo psoas y tejido
graso de pacientes con FQ en comparacion con sujetos sanos (162, 163). Ademas, varios
estudios también han descrito un aumento del acido palmitoleico y el acido eicosatrienoico
en los pacientes con FQ (162, 164-166).

Se han propuesto varias hipotesis para explicar el desequilibrio proinflamatorio de los AG
en los pacientes con FQ, pero ninguna de ellas proporciona una conexién mecanicista entre
la ausencia de proteina CFTR funcional y la alta relacion ARA/DHA. Inicialmente se penso
que las alteraciones del perfil de AG en la FQ eran secundarias a la IP, que esté presente en
la mayoria de los pacientes con FQ. Mas tarde, sin embargo, algunos estudios observaron
que estas alteraciones también estan presentes en los pacientes con FQ que son SP, y
similares a los IP (161, 167). También se penso que las alteraciones en el perfil de AG en la
FQ estaba relacionado con la desnutricion, que es otra condicién comun en estos pacientes,
pero otros estudios han demostrado que los pacientes con FQ bien alimentados también

tienen estas alteraciones (166, 168).

Se ha visto que el ARA esta marcadamente aumentado en la mucosidad de los pacientes con
FQ en comparacion con pacientes con bronquitis cronica no infectados por P.aeruginosay
pacientes infectados con P.aeruginosa sin padecer FQ (169). Esto sugiere que los niveles
elevados de ARA en el moco de los pacientes con FQ no es secundario a la infeccién e
inflamacién pulmonar, sino mas bien, parece ser resultado de un defecto primario asociado

con el gen CFTR, y daria lugar a un aumento de la inflamacion (169).
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Pese a conocer la existencia de estas alteraciones en el perfil de AG desde hace mas de 40
afios, el tema cobr6 de nuevo interés cuando Freedman et al. describid una restitucion de la
morfologia pancreética tras la suplementacion con altas dosis de DHA en modelos de ratones
con FQ (163). Otro estudio de Freedman et al. reportd la presencia de alteraciones del perfil
de AG en tejidos de pacientes con FQ similares a las encontradas en ratones CFTR -/-. La
proporcion de ARA/DHA estaba aumentada en las muestras de biopsia de mucosa y
submucosa nasal y biopsia rectal de pacientes con FQ en comparacion con los controles
(170). Los portadores de FQ, tuvieron valores intermedios entre los pacientes con FQ y los
controles, lo que sugiere una correlacion entre laanomalia de los AG y el grado de disfuncién
del gen CFTR. Esto determinaria una relacion directa con el defecto genético de esta
enfermedad (171).

Es probable que los niveles reducidos de DHA se deban a una mayor retroconversion de
DHA en su molécula precursora (172). Existe evidencia de que la disminucidn de los niveles
de LA y el aumento de los niveles de ARA en los pacientes con FQ podrian estar
relacionados con un aumento del metabolismo de LA a través de la vian-6 (173, 174). Dado
que el paso que limita la conversion de LA a PUFAS n-6 de cadena larga y mas desaturados
esta mediado por las enzima A5- y A6-desaturasa, una mutacion del gen CFTR puede estar
asociado, directa o indirectamente, con un aumento de la actividad de estas enzima (175).
Este aumento en la actividad de A5- y A6-desaturasa podria deberse a que una pérdida de la
funcion adecuada de la CFTR conduce a un aumento del calcio intracelular que activa la
proteina quinasa § dependiente de calcio/ calmodulina (CaMKKf), provocando un aumento
de la actividad de la quinasa activada por AMP (AMPK) (176), y esto produciria estos
cambios en el metabolismo de los AG al impulsar la expresion de las desaturasas (177).
Estos resultados significan un nuevo mecanismo dependiente de AMPK que vincula el
defecto genético en la FQ con alteraciones en el metabolismo de los PUFAs.

Es importante tener en cuenta las interacciones bien caracterizadas entre los lipidos y las
proteinas de membrana, lo que podria sugerir posibles interacciones lipido-CFTR que aun
no se han caracterizado. En la Figura 10 muestra cuatro formas principales por las que los
lipidos pueden afectar los canales ionicos: mediante interacciones alostéricas directas,
cambiando su localizacion superficial, cambiando las cascadas de sefializacién que

modifican la proteina y mediante alteraciones de la mecanica de la membrana como la
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fluidez (176). Con frecuencia, estos mecanismos se superponen, lo que dificulta la definicion

completa del sistema.
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Figura 10 Representacion grafica de las diversas formas en que los lipidos pueden afectar la actividad de las
proteinas de membrana
En este caso, la proteina representativa (azul claro) se dibuja para parecerse a la estructura del canal iénico CFTR. Un
contorno rojo indica que la proteina esta inhibida. (a) Los lipidos pueden tener una interaccion fisica directa con la proteina,
como lo muestra la cola que sobresale en la proteina. (b) Los lipidos pueden afectar la localizacion en la membrana de la
proteina efectora, ya sea afectando su trafico hacia la membrana plasmatica o localizandola en dominios con otras proteinas
que pueden afectar su funcién. (c) Los lipidos pueden iniciar una cascada de sefializacion que da como resultado
modificaciones postraduccionales de la proteina que afectan su funcion. (d) Los lipidos, en funcion de su flexibilidad y
curvatura, pueden imponer fuerzas mecanicas sobre la proteina que afectan su capacidad para moverse y funcionar.

e

)

La comprension de estos efectos ayudara a determinar los circuitos de retroalimentacién
presentes en la FQ que facilitan la inflamacion croénica, descubriendo nuevos potenciales
objetivos terapéuticos que abordan maltiples aspectos de la enfermedad e interrumpen los

circuitos de retroalimentacion perjudiciales o apoyan circuitos de retroalimentacion dtiles.

1.8.2 Importancia de las alteraciones de los AG en la FQ

Las alteraciones de los AG que presentan los pacientes con FQ pueden tener una gran
importancia en la progresion de la enfermedad. Se ha demostrado que los animales
sometidos a dietas deficientes en AGE desarrollan bronquiolitis (178). Ademas, los
mecanismos de defensa pulmonar, incluida la funcién de los macréfagos y la capacidad de
generar una respuesta linfocitica frente a la P. aeruginosa, se han visto afectados en ratones
con deficiencia de AGE (179). Estos estudios sugieren que las deficiencias en ciertos AGE

pueden afectar la respuesta de la infecciéon pulmonar.
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Como se ha comentado previamente, el DHA se metaboliza en resolvinas, unos compuestos
hidroxilados que se forman dentro de la fase de resolucién de la respuesta inflamatoria aguda
y detienen la entrada de neutrofilos a los sitios de inflamacion y reducen los exudados. En
consecuencia, la produccién reducida de resolvinas debido a los niveles bajos de DHA en

los pacientes con FQ, proporciona otro mecanismo de respuesta inflamatoria excesiva en la
FQ.

Ademas, se ha visto que la administracion oral de DHA a ratones recién nacidos promovio
la diferenciacion de neumocitos tipo 11 en el pulmén, lo que resulté en un aumento en la
produccion de surfactante (170). Este efecto del DHA puede tener importantes implicaciones
clinicas en los recién nacidos con FQ, y esta respaldado por un estudio retrospectivo que
demuestra una menor morbilidad y mortalidad en pacientes con FQ que recibieron lactancia
materna durante al menos 6 meses (181). Esta observacion puede estar relacionada con el
hecho de que la leche materna contiene altos niveles de DHA.

Las alteraciones de los AG en la FQ pueden desempefiar un papel en la alteracién de la
expresion génica. Se ha demostrado que los PUFAs y sus metabolitos pueden alterar la
transcripcion de una variedad de genes actuando dentro del nicleo junto con receptores

nucleares y factores de transcripcion (182).

Incluso en la era de los moduladores de la CFTR, la terapia antiinflamatoria sigue siendo un
area de intensa investigacion en la FQ. El uso terapéutico de SPM podria constituir una via
prometedora para tratar la inflamacion cronica y la infeccion en todos los pacientes con FQ.
Sin embargo, el uso terapéutico de estos SPM estd muy limitado por su rapida inactivacion
metabolica antes de que puedan llegar al sitio de la inflamacidn. El uso de analogos estables
de los SPM incorporados en nanoparticulas también proporciona una nueva posibilidad de

entrega local en el sitio de la inflamacién (183, 184).

1.8.3 Suplementacion con AG Omega-3 en pacientes con FQ

Si la disminucion de los niveles de DHA juega un papel importante en el proceso de la
enfermedad de la FQ, entonces es razonable especular que la restauracion del contenido de
DHA en los tejidos afectados mejorara el cuadro clinico de los pacientes con FQ. Es por

esto motivo que varios estudios han querido analizar el efecto de la suplementacién con
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PUFAs con contenidos variables de Omega-3 en pacientes con FQ, tal como se puede
observar en el Anexo 1, donde hay una tabla resumen de estos estudios.

La dltima revision Cochrane (185) incluy6 solo cinco ensayos clinicos (85, 186-189),
totalizando 106 pacientes; y encontré que la suplementacion regular con AG Omega-3
pueden proporcionar algunos efectos beneficiosos limitados a los pacientes con FQ con
relativamente pocos efectos adversos; sin embargo, la calidad de la evidencia en todos los
resultados fue muy baja, lo que concluy6 que no hay evidencia suficiente para recomendar
el uso rutinario de suplementos de PUFA n-3 en pacientes con FQ y que se necesita un
estudio controlado aleatorizado grande, a largo plazo y multicéntrico para determinar si
existe un efecto terapéutico significativo, y para evaluar la influencia de la gravedad de la
enfermedad, la dosis y la duracion del tratamiento. También recomienda la necesidad de
enzimas pancredticas adicionales al proporcionar suplementos de AG Omega-3 o capsulas

placebo de aceite de oliva.

57



58

JUSTIFICACION



2 JUSTIFICACION

La FQ es la enfermedad genética grave de hereditaria autosémica recesiva mas frecuente en
la poblacion caucésica. Es una enfermedad multisistémica debido a la aparicion de variantes
en el gen CFTR que codifica la proteina CFTR, responsable en la regulacién del transporte
ionico a través de la membrana celular. La mayor parte de la morbimortalidad asociada a la
FQ estd relacionada con la afectacion pulmonar, que se caracteriza por infecciones
bronquiales de repeticion y una respuesta inflamatoria exagerada. Se ha demostrado que la
inflamacidn ya esta presente en los estadios iniciales de la enfermedad, incluso en ausencia

de infeccidn, y que ademas, progresa durante toda la vida.

Se ha observado que los pacientes con FQ presentan una alteracion en el perfil de AG,
caracterizada por un descenso de los niveles de DHA y LA, asi como un aumento de la
proporcion ARA/DHA, que es un marcador proinflamatorio. La normalizacién o

modificacion de este perfil de AG podria reducir la inflamacion crénica.

La suplementacion con PUFA n-3 ha demostrado efectos positivos sobre varias
enfermedades inflamatorias (127), pero su efecto sobre la FQ es controvertido. Algunos
estudios muestran una reduccion en los mediadores inflamatorios, una mejora de la funcién
pulmonar, asi como una reduccion de las exacerbaciones pulmonares y/o durada de los
tratamientos antibidticos, pero los resultados no son consistentes (85, 186-188, 190-192). La
Cochrane del 2019 incluy6 solo cinco ensayos clinicos, totalizando 106 pacientes, y
concluyé que no hay evidencia suficiente para recomendar el uso rutinario de suplementos
de PUFA n-3 en los pacientes con CF (185). Cabe destacar que la mayoria de estos ensayos
involucraron a un ndmero reducido de pacientes, y fueron estudios de corto plazo (8-12
semanas), no ciegos 0 no controlados con placebo. A parte, varios de estos estudios han
utilizado suplementos de DHA de origen de alga, que son poco concentrados en DHA
(maximo un 35% de todos los AG son DHA), y que no han demostrado capacidad
antioxidante. También se han utilizado aceites de pescado poco concentrados en DHA (12-
18% de todos los AG). Como podemos ver, no todos los suplementos comercializados de
DHA en el mercado tienen las mismas caracteristicas estructurales (concentracion de
triglicérido, contenido en DHA, etc) ni la misma bioactividad (actividad antioxidante

celular).
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Por todas estas razones, hemos disefiado un ensayo clinico aleatorizado, prospectivo, a doble
ciego, en que pacientes pediatricos (de entre 6 y18 afios) con FQ fueron aleatorizados a
recibir perlas de aceite rico en triglicerido de DHA de alta concentracion
(Tridocosahexaenoina-AOX ® 70%, fabricado enzimaticamente por Brudylab, con alta
bioactividad y con patente de actividad antioxidante celular) a una dosis de 50 mg/kg/dia o
placebo (aceite de oliva) durante 12 meses; y hemos evaluado el efecto sobre el perfil de AG
en la membrana de eritrocitos, parametros inflamatorios (sistémicos, pulmonares e
intestinales), funcion pulmonar (espirometria forzada), numero de exacerbaciones
respiratorias al afio (en comparacion con el afio previo) y parametros antropométricos (peso,

talla e indice de masa corporal (IMC)).

60



61

HIPOTESIS



3 HIPOTESIS

Los pacientes con FQ tienen unos niveles descendidos de DHA, que es antiinflamatorio, por
lo que la suplementacion a largo plazo con DHA de alta concentracién
(Tridocosahexaenoina-AOX ® 70%) a 50 mg/kg/dia, modifica el perfil de AG de estos
pacientes y modula la inflamacion (sistémica, pulmonar e intestinal), reduciendo el numero
de exacerbaciones respiratorias, mejorando la funcién pulmonar, asi como los pardmetros

antropométricos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo principal

v

Evaluar el efecto de la suplementacién con DHA en pacientes con FQ sobre el perfil

de AG en la membrana de eritrocitos a los 6 y 12 meses de recibir el tratamiento.

4.2 Objetivos secundarios

v

Comparar el perfil de AG en la membrana de eritrocitos de los pacientes con FQ
respecto un grupo control (pacientes sin FQ) asi como entre los pacientes con FQ
con IP respecto los pacientes con FQ con SP.

Evaluar el efecto de la suplementacion con DHA de alta concentracion en pacientes
con FQ sobre la inflamacién sistémica (plasma), pulmonar (esputo inducido) e
intestinal (heces) durante un afio.

Evaluar el efecto de la suplementacion DHA de alta concentracion en pacientes con
FQ sobre la funcion pulmonar (espirometria forzada), exacerbaciones respiratorias y
parametros antropométricos (peso, talla e IMC) durante el afio de suplementacion
respecto el afio previo.

Describir el perfil de seguridad y la adherencia de la suplementacién con DHA a 50

mg/kg/dia en pacientes pediatricos con FQ.
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5> METODOLOGIA

5.1 Diseno del estudio

Se disefi6 un estudio en fase 4, que se trata de un ensayo clinico aleatorizado a doble ciego,
paralelo y controlado con placebo, en pacientes pediatricos con FQ aleatorizados a recibir
DHA de alta concentracion (Tridocosahexaenoina-AOX ® 70%) o placebo durante 12

meses.

Este estudio se llevo a cabo respetando estrictamente los principios éticos de la investigacion
biomédica y la legislacién vigente en Espafia. Todo el personal participante en el presente
estudio se comprometid a seguir, durante la realizacion del mismo, las Normas de Buena
Préactica Clinica de la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH). Previamente, se

obtuvo la aprobacion del Comité de Etica de Investigacion (CEI) del Parc Tauli (Anexo 2).

Este ensayo clinico fue registrado en el ClinicalTrials.gov (NCT04987567).

5.2 Pacientes del estudio

Los sujetos incluidos en este estudio fueron pacientes pediatricos diagnosticados de FQ que
estaban en seguimiento en la Unidad de FQ del Hospital Universitario Parc Tauli de Sabadell

(Barcelona) y que cumplian los criterios de inclusion y no los de exclusion.

5.2.1 Criterios de inclusion

Los criterios de inclusion de los sujetos definidos para el estudio fueron los siguientes:

v' Tener firmado el consentimiento informado del estudio por parte de los padres o
tutores del paciente; y en caso de pacientes > 12 afios, también se requeria de la firma
del asentimiento informado por parte del paciente.

v’ Pacientes con diagnostico confirmado de FQ en seguimiento en la Unidad de FQ del
Hospital Parc Tauli.

v Tener un FEV1 (volumen espiratorio forzado en el primer segundo) > 40%.
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v" Tener una edad comprendida entre 6 y 18 afios incluidos, en el momento de la

inclusion del estudio.

5.2.2 Criterios de exclusion

Los criterios de exclusion de los sujetos definidos para el estudio fueron los siguientes:

v
v

Pacientes embarazadas o en periodo de lactancia.

Saturacién basal de oxigeno < 92% o necesidades de oxigeno suplementario
domiciliario.

Haber tenido un episodio de hemoptisis masiva 0 amenazante (expectoracion de
sangre fresca que suponen un riesgo para la vida del paciente, determinado por el
volumen total del sangrado, la velocidad del mismo y la reserva cardiopulmonar del
paciente; como indicadores de riesgo seria la cuantia mayor a 100 ml y la presencia
de obstruccion de la via aérea, insuficiencia respiratoria o inestabilidad
hemodindmica).

Pacientes que no sean capaces de seguir el estudio o a los que no se puedan realizar
las valoraciones del estudio segun el protocolo.

Cualquier circunstancia que la participacion del paciente en el estudio pueda
suponer un riesgo o perjuicio clinico a criterio del médico o que interfiera en las
valoraciones del mismo.

Uso de glucocorticoides sistémicos durante las 4 semanas previas a la inclusion en
el estudio.

Uso de farmacos antiinflamatorios no esteroideos durante las 2 semanas previas a
la inclusion en el estudio.

Uso de farmacos moduladores de la CFTR.

Uso de farmacos en investigacion o participacion en otro ensayo clinico durante
los 30 dias previos a la inclusion en el estudio o dentro de las 5 semividas de
eliminacién del farmaco en investigacion.

Uso de suplementos que contengan AG Omega-3.
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5.2.3 Criterios de retirada

Los criterios de retirada de los sujetos definidos para el estudio fueron los siguientes:

v' Pacientes que retirasen su consentimiento informado, o cuyos representantes
legales o familiares cercanos retiraran su consentimiento informado para
participar en el estudio.

v Abandono por propia voluntad del paciente y/o familia.

v Pacientes en los que por cualquier motivo no relacionado con el estudio fue
necesario interrumpir el tratamiento o fue imposible llevar a cabo las evaluaciones
previstas en las visitas de seguimiento.

v Efectos secundarios que imposibilitase la continuacion del estudio a criterio del
equipo investigador.

v" Violacion del protocolo.

v’ Pacientes en los que se consider6 que la participacion en el estudio podia suponer

un perjuicio clinico, en opinién del médico responsable del cuidado del paciente.

La retirada del tratamiento o retirada del andlisis estadistico no implicé necesariamente
la retirada del seguimiento si el paciente consintio a continuar las evaluaciones y

permitio la utilizacion de sus datos.

5.2.4 Criterios de inclusion y exclusion del grupo control

Para comparar algunos datos basales (perfil de AG en la membrana de eritrocitos, asi
como las interleucinas y la RvD1 en plasma), también se incluy6 un grupo control
(pacientes sin FQ) con el mismo rango de edad (entre 6 y 18 afios). Eran pacientes que
estaban en seguimiento a las consultas externas de Medicina Pediatrica de nuestro
centro y que se les tenia que extraer una muestra de sangre rutinaria para otro motivo,
por lo que se aprovechaba para extraer un tubo extra de EDTA para analizar los datos
anteriormente comentados. Eran excluidos como controles aquellos pacientes con
alguna enfermedad inflamatoria de base o que estuvieran tomando suplementos de

Omega-3.
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5.3 Variables

v Variables descriptivas:

Edad: afios de vida en el momento de la inclusion del estudio.

Sexo: nifio o nifia de acuerdo con su fenotipo.

Mutaciones genéticas de la FQ: 2 graves, 1 grave/ 1 leve o 2 leves; considerando
mutaciones graves aquellas con nula o minima funcién de la CFTR (mutaciones
del grupo I, II, 111 o VII) y leves aquellas con funcién residual de la CFTR
(mutaciones del grupo 1V, V o VI). También segln si son: homocigotos AF508,
heterocigotos AF508 o 2 mutaciones no AF508.

Funcionalismo pancreatico: IP o SP.

Colonizacion por Stafilococ aureus o Pseudomona aeruginosa: si 0 no.
Presencia de bronquiectasias en la tomografia computarizada de térax: si o no.
Tratamiento de base (recibir o no los siguientes farmacos): suero salino
hipertdnico nebulizado, DNAsa recombinante nebulizada (Pulmozime®),
bicarbonato nebulizado, azitromicina oral dias alternos (lunes, miércoles y

viernes) y corticoides inhalados.

v" Variables analiticas:

Perfil de AG en la membrana de eritrocitos:
o Porcentaje de los AG:
= SFAs
» MUFAs
= PUFAsn-6: LAy ARA.
= PUFAsn-3: EPA'y DHA.
o Elindice Omega-3: suma de los porcentajes de EPA y DHA.
0 Los ratios ARA/EPA, ARA/DHA, N-3 PUFA/ALA'Y N-6 PUFA/LA.
o El indice antiinflamatorio (Al): [Emol% de (20:3n-6) + (20:5n-3) +
(22:5n-3) + (22:6n-3)]/[mol% (20:4n-6)].
o Elindice EFASTI (PUFA status: [Zn-3+Zn-6]/[Zn-7+Zn-9].
RvD1: en sangre y en esputo, expresado en pg/ml.

IL-8 y TNF-a: en plasmay en esputo, expresado en mg/dL.
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Citologia esputo inducido: porcentaje de celularidad (neutréfilos, eosindfilos,
linfocitos, macro6fagos).
Elastasa neutrofilica en esputo: expresado en pg/L.

Calprotectina fecal: expresado en pg/g.

Variables respiratorias:

Funcion pulmonar (espirometria simple forzada): FVVC (capacidad vital forzada),
FEV1 (volumen espiratorio forzado en el primer segundo) y FEF 25-75% (flujo
espiratorio forzado entre 25y 75% de la capacidad vital); basal y cada tres meses,
durante el afio de tratamiento y el afio previo. Resultados expresados en litros y
en porcentaje del valor teérico esperado para personas del mismo sexo, edad,
peso y altura de una poblacién de referencia.

NUmero de exacerbaciones respiratorias: durante el afio previo al estudio y el afio

del estudio.

Variables antropométricas:

Peso: expresado en kilogramos.
Talla: expresado en centimetros.
IMC: dividiendo los kilos de peso por el cuadrado de la estatura en metros (IMC

= peso [kg]/ estatura [m?]).

Reacciones adversas: presencia y frecuencia de acontecimientos adversos

relacionados con el tratamiento del estudio: diarrea, esteatorrea, dolor abdominal,

nauseas, vomitos, reflujo gastroesofagico, sabor a pescado o hemorragia.

Adherencia al tratamiento: registro de medicacion dispensada en la farmacia y su

porcentaje en relacién a la medicacion prescrita.
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5.4 Aleatorizacion y enmascaramiento
Con el objetivo de minimizar o evitar sesgos se tomaron las siguientes medidas:
5.4.1 Proceso de aleatorizacion

Los sujetos se asignaron a uno de los dos grupos 1:1 mediante un procedimiento de
blogues permutados de tamario variable (4 o 6 sujetos por bloque). La lista de
aleatorizacion fue realizada y custodiada por el Servicio de Farmacia del hospital y
permanecio oculta a los investigadores hasta que no se termind el ensayo clinico. La
asignacion del tratamiento la realizd el farmacéutico responsable de la farmacia
ambulatoria del hospital a partir de la lista de aleatorizacion, de forma que
dispensaron el tratamiento correspondiente al nimero de paciente que le indicaba el

investigador.

5.4.2 Enmascaramiento

Como se ha comentado previamente, el estudio fue doble ciego para el paciente y el
investigador. El placebo tenia una apariencia idéntica al DHA. Solo el personal de
farmacia que dispensaba la medicacion tenia conocimiento del grupo de tratamiento

asignado.
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5.5 Tratamiento del estudio

5.5.1 Tratamiento activo

Los pacientes del grupo DHA, recibieron unas capsulas de aceite rico en triglicérido
de DHA (Tridocosahexaenoina-AOX®) concentrado al 70%, fabricado
enzimaticamente por BrudyLab. Este triglicérido de DHA de alta concentracion
contiene una alta actividad antioxidante, con patente para prevenir el dafio oxidativo
celular (193, 194). Este suplemento esta registrado como un “alimento para usos
médicos especiales” en la Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria
y Nutricién (AECOSAN).

La forma comercial que se les suministré fue Brudy NEN céapsulas (Brudy Lab,
S.L., Barcelona, Spain), donde cada capsula contiene 400 mg de Omega-3, de los
cuales 350 mg son de DHA puro y 42,5 mg de EPA (Anexo 3).

5.5.2 Tratamiento placebo

El placebo era indistinguible del producto activo y fue suministrado por BrudyLab.
La cajay las capsulas eran idénticas a las de Brudy NEN, pero en lugar de contener
triglicérido de DHA contenian aceite de oliva. Las capsulas del placebo tenian el

mismo color, sabor, olor y textura que las que contenian DHA.
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5.6 Intervencidn del estudio

Entre mayo del 2018 y febrero del 2019, a los pacientes con FQ que cumplian los criterios
de inclusién y no de exclusion, se les informaba sobres el estudio tanto a ellos como a
sus padres o tutores legales. A parte de explicar el estudio verbalmente con un lenguaje
e idioma que fuera compresible y adecuado a cada uno de ellos, también se entregaba
una hoja informativa general sobre el ensayo clinico, incluyendo los objetivos, métodos,
beneficios previsibles y riesgos potenciales del estudio, tanto a los padres o tutores
legales de los pacientes, asi como a los pacientes que tuvieran 18 afios (Anexo 4). Para
los participantes entre 12 y 17 afios, también se les entregaba una hoja informativa
adaptada a su edad (Anexo 5). Una vez aceptaban participar en el estudio, los padres o
tutores legales, asi como los pacientes de 18 afios, firmaban el consentimiento informado
(Anexo 6) y los pacientes de entre 12 y 17 afios firmaban el asentimiento informado
(Anexo 7).

A medida que se iban incluyendo los pacientes, se les asignaba un nimero de paciente
del estudio. La asignacion del tratamiento (DHA o placebo) lo realizo6 el farmacéutico
responsable de la farmacia ambulatoria del hospital a partir de la lista de aleatorizacion,
de forma que dispensaban el tratamiento correspondiente al niUmero de paciente que le
indicaba el investigador. Como se ha comentado previamente, el estudio fue a doble

ciego para el paciente y familiares, asi como para el investigador.

Durante el mismo periodo de tiempo (entre mayo 2018 y febrero 2019) se incluyeron los
controles. Se aprovechaba cuando estos pacientes tenian una analitica de sangre
programada en nuestro servicio para ofrecerles participar en el estudio, extrayendo una
muestra extra de sangre (un tubo extra de EDTA). En este grupo de pacientes también se
les entregd una hoja informativa y se les hizo firmar un consentimiento informado
(Anexo 8).

El investigador principal fue responsable de que no participara ningin paciente en el
estudio sin haber obtenido previamente su consentimiento voluntario por escrito.
También se responsabilizé de que no se iniciara ningn procedimiento médico propio

del estudio antes de obtener los consentimientos y asentimientos informados.
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5.6.1 Tratamiento de los sujetos

Los pacientes del grupo DHA recibian una dosis de 50 mg/kg/dia, dividido en una,
dos o tres tomas al dia. La Tabla 1 muestra el nimero de perlas (capsulas de gelatina
que contienen el aceite en su interior), la dosis y el nUmero de tomas al dia, segun

el peso del paciente.

Tabla 1 Dosisy tomas al dia de DHA segun el peso

Peso Dosis Tomas al dia
>13a17 kg 2 perlas (700 mg DHA) lo2
> 18 a 24 kg 3 perlas (1050 mg DHA) lo2
>25a30kg 4 perlas (1400 mg DHA) 2 (2perlas-2perlas)
>31a36kg 5 perlas (1750 mg DHA) 2 (2perlas- 3 perlas)
>37a43kg 6 perlas (2100 mg DHA) 2 (3 perlas- 3 perlas)
> 44 3 49 kg 7 perlas (2450 mg DHA) 3 (3 perlas-1perla-3perlas)
> 50 kg 8 perlas (2800 mg DHA) 3 (3 perlas-2perlas-3perlas)

Los pacientes con IP, se les indicaba que debian tomar una capsula de Kreon de
10.000 Ul junto con cada toma de DHA o placebo. Antes de iniciar el tratamiento,
a los pacientes y familiares o cuidadores se les informaba de la forma de administrar
y conservar el tratamiento, los posibles efectos secundarios tras la administracion y
la importancia de una adecuada adherencia al tratamiento. También se les entregaba
una hoja escrita para reforzar la educacion al paciente, en donde también constaba
un email y un teléfono de contacto para resolver dudas que pudieran surgir en el
domicilio (Anexo 9). La dispensacion del tratamiento se hacia cada 1-2 meses en la
farmacia hospitalaria mediante una hoja de prescripcion de la medicacién elaborada
para este estudio, donde se registraba el nombre del paciente, el nimero de

aleatorizacion del paciente, la fecha y la dosis (Anexo 10).

Respecto a la destruccién de la medicacién del ensayo, una vez terminado el
estudio, todas las muestras de la medicacion del ensayo que no fueron utilizadas se

destruyeron siguiendo la normativa vigente y circuito habitual.
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5.6.2 Valoracioén de la eficacia

Al inicio del estudio (antes de entregar la medicacion), a los 6 meses y a los 12

meses se realizaron las siguientes pruebas:

v' Analitica de sangre: las muestras de sangre fueron recogidas de forma estéril
mediante 3 tubos de EDTA (acido etilendiaminotetraacético) y se dejaron a
temperatura ambiente (20-25°C) durante unos 30-60 minutos. Posteriormente las
muestras fueron centrifugadas a 2500rpm durante 15 minutos, separando el plasma
(sobrenadante) de la fraccion celular. Tanto el plasma como la fraccién celular
fueron guardadas en tubos de Eppendorf de 1,5 ml y congeladas a -80°C. Una vez
obtenidas las muestras de todos los pacientes, se analizaron los siguientes

parametros:

e Fraccidn celular: el perfil de AG en la membrana de eritrocitos.

e Sobrenadante (plasma): interleucinas (IL-8 y TNF-a) y RvD1.

En la Figura 11, se puede observar el proceso desde la extraccidn de la sangre hasta

el andlisis de las muestras.

& oom |

N E Hematocrito
\ ‘\ 4 - |
SN Q ’ Centrifugar b . N
O 15min a 2500rpm |

v Pefil de AG en la membrana
de los eritrocitos

v IL-8 y TNF-a
v Resolvina D1

Figura 11 Procedimiento del anélisis de las muestras de sangre . En todos los pacientes se extrajo una muestra de
sangre repartida en 3 tubos de EDTA. Las muestras de sangre se mantuvieron a temperatura ambiente (20-25°C) durante
30-60minutos y posteriormente se centrifugé durante 15 minutos a 2.500 rpm. Mediante una pipeta o jeringa con aguja, se
separd la parte plasmatica de la parte celular en tubos de Eppendorf diferentes. Los tubos de Eppendorf fueron guardados
en un congelador a -80°C hasta el momento de analizar las muestras. De la parte celular, dénde hay los eritrocitos, se
analizd el perfil de cidos grasos (AG) de la membrana de eritrocitos. De la parte plasmatica se analizd las interleucinas
(IL-8 y TNF-a) asi como la resolvina D1.
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v' Esputo inducido: el proceso de induccién del esputo fue realizado por
fisioterapeutas respiratorios formados y cualificados, siguiendo el procedimiento
estandarizado descrito por el doctor José Belda (195) y que pueden ver en el Anexo
11. Tras la obtencion de la muestra de esputo, su procesamiento se realizo en el
curso de las 2 horas siguientes en el laboratorio de Anatomia Patologica mediante
un técnico especializado en este procedimiento. El protocolo de procesamiento del
esputo inducido lo pueden ver en el Anexo 12. El procesado del esputo permitio

separar la muestra en 2 partes:

e Sedimento: justo después de recoger la muestra, se determiné el recuento
total de células escamosas, la viabilidad celular y el recuento diferencial
celular, incluyendo: eosinofilos, neutrdfilos, linfocitos, macrofagos y
células bronquiales.

e Sobrenadante: se guardo en 2 viales de Eppendorf de un 1ml cada uno y se
congelaron a -80°C, hasta el momento de analizar las interleucinas (IL-8 y

TNF-a), la elastasa neutrofilica y la RvD1.

En la Figura 12 se puede observar un esquema des del proceso de induccién del

esputo inducido hasta el anlisis de las muestras.

Tanto las muestras de sangre como de esputo se guardaron congeladas a -80° en la
Unidad de Biomedicina del Hospital Parc Tauli. El etiquetado de los frascos del
ensayo que iban congelados, cumplia la normativa vigente de etiquetado. En ellas

se recogia la siguiente informacion:

= Codigo del estudio: PED-DHA

= Numero (cddigo) del paciente.

» Tipo de muestra: en el caso del esputo inducido: sedimento o sobrenadante;
en el caso de las muestras de sangre: sobrenadante (plasma) o resto (la parte
celular).

=  Momento de extraccion: basal, 6 meses 0 12 meses.

Estos frascos eran guardados en cajas donde también constaba el codigo del estudio
y el nombre del investigador principal, asi como el nimero de teléfono del

investigador principal por si habia cualquier problema.
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v Sediments): rfef:uento « 10min a 2500rpm
celular y viabilidad
v’ Sobrenadante: IL-8, TNF-q, _ { ‘
elastasa neutrofilica, resolvina D1 |

Figura 12 Procedimiento del anélisis de las muestras de esputo inducido . Para obtener el esputo inducido
primero se habian de lavar los dientes e inhalar 4-5 pufs de salbutamol. En segundo lugar habia que enjuagar
laboca, administrar suero salino hipertdnico (SSH) al 4,5% mediante nebulizador ultrasénico durante 5 minutos
y posteriormente realizar respiraciones lentas y profundas. A continuacion, habia que enjuagar la boca 3-4
veces y descansar 5 minutos. Posteriormente se repetian estos pasos (nebulizar el SSH, realizar respiraciones
lentas y profunda y enjuagar la boca) 2 veces mas e se intentaba la expectoracion. Si no se obtenia muestra se
podia repetir la secuencia descrita hasta obtener muestra. Una vez obtenida la muestra se mandaba a Anatomia
Patoldgica donde se hacia el procesado del esputo. Alli se depositaba la muestra de esputo en un disco de Petri
y se anotaba la apariencia macroscopica (color y consistencia). Con unas pinzas finas, se seleccionaban los
tapones de esputo (evitando contaminacion salivar) hasta conseguir un peso de 100-800 mg. Se depositaba la
muestra seleccionada sobre un tubo y se afiadia un volumen de solucién de ditiotreitol (DTT) (en L) igual a 4
veces el peso del esputo (en mg). Se agitaba la mezcla y después se colocaba en un banco mecedor durante 10
minutos. Se afiadia un volumen de PBS (solucion salina tamponada con fosfatos) igual al de la solucién de
trabajo de DTT empleada (en pL). La suspension resultante se filtraba a través de una gasa de nylon de 48
micras, centrifugandose a continuacion durante 10 minutos a 2.500 rpm para obtener un pellet (sedimento)
celular donde se determinaba el recuento celular total y la viabilidad celular. EI sobrenadante se guardaba en 2
alicuotas de 1 ml y se congelaban a -80°C para posteriormente determinar las citoquinas, la elastasa neutrofilica
y laresolvina D1.

v' Analisis de heces: los pacientes recogian una muestra de heces que era
guardada en la nevera y entregada en el laboratorio del Hospital Parc Tauli en
menos de 48 horas para analizar la calprotectina fecal, un marcador no invasivo de
inflamacién intestinal. En el Anexo 13 se puede observar la hoja informativa que
se entregaba a la familia donde explica como se debia recoger la muestra, donde
guardar y cuando entregarla para poderlo analizar la calprotectina fecal de forma

correcta.
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Cada tres meses, tanto durante el afio previo al estudio (periodo de observacion)
como durante el afio del estudio, se realizaron y registraron los siguientes datos:

v" Funcién pulmonar: se us6 un espirometro de la marca Sibelmed (Sibel,
S.A.U, Barcelona) en linea con un ordenador, calibrado diariamente de acuerdo
con las técnicas estandarizadas. Mediante una espirometria basal forzada, realizada
de acuerdo con los criterios establecidos por la Amercian Thoracic Society y la
European Respiratory Society (196), se analizaron los siguientes parametros: FVC,
el FEV1y el FEF 25-75%; tanto en mililitros como en porcentaje del valor teorico
esperado para personas del mismo sexo, edad, peso y altura de una poblacion de
referencia, segin la normativa SEPAR (Sociedad Espafiola de Neumologia y
Cirugia Toréacica) que recomienda las ecuaciones de Roca et al. (197, 198).

v' Exacerbaciones respiratorias: se considerd exacerbacion respiratoria
cuando habia un aumento de la purulencia del esputo o incremento de la disnea no
debido a otras causa, acompafiado o no de otros sintomas (tos, febricula o fiebre,
astenia, mal estado general, anorexia con pérdida de peso, dolor toracico pleuritico,
taquipnea), cambios en la exploracion respiratoria, cambios en la radiografia de
torax indicativos de infeccion, aumento de los marcadores de inflamacion sistémica
- proteina C reactiva (PCR) o velocidad de sedimentacién globular (VSG) - o la
presencia de un cultivo positivo a un microorganismo a una dilucion > 10y que

fue tratado con antibioticoterapia.

v' Medidas antropométricas: peso (en kilogramos), talla (en centimetros) e
IMC. La talla se mesuré con el paciente en bipedestacién y descalzo, con un
tallimetro inextensible estandarizado. Para el peso corporal se utiliz6 una bascula
previamente calibrada y con el paciente con sélo ropa interior. EI IMC se calcul6

dividiendo el peso en kilogramos entre la talla en metros cuadrados.
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5.6.3 Valoracion de la seguridad

Los pacientes eran monitorizados durante el estudio para la deteccion de reacciones
adveras. Durante el estudio, tanto el paciente como sus familias, eran interrogados
acerca de la aparicion de acontecimientos adversos que podian haber ocurrido. Las
condiciones previas que empeoraran durante el estudio se registraban como

acontecimientos adversos.

5.6.4 Valoracion de la adherencia al tratamiento

Puesto que en el momento actual no existe una metodologia de referencia en la
medida de la adherencia terapéutica aplicable al &mbito asistencial, se opt6 por la
medida de la adherencia segun los registros de dispensacion del servicio de
farmacia. La adherencia se calculé en funcion de las unidades de envases y perlas
dispensadas respecto las prescritas durante el afio del estudio. Se considera una
buena adherencia, el consumo de mas del 80% de la medicacion prescrita.

También se calculé la adherencia mediante el recuento de medicacién, calculando
el nimero de perlas y envases tomados por el paciente mediante la diferencia entre

los recogidos y los devueltos.

La adherencia se calculd durante los 12 meses de seguimiento del estudio. En cada
visita, se pidi6 a los pacientes y a sus familias que devolvieran los envases de
medicacion vacios a la farmacia hospitalaria y se les interrogaba acerca del
cumplimiento terapéutico. Al finalizar el estudio, se les pedia que devolvieran

también los envases que no habian terminado.

79



En la Tabla 2 se puede observar el cronograma de las evaluaciones e intervenciones del

estudio.

Tabla 2 Cronograma de las evaluaciones e intervenciones del estudio

METODOLOGIA

Evaluaciones e Visita 1 VI;Ita Visita3 | Visita4 | Visita 5 Visita 6
Intervenciones (seleccion) (alos3 | (alos6 | (alos9 | (alos12
(basal) meses) meses) meses) meses)
Revisar criterios de X
inclusion y exclusion
Firma de consentimiento X
informado y asentimiento
Aleatorizacion X
Esputo inducido X X X
Analitica sanguinea X X X
Calprotectina fecal X X X
Espirometria forzada X X X X X X
Revisar el tratamiento de X X X X X X
base
Evaluacion clinica X X X X X X
Examen fisico, peso, talla X X X X X X
e IMC
Entrega del tratamiento + X X X X X
devolucion botes vacios
del estudio
Preguntar sobre X X X X
reacciones adversas
Revisar exacerbaciones
respiratorias X X X X X X
Visita final con cierre del X
estudio
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5.7 Protocolo del analisis de las muestras de sangre y esputo

Una vez todos los pacientes terminaron el afio de seguimiento, se analizaron las muestras

de sangre y esputo que estaban congeladas a — 80°C.

5.7.1 Analisis del perfil de AG

El perfil de AG de las membranas de eritrocitos en sangre se analizd en el
Laboratorio de Investigacion del Grupo TVF (Transporte y Vehiculacion de
Farmacos) del Departamento de Bioquimica y Biomedicina Molecular de la
Facultad de Biologia de la Universidad de Barcelona. Para este analisis, se utilizd
los tubos de Eppendorf que contenian la parte celular, donde hay los eritrocitos.

La composicion de los AG se determind mediante el método de Lepage y Roy
(199). Las membranas de eritrocitos se extrajeron de alicuotas de 200 pL de
suspensiones de eritrocitos y los AG se convirtieron en ésteres metilicos por
reaccion con cloruro de acetilo durante 60 min a 100°C. Los ésteres metilicos de
los &cidos grasos (FAMES) se separaron y analizaron mediante cromatografia de
gases realizada en un cromatdgrafo de gases asociado a un espectrometro de masas
Shimadzu GCMS-QP2010 Plus (Shimadzu, Kyoto, Japon) y los picos se
identificaron mediante sus espectros de masas y comparandolos con respecto a una
mezcla de FAMEs de referencia (GLC-744 Nu-Chek Prep. Inc., Elysian MN,

EE.UU.), el patron interno y los tiempos relativos de retencion de los FAMEs.

Los resultados de los AG se expresaron como el porcentaje del total de AG, que
son: los SFAs, los MUFAs, los PUFAs n-3 y los PUFAs n-6. Dentro de los PUFAS
n-3 se expresd los porcentajes del DHA y del EPA. Dentro de los PUFAS n-6 se
expresd los porcentajes del ARA y del LA. Ademas, se evaluaron las siguientes
relaciones: ARA/EPA, ARA/DHA, N-3 PUFAS/ALA, N-6 PUFAS/LA.
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Por otra parte, se calcularon los siguientes indices:

v Indice Omega-3: refleja el contenido de EPA y de DHA en las membranas de

eritrocitos expresado como porcentaje del total de AG. El indice Omega-3 es
una excelente herramienta para determinar el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares y cerebrales. EvalUa la presencia de EPA y DHA aportados
tanto a través de la alimentacién como a traves de su sintesis enddgena. Un
indice bajo de Omega-3 se correlaciona con un incremento del riesgo de padecer
un evento cardiovascular o cerebrovascular. Se considera niveles 6ptimos mas
del 8%, intermedios (0 subdptimos) entre el 4-8% y no deseables por debajo del
4% (200).

v' Indice antiinflamatorio (Al o AFAI): es una medida de la capacidad

antiinflamatoria del sistema basada en AG y se calcula de la siguiente manera:
[Zmol% de (20:3n-6) + (20:5n-3) + (22:5n-3) + (22:6n-3)]/[mol% (20:4n-6)].

v" Indice del nivel de los &cidos grasos esenciales (EFASTI): este indice se utiliza

para caracterizar el estado de los PUFAs y se obtiene dividiendo la suma de los
AGE n-3 y n-6 por la suma de los AG no esenciales n-7 y n-9: ([Zn-3+Zn-
6]/[Zn-7+Zn-9]).

5.7.2 Andlisis de la resolvina D1 (RvD1)

La RvD1 se analiz6 tanto en sangre como en esputo inducido en el Laboratorio de
Recerca de la Fundacion Parc Tauli. Para este andlisis se utilizé los tubos de
Eppendorf que contenian la parte plasmatica (sobrenadante) de la sangre y el

sobrenadante del esputo inducido.

Las concentraciones de RvD1 se midieron mediante la técnica ELISA (acronimo
del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: ‘ensayo por inmunoadsorcion
ligado a enzimas’) utilizando placas de Human Resolvin D1 formato 96T (Bionova
Cientifica S.L) y de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Los niveles obtenidos de la RvD1 se expresaron en pg/ml.
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5.7.3 Analisis de las interleucinas

Las interleucinas se analizaron en el Laboratorio de Investigacion del Grupo TVF
(Transporte y Vehiculacion de Farmacos) del Departamento de Bioguimica y
Biomedicina Molecular de la Facultad de Biologia de la Universidad de Barcelona.
Para este analisis se utilizé los tubos de Eppendorf que contenian la parte plasmatica

(sobrenadante) de la sangre y el sobrenadante del esputo inducido.

Tanto el TNF-a como la IL-8 se analizaron mediante ELISA. Para la IL-8 se uso el
Kit ELISA RayBio® Human (Ref. ELH-1L8-2, Bionova Cientifica S.L) y para el
TNF-a se usé el Kit High Sensitive ELISA Kit for Tumor Necrosi Factor Alpha
(Ref. HEA133Hu-96T, Bionova Cientifica S.L). Se siguieron las instrucciones del

fabricante.

Los niveles obtenidos de las interleucinas se expresaron en pg/ml.

5.7.4 Analisis de la elastasa neutrofilica

Para analizar la elastasa neutrofilica bronquial se utilizo los tubos de Eppendorf que
contenian el sobrenadante del esputo inducido. Este pardmetro se analizo en el
Laboratorio Refence de Barcelona. El kit utilizado fue el DEMEDITEC PMN
ELASTASE ELISA (REF. DEH3311, Termofisher®).

Los niveles obtenidos de la elastasa neutrofilica se expresaron en pg/ml.
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5.8 Analisis estadistico

5.8.1 Descripcion general de los métodos estadisticos

El analisis de los datos se ha realizé con SPPS 25.0 para Windows (IBM, Armonk,
NY, USA).

Para la descripcion de las variables cuantitativas se usaron métodos estadisticos
descriptivos, incluyendo nimero de valores validos, su media y la desviacion
estandar (DE). En las variables cuantitativas en que la distribucidn no fue normal, en
lugar de usar la media y la DE, se uso6 la mediana y el rango intercuartilico (1Q).

Para la descripcion de las variables cualitativas se presentan el nimero de valores

validos, la frecuencia y el porcentaje de cada nivel de la variable.

Para la comparacion entre dos grupos (FQ vs. control o DHA vs. placebo) se usé el
t-test o la prueba de U de Mann-Whitney, en funcion de la normalidad, para las
variables cuantitativas y la prueba de Ji al cuadrado para las variables cualitativas.
Para la comparacion entre tres grupos (control vs. FQ-SP vs. FQ-IP) se uso la prueba
de ANOVA.

Las comparaciones entre variables pareadas (basales, 6 y 12 meses o incluso valores
cada 3 meses durante el afio previo al estudio y el afio del estudio) se uso la prueba
de ANOVA de medidas repetidas, por lo que sélo se analizaron los datos de los
pacientes que habia resulados en todos los meses por cada variable, excluyendo por

ejemplo, los que no terminaron el estudio.

Para la comparacion de datos apareados de solo 2 tiempos (basal y 12 meses o afio
previo al estudio con el afio del estudio), se realizaron mediante el t-test o el test de

Wilcoxon, en funcion de la normalidad.

El nivel de la significacion estadistica se fijé a una p <0,05.
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5.8.2 Calculo del tamafio muestral

El tamafio muestral se calcul6 en base a un estudio publicado en 2012 (201) que
evalud la relacion entre la evolucion del FEV1 y la elastasa neutrofilica en los
pacientes con FQ. Este estudio muestra una equivalencia entre el incremento en una
unidad en la transformacion logaritmica de la elastasa neutrofilica y el decremento
en 1,1% de FEV1 al aflo de seguimiento. Basandonos en este supuesto, Yy
considerando que un 2% de pérdida de FEV1 al afio es el empeoramiento esperable
de la patologia, consideramos que aquellos pacientes que han incrementado al menos
una 1,82 unidades en la transformacion logaritmica de la elastasa neutrofilica (6,18
unidades sin transformar), son pacientes que han perdido al menos un 2% de FEV1
al afio de seguimiento, y por tanto, han empeorado su estado segun lo esperable o por
encima. Considerando esta dicotomizacion de la variable (paciente que ha
incrementado en 1,82 su valor de Log elastasa neutrofilica al afio de seguimiento),
aceptando un riesgo alfa de un 5%, y un riesgo beta inferior de un 20% en un contraste
bilateral, serian necesarios 22 sujetos por grupo para detectar una diferencia
porcentual del 40% entre grupos. Se ha supuesto el caso de méaxima variabilidad
P=Q=50%.
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5.9 Gestion de datos y mantenimiento del registro

5.9.1 Cuaderno de recogida de datos (CRD)

Por cada paciente incluido en el estudio se cumpliment6 un cuaderno de recogida de
datos (CRD). No se identificd a los sujetos mediante el nombre o las iniciales en el
CRD ni en ninguin documento del ensayo. La Gnica identificacion aceptada en el CRD
0 en otros documentos fue el nimero exclusivo de identificacion del sujeto. Se
conservo la informacidn de contacto de todos los participantes, de forma que en caso
necesario pudiera ponerse en contacto con ellos rapidamente. Todos los CRD fueron
rellenados por el investigador principal a medida que se iban obteniendo los
resultados y fueron conservados en cumplimiento de todas las disposiciones legales
y reglamentarias vigentes. Todos los datos fueron respaldados por documentos

originales en el centro del ensayo.

5.9.2 Base de datos del estudio

Para facilitar el analisis estadistico, se cre6 una hoja de Excel donde se registraron
todos los datos procedentes de los CRD (Anexo 14). Se gener6 un diccionario de
variables en el que se detallaba la correspondencia entre los datos contenidos en el
CRD y las variables de la base de datos, asi como las codificaciones empleadas y el
significado de los valores registrados. Una vez comprobados todos los datos
registrados en el Excel con los datos del CRD se dio una base de datos como

definitiva y se destiné al analisis estadistico.

5.9.3 Confidencialidad de los datos

Los investigadores aseguraron el derecho a la intimidad de los pacientes y se protegio

su identidad frente a terceras partes no autorizadas.

El investigador principal mantuvo actualizada una lista de identificacion de los

pacientes con la correspondencia entre el nombre, el nimero de historia clinica y el
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nimero o codigo de identificacion del paciente para el ensayo clinico, que se
conserva junto con los formularios de consentimiento informado de los pacientes en
un archivo unico en el centro, no constando el nombre completo del paciente en

ningun otro apartado de los CRD o documentacion del estudio.

Los datos personales recogidos y almacenados con motivo del presente estudio
fueron tratados conforme a lo especificado en la Ley Organica 15/1999, de 13 de

Diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal.

87



METODOLOGIA

5.10 Financiacion del estudio

El estudio fue promovido por una entidad no comercial. La financiacion del mismo fue

realizada gracias a la consecucion de las siguientes becas:

v' Beca de la Fundacion Bernola-Vallribera, Sant Josep 2018. Fundacion Privada
Benéfica. Ayuda para el proyecto: Efecto del acido docosahexaenoico (DHA)
antioxidante en pacientes con fibrosis quistica. Ensayo Clinico Aleatorizado.
Cantidad total asignada: 5.000 euros (Anexo 15).

v’ 20a Convocatoria de las Becas Tauli de Recerca e Innovacion. Ayuda para la recerca
de grupos acreditados de I’I3PT: Grupos consolidados y en fase de consolidacion,
con el proyecto: CIR2018/036: Efecto del acido docosahexaenoico (DHA)
antioxidante en pacientes con fibrosis quistica. Ensayo Clinico Aleatorizado.
Cantidad total asignada: 6.000 euros. (Anexo 16).

Los recursos obtenidos se destinaron exclusivamente para la realizacion del estudio. Ni
el promotor ni ninguno de los investigadores percibo remuneracién econdémica alguna
por parte del hospital, otras entidades o terceros. Tampoco se ha abonado ningln pago a
los pacientes incluidos en el estudio. Tanto la financiacion, asi como los seguros

empleados para el estudio han seguido la normativa vigente en Espafia.
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6 RESULTADOS

El afio 2018, un total de 52 pacientes con FQ estaban en seguimiento en la Unidad de FQ
Pediatrica del Hospital Parc Tauli. Se excluyeron 15 pacientes por la edad (< 6 afios 0 > 18
afos) y 4 porque ya estaban recibiendo suplementos de DHA. En total 22 pacientes con FQ
cumplieron los criterios y aceptaron participar en el estudio. Estos 22 pacientes fueron
aleatorizados en 2 grupos: 11 pacientes en el grupo DHA y 11 pacientes en el grupo Placebo.

Los pacientes iniciaron el estudio entre mayo del 2018 y febrero del 2019.

También se incluyeron 15 pacientes control (pacientes sin FQ) para comparar los valores
basales de las siguientes variables estudiadas: perfil de AG en la membrana de eritrocitos,

interleucinas (IL-8 y TNF-a) en plasma y RvD1 en plasma.

6.1 Resultados demograficos

La edad media de los pacientes con FQ reclutados fue de 11,72 afios (rango: 6-18 afios) y 12
(54,54%) eran chicas. El 54,54% (12/22) de los pacientes presentaban dos mutaciones con
nula o minima funcién de la CFTR (mutaciones I, I1, 111), de estos, 4/12 (33,3%) presentaban
la mutacion AF508 en homocigosis. Los otros 9 (40,09%) presentaban una mutacién con
nula o minima funcion de la CFTR y una con funcién residual de la CFTR (mutacion del
grupo 1V, V, V1 o VII) o dos mutaciones con funciéon residual de la CFTR. El 54,54% (12/22)
de los pacientes presentaban IP y 40,09% (9/22) presentaban bronquiectasias. De los 22
pacientes, uno (4,54%) tenia colonizacion crénica por Pseudomona aeruginosa y cinco

(22,72%) por Stafilococus aureus.

En la Tabla 3 se recogen las principales caracteristicas de los 3 grupos de pacientes: grupo
DHA, grupo placebo y grupo control (pacientes sin FQ).
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Tabla 3 Caracteristicas demograficas de los pacientes

RESULTADOS

FQ- DHA | FQ- placebo | Controles

n 11 11 15
Edad (afios) media (DE) 10,91 (3,2) 12,55 (3,8) 10,93 (2,7)
Sexo, hombres n (%) 7 (63,6%) 3 (23,3%) 9 (60%)
Peso (kg) media (DE) 39,69 (17,4) | 44,36 (14,6) | 41,49 (17,5
Talla (cm) media (DE) 145,16 (20,2) | 149,27 (19,0) | 143,6 (17,2)
IMC media (DE) 17,92 (2,9) 19,29 (2,4) 19,27 (3,8)
Mutaciones* n (%)

Grave/grave 7 (63,6%) 5 (45,5%)

Grave/leve 3 (27,3%) 4 (36,4%)

Leve/leve 1(9,1) 2 (18,2%)
Genotipo n (%)

AF508/ AF508 3 (27,3%) 1(9,1%)

AF508del/ otro 5 (45,5%) 7 (63,6%)

Otro/otro 3 (27,3%) 3 (27,3%)
Insuficiencia pancreatica n (%) 7 (63,6%) 5 (45,5%)
Infeccién crdnica por S.aureus n (%) 3 (27,3%) 2 (18,2%)
Infeccion crénica por P.aeruginosa n (%) | 0 (0%) 1 (9,1%)
Bronquiectasias n (%) 2 (18,2%) 7 (63,6%)
FEV1 (%) media (DE) 92,36 (9,8) 97,39 (15,5)
Medicacion n (%)

Suero Salino Hipertonico 7 (63,6%) 9 (81,8%)

DNAsa 4 (36,4%) 8 (72,7%)

Bicarbonato 5 (45,5%) 4 (36,4%)

Azitromicina 1(9,1%) 2 (18,2%)

Corticoides inhalados 4 (36,4%) 6 (54,5%)

*Mutaciones graves: mutaciones con nula o minima funcién de la CFTR (mutaciones del grupo I, 1l o I11). Mutaciones

leves: mutaciones con funcién residual de la CFTR (mutacion del grupo 1V, V, V1 o VII).

En la Figura 13 se puede observar el diagrama de flujo de los pacientes. Tras la
aleatorizacion, un paciente salio del estudio por voluntad propia. Por lo que nos quedamos
con 21 pacientes en la fase de prescripciéon y administracion de medicacion, 11 en la rama
de tratamiento y 10 en la rama placebo. Durante el seguimiento cinco pacientes salieron del
estudio: tres de ellos por voluntad propia (uno de ellos por dificultad para tragar las perlas
y otro por dolores abdominales ocasionales que no sabian si era secundario a la
suplementacién), otro porque present6 un ictus cerebral (estando ingresado mucho tiempo
en otro centro sin tomar la medicacion, ademas, posteriormente su funcion pulmonar era
dificil de valorar por la paralisis facial que le habia quedado secundaria al ictus) y otro porque
a los 5 meses de iniciar el estudio, empez6 un ensayo clinico con VX-659 (un farmaco
modulador de la CFTR formado por una triple combinacién con Elexacaftor, Tezacaftor e
Ivacaftor), por lo que fue excluido del analisis estadistico.
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22 pacientes aleatorizados (V0)

DHA:11, Placebo:11

» | 1salié por VP
21 pacientes en la fase de prescripcion y
administraciéon de medicacion 4 salieron:
DHA:11, Placebo: 10 v 2 por VP (1 dificultad en tragar

las capsulas)

v 1 por perdida de seguimiento
por presentar un ictus

v’ 1por participar en un estudio
con un modulador de la CFTR.

v

17 pacientes a los 6 meses de
seguimiento (V6)

DHA: 8, Placebo: 9

v

1 sali6 por VP (dolor abdominal)

16 pacientes a los 12 meses de
seguimiento (V12)

DHA: 7, Placebo: 9

Figura 13 Diagrama de flujo del estudio *V: visita, VP: voluntad propia

6.2 Perfil de AG

Al comparar el perfil de AG de la membrana de eritrocitos de las muestras de sangre basales
entre los pacientes con FQ y el grupo control, mediante t de student, se observo que (Tabla
4):

- No habia diferencias estadisticamente significativas en los niveles de SFA.

- Los pacientes con FQ presentaban niveles de MUFA maés elevados de forma
estadisticamente significativa (p=0,001) que los controles.

- Los pacientes con FQ presentaban niveles inferiores de LA y ARA respecto los
controles, de forma estadisticamente significativa (p = 0,042 y p = 0,023
respectivamente).

- Los pacientes con FQ presentaban niveles inferiores, estadisticamente significativos,
de PUFAs n-3 (p =0,033) y del indice Omega-3 (p = 0,013) respecto el grupo control.
Esta disminucion de los niveles de PUFAs n-3 era a expensas de una disminucion

estadisticamente significativa de los niveles de DHA (p = 0,002).
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- Los pacientes con FQ presentaban unos niveles de EFASTI inferiores de forma

estadisticamente significativa (p < 0,001) respecto el grupo control.

Tabla 4 Comparacidn del perfil de AG de la membrana de eritrocitos entre los pacientes con FQ y el grupo control

Controles FQ
n 15 22 g
SFA% media (DE) 47,04 (0,5) 46,78 (1,03) | 0,380

_ 19,90 (1,2) 21,82 (1,8) 0,001

PUFAsSNn-6%  media (DE) 28,51 (1,7) 27,52 (1,3) 0,051
LA % media (DE) | 10,64 (0,89) | 10,01 (0,85) 0,042
ARA % media (DE) | 12,79 (0,74) | 12,23 (0,67) 0,023

4,54 (1,1) 3,86 (0,8) 0,033
EPA% media (DE) 0,37 (0,20) 0,31 (0,09) 0,232
DHA % media (DE) 3,01 (0,8) 2,31 (0,02) 0,002
indice Omega-3  media (DE) 3,38 (0,9) 2,71 (0,6) 0,013
ARA/EPA media (DE) | 48,33 (29,5) | 45,1 (16,3) 0,67
ARA/DHA media (DE) 5,02 (0,64) 5,42 (1,5) 0,26
Al media (DE) 0,38 (0,1) 0,37 (0,1) 0,715
EFASTI media (DE) 1,67 (0,15) 1,45 (0,2) <0,001
N-3 PUFAS/ALA media (DE) 64,90 (23,5) | 51,46 (23,3) 0,095
N-6 PUFAS/LA  media (DE) 1,69 (0,2) 1,75 (0,2) 0,267

*SFA: acidos grasos saturados, MUFA: &cidos grasos monoinsaturados, PUFAs: acidos grasos poliinsaturados, DHA:
acido docosahexaenoico, ARA: 4cido araquidonico, EPA: acido eicosapentaenoico, Al: indice antiinflamatorio, EFASTI:
PUFAs estatus [Zn-3+Xn-6]/[Zn-7+Zn-9], ALA: &cido alfa-linolénico, LA: &cido linoleico.

EnlaTabla5y Figura 14 se puede ver la comparacion del perfil de AG entre el grupo control,
el grupo FQ-IP y el grupo FQ-SP. Se hizo un andlisis mediante ANOVA para comparar los
tres grupos y también una comparacion de todos los pares por el método de minima

diferencia significativa.

En la familia de los SFAs, se observo diferencias estadisticamente significativas (p=0,003)
entre los 3 grupos de pacientes. Al comparar por pares de grupos, se observo que los FQ-IP
tenian niveles inferiores estadisticamente significativos comparado con los controles (p =
0,011) y los pacientes FQ-SP (p = 0,001). Al comparar los pacientes FQ-SP con los
controles, no se observd diferencias estadisticamente significativas (p = 0,237).
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En la familia de los MUFAs, al comparar los tres grupos de pacientes, también se observo
diferencias estadisticamente significativas (p = 0,002) entre ellos. Al comparar por pares de
grupos, se observd que los FQ-IP tenian niveles superiores estadisticamente significativos
comparado con los controles (p < 0,001) y los pacientes FQ-SP (p = 0,002). Los pacientes
FQ-SP presentaron unos niveles intermedios entre los controles y los FQ-IP, pero sin
observar diferencias estadisticamente significativas entre ellos (p = 0,140).

En la familia de los PUFASs n-6, al comparar los tres grupos de pacientes, también se observé
diferencias estadisticamente significativas (p = 0,019) entre ellos. Al comparar por pares de
grupos, se observo que los FQ-IP tenian niveles inferiores estadisticamente significativos
comparado con los controles (p = 0,007) y los pacientes FQ-SP (p = 0,042). Los pacientes
FQ-SP presentaron unos niveles intermedios entre los controles y los FQ-IP, pero sin
observar diferencias estadisticamente significativas entre ellos (p = 0,605). También se
observo que las diferencias observadas en los PUFAs n-6 fueron a expensas de presentar
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de LA (p = 0,002), en cambio, no
se observd diferencias estadisticamente significativas en los niveles de ARA entre los tres

grupos (p = 0,069).

En la familia de los PUFAs n-3, al comparar los tres grupos de pacientes, también se observé
diferencias estadisticamente significativas (p = 0,050) entre ellos. Dentro de los PUFAS n-3,
se observo diferencias estadisticamente significativas en los niveles de DHA (p=0,033) y el
indice Omega-3 (p = 0,035) pero no en los niveles de EPA (p = 0,119) entre los tres grupos.
Al comparar por pares de grupos, se vio que tanto los FQ-IP como los FQ-SP tenian niveles
inferiores estadisticamente significativos comparado con los controles (p =0,045y p = 0,017
respectivamente), en cambio, no habia diferencias estadisticamente significativas entre los
FQ-SPy FQ-IP (p =0,617).
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Tabla5 Comparacidn del perfil de AG de la membrana de eritrocitos entre el grupo control, los FQ-IP y los FQ-SP

p p p p
Controles | FQ-SP | FQ-IP entre | Controles | Controles | FQ-SP vs.
los3 | vs. FQ-SP | vs. FQ-IP FQ-IP
n 15 10 12 grupos
47,04 47,41 46,26 0,003 0,237 0,011 0,001
(0,5) 062) | (1.2
19,90 20,75 22,71 | <0,001 0,140 <0,001 0,002
(1,2) 1,2) (1,7
28,51 28,21 26,95 0,019 0,605 0,007 0,042
1,7 (1.0) | (1.23)
LA % 10,64 10,58 9,54 0,002 0,874 0,001 0,004
(0,89) (0,71) | (0.67)
ARA % 12,79 12,32 12,16 0,069 0,115 0,280 0,599
(0,74) (0,70) | (0,66)
4,54 3,6 4,07 0,050 0,017 0,192 0,245
(1,1) 0,9) 0,7)
EPA % 0,37 0,26 0,34 0,190 0,078 0,722 0,170
(0,20) (0,09) (0,08)
DHA % 3,01 2,31 2,41 0,033 0,017 0,045 0,617
(0,8) (0,02) | (0,65)
indice 3,38 2,57 2,83 0,035 0,014 0,073 0,430
Omega-3 % 0,9) (0,6) 0,7)

SFA: 4cidos grasos saturados, MUFA: acidos grasos monoinsaturados, PUFAs: acidos grasos poliinsaturados, DHA: acido
docosahexaenoico, ARA: &cido araquiddnico, EPA: acido eicosapentaenoico, LA: cido linoleico
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Figura 14 Graéficos de cajas y bigotes del perfil de AG de la membrana de eritrocitos del grupo control, de los FQ-IPy
los FQ-SP

*SFA: 4cidos grasos saturados, MUFA: &cidos grasos monoinsaturados, PUFAs: acidos grasos poliinsaturados, DHA:
acido docosahexaenoico, ARA: acido araquiddnico, EPA: acido eicosapentaenoico, LA: acido linoleico.
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En las Tablas 6-A y 6-B, asi como en las Figuras 15y 16 se puede ver el perfil de AG de la
membrana de eritrocitos de los pacientes con FQ, tanto del grupo placebo como el grupo

DHA, durante todo el afio del estudio, donde se observo que:

- En el grupo placebo, el perfil de AG se mantuvo estable durante todo el afio de
duracion del estudio.

- En el grupo de pacientes que se suplementé con DHA, se observé un aumento
estadisticamente significativo los PUFAs n-3 ya visible a los 6 meses de
suplementacidn, pero que ain aument6 mas a los 12 meses de suplementacién (basal:
3,95%, 6 meses: 6,71%, 12 meses: 7,67%, p < 0,001). Dentro de los PUFAS n-3,
podemos ver que no solo aumentd de forma estadisticamente significativa los niveles
de DHA (basal: 2,48%, 6 meses: 4,49%, 12 meses: 6,10%, p < 0,001), sino también
de EPA (basal: 0,33%, 6 meses: 0,80%, 12 meses: 0,66%, p = 0,002), provocando
que el indice Omega-3 también aumentara de forma estadisticamente significativa
(basal: 2,73%, 6 meses: 5,75%, 12 meses: 6,75%, p < 0,001).

- Enel grupo de pacientes gue se suplementé con DHA, no sélo se observo un aumento
estadisticamente significativo los PUFAs n-3, sino también una disminucion
estadisticamente significativa de los niveles de PUFAs n-6 (basal: 27,21%, 6 meses:
23,33%, 12 meses: 22,42%, p = 0,009). Dentro de los PUFAs n-6, se observé que
este descenso fue a expensas de una disminucion estadisticamente significativa de
los niveles de ARA (basal: 12,42%, 6 meses: 10,20%, 12 meses: 9,64%, p < 0,001),
en cambio, no se observo diferencias estadisticamente significativas en los niveles
de LA a lo largo del estudio (basal: 9,60%, 6 meses: 9,63%, 12 meses: 9,45%, p =
0,524).

- También se observd diferencias estadisticamente significativas en las siguientes
relaciones: ARA/EPA, ARA/DHA, PUFAs n-3/ALA y PUFAs n-6/LA (p < 0,05),
asi como el indice antiinflamatorio (Al) (p < 0,001), al comparar el grupo DHA
respecto el grupo placebo durante el afio del estudio.

- Donde no se observo cambios estadisticamente significativos entre el grupo DHA 'y

el grupo placebo a lo largo del estudio fue a nivel de los SFAs y MUFAs.
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Tabla 6 Comparacion del perfil de AG de la membrana de eritrocitos entre el grupo DHA y el grupo placebo durante los
12 meses del estudio.

A: incluye todos los pacientes en cada momento del estudio, sin excluir los que no terminaron el estudio

FQ-placebo FQ-DHA

Basal | 6 meses | 12 meses Basal | 6 meses | 12 meses
n 10 9 9 11 8 7
SFA % 47,14 47,23 48,51 46,52 48,30 48,23
Media (DE (0,55) (0,85) (2,14) (1,31) (1,46) (1,26)

21,22 21,80 21,70 22,33 21,80 21,67

(1,23) (0,99) (1,19) (2,11) (2,38) (1,95)
PUFAS n-6 % 27,80 27,00 25,95 27,33 23,31 22,42
Media (DE) (1,21) (1,10) (2,71) (1,37) (1,31) (1,23)
LA % 10,04 9,83 9,47 10,00 9,76 9,52
Media (DE) (0,89) (0,83) (1,02) (0,88) (0,82) (1,00)
ARA % 12,19 11,16 10,70 12,29 11,06 10,57
Media (DE) (0,68) (1,02) (1,54) (0,68) (1,06) (1,52)

3,83 3,97 3,83 3,81 6,58 7,67

(0,83) (0,61) (0,78) (0,80) (0,89) (0,99)
EPA % 0,30 0,46 0,44 0,30 0,52 0,50
Media (DE) (0,09) (0,26) (0,24) (0,10) (0,31) (0,26)
DHA % 2,38 2,61 2,51 2,34 4,86 6,10
Media (DE) (0,56) (0,44) (0,51) (0,66) (0,6) (0,72)
indice Omega-3 2,69 2,89 2,85 2,67 5,62 6,75
Media (DE) (0,62) (0,49) (0,65) (0,69) (0,49) (0,88)
ARA/EPA 45,38 46,49 43,56 46,37 14,94 17,68
Media (DE) (17,07) (14,17) (23,53) (16,32) (5,30) (9,11)
ARA/DHA 5,36 4,64 4,75 5,62 2,14 1,6
Media (DE) (1,29) (0,86) (1,11) (1,62) (0,32) (0,18)
Al 0,38 0,41 0,41 0,34 0,69 0,84
Media (DE) (0,04) (0,06) (0,10) (0,05) (0,10) (0,09)
EFASTI 1,50 1,42 1,38 1,41 1,44 1,40
Media (DE) (0,13) (0,09) (0,16) (0,17) (0,32) (0,17)
N-3 PUFAS/ALA 59,40 50,27 43,12 44,08 78,00 97,45
Media (DE) (30,09) (13,7) (12,45) (14,25) (13,38) (34,72)
N-6 PUFAS/LA 1,74 1,70 1,70 1,77 1,42 1,37
Media (DE) (0,17) (0,17) (0,15) (0,19) (0,09) (0,10)

SFA: &cidos grasos saturados, MUFA: acidos grasos monoinsaturados, PUFAs: &cidos grasos poliinsaturados, DHA: &cido
docosahexaenoico, ARA: &cido araquiddnico, EPA: acido eicosapentaenoico, Al: indice antinflamatorio, EFASTI: PUFAS
estatus [Zn-3+Xn-6]/[Zn-7+Zn-9]), ALA: &cido alfa-linolénico, LA: acido linoleico, m: meses. Se expresan los valores
como media +/- desviacion estandar.
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B: incluye sélo los resultados de los pacientes en que tienen las 3 muestras (basales, a los 6 y a los 12 meses)

FQ-placebo FQ-DHA
Basal | 6 meses | 12 meses Basal | 6 meses | 12 meses p
n 9 9 9 7 7 7
SFA % 47,19 47,23 48,51 46,20 48,42 48,23 p=0.237*
Media (DE) (0,55) (0,85) (2,14) (1,09) (1,53) (1,26) 0,010 alos6vs.0m
0,411 alos 12 vs.0 m
21,08 21,80 21,70 22,63 21,53 21,67 p = 0.995*
(1,23) (0,99) (1,19) (1,87) (2,42) (1,95) 0,550 alos 6 vs.0 m
0,898 alos12vs.0m
PUFASs n-6 % 27,86 27,00 25,95 27,21 23,33 22,42 p =0,009*
Media (DE) (1,27) (1,10) (2,71) (1,34) (1,41) (1,23) <0.001alos6vs.0m
0.003alos12vs.0m
LA % 10,17 9,98 9,56 9,60 9,63 9,45 p=0,524
Media (DE) (0,86) (0,80) (1,23) (0,82) (0,93) (0,67) 0,59alos6vs.0m
0.27alos12vs.0m
ARA % 12,14 11,79 11,35 12,42 10,20 9,64 p <0,001*
Media (DE) (0,67) (0,82) (0,51) 0,77) (0,49) (0,66) <0.00lalos6vs.0m
0.001alos12vs.0m
3,85 3,96 3,83 3,95 6,71 7,67 p <0,001*
(0,87) (0,61) (0,78) (0,83) (0,88) (0,99) <0.001alos6vs.0m
<0.001alos12vs.0m
EPA % 0,29 0,27 0,33 0,33 0,80 0,66 p =0,002 *
Media (DE) (097) (0,84) (0,16) (0,10) (0,24) (0,47) <0.001alos6vs.0m
0.010alos12vs.0m
DHA 2,31 2,61 2,51 2,48 4,94 6,10 p <0,001*
Media (DE) (0,01) (0,44) (0,51) (0,46) (0,59) 0,72) <0.001alos6vs.0m
<0.001alos12vs.0m
Indice Omega-3 % 2,69 2,89 2,85 2,73 5,75 6,75 p <0,001*
Media (DE) (0,66) (0,49) (0,65) (0,76) (0,82) (0,88) <0.00lalos6vs.0m
<0.001alos12vs.0m
ARA/EPA 45,80 46,49 43,56 41,18 13,91 17,68 p =0,017*
Media (DE) (18,05) (14,17) (23,53) (14,03) (4,77) (9,11) <0.00l1alos6vs.0m
0.012alos12vs.0m
ARA/DHA 5,38 4,64 4,75 5,64 2,10 1,6 p =0,001*
Media (DE) (1,37) (0,86) (1,11) (1,87) (0,31) (0,18) 0.001alos6vs.0m
<0.001alos12vs.0m
Al 0,39 0,41 0,41 0,36 0,70 0,84 p <0,001*
Media (DE) (0,04) (0,06) (0,10) (0,06) (0,09) (0,09) <0.00l1alos6vs.0m
<0.001alos12vs.0m
EFASTI 1,51 1,42 1,38 1,39 1,47 1,40 p = 0,692*
Media (DE) (0,13) (0,09) (0,16) (0,16) (0,34) (0,17) 0.216 alos6vs.0m
0.024alos12vs.0m
N-3 PUFAS/ALA 61,44 50,27 43,12 43,43 79,55 97,45 p <0,001*
Media (DE) (31,17) (13,7) (12,45) (50,28) (13,65) (34,72) <0.00lalos6vs.0m
<0.00l1alos12vs.0m
N-6 PUFASs/LA 1,74 1,71 1,70 1,85 1,42 1,37 p =0,003*
Media (DE) (0,18) (0,16) (0,15) (0,15) (0,09) (0,10) <0.001alos6vs.0m
0.002alos12vs.0m

SFA: acidos grasos saturados, MUFA: acidos grasos monoinsaturados, PUFAs: &cidos grasos poliinsaturados, DHA: &cido
docosahexaenoico, ARA: acido araquiddnico, EPA: acido eicosapentaenoico, Al: indice antinflamatorio, EFASTI: PUFAs
estatus [Zn-3+Xn-6]/[Zn-7+Zn-9]), ALA: &cido alfa-linolénico, LA: acido linoleico, m: meses. Se expresan los valores
como media +/- desviacion estandar. *: ANOVA para medidas repetidas (por tiempo y grupo) incluyendo basal, a los 6

meses y a los 12 meses del inicio de la suplementacion
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Figura 15 Grafico de comparacion del perfil de AG de la membrana de eritrocitos entre el grupo DHA y el grupo
placebo durante los 12 meses de duracién del estudio
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Figura 16 Graficos de comparacion del perfil de AG de la membrana de eritrocitos entre el grupo DHA y el grupo
placebo durante los 12 meses de duracién del estudio

Al: indice antiinflamatorio, EFASTI: PUFAs estatus [Zn-3+Zn-6]/[Zn-7+Xn-9]), PUFAs: 4cidos grasos poliinsaturados,
ALA: &cido alfa-linolénico, LA: &cido linoleico.
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En la Tabla 7 se puede observar el perfil de AG de la membrana de eritrocitos del paciente
con FQ incluido en el grupo placebo que fue excluido del analisis estadistico del estudio por
iniciar un tratamiento modulador de la CFTR a los 5 meses de iniciar este estudio. Como
podemos ver, el tratamiento modulador de la CFTR no produjo ningln cambio en el perfil

de AG durante el afio del estudio.

Tabla 7 Perfil de AG de un paciente FQ incluido en el grupo placebo que fue excluido del analisis del estudio por
iniciar un tratamiento modulador de la CFTR

Paciente tratado con modulador del CFTR
(VX-659) a los 5 meses de iniciar el placebo
Basal 6 meses 12 meses

SFA % 45,96 46,89 46,60
22,45 22,99 22,10
PUFASs n-6 26,80 25,40 26,89
LA % 9,77 10,01 8,39
ARA % 11,82 10,72 10,26
4,76 4,71 4,42
EPA % 0,41 0,55 0,42
DHA % 3,04 2,78 2,94
Indice Omega-3 % 3,46 3,33 3,36
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6.3 Variables inflamatorias

6.3.1 RvD1

En la Tabla 8, podemos ver los niveles medios de RvD1 en plasma del grupo control y del
grupo de pacientes con FQ. Al compararlos los dos grupos, no se observo diferencias

estadisticamente significativas entre ellos (520,05 pg/ml vs. 480,57 pg/ml, p = 0,319).

Tabla 8 Valores de RvD1 en plasma entre el grupo control y el grupo FQ

Controles FQ p*
RvD1 en plasma n 15 22
basal Media (DE) 480,57 520,05 0,319
pg/ml (127,98) (142,62)

*: Analisis estadistico no paramétrico de grupos independientes con la prueba U-Mann-Whitney.

En la Tabla 9 podemos observar los niveles medios de RvD1 en plasma y esputo inducido
de los pacientes con FQ, tanto del grupo placebo como el grupo DHA. Como podemos ver,
los pacientes con FQ presentaron unos niveles medios de RvD1 en plasmay esputo inducido
muy parecidos entre ellos (520,05 pg/ml vs. 501,58 pg/ml). Ademas, los valores medios
tanto en esputo como en plasma se mantuvieron estables al finalizar el estudio, tanto en el

grupo que recibid placebo como el que recibio DHA.

Tabla 9 Niveles de RvD1 en plasma y esputo inducido, tanto del grupo DHA con del placebo, comparando los valores
basales con los 12 meses

Basal 12 meses p*
RvD1 en plasma n 11 9
Placebo -
pg/ml media(DE) | 556,80 (157,91) 567,95 (147,80) 0,953
DHA _n 1 8
media(DE) | 483,30 (121,69) 474,86 (127,91) 0,484
RvD1 en esputo n 10 8
. . Placebo =
inducido media(DE) | 521,29 (92,52) 502,24 (73,49) 0,484
pg/ml Ol n 9 7
media(DE) | 481,87 (63,14) 467,34 (60,43) 0,173

*: Analisis estadistico no paramétrico de grupos independientes con la prueba U-Mann-Whitney.
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En la Tabla 10 podemos observar los resultados de los niveles de RvD1 tanto en plasma
como en esputo inducido a los 12 meses de tratamiento, comparando los resultados de los
pacientes con FQ que recibieron DHA respecto los que recibieron placebo. No se observé
diferencias estadisticamente significativas tanto en plasma (placebo: 567,95 pg/ml, DHA:
474,86 pg/ml, p = 0,386) como en esputo inducido (placebo: 502,24 pg/ml, DHA: 467,34
pa/ml, p = 0,298).

Tabla 10 Niveles de RvD1 en plasma y esputo inducido a los 12 meses, comparando el grupo DHA respecto el grupo
placebo

12 meses p*
Placebo DHA
RvD1 en plasma n 9 8
pg/ml media (DE) | 567,95 (147,80) | 474,86 (127,91) 0,386*
RvD1 en esputo inducido n 8 7
pg/mi media (DE) 502,24 (73,49) 467,34 (60,43) 0,298*

*: Andlisis estadistico no paramétrico de grupos independientes con la prueba U-Mann-Whitney.

6.3.2 Interleucinas

En la Tabla 11 podemos observar los resultados basales de las interleucinas IL-8 y TNF-a
séricas del grupo control y el grupo de pacientes con FQ. No se encontrd diferencias

estadisticamente significativas entre los dos grupos.

Tabla 11 Comparacion de las interleucinas IL-8 y TNF-a plasmdticas basales entre el grupo FQ y el grupo control

Controles FQ p*
IL-8 en plasma N 15 22
basal Media (DE) 26,09 (17,57) 18,26 (18,14) 0,477
pg/ml Mediana (1Q) 28,1 (5,08-43,66) | 8,05 (3,56-45,36)
TNF-a en plasma | N 15 22
basal Media (DE) 9,13 (1,67) 8,78 (3,18) 0,122
pg/ml Mediana (1Q) 8,87 (7,58-10,27) | 8,07 (7,35-9,09)

IL: interleucina, *: Analisis estadistico no paramétrico de grupos independientes con la prueba U-Mann-Whitney.
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Interleucinas en plasma (Tabla 12 y 13):

Niveles de IL-8 en plasma: el grupo DHA presentd unos niveles medianos basales mas bajos

que el grupo placebo (4,85 vs. 19,25 pg/mL). Después de la suplementacion, los valores
medianos del grupo DHA aumentaron (de 4,85 a 8,64 pg/ml), en cambio, en el grupo
placebo, disminuyeron (de 19,25 a 9,78 pg/mL). Al comparar los incrementos entre los
valores de los 12 meses y los basales entre los dos grupos, no se observd diferencias

estadisticamente significativas.

Niveles de TNF-a en plasma: los pacientes que recibieron placebo, los niveles medianos se

mantuvieron estables (de 8,37 a 7,18 pg/ml), en cambio, los pacientes tratados con DHA, a
los 12 meses, los valores medianos disminuyeron (de 8,42 a 6,88 pg/ml). Al comparar los
incrementos entre los valores de los 12 meses y los basales entre los dos grupos, no se

observo diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 12 Interleucinas (IL-8 y TNF-a) en plasma, basales y a los 12 meses del estudio, tanto del grupo DHA como del
grupo placebo

FQ-Placebo FQ-DHA
Basal 12 meses Basal 12 meses

IL-8 en n 9 9 8 8
plasma
pg/ml Mediana 19,25 9,78 4,85 8,64

(1Q) (5,47-45,01) | (3,97-44,84) | (3,60-6,40) | (3,89-38,19)
TNF-a en n 9 9 8 8
plasma
pg/ml Mediana 8,37 7,18 8,42 6,88

(1Q) (7,33-9,47) (6,34-7,62) | (7,57-9,24) | (6,14-7,38)

Tabla 13 Comparacion de los incrementos (porcentaje de diferencia entre los valores de los 12 meses respecto los
basales) de la IL-8 y el TNF-a en plasma entre el grupo DHA y el placebo

Incrementos
Placebo DHA p*
IL-8 en plasma n 9 9
pg/ml Mediana -10,10 2,01 0,068
TNF-a enplasma |n 9 9
pg/ml Mediana -13,53 -17,87 1,0

*: Andlisis estadistico no paramétrico de grupos independientes con la prueba U-Mann-Whitney
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Interleucinas en esputo inducido (Tabla 14 y 15):

Niveles de IL-8 en esputo inducido: se observo que los pacientes con FQ presentaban unos

niveles medianos mucho mas altos de IL-8 en esputo inducido que en plasma (esputo
inducido: 6541,21 pg/ml vs. plasma: 8,05 pg/ml). Los valores medianos de IL-8 en esputo,
tanto en el grupo placebo como el grupo DHA se mantuvieron estables durante el afio del
estudio (placebo: de 9310,80 a 8225,90 pg/ml; DHA: de 6449,4 a 5756,6 pg/ml). Al
comparar los incrementos entre los niveles medianos de los 12 meses y los basales entre los

dos grupos, no se observé diferencias estadisticamente significativas.

Niveles de TNF-a en esputo inducido: a diferencia de la IL-8, los valores medianos de TNF-

a en esputo inducido fueron ligeramente més bajos que en plasma (esputo inducido: 3,99
pg/ml vs. plasma: 8,07 pg/ml). También se observo que los niveles medianos se mantuvieron
estables a lo largo del estudio tanto en el grupo que recibio placebo (de 4,04 a 3,69 pg/ml)
como el grupo tratado con DHA (de 4,09 a 3,71 pg/ml), sin observar diferencias
estadisticamente significativas al comparar los incrementos entre los valores de los 12 meses

y los basales entre los dos grupos.

Tabla 14 Interleucinas (IL-8 y TNF-a) en esputo inducido, basales y a los 12 meses del estudio, tanto del grupo DHA
como del grupo placebo

FQ-Placebo FQ-DHA
Basal 12 meses Basal 12 meses
IL-8 en n 8 8 6 6
esputo | Mediana 9310,8 8285,91 6449,4 5756,6
pg/ml (IQ) | (6285,2-14825,6) | (5796,4-8861,2) | (1719,4-21146,0) | (5556,7-7535,3)
TNF-a n 8 8 6 6
e”p‘;s/‘r’nﬂto Mediana 4,03 3,60 4,09 3,71
(1Q) (3,56-5,21) (3,28-3,85) (3,91-7,45) (3,34-4,68)

Tabla 15 Comparacion de los incrementos (porcentaje de diferencia entre los valores de los 12 meses respecto los
basales) de las IL-8 y TNF-a en esputo inducido entre el grupo DHA y el placebo

Incrementos
Placebo DHA p*
IL-8 en esputo n 8 8
pg/ml Mediana -19,82 -13,67 0,248
TNF-a en esputo n 8 8
pg/ml Mediana -19,99 -16,63 0,699

*: Analisis estadistico no paramétrico de grupos independientes con la prueba U-Mann-Whitney
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En la Tabla 16 se puede observar los niveles de IL-8 y de TNF-a del paciente con FQ
incluido en el grupo placebo que fue excluido del analisis estadistico del estudio por iniciar
un tratamiento modulador de la CFTR. Como podemos ver, el tratamiento modulador de la
CFTR no produjo ningun cambio en los niveles de interleucinas tanto en plasma como en

esputo inducido durante el tiempo del estudio.

Tabla 16 Niveles de interleucinas (IL-8 y TNF-a) en plasma y en esputo inducido del paciente FQ incluido en el grupo
placebo que fue excluido del andlisis estadistico por iniciar un tratamiento modulador de la CFTR.

Paciente tratado con modulador del
CFTR (VX-659)a los 5 meses de
iniciar el placebo

Basal 12 meses
IL-8 en plasma 3,71 2,87
(pg/ml)
TNF-a en plasma 6,20 7,48
(pg/ml)
IL-8 en esputo 5840,84 3.312,28
inducido (pg/ml)
TNF-a en esputo 3,07 3,99
inducido (pg/ml)

6.3.3 Citologia y elastasa neutrofilica en esputo inducido

En la Tabla 17-A y 17-B podemos observar el recuento celular diferencial de las muestras
de los esputos inducidos de los pacientes con FQ a lo largo del estudio. Los pacientes con
FQ tenian un mayor predominio de neutro6filos en esputo con un recuento medio de 65,06%
de neutrofilos, aunque al analizar los dos grupos de tratamiento por separado, observamos
que el grupo que recibio placebo, de base tenia un recuento medio mas bajo de neutréfilos

por campo que el grupo que recibié DHA (53,86% vs. 76,26%).
En la Tabla 17-B, podemos observar los siguientes resultados:

- Durante el afio de seguimiento del estudio, el grupo que recibié DHA, el porcentaje
de neutréfilos se mantuvo estable (basal: 78,16%, 6 meses: 74,76%, 12 meses:
78,13%) y el grupo que recibié placebo, a los 6 meses aumento el porcentaje de
neutrofilos, pero a los 12 meses volvio a disminuir a unos valores intermedios entre

los basales y los de los 6 meses (basal: 56,70%, 6 meses: 72,12% y 12 meses:
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61,62%), sin observar diferencias estadisticamente significativas entre ellos
(p=0,385).

En cuanto el porcentaje de eosinofilos, se observo que el grupo DHA presentaban
unos valores medios mayores que el grupo placebo (4,50 vs. 1,62) y durante el afio
del estudio, el grupo que recibi6 DHA, aunque a los 6 meses los valores medios
disminuyeron, a los 12 meses volvieron a aumentar, presentando unos valores
intermedios entre los basales y los de los 6 meses (basal: 4,50%, 6 meses: 2,76%, 12
meses: 3,33%); y el grupo placebo, a los 6 meses los valores medios disminuyen pero
a los 12 meses volvieron a presentar unos valores medios muy semejantes a los
valores basales (basales: 1,62%, 6 meses: 1,01%, 12 meses: 1,65%), sin observar
diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos (p = 0,679).

En el porcentaje de linfocitos, también se observé mucha variabilidad a lo largo del
estudio. En el grupo DHA, a los 6 meses, los linfocitos aumentaron y a las 12 meses
disminuyeron a unos valores inferiores a los valores basales (basal: 5,53%, 6 meses:
6,73% y 12 meses: 3,27%), y el grupo placebo, a los 6 meses se mantuvieron estables
pero a los 12 meses aumentaron mas del doble (basal: 6,90%, 6 meses: 6,93% y 12
meses: 24,35%), sin observar diferencias estadisticamente significativas entre los dos
grupos (p = 0,328).

En cuanto el porcentaje de macréfagos, el grupo que recibi6 DHA present6 unos
valores medios basales mucho mas bajos que el grupo que recibio placebo (3,86%
vs. 27,75%). El grupo que recibio DHA, a los 6 meses, los valores aumentaron mas
del triple, pero a los 12 meses volvieron a disminuir, presentando unos valores
medios entre los valores basales y los de los 6 meses (basal: 3,86%, 6 meses: 13,63%
y 12 meses: 8,97%), y el grupo placebo, a los 6 meses disminuyeron, pero a los 12
meses volvieron a aumentar (basal: 27,75%, 6 meses: 15,52%, 12 meses: 23,20%),
sin observar cambios estadisticamente significativos entre el grupo DHA y el grupo
placebo (p = 0,328).
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Tabla 17 Comparacion de la citologia en esputo inducido entre el grupo DHA'y el grupo placebo durante los 12 meses
del estudio.

A: incluye todos los pacientes en cada momento del estudio, sin excluir los que no terminaron el estudio o los que no habia
muestra en las 3 determinaciones

FQ-placebo FQ-DHA
Basal | 6 meses | 12 meses Basal | 6 meses | 12 meses

n 8 5 8 6 4 3
Neutroéfilos (N) % 53,86 72,12 54,27 76,26 71,75 78,13
Media (DE) (22,53) (13,09) (13,87) (5,44) (16,57) (6,21)
Eosindfilos (Eo) % 1,26 1,00 2,27 3,76 2,20 3,33
Media (DE) (0,88) (0,24) (3,11) (3,32) (1,67) (2,75)
Linfocitos (L) % 7,40 6,66 14,33 4,85 8,22 3,27
Media (DE) (3,19) (5,18) (23,26) (2,59) (3,11) (0,86)
Macré6fagos (M) % 25,07 12,74 14,83 7,63 11,40 8,97
Media (DE) (24,81) (13,06) (18,42) (4,85) (8,5) (28,26)

B: incluye s6lo los resultados de los pacientes en que tienen las 3 muestras (basales, a los 6 y a los 12 meses)

FQ-placebo FQ-DHA

Basal | 6 meses | 12 meses Basal | 6 meses | 12 meses p*
n 4 4 4 3 3 3
Neutrofilos(N) 56,70 72,12 61,62 78,16 74,76 78,13 0,385
Media (DE) % (24,20) (13,09) (19,09) (6,28) (18,90) (6,22)
Eosindfilos (Eo) 1,62 1,01 1,65 450 2,76 3,33 0,679
Media (DE) % (0,19) (0,55) (2,10) (3,81) (1,51) (2,75)
Linfocitos (L) 6,90 6,93 24,35 5,53 6,73 3,27 0,342
Media (DE) % (4,03) (5,94) (31,45) (3,78) (1,12) (0,86)
Macrofagos (M) 27,75 15,52 23,20 3,86 13,63 8,97 0,328
Media (DE) % (24,47) (13,25) (24,24) (1,79) (8,86) (28,26)

Se expresan los valores como media +/- desviacion estandar. *: ANOVA para medidas repetidas incluyendo basal, a los 6
meses y a los 12 meses del inicio de la suplementacion.

En la Tabla 16-A y 16-B, podemos observar los niveles medios de elastasa neutrofilica
(polimorfonuclear) en esputo inducido de todos los pacientes con FQ que participaron en el
estudio. Los pacientes con FQ presentaron unos valores medios de elastasa neutrofilica de
48,10 pg/L. El grupo de pacientes que recibi6 placebo, podemos ver que a los 6 meses del
estudio presentaron un leve descenso, pero a los 12 meses doblaron los niveles medios
(basal: 49,38 pg/L meses: 39,38 pg/L y 12 meses: 79,50 pg/L). En el grupo de pacientes que
recibié DHA, podemos ver que a los 6 meses presentaron unos valores medios bastante mas
bajos que el grupo que recibié placebo (16,80 pg/L vs. 49,38 ug/L) y que, a lo largo del
estudio, los valores medios fueron aumentado (basal: 16,80 pg/L, 6 meses: 37,80 pug/L y 12
mese: 49,60 pg/L). Al comparar el grupo DHA con el grupo placebo, no se observd

diferencias estadisticamente significativas (p = 0,675).
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Tabla 18 Comparacion de los niveles de elastasa neutrofilica en esputo inducido entre el grupo DHA y el grupo placebo

durante los 12 meses del estudio.

A: incluye todos los pacientes en cada momento del estudio, sin excluir los que no terminaron el estudio o los que no habia

muestra en las 3 determinaciones

FQ-placebo FQ-DHA
Basal | 6 meses | 12 meses Basal | 6 meses | 12 meses
n 9 8 8 10 7 5
Elastasa
neutrofilica pg/L 44,00 39,38 79,50 52,20 37,57 49,60
Media (DE) (52,32) (30,39) (125,82) (86,50) (27,85) (61,67)

RESULTADOS

B: incluye s6lo los resultados de los pacientes en que tienen las 3 muestras (basales, a los 6 y a los 12 meses)

FQ-placebo FQ-DHA
Basal | 6 meses | 12 meses Basal | 6 meses | 12 meses | p *
n 8 8 8 5 5 5
Elastasa
neutrofilica pg/L 49,38 39,38 79,50 16,80 37,80 49,60 0,675
Media (DE) (53,21) (30,39) (125,82) (10,42) (33,84) (61,67)

Se expresan los valores como media +/- desviacion estandar. *: ANOVA para medidas repetidas incluyendo basal, a los 6
meses y a los 12 meses del inicio de la suplementacion

En la Figura 17, se puede ver la comparacion de la citologia (recuento celular) y la elastasa
neutrofilica en esputo inducido entre el grupo que recibi6 placebo y el que recibio DHA a lo

largo del estudio (basal, 6 y 12 meses).
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Figura 17 Graficos de comparacion de la citologia y la elastasa neutrofilica del esputo inducido entre el grupo DHA y el

grupo placebo durante los 12 meses de duracion del estudio (1: basal, 2: 6 meses, 3: 12 meses)
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En la Tabla 19 se puede observar el recuento celular y los niveles de elastasa neutrofilica en
esputo inducido del paciente con FQ incluido en el grupo placebo que fue excluido del
analisis estadistico del estudio por iniciar un tratamiento modulador de la CFTR a los 5
meses de haber iniciado el estudio. A nivel del recuento celular, no disponemos de resultado
a los 12 meses porque la muestra recogida no fue valorable por alto porcentaje de células
escamosas Yy al comparar los valores basales con los de los 6 meses, no se observé cambio.
Si se observd una disminucion de la elastasa neutrofilica en esputo inducido a lo largo del

estudio.

Tabla 19 Citologia y elastasa neutrofilica en esputo inducido del paciente FQ incluido en el grupo placebo que fue
excluido del andlisis del estudio por iniciar un tratamiento modulador de la CFTR

Paciente tratado con modulador del CFTR (VX-659) a
los 5 meses de iniciar el placebo
Basal 6 meses 12 meses
Neutrofilos % 82,3 70,1 *
Eosinofilos % 3,2 11,6 *
Linfocitos % 1,3 6,7 *
Macréfagos % 12,4 8,5 *
Elastasa neutrofilica pg/L 101 82 57

*: no valorable por alto porcentaje de células escamosas.
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6.3.4 Calprotectina fecal

Los pacientes con FQ del estudio presentaban unos niveles medios de calprotectina fecal de
128,64 pg/g (rango: 0-751 pg/g). Un 42,85% (9/21) presentaban valores normales (< 50
ug/g). En la Tabla 20-A y 20-B, asi como en la Figura 18, se puede observar los niveles
medios de calprotectina fecal de los pacientes con FQ, tanto del grupo placebo como el grupo
DHA. Los pacientes que recibieron DHA presentaron unos niveles medios basales de
calprotectina fecal que duplicaban a los del grupo placebo (140,92 pg/g vs. 66,22 ng/g). El
grupo que recibiéo DHA, a los 6 meses de suplementacion, la calprotectina fecal aumento de
forma considerable, en cambio, a los 12 meses disminuy6 mas del doble, pasando a tener
unos valores més bajos que los basales (basales: 140,92 ng/g, 6 meses: 232,10 pg/g, 12
meses: 96,40 ug/g). Por otra parte, el grupo que recibié placebo, a los 6 meses los valores
medios disminuyeron, pero a los 12 meses, volvieron a aumentar de forma considerable
(basales: 66,22 pg/g, 6 meses: 41,78 ng/g, 12 meses: 112,86 ug/g). Al comparar el grupo
que recibi6 DHA respecto el grupo que recibié placebo, no se observd diferencias
estadisticamente significativas (p = 0,293).

Tabla 20 Comparacion de los valores de calprotectina fecal (ug/g) durante el afio del estudio entre grupo DHA y el grupo
placebo

A: incluye todos los pacientes en cada momento del estudio, sin excluir los que no terminaron el estudio o los que no habia
muestra en las 3 determinaciones

FQ-placebo FQ-DHA
Basal | 6 meses | 12 meses Basal | 6 meses | 12 meses
n 9 9 9 11 8 6
Calprotectina | 66,22 41,78 112,86 176,39 209,82 96,40
fecal (65,94) (37,36) (128,78) (212,50) | (273,6) (87,69)
Media (DE)

Se expresan los valores como media +/- desviacion estandar (DE)

B: incluye sélo los resultados de los pacientes en que tienen las 3 muestras (basales, a los 6 y a los 12 meses)

FQ-placebo FQ-DHA
Basal | 6 meses | 12 meses Basal | 6 meses | 12 meses p*
n 9 9 9 6 6 6
Calprotectina 66,22 41,78 112,86 140,92 232,10 96,40
fecal (65,94) (37,36) (128,78) (102,79) | (319,95) (87,69) 0,293
Media (DE)

Se expresan los valores como media +/- desviacion estandar. *: ANOVA para medidas repetidas incluyendo basal, a los 6
meses Yy a los 12 meses del inicio de la suplementacion
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Figura 18 Grafico de comparacion de la calprotectina fecal (ug/g) entre el grupo DHA y el grupo
placebo durante los 12 meses de duracion del estudio

Del paciente con FQ incluido en el grupo placebo que fue excluido del analisis estadistico
por iniciar un tratamiento modulador de la CFTR a los 5 meses de haber iniciado el estudio,
se observd una disminucion de la calprotectina fecal a lo largo del estudio (basal:165 ng/g,

6 meses: 67 ug/g, 12 meses: 30,2 pg/g).
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6.4 Variables respiratorias

6.4.1 Funcién pulmonar

En la Tabla 21-A y 21-B, asi como en las Figuras 19, 20 y 21, se pueden observar los
resultados de la funcion pulmonar analizados mediante el registro de las espirometrias
forzadas cada 3 meses des del afio previo del estudio al afio del estudio, tanto los pacientes
del grupo DHA como del grupo placebo.

v" A nivel de la FVC expresado en valor absoluto (litros), se observo que el grupo de
pacientes que recibi6 DHA, presentd un mayor aumento, estadisticamente
significativo, respecto el grupo control, tanto al comparar des del afio previo al
estudio hasta al finalizar el estudio (p = 0,004) como al comparar sélo durante el afio
del estudio (p = 0,014). Al expresar la FVC mediante el porcentaje respecto el valor
de referencia, se observo que hay mucha variabilidad a lo largo del estudio, tanto en
el grupo placebo como en el grupo DHA, no observando diferencias estadisticamente
significativas tanto al analizar des del afio previo al estudio hasta finalizar el estudio
(p = 0,317) como al analizar s6lo durante el afio del estudio (p = 0,284).

v" A nivel del FEV1 expresado en valor absoluto (litros), el grupo de pacientes que
recibié DHA present6 un mayor aumento, estadisticamente significativo, respecto el
grupo control, al comparar sélo durante el afio del estudio (p = 0,044), no observando
diferencias estadisticamente significativas al comparar des del afio previo al estudio
hasta al finalizar el estudio (p = 0,660). Al expresar el FEV1 mediante el porcentaje
respecto el valor de referencia, se observo que hay mucha variabilidad a lo largo del
estudio, tanto en el grupo placebo como en el grupo DHA, no observando diferencias
estadisticamente significativas tanto al analizar des del afio previo al estudio hasta
finalizar el estudio (p = 0,429) como al analizar sélo durante el afio del estudio (p =
0,794).

v" A nivel del FEF25-75% expresado en valor absoluto (litros), el grupo de pacientes
que recibié DHA presentd un mayor aumento respecto el grupo que recibid placebo
durante el afio del estudio, pero estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (p = 0,493). Al expresar el FEV1 mediante el porcentaje respecto el

valor de referencia, se observo que hay mucha variabilidad a lo largo del estudio,
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tanto en el grupo placebo como en el grupo DHA, no observando diferencias

estadisticamente significativas tanto al analizar des del afio previo al estudio hasta

finalizar el estudio (p = 0,586) como al analizar s6lo durante el afio del estudio (p =

0,476).

Tabla 21 Comparacion de los parametros de funcion pulmonar durante el afio del estudio entre grupo DHA y el grupo

placebo

A: incluye todos los pacientes en cada momento del estudio, sin excluir los que no terminaron el estudio

FUNCION PULMONAR

-12m -Om -6m -3m Om +3m +6m +9m +12m
n DHA 11 11 11 11 11 10 9 9 9
n placebo 11 11 11 11 11 10 8 7 7
FVC% Placebo 93,64 98,64 97,00 101,09 97,71 96,70 96,44 96,01 96,84
Media (DE) (12,15) | (20,42) | (17,45) | (21,77) | (13,31) | (11,04) | (854 | (11,54 | (14,64
FVC % DHA 101,91 99,91 99,00 94,91 94,72 93,99 88,72 93,81 94,38
Media (DE) (14,90) | (12,92) | (15,08) | (14,93) | (10,80) | (14,38) (8,15) (6,36) (7,44)
FVC (L) Placebo 2,62 2,73 2,75 2,84 2,88 2,77 2,66 2,74 2,76
Media (DE) (1,03) | (0,99 (1,10) (0,92) (1,01) (0,92) (0,87) (0,93) | (1,00
FVC (L) DHA 2,62 2,58 2,74 2,06 2,65 2,76 2,79 3,08 3,10
Media (DE) (1,44) (1,34) (1,42) (1,34) (1,34) (1,42) (1,15) (1,00) (0,96)
FEV1% Placebo 93,91 97,45 95,55 100,64 97,39 93,90 95,61 93,82 94,63
Media (DE) (13,19) | (23,06) | (21,44) | (29,58) | (15,47) | (12,87) | (10,86) | (13,05) | (16,96)
FEV1% DHA 98,09 94,36 93,45 89,18 92,36 87,89 91,53 93,96 93,44
Media (DE) 9,83 | (7.17) 9,38) | (12,39) | (1287) | (7.45) (7,95) (6,32) | (8,73)
FEV1(L) Placebo 2,30 2,36 2,34 2,39 2,46 2,34 2,23 2,29 2,31
Media (DE) (0,90) | (0,86) (0,98) (0,83) (0,82) (0,80) (0,72) (0,78) | (0,78)
FEV1(L) DHA 2,16 2,36 2,15 2,09 2,45 2,19 2,32 2,58 2,61
Media (DE) (0,91) (0,86) (0,89) (0,78) (0,82) (0,78) (1,02) (0,73) (0,72)
FEF25-75% Placebo 90,09 84,36 88,45 87,27 90,02 83,90 93,33 82,04 85,75
Media (DE) (21,58) | (19.16) | (31,87) | (32,96) | (22,11) | (22,64) | (18,26) | (25,83) | (20,53)
FEF25-75% DHA 95,73 90,45 90,55 83,36 83,36 84,42 92,15 92,04 87,69
Media (DE) (18,51) | (17,95) | (2054) | (22,75) | (17,1) | (22,75) | (9,26) | (12,08) | (17,22)
FEF25-75%(L) Plac. 2,68 2,58 2,65 2,69 2,76 2,61 3,01 2,28 2,81
Media (DE) (0,87) (0,97) (1,08) (1,04) (0,72) (0,88) (1,09) (1,13) (1,22)
FEF25-75% (L) DHA 2,34 2,28 2,31 2,15 2,37 2,51 3,25 3,23 3,68
Media (DE) (050) | (0,74) (0,50) (2,17) (0,64) (0,79) (0,87) (0,77) | (2,06

FVC: capacidad vital forzada, FEV1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo, FEF25-75%: mesoflujos. Se
expresan los valores como media +/- desviacion estandar (DE).
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B: incluye s6lo los pacientes que tienen estudio de funcién pulmonar en todos los meses, es decir, los que terminaron el

estudio.
FUNCION PULMONAR
-12m -Om -6m -3m Om +3m +6m +9m +12m p
n DHA 9 9 9 9 9 9 9 9 9
n placebo 7 7 7 7 7 7 7 7 7
FVC % Placebo 94,67 100,44 97,78 104,11 98,55 97,88 96,44 96,01 96,84
Media (DE) (12,87) | (22,35) | (19,38) (23,08) (14,69) (11,01) (8,54) (31,86) | (14,69) 0,317*
FVC % DHA 95,14 93,29 92,57 88,14 91,71 87,99 86,58 93,81 94,38 0,284**
Media (DE) (10,73) (9,79) (13,93) (11,40) (10,09) (11,96) (5,90) (6,36) (7,44)
FVC (L) Placebo 2,38 2,50 2,51 2,66 2,67 2,68 2,66 2,74 2,76
Media (DE) (0,99) (0,94) (1,06) (0,91) (0,99) (0,92) (0,87) (0,93) (1,00) 0,004*
FVC(L) DHA 2,52 2,52 2,70 2,51 2,64 2,63 2,94 3,08 3,10 0,014**
Media (DE) (0,86) (0,87) (0,85) (0,73) (0,82) (0,76) (1,16) (1,00) (0,96)
FEV1% Placebo 95,00 98,44 95,44 102,67 98,55 95,44 95,61 93,96 94,63
Media (DE) (14,49) | (25,65) | (23,93) (32,47) (16,92) (12,63) (10,86) (6,32) (19,96) 0,429*
FEV1% DHA 95,14 93,14 91,00 88,57 93,28 87,55 89,68 93,96 93,44 0,794**
Media (DE) (9,08) (8,66) (11,09) (15,16) (11,57) (7,58) (6,46) (6,32) (8,74)
FEV1(L) Placebo 2,11 2,14 2,10 2,19 2,29 2,28 2,23 2,28 2,31
Media (DE) (0,89) (0,80) (0,92) (0,78) (0,81) (0,82) (0,71) (0,78) (0,78) 0,044*
FEV1(L) DHA 2,17 2,16 2,18 2,14 2,29 2,25 2,48 2,58 2,61 0,660**
Media (DE) (0,70) (0,70) (0,66) (0,53) (0,64) (0,63) (1,00) (0,72) (0,71)
FEF25-75% Placebo 93,33 83,56 88,00 85,78 93,33 86,11 93,33 82,04 85,75
Media (DE) (22,24) | (21,18) | (35,59) (36,66) (22,86) (22,84) (18,26) (25,83) | (20,53) 0,493*
FEF25-75% DHA 95,71 93,43 91,29 86,71 92,71 85,45 91,35 92,04 87,69 0,786**
Media (DE) (16,16) | (16,26) | (19,67) (24,63) (15,53) (12,43) (9,70) (12,08) | (17,22
FEF25-75%(L) Plac. 2,36 2,20 2,29 2,30 2,50 2,42 3,07 2,45 2,81
Media (DE) (0,74) (0,82) (1,01) (0,90) (0,62) (0,84) (1,15) (1,13) (1,22) 0,476*
FEF25-75% (L) DHA 2,49 2,55 2,50 2,42 2,66 2,78 3,26 3,23 3,68 0,586**
Media (DE) (0,49) (0,78) (0,46) (0,39) (0,61) (0,80) (0,94) (0,77) (2,06)

FVC: capacidad vital forzada, FEV1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo, FEF25-75%: mesoflujos. Se
expresan los valores como media +/- desviacion estandar (DE). *: ANOVA para medidas repetidas incluyendo basal, a los
6y alos 12 meses del inicio de la suplementacion **: ANOVA para medidas repetidas incluyendo des del afio previo del
inicio del estudio hasta finalizarlo
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Figura 19 Graficos que muestran la evolucién de la FVC (tanto en porcentaje como en litros) durante el afio previo
al estudio y durante el afio del estudio, tanto del grupo DHA como del grupo placebo
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Figura 20 Gréaficos que muestran la evolucién del FEV1 (tanto en porcentaje como en litros) durante el afio previo al
estudio y durante el afio del estudio, tanto del grupo DHA como del grupo placebo
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Figura 21 Graficos que muestran la evolucién del FEF 25-75% (tanto en porcentaje como en litros) durante el afio previo
al estudio y durante el afio del estudio, tanto del grupo DHA como del grupo placebo

6.4.2 Reagudizaciones respiratorias

En la Tabla 22 se puede observar la mediana y el rango del nimero de reagudizaciones

respiratorias tanto del afio previo al estudio como el afio del estudio. Los pacientes con FQ,

tanto del grupo DHA como del grupo placebo, presentaron una mediana de 2 (media de 2,06

+ 1,91) reagudizaciones al afio durante el afio previo al iniciar el estudio. En el grupo de

pacientes que recibio placebo, durante el afio del estudio, se mantuvieron con una mediana

de 2 reagudizaciones a afio, en cambio, en el grupo que recibié DHA, las reagudizaciones

respiratorias disminuyeron a la mitad, pasando de 2 a 1 reagudizacion respiratoria por afio,

sin llegar a ser estadisticamente significativo (p = 0,492).

Tabla 22 Comparacion de las reagudizaciones respiratorias entre el afio previo del estudio y el afio del estudio tanto del
grupo DHA como del grupo placebo.

Reagudizaciones respiratorias p*
Afio previo al estudio Afio del estudio
Placebo n 9 9
Mediana (rango) 2 (0-2) 2 (0-2) 0,785
DHA n 7 7
Mediana (rango) 2 (0-2) 1(0-1) 0,492

*Comparacion de los datos apareados con test de Wilcoxon.
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6.5 Variables antropométricas

En la Tabla 23-A y 23-B, asi como la Figura 22, podemos observar los pardmetros
antropomeétricos de peso (kg), talla (cm) e IMC de los pacientes con FQ tanto del grupo que
recibio DHA como del grupo placebo, durante el afio previo al inicio del estudio y durante
el afo del estudio.

v En cuanto al peso, se observo que tanto el grupo que recibié DHA como el grupo que
recibid placebo, el peso medio fue aumentando a lo largo del tiempo, pero en el grupo
que recibi6 DHA, este aumento fue mayor que el grupo que recibié placebo,
presentando diferencias estadisticamente significativas al compararlo des del afio
previo al inicio del estudio hasta al finalizar el estudio (p = 0,002), asi como al
comparar solo durante el afio del estudio (p = 0,034).

v' En cuanto a la talla, también se observ6 que tanto el grupo que recibié DHA como
el grupo que recibio placebo, la talla media fue aumentando a los largo del tiempo,
pero en el grupo que recibi6 DHA, este aumento fue mayor que en el grupo que
recibio placebo, presentando diferencias estadisticamente significativas al comparar
des del afio previo al estudio hasta al finalizar el estudio (p = 0,031), asi como al
comparar solo durante el afio del estudio (p = 0,026).

v Anivel del IMC, el grupo placebo tuvo tendencia a mantenerse estable a lo largo del
tiempo y en el grupo que recibi6 DHA tuvo tendencia a aumentar, pero estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas, tanto al comparar des del afio
previo al estudio hasta al finalizar el estudio (p = 0,421) como al comparar sélo

durante el afio del estudio (p = 0,161).
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Tabla 23 Comparacién de los parametros antropométricos (peso, talla e IMC) des del afio previo al inicio del estudio y
durante el afio del estudio, entre el grupo DHA y el grupo placebo.

A: incluye todos los pacientes que tienen parametros antropométricos en cada momento del estudio, sin excluir los que no
terminaron el estudio

Grupo Parametros antropométricos
-12m -O9m -6m -3m Om +3m +6m +9m +12m
N | Placebo 11 11 11 11 11 10 9 9 9
DHA 11 11 11 11 11 10 8 I I
Placebo 41,53 42,47 43,13 43,45 44,36 43,38 43,30 42,81 41,96
S| Media (14,68) | (14,76) | (14,97) | (14,70) | (14,56) | (14,24) | (14,69) | (13,60) | (11,87)
< | (DE)
% DHA 35,41 36,63 38,14 38,17 39,68 41,77 41,34 44,61 44,83
a | Media (16,08) | (16,44) | (16,64) | (18,22) | (17,44) | (18,75) | (16,35) | (16,42) | (15,25)
(DE)
. Placebo 46,45 | 147,28 | 147,55 | 148,71 | 149,27 | 147,99 | 146,79 147,83 | 148,82
E | Media (21,23) | (20,73) | (20,13) | (20,16) | (19,02) | (17,16) | (16,58) | (16,32) | (15,93)
— | (DE)
= [ DHA 140,09 | 141,36 | 143,00 | 144,00 | 145,16 | 148,42 | 149,47 153,78 | 155,50
o z\l/ljeg)ia (20,88) | (20,79) | (20,82) | (20,55) | (20,21) | (20,80) | (17,30) | (15,68) | (15,79)
Placebo 18,64 18,89 19,11 19,20 19,29 19,26 19,50 18,96 18,60
Media (2,24) | (222) | (236) | (237) | (241) | (2.83) | (2,9) | (2,62) | (2,06)
Q | (DE)
E DHA 17,05 17,32 17,68 17,69 17,92 17,86 17,56 18,19 17,95
Media (237) | 47) | 254 | 77) | 287) | (303) | (2,39) | (302 | (2,58)
(DE)

B: incluye s6lo los pacientes que tienen estudio de funcién pulmonar en todos los meses, es decir, los que terminaron el
estudio.

Grupo Parametros antropométricos
-12m -9m -6m -3m Om +3m +6m +9m +12m p
n | Placebo |9 9 9 9 9 9 9 9 9
DHA 7 7 7 7 7 7 7 7 7

Placebo 38,44 | 39,35 40,06 40,44 41,55 42,42 43,30 42,81 41,96

S| Media (14,32) | (14,21) | (14,65) | (14,41) | (14,39) | (14,76) | (14,69) | (13,60) | (11,87)
< | (DE) 0,034*
3 | DHA 3594 | 3743 | 3893 | 38,70 | 40,30 | 4251 | 43,67 | 4461 | 44,83 | 0,002**
a | Media (12,39) | (13,96) | (14,00) | (16,31) | (14,26) | (15,36) | (16,16) | (16,42) | (15,25)

(BE)

Placebo | 141,44 | 142,34 | 142,78 | 143,33 | 144,78 | 146,10 | 146,79 | 147,83 | 148,82
E | Media (20,05) | (19,53) | (18,97) | (19,06) | (17,95) | (17,06) | (16,58) | (16,32) | (15,93)
< | (DE) 0,026*
= | DHA 142,43 | 144,00 | 145,71 | 146,71 | 148,11 | 150,64 | 152,54 | 153,78 | 155,50 | 0,031**
S | Media (16,30) | (16,52) | (16,74) | (16,76) | (16,38) | (16,42) | (16,16) | (15,68) | (15,79)

(BE)

Placebo | 18,50 | 18,73 | 1893 | 19,07 | 19,18 | 19,28 | 1950 | 18,96 | 18,60
Media (2,46) | (238) | (259) | (2,60) | (2,63) | (3,00) | (296) | (262) | (2,08)

O | (DE) 0,161*
2 [DHA 1714 | 17,37 | 17,68 | 17,77 | 17,88 | 18,07 | 17,88 | 18,19 | 17,95 | 0,421**
Media 1,98) | (234) | (244) | (255) | (246) | (259) | (2.38) | (3.02) | (2.58)
(BE)

Se expresan los valores como media +/- desviacion estandar. *: ANOVA para medidas repetidas incluyendo basal, a los 6
meses y a los 12 meses del inicio de la suplementacion **: ANOVA para medidas repetidas incluyendo des del afio previo
del inicio de suplementacion hasta los 12 meses de inicio de la suplementacion
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Figura 22 Graéficos que muestran la evolucién del peso, talla e IMC durante el afio previo al estudio y durante el afio del
estudio, tanto del grupo DHA como del grupo placebo
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6.6 Seguridad

De los 11 pacientes que recibieron tratamiento con DHA, so6lo un paciente (9%) del grupo
DHA present6 un posible efecto adverso que fue dolores abdominales intermitentes. Era un
paciente que ya antes de iniciar el tratamiento con DHA presentaba con dolores abdominales
recurrentes. Inicialmente, ante la presencia del dolor abdominal sin otra clinica
acompafante, se aumento la ingesta de enzimas pancreaticas, pero ante la persistencia de la
clinica, se realizé un estudio de parasitos en heces que fue positivo por Giardia Lambia por
lo que recibio tratamiento con metronidazol, presentando mejoria clinica, pero coincidio en
que la familia decidi6 salir del estudio por si los dolores abdominales fueran secundarias al
tratamiento del estudio. Es por esto que es dificil saber si estos dolores abdominales
intermitentes fueron secundarios a los paréasitos intestinales o por el DHA, ya que hizo las

dos intervenciones en el mismo tiempo (tratar la parasitosis y suspender el DHA).

6.7 Adherencia al tratamiento

En la Tabla 24, se puede observar la medicacidn necesaria de cada uno de los pacientes que
participd en el estudio seguin su peso, la medicacion que se les fue dispensada en la farmacia

hospitalaria, la medicacion devuelta, asi como el porcentaje de cumplimiento terapéutico.

La adherencia al tratamiento de los pacientes con FQ que participaron en el estudio se calculd
con los frascos suministrados en relacion a la dosis prescrita (% de las dosis prescritas). En
la Tabla 25 se puede observar las medias y DE del porcentaje de botes dispensados respecto

a los botes necesarios de los 16 pacientes que terminaron el estudio.

De todos los pacientes que participaron en el estudio, llegaron a retirar el 88,61% del
promedio de botes necesarios para cumplir todo el tratamiento, 86,20% en el grupo de
pacientes que recibio DHA 'y 97,89% en el grupo placebo.

Si solo tenemos en cuenta los 16 pacientes que finalizaron el estudio y, por lo tanto, que se
han analizado sus datos (Tabla 23 o los de las filas de color gris de la Tabla 22), podemos
ver que los pacientes retiraron una media de 93,9% de botes necesario, siendo un 81,72% en
el grupo que recibi6 DHA y un 103,38% en grupo que recibié placebo, sin observar

diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos (p = 0,091). Hay que
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considerar que se ha calculado de manera teérica puesto que Unicamente se recuperaron el

41% de los botes dispensados.

Como podemos ver en la Tabla 22, seis pacientes (28,6%) retiraron mas medicacion de la
necesaria, hecho que hace que el promedio de medicacién retirada sea superior al real y
enmascara el hecho que 4 de 21 (19,05%) retiraron menos del 60% de la medicacion
necesaria. De los pacientes que finalizaron el estudio, se observo que 5 (31,25%) retiraron
mas del 100% de la medicacion necesaria y 3 (18,75%) retiraron menos del 60% de la

medicacion necesaria, uno del grupo placebo y dos del grupo DHA.

Al incluir todos los pacientes que iniciaron el estudio, 4 de 21 (19,05%) no llegaron a cumplir
con como minimo el 65% de cumplimiento terapéutico, pero si s6lo tenemos en cuenta los
16 que finalizaron el estudio, 4 de 16 (25%) no llegaron a este minimo del 65% de

cumplimiento.

Si a los pacientes que sobrepasaron el 100% de los botes necesarios retirados, le asignamos
un 100% del cumplimento (adherencia BIS de la Tabla 25), la media de cumplimiento de
todos los pacientes fue de 89,64% y de los 16 que finalizaron el estudio la media fue de
85,85%, siendo un 92,37% en el grupo placebo y un 77,48% en el grupo DHA, sin observar
diferencias estadisticamente significativas (p = 0,071).

En el grupo de pacientes que menos perlas debia tomar en relacion a su peso ( 2 o 3 perlas
al dia, que los podian tomar en una sola toma al dia, 4 pacientes en este grupo) el promedio
tedrico de cumplimiento fue de un 106,75% ( 95,28% si troncamos los valores > de 100% a
100%). En el grupo de pacientes que mas perlas debia tomar (7-8 perlas al dia, repartido en
3tomas al dia, 8 pacientes en este grupo) el promedio de cumplimiento teérico fue de 92,97%

(73% si troncamos los valores > de 100 a 100).
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| porcentaje de

, asli como e

Tabla 24 Medicacién necesaria, dispensada y la devuelta de los participantes del estudio

cumplimiento terapéutico.
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Tabla 25 Adherencia al tratamiento en relacion al promedio de cumplimiento teérico de los pacientes que finalizaron el
estudio, tanto del grupo DHA como del grupo placebo

DHA + Placebo DHA Placebo p**

N 16 7 9
Adherencia (%)  media (DE) | 93,94% (29,05) 81,71 (28,37) | 103,38 (27,36) 0,091
Adherencia BIS*(%) media (DE) 85,85 (19,68) 77,48 (21,31) | 92,37 (16,63) 0,071

*Adherencia BIS: cuando a los pacientes que sobrepasaron el 100% de los botes necesarios retirados, le asignamos un
100%. **: Analisis estadistico no paramétrico de grupos independientes con la prueba U-Mann-Whitney.
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7 DISCUSION

En esta tesis doctoral, igual que en otros estudios publicados, se observo que los pacientes
con FQ presentaban una alteracion en el perfil de AG, caracterizada sobre todo por un
descenso de los AG Omega-3 a expensas de una disminucion del DHA, que tanto estaba
presente en los pacientes con IP como en los pacientes con SP, lo que refuerza la hip6tesis
que esta alteracion en el perfil de AG es debida a una disfuncion del gen CFTR y no por

malnutricion o malabsorcion intestinal.

Estudios previos de suplementacion con AG Omega-3 en pacientes con FQ presentan
resultados controvertidos, y actualmente no hay suficiente evidencia para recomendar el uso
rutinario de suplementos de AG Omega-3 en pacientes con FQ (185). El principal problema
de estos estudios es que la mayoria tienen un tamafio muestral pequefio (3-15 pacientes) (85,
192, 202-208), varios no estan controlados con placebo (190-192, 204, 206-209), suelen ser
estudios de corta duracién (4-12 semanas) (187, 192, 203, 207, 209-211) y ademas, estan
realizados con distintos suplementos basados en contenidos variables en AG Omega-3, en
estructuras quimicas diferentes (que condicionan su biodisponibilidad), y en la mayoria de
ellos son poco concentrados en DHA (< 40%) (187, 191, 205, 206, 208, 212-217).

Es por esto que decidimos disefiar un ensayo clinico aleatorizado a doble ciego en pacientes
pediatricos con FQ, tanto IP como SP, en seguimiento en nuestra Unidad de FQ. Los
pacientes fueron aleatorizados a recibir DHA (perlas de aceite rico en DHA al 70%,
Tridocosahexaenoina-AOX®) en una estructura de triglicérido (con alta biodisponibilidad)
sintetizado enzimaticamente a una dosis de 50 mg/kg/dia o placebo (perlas con aceite de

oliva) durante 12 meses.

En este ensayo clinico se observo que en los pacientes que recibieron DHA, el perfil de AG
en la membrana de eritrocitos mejord, presentando un aumento estadisticamente
significativo de los AG Omega-3, con un aumento tanto del DHA como del EPA, asi como
un descenso estadisticamente significativo de los AG Omega-6 a expensas de una
disminucion del ARA, que tiene elevada actividad proinflamatoria. Estos resultados
concuerdan con la mayoria de los estudios publicados (187, 190, 191, 205, 212, 218-220).

A nivel de inflamacion, tanto a nivel sistémico (interleucinas en plasma), como pulmonar

(citologia, elastasa neutrofilica e interleucinas en esputo inducido) asi como a nivel digestivo
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(calprotectina fecal), no se observo diferencias significativas al comparar el grupo DHA
respecto el grupo placebo. Estos resultados son concordantes con el estudio realizado por
Lopez-Neyra et al. (217) que tampoco observd diferencias estadisticamente significativas en

parametros de inflamacion al comparar el grupo que recibié DHA respecto el grupo placebo.

Por otra parte, se observo una mejora en la funcion pulmonar en los pacientes suplementados
con DHA, presentando un aumento estadisticamente significativo de la FVC y del FEV1
expresado en litros al compararlo con el grupo placebo. Estos datos son concordantes con
los publicados por Lawrence et al. (186), de Vizia et al. (191) y Olveira et al. (190).

También se observé que los pacientes que recibieron DHA presentaron una disminucion de
la mediana de exacerbaciones respiratorias por afio al compararlo con el afio previo al
estudio, pasando de 2 a 1 exacerbacion al afio, pero sin llegar a ser estadisticamente
significativo. Estos resultados concuerdan con los publicados por Alicandro et al. (219) que
tampoco observaron diferencias estadisticamente significativas y esto probablemente se
deba a que la poblacion incluida en estos estudios son pacientes jovenes con relativo buen
control de la enfermedad. En cambio, Vizia et al. (191) y Hanssens et al. (85, 191) reportan
un descenso estadisticamente significativo de la necesidad de antibioticos durante el tiempo

de suplementacion con AG Omega-3 comparado con los meses previos a la suplementacion.

A nivel antropométrico, se encontrd una mejora estadisticamente significativa en el peso y
en la talla durante el afio del estudio en los pacientes que recibieron DHA respecto el grupo
placebo. Estos datos concuerdan con los estudios publicados por Viziaetal. (191) y Lepage
et al. (221) que también observaron un incremento ponderal significativo en el grupo
suplementado con AG Omega-3; en contraste con la gran mayoria de estudios sobre
suplementacién con AG Omega-3 en pacientes con FQ que no han encontrado cambios
estadisticamente significativos en el peso ni en la velocidad de crecimiento, asi como en la
talla ni el IMC (160, 188, 203, 211, 213, 214, 217, 219, 222), posiblemente por la corta
duracién de algunos de los estudios o por el tipo de suplemento utilizado.

A diferencia de otros estudios realizados con suplementacion en dosis mas altas (186, 210),
no hemos observado efectos secundarios importantes. Uno de los motivos es que los
pacientes con IP, se les suplementaba con dosis extras de enzimas pancreéticas, tal como

recomienda la Cochrane (185).
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La adherencia al tratamiento de los pacientes que terminaron el estudio, calculada con el
porcentaje de frascos suministrados en relacion a la dosis prescrita, fue alta en ambos grupos
(DHA: 81,72 + 28,37; placebo: 103,38 + 27,36, p = 0,091), semejante a los resultados
publicados en el estudio de Lopez-Neyra (217).

A continuacion, discutiremos en detalle los resultados de la Tesis Doctoral de acuerdo con

los objetivos.

7.1 Caracteristicas de la poblacion estudiada

Respecto a los pacientes con FQ que participaron en el estudio, pacientes
exclusivamente pediatricos, la edad media fue de 11,72 afios, con un rango de 6 a 18
afios. Al comparar esta poblacion estudiada con la bibliografia publicada, se observo
que la edad media fue inferior a la mayoria de estudios, ya que la mayoria de estudios
incluyen también pacientes adultos (188, 191, 202, 204, 205, 209-211, 213, 215-
217) y algunos de forma exclusiva solo incluyen pacientes adultos o0 mayores de 16
afios (190, 192, 206). En cuanto a los estudios en que so6lo incluyen pacientes
pediatricos (85, 203, 208, 219), la edad media fue similar.

También se observé que los grupos incluidos en el estudio eran grupos homogéneos
(Tabla 3), salvo que en el grupo DHA hubo més nifios respecto el grupo placebo
(63,6% vs. 23,3%), aun asi, estas diferencias no supuso diferencias en los valores
basales del perfil de AG, de los parametros antropométricos ni de la funcion

pulmonar.
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7.2 Perfil de AG en los pacientes con FQ

El estudio presente mostré una alteracion en el perfil de AG de la membrana de
eritrocitos en los pacientes con FQ comparado con la poblacion sana, como ya han
demostrado otros estudios (158, 159, 161-164, 223, 224).

Hanssens et al. (210), Jumpsen et al. (206), Vizia et al. (191) y Teopompi et al. (192)
también analizaron el perfil de AG en la membrana de eritrocitos, reflejando los AG
consumidos durante aproximadamente los Gltimos 120 dias (225) y se puede utilizar
para extrapolar los niveles de los AG en otros tejidos. En cambio, la mayoria de
estudios que han analizado el perfil de AG en los pacientes con FQ tras la
suplementacion con PUFAs, lo han analizado en plasma (160, 190, 203, 205, 209,
213, 217, 219, 220, 226) y estos resultados pueden estar influenciados por la ingesta
reciente de los pacientes (durante pocas horas antes de la extraccion de la analitica
de sangre). Por otro lado, el estudio publicado por Panchaud et al. (188), analizaron

el perfil de AG en la membrana de neutrofilos.

Segun donde se hayan analizado el perfil de AG, los resultados pueden variar, ya que
se ha descrito que la tasa de incorporacion de EPA y DHA difieren segun el origen
del tejido. Ambos AG han sido descritos que se incorporan bien a los glébulos rojos
humanos (199) constituyendo la suma de ambos, el indice Omega-3, valor prondstico
de referencia para evaluar los niveles de AG Omega-3. Por otra parte, se ha descrito
que el DHA se almacena mejor en tejido adiposo que el EPA (227). También se ha
encontrado que la tasa de incorporacion del EPA en la membrana de neutrofilos

humanos es mas alta que el DHA (228).

A nivel de los SFAs, al comparar los pacientes con FQ respecto el grupo control no
se observa diferencias estadisticamente significativas (47,04% vs. 46,78%, p = 0,38),
como tampoco observaron Kutty et al. (223). Pero, al igual que Hubbard et al. (164)
y Freedman et al. (170) al comparar el grupo control respecto los FQ-IP si se observo
diferencias estadisticamente significativas (47,04% vs. 46,26%, p = 0,011), asi como
entre FQ-SP y FQ-IP (47,41% vs. 46,26%, p = 0,001), pero no entre el grupo control
y los FQ-SP (47,04% vs. 47,41%, p = 0,237).

En cuanto a los MUFAS, en el presente estudio, al igual que otros estudios (158, 159,

164, 170, 229, 230), se observd que los pacientes con FQ respecto el grupo control,
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presentaban unos niveles més altos estadisticamente significativos (21,82% vs.
19,90%, p=0,001). Al comparar los FQ-IP respecto el grupo control también se
observo diferencias estadisticamente significativas (22,71% vs. 19,90%, p = 0,001)
pero no al comparar el grupo FQ-SP con el grupo control (20,75% vs. 19,90%, p =
0,140); los FQ-SP presentaban unos valores intermedios entre el grupo control y el
grupo FQ-IP.

Ante estos resultados, se podria concluir que la malabsorcion intestinal podria
contribuir a la alteracion de SFAs y MUFAs. Pero, también podria ser debido a que
el metabolismo de los AG se correlacionara con el grado de disfuncion de la proteina
CFTR, ya que los pacientes FQ-IP tienen mutaciones mas graves que los FQ-SP;
apoyando los resultados de Freedman et al. (170) que demostrd que los portadores
suelen tener unos niveles intermedios de AG entre los pacientes con FQ y el grupo

control.

En cuanto a los PUFASs n-6, se observo que los pacientes con FQ presentaban unos
niveles estadisticamente disminuidos de LA respecto el grupo control (10,01% vs.
10,64%, p = 0,042), también a expensas de una disminucion estadisticamente
significativa en los FQ-IP y los controles. El grupo FQ-SP, presentaban unos valores
intermedios entre el grupo control y el grupo FQ-IP (controles: 10,64%, FQ-SP:
10,58%, FQ-IP: 9,54%), pero sin presentar diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y el grupo FQ-SP (p = 0,874), a diferencia del
estudio de Hubbard et al. (164) que si observo diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y el grupo FQ-SP (p < 0,01), asi como entre el
grupo FQ-SP con el grupo FQ-IP (p < 0,001). En cuanto a los niveles de ARA, no se
encontr6 diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos, en
concordancia con los resultados publicados por Lévillé et al. (222), Biggemann et al.
(224) y Hubbard et al. (164). En controversia con los estudios realizados por Gilljam
etal. (169) y Freedman et al. (170), que encontraron niveles aumentados de ARA en
los pacientes con FQ comparado con un grupo control. Estos autores analizaron los
niveles de ARA en lavado broncoalveolar y en biopsia nasal respectivamente, en
lugar de en la membrana de eritrocitos o en plasma. Freedman et al. (170) también
refiere que niveles normales de ARA pueden estar presentes incluso con la presencia
de niveles disminuidos de LA porque el ARA tiene una tasa de rotacion/recambio
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mas lenta que el LA, por lo que se requiere un mayor grado de deficiencia para

observar también una disminucién del ARA.

A nivel de los PUFAs n-3, se encontré que los pacientes con FQ presentaban unos
niveles disminuidos de forma estadisticamente significativa en comparacion con el
grupo control (3,86% vs. 4,54%, p = 0,033), sobre todo a expensas de una
disminucion de los niveles de DHA (2,31% vs. 3,01%, p = 0,002), como ya han
descrito varios estudios (163, 166, 231, 232). Al comparar los niveles de DHA entre
los 3 grupos (control, FQ-SP y FQ-IP) se observd diferencias estadisticamente
significativas tanto el comparar el grupo control con el grupo FQ-IP (3,01% vs.
2,41%, p = 0,045), como el grupo control con el grupo FQ-SP (3,01% vs. 2,31%, p
=0,017), sin observar diferencias estadisticamente significativas entre el grupo FQ-
SP y el grupo FQ-IP (2,31% vs. 2,41%, p = 0,617). Estos resultados refuerzan la
hipotesis que la alteracion de DHA en los pacientes FQ no es debido a la IP, sino al
defecto basico del gen CFTR, que tal como se ha comentado previamente, podria
tener un papel en el metabolismo de los AG. Algunas de las teorias que sustentan
estas conclusiones son: un aumento del recambio en las membranas celulares (233),
un defecto en la actividad de las desaturasas (214), un aumento de la oxidacion de
los AG (peroxidacion lipidica) (234) e un incremento en la produccion de
eicosanoides (235, 236).

Los niveles basales de DHA de los pacientes con FQ de este estudio son superiores
a los resultados de otros estudios (203, 205, 212, 219, 222) y parecidos a los estudios
realizados en paises mediterraneos (188, 190, 191, 216) y Suecia (187), donde se
consume mas pescado. A pesar de que Olveria et al. (168) demostro que la ingesta
habitual de AG en la dieta de los sujetos adultos con FQ no parece explicar la
diferencia en el perfil de AG en comparacion con los controles, si puede influir en
que entre diferentes pacientes FQ, unos tengan mejores 0 peores niveles de DHA

segun la dieta que realicen.

En este estudio también observamos que, a pesar de que los pacientes con FQ tienen
unos niveles de PUFAs n-3 méas bajos que el grupo control, tanto los pacientes FQ
como los controles presentan una proporcion de PUFAs n-6 / PUFAs n-3 por encima
de 4-5/1 que es la ratio maximo que se considera adecuado (237); observando una

proporcién de 7,13/1 para los pacientes con FQ y de 6,28/1 en los controles.
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A nivel del indice Omega-3, que tal como se ha comentado previamente, refleja el
contenido de EPA méas DHA en las membranas de eritrocitos expresado como
porcentaje del total de AG (238, 239), se observo que tanto el grupo control como el
grupo de pacientes con FQ presentaban unos valores medios bajos/indeseados (<4%).
Aun asi, los pacientes con FQ presentaban unos niveles mas bajos estadisticamente
significativos (controles: 3,38, FQ: 2,71, p = 0,013).

La ratio ARA/EPA se utiliza como parametro predictor de inflamacion cronica. En
este estudio, se observo que los pacientes con FQ tenian unos valores medios
mayores estadisticamente significativos respecto el grupo control (54,33 vs. 37,41, p
=0,020).
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7.3 Efectos de la suplementacion con DHA

7.3.1 Suplemento de DHA utilizado

En este ensayo clinico, tal como se ha comentado, se utilizd un aceite rico en
un triglicérido reesterificado de DHA (Tridocosahexaenoina-AOX® 70%),
procedente de pescado, de alta bioactividad, fabricado enzimaticamente por
el laboratorio BrudyLab y con patente de uso como antioxidante celular
(Anexo 3) (193).

Una de las caracteristicas principales de este DHA es que se basa en una
estructura quimica de triglicérido que es la que tienen mejor biodisponibilidad
para llegar a las membranas, ademas, contienen una alta proporcion de DHA,
lo que garantiza un alto contenido en la posicion SN-2 del triglicérido,
facilitando su incorporacion en los fosfolipidos de las membranas celulares,
esto es debido a que la lipasa pancreatica cataliza la hidrolisis de los AG de

las posiciones 1y 3.

Otra de las caracteristicas importantes de este triglicérido de DHA, es que en
2008, BrudyLab observo que cuando se enriquecen las membranas con este
suplemento de DHA, se induce la sintesis intracitoplasmatica de glutation,
aumentando la cantidad de glutation intracitoplasmatico unos 200-300% més
de lo habitual (194). Esto es debido a que la célula, para proteger la membrana
de una posible oxidacion inducida por el DHA (que al tener seis dobles
enlaces hace que sea facilmente atacable por el oxigeno), hace una
sobreregulaciéon, y produce una mayor cantidad de glutation, el gran

antioxidante de los mamiferos.

La dosis escogida en este estudio fue 50 mg/kg/dia (hasta un maximo de 2800
mg de DHA al dia) igual dosis que los estudios realizados por Keen et al.
(187), Pastor et al. (216), Lopez-Neyra et al. (217) y Lloyd-Still et al. (214).
La mayoria de los estudios de AG esenciales en la FQ utilizaron dosis

similares o mas bajas.
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7.3.2 Perfil de AG

En el grupo de pacientes con FQ que recibié DHA, al compararlo con el grupo
placebo, los niveles de DHA de la membrana de eritrocitos aumentaron
rdpidamente y de forma estadisticamente significativa ya a los 6 meses del
estudio (de 2,48% a 4,94%, p < 0,001) y aun aumentaron mas a los 12 meses
(de 2,48% a 6,10%, p < 0,001). En cambio, en el grupo placebo, el perfil de
AG en la membrana de eritrocitos se mantuvo estable a lo largo de todo el
estudio (basal: 2,31%, 6 meses: 2,61%, 12 meses: 2,51%).

A los 12 meses de suplementacion, el porcentaje de DHA de la membrana de
eritrocitos de los pacientes que recibieron DHA fue 2,43 veces mayor que los
que recibieron placebo (6,10 vs. 2,51). Comparado con los valores basales, la
suplementacion con DHA hizo aumentar el porcentaje de DHA 2,08 veces a
los 6 meses y 3,62 veces a los 12 meses (pasando de 2,48 a 6,1%). Por tanto,
este estudio demostrd que la suplementacion con un aceite basado en
triglicéridos y rico en DHA (Tridocosahexaenoina-AOX ® 70%) a 50
mg/kg/dia durante 12 meses puede ser absorbida eficazmente por los
pacientes con FQ. También se observo que el aumento de DHA después de
12 meses de suplementacion (3,62 veces), fue muy superior a la mayoria de
estudios, en que presentan un aumento de entre 0,39-0,63 veces (190, 191,
205, 212) y muy parecido tanto al estudio de Lloyd-Still et al. (214) que
presentaron un aumento de 3,51 veces en pacientes con FQ que fueron
suplementados con un triglicérido de DHA procedente de alga (aceite
DHASCO®, Martek Biosciences, Corporation, Columbia, MD, USA) a 50
mg/kg/dia, como el de Alicandro et al. (219), que presentaron un aumento de
3,8 veces en pacientes con FQ que fueron suplementados inicialmente con el
doble de dosis de DHA (100 mg/kg/dia) durante un mes y posteriormente a
una dosis de 1 g/dia indiferentemente del peso.

En este estudio, los pacientes suplementados con DHA, aparte de aumentar
los niveles de DHA de la membrana de eritrocitos, también aumentaron de
forma estadisticamente significativa los niveles de EPA, ya a los 6 meses

(basal: 0,33%, a los 6 meses: 0,80%, p < 0,001) y se mantuvieron a los 12
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meses (basal: 0,33%, 12 meses: 0,66%, p = 0,01). Con estos resultados,
podemos decir que la suplementacion con este DHA que incorpora alrededor
de un 10% de EPA (es decir, cada perla contiene 400mg de Omega-3, de los
cuales 350mg son de DHA y 42,5mg son de EPA) , es suficiente para también
obtener unos niveles 6ptimos de EPA. Parte de estos resultados también se
explican porque el DHA, por oxidacién perixosomal, se puede retroconvertir
en EPA (141-143).

Cuando analizamos el indice Omega-3, en el grupo DHA, el indice aumentd
de forma estadisticamente significativa, tanto a los 6 como a los 12 meses del
estudio (basal: 2,73, 6 meses: 5,75, 12 meses: 6,75, p <0,001), en cambio, en
el grupo placebo, el Indice Omega-3 se mantuvo estable durante todo el afio
del estudio (basal: 2,69%, 6 meses: 2,89%, 12 meses: 2,85%). A los 12 meses,
los pacientes suplementados con DHA consiguieron obtener unos valores
considerados intermedios de indice Omega-3 (6,75%), aun asi, los valores
conseguidos fueron superiores a la mayoria de estudios que han analizado el
perfil de AG tras la suplementacidén con PUFASs n-3 en pacientes con FQ (187,
190, 191, 203, 205, 217, 219).

En este estudio también se observo que los pacientes que recibieron DHA, no
solo aumentaron los niveles de PUFAs n-3 en la membrana de eritrocitos,
sino que también disminuyeron los niveles de PUFAS n-6, a expensas de una
disminucion estadisticamente significativa del ARA a lo largo del estudio
(basal: 12,42%, 6 meses: 10,20%, 12 meses: 9,64%, p = 0,009).

Como consecuencia del descenso de los niveles del ARA y aumento de los
niveles de EPA en el grupo que recibio DHA, se observo que la relacion
ARAV/EPA disminuy6 de forma estadisticamente significativa durante el afio
del estudio al compararlo con el grupo que recibi6 placebo (de 41,18 a 17,68,
p = 0,017). También se observo que la relacion ARA/DHA en los pacientes
suplementados con DHA disminuyd de forma estadisticamente significativa
durante el afio del estudio respecto el grupo placebo (p < 0,001), con una
disminucion de 2,7 veces (de 5,64 a 2,10) después de 6 meses de
suplementacién y de 3,5 veces (de 5,64 a 1,60) tras los 12 meses de
suplementacion. Estos resultados concuerdan con los resultados que obtuvo
Hanssens et al. (85), que observé una disminucion de 1,2 veces de la relacion
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ARA/DHA después 3 meses de suplementacion con un aceite de pescado
basado en triglicéridos de Omega-3 (Cépsulas Omega-3 Premium,
Laboratoires Ponroy, Bouffére, France) en que cada capsula contenia 100 mg
de DHA y 150 mg de EPA, a una dosis de 60 mg/kg/dia. El estudio de Morin
et al. (240) obtuvo una disminucion de 2,1 veces la proporcion ARA/DHA
después de tan solo 1 mes de suplementacién con MAG-DHA (monoglicérido
de DHA).

En este estudio también se observd que en el grupo de pacientes
suplementados con DHA, los niveles de LA se mantuvieron estables a lo largo
del estudio sin presentar cambios significativos (basal: 9,60%, 6 meses:
9,63%, 12 meses: 9,45%, p = 0,524). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en la mayoria de estudios (206, 215, 219, 241).

Tampoco se observo cambios estadisticamente significativos en los niveles
de SFAs ni MUFAs en los pacientes suplementados con DHA a lo largo del
estudio, concordando con los resultados de los estudios publicados por Lloyd-
Still et al. (214) y Alicandro et al. (219).

A pesar de que el placebo contenia pequefias cantidades de aceite de oliva,
los pacientes que recibieron placebo, las proporciones de SFAs, MUFAs y
PUFAs en la membrana de eritrocitos se mantuvieron constantes a lo largo
del estudio, tal como podemos ver en la Tabla 6. Estos resultados concuerdan
con los estudios realizados por Véricel et al. (205), Alicandro et al. (219) y
Hanssens et al. (85), que tampoco observaron cambios en el perfil de AG en
los pacientes con FQ tratados con placebo, que fueron constituidos por
capsulas de aceite de girasol, de aceite de germen y de aceite de triglicérido

de cadena media, respectivamente.

7.3.3 Variables inflamatorias

RvD1:

En la literatura hay pocos estudios que analicen los mediadores pro-
resolutivos, como las lipoxinas, maresinas, protectinas y resolvinas, en este

grupo de pacientes. Para identificar las alteraciones en los mediadores pro-
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resolutivos de los pacientes con FQ, en este ensayo clinico se estudi6 laRvD1,

tanto en plasma como en esputo inducido.

En este estudio se observd que los niveles medios de RvD1 en plasma en los
pacientes con FQ fueron muy parecidos al grupo control, sin presentar
diferencias estadisticamente significativos (480,57 pg/ml vs. 520,05 pg/ml, p
= 0,312). Esto podria ser debido a que, si en los controles no hay un proceso
inflamatorio, no se activa el proceso de resolucion de la inflamacién y por lo

tanto no se genera RvD1 a partir del DHA.

También se observo que los valores de RvD1 en plasma fueron muy parecidos
a los del esputo inducido (520,05 pg/ml vs. 502,61 pg/ml), a diferencia de los
resultados descritos por Eickmeier et al. (242), que encontraron unos niveles

diez veces superior en plasma respecto al esputo.

Por otra parte, tal como se puede observar en la Tabla 9, no se observo
cambios estadisticamente significativos en los niveles de RvD1, tanto en
plasma como en esputo inducido, tras la suplementacion con DHA. Estos
resultados no los podemos comparar con otros estudios ya que no se encontro
ningun estudio publicado que hubiera analizado el efecto de la RvD1 tras la
suplementacion con AG Omega-3 en los pacientes con FQ. En cambio, un
estudio realizado por Nordgren et al. (243), en que suplemento gestantes con
DHA, los niveles plasmaticos de RvD1 aumentaron de forma
estadisticamente significativa (p = 0,03). También, en un estudio realizado
por Dominguez et al. (244) observd un aumento estadisticamente
significativo de los niveles de RvD1 en el lavado broncoalveolar en los

ratones tratados con una dieta rica en DHA, respecto un grupo control.

Interleucinas (ILs):

A nivel de las interleucinas (IL-8 y TNF-a) tanto en plasma como en esputo
inducido, no se observd diferencias estadisticamente significativas tras la

suplementacion.
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ILs en plasma:

Los niveles medios basales de IL-8 en plasma de los pacientes con FQ fueron
de 18,26 pg/ml, similares a los observados en el estudio de Keen et al. (187)
y de Alicandro et al. (219), en que los pacientes con FQ presentaban una

media de 21 pg/ml en ambos estudios.

En este ensayo clinico, tras un afio de suplementacion con DHA, no se
observé cambios estadisticamente significativos en los niveles plasmaticos de
IL-8, concordando con los resultados de los estudios realizados por Alicandro
et al. (219) y Ldpez-Neyra et al. (217). El estudio de Keen et al. (187), con
tres brazos de tratamiento (PUFAs n-3, PUFAs n-6 y placebo) durante 3
meses, demostrd que tanto los que recibieron los suplementos de PUFASs n-3
como los que recibieron placebo, los niveles de IL-8 sérica disminuyeron en
comparacion con el grupo que recibié PUFASs n-6, con un mayor efecto en el

grupo que recibié PUFAs n-3, sin resultar estaticamente significativo.

Los pacientes con FQ de este estudio presentaron unos niveles medios de
TNF-a en plasma de 8,78 pg/ml, valores parecidos a los obtenidos en el
estudio realizado por Alicandro et al. (219), que tenian una media de 10,5
pg/ml. Estos resultados difieren bastante de los obtenidos en el estudio de
Keen et al. (220), que presentaban una media de TNF-a de 1,18 pg/ml y del
estudio de Kurlandsky et al. (203) que presentaban unos niveles indetectables,
coincidiendo con otros estudios que analizaron interleucinas en plasma en
pacientes con FQ (245-247) y que proponian la hipétesis de que la baja
sintesis de TNF-o era secundaria a la gran respuesta inflamatoria local,

produciéndose solo sintesis de TNF-a a nivel pulmonar (246).

En este estudio, al comprar los niveles medios de TNF-a en plasma de los
pacientes FQ respecto el grupo control, no observamos diferencias
estadisticamente significativas (8,78 pg/ml vs. 9,13 pg/ml, p = 0,122), en
cambio, Olveira et al. (190) observé que los niveles de TNF-a en plasma eran
mayores en los pacientes con FQ respecto un grupo control.

Tras un afio de suplementacion con DHA, en este estudio, los niveles

plasméaticos de TNF-o disminuyeron pero no de forma estadisticamente
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significativa (grupo DHA: de 8,42 a 6,66 mg/dl, grupo placebo: de 8,37 a 7,18
pa/ml, p = 1). Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos por
Leggieri et al. (208) y Alicandro et al. (219) que también observaron una
disminucion no estadisticamente significativa de los niveles de TNF-a en
plasma tras la suplementacion con DHA. En cambio, Olveira et al. (190), en
un estudio longitudinal sin grupo control, al suplementar con PUFAs n-3
durante un afio en pacientes adultos con FQ, encontrd6 un descenso

estadisticamente significativo de los niveles plasméticos de TNF-a.

El estudio realizado por Leggieri et al. (208), en el que no habia grupo control,
los pacientes con FQ suplementados con DHA presentaron una disminucion
de los niveles plasméaticos de IL-8 y de TNF-a tras 6 meses de
suplementacion, volviendo a aumentar a los 6 meses de haber suspendido el

tratamiento, sin que estos resultados fueran estadisticamente significativos.

ILs en esputo inducido:

En este estudio, se observé que los pacientes con FQ presentaban unos niveles
mas altos de I1L-8 en esputo inducido que en plasma (esputo inducido: 7879,7
pg/ml, plasma: 18,26 pg/ml). Estos resultados son similares a los publicados

por Lopez-Neyra et al. (217) (esputo inducido: 7198,4 pg/ml, plasma: 556,8
pg/ml).

Tras un afio de suplementacién con DHA, no se observd ningun cambio
estadisticamente significativo en los niveles de IL-8 en esputo inducido,
concordando también con los resultados publicados por Lopez-Neyra et al.
(217) y Pastor et al. (216).

A diferencia de la IL-8, en este estudio se obtuvo niveles medios de TNF-a
en esputo muy parecidos a los niveles séricos. Tras un afio de suplementacion
con DHA, tampoco se observaron cambios estadisticamente significativos en

los niveles medios de TNF-a en esputo inducido.

Segun Karpati et al. (248) los niveles de TNF-a e IL-8 en esputo inducido

aumentan durante una exacerbacion respiratoria, teniendo picos maximos
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entre el segundo y sexto dia de tratamiento y luego vuelven a disminuir; por
lo que los resultados de las ILs pueden ser muy variables dependiendo del

momento en que se recojan las muestras.

Tal como se ha comentado previamente, el efecto de los nuevos moduladores
de la CFTR sobre la inflamacidn no esta claramente definido, pero parece que
es menor de lo esperado inicialmente. Por este motivo, se quiso analizar el
paciente del estudio que fue excluido del anlisis estadistico por participar en
otro ensayo clinico con un modulador de la CFTR a los 5 meses de haber
iniciado este estudio. Tal como se puede observar en la Tabla 7, los niveles
de IL-8 y TNF-a tanto en plasma como en esputo, después los 7 meses de

haber iniciado el tratamiento con el modulador de la CFTR, no variaron.

Citologia en el esputo inducido:

En este estudio se observd que los pacientes con FQ presentaban un
porcentaje de neutréfilos en esputo inducido elevado, lo que indica que estos

pacientes presentan una inflamacion neutrofilica.

El porcentaje de neutrofilos después de la suplementacion no presento
cambios estadisticamente significativos respecto a los valores basales
(p=0,385) tal como se puede observar en la Tabla 15-B. Resultados
superponibles con los del estudio de Teopompi et al. (192), que tampoco
observo una disminucion estadisticamente significativa tras suplementar con
DHA a una dosis de 3 gramos al dia (Aladin®, Laborest, Italia) a pacientes
con FQ durante 10 semanas. No se encontraron otros estudios que analizaran
el recuento diferencial de neutrdéfilos en esputo inducido en pacientes con FQ

tras la suplementacion con DHA.

Ante estos resultados, podemos decir que a pesar de que se observé una
mejoria en el perfil de AG en los pacientes con FQ suplementados con DHA,
el porcentaje de neutréfilos no vario, seguramente porque los neutréfilos son

mas dependientes de la inflamacion secundaria a la infeccion endobronquial.

Estos resultados se correlacionan con los niveles de IL-8 obtenidos en este

estudio, ya que a nivel fisiologico, la IL-8 promueve la afluencia de los
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neutréfilos pulmonares y en este estudio, tras un afio de suplementacién con
DHA, no se observaron cambios estadisticamente significativos tanto en los

niveles de IL-8 como en el porcentaje neutrofilos en esputo inducido.

Elastasa neutrofilica en esputo inducido:

Tras la suplementacion con DHA, no se observo cambios estadisticamente
significativos de los valores de elastasa neutrofilica en esputo inducido. Estos
resultados concuerdan con los resultados publicados por Lopez-Neyra et al.

(217), que tampoco objetivd diferencias estadisticamente significativas.

Calprotectina fecal:

En este estudio no observamos cambios estadisticamente significativos a
nivel de calprotectina fecal entre los pacientes suplementados con DHA
respecto a los que recibieron placebo. Estos resultados concuerdan con el
estudio realizado por Leggieri et al. (208) y LOpez-Neyra et al. (217), que
tampoco observaron cambios estadisticamente significativos tras la

suplementacién con DHA.

Estos resultados pueden ser debidos a la variabilidad en los niveles de
calprotectina fecal que puede estar influenciados por los tratamientos que
estuvieran recibiendo los pacientes en el momento de la recogida de las
muestras (antibioticos o farmacos antiinflamatorios no esteroides) (249, 250),
por las exacerbaciones respiratorias (251) o una gastroenteritis viral

intercurrente (250).

7.3.4 Variables respiratorias

Funcién pulmonar:

Mas alld de los resultados de laboratorio, los resultados clinicos son
importantes para monitorizar a los pacientes con FQ. La funcién pulmonar,

principalmente el FEV 1, es el resultado mas relevante que utilizan los ensayos
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clinicos de FQ para valorar la mejoria de estos pacientes, ya que se considera
un marcador de progresion de enfermedad pulmonar, de mortalidad (252) y
de eficacia terapéutica (253, 254).

En este estudio, al comparar los pacientes tratados con DHA respecto los que
recibieron placebo durante el afio del estudio, se observd una mejoria
estadisticamente significativa de la funcion pulmonar expresado en litros
tanto de la FVC (de 2,63 a 3,10, p = 0,004) como de FEV1 (d 2,29 a 2,61, p=
0,044). Estos datos son concordantes con los publicados por Lawrence et al.
(186), De Vizia et al. (191) y Olveira et al. (190). Estos tres estudios estan
realizados con distintos preparados de AG y en pacientes con FQ no
exclusivamente pediatricos. Leggieri et al. (208), también publicaron un
aumento estadisticamente significativo del FEV1 expresado en litros en
pacientes pediatricos suplementados con DHA durante 6 meses y seguidos
durante 12 meses, pero sin grupo control ni comparacion con el afio previo al
estudio, por lo que este aumento podria ser debido al esperable en una

poblacion pediatrica en crecimiento.

Otros estudios no han encontrado efecto sobre la funcién pulmonar (85, 187,
188, 203, 204, 213-215, 217, 219, 255), quiza por la menor duracion del
tratamiento (de 4 a 24 semanas) (188, 203, 214, 220), menor numero de
pacientes evaluados (3-14 pacientes) (203, 204) o por la baja dosis 0 bajo
contenido en DHA en los suplementos (< 50 mg/kg/dia o < 40% del total de
AG) (188, 204, 213, 215, 217).

En este estudio, al comparar el FEF 25-75% entre el grupo que recibiéo DHA
respecto el que recibid placebo, se observo una mayor tendencia a aumentar
el FEF 25-75% en el grupo tratado con DHA, pero estas difrencias no fueron
estadisticamente significativas (de 2,66 a 3,23, p = 0,476). Otros ensayos
clinicos que también han analizado los mesoflujos en los pacientes con FQ
suplementados con PUFAs n-3 (85, 160, 206, 213), tampoco observaron

cambios estadisticamente significativos tras la suplementacion.

A parte de analizar estos parametros en litros, también se anlizaron en

porcentaje del valor tedrico (valor observado/predicho x 100) de la FVC, de
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FEV1y de FEF 25-75% y se observé mucha variabilidad tanto durante el afio
previo al inicio del estudio como durante el afio del estudio, sin obsevar

diferencias estadisticamente significativas.

Exacerbaciones respiratorias:

Otra variable clinica de gran interés en la FQ son las exacerbaciones
respiratorias, no solo por el deterioro agudo que suponen para el paciente,
sino por el impacto que tienen sobre la evolucion de la enfermedad (256).

En cuanto al nimero de exacerbaciones respiratorias, el grupo que recibio
placebo obtuvo una mediana de 2 exacerbaciones por afio, tanto el afio del
estudio como el afio previo. En cambio, el grupo que recibié DHA, el nimero
mediano de exacerbaciones respiratorias al afio disminuyo de 2 a 1 durante el
afio del estudio respecto al afio previo, sin resultar este descenso
estadisticamente significativo (p = 0,492), probablemente porque se trata de
un grupo pequeiio de pacientes y bien controlados. Estos resultados son
concordantes con los resultados publicados por Alicandro et al. (219), Van
Biervliet et al. (215), Lopez- Neyra et al. (217) y Keen et al. (187) que
tampoco encontraron diferencias estadisticamente significativas en el nimero
de exacerbaciones respiratorias después de un afio de suplementacién con
DHA procedente de algas en los 3 primeros estudios y durante 3 meses con

un preparado de PUFASs n-3 en el estudio de Keen et al.

Olveira et al. (190), en un estudio no controlado y realizado en adultos con
FQ, encontr6é una disminucién estadisticamente significativa del namero de
exacerbaciones respiratorias en el afio de suplementacion con una mezcla de
PUFAs (DHA, EPA, LA y GLA) en relacion con el afio previo (3,1£2 vs.
2,2£1,4, p < 0,05), aunque no en el numero de exacerbaciones graves
(0,7£0,8 vs. 0,4+0,6, p = n.s.). Hanssens et al. (85) también reportd un
descenso estadisticamente significativo del numero de exacerbaciones
respiratorias en un estudio aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo,
en 15 pacientes con FQ (de 14 a 17 afos) que recibieron aceite de pescado

rico en Omega-3 durante 12 meses.
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7.3.5 Variables antropométricas

La mejora de los pardmetros nutricionales como el peso o el IMC, son uno de
los objetivos del tratamiento de los pacientes con FQ, tal como se puede
observar también en los objetivos de los proyectos que estudian la eficacia de
los moduladores de la CFTR.

En este estudio se observo un aumento del peso y la talla, expresado en kilos
y centimetros respectivamente, tanto en el grupo que recibié DHA como en
el grupo placebo, algo que es de esperar al ser nifios que estan en fase de
crecimiento. Pero, al comparar los resultados entre los dos grupos, se observé
un aumento estadisticamente significativo tanto en el peso (p = 0,034), como
en la talla (p=0,026) en el grupo tratado con DHA respecto el grupo que

recibio placebo.

Mischler et al. (257), De Vizia et al. (191) y Steinkamp et al. (255) también
observaron un incremento ponderal estadisticamente significativo. Mischler
et al. (257) en un estudio longitudinal, sin grupo control, suplementaron con
LA a 13 pacientes con FQ (entre 10 y 24 afios) durante un afio, observando
un aumento significativo del peso. De Vizia et al. (191) también realizaron
un estudio longitudinal, sin grupo control, suplementando con una mezcla de
PUFAs n-3 (DHA + EPA) durante 8 meses a 30 pacientes con FQ (entre 12
y 20 afos), observando un aumento significativo en la altura (en z-score) a
los 4 y 8 meses de suplementacion, mientras que el peso (en z-score) aumento
a los 4 meses pero no se mantuvo al final del estudio. Steinkamp et al. (255),
en un estudio aleatorizado con grupo control, en 36 pacientes con FQ
(mayores de 4 afios), observaron un aumento significativo de peso en el grupo
suplementado con LA durante 3 meses, mientras que el grupo control no
presentd cambios estadisticamente significativos. Por el contrario, Durieu et
al. (207), en un trabajo en el que se administraban PUFAs n-3 por via
intravenosa durante 3 meses, observaron un descenso ponderal significativo
en los 7 adultos estudiados (inicio: 50 kg, final: 48,2 kg, p = 0,02) sin

encontrar ninguna otra explicacion, pero no en los 6 nifios evaluados. Por otra
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parte, varios estudios sobre suplementacién con PUFAs en pacientes con FQ
no encontraron diferencias estadisticamente significativas en el peso ni latalla
(188, 190, 203, 208, 211, 213, 217, 219).

En este estudio, los pacientes presentaban un IMC dentro de la normalidad, y
no se encontrd diferencias estadisticamente significativas entre el grupo que
recibié DHA respecto al grupo que recibio placebo a lo largo del estudio. Esto
podrian ser debidos a que estos pacientes aumentaron tanto la talla como el
peso, haciendo que el IMC se mantuviera estable. Estos resultados
concuerdan con la mayoria de los estudios sobre suplementacion con AG
Omega-3 en pacientes con FQ que tampoco encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el IMC (190, 208, 214, 217),
probablemente por la corta duracién de algunos de los estudios o por el tipo
de suplemento utilizado.

Olveira et al. (190) a pesar de no observar cambios estadisticamente
significativos ni en el peso ni el IMC tras un afio de suplementar con una
mezcla de PUFAs (DHA, EPA, LAy GLA) a 17 pacientes adultos con FQ, si
observo un aumento estadisticamente significativo de la masa magra y del

perimetro del brazo.

7.3.6 Seguridad

En este estudio s6lo un paciente presentd dolor abdominal intermitente tras iniciar
la suplementacion con DHA, pero coincidid con que presentaba parasitos
intestinales, lo cual es dificil saber si este efecto fue secundario a la suplementacion
0 a los parasitos, ya que decidié dejar de tomar los suplementos al mismo tiempo
que recibio el tratamiento con metronidazol, presentando mejoria posterior. A pesar
de que la suplementacion con DHA se hizo a altas dosis (50 mg/kg/dia, con una
dosis maxima de 2800mg de DHA al dia), el resto de los pacientes no presentaron
ningun efecto adverso, y esto podria ser debido a que los pacientes con IP recibieron
dosis adicionales de enzimas pancreaticas (10.000 Ul por toma), tal como

recomienda la Cochrane (185). Otros autores como Hanssens et al. (85), tampoco
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encontraron ningln paciente con esteatorrea ni otros sintomas gastrointestinales al

aumentar un 10% la dosis diaria de enzimas pancreaticas.

En general, los estudios publicados hasta la fecha refieren buena tolerancia y
practicamente ausencia de efectos secundarios. Los efectos secundarios que méas
frecuentes se han descritos son las molestias gastrointestinales o problemas con el
sabor del suplemento (85, 187, 190, 210, 215, 217, 257).

Por todo esto, podemos concluir que la suplementacién con DHA en pacientes con

FQ es segura.

7.3.7 Adherencia al tratamiento

La media de porcentaje de cumplimiento tedrico de los que terminaron el estudio fue
de 93,94 + 29,5 sin observar diferencias estadisticamente significativa entre ambos
grupos (grupo DHA: 87,72 £+ 28,37, grupo placebo: 103,38 + 27,36, p = 0,091). Estos
resultados son parecidos a los del estudio de Lopez-Neyra et al. (217) que también
observd una buena adherencia al tratamiento sin observar diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo tratado con DHA y el grupo que recibio
placebo (DHA 95,3 + 50,1; placebo 97,2 + 52,9; p = 0,861). El grado de adherencia
al tratamiento con DHA en estos dos estudios es muy elevado (alrededor del 90%),
teniendo en cuenta la baja adherencia al tratamiento descrita en la literatura en la

mayoria de las enfermedades cronicas (alrededor del 50%) (258).

Otro dato que nos corroboré la buena adherencia al tratamiento fue el observar que
los niveles de DHA en la membrana de eritrocitos aumentaron de forma
estadisticamente significativa en el grupo suplementado con DHA tanto a los 6 como
a los 12 meses del estudio (p < 0,001).

La buena adherencia que se consiguié en este ensayo clinico es debido a la educacion
sanitaria que recibieron los pacientes a lo largo del estudio, recordandoles la
importancia de la adherencia al tratamiento en cada visita, con un vocabulario propio
segun la edad y la comprension de cada uno, tal como recomiendan algunos autores

(259). Otro pilar fundamental de la adherencia conseguida fue la colaboracion de la

149



DISCUSION

farmacia hospitalaria en informarnos sobre la cantidad de mediacion retirada de cada
uno de los pacientes.

Como hemos comentado, un 31,25% (5/16) retiraron mas del 100% de la medicacion
necesaria, un punto importante a considerar para mejorar otros estudios, porque este
hecho provoca un desaprovechamiento de recursos tanto en gasto de medicacion

como en gestién de stocks y dispensaciones.

Cabe destacar que a pesar de que algunos pacientes les tocaba tomar hasta un maximo
de 7 perlas al dia repartidos en tres tomas y que otros s6lo les tocaban 2 o 3 perlas en
una sola toma al dia, no se observd mejor cumplimiento en los pacientes que les
tocaba tomar menos perlas. Aun asi, en la vida real, en los nifios mayores o
adolescentes, se podria facilitar el cumplimento con la administracion de menos
perlas al dia, con la presentacion “Brudy DHA 1200 que cada perla contienen 1200
mg de aceite Omega-3 (840 mg de DHA y 95 mg de EPA) en lugar de las de “Brudy
NEN” que cada perla contiene 400 mg de Omega-3 (350 mg de DHA y 42,5 mg de
EPA).

Uno de los abandonos fue porque uno de los pacientes tenia dificultad para tragar las
perlas. Por este motivo, de cara a la vida real o estudios posteriores, se recomienda
la opcidn de administrar estos suplementos en forma de suspension o gel con sabor a
mandarina (Brudy DHA Kids) para mejorar el cumplimiento terapéutico. En este
estudio, utilizamos en todos los pacientes perlas en lugar de suspension o gel, para
uniformar la presentacion del tratamiento, y para conseguir que el placebo tuviera

igual sabor, color, textura y olor que las capsulas de DHA.
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7.4 Fortalezas del estudio

El disefio de este estudio es una de las principales fortalezas de esta tesis doctoral, al ser
un ensayo clinico aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo, por lo que se trata
del mejor disefio para valorar el efecto de un tratamiento. Los ensayos clinicos controlados
son el sello distintivo de la medicina basada en la evidencia y forman la base para traducir
los datos de la investigacion a la practica clinica. Este tipo de estudios ofrecen datos
robustos, consistentes y con una elevada validez interna (260).

El suplemento utilizado en este estudio, contiene mayor cantidad de DHA en el triglicérido
que la mayoria de los suplementos que existen en el mercado (70% del total de AG frente
a un 30-40%) y ademas, este producto tiene la patente de uso como antioxidante celular.
Todo ello le confiere eficacia superior de suplemento respecto a los otros productos

utilizados en las publicaciones sobre suplementacion con PUFAs n-3 en pacientes con

FQ.

Por otra parte, en esta tesis doctoral hemos analizado una gran cantidad de variables, tanto
a nivel clinico como bioquimico, lo que ofrece una amplia perspectiva del efecto de la
suplementacién con DHA en pacientes con FQ.

El analisis de AG en la membrana de eritrocitos es otra fortaleza del estudio, ya que le da
objetividad, porque refleja la ingesta de AG de aproximadamente de los Gltimos 120 dias
(225), a diferencia de analizarlo en plasma, que solo refleja la ingesta de AG de las pocas
horas antes de la extraccion de sangre. Otro ventaja de analizar los AG en la membrana de
eritrocitos es que puede utilizarse como técnica substitutiva para evaluar los niveles
tisulares de los AG (261). En cambio, en la mayoria de estudios analizan el perfil de AG
en plasma (160, 190, 203, 205, 209, 213, 217, 219, 220, 226).

Al analizar la adherencia al tratamiento durante el ensayo clinico, permitié asegurar que
los resultados obtenidos corresponden al efecto de la suplementacion con DHA en

pacientes con FQ.
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7.5 Limitaciones del estudio

Si bien el presente estudio se intentd realizar con los mejores criterios de calidad

disponibles por el equipo investigador, presenta una serie de limitaciones.

Una de las limitaciones mas importantes de este trabajo, es el tamafio de la muestra. Esto
se debe a que es un ensayo clinico realizado en una enfermedad minoritaria, dirigido sélo
a pacientes pediatricos y que se realizd en un unico centro. Aun asi, se intentd incluir el
maximo de pacientes, ofreciéndoles participar en el estudio a todos los pacientes con FQ
que cumplian los criterios de inclusion y no de exclusion. EI hecho de ser un estudio
controlado, randomizado a doble ciego, hace pensar que el aumento del tamafio muestral
no modificaria de forma sustancial los resultados. Sin embargo, se entiende que un nimero
mayor de participantes podria mostrar mas diferencias estadisticamente significativas de
las encontradas. Conviene destacar que el tamafio muestral de estudios aleatorizados con
suplementacién de AG Omega-3 en pacientes con FQ publicados hasta la fecha, son
similares o inferiores al a los resultados de este estudio (Anexo 1), excepto el estudio
realizado por Lopez-Neyra (217), que se trata de un ensayo clinico multicéntrico que
incluyeron 96 pacientes con FQ, abarcando des de lactantes mayores de 2 meses hasta
adultos.

Este ensayo clinico durd 12 meses. Un aumento de la duracion del estudio probablemente
hubiera permitido estudiar mejor la evolucion clinica de estos pacientes. Aun asi, la
duracién del estudio fue superior a la mayoria de estudios publicados (187, 191, 192, 202,
203, 205, 206, 209, 210, 213, 218, 255), y de hecho, ninguno de los ensayos realizados

sobre la suplementacion con AG Omega-3 en pacientes con FQ ha superado los 12 meses.
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8 CONCLUSIONES

1. Al comparar le perfil de AG de la membrana de los eritrocitos entre los pacientes con
FQ respecto el grupo control, se observd unos niveles basales estadisticamente
disminuidos de PUFAs n-3 (a expensas del DHA) y de LA, asi como un aumento
estadisticamente significativo de los MUFASs; no encontrando cambios
estadisticamente significativos en los niveles de SFAs. Al comparar el perfil de AG
basales de los pacientes FQ-IP, respecto a los FQ-SP, no se observo diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de PUFAs n-3, en cambio, los pacientes
FQ-IP mostraron niveles estadisticamente significativos mas bajos de SFAs y PUFAS
n-6 y mas altos de MUFA:s.

2. Tras la suplementacion con DHA en pacientes pediatricos con FQ, se encontr6 que
los PUFAs n-3 fueron absorbidos e incorporados en la membrana de eritrocitos,
aumentando de forma estadisticamente significativa tanto los niveles de DHA como
de EPA tanto a los 6 como a los 12 meses de la suplementacion. Por el contrario, los
niveles de PUFAs n-6 disminuyeron de forma estadisticamente significativa a los 6
y 12 meses de suplementacién, a expensas de una disminucion de los niveles de
ARA. A nivel de los SFAs y MUFAs no se observaron cambios estadisticamente
significativos a lo largo del estudio.

3. No se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar los
resultados de los parametros de inflamacion sistémica, pulmonar e intestinal, entre

el grupo suplementado durante un afio con DHA respecto el grupo placebo.

4. Al comparar los resultados de los pardmetros de la funcién pulmonar, el nimero de
exacerbaciones respiratorias y los parametros antropometricos entre el grupo
suplementado con DHA durante un afio, respecto al grupo placebo, se observo
cambios estadisticamente significativos en la FVC y el FEV1 (expresado en litros),
en el peso y la talla; y diferencias no estadisticamente significativas en FEF 25-75%

(expreso en litros), exacerbaciones respiratorias e IMC.
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5. La suplementacion con DHA de alta concentracién (Tridocosahexaenoina-AOX ®
70%) a 50 mg/kg/dia durante un afio en pacientes pediatricos con FQ fue segura 'y se

observé una buena adherencia al tratamiento.
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Consideraciones finales:

En este estudio se observo que los pacientes pediatricos con FQ, al comprarlo con un grupo
control, presentaban unos niveles de DHA en la membrana de eritrocitos disminuidos de
forma estadisticamente significativos. Tras un afio de suplementacion con DHA de alta
concentracion (Tridocosahexaenoina-AOX ® 70%) a 50mg/kg/dia, estos niveles
aumentaron de forma estadisticamente significativa, y consecuentemente, los niveles de
ARA disminuyeron de forma estadisticamente significativa. También se observo un
aumento estadisticamente significativo de los siguiente parametros: FVC, FEV1, peso y
talla; una disminucion no estadisticamente significativa de ndmero de exacerbaciones
respiratorias (pasando de una mediana de dos a una exacerbacién al afio); sin encontrar
cambios estadisticamente significativos en los parametros inflamatorios (interleucinas,

RvD1, elastasa neutrofilica, porcentaje de neutrofilos en esputo y calprotectina fecal).

Estos resultados obtenidos, concuerdan con los resultados publicados en otros ensayos
clinicos similares, aunque hay otros estudios que no muestran beneficios en la
suplementacion con PUFAs en pacientes con FQ. Es dificil comparar los distintos estudios
publicados sobre el tema ya que hay diferencias metodoldgicas, distintos suplementos (la
gran mayoria con un bajo porcentaje de DHA en el triglicérido) y distintas variables

analizadas.

A pesar de gue la ultima Cochrane no aconseja de forma rutinaria la suplementacion con
DHA en pacientes con FQ, este estudio abre la puerta a seguir investigando sobre la
suplementacion con DHA de alta concentracién en pacientes con FQ, con estudios
multicéntricos, controlados y aleatorizados con un numero suficiente de pacientes que

permitan establecer conclusiones basadas en la evidencia.
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9. FUTURAS LINIAS DE INVESTIGACION

La presente tesis doctoral ha contribuido a ampliar el conocimiento en relacion del perfil
de AG en los pacientes con FQ y los efectos de la suplementacion con PUFAS n-3 en estos
pacientes. Sin embargo, aln quedarian incognitas para resolver, por lo que es necesario

seguir con esta linea de investigacion, abriendo futuras lineas de investigacion.

Des del punto de vista metodoldgico, seria necesario realizar estudios adicionales con
mayor numero de pacientes para confirmar los resultados alentadores de este estudio.

Otra futura linea de investigacion, seria valorar el efecto conjunto de la suplementacion

con DHA con el tratamiento de moduladores de la CFTR sobre la inflamacion.

Por otra parte, estaria bien realizar estudios que investiguen nuevos biomarcadores para
valorar mejor el efecto antiinflamatorio del DHA en los pacientes con FQ, ya que en la
actualidad, los biomarcadores que disponemos son muy poco especificos y, por lo tanto,
se necesitan mas estudios para encontrar unos biomarcadores adecuados, no solo para
detectar la inflamacion, sino para avaluar el progreso de la enfermedad y la eficiencia del

tratamiento.

Ademas, se podria ampliar la investigacion del estudio del perfil de AG no s6lo en los
pacientes con FQ, sino también en otras patologias inflamatorias respiratorias y alérgicas.
Actualmente, se ha iniciado un nuevo proyecto que ya esta aprobado por el CEI del hospital
(Anexo 17) y becado por la Sociedad Espafiola de Inmunologia Clinica, Alergologia y
Asma Pediatrica (SEICAP) (Anexo 18) que tiene como objetivo analizar el perfil de AG
en pacientes con asma atopica respecto a pacientes sanos y evaluar la correlacion entre el

perfil de AG con el grado de control y severidad del asma atopica.
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11.

ANEXOS

11.1 Estudios de suplementacion con PUFASs en pacientes FQ

Autor Disefio estudio Suplemento Resultados/ Comentarios
Afo y Pais Tamafio muestra Duracion

Mischler EH et al. | Longitudinal LA (Macrolipid) 1 significativo % LA en plasma y

(257) sin grupo control eritrocitos. 1 murio a pesar de niveles

1986 12 meses normales de LA. 13 ganaron mas peso

Avrizona (Tucson) 13 FQ (10-24afos) compfaradp con el f’iﬁO previo. No

EEUU 5 controles cambios significativos en en test sudor,
clinica, satHb. Tendenciaen 1 PGE2y
en | la PG F2alfa en los tltimos 6
meses.

Christophe et al. Longitudinal sin 911 mg Omega-3 Enriquecimiento de los lipidos séricos

(212) grupo control Naudicelle SL capsules (fosfolipidos, triglicéridos, ésteres de

1992 Bio-Oil: 335 mg de aceite colesterol y AG libres) con n-3.

Bélgica (Gante)

9 FQ-IP (7-20afios)
6 sanos

de salmon + 165 mg de
lecitina de soja + 152 mg n-
3

1 mes de placebo + 1 mes
de n-3 0 al revés.

El preparado de Omega-3 contenia
lecitina para aumentar absorcién

Lawrence et al.
(186, 211)

1993

Syndey

Aleatorizado doble
ciego con placebo,
cruzado.

8FQ (12-22afios)
9 sanos

2.79 EPA (capsulas aceite
de pescado)
Placebo: aceite oliva

6 semanas de cada (con un
periodo de 12 semanas sin
nada)

ldel n°y afinidad de los Rp LTB4 en
los FQ. Los tratados con EPA se
corrigieron estos Rp a valores normales
y 1 1laFVC (L) (p=0,01) y el FEV1
(p=0,06)

También |produccion de esputo y
mejora de pardmetros clinicos.

Henderson et al.

Aleatorizado doble

3.20EPA+2.2gDHA

Incorporacién de n-3 en plasma 'y

(210) ciego con placebo. (89 aceite de pescado) fosfolipidos de membrana de glébulos
1994 comparado con aceite de rojos.
; 12 FQ-IP (> 9afios, oliva. 2/7 del grupo tratamiento y 2/5 del

Washington mediana: 12,5 afios) placebo salieron del estudio por diarrea
13 sanos (> 9afios, 6 semanas tratamiento (12 | o eructos = habria que 1los enzimas
mediana: 13,4 afos) de seguimiento) pancreaticos

Kurlandsky et al. Doble ciego, estudio 1: n-3 0 n-6 6semanas 1 de EPA y DHA en los fosfolipidos

(203) cruzado (n-3'y n-6) 2: lavado 6 semanas plaquetarios y |LTB4 en suero después

1994 3:elotro(n-306)6 de tratar con n-3

Michigan 14FQ (6-16a) semanas No diferencia significativas en el

n-3:100-131 mg/kg
(44%EPA, 24% DHA)
6 semanas

crecimiento, gravedad clinica, prueba
de sudor ni funcién pulmonar.
No efectos adversos

Clandinin et al.
(209)

1995

Canada (Edmonton)

Longitudinal

23 FQ-IP

(14 adultos, 9 nifios)
21 sanos

(13 adultos, 8 nifios)

35 mg/kg n-3 (aceite de
pescado, LipidTeknik.

4 semanas

Menos AGE en los FQ respecto los
sanos.

La suplementacion: TEPA en los FQ
adultos pero no en nifos; |LA en FQ
nifios y no adultos (p<0,05)

Los nifios FQ tenian valores mayores de
ARAY LA,

Katz et al.
(213)

1996

Nueva York
(Bronx)

Aleatorizado doble
ciego, paralelo.

18 FQ (10-37 afios)

150 mg/kg ev emulsion de
lipidos de aceite de pescado
con 10% de n-3
(Omegavenous 10%)
Control: lipidos ricos en LA
y oleico, sin EPA ni DHA.
6 meses

No cambios en funcién pulmonar.
En los suplementados: 1 significativo
de DHA y EPA (n-3), sin cambios en
los n-6 plasmaticos.

Todas las infusiones fueron bien
toleradas, no reacciones adversas.
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van Egmond AWA

Aleatorizado, no

LA dosis altas (12%) vs.

Los suplementados con dosis altas de

et al. (262) ciego, grupo control LA dosis bajas (7%) LA el peso y la talla por edad fueron
1996 (LA dosis bajas) 12 meses (duracion mas altos, a pesar de una ingesta
Wisconsin 76 FQ (<9 meses) variablt_a, hasta fin de significativamente mayor en el
(Madison) lactancia o 18 meses de suplementado a dosis bajas. Esta

edad). diferencia fue mas pronunciada entre

los 6-9 meses de edad.

Thies 5 FQ con afectacion | <25kg: 1.8 EPA +1.2g DHA. | No hubo cambio a nivel de ingresos ni
(204) pulmonar ~ crénica  (4- | >25kg: 2,79 EPA +1.8g DHA | tratamientos hospitalarios. No cambios
1997 16afios) 6 semanas ciclado con 6 | significativos en funcién pulmonar.
Australia Estudio piloto semanas de lavado 1 muri6 pasado 12 meses. Evaluando el

(Melbourne)

12 meses

resto de pacientes si | significativamente
el n° de ingresos.

Steinkamp G et al. | Aleatorizado, no | Suplemento dietético (Fresubin) | EI grupo suplementado, al comparar con
(255) ciego, grupo control | con:1,8g(16%)deLA,0,75gde | ¢l grupo control, 1 de forma significativa
2000 (no placebo) ggﬁfmgéelco’ 8'22959 ddee Zg:gg la ingesta energética (Kcal/dia), el peso
Alemania 36 FO (>4 af estedrico y O,ng (0,2%) de pgral ladalgllr?a/& la grasa corporal y |
(Miinchen) Q (>4 anos) ALA. niveles de .
3 meses

De Vizia B et al. Longitudinal 1,28gEPA+0,93gDHA, 1EPA,DHA y LA + |ARA en mb de
(191) (capsulas de aceite de eritrocitos. |IgG y a-1AT, mejora el
2003 30FQ (0.8-24 afios) pescado, Triolip, SOFAR) FEV1y | durada de AB comparado con

Italia (Napoles)

20 controles

8 meses

los 8 meses previos (p<0,05)

No efectos adversos.

FQ comparados con controles: tienen
IEPA y LA, TALA vy niveles similares
de DHA.

Panchaud et al. Randomizado doble | 200 ml suplemento con: 200 | tEPA, |LTB4/LTB5 en la membrana
(188) ciego, cruzado sin | mg EPA, 100 mg DHA, 180 | neutrdéfilos que tomaban n-3
2006 periodo de lavado mg GLA y 90 mg STA. DHA no 1 significativo, quizd por bajo
. <25kg: 200 ml, 25-50kg: 400ml, | consumo de DHA. También porque en la mb
Suiza 17 FQ (edad media: >50kg: 600 ml. de neutrofilos se incorpora mejor el EPA 'y en
18afios, 9-27afi0s) ' tejido adiposo el DHA. En mb de eritrocito se
' 12 meses (6 de n-3 y 6 | incorporan igual los 2.
placebo) LTB5 se produce a partir de EPA y es un
factor quimiotactico mucho mas débil para
los neutrofilos en comparacion con LTB4.
No diferencias en parametros inflamatorios,
funcién pulmonar ni antropométricos.
Lloyd-Still et al. Randomizado doble | Capsulas con aceite de alga | {DHA en plasma, eritrocitos y rectal
(160) ciego (DHASCO®) (p<0.001) + | ARA y ARA/DHA.
2006 50 mg/kg DHA, 1-4,2g/dia. No afectos adversos
Chicago 19 FQ-IP Placebo: aceite soja/ maiz No cambios en funcién pulmonar
(8-20afios) 6 meses
Jumpsen et al. Longitudinal. 70 mg/kg DHA (200 mg de | 1 DHA en plasma, eritrocitos y mucosa

(206) DHA por capsula, Martek) duodenal post suplementacion.

2006 5 FQ (18-43afios)

Canada (Alberta) 6 semanas

Durieu et al. 13 FQ-IP Emulsién ev de aceite de | AG plaquetas: tEPA y DHA, no
(207) (5-40a, 7 adultos y 6 | pescado Omega-3 | cambios en ARA

2007 nifios) (Omegavenous®), cada | AG plasma: no cambios

Francia (Lion)

semana a 2 ml/kg

12 semanas

lpeso y glutation en los 7 adultos, no en

los nifios

Van Biervliet et al.
(215)

2008

Bélgica (Gante)

Randomizado a doble
ciego

17 FQ (AF508
homocigoto) pero uno
sali6 del estudio

Edad media: 12afios

500 mg de aceite de algal de
triglicérido con 40% de

DHA  (DHASCO oils,
Martek Bioscience Corp.,
USA)

Placebo: aceite de semilla
12 meses

Mejora del perfil de AG ({DHA i EPA,
JARA/DHA)

No mejora el FEV1, la FVC% ni el n®
de exacerbaciones entre inicio y final
del estudio.

Olveira et al. (190)
2010

Longitudinal

19 FQ (>16 afios)

6 capsulas/dia de Synerbiol
(Nutergia)=> 324 mg EPA,

Post suplementacion: | significativa de
reagudizaciones y consumo de AB con
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Espafia (Méalaga) 216 mg DHA, 480 mg ALy | mejoria de la funcion pulmonar, masa
Pacientes control | 258 mg AGL magra y dinamometria.
sanos. significativa de los Ac anti-LDL oxidada
12 meses (IgG e M) y TNF-a.y T Rp’s solubles.
tsignificativo DHA y LA, | MUFAs y
ARA/DHA.
Se analizaron 17 pacientes porque 2
abandonaron el estudio por efectos
secundarios
Keen et al. Aleatorizado  doble | 50 mg/kg/dia de AG (# | 1 significativo de EPA y DHA en el
(187) ciego controlado con | concentraciones de AG en | grupo tratamiento vs. placebo.
2010 placebo y n-6 los 3 grupos) TARA - |FeNO y nNO. n-32> |VSGy
Alemania IL-8  n-6 >1VSG iy
35 FQ (8-41 afios) 3 meses No hubo diferencias en funcion
3 grupos: 12,10,13 pulmonar.

Alicandro et al.
(219)
2012
Italia

Multicéntrico
Aleatorizado  doble
ciego controlado con
placebo.

41FQ (6-12 afios):
21DHA, 20 placebo

DHA 100 mg/kg/dia 1r mes
y después 1g/dia.
Triacilglicerol derivado de
algas (DHA RichOQil capsulas).
Placebo: aceite de germen
12 meses

| del ratio ARA/DHA en el grupo
tratado con DHA ya a los 6 meses
(p=0,001)

No vieron asociacion con resultados
clinicos ni en parametros inflamatorios.

Leggieri et al. (208)
2013
Italia (Roma)

Longitudinal.

10FQ (edad media: 9
afios, 6-18 afos)

DHA RichQil DMF

(1g= 4 cépsulas)

1 g/10kg/dia 1 mes + 250
mg/10kg/dia 5 meses.

6 meses de tratamiento y 12
meses de seguimiento

N pequefia = p no significativas, pero
parece que la suplementacion con DHA
mejora la inflamacién pulmonar e
intestinal de los FQ (|IL8 y TNF-a en
suero y la calprotectina fecal)

Hanssens et al. (85)
2016

Aleatorizado, doble
ciego controlado con

Aceite de pescado Omega.
Cépsulas de Omega-3

La suplementacion n-3 a largo plazo
ofrece beneficios clinicos en cuanto

Bruselas placebo. Premiums (Laboratoires exacerbaciones y la duracion de los AB
Ponroy, Boufféré) en pacientes FQ.
15(AF508/ AF508) 12 meses No hubo diferencias en funcion
(14-17afos) pulmonar. Los z-score de IMC se
mantuvieron estables.
Véricel et al. Randomizado, doble | DHA  (Pro-Mind  capsulas, | 1DHA y vit E + |DPA en plasma y
(205) ciego aceite de alga_S) 0 placebo | Jipidos de plaquetas. | marcadores de
2016 cross-over (aceite girasol): 5 mg/kg 2 | heroxidacion pero no significativo.

Francia (Lion)

10 FQ (9-29afios)
6 placebo >DHA
4 DHA - placebo

semanas, después 10 mg/kg 2
semanas.

wash-out: 9 semanas.

4 semanas

Potencial antioxidante de la ingesta
moderada de DHA en sujetos que
muestran un mayor estrés oxidativo.

Pastor et al. Aleatorizado Aceite de algas enriquecido | 1DHA y EPA después de 6-12 meses
(216) en DHA (DHA-basic®, de suplementacion.
2019 50 FQ (>2 meses, CASEN Fleet S.L.U) No diferencias en PCR, IL-8 (plasma y
& ; también adultos 50 mg/kg/dia, méx. 3g de esputo) ni calprotectina fecal.
Espeties (i) 25placebo, 25 DH)A DHAg/JdiziJ ‘ puto) P
(mismo estudio que 12 meses
L6pez-Neyra et al)
Teopompi et al. | Longitudinal Todos suplementados con FQ: 1LTB4, PGE2 y 15-HETE
(192) DHA (Aladin®): 1g c/8h. comparado con EPOC, pero no
2019 15FQ diferencias en el DHA.
10 EPOC 10 semanas. Post DHA, 1DHA/ARA, |[LTB4 y 15-

Italia (Palermo)

(20-40afios)

HETE

L6pez-Neyra et al.
(217)

2020

Espafia (Madrid)

Aleatorizado  doble
ciego controlad con
placebo

96 FQ
48placebo)
(> 2meses-adultos)

(48DHA

Aceite de algas, 35% de
DHA (DHA-basic®, CASEN),
50 mg/Kg/dia, max.3g/dia.
Placebo: aceite de sojay
maiz

12 meses

Fue seguro pero no mostrd beneficios en
los marcadores inflamatorios ni a nivel
clinico entre DHA y placebo.

*EPA: 4cido eicosapentaenoico, DHA: acido docosahexaenoico, AL: acido linoleico, AGL: acido gammalinolénico, ARA:
acido araquidoénico, AG: &cidos grasos, AGE: acidos grasos esenciales, LB4: leucotrieno B4, PGE: prostaglandina E,
HETE: &cido hydroxyeicosatetraenoic, nNO: oOxido nitrico nasal, FeNO: ¢xido nitrico exhalado, VSG: velocidad de
sedimentacion glomerular, AS: &cido esteratidonico, AB: antibiotico, FQ: fibrosis quistica, EPOC: enfermedad pulmonar
obstructiva crdnica, PCR: proteina C reactiva, IL: interleucina, TNF: factor de necrosis tumoral, IMC: indice de masa
corporal, FVC: capacidad vital forzada, FEV1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo, ev: endovenoso, mb:
membrana, satHb: saturacion de hemoglobina.
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11.2 Aprobacion del CEI

Parc Tauli l? PEeT

Hospital Universitari INSTITUT DINVESTIGACIO

I INNOWVALCIO PARC TAULT

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

COLOMA MORENO QUIROGA, Secretaria del Comité Etico de Investigacién Clinica de la
CORPORACIO SANITARIA PARC TAULI DE SABADELL (Barcelona)

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta del promotor FUNDACIO PARC TAULI cédigo
PED-DHA-2017 para que se realice el estudio titulado: "Efecto del acido docosahexaenoico
(DHA) antioxidante en pacientes con fibrosis quistica. Ensayo clinico aleatorizado" ,
Protocolo, HIP/CI version 11/11/2017, y considera que:

1.

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los
objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsible para el
sujeto.

La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar a
cabo el estudio.

Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado
como la compensacion prevista para los sujetos por dafios que pudiera derivarse de
su participacion en el estudio.

El alcance de las compensaciones economicas previstas no interfiere con el respeto
a los postulados éticos.

Y que el Comité acepta que dicho estudio sea realizado en el Corporacio Sanitaria
Parc Tauli de Sabadell por Ayats Vidal Roser, como investigador principal.

Lo que firma en Sabadell a sabado, 18 noviembre 2017

Firmado:

firmada digitalmente por

MORENO 5%,
QUIROGA =&

COLOMA - F==asid
40859447Q 2 ==

Fecha: 2017.11.23 13:0255
o100

Dra. Coloma Moreno Quiroga
Ref.: 2017310
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11.3 Manual del investigador del triglicérido de DHA
(tridocosahexaenoina-AOX®) de Brudylab

Si algun mérito tenemos, ha sido el observar la fisiologia humana del DHA, para luego
imitarla. Partiendo de la importancia que tiene el DHA para la maduracion del cerebro y la
retina en el feto y el neonato, es evidente que en estos periodos del desarrollo se va a requerir
un aporte elevado de DHA.

Ello tiene lugar durante el Gltimo trimestre del embarazo y el primer afio de vida. La madre
es la que suministra el DHA al feto, por la via placentaria, y luego al neonato, a través de la
lactancia materna; un DHA que ella obtiene enteramente de la dieta, con la ingesta de
pescado. Analizando la leche materna humana, hemos visto que el 87% del DHA presente
en ella, lo esta en forma de triglicéridos, y por este motivo queda claro que al humano hay
que administrarle el DHA en forma de triglicérido si deseamos una Optima absorcion.
Cuando buscamos la posicion que ocupa el DHA en los triglicéridos de la leche materna
humana mediante cromatografia, se aprecia que el 50% del DHA se encuentra situado en la
posicion central (Sn-2) del triglicérido. Quiere ello decir, que esa posicion va a ser

fundamental para una mejor absorcion digestiva del DHA, como asi ocurre.

[ 1G>85% - BIODISPONIBILIDAD

DHA (>70%) y
DHA en sn-2 (>809%)
= EFICACIA

Glicerol

Estructura preservada = ACTIVIDAD Y SEGURIDAD

Las lipasas salivales, gastricas y pancreaticas, rompen los enlaces 1y 3, liberando los &cidos
grasos de los extremos, que se absorben como &cidos grasos libres; pero estas no son capaces
de romper el enlace en la posicidn 2 del glicerol, que ahora ha quedado transformado en un
monoglicérido de DHA. En este caso, el monoglicérido de DHA atraviesa el enterocito de
manera intacta, para alcanzar la sangre. Una vez en la sangre, la presencia de un
poliinsaturado en la posicion central va a estimular su conversion a la forma de fosfolipido,

para ser depositado en una membrana celular. Ello se consigue afiadiendo un nuevo acido
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graso en la posicién 1, y colocando un grupo fosfato y una base nitrogenada en la posicion
3. El triglicérido de DHA antioxidante, convertido en un monoglicérido de DHA en el tubo
digestivo, es absorbido y convertido en un fosfolipido de DHA, que sera insertado en

cualquier membrana celular.

TRGLICERIDD PURD DF DHA
ABSORCION i i
DIGESTIVA ol [

LIPASAS

-.' SENGRE

CONVERSIONA
FOsFoLIPIDO
(HIGADO)

DEPOSITO EN
MEMBRANAS
CELULARES

AR Azl o A e bkt ko Oirrsiiga &
DA el D oo e ko Cmaga 3

SOURE-REGULACION ENTIMATICA. -1

' GLUTATION INTRACELULAR
{+200 a 300%)

PROCESO DE SINTESIS PATENTADO

Convertimos los triglicéridos del pescado, en triglicéridos de DHA del tipo humano (con
DHA en posicién central). Tomando el aceite del pescado , procedemos eliminando todos
los &cidos grasos que no sean DHA: el colesterol, los saturados, monoinsaturados,
poliinsaturados Omega-6 y todos los poliinsaturados Omega-3, excepto el DHA. Con ello
obtenemos un concentrado de DHA con muy bajos niveles de todos los demas acidos grasos,
que introducimos en un reactor, junto con glicerol y enzimas. Durante el proceso de
reesterificacion realizado intentamos priorizar la reesterificacion en la posicion central.
Mediante esta metodologia intentamos priorizar la colocacion de DHA en la posicion Sn-2

(central) de igual modo que lo encontramos en la leche materna humana.
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NUESTRA PATENTE

Fruto de la sintesis de triglicéridos de DHA, con DHA en posicion central, se favorece la
absorcién digestiva y su conversién en fosfolipidos de DHA, que son ubicados en cualquier

membrana celular.

Los estudios en cultivos celulares nos permitieron deducir, que la presencia de mayor
cantidad de DHA en la membrana celular, puesto que el DHA tiene 6 enlaces dobles que
pueden ser facilmente oxidados, origina una activacion génica, por sobre-regulacion
enzimatica, y la célula, por si acaso, incrementa la produccion de glutation dentro de su

citoplasma en el orden de un 200 a 300% mas de lo habitual.

HS
0 H
Hooc\/\)J\N N.__-COOH
H
NH, o}

El glutation (GSH) es un tripéptido constituido por 3 aminoacidos: cisteina, glutamato y
glicina. Contiene un enlace peptidico inusual entre el grupo amino de la cisteina y el grupo
carboxilo de la cadena lateral del glutamato. El glutation es el principal antioxidante de las
células, es ubicuo y ayuda a protegerlas de las especies reactivas del oxigeno como los

radicales libres y los perdxidos.
Glutation tiene multiples funciones:

1. Es el mayor antioxidante endégeno producido por las células, participando directamente
en la neutralizacién de radicales libres y compuestos de oxigeno reactivo, asi como el
mantenimiento de los antioxidantes exdgenos, como las vitaminas C y E en sus formas

reducidas (activas).

2. A través de la conjugacion directa, desintoxica muchos xenobidticos (compuestos

extrafios) y los agentes carcindgenos, tanto organicos como inorganicos.

3. Es esencial en el sistema inmunologico para ejercer todo su potencial, por ejemplo, la
modulacion de la presentacion de antigenos a los linfocitos, lo que influye en la produccion
de citoquinas y el tipo de respuesta (celular o humoral) que se desarrolla, aumentar la

proliferacion de los linfocitos, lo que aumenta la magnitud de la respuesta, aumentar la
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actividad de eliminacion de las células T citotoxicas y las células NK, y la regulacion de la

apoptosis, manteniendo asi el control de la respuesta inmune.

4. Desempefia un papel fundamental en numerosas reacciones metabdlicas y bioquimicas
como la sintesis y reparacion del ADN, la sintesis de proteinas, la sintesis de prostaglandinas,
el transporte de aminoacidos y la activacion enzimatica. Por lo tanto, todos los sistemas del
cuerpo pueden ser afectados por el estado del sistema de glutatidn, especialmente el sistema

inmunitario, el sistema nervioso, el sistema gastrointestinal y los pulmones.

La siguiente grafica muestra el diferente poder antioxidante de diversas sustancias

comparativamente con la Tridocosahexaenina-AOX

CELULAS DE RETINA HUMANA ARPE-19
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§ o s Nivel de proteccion anticddants de ia Tridocosshexsenoing-AQX® Brudy Fs=ss
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PAPEL ANTIINFLAMATORIO2 - ANTIANGIOGENICO Y ANTITUMORAL3 DEL
DHA

Los AG Omega-3 como el DHA compiten con los Omega-6 a nivel de las membranas
celulares. Un estudio de biodisponibilidad dosis-respuesta pone de manifiesto como se
depositan en la membrana celular de los glébulos rojos tras 30 dias de administracion oral.
El ritmo de decremento del acido araquidonico (ARA) Omega-6 se compensa con un
incremento equivalente del DHA. EIl cambio ocurrido en la membrana eritrocitaria es un fiel

reflejo de lo que ocurre en el resto de las membranas celulares de todo el organismo.
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Estudio dosis-respuesta en membrana de eritrocito
tras 30 dias de administracién repetida a 54 voluntarios

15 g : g—l:
ARATIHA

Variacion DHA %
=]
[=]
2l
i3
-
-

Placebo 500 mgid 1 500 mgid 1500 mgid 31.500 mg/d
=13} in=10} =11} fn=12) =8}
Ingesta diaria de Trighcérido de DHA Brudy

Canlos £ Contrents Femadndes; Moddicandn del dafo addative an tin giupo de ciclistas tros cansumi doide dorosahexsenaion o distintas
dosss; Tewis doctoral, Universid ad Gamficerde Mu i, Facuftad de Clencias de o Salvd Muncia, Jufo 2014

FASE DE INDUCCION: Un mayor aporte de Omega-3 permite el predominio de éstos en
las membranas celulares sobre los Omega-6. Por ello, cuando hay destruccion celular por
cualquier causa, los fosfolipidos de la membrana son metabolizados para formar
Prostaglandinas y Tromboxano de la serie E3, y Leucotrienos de la serie 5, con actividad
antiinflamatoria, antitrombdtica y débilmente quimiotactica, a diferencia de los generados
por los Omega-6: Prostaglandinas y Tromboxano de la serie E2 y Leucotrienos de la serie 4,
que tienen actividad inflamatoria.

Metabolismo de

los acidos grasos A i xS A ARAAN OO

pnliinsaturadns Acida Liroléico 18:2n6 Acida - Linalénioo 183n-3
ANV, coom VEVEVE S OH
Acido Y-Linoleico 18:3n-6 Agido Binosapentaenaico 20:5n-3

ANy SO VNSNS, oy
Acido Araquiddnicn 204n-6 Acida Docosahexaensico 2246n-3

AG: Acidos Grasos ' ﬂcmumzmss: ’
TX:Tromboxano LIPOURIGEM

PG: Pmstagllartdlna Eicosanoides derivados Eicosanoides derivados
PGI: Prostaciclina de los Omega-6 de los Omega-3

LT: Leucotrieno

Prostangides Sere 2 Leucotriencs Sered Prostangiches Sirie 3 Lieycotrignon Sorie 5
TXAL PGE2 PGI2 LT84, LTC4, LTES TXA3, PGEY, PC13 LTBS, LTCS,LTES
Am J Health Syst Pharm :
2007: 64 Mar 15 Proinflamatories - Protrombdéticos Antiinflamatorios - Antitrombéticos
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FASE DE AMPLIFICACION: Ademas, al igual que los AINES y los Corticosteroides, el
DHA es un inhibidor de la activacion del Factor Nuclear Kappa Beta (FN-kf), responsable
de la amplificacion de la respuesta inflamatoria. Su activacion deriva en la sintesis de nuevos
mediadores inflamatorios: citoquinas (IL-6, IL-8, IL-10), moléculas de adherencia
intercelular (ICAM), de adherencia vascular (VCAM), Factor Vascular de Crecimiento
Endotelial (VEGF) y metaloproteinasas, que amplifican la respuesta inflamatoria y

favorecedores de la neovascularizacion (angiogénesis) en los tejidos afectados.

La inhibicion de la activacion del FN-kf explica por qué el DHA minimiza la sintesis del

VEGF y entorpece la neovascularizacion (angiogénesis) y el crecimiento de los tumores.

Factor nuclear Nf-k[3 en la amplificacion
de la respuesta inflamatoria

Incremento de la PO
Seneciud

Patologis vasoular

Estrés omidativo j

Protena & ATP  [intistelhulad kirfaue)
Fijaaiors AP
Thia sl apechor

pro—inflarmatorio

Interleuquinas:
IL-&, IL-8, IL-10

Factores de crecimiento:
Metaloproteinasas VEGF

Moléculas de adhesion:
irrnkatec cell Intercelulares (ICAM)
Vasculares (VCAM)
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Efecto antiangiogénico de los AGPI w-3

Oncido Mitrico

Mataloprotelnasas Prostsglandina-E2

Facior Nudear
COX 2 NF-Ig
Facior de creclmibenio Factor de ¢ rechmilenio
de chlula erdotellale derivado do las plaguetas
dhertvado delay plaguetas VEGE

ONCOLOGIA: La administracion de AG Omega-3 durante un periodo previo al inicio del
tratamiento con quimioterapia, facilita la eficacia de ésta y reduce los efectos adversos
derivados de la misma. La mayor fluidez que el DHA confiere a las membranas celulares
facilita la penetracion de la quimioterapia. La induccién provocada por el DHA en la sintesis
del glutatién dentro de las células, comporta que las células sanas consigan protegerse mejor
frente a la oxidacion provocada por la quimioterapia, generando menos efectos adversos.

Algunos estudios clinicos publicados, en cancer de mama, y de pulmon lo sefialan.
PROPIEDADES FISICAS, QUIMICAS, FARMACEUTICAS Y FORMULACIONES

DESCRIPCION DEL PRODUCTO: DHA TRIDOCOSAHEXAENOINA-AOX® 70%, es
el principio activo del aceite rico (su concentracion es del 70%) en triglicérido de DHA (TG-
DHA) de BrudyTech.

Se trata de un aceite amarillo procedente de pescado, con un contenido en DHA (Acido cis-

DocosaHexaenoico) igual o superior al 70%. Este aceite ha sido filtrado y estabilizado.
DOSIS RECOMENDADAS:

El aceite rico en DHA TRIDOCOSAHEXAENOINA-AOX® 70% se puede afadir en los
alimentos (s6lo o mezclado con otros aceites). Se recomienda incorporar entre 50 y 285 mg
por 100 g de producto final. Estas proporciones dan lugar a un enriquecimiento de entre 33
y 185 mg de DHA por 100 g de producto final.

COMPOSICION:
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El aceite rico en DHA TRIDOCOSAHEXAENOINA-AOX® 70% estd compuesto por

aceite de pescado y antioxidantes naturales.

CARACTERISTICAS DEL ACEITE:

El aceite de pescado es un aceite amarillo, con ligero olor y sabor a pescado.
GARANTIA DE CALIDAD:

Un amplio programa analitico ha demostrado que el aceite rico en DHA
TRIDOCOSAHEXAENOINA-AOX® 70% esta libre de contaminantes ambientales como
pesticidas, PCBs/Dioxinas, Hidrocarburos Aromaéticos Policiclicos, metales pesados y
contaminantes microbianos. Los continuos controles analiticos del aceite rico en
TRIDOCOSAHEXAENOINA-AOX® 70% aseguran el cumplimiento con los estandares

internacionales como el Codex Alimentarius.

Brudy Technology tiene, a disposicion de quien lo solicite, datos analiticos que avalan la
alta calidad y pureza del aceite rico en DHA TRIDOCOSAHEXAENOINA-AOX® 70%.

VIDA UTIL Y ESTABILIDAD:

El periodo de re-analisis del aceite rico en DHA TRIDOCOSAHEXAENOINA-AOX® 70%
es de 24 meses desde la fecha de fabricacion, siempre y cuando se mantenga en el envase
original cerrado y se conserve en lugar fresco y seco. El producto es sensible al aire, la luz,
y a las altas temperaturas. Pero cuando se almacena de manera correcta, tiene una buena

estabilidad, tanto solo como incorporado en alimentos.

Los datos de estabilidad del DHA TRIDOCOSAHEXAENOINA-AOX® 70% o de otros

productos que contengan el aceite, estan disponibles para quien los solicite.
ALMACENAMIENTO Y USO:

Los envases deben almacenarse bien cerrados y a temperaturas entre 10 y 25°C, y con una
humedad relativa menor del 75%. Una vez abierto el envase, el producto debe ser usado
inmediatamente. No obstante, si queda producto, éste puede usarse de nuevo en un corto
periodo de tiempo. Puesto que el aceite es extremadamente sensible a la exposicion al aire y
a agentes pro-oxidantes, debe manejarse con especial cuidado, ademas de tomar las medidas
de precaucidn, seguridad e higiene habituales en la industria alimentaria. Las operaciones de

pesada y trasvase deben realizarse en el menor tiempo posible para minimizar el contacto
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del producto con el aire. Sélo los siguientes materiales son adecuados para los equipos que
estan en contacto con el aceite: acero inoxidable, aluminio, cristal, esmalte o pléstico de

grado alimentario.
TRANSPORTE:

El aceite rico en DHA TRIDOCOSAHEXAENOINA-AOX® 70% se debe transportar en
envases herméticos y se debe almacenar en lugares donde la temperatura maxima se

mantenga por debajo de 25°C.
ESPECIFICACIONES del aceite rico en DHA Tridocosahexaenoina AOX 70%

Caracteristicas Generales: El aceite rico en DHA TRIDOCOSAHEXAENOINA-AOX®

70%: es un aceite de origen natural con alta concentracion de Triglicéridos de DHA.
Aspecto: Liquido aceitoso amarillo.
Olor: Ligero.

Sabor: Ligero a pescado.

ESPECIFICACIONES

ESPECIFICACIONES: UNIDAD LiMITES NIVELES HABITUALES
indice Acidez (EP (2.5.1)) mg KOH/g 3.0 max. 1%
Indice de Perdxidos (EP (2.5.5]) meg Oy/Kg 10 mas, <2 meq/kg
Absorbania a 233 nm (EP (2,2.25)) UA, 0,73 apto
indice de Anisidina (EP (2.5.38)) U.A g 30,0 apto
Composicidn en dcidos grasos(GC)

DHA [C22 : &n3) % Area 70 min. =T0%

DPA (C22 : 5n3) % Area 5 min 5-8%

EPA (C20 : 5n3) % Area G min . B-8B %

Omega-3 % Area ES5 min. B5-90%

Composicidn en dcidos grasos (Voluntary Monograph —-GOED-)
DHA |C22 : 6n3) mg FA/R &00 min., 610 mg FA/R
EPA [C20: 5n3) mg FA/R 50 min. 70 mg FA/g
Composicidn en dcidos grasos (EP (2.4.29))
DHA (C22 : &n3) % Tg &0 min. 67%
EPA [C20 : 5n3) % Tg 5 min. 7.0%
Composiclén (Capa Fina)

Total Glicéridos % 0% min =90%
Trighcéridos % 65% min =70 %
Diglicéridos % 25% ma., 15%
Monoglicéridos % 1 max M.D.

Impurezas (Copa Fina)

Insaponificables % & max 2-3%

Colesterol y derivados %% 1 max <1%

Polimeras / Oligémeros % 1 max N.D.

Acidos Grasos libres % 1 max N.D.

Etil Esteres % 10% max >1%

Antioxidante %% m/m 0.5% 0.5%
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METALES PESADOS

Especificaciones Limites Niveles Habituales
Arsénico PNTQ1032 (AAS/GF) 0.1 ppm. max. apto
Cadmio PNTQ1032 (AAS/GF) 0.1 ppm. max. apto

Cobre AOCS Ca 18-79 1.0 ppm. max, apto

Estaiio PNTQ1032 (AAS/GF) 1.0 ppm. max. apto

Hierro AOCS Ca 18-79 6.0 ppn. max. apto
Mercurio PNTQ1004 (AAS/HG) 0.1 ppm. max. apto

Plomo PNTQIL032 (AAS/GF) 0.1 ppm. max. apto

PCBs v Dioxinas

Especificaciones Limites Niveles Habituales

PCDDs y PCDFs Max. 2 pg WHO-PCDD/-TEQ/g < 1,0 pg/g

Dioxinas + PCBs similares

a dioxinas Max 10,0 pg WHO-TEQ/g < 10,0 pg/g

Hidrocarburos Aromticos Policiclicos (PAHSs)

Especificaciones Limites Niveles Habituales
Benzo(a)pireno Max. 2 pg'kg <20 pgkg
Pesticidas

En todos los casos a continuacion descritos el nivel regulatorio ha sido: NO DETECTABLE.

Insecticide | and VI (Organophosphates) Acephate Azinphos-ethyl Azinphos-methyl
Bromophos-ethyl Bromophos-methyl Cadusafos Carbophenothion Chlorfenvinphos
Chlormephos Chlorpyriphos-ethyl Chlorpyriphos-methyl Coumaphos Dialifos Diazinon
Diclofenthion Dichlorvos Dicrotophos Dimethoate Dioxathion Disulfoton Disulfoton

sulfone Disulfoton sulfoxide Ditalinphos Edifenphos EPN Heptenophos Ethion

Ethoprophos  Etrimfos Fenamiphos Fenitrothion Fensulfotion Fenthion Fenthion
metabolites Phenthoate Fonofos Phorate Formothion Phosalone Phosphamidon Phosmet

Phosmetoxon Fosthiazate lodofenphos Isocarbofos Isofenphos

Isofenfos methyl Malaoxon Malathion Mecarbam Methacrifos Methamidophos
Methidathion Mevinphos Monocrotophos Omethoate Paraoxon ethyl Paraoxon methyl

Parathion-ethyl Parathion-methyl Pyridaphenthion Pirimiphos-ethyl Pirimiphos-methyl

188



ANEXOS

Profenophos Propetamfos Prothiofos Prothoate Quinalphos Sulfopros Sulfotep
Tebupirimiphos Temefos Terbufos Tetrachlorvinphos Tiometon Thionazin Triazophos

Trichlorfon Tricloronat VVamidothion

Insecticides Il (Organochlorine c.) alpha Endosulfan beta Endosulfan alpha HCH beta HCH
delta HCH gamma HCH (lindane) Aldrin Dieldrin Endosulfan sulfate Endrin Endrin
aldehyde Heptachlor Heptachlor epoxide Hexachlorobenzene o,p-DDD o,p-DDE 0,p-DDT
p,p-DDD p,p-DDE p,p-DDT Pentachloranisole Telodrin

Insecticides Il Pyrethroids Acrinathrin Alphamethrin Allethrin Bifenthrin Cyfluthrin
Cypermethrin  Deltamethrin  Esfenvalerate Fenpropathrin  Fenvalerate Flucythrinate

FluvalinateLambda-cyhalothrin Permethrin Tefluthrin Tetramethrin Tralomethrin

Acaricides | and IV Amitraz Bromopropylate Chinometionato Cymiazole Clorfenapir

Clorfenson Chloropropylate Dicofol Fenson Spirodiclofen Tebufenpyrad Tetradifon

Herbicides | Alaclor Benfluralin Bifenox Bromacil Chlorthal-dimethyl Diclobenil Diclofop
methyl EtalfluralinFlufenacet Metolachlor Metribuzin Nitrofen Pendimethalin Profluralin

Propaclor Propyzamide Quizaofop-ethyl Trifluralin

Fungicides V (Pyrimidinic, Phthalamide, Dicarboxamides) Captafol Captan Chrlorthalonil

Chlozolinate Dichlofluanid Folpet Iprodione Pyrifenox Procymidone Vinclozolin

Fungicides | (Triazine c.) Bromuconazole Cyproconazole Diclobutrazol Dichloran
Diniconazole Hexaconazole Etaconazole Etridiazole Fenarimol Fenhexamid Myclobutanil

Nuarimol Penconazole Propiconazole Quintozene Tetraconazole Triadimefon

Insecticides X1 Chlordane (alpha+gamma isomers) Methoxychlor Toxaphene (components
Parlar n. 26, 50, 62)

Fungicides VIII Fluazinam Prochloraz Quinoxyfen Spiroxamina Tolyfluanid Tecnazene
Isodrin Mirex Pertano

Analisis microbiologicos

Microorganismos aerobios (30°C) (recuento) < 10 ufc/g (limite de deteccion) apto
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Microorganismos lipoliticos (recuento) < 10 ufc/g (limite de deteccidn) apto
Levaduras (recuento) < 10 cfu/ml apto
Moho (recuento) < 10 cfu/ml apto

E. Coli (en 1) Ausencia apto
Salmonela (en 25 g) Ausencia apto

ESTUDIOS BIODISPONIBILIDAD

Con la finalidad de evaluar la absorcion digestiva de nuestro aceite rico en triglicérido de
DHA (Tridocosahexaenoina-AOX ® 70%) y su transformacion en fosfolipidos de
membrana, se ha realizado un estudio con 49 voluntarios sanos divididos en 5 grupos, uno
al que se le administra placebo diario, y otros 4 a los que se les han administrado dosis diarias
crecientes del aceite rico en triglicérido de DHA (Tridocosahexaenoina AOX ® 70%), todos
suplementados durante 30 dias: 500 mg/dia, 1500 mg/dia, 2500 mg/dia y 3500 mg/dia.

Tras el anlisis cromatogréafico de la presencia de AG en la membrana eritrocitaria (marcador
bioldgico) se aprecia una elevacion significativa en la concentracion embramaria del DHA
y EPA dosis dependiente, y una reduccién significativa del indice Omega-6/0Omega-3,
solamente en los grupos suplementados activamente, y sin cambios en el grupo placebo. Ello
demuestra que el aceite rico en triglicérido de DHA (Tridocosahexaenoina-AOX ® 70%)

tiene una buena biodisponibilidad y que alcanza efectivamente las membranas celulares.
TOXICOLOGIA
Prueba de Tridocosahexaenoina-AOX para Toxicidad Oral Aguda en Ratones

1.Resumen: La muestra de ensayo, aceite rico en triglicérido de DHA (Tridocosahexaenoina
AOX®70%), se sometio a pruebas de toxicidad oral aguda en ratones machos y hembras. A
los animales de experimentacion, la muestra de ensayo se administré oralmente a una dosis
de 2.000 mg / kg de peso corporal, y el periodo experimental fue de 14 dias. A los animales
de control se les dio aceite de semilla de algodén como vehiculo de control. Como resultado,
la muestra de ensayo no causé anomalias ni muerte en ninguno de los ratones durante el
periodo de observacién. En consecuencia, concluimos que el valor de LD50 de
Tridocosahexaenoina-AOX , era mas de 2.000 mg / kg de peso corporal. En ratones machos

y hembras.
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2. Muestra de prueba: aceite rico en triglicérido de DHA (Tridocosahexaenoina-AOX ®
70%) Carécter: liquido transparente amarillo claro (aceite)

3. Periodo de prueba: Del 26 de junio al 25 de julio de 2008

4. Preparacion de la dilucion de ensayo: la muestra de ensayo se diluyd con aceite de semilla

de algodon para hacer una dilucion de ensayo de 200 mg / ml.

5. Animales experimentales: se adquirieron ratones macho y hembra de la cepa ICR de
Japan SLC, Inc. Los ratones se obtuvieron a la edad de cinco semanas. Se aclimataron a las
condiciones de laboratorio durante una semana para verificar que no se mostraban
anormalidades en condiciones generales. Se alojaron en jaulas de plastico (cinco animales
por jaula) bajo las condiciones estdndar de laboratorio (Temperatura: 23°C + 2°C, ciclo de
luz oscura : 12/12 horas). Y, se les dio Labo MR Stock dieta [Nihon Nosankogyo K.K.] y el

agua del grifo ad libitum.

6. Procedimientos: se asignaron ratones macho y hembra a grupos experimentales y de

control, cada uno de los cuales consistia en cinco ratones.

Los ratones no se alimentaron durante aproximadamente 4 horas antes de la administracion,
y luego se pesaron. Al grupo experimental, la muestra de ensayo se administro oralmente a
una dosis de 2.000 mg / kg de peso corporal. De la muestra de ensayo (a la dosis de 10 ml /

kg de dilucion de ensayo) usando un tubo de estémago.

Al grupo de control, se afadieron 10 ml / kg de peso corporal. De aceite de semilla de
algodon, como control del vehiculo, se administré de la misma manera que se ha descrito

anteriormente.

Las observaciones clinicas se realizaron frecuentemente el dia de la administracion y una
vez al dia durante el periodo de observacion (durante 14 dias). Los ratones se pesaron a los
7'y 14 dias después de la administracion, y los valores medios de peso corporal de los grupos
experimental y de control se analizaron estadisticamente mediante la prueba t (p = 0.05). Al

finalizar el ensayo, todos los ratones fueron sacrificados por necropsia.
7. Resultados

1) Muertes de animales: ni los ratones machos ni las hembras murieron durante el

periodo experimental.
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2) Observaciones clinicas: no se observaron anomalias en ratones machos y hembras

durante el periodo experimental.

3) Cambios en el peso corporal (Tablas 1 y 2): no se detectaron diferencias
significativas en el peso corporal de ratones machos y hembras entre los grupos

experimental y de control.

4) Necropsia: no se encontraron cambios notables en ninguno de los ratones machos

y hembras.

8. Conclusion: se evalud la toxicidad oral aguda de Tridocosahexaenoina-AOX @ en
ratones machos y hembras. La administracion oral de 2.000 mg / kg p.w. De la muestra de
ensayo no causO muerte ni anomalias en la necropsia en ninguno de los ratones. En
consecuencia, concluimos que el valor de DL50 de la muestra de ensayo era mas de 2.000

mg / kg de peso corporal. En ratones machos y hembras.

9. Referencia: Directrices de la OCDE para el ensayo de productos quimicos 420 (2001).

Tabla 1. Cambios en el peso corporal (masculino)

Body weight (g)
Group Pre-administration 7 days 14 days
Experimental group 33.6£1.9(5) 37.942.4(5) 39.1£3.2 (5)
Control group 33.8+£1.7(5) 37.6£2.6(5) 39.6+£2.9 (5)

'_|

abla 2. Cambios en el peso corporal (femenino)

Body weight (g)

Group

Pre-administration ‘ 7 days ‘ 14 days

Experimental group 25.6+1.1 (5) 28.6+ 1.7 (5) 29.7+ 1.8 (5) Control group 26.3+ 1.3 (5)
29.3+£ 1.1 (5) 31.2+ 1.2 (5)

Los valores son media + SD. Los valores entre paréntesis muestran el namero de animales.

EFECTOS EN HUMANOS

BENEFICIOS PARA LA SALUD:
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La Comision Europea ha aprobado el uso de los efectos beneficiosos del DHA en el humano
estipulando las cantidades diarias recomendadas para cada indicacién: funcionalismo visual,
cerebral, cardiaco, recién nacidos, mujer embarazada y mujeres lactantes, presion arterial y
mantenimiento de la cifra normal de triglicéridos: se sefiala que hay un papel bien establecido
entre el DHA y el funcionalismo de la retina, y que por lo tanto existe una clara relacion de
causa y efecto entre el consumo de DHA y el mantenimiento de la visién normal. El panel
también sefiala el papel bien establecido entre el DHA vy el funcionalismo cerebral, y el
beneficio fisiolégico que aporta el consumo de DHA para el mantenimiento de una funcion
cerebral normal. En ambos casos consideran que para poder hacer el reclamo en el prospecto
del suplemento, éste debe aportar un minimo de 250 mg de DHA al dia, en una sola 0 méas
tomas. Igualmente se acepta el reclamo del uso del DHA como necesario para el

mantenimiento de la concentracion sanguinea normal de triglicéridos en el ayuno,

EFECTOS SALUDABLES DEL D_H'A Debera informarse al consumidor de que
APROBADOS POR LA COMISION EUROPEA el efecto beneficioso se obtiene con .,
= El DHA contribuye al normal funcionalismo visual una ingesta diaria de 250mMg de DHA

+ El DHA contribuye al normal funcionalismo cerebral (Reglamento LIE 432; 16 Maye, 2012)

= El DHA (y 2| DHA+EPA) contribuye/n al normal
funcionalismo del corazdn

= El DHA contribuye al normal desarmolio visual de — una ingesta diaria de 100mg de DHA
los nifios hasta los 12 meses de edad {Reglamento UE 440; 6 Mayo, 2011)
+ La ingesta materna de DHA contribuye al normal Mujeres embarazadas v lactantes
desarrollo v.ls.ual del feto v de los nifios alimentados .. una ingesta de 200mg/dia de DHA adicionales a lgs
con lactancia materna 250mg de ingesta diaria necomendada para & adulo
= La ingesta materna de DHA contribuye al normal (Reglamento UE 440; & Mayo, Z201)

desarrollo cerebral del feto ¥y de los nifos alimentados
con lactancia materna

+ El DHA (o @l DHA+EPA) contribuye/n a mantenar una ingesta diaria de 2g de DHA, o de DHA+EPA
el nivel normal de triglicéridos en la sangre Mo se deben superar los 5g/dia de ingesta conjunta

= El DHA v @l EPA contribuyen a reducir una ingests diaria de 3g de DHA, O dé DHA+ERA,
k& tensidn arterial Mo se deben superar los Sg/fdia de ingesta conjunta

aconsejando que para obtener efecto positivo hay que administrar un minimo de 2 g de DHA
al dia. Ello no hace mas que confirmar la importancia que tiene el DHA de la dieta en el
humano para inducir el normal desarrollo de la funcién visual, cerebral e intelectual y su
efecto de reducir la tasa de triglicéridos en la hipertrigliceridemia moderada (150500 mg/dl)

que puede llegar a ser de hasta un 30%.

El aceite rico en triglicérido de DHA TRIDOCOSAHEXAENOINA-AOX® 70% ,fue
inicialmente desarrollado para la produccion de capsulas de gelatina, y posteriormente se ha

utilizado también en emulsiones como vehiculacion del principio activo para diferentes

193



ANEXOS

necesidades. No obstante, como pro-antioxidante celular, puede ser utilizado para enriquecer

una gran variedad de productos alimenticios.

ESTUDIOS REALIZADOS CON EL ACEITE RICO EN Tridocosahexaenoina-AOX ®

70%
GLAUCOMA
Efecto
ESPECIALIDAD =
DICA REDUCCION EN EL RIESGO O IMPACTOD
Cardiclogia Toda causa de mortaldad muerte sUbita cardaca, isquemia, infaro cerebra reduccidn de
rigicéicos (especiaments con DHA) sumertods |as HOL, para genaralmants no modifica
s nivele s de lipidos a dosis bajas, presion arera y reducddn de taguicardas
Dermatolagia | Sotiasis, melanoma
G astroantarologia Cancer de Colon, erfermedad imMMamatora inleslnal (Enfermedad de Croln y colilis

| | uicerosa),
InmunologiaE niermedad | Asma, Nepalils nelropatias
es inkecchosa s efrologi a
Heurologia Enfermedad ded Alzheimen (especialmente DHA), demencia, aulismo, desarden de fala de
| | alencion-hipedactividad
Obsetncia’Ginecologia’ Salud matena & infanll (espedaimenie CHA), cognosativa (aumento del coalicients
Pediatria imelectual) v la agudeza visual en recién nacidos yadolescentes. mejora la duracion del
gmbarazo y & peso del feto, y una gran vanedad de otros sintormas, cormo por gjemplo la
e presionpost-pa o
Oncologia Cédncer de mama, colorectal de endomelrio, |eucema malanoma, de ovano, dé pindeas,
ge pristata renal |, Puede mejorar ¢l indice ferapdutico de los citastiticos (S-fluorouraalo,
| dclofosfarmida) e inhibe |a cagueria asociada @ fumor feduce pdrdida de peso).

| ONtalmologia | Degeneracion Wacular asociada ala edad Rentis Pigmentosa
Oriopedia | Odleoporosiafrachuras, inflamaciones de |as arliculacione s (artritis)
Psiquiatria Depresidin desorden bipolar, asquizofrenia, desorden de falla de atencién-hiparactivicad
Reumatologia Artrifis reumiatoide. osteoartritis. osleoporosis
Cirugia Meora la recquperacidn en o post-operatorio, pero hay que temer precauciones en su
| | adminigracion & alas dosis (= 10 g/g) conpuntarme ntecon anticoagulant es
Uralogia | Céncer de prddala prostalils, hiperplasia prosldica bengna

antiinflamatorio del triglicérido DHA en el ojo seco derivado del uso de hipotensores

oculares en el paciente a efecto de glaucoma cronico.
Autor: Galbis-Estrada C / Clin Interv Aging. 2013;8:711-9
Link estudio: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3693747/pdf/cia-8711.pdf

La suplementacion con triglicérido de DHA mejora los sintomas de la sequedad ocular en

pacientes glaucomatosos. Resultados de un estudio multicéntrico.

Autor: Tellez-Vazquez J / Clin Ophthalmol. 2016 Apr 5;10:617-26

Link estudio: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4827597/pdf/opth-10617.pdf
0JO SECO

Aproximacion metabolémica a la sequedad ocular. El papel de la suplementacion con

antioxidantes
y acidos grasos Omega-3.

194



ANEXOS

Autor: Galbis-Estrada / C. Mol Vis. 2015 May 11;21:555-67
Link estudio: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4431415/pdf/mv-v21555.pdf

Cambios en la superficie ocular y en pelicula lagrimal de mujeres mayores que trabajan con

ordenador.
Autor: Ribelles A / Biomed Res Int. 2015;2015:467039. doi: 10.1155/2015/467039

Link estudio:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4628749/pdf/BMR12015467039.pdf

Efectividad y tolerabilidad de la suplementacion con una combinacion de acidos grasos
poliinsaturados Omega-3 y antioxidantes en el tratamiento de los sintomas del ojo seco:

resultados de un estudio prospectivo.
Autor: Olefiik A / Clin Ophthalmol. 2014;8:169-76
Link estudio: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3888348/pdf/opth-8169.pdf

Beneficios de la suplementacion con acidos grasos Omega-3 en la calidad de vida de

pacientes con disfuncién de las glandulas de meibomio.
Autor: Olefiik A / Clin Ophthalmol. 2014 Apr 30;8:831-6
Link estudio: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4010636/pdf/opth-8831.pdf

Efectos de un nutracéutico basado en la combinacién de antioxidantes y acidos grasos
esenciales Omega-3 en la expresion de los mediadores de la inflamacion y de la respuesta

inmunitaria en la lagrima de pacientes con sequedad ocular.
Autor: Pinazo-Duran MD / Clin Interv Aging. 2013;8:139-48
Link estudio: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3573824/pdf/cia-8139.pdf

Estudio clinico randomizado y a doble ciego para evaluar el efecto de la supplementacion

con &cidos grasos Omega-3 en la disfuncién glandular meibomiana.
Autor: Olefiik A / Clin Interv Aging. 2013;8:1133-8

Link estudio: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3770496/pdf/cia-81133.pdf
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Suplementacion oral con una formulacion nutracéutica a base de Acidos grasos Omega-3,
Vitaminas y Minerales en una muestra amplia de pacientes con sintomas de Ojo Seco:

resultados de un estudio prospectivo.

Autor: Gatell-Tortajada J / Clin Interv Aging. 2016 May 19;11:571-8

Link estudio: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4878667/pdf/cia-11571.pdf
RETINA DIABETICA:

Combinacién de Ranibizumab intravitreo y suplementacion oral con acido
docosahexaenoico y antioxidantes en el Edema Macular Diabético. Resultados a dos afios

de un estudio randomizado y controlado a ciego simple (Acceso en abierto).
Autor: Lafuente M / Retina. 2016 Oct 26. [Epub ahead of print]

Link estudio:
http://journals.lww.com/retinajournal/pages/articleviewer.aspx?year=9000&issue=0000
0&article=97230&type=abstract

CULTIVOS CELULARES

El 4cido docosahexaenoico mejora las defensas antioxidantes enddgenas en células ARPE-
19.

Autor: Bogdanov P / Investigative Ophthalmology & Visual Science May 2008, 49 (13):
5932

Link estudio: http://iovs.arvojournals.org/article.aspx?articleid=2381313
FERTILIDAD
Efecto dietético de la suplementacion con DHA sobre la integridad del DNA espermatico.

Autor: Jc Martinez-Sotol, Jc Domingo2, B Cordobilla2, LFernandez-PAlbero 1, A Pellicer3
, J Landerasl1.11VVI Murcia (Spain),2 Biochemistry and Molecular Biology University of
Barcelona (Spain), and 3 IVI Valencia (Spain) Presentado en el 66th Annual Meeting of the
ASRM (2010); EFFECT OF DIETARY DHA SUPPLEMENTATION ON SPERM DNA
INTEGRITY:; Fertility & Sterility 2010; 94:5235-S236.

La suplementacion dietética con &acido Docosahexaenoico (DHA) mejora el estado
antioxidante seminal y reduce la fragmentacion del ADN espermatico.
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Autor: Martinez-Soto JC / Syst Biol Reprod Med. 2016 Oct 28:1-9
Link estudio: http://dx.doi.org/10.1080/19396368.2016.1246623
EJERCICIO / DEPORTE

Efecto protector sobre el DNA celular y la peroxidacion lipidica plasmatica tras la

exposicion al ejercicio intenso.

Autor: José A. Villegas et al; Dep. Fisiologia; Universidad Catdlica de San Antonio, Murcia;
Comunicacion presentada en el 30 Congreso Mundial de Medicina del Deporte; Barcelona,
18-23 Noviembre 2008.

RECLAMOS EFSA

LA EFSA aprueba los reclamos de que el DHA es necesario para la vision normal, para la

funcién cerebral normal y reducir el nivel de los triglicéridos en el ayuno.
MONOGRAFIAS CIENTIFICAS

En la diabetes también hay buenas noticias para cuidar de la retina. El &cido
docosahexaenoico (DHA) contribuye al mantenimiento de la visién en condiciones normales

Este efecto beneficioso se obtiene con una ingesta diaria de 250 mg de DHA.

Suplementacion dietética con triglicérido de DHA* y antioxidantes en el o0jo seco

evaporativo. Nuestra experiencia clinica. * Tridocosahexanoina-AOX®.

10 afios de investigacion basica en DHA en colaboracion con el departamento de Bioquimica

y Biologia Molecular de la Universidad de Barcelona.

Tridocosahexaenoina-AOX, Fundamentos cientificos 2000-2016.
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11.4 Hoja informativa del estudio para padres/cuidadores del
participante o pacientes de 18 anos

Y

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

TITULO DEL ESTUDIO: Efecto del 4cido docosahexaenoico (DHA) antioxidante en pacientes con
fibrosis quistica. Ensayo clinico aleatorizado.

CODIGO DEL PROMOTOR:

PROMOTOR: Fundacio Parc Tauli

INVESTIGADOR PRINCIPAL:

Roser Ayats Vidal.

Montserrat Bosque

Hospital de Sabadell, Unidad de Fibrosis Quistica
(0034)660267759

CENTRO: Hospital de Sabadell

INTRODUCCION

MNos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le invita a
participar. En el caso de que quien lea esta informacién sea el representante del paciente, todo
lo que va dirigido a “Usted” sera para el paciente que representa. El estudio ha sido aprobado

por el Comité Etico de Investigacion Clinica correspondiente, de acuerdo a la legislacion vigente.

MNuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacion correcta y suficiente para que
pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea esta hoja
informativa con atencion y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir después de

la explicacion. Ademas, puede consultar con las personas que considere oportuno.
PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir no participar
o cambiar su decisidn y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se

altere la relacion con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Los pacientes con Fibrosis Quistica (FQ) presentan con frecuencia niveles anormales de acidos
grasos (AG) esenciales en sangre, y la normalizacion o modificacion de este patron de AG
creemos que podria reducir la inflamacion cronica. Comparado con la poblacion general, la
caracteristica mas importante de los pacientes con FQ es que tienen poca cantidad de acido
linoleico (LA) y de acidodocosahexaenoico (DHA) y mas cantidad de acido araquidonico, que
favorece la inflamacion.

S5e han empezado a realizar algunos estudios que evalian la suplementacion con AG omega 3 en
pacientes con FQ, donde se demuestra en algunos de ellos la funcion pulmonar no se deteriora
tan rapido y mejora el estado clinico. Basicamente se han utilizado suplementos de DHA de
origen de alga, poco concentrados (maximo un 40% de todos los acidos grasos son DHA), y que
no han demostrado capacidad antioxidante. También se ha utilizado aceite de pescado, poco
concentrado en DHA (12-18% de todos los acidos grasos).

No todos los suplementos comercializados de DHA en el mercado tienen las mismas
caracteristicas, ya que no todos tienen las mismas caracteristicas estructurales (concentracian
de triglicérido, contenido en DHA,..) ni la misma bioactividad. Por esto, en este estudio
utilizamos un aceite rico en triglicerido de DHA (Tridocosahexaenocina-AOX ® 70%) de alta
bioactividad fabricado enzimaticamente por el laboratorio Brudylab y con patente de uso como

antioxidante celular.

Si usted acepta participar en este estudio se le asignara al azar un grupo de tratamiento. Uno de
los grupos recibira suplemento de triglicérido de DHA antioxidante oral y el otro grupo, recibira
placebo (que consiste en una preparacion que no contiene omega 3 ni omega 6 a base de aceite
de oliva pero que tendra un aspecto que no se distingue del preparado a base de DHA). Ni usted

ni su médico sabran gque tratamiento esta recibiendo.

El estudio se realizara en nuestro hospital y tiene previsto incluir 44 pacientes, 22 en cada grupo
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de tratamiento.

Para mantener el seguimiento estrecho de cada participante, no incluira visitas extras a las que

ya estd realizando en sus visitas de seguimiento.

Tanto al inicio, como a los & meses y al afio de suplementacion, se realizara un esputo inducido
y analitica de sangre, para estudiar el perfil inflamatorio (mediante estudio de interleuquinas),
asi como el perfil de acidos grasos. A parte, se registraran los resultados de las espirometrias
que realizas en las visitas de control, asi como los cambios que se hagan el tratamiento de la

enfermedad.

Cada 3 meses vamos a revisar la adherencia al tratamiento, asi como si presenta algun

problema.

El objetivo de este estudio es demostrar la disminucion de los parametros inflamatorios, asi

como mejoria de las espirometrias y la cantidad de sobreinfecciones respiratorias.

Les agradecemos por formar parte del estudio para el avance de nuevas terapias que puedan

mejorar la salud y calidad de vida de nuestros pacientes afectos con Fibrosis Quistica.
BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

Los beneficios que esperamos obtener al incluir de triglicéerido de DHA antioxidante oral en la
practica clinica habitual se centran en disminuir la inflamacion de los pacientes con Fibrosis
Quistica, que son una de las principales causas de deterioro respiratorio. De esta manera se
conseguiria mejorar la calidad de vida sin aumentar el tiempo que se emplea diariamente en las
terapias habituales. A pesar de ello, es posible que en algunos casos no se obtenga ningun
beneficio para su salud por participar en este estudio, pero de los resultados que de él se

obtengan se pueden beneficiar futuros pacientes.

Este suplemento no suele presentar efectos secundarios, pero si los presenta suelen ser:
diarrea, heces con grasas |(esteatorrea), dolor abdominal, nauseas, vomitos, reflujo

gastroesofagico, sabor a pescado o hemorragia.
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Con respecto a las pruebas de seguimiento que se realizaran durante el estudio, son las mismas
pruebas de la practica habitual de seguimiento en pacientes con FQ, por lo que no representan

un riesgo ni una molestia afiadida.
Si usted decide no participar, tenga en cuenta que su atencion habitual no se vera afectada.

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacion y la cesién de los datos de caracter personal de todos los
sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre
de proteccidn de datos de caracter personal. De acuerdo a lo que establece la legislacién
mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, madificacidn, oposicién y cancelacién

de datos, para lo cual debera dirigirse a su médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un codigo y solo su médico
del estudio/colaboradores podran relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica.
Por lo tanto, su identidad no sera revelada a persona alguna salvo excepciones, en caso de

urgencia medica o requerimiento legal.

Solo se transmitiran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio gque en
ningun caso contendran informacidn que le pueda identificar directamente, como nombre y
apellidos, iniciales, direccidn, n? de la seguridad social, etc. En el caso de que se produzca esta
cesion, sera para los mismos fines del estudio descrito y garantizando la confidencialidad como

minimo con el nivel de proteccidn de la legislacion vigente en nuestro pais.

El acceso a su informacion personal quedara restringido al médico del estudio/colaboradores),
al Comité Etico de Investigacion Clinica y personal autorizado por el promotor, cuando lo
precisen para comprobar los datos y procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la

confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacion vigente.
MUESTRAS BIOLOGICAS

Durante el estudio se le realizaran extracciones de sangre y se obtendran muestras de esputo,
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en los mismos momentos en los que se le realizarian de forma habitual. Algunos de los analisis
de estas muestras son los que ya se realizan habitualmente en nuestro centro para el
seguimiento de su enfermedad pero, con motivo del estudio, y para analizar como el
tratamiento puede modificar algunos parametros de inflamacion, parte de las muestras se
utilizaran para analisis especificos del estudio. Una parte de estos andlisis se realizaran en el
laboratorio del mismo centro pero algunas de las muestras seran enviadas para ser analizadas a
un laboratorio externo. Estos andlisis se irdn realizando en bloques durante el estudio y
mientras no se analicen las muestras seran almacenadas en el laboratorio del centro. Una vez se
hayan realizado estos analisis (tanto en el laboratorio del centro como en el laboratorio
externo), las muestras seran destruidas. Las muestras que se envien al laboratorio externo

seran identificadas con un cédigo y nunca con sus datos personales.
COMPENSACION ECONOMICA
El promotor del estudio es el responsable de gestionar la financiacion del mismo.

Su participacion en el estudio no le supondra ningun gasto. Usted no tendra que pagar por los

medicamentos del estudio.
OTRA INFORMACION RELEVANTE

Cualquier nueva informacion referente a los tratamientos utilizados en el estudio y que pueda
afectar a su disposicidn para participar en el estudio, que se descubra durante su participacion,

le sera comunicada por su medico lo antes posible.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningun dato nuevo
serd afiadido a la base de datos y, puede exigir la destruccion de todas las muestras

identificables previamente retenidas para evitar la realizacion de nuevos analisis.

También debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor los investigadores del
estudio lo consideran oportuno, ya sea por motivos de seguridad, por cualquier acontecimiento
adverso que se produzca por la medicacidén en estudio o porque consideren que no esta

cumpliendo con los procedimientos establecidos. En cualguiera de los casos, usted recibira una
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explicacion adecuada del motivo que ha ocasionado su retirada del estudio.

A la finalizacion del estudio, su médico decidira si usted puede seguir recibiendo el suplemento

de triglicérido de DHA.

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los procedimientos

del estudio que se le han expuesto.
ESTUDIOS CLINICOS EN MENORES DE EDAD

Si su hijo que tiene mas de 12 anos de edad, se le entregara a él mismo una hoja de informacion
y consentimiento informado adaptados a su capacidad de entendimiento y debera firmarlos. De
acuerdo a la legislacion vigente, el promotor del estudio ha puesto en conocimiento del

Ministerio Fiscal que se van a incluir menores de edad en el mismo
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11.5 Hoja informativa estudio para pacientes de 12 a 17 afos

DOCUMENTO DE ASENTIMIENTO PARA NINOS

(Para participantes de 12 a 17 afios)

TITULO DEL ESTUDIO: Efecto del acido docosahexaenoico (DHA) antioxidante en

pacientes con fibrosis quistica. Ensayo clinico aleatorizado.
PROMOTOR DEL ESTUDIO: Fundacié Parc Tauli

MEDICO DEL ESTUDIO:

Roser Ayats Vidal.

Hospital de Sabadell, Unidad de Fibrosis Quistica
(0034)660267759

Te pedimos que participes en un estudio de investigacion. Se realizan estudios de
investigacion para averiguar si hay formas mejores de tratar a las personas que tienen una
enfermedad y para saber mas sobre esa enfermedad. Este documento te explicara el estudio
y te ayudara a decidir si quieres participar en él. Puedes pensar sobre ello y hablar con tus
familiares 0 amigos antes de decidirte. Es perfectamente aceptable que respondas que “NO”
quieres participar. Si dices que si, puedes cambiar de idea y abandonar el estudio en cualquier
momento sin ningun problema. Si decides participar en el estudio, tus padres o tu tutor
tendrén que estar de acuerdo en que lo hagas.

¢En qué consiste este estudio?

Estamos haciendo este estudio de investigacion para saber si un suplemento a base de aceite
rico en triglicérido de DHA (acidodocosahexaenoico) puede ayudar a las personas que tienen
fibrosis quistica.

Las personas con fibrosis quistica tienen menos grasas en sangre y se ha visto que esto
puede favorecer que se inflamen los pulmones. Por ello creemos que aportar estas grasas

puede mejorar los pulmones de los pacientes con fibrosis quistica.
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En el estudio, en el que participaran aproximadamente 44 pacientes, se asignara al azar, si
recibirds este tratamiento a base de aceite rico en triglicérido de DHA o por el contrario
recibiras solo un preparado a base de aceite de oliva. Ni tu ni tus padres ni tu

médico sabran que estas tomando, ya que los tratamientos tendran la misma apariencia.

¢Por qué me invitan a participar en el estudio?
Se te pide que participes en este estudio de investigacion porque tienes fibrosis quistica, una

enfermedad con la que has nacido.

¢ Cuénto tiempo permaneceré en el estudio?
El estudio durara un afo, durante el cual estaras en tratamiento con el producto a base de
aceite rico en triglicéridos DHA o tomaras solo aceite de oliva.

Puedes dejar de participar en el estudio en cualquier momento si asi lo deseas.

¢ Que tendré que hacer (qué me haran) si participo en este estudio?

Es importante que hagas todo lo que te digan los médicos y las enfermeras y que acudas a
todas tus citas del estudio.

El médico del estudio te explicaré el estudio y las pruebas. Tendras tiempo para hacer,
preguntas al meédico del estudio. Una vez que te hayan respondido a todas tus preguntas y td
y tus padres (o0 tu tutor) estéis de acuerdo en que participes, te pediran que firmes este
documento.

Mientras estés participando en el estudio vendras a las mismas visitas de control a los que
vienes habitualmente. Cada tres meses vendras a una visita en la que te mediran y pesaran,
te preguntardn cémo te encuentras y te haran una espirometria. Ademas al comenzar el
estudio y después de 6 meses y un afio (en total tres veces durante el estudio) te sacaran
sangre para un analisis y tendras que someterte a una prueba de para obtener esputo (esputo
inducido). Ademas te preguntaran cada vez que vengas si te tomas el tratamiento del estudio

y si te sienta bien.

¢Puedo dejar de participar en el estudio?
Si. Puedes abandonar el estudio en cualquier momento sin que ello suponga ningn problema
y seguiras recibiendo el tratamiento de tu médico habitual. Si deseas abandonar el estudio,

th o tus padres (o tu tutor) debéis decirselo al médico del estudio.
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¢Me hara sentirme mal el medicamento?

EL producto que estamos investigando no es un medicamento sino un suplemento
alimenticio. Este suplemento no suele presentar efectos secundarios, pero si los presenta
pueden ser: diarrea, dolor de abdomen, vémitos o ganas de vomitar 6 mal sabor de boca. Es

importante que hables con tus padres y los médicos si no te sientes bien.

¢ Qué cosas buenas me ocurriran si participo en el estudio?

Es posible que la participacion en este estudio no te ayude. Es posible que no obtengas
ningun beneficio (cosas buenas) si participas en este estudio de investigacion. Podrias
experimentar algunas cosas buenas, pero no te lo podemos asegurar. Incluso aunque la
participacion en este estudio no te ayude, los médicos del estudio podrian aprender algo que

ayude a otros nifios con fibrosis quistica.

¢Recibiré algo por participar en el estudio?

No, no te daran nada ni te pagaran por participar en este estudio.

¢ Qué sucedera con la informacion que se obtenga de mi en el estudio?

La informacion que se obtenga de ti se compartira con los médicos y el personal de
enfermeria del estudio y con otras personas implicadas en el estudio de investigacion. La
informacion que obtengamos de ti se utilizard también para informes de investigacion o

conferencias, pero no se usara nunca tu nombre.

¢Hay algun tipo de medicamento que pueda tomar como alternativa?

Seguiras tomando todos los medicamentos que tomas habitualmente para tu enfermedad. El
producto que te daran por participar en el estudio es ademas de todos los tratamientos que
ya tomas. Ademas el médico cambiara tus tratamientos para la fibrosis quistica cuando crea
gue es necesario, igual que si aparece algiin nuevo medicamento que puede ser bueno para

tu enfermedad, la participacion en este estudio no impediré que lo tomes.

¢Alguien mas ha comprobado que se puede hacer este estudio?
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Si. Antes de llevar a cabo cualquier estudio de investigacion, tiene que ser examinado por
diferentes grupos de personas que son expertas en la realizacion de estos estudios. Estas

personas comprueban también que el estudio es seguro y se efectua correctamente.

¢ Con quién puedo hablar sobre el estudio?

Si tienes alguna pregunta sobre la participacion en este estudio de investigacion, si piensas
que el estudio te ha producido algun dafio o te ha hecho sentirte mal, o si deseas dejar de
participar en el estudio, ti o tus padres (o tu tutor) podéis poneros en contacto con el médico

del estudio (consulta los datos de contacto en la primera pégina de este documento).
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11.6 Formulario de consentimiento informado

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TiTULO DEL ESTUDIO: Efecto del acido docosahexaenoic (DHA) antioxidante en
pacientes con fibrosis quistica. Ensayo clinico aleatorizado.

Al signar y fechar este documento:
- Confirmo que he tenido tiempo de leer cuidadosamente la informacién

proporcionada por este estudio.
Entiendo que la paricipacion de mi hijo/a es absolutamente voluntaria y que es
libre de retirarse en cualquier momento sin que eso afecte a su atencion
medica y derechos legales.
Confirmo que he tenido la oporiunidad de comentar el estudio y hacer
preguntas.
Confirmo que esfoy satisfecho con las respuestas y explicaciones que se me
han facilitado.
Entiendo que se protegeran los datos personales de mi hijo/a (Ley 15/1999 de
Proteccion de datos de caracter personal).

Por todo esto accedo a tomar parte en este estudio.

| PACIENTE |

|:| Padre/Madre/Representante legal. Confirmo con la presente gque el otro
progenitor no se opone a la participacion de nuestro hio/a en el
estudio

|:| El firmante es el unico tutor

Firma Fecha:. .. ... ...

INVESTIGADOR

Firma Fecha: ... ...
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11.7 Formulario de asentimiento informado

ASENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPANTES
DE ENTRE 12 Y 17 ANOS

Proyecto de investigacion titulado: Efecto del acido docosahexaenoico (DHA)

antioxidante en pacientes con fibrosis quistica. Ensayo clinico aleatorizado.

Yo (hombre y apellidos)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He hablado con: (nombre del investigador).

Comprendo que la participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera

2. Sin tener que dar explicaciones

3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio:

o DOY o NO DOY miconsentimiento voluntariamente para participar en este estudio.

Fechay firma participante Fechay firma representante legal Fecha y firma investigador
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11.8 Hoja informativa y consentimiento informado para los
controles

Parc Tauli Sabadell

Hospital Uiniversiter
Vosté podra exercir els seus drets d'accés, rectificacid, cancel-lacio i objeccio, aixi com obtenir
informacid sobre I's de les seves mostres i dades associades, dirigint-se al seu metge habitual.

Vosté no patird cap moléstia per aquesta donacid, i vosté o |a seva familia podra utilitzar-les si ho
necessiten per motius de salut sempre que estiguin disponibles i no siguin anénimes.

Beneficis

Els resultats de la investigacié poden ajudar a I'avang médic i per tant a vosté o altres persones. Tot
i aixd, vosté no obtindra ni ara ni en el futur cap benefici econdmic per la donacid de mostres, ni
tindra drets sobre possibles beneficis comercials en els descobriments que es puguin aconseguir.

Revocacio del consentiment

Si vosté decideix signar aquest consentiment per la cessid de les mostres, podrd cancel-lar-ho
lliurement. En aguest cas, les seves mostres serien destruides aixi com les dades associades. Tamhbé
podra sol-licitar que la mostra s'anonimitzi, fet que s'eliminaria la relacio entre les seves dades
personals i les seves mostres bioldgiques i dades clinigues associades.

Els efectes d'aguesta cancel-lacid no podran afectar a la investigacido que ja s'hagués dut a terme
amb la mostra.

Informacio sobre els resultats de la investigacio

Si vosteé ho sollicita expressament, se li proporcionara informacid sobre les investigacions que
s'hagin fet amb les seves mostres i els seus resultats globals, excepte en el cas que no tinguem les
seves dades personals relacionades amb la mostra per ['anonimitzacio.

En cas gue les investigacions proporcionin dades que puguin ser clinica o genéticament rellevants
per a vosté | pogués interessar a vosté o la seva familia, li seran comunicades. En cas que la
informacio pugui ser rellevant, li correspondra a vosté si vol decidir comunicar-ho a la seva familia.

Per poder informar-la, vosté ha d'acceptar i signar la casella al final d'aquest document.

Aquest document s’ha elaborat d*acord a la Llei Organica de Proteccid de dades 15/1939 i la Llei
d'Investigacio Biomeédica 14/2007.

En el cas que qui llegeixi aguesta informacié sigui el representant legal del donant, tot el que va
dirigit a “vost&"” sera per al donant que representa.

5i necessita més informacis, no dubti en sol-licitar-la. Moltes gracies per la seva col-laboracia
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Parc Tauli Sabadell
Hespital Universitar

Consentiment informat per a la cessio i el magatzematge de material biologic obtingut en
procediments diagndstics o terapéutics per ser destinat a la investigacio biomedica.

Si ha comprés la informacid que se li ha proporcionat, ha resolt qualsevol dubte que pogués tenir i
decideix col-laborar en el magatzematge de material bioldgic de la institucid Corporacio Sanitaria
Parc Tauli / UDIAT en els termes abans explicats, si us plau, llegeixi i signi a continuacio aquest full.

El que signa, autoritza que el material biolégic sobrant de les proves que se li han realitzat o se li
faran com a part de |"actual procés assistencial, sigui emmagatzemat en la Corporacit Sanitaria
Parc Tauli / UDIAT, i que sigui cedit amb la finalitat de dur a terme projectes d'investigacio
biomédica, sempre gue aguests comptin amb Fobligada aprovacié del Comité d'Etica
d'Investigacid. Aquesta autoritzacio la concedeix després d'haver estat informat verbalment i haver
llegit la informacio adjunta.

1. Autoritzo gue I'excedent de material biologic utilitzat per a proves diagnostigues i la informacio
clinica associada s'utilitzi per a investigacic en els termes recollits en el Document d'Informacié al

Donant:
OSI {:} N

2. Desitjo gue se’m comunigui la informacié derivada de la investigacic que realment sigui
rellevant i aplicable per a la meva salut o la de la meva familia:

(sl (O NO Teléfon o E-mail de contacte.. e
3. Autoritzo a ser contactat en el cas de necessitar més informacid o mostres biologiques
addicionals

(81 () NO Teléfon o E-mail de contacte s,

4. He expressat el meu desig que es respectin les seglients excepcions respecte a |'objectiu i
métodes de le5 INVeStIZatioNS: e s s s e s sramss s s s reE s e ra s

Signatura

Identificocid del donanty pocient/etigueta
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11.9 Hoja informativa sobre la pauta de tratamiento

v NOMBRE:
v  PAUTA: . perlas al dia, repartidasen ... ... toma/s
id (mafiana: ._...._ mediodia: ... noche: ... . )]

N.E.I

v' Si tiene insuficiencia pancredtica, debe tomar un capsula de

Kreon de 10.000 U por cada toma.

¥ Una vez terminado cada pote, hay que devolverlo a la farmacia

hospitalaria.

* Cualquier duda sobre la medicacion puede contactar con la doctora Roser Avats

via email (rayatsv(@tauli cat) o por teléfono (660267759).
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11.10 Hoja de prescripcion

Parc Tauli

Servei de Farmacia AACC 10 0315
Pagina 1/1
iiiPRESCRIPCIO EXCLUSIVA
ASSAIG CLINIC!!!
N? PACIENT ASSAIG CLINIC
CODI ASSAIG: PED-DHA-2017 PROMOTOR: Fundacid Parc Tauli
INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dra. Ayats SERVEI: Pediatria
Es dispensa la medicacid:
PES PACIENT 1 MES tractament 2 MESOS tractament LOT | CADUCITAT (FARMACIA)

13-17 kg 2 perles/dia 1envas 0O 2 envasos O

18-24 kg 3 perles/dia 1envas 0O 2 envasos O

25-30 kg 4 perlesidia 2 envasos O 3envasos O

31-36 kg 5 perlesidia 2 envasos O 4 envasos O

3743 kg 6 perlesi/dia 2 envasos O 4 envasos O

44-49 kg 7 perles/dia 3 envasos O 5envasos O

* 50 kg & perlesidia 3 envasos O & envasos O
Data: ! I Hora:
Recollit per; Dispensat per.

Teléfon contacte: 20165
720165
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11.11 Técnica del esputo inducido

El esputo inducido es una muestra de secrecion de origen bronquial obtenido de pacientes
gue no expectoran espontaneamente, y a los que, se les induce a producirlo habitualmente
con suero salino. Tiene la ventaja de obtener mas células viables y unas preparaciones de

mejor calidad que el esputo espontaneo.

En la préctica, el recuento celular en esputo inducido sirve para diagnosticar el tipo e
intensidad de la inflamacion bronquial, predecir la respuesta al tratamiento antiinflamatorio,

exacerbaciones respiratorias, etc.

El procesado del esputo permite separar el sedimento celular del liquido sobrenadante. En el
sedimento se puede determinar el recuento total de células escamosas, la viabilidad celular
y el recuento diferencial celular (citograma) incluyendo eosindéfilos, neutrofilos, linfocitos,

macrofagos y células bronquiales.

Material necesario:

v Salbutamol 100 mg en MDI

v Cémara espaciadora

v Agua destilada o bidestilada estéril

v Cloruro Sédico al 20% (NaCl 20%)

v Jeringas de 5 010 ml

v Nebulizador Ultrasénico OMRON o Jet PARI (LC plus o Sprint)
v' Pote de recogida de muestra estéril

v" Vaso

v' Agua

Procedimiento:
1. Lavar los dientes

2. Inhalar 4 a 5 pufs de salbutamol con cAmara espaciadora
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3. Enjuagar la boca

4. Inhalar durante 5 minutos SSH 4,5%. Respiraciones lentas y profundas.

5. Enjuagar la boca 3 a 4 veces y descansar 5 minutos al finalizar el 4° paso.

6. Repetir el paso 4y 5.

7. Repetir el paso 4.

8. Enjuagar la boca 3 a 4 veces y durante 5 minutos intentar la expectoracion. Si se
recoge muestra se acaba la prueba, sino se repite la secuencia antes descrita hasta
conseguir la muestra.

9. La muestra se baja en fresco a Anatomia Patologica

10. El técnico de histoquimica separa la parte gel del sol del esputo y se hace
identificacion y recuento celular.

215



ANEXOS

11.12 Protocolo de procesado inicial para la citologia en el
esputo inducido.

Material necesario:

Reactivos:

v' Suero fisiologico

v" Solucio6n salina tamponada con fosfatos (PBS).

v" Alcohol de 96°

v" Reactivo Sputolysin ® Reagent (solucién stock de DTT concentrado
0,9065% cat. Ref.560000. Calbiochem-Novabiochem Corporation. La Jolla,
CA, USA. Distribuido por Merck Farma y Quimica, SA, Bionova Cientifica,
SL (c/Abato, 5, oficina 3, 28007 Madrid, Tel: 91 4334545) y Itisa
Biomedicina, SA (Edf. Europa, 1-2-1, Cta. Fuencarral-Alcobendas Km
15,700, Alcobendas, 28108 Madrid, Tel.: 91 6572393)).

v" Tincién rapida de Diff-Quick®.

v Tincion de Papanicolau ®.

v Azul de Tripano 0,4% (Trypan Blue Solution 0,4% Cat.Ref. T-8154, Sigma-

Aldrich Quimica, SA. Apartado 161, Alcobendas 28100 Madrid. Tel.: 900
101376).

Equipo v otros materiales:

D N N N N N N NN

Discos de cultivo de Petri.

Pinzas de punta fina.

Tubos de Eppendorf de 2 mly de 10 ml.

Balanza de precision.

Pipetas de Pasteur de 3,5 ml desechables.

Banco mecedor de tubos de sobremesa (Vibromatic)
Jeringuillas de 2 ml y agujas de 23 G cortas.

Filtro de nylon con poros de 48 micrometros.
Cronometro o reloj de laboratorio.

Hojas absorbentes.
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Céamara de reucento de Neubauer (citbmetro)
Portaobjetos para citologia.

Recipientes de cito centrifuga.

D N N NN

Centrifuga con adaptadores para tubos y posibilidad de cytospins (hettich) o
, citocentrifugadora (Shando 1V).

<

Microscopio Optico (con objetivos de 4x, 10x, 20x, 40X, 60x y ocular 10x).
v Archivador.

Procedimiento del proceso inicial para citologia:

Se recibe la muestra de esputo inducido en un bote y ocasionalmente en la misma sonda con

la que se ha sido extraido.

Se procesa en un tiempo no superior a dos horas, mientras tanto, se conserva en la nevera.

1.

Preparar 1000 microlitros de solucion de trabajo de ditiotreitol (DTT) afiadiendo 900
microlitros de suero fisiologico a 100 microlitros de la solucién de stock de DTT
(Sputolysin ®). Mezclar durante 15 segundos. Esta solucion de trabajo debe ser
preparada cada dia y separado el sobrenadante que en este caso es congelado en 2
aliquotas de 1ml cada una.

Depositar la muestra entera de esputo en el disco de Petri, desde el recipiente de
recogida y anotar la apariencia macroscopica: color y consistencia.

Con unas pinzas finas, seleccionar los tapones de esputo que se observen hasta
conseguir un peso de entre 100 y 800 mg. En general, recoger todos los tapones que
se puedan pero siempre procurando que no haya contaminacién salivar. La técnica
es personal pero consiste en capturar cada tapén del expectorado y sobre una zona
del disco de Petri que se encuentre seca, se frota la muestra tantas veces como
creamos necesario hasta que la muestra esté “libre” de saliva.

En ocasiones, no es facil distinguir los tapones de moco bronquial de los restos de
alimentos u otros productos. Para ello puede ser util el microscopio de luz invertida
o la lupa binocular para identificar las piezas celulares.

Depositar la muestra seleccionada sobre un tubo de 2 ml (o 10 ml, si pesase mas de
250 mg) con tapon [previamente pesado (A)] y pesar el conjunto, anotando el peso
(B) en gramos en la hoja de datos. El peso del esputo (C) sera la diferencia entre
ambos (B-A = C).
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Afiadir un volumen de solucion de trabajo de DTT (en microlitros) igual a 4 veces el
peso del esputo (en mg) (4 x C = D microlitros de DTT).

Agitar el tubo manualmente girandolo e invirtiéndolo durante 10 a 15 segundos.
Tapar el tubo de forma segura y colocarlo en el banco mecedor durante 15 minutos.
Afadir un volumen de PBS (solucion salina tamponada con fosfatos) igual al de la
solucién de trabajo de DTT empleada (D microlitros de PBS).

Mezclar durante 10 a 15 segundos.

Filtrar la solucidn resultante con una pieza de 2x2 cm de grasa de nylon (empapada
antes levemente con PBS), colocada entre una jeringa y una aguja; depositar la
solucidn de esputo en el embolo abierto de la jeringa y colocar el piston con cuidado,
presionado suavemente hacer pasar el esputo al tubo de 2 ml a través del filtro y la
aguja.

De la solucidn se preparan el recuento celular total y el recuento diferencial.

Preparacion del recuento celular total (RCT) vy viabilidad:

1.

Se aspira con una pipeta 10 microlitros de la suspension celular filtrada y se combina
con 10 microlitros del colorante azul de triptano, agitar suavemente; dejar reposar un
par de minutos.

Llenar la cAmara de recuento de Neubauer con 10 microlitros de esta nueva solucién

tefida.

Recuento celular total vy viabilidad:

1.

Contar todas las células presentes en cada cuadro de esquina de 1 x1 mm y en las
cuatro esquinas de la cdmara, (cada uno de ellos tiene 16 cuadraditos de 0,25 x 0,25
mm).

Clasificar las células como viables (V) o no viables (NV) cuando se realiza el
recuento y las células escamosas independientemente de su viabilidad. La tincién de
azul de tripano colorea aquellas células cuya membrana celular esta dafiada
excluyendo aquellas que estan intactas, sanas o viables. Por lo tanto, distingue como
células viables (V) las que NO se tifien de azul y como no viables (NV) las que Si se

JAlvftinen de azul.
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3. Anotar el recuento total (E) en la hoja de datos. El recuento celular total (RCT) sera
el total (E) menos las células escamosas contaminantes (CE) (E-CE = RCT). El
porcentaje de células contaminantes sera CE/ E x 100 = % CE.

4. Calcular el porcentaje de células viables o viabilidad dividiendo el namero de células
viables (V) por el recuento celular total (RCT) de células no escamosas encontradas
(viables mas no viables). (V/RCT x 100 =% V.)

5. El célculo del nimero total de células por gramo de esputo sera: RCT x 2 x 10

Preparacion del recuento celular diferencial:

1. Se preparan cuatro extensiones de 60 microlitros cada una en la cito-centrifuga,
procurando que sean de facil lectura, durante 6 minutos a 450 r.p.m.
2. Tefir dos extensiones con Papanicolau y dos con Dic-Quick.

Recuento celular diferencial:

1. Se realiza un examen rapido de toda la preparacion para identificar las zonas donde
haya una distribucién homogénea de las células.

2. Se procede al recuento hasta cubrir un minimo de 400 células inflamatorias.

3. Se obtienen los porcentajes relativos de células bronquiales, macréfagos, linfocitos,
eosindfilos y neutréfilos. Las células metaplasicas se cuentan como bronquiales, los
nucleos desnudos y células escamosas no se cuentan. También se puede hacer

constar: pigmento antracético, granulos libres de eosindéfilos, y microorganismos.
Recuento celular diferencial (porcentajes). Valores de referencia en esputo inducido:

Eosindfilos < 1,1%
Neutrofilos < 64,1%
Macrofagos < 86,1%.
Linfocitos < 2,6%

Bronquiales < 4,4%.

a  w DN
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11.13 Hoja informativa sobre la recogida de la muestra de
calprotectina fecal

e I RECOLLIDA MOSTRA PER A LA CALPROTECTINA EN FEMTA
....... ratori

LAB-IMP-229/A

1. Retire la varilla de color amarillo del tubo de recogida de heces. Tirar con fuerza de la pestaiia

amarilla hacia arriba para sacar la varilla. Muy importante NO RETIRAR EL TAPON AZUL.

Lo |
2. Introducir la varilla en 3 sitios diferentes de las heces. Comprobar que las ranuras de la varilla

tienen heces. RECOGER MAS HECES DE LAS QUE CABEN EN LA RANURA INVALIDA LA TECNICA.

-

[

Varilla !

"R peces

3. Introducir la varilla en el tubo de recogida de heces s6lo 1 vez.

\

Heces_‘_ ‘

Tubo de recogida
4. Guardar el tubo en nevera y entregarlo antes de 48 horas en recepcion de muestras del

VariIiai]"' s

Laboratorio los dias laborables de 8-16h.

OBSERVACION: En caso de que las heces sean liquidas solicitar un recipiente de orina para la

recogida de las mismas.
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11.14 Excel del cuaderno de recogida de dadas (CRD)
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