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“If you can fill the unforgiving minute
With sixty seconds' worth of distance run,
Yours is the Earth and everything that's in it,

And - which is more - you'll be a Man, my son!”

«Si llenas el minuto inolvidable y cierto
de sesenta segundos que te lleven al cielo...
todo lo de esta Tierra serd de tu dominio,

y mucho mds aun, jserds Hombre, hijo mio!»

Rudyard Kipling, “If”
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VSG: velocidad de sedimentacion globular
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1.- La fibrosis quistica

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad autosémica recesiva con una incidencia de
aproximadamente 1 de cada 5000 recién nacidos vivos, y una prevalencia de portadores heterocigotos
estimada en 1 de cada 40-50 personas de raza caucdsica® 2. La incidencia de enfermos de FQ en la
Comunidad de Madrid, segun los datos del programa de cribado neonatal, es de 1,9 por cada 10 000
recién nacidos vivos (datos propios no publicados del programa de cribado neonatal de la Comunidad
de Madrid).

La FQ estd causada por mutaciones en el gen CFTR (regulador de la conductancia
transmembrana de la FQ, traduccién de Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator),
localizado en el brazo largo del cromosoma 7, que codifica para una proteina del mismo nombre (CFTR)
de 1480 aminoacidos. Esta proteina se comporta como un canal de cloro e indirectamente controla los
movimientos del sodio, bicarbonato y agua a través de la membrana celular?. Hasta el momento, se
han identificado mas de 2000 mutaciones diferentes agrupadas en 7 clases funcionales® (Tabla 1). La
mutacion Phe.508del (clase Il), que se expresa con la pérdida del aminodcido fenilalanina en la posicion
508 de la proteina, es la mas frecuente (aproximadamente el 65% de los pacientes en todo el mundo

presentan esta mutacién en al menos 1 de los dos alelos)* 4.

Tabla 1. Clases de mutaciones del gen CFTR*,

Clase | Clase Il Clase Il Clase IV Clase V Clase VI Clase VII
Sintesis Maduracién | Apertura Conductancia Disminucién Estabilidad Sintesis
Defecto
(Codon- (Trafficking) | (Gating) (Conductance) | cantidad (mRNA)
en CFTR .
stop) (Splicing)
GLy542X Phe.508del Gly551Asp Argl17His Ala455Glu c.120del23 dele2,3(21kb)
Ejemplos Trp1282X Asn1303Lys Ser549Arg Arg334Trp 3272-26A-G rPhe.508del 1717-1G>A
Ala561Glu Gly1349Asp Ala455Glu 3849+10kgC>T
CFTR: regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica; mRNA: acido ribonucleico mensajero.
*Adaptado de De Boeck K (2016)3.

Para realizar el diagndstico de FQ deben existir caracteristicas fenotipicas compatibles con la

enfermedad, o antecedentes familiares de FQ en hermanos o primos, o un resultado positivo en una

prueba de cribado neonatal; asociado a una prueba de laboratorio que objetive la disfuncidn de la
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proteina CFTR: concentracién de cloro en sudor superior a 60 mEg/L, deteccién de dos mutaciones
reconocidas de FQ o demostracidn de alteraciones en la diferencia de potencial transepitelial nasal®.
En la mayor parte de los paises desarrollados, incluida Espafa, la mayoria de los pacientes se
diagnostican a través de los programas de cribado neonatal para esta enfermedad®.

La fisiopatologia de la FQ esta condicionada por el insuficiente o nulo funcionamiento de CFTR.
La alteracidn del transporte de cloro determina una reabsorcion elevada de sodio y agua, lo que da
lugar a una secrecion espesa, deshidratada y gruesa en la superficie de las células epiteliales de los
lugares donde se expresa: pulmdn, tubo digestivo, higado, glandulas sudoriparas, conductos
deferentes o senos paranasales, entre otros®’. En los pulmones, las secreciones espesas alteran los
mecanismos naturales de aclaramiento mucociliar (AMC) y favorecen la obstruccion bronquial, con lo
gue se modifican las defensas naturales del huésped y aumenta la susceptibilidad a infecciones
pulmonares crdnicas por patdégenos como Staphylococcus aureus (S. aureus) o Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa), entre otros muchos. Ademas de la infeccion, en esta enfermedad se
produce una respuesta inflamatoria excesiva y mal regulada®. Los procesos de obstruccidn, infeccién
e inflamacién crénicas producen un circulo vicioso que, en Ultima instancia, provocan destruccién
tisular, obstruccidn al flujo aéreo y aparicién de bronquiectasias y otras complicaciones. La destruccion
progresiva del tejido pulmonar conduce finalmente al fallo respiratorio, responsable de la mayor parte
de la morbimortalidad en esta enfermedad®.

Los sintomas del malfuncionamiento de CFTR no se limitan al aparato respiratorio, ya que CFTR
se expresa en otros muchos tejidos. El espectro de sintomas de la FQ suele incluir la insuficiencia
pancreatica (IP), la enfermedad hepatica relacionada con la FQ (EHRFQ), la diabetes relacionada con la
FQ (DRFQ) o la infertilidad masculina por agenesia de los conductos deferentes; entre las
complicaciones extrapulmonares mas frecuentes se encuentran la obstruccidn intestinal distal, el ileo
meconial o los cuadros de deshidratacién por la pérdida excesiva de electrolitos por el sudor, entre
otros'® 1,

El fenotipo final de cada paciente con FQ esta determinado no sélo por el defecto genético de

CFTR, sino que se ve influido por otros factores, tanto ambientales como del propio enfermo. Entre
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ellos, destacan los denominados genes modificadores de la enfermedad, cuya expresion puede
modificar la gravedad del fenotipo del paciente?. Estos factores explican que en la FQ no exista una
buena correlacién entre el genotipo y el fenotipo de los pacientes, sobre todo en relacion con la
afectacién respiratoria.

El tratamiento de la FQ debe ser multidisciplinar y abarcar todos los aspectos de la

enfermedad® 1*

, por lo que precisa de la colaboracién de distintos especialistas y debe centralizarse
en unidades especializadas. Desde el punto de vista digestivo, es imprescindible mantener un
adecuado estado nutricional, para lo que es fundamental la terapia de sustitucidon enzimatica (TSE) en
caso de existir IP. Es necesario asegurar un adecuado aporte caldrico y aportar suplementos de
vitaminas liposolubles®®. El tratamiento de la enfermedad pulmonar se basa en la mejoria del AMC,
paralo que es imprescindible |a hidratacién de la via aéreay la fisioterapia respiratoria, y el tratamiento
antibidtico de la infeccidn bronquial que, junto con el diagndstico precoz mediante el cribado neonatal,
son responsables de la mejoria del prondstico de esta enfermedad en los Gltimos afios*¥ 16,

El tratamiento antibidtico es uno de los pilares fundamentales en el manejo de los pacientes
con FQ, ya que la infeccion bronquial, aguda o crdnica, tiene un efecto deletéreo sobre la funcién
pulmonar (FP)2 El tratamiento antibidtico inhalado permite la disminucién o el control del inéculo
bacteriano en la infeccién bronquial crénica, lo que determina la disminucién del ndmero de
exacerbaciones pulmonares (EP) y estabiliza la FP y los sintomas respiratorios*. El microorganismo
mas caracteristico que infecta de forma crénica la via aérea de los pacientes con FQ es P. aeruginosa,
que, ademds de un marcador de gravedad, tiene un papel activo en la progresion de la enfermedad
pulmonar asociada a la FQY. El tratamiento precoz de la infeccidn por P. aeruginosa ha demostrado
mejorar el prondstico de la enfermedad®®, por lo que existen protocolos especificos tanto para su
erradicacidon como para el tratamiento de la infeccién bronquial crénica?®.

Las EP, descritas como un empeoramiento de los sintomas respiratorios habituales, con un
incremento de la tos y la expectoracidn, pero sin una definicién de consenso, tienen también un

impacto negativo sobre la FQ. Aunque los antibidticos son fundamentales en su tratamiento, no se ha

definido claramente cual debe ser la duracién del tratamiento ni cudl es la mejor estrategia para
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seleccionar el antibidtico mas apropiado?. Ademas del deterioro agudo que producen, las EP provocan
una pérdida de funcién pulmonar?! e impactan de manera negativa sobre la calidad de vida de los
pacientes??, por lo que son fundamentales las estrategias de prevencién y tratamiento adecuado.

Otros tratamientos, ademas de los mencionados con anterioridad, que se emplean en la FQ,
son los antiinflamatorios (ibuprofeno, corticoides inhalados, azitromicina...) y los tratamientos
inhalados para mejorar el AMC (DNasa recombinante, N-acetilcisteina, suero salino hiperténico —SSH-
)¥ 1% 23 E| trasplante pulmonar es la Ultima opcién terapéutica en los pacientes que tienen una
enfermedad pulmonar crénica avanzada de acuerdo con los criterios actuales de trasplante pulmonar
para los pacientes con FQ?*.

En los ultimos afios hemos asistido al desarrollo de una nueva generacién de farmacos,
conocidos como moduladores de CFTR que, por primera vez, son capaces de corregir el
funcionamiento de CFTRy, con ello, modificar la fisiopatologia de la enfermedad?®. El primer farmaco
desarrollado fue ivacaftor, un potenciador capaz de aumentar las probabilidades de apertura del canal
CFTR en pacientes con mutaciones de clase 1lI?°. Los estudios con ivacaftor?”” 2 han mostrado
importantes mejorias en el volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV3, del inglés forced
expiratory volumen in one second), aumento de peso y mejoria de los sintomas respiratorios, asi como
una reduccion del nimero de EP en los pacientes portadores, al menos, en un alelo de la mutacion de
clase Il G551D. El estudio KIWI*® demostré seguridad y efectividad en nifios de 2-5 afios, lo que ha
permitido que ivacaftor sea el primer farmaco disponible para pacientes con FQ a partir de los 6 meses
de edad.

La siguiente generacién de farmacos, los correctores, son capaces de corregir el defecto de
plegamiento y transporte de la proteina. Esto determina que se expresen canales CFTR en la superficie
de la célula epitelial que, aunque tengan defectos de apertura y estabilidad, son parcialmente
funcionantes. La combinacion del potenciador ivacaftor con los correctores lumacaftor y tezacaftor ha
demostrado, en los ensayos clinicos realizados, mejorias del FEV; y ganancia de peso, aunque mucho
mas modestas que la obtenidas previamente con ivacaftor en los pacientes con una mutacién de clase

113032, La siguiente combinacidn de fadrmacos incluye la combinacién de ivacaftor y tezacaftor con un
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tercer corrector (elexacaftor), cuya efectividad ha sido demostrada en pacientes FQ mayores de 12
afios con una sola mutacién Phe.508del** 3* y que ha sido recientemente aprobada para su uso en
paciente con FQ mayores de 12 afios en Estados Unidos.

El desarrollo de estos farmacos ha abierto una nueva era en el tratamiento de la FQ. Ademas
de los moduladores descritos, estdn en desarrollo nuevos correctores y potenciadores, asi como
estabilizadores y amplificadores de CFTR, que ampliaran el escaso arsenal terapéutico que disponemos
para el tratamiento de esta enfermedad®. A estos tratamientos hay que sumar agentes para el
tratamiento de otras clases de mutaciones, asi como la tecnologia de edicidn genética, que tendria el
potencial de corregir el defecto genético y dar una solucidn definitiva a la enfermedad®.

El desarrollo de las unidades multidisciplinares y la mejora del tratamiento nutricional, de la
fisioterapia y del control de la infeccién bronquial han determinado una disminucidn progresiva de la
morbilidad de los pacientes con FQ en las ultimas décadas, asi como un aumento de la media de
esperanza de vida, que actualmente se sitla por encima de los 40 afios®®. El impacto de los nuevos
tratamientos moduladores sobre la enfermedad todavia estd por ver, aunque las expectativas son,

I6gicamente, muy altas.
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2.- La inflamacion en la fibrosis quistica

La inflamacién en la FQ, sobre todo a nivel pulmonar, es una parte fundamental de la
fisiopatologia de la enfermedad®’. Se ha demostrado que la inflamacidn ya estd presente en los
primeros afios de vida, es persistente, excesiva y estd mal regulada en relacidon con la infeccidn
existente en el pulmén. Todo esto determina una alteraciéon de los mecanismos de defensa del
huésped; empeora la obstruccién bronquial, causa dafio estructural en la via aérea y, en ultima
instancia, contribuye a la pérdida progresiva de la FP, Durante mucho tiempo se ha discutido si esta
respuesta inflamatoria exagerada estaba relacionada con el defecto primario de CFTR o era secundaria
al ambiente generado en la via aérea. Estudios recientes en modelos animales de FQ sugieren que la
respuesta inflamatoria se puede producir en ausencia de infeccidn, por lo que se relacionaria
directamente con el defecto en CFTR y se pondria en marcha en el paciente nada mas nacer®. Por otro
lado, la deshidratacion de la via aérea y la obstruccidn con moco contribuyen a la infeccidn bacteriana
y pueden, por si mismas, desencadenar y/o perpetuar la respuesta inflamatoria®®. Ademds, aunque el
tratamiento con correctores de CFTR, como ivacaftor, produce una mejoria en la FP, la clinica y la
concentracidn de cloro en sudor, su efecto sobre la inflamacidn no es tan evidente* *2. Todos los
estudios nos indican que la inflamacién en la FQ es muy compleja y estd influida por multiples factores;
independientemente del factor que la inicie, existen muchos elementos que favorecen su
perpetuacion.

En los proximos epigrafes se explicaran algunas de las caracteristicas de la inflamacién en la
FQ, que muestran la complejidad de esta y su papel fundamental en la fisiopatologia de la enfermedad.
La Figura 1 resume de manera esquematica la respuesta inflamatoria en la FQ con algunos de los
mediadores y tipos celulares implicados, como complemento a la informacién proporcionada en el

texto.
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Figura 1. Respuesta inflamatoria en la fibrosis quistica. Esquema simplificado de la respuesta inflamatoria de la via aérea
de los pacientes con fibrosis quistica (FQ), y algunos de los hallazgos patoldgicos derivados de la misma. La infeccion
bacteriana, entre las cuales la infeccidon por Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es la mas tipica en la FQ, induce
una respuesta inflamatoria exagerada. Los neutrdfilos infiltran la via aéreay liberan proteasas y oxidantes que la dafian,
asi como sustancias que estimulan la llegada de nuevos neutréfilos. Ademas de los neutréfilos y las células epiteliales,
y sus mediadores, estan implicados otros tipos celulares y mediadores, entre los que se encuentran las células
dendriticas, los linfocitos T y B, los macréfagos y las células musculares lisas. En la figura se muestran solo algunos de
estos tipos celulares y mediadores. CD: célula dendritica; Céls: células; FMLP: N-formilmetionil-leucil-fenilalanina
(péptido quimiotactico); G-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos; GM-CSF: factor estimulador de colonias
de granulocitos-macréfagos; HMGB1: grupo proteico de alta movilidad B1; ICAM: molécula de adhesion intercelular; IL:
interleucina; LPS: lipopolisacarido; SLE: superficie liquida del epitelio; LT: leucotrieno; MEC: matriz extracelular; MMP :
metaloproteinasa de la matriz; M@: macréfago; ON: éxido nitrico; PGP: prolina-glicina-prolina; PMN: neutréfilo; TGF:
factor de crecimiento transformante; TNF: factor de necrosis tumoral. Adaptado de Nichols DP (2015)%’.
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2.1.- Desequilibrio entre mediadores proinflamatorios y antiinflamatorios

Una de las caracteristicas de la inflamacion en la FQ es su mala regulacién. Muestra de ello es
el desequilibrio existente en la via aérea entre los mediadores proinflamatorios y antiinflamatorios. En
la via aérea de los pacientes con FQ se encuentran una gran cantidad de neutrdfilos y mediadores
proinflamatorios, tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), las interleucinas(IL)-1B, IL-6,
IL-8, IL-17 e IL-33, el factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), el factor
estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) y el grupo proteico de alta movilidad B1 (HMGB1; High
Mobility Group Box 1)¥. La presencia de estos mediadores no siempre se relaciona con la presencia de
infeccidn; en comparacion con sujetos sanos y en ausencia de infeccidn, el lavado broncoalveolar (LBA)
de pacientes con FQ muestra niveles mas elevados de IL-8*, por ejemplo. Estos mediadores no sélo
contribuyen al efecto deletéreo de la inflamacion, sino que, ademas, actian como quimiotacticos para
algunas células inflamatorias y contribuyen al mantenimiento del estado inflamatorio crénico. Algunos
de los efectos que estos mediadores tienen en la persistencia de la inflamacién en la FQ se resumen

en la Tabla 2.

Tabla 2. Mediadores inflamatorios presentes en la via aérea en la fibrosis quistica

Molécula Papel

IL-8 Promueve la afluencia de neutréfilos. Es muy abundante en la via aérea en la FQ, su
concentracién se relaciona directamente con la cantidad de neutrdfilos y sus productos

en la via aérea®

TNF-a Potencia las respuestas secretora y oxidativa de los neutréfilos* %6, Podria promover

la caguexia®’

IL-1B Induce fiebre, estimula la respuesta inflamatoria aguda y promueve el catabolismo
muscular®’

GM-CSF Entre otras, retrasa la apoptosis de neutréfilos e inhibe su aclaramiento del pulmén*

IL-17 Promueve la afluencia de neutréfilos®

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa; IL: interleucina; GM-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos.
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lgual o mas importante que la activacion excesiva de la respuesta inflamatoria es la
incapacidad de los pacientes con FQ para resolver la misma de manera satisfactoria. Junto con el

exceso de mediadores proinflamatorios descrito con anterioridad, en la via aérea de los pacientes con

049, 50

éculas antiinflamatorias como la IL-1 )31 52

FQ existe un déficit de mo , el dxido nitrico (ON y los
derivados de los cidos grasos esenciales (AGE): lipoxinas (LX) como la LXA;> y resolvinas (Rv) como la
RvD;>*. Entre las funciones de la IL-10 se incluyen la finalizacidn de la respuesta inflamatoria aguda, la
disminucién de la producciéon de citoquinas proinflamatorias, la inhibicidn de factores de transcripciéon
proinflamatorios y la induccién de la apoptosis de neutréfilos®. Las células epiteliales cultivadas de
pacientes con FQ no son capaces de secretar cantidades detectables de IL-10%, y los linfocitos T de
individuos con FQ producen menos IL-10 tras ser estimulados, en comparacion con los linfocitos T de
sujetos sanos®. Por su parte, la reduccion de ON podria contribuir a la disminuciéon de la altura de la
superficie liquida del epitelio (SLE)®®, a disminuir la relajacién del musculo liso bronquial aumentando
la obstruccidon bronquial®’, a promover la supervivencia de algunas bacterias en la via aérea®® y, por
ultimo, a favorecer la llegada de neutrdfilos al pulmén, perpetuando la inflamacion®®. La LXA4 es un
metabolito del leucotrieno (LT)A4, derivado a su vez del acido araquiddnico (AA), que ayuda a la
resolucion de la inflamacion neutrofilica aguda®. La infeccién por P. aeruginosa, que como se ha
comentado tiene un papel principal en la evolucién de la enfermedad pulmonar en la FQ, contribuye
a disminuir los niveles de LXA, en la via aérea de estos pacientes®, y su funcidn esta, ademds, alterada
debido a la disminucién de la expresién de su receptor®’. La RvD; es un metabolito del acido
docosahexaenoico (DHA) presente tanto en el plasma como en el esputo en los pacientes con FQ,
aunque las concentraciones en plasma son 10 veces mayores. Su concentracién en esputo no guarda
proporcion con el aumento existente de IL-8, y la relacién RvD:/IL-8 se ha correlacionado
positivamente con el FEV; en pacientes FQ®2. La RvD1 tiene también la capacidad de aumentar la altura
de la SLE, disminuir la secrecién de IL-8 inducida por TNF-a e incrementar la capacidad fagocitica y
bactericida de los macréfagos alveolares en la FQ®.

En resumen, en la via aérea de los pacientes FQ se encuentra una cantidad excesiva de

mediadores proinflamatorios y una disminucion o ausencia de moléculas antiinflamatorias. La
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expresion de este desequilibrio es una respuesta inflamatoria compleja, excesiva y mal regulada, como

ya se ha comentado.

2.2.- Papel de las células epiteliales

Ademas de los mediadores inflamatorios, los diferentes tipos celulares presentes en la via
aérea también participan en el proceso inflamatorio en la FQ. El papel de las células epiteliales, que
expresan CFTR, es quizas de los mas estudiados. La inhibicidn o disminucién de funcién de CFTR en
lineas celulares epiteliales de la via aérea se ha relacionado per se con un aumento de la activacién del
factor nuclear kappa-B (NF-kB)®* 5, que se veria ain mas incrementada por la presencia de P.
aeruginosa® o TNF-a®, dos elementos muy presentes en la FQ. Esta activacion de NF-kB inicia la
sintesis de mediadores proinflamatorios como TNF-a, GM-CSF, IL-1B, IL-6 e IL-8, ademas de actuar
como un regulador central de otros factores de transcripcién cuyo efecto también es proinflamatorio:
activadores de proteinas 1 y 2, MAPK/ERK (proteina quinasa activada por mitdgenos, del inglés
Mitogen-Activated Protein Kinase/quinasa regulada por sefiales extracelulares, del inglés Extracellular
signal-Regulated Kinase) o NFAT (factor nuclear de células T activadas, del inglés Nuclear Factor of
Activated T-cell)*’. Por otra parte, las células epiteliales en la FQ tienen una produccién deficiente de
interferén-gamma (INF-y) en respuesta a P. aeruginosa®, lo que provocaria un aumento de IL-33 en
respuesta a estimulos infecciosos y, en ultima instancia, la produccién de citoquinas implicadas en la
quimiotaxis de neutréfilos®®. A estos efectos proinflamatorios, hay que afiadir un déficit en las vias de
sefializacion antiinflamatorias, como PPAR-a y y (receptor activado de la proliferacién de peroxisomas
alfay gamma, del inglés Peroxisome Proliferator-Activated Receptor), Nrf2 (factor nuclear derivado de
eritroide 2 similar al 2, del inglés Nuclear factor erythroid 2-Related Factor 2) o STAT-1 (transductoras
de sefiales y activadoras de la transcripcién-1, del inglés Signal Transducer and Activator of
Transcription), lo que en su conjunto favoreceria la respuesta inflamatoria exagerada que encontramos

en la via aérea de los pacientes FQ?.
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2.3.- Papel de los neutréfilos

Los neutrofilos son las células inflamatorias mas abundantes en la FQ y tienen un papel central
en el inicio y la persistencia de la inflamacién. Su exceso en la via aérea responde tanto a un aumento
de su flujo de llegada como a una disminucién de su aclaramiento®. Como se ha expuesto
anteriormente, la via aérea de los pacientes con FQ contiene una gran cantidad de mediadores
proinflamatorios con un efecto quimiotactico sobre los neutréfilos: IL-8, LTB4, C5a, HMGB1, IL-17,
prolina-glicina-prolina (PGP), N-acetil-PGP y productos bacterianos como N-formilmetionil-leucil-
fenilalanina (FMLP)* %71, De todas ellas, la IL-8 es, probablemente, la mas importante ya que su
concentracién se ha relacionado de manera directa con la cantidad de neutrdfilos y sus productos en
la via aérea®*. Los neutrdfilos participan de manera muy activa en la respuesta inmunitaria frente a la
infeccion bacteriana. Sin embargo, en la FQ tienen alterados algunos de los mecanismos que emplean
para el control de la infeccién. En condiciones normales, los neutréfilos expresan CFTR en sus
fagolisosomas’ 73, En la FQ, los neutrdfilos tienen alterada su capacidad de matar bacterias una vez
fagocitadas’ 74, lo que contribuiria a la infeccién pulmonar crdnica caracteristica de estos pacientes.
Otro de los mecanismos antimicrobianos que poseen los neutrdfilos es la liberacién de las llamadas
trampas extracelulares de neutrdfilos (NETs, del inglés Neutrophil Extracelular Traps), a través de un
proceso de necrosis denominado NETosis”. Estas NETs son un complejo de cromatina, histonas,
mediadores proinflamatorios y sustancias presentes en los granulos de los neutréfilos’®, y suponen el
origen de la mayoria del acido desoxirribonucleico (ADN) presente en la via aérea de los pacientes con
FQ’’. Aungue las NETs son un importante mecanismo de defensa frente a la infecciéon aguda, su
efectividad en la FQ probablemente es escasa, y su efecto global en la enfermedad es deletéreo, ya
que suponen un estimulo proinflamatorio persistente para los macréfagos®. Finalmente, la elastasa
de neutréfilo (EN) es un enzima proteolitica de la familia de las serin-proteasas necesaria para la
funcidn bactericida de los neutrdfilos’®, pero que puede tener efectos deletéreos sobre la via aérea
degradando estructuras proteicas, entre las que se incluyen el coldgeno y la elastina’. Para evitar el

dafio tisular existen unos inhibidores de las proteasas, entre los que destaca la alfa-1-antitripsina (a1-
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AT), encargados de contrarrestar el efecto de la EN y otras proteasas. El desequilibrio entre proteasas
e inhibidores de las proteasas condiciona el dafio tisular y el remodelado después de una lesion®. En
la FQ, la importancia de la EN viene determinada por su elevada concentracion en esputo y LBA, que
sobrepasa la capacidad reguladora de los inhibidores de las proteasas, y se correlaciona con la pérdida
de FP® 82 Ademads del dafio tisular directo, la EN juega un papel central en la fisiopatologia de la FQ
porque induce la cronificacion de la respuesta inflamatoria aumentando las concentraciones de
mediadores proinflamatorios como IL-8 y MMP-9%2, promueve la expresién de mucinas en el tracto
respiratorio y dafia el epitelio respiratorio, alterando el AMC?, degrada la lactoferrina y otras
glicoproteinas con funcién antimicrobiana y relacionadas con la opsonizacién®, y altera la funcion de
los linfocitos degradando receptores de superficie de los linfocitos T e interfiriendo en el proceso de
presentacién de antigeno de las células dendriticas®®. Todos estos mecanismos contribuyen a un
exceso de activacién de la respuesta inflamatoria que, sin embargo y como hemos comentado, es
ineficaz para controlar la infeccién bronquial®.

La Tabla 3 resume las sustancias y mediadores liberados por los neutréfilos que participan

tanto en la perpetuacion de la inflamacién como en las consecuencias patoldgicas de la misma.
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Tabla 3. Productos liberados por los neutréfilos y sus consecuencias patolégicas*

Producto Consecuencias

Quimiotacticos de neutréfilos | Promueven la afluencia de neutrdfilos a la via aérea. HMGB],

(IL-8, IL-17, HMGB1], LTB,) ademas, activa NF-kB y promueve la liberacién de MMP9

MMP8, MMP9 Degradacién de la MEC, remodelado tisular, aumento de
mediadores inflamatorios, rotura de la proteina D del

surfactante, alteracion de la migracién y movimientos celulares

Oxidantes (O,, H.0,) Dafio estructural de la via aérea, aumento de la liberacién de

mediadores inflamatorios, inactivacion de al-AT

Serin proteasas (catepsina-G, | Incremento de IL-8, disminucidn del batido ciliar, aumento de
proteinasa-3, EN) moco, dafio estructural, activacion de ENaC, degradacién de
CFTR, alteracion de la eferocitosis, alteracion de los mecanismos

de opsonizacién

ADN (NETs) Aumento de la viscosidad del moco, obstruccion de la via aérea

Actina Obstruccion de la via aérea

IL: interleucina; HMGB1: grupo proteico de alta movilidad B1; NF-kB: factor nuclear kappa-B; MMP: metaloproteinasa de la
matriz; MEC: matriz extracelular; al-AT: alfa-1 antitripsina; EN: elastasa de neutrdéfilo; ENaC: canal epitelial de sodio; CFTR:
regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica; ADN: acido desoxirribonucleico; NETs: trampas
extracelulares de neutrdfilos.

*Adaptado de Nichols DP (2015)37.

2.4.- Otros tipos celulares implicados

Ademas de las células epiteliales y los neutréfilos, que tienen un papel principal en la
inflamacidn en la FQ, existen otros tipos celulares implicados cuya importancia se va dilucidando poco
a poco.

Los macréfagos son las células encargadas de aclarar, a través de la fagocitosis, las bacterias,
sus productos y los restos celulares presentes en el pulmdn. Existen macréfagos implicados en la
fagocitosis de microorganismos con accién predominantemente inflamatoria, que liberan mediadores
como TNF-a, IL-1B o IL-8; y otros con funciones de regulacién de la inflamacién y de remodelado y
reparacion de tejidos, que liberan IL-4, IL-13 e IL-10%. En la FQ, la funcién de los macréfagos esta mal
regulada, y producen una gran cantidad de mediadores proinflamatorios cuando se estimulan con los

lipopolisacdaridos (LPS), aunque no esta claro si es por consecuencia directa del defecto en CFTR o por
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la presencia cronica de bacterias®” 8. Ademas, los macréfagos en la FQ tienen alterada su capacidad
de eliminacion de P. aeruginosa®®, asi como su capacidad para aclarar del pulmén los neutréfilos a
través de la eferocitosis. La eferocitosis es un proceso de eliminacién de células muertas o apoptéticas
por parte de células fagociticas que evita la rotura de la integridad de su membrana vy, por tanto,
disminuye la liberacidon de mediadores proinflamatorios (IL-17, IL-23, G-CSF). En la FQ, la eferocitosis
se ve comprometida tanto por la alteracién de la apoptosis de neutrdfilos como por el defecto
fagocitico de los macréfagos. A esta alteracién de la eferocitosis contribuye seguramente la elevada
concentracién de HMGB1, que inhibe la fagocitosis de neutréfilos apoptéticos por parte de los
macréfagos®. En situaciones de hipoxia, en comparacion con la situacion normal de exposicién a un
ambiente con oxigeno al 21%, los macréfagos alveolares del pulmén con FQ presentan un incremento
de la produccion de TNF-a e IL-8, lo que podria explicar por qué la afectaciéon pulmonar en la FQ
comienza en los lI6bulos superiores, donde la tensidon de oxigeno es menor®. Por ultimo, la importancia
del papel de los macréfagos en la inflamacion en la FQ se refleja también por su elevada presencia, asi
como de la proteina quimiotactica de monocitos MCP-1 (del inglés monocyte chemoattractant
protein), en el LBA de nifios con FQ%2.

La presencia de linfocitos en el pulmdn de los pacientes con FQ se conoce desde hace tiempo,
aunque su papel estd comenzando a aclararse mas®’. Tanto los linfocitos T como B expresan CFTR, por
lo que es de esperar alguna alteracion de su funcién en la FQ: por ejemplo, los linfocitos de los
pacientes FQ expresan menos IL-10 que los linfocitos normales®®, incluso en ausencia de infeccion®.
Entre los diferentes tipos de linfocitos presentes en el pulmdén de los pacientes con FQ, quizas el mas
interesante sea el linfocito Th17%. Estos linfocitos se estimulan por citoquinas presentes en la via aérea
en la FQ, como IL-6, IL-23 o TGF-B, y producen tanto IL-8 como IL-17, que promueven el flujo de
neutrdéfilos hacia el pulmén perpetuando la respuesta inflamatoria. Por otra parte, en la FQ existe una
disminucién del nimero y la funcidn de linfocitos T reguladores (Treg), encargados del control de las
respuestas Th2 y Th17. Esta disminucidn de linfocitos Treg se ha visto tanto en ratones modificados
genéticamente® como en pacientes con FQ, y parece que es mas marcada en presencia de infeccién

por P. aeruginosa®®.
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Seguramente, las células musculares lisas de la via aérea también jueguen un papel en la
fisiopatologia de la inflamacién en la FQ, ya que en condiciones normales también expresan CFTRY.
Prueba de ello es que en los pacientes con FQ estd aumentada la masa muscular lisa de la via aérea, lo
que refleja, seguramente, un proceso de remodelado®. Ademas, los pacientes con FQ presentan una

1. Por otra parte, en la via aérea de los

elevada prevalencia de sintomas de hiperreactividad bronquia
pacientes con FQ hay una elevada concentracién de mediadores inflamatorios que también participan
en la fisiopatologia del asma (TNF-a, IL-8, IL-17, IL-4 o IL-13), enfermedad en la que el papel de las
células musculares lisas esta perfectamente establecido.

2.5.- Tratamiento de la inflamacion en la fibrosis quistica

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. De
forma practica, la estrategia del tratamiento antiinflamatorio en la FQ podria dividirse en dos objetivos:
1) inhibir las sefales proinflamatorias y la respuesta inflamatoria excesiva, y 2) neutralizar los
productos secretados, fundamentalmente por los neutréfilos, implicados en las consecuencias de la
inflamacidn crénica. El tratamiento de la inflamacidn, sobre todo a nivel pulmonar, seria fundamental
para frenar el circulo vicioso de obstruccién-inflamacién-infeccién y prevenir el deterioro de la FP, y
deberia iniciarse en etapas precoces de la vida!®.

El arsenal terapéutico actual es bastante limitado, por la escasez de farmacos eficaces o por
los efectos secundarios de algunos de ellos (ibuprofeno, corticoides orales)!®t. En la préctica clinica
habitual esta extendido el uso de azitromicina y DNasa.

La azitromicina es un antibidtico bacteriostatico con una excelente biodisponibilidad oral, pero
que, ademads, presenta una importante actividad inmunomoduladoral®®. Es capaz de disminuir la
produccién de citoquinas relacionadas con la fase aguda de la inflamacién, como IL-8, GM-CSF, IL-6,

MMPs o TNF-a, que tienen una accidén quimiotdctica para neutrdfilos y otras células inflamatorias'®

y
son muy abundantes en la via aérea de los pacientes con FQ. En la fase crénica de la inflamacidn, la

azitromicina regula la accidn de los neutrofilos aumentando su apoptosis y disminuyendo sus funciones
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oxidativas!®. Esta modulacién de la inflamacion puede explicarse por la capacidad de la azitromicina
de inhibir la expresion del NF-kB!%, cuya importancia en el estado inflamatorio crénico de la FQ se ha
explicado antes. Desde el punto de vista clinico, la azitromicina actla directamente sobre las células
epiteliales de la via aérea reduciendo las secreciones respiratorias, disminuyendo la produccidn de
moco e incrementando la integridad del epitelio respiratorio'®. El uso crénico de azitromicina se ha
asociado con mejoria de la FP y disminucidn del nimero de EP en pacientes con FQ e infeccién crénica
por P. aeruginosa®’, aunque parece que este efecto podria disminuir con el tiempo y desaparecer a
los 12 meses'®, El beneficio en pacientes mas jovenes sin infeccidn crénica por P. aeruginosa es mas
modesto; ha demostrado sélo disminuir las EP pero no las hospitalizaciones, los tratamientos
intravenosos ni la FP'®, Ademds, parece que el uso crénico de azitromicina podria antagonizar los
efectos positivos del tratamiento inhalado con tobramicina en pacientes con FQ e infeccién crénica
por P. aeruginosa*® ! por lo que son necesarios mas estudios para decidir cudl es la mejor indicacién

para pacientes con FQ, y durante cuanto tiempo debe administrarsel??,

Las guias americanas
recomiendan el uso crdnico de azitromicina en pacientes con infeccidn crénica por P. aeruginosa
(grado de recomendacién B), en los que previamente se ha descartado infecciéon por micobacterias no
tuberculosas. También recomiendan su uso en pacientes sin infeccién crénica por P. aeruginosa, con
una menor fuerza de recomendacién (grado de recomendacién C)!3. Las guias europeas consideran la
azitromicina como un tratamiento estandar para pacientes con infeccidn crénica por P. aeruginosa,
con dudas sobre la duracién de su efecto o su impacto sobre las resistencias antibioticas a largo plazo®®.

La DNasa fuel el primer tratamiento aprobado especifico para la FQ, después de demostrar
mejorar la FP en estudios de hasta 2 afios de duracién'* 11>, Actia descomponiendo aleatoriamente
el ADN extracelular, lo que reduce su concentracién y longitud, provocando la reduccién de la
viscosidad del esputo. Estos cambios facilitan el AMC, disminuyen la obstruccién y mejoran la FP!°,
Estos beneficios se han demostrado también en pacientes con afectacién pulmonar leve!'’. Ademas
de su efecto sobre las propiedades reoldgicas del esputo, la DNasa tiene un efecto sobre la inflamacién

neutrofilica. En pacientes con FQ e inflamacién pulmonar, medida como aumento del porcentaje de

neutrdéfilos en el LBA, el tratamiento durante 3 afios con DNasa mantuvo estable el porcentaje de
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neutrdfilos, mientras que en el mismo periodo este porcentaje se incrementé tanto en el grupo no
tratado como en un grupo control cuyo porcentaje de neutréfilos en el LBA era normal al inicio del
estudio. También se encontré un aumento de la actividad de EN y de la concentracién de IL-8 en estos
grupos, mientras que el grupo tratado con DNasa permanecio estable!®. Aunque otros trabajos, de
duracién menor, no han corroborado estos hallazgos, en general se considera que la DNasa tiene un
potencial efecto antiinflamatorio, que explicaria los beneficios clinicos en pacientes sin enfermedad
pulmonar evidente!*®. Las guias americanas recomiendan su uso crénico a partir de los 6 afios de edad,
independientemente de la gravedad de la enfermedad pulmonar!3. Las guias europeas resumen los
beneficios de la DNasa, aunque no hacen una recomendacién tan firme a favor de su uso'®.

Mas alla de la azitromicina y la DNasa, existen otros agentes con efecto antiinflamatorio cuyo
empleo no es generalizado y otros que estan en estudio. La descripcion de todos ellos va mas alla del
propésito de esta introduccién, por lo que se resumen en la Tabla 4.

El efecto de los nuevos moduladores de CFTR sobre la inflamacion no esta claramente definido,
pero parece que es menor del esperado inicialmente. Por este motivo, es previsible que en el futuro

el tratamiento de la inflamacion siga siendo fundamental en el manejo de la FQ3%,
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Tabla 4. Farmacos antiinflamatorios en uso o en estudio en la fibrosis quistica

Clase terapéutica

Farmaco(s)

Corticoides

Prednisona®, prednisolona, corticoides inhalados®

AINEs

Ibuprofeno?, talniflumato, piroxicam

Inhibidores de los eicosanoides

Montelukast?, zafirlukast, amelubant (BIIL 284BS)?, acebilustatt

Potenciadores de mediadores

eicosanoides antiinflamatorios

Acebilustatt, DHA?, lenabasumt, cido lipdico, AGEs omega-3,

fenretidinat

Inhibidores especificos de
mediadores proinflamatorios o

sus Rc

Ac monoclonal anti-IL-17, anti-IL-8, anti-IL-1B, anti-TNF-a, anti-

Rc-TNF-a, anti-Rc-IL-1  (anakinra), antiCXCR2-RA  (GSK

SB656933)"

Modificadores de la sefializacidn

Pioglitazona®, simvastatina®, sulforafano®, inhibidores de NF-kB,

intracelular inhibidores de p38MAPK
Citoquinas antiinflamatorias IL-10, INF-y2
Inhibidores de moléculas de | Anti-ICAM-1

adhesion

Inmunomoduladores

Metotrexate®, hidroxicloroquina®, azatioprina, ciclosporina?,

timosina-a-1

Antibidticos

Azitromicinat (y otros macrdlidos), doxiciclina

Anti-proteasas

al-AT?, EPI-hBE4 (depelestat), Ac monoclonal anti-MMP9 (GS-
5745)2

Antioxidantes

N-acetilcisteina®, colina, glutamina, glutatidont, piruvato sédico,
B-caroteno, vitamina E, acido ascérbico, tiocianato, coenzima

Q10

Inhibidores de la fosfodiesterasa

Sildenafilot, inhibidores de la PDE3/4, pentoxifilina

Tratamientos celulares

Células madre mesenquimalest

Otros

DNasa®, cromolina, digitoxina®, ejercicio®, seleciclibt

AINEs: antiinflamatorios no esteroideos; DHA: acido docosahexaenoico; AGE: acido grado esencial; Ac: anticuerpo; IL:

interleucina; TNF: factor de necrosis tumoral; Rc: receptor; NF: factor nuclear; MAPK: proteina quinasa activada por
mitdgenos; INF: interferon; ICAM: molécula de adhesidn intercelular; MMP: metaloproteinasa de la matriz; al-AT: alfa-1

antitripsina; PDE: fosfodiesterasa; FQ: fibrosis quistica.

AFarmacos que han sido evaluados en ensayos clinicos en FQ. TFarmacos actualmente en investigacién en FQ.

*Adaptado de Roesch EA (2018)38.
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3.- Importancia de la nutricion en la fibrosis quistica

La malnutricién secundaria a enfermedades crdnicas tiene un impacto negativo en la evolucién
clinica del paciente por su repercusion sobre la respuesta inmunoldgica, la funcidén digestiva y el
apetito, entre otras. Mantener un estado nutricional adecuado es también un aspecto imprescindible
en el tratamiento de la FQ, ya que repercute directamente en la calidad de vida, en la FP y en la
supervivencia®?. El estdndar de tratamiento nutricional para los pacientes con FQ incluye una dieta
hipercaldrica sin restriccidn grasa para alcanzar un estado nutricional 6ptimo, la TSE en los pacientes
con IP y la suplementacién con vitaminas liposolubles®. Es importante que la administracién tanto de
los enzimas pancreaticos como de las vitaminas liposolubles se dosifique de manera correcta v,
ademas, se administre en el momento y forma adecuados'?. La monitorizacion del estado nutricional
debe iniciarse desde el momento del diagndstico®®, para prevenir la malnutricidn, iniciando con énfasis
la educacion nutricional de los padres y pacientes mayores para asegurar una ingesta adecuada que
logre un balance positivo de energia, tanto durante los periodos estables como durante las EP que
sufren estos enfermos. El objetivo es mantener un indice de masa corporal (IMC) por encima del
percentil 50 en nifios y adolescentes, y en adultos por encima de 23 kg/m? en varones y 22 kg/m? en
mujeres!> 122,

El balance energético en los pacientes con FQ se ve alterado por 3 factores fundamentales:
ingesta inadecuada (falta de apetito, dieta inadecuada, sintomas gastrointestinales, depresién),
aumento de las pérdidas energéticas por malabsorcidon/maldigestion y aumento del gasto energético
debido al aumento del trabajo respiratorio y al estado de inflamacién y de infeccién crénicas'?®. Es
fundamental una adecuada dosificacidn de la TSE en los pacientes con IP, que se ajustara en funcidn
del contenido graso de la comida y el grado de malabsorcién del paciente?*. En general, el aporte de
calorias debe ser elevado, alrededor del 120-200% de las recomendaciones de ingesta diaria para su
edad, peso y talla, aunque debe individualizarse ya que depende de factores como el estado nutricional
del paciente o su afectacidon pulmonar®®. Se debe evitar la restricciéon de grasas, que hace la dieta
menos caldrica y apetitosal?. La practica actual consiste en ofrecer dietas hipercaldricas con aportes
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elevados de grasas, que mejoran el sabor de los menus y que, ademas, aporten triglicéridos (TG) de
cadena larga y AGE'?, E|l tratamiento con los nuevos moduladores y correctores de CFTR tiene un
impacto positivo sobre el estado nutricional de los pacientes y sobre su calidad de vida, en los dominios
apetito, imagen corporal y peso!?’, e incluso podria revertir o retrasar la aparicion de la IP en etapas
precoces de la vida!?®. Conseguir una nutricidn correcta y, sobre todo, mantenerla, precisa de la
colaboracidn de todo el equipo multidisciplinar, siendo fundamental la participacidn de especialistas

en nutricion y de dietistas'?.
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4.- Los acidos grasos esenciales en la fibrosis quistica

Los AGE son acidos grasos poliinsaturados (PUFA) que no pueden ser sintetizados por el
organismo y deben ser obtenidos directamente de la dieta. Las vias metabdlicas para la produccion de
los distintos PUFA comparten enzimas para la elongacion/desaturacion de la cadena, por lo que puede
haber una interaccidn entre las vias metabdlicas que comprometa la produccién de alguno de ellos*°,
Para el ser humano, son AGE el acido linoleico (LA) y el acido alfa-linolénico (ALA). Su metabolismo da
lugar a las dos familias principales de PUFA, implicadas en los procesos de inflamacion: los omega-6 y

los omega-3. Sus principales componentes y sus vias metabdlicas se muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Transformacion bioldgica de los acidos grasos poliinsaturados omega 3y 6.

y: gamma; w: omega; a: alfa. Modificado de Gil-Campos M (2010)130,
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El AA se forma en la via de metabolizaciéon de los omega-6 y es un precursor de mediadores
proinflamatorios conocidos como los eicosanoides, entre los que se incluyen las prostaglandinas (PG),
los LT y el tromboxano. Estos mediadores incrementan la migracidn de neutrdfilos a los tejidos con el
consiguiente aumento de moco y mediadores celulares que favorecen la destruccidn tisular. EI ALA, el
acido eicosapentaenoico (EPA) y el DHA son productos del metabolismo de la via omega-3, se
comportan como potentes agentes antiinflamatorios y son determinantes para la integridad de las
membranas celulares’3!. En nuestro organismo, el ALA se convierte en EPA, que normalmente se
encuentra en los aceites marinos. La principal fuente natural de EPA en la alimentacion humana son
los pescados grasos (atun, bonito, jurel, salmdn, arenques). Dado que sélo una pequefia proporcién de
EPA da lugar a la sintesis de DHA por la via de los omega-3, el aporte exdgeno de este es indispensable
y podria considerarse que, en muchas situaciones clinicas, el DHA es también un AGE. El DHA se
encuentra de manera natural en los aceites de pescado, linaza y en las nueces®3% 132,

En los pacientes con FQ se describid por primera vez una alteracidon en la relacién y
concentracién de PUFA, en comparacidon con sujetos sanos, en 19623, Afios mas tarde, se describid
gue en estos pacientes existia una elevacion de la relacion omega-6/omega-3, debido a un aumento
de la concentracién y del empleo de AA por parte de las membranas celulares, lo que provocaba un
aumento del LA en la via omega-6 y una disminucién del DHA como producto final de la via omega-
3134, Para investigar los desequilibrios en los PUFA en la FQ, Freedman y colaboradores demostraron
que los ratones recién nacidos con el gen CFTR deleccionado en ambos alelos (cftr-/cftr-) tenian una
alteracion en la composicién de los PUFA en las membranas celulares, y mostraban un aumento de los
niveles de AA y una disminucién de los niveles de DHA. El andlisis de las muestras de tejido de
intestino delgado, pulmdn y péancreas de ratones cftr-/cftr- mostraron que incorporaban hasta tres
veces mas AA en sus membranas celulares que los ratones no modificados genéticamente, lo que
determinaba secundariamente una menor proporcién de DHA en dichas membranas®® 37, El cociente
AA/DHA esta elevado en las biopsias nasales y rectales de los enfermos con FQ, mientras que los
portadores presentan valores intermedios comparados con los controles!®, Son numerosos los

factores que explican la modificacion de los PUFA en la FQ: la alteracion de la actividad desaturasa de
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la lipasa hepatica, el aumento de su metabolismo, el incremento de la sintesis de mediadores
antiinflamatorios y la alteracién de la utilizaciéon de PUFA en el epitelio celular, entre otros!*®,

El patrén andmalo de PUFA se ha objetivado tanto en pacientes con IP como con suficiencia
pancreatica (SP), lo que unido a la alteracidn de estos en portadores de una mutacién de FQ sugiere
que, ademds de los mecanismos de alteracién de los PUFA anteriormente nombrados, puede existir
una correlacidon entre el grado de alteracion del perfil de estos y la disfuncién de CFTR. Esto

determinaria una relacién directa con el defecto genético de esta enfermedad*°.
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5.- La suplementacion con omega-3 en la fibrosis quistica

La dieta de los humanos hace siglos tenia un cociente de omega-6/omega-3 de 1:1. Sin
embargo, la dieta occidental ha ido incrementando progresivamente el aporte de omega-6, lo cual
favorece la aparicidn de trastornos cardiovasculares, inflamatorios y autoinmunes*!, La idea del efecto
beneficioso de la suplementacién con aceites de pescado ricos en omega-3 partid, inicialmente, de la
observacién de la dieta de los esquimales de Groenlandia (los Inuits), rica en omega-3, ya que éstos
tienen una baja incidencia de enfermedades inflamatorias que son frecuentes en Europa o en América
del Norte#* 143 E| tipo de PUFA administrado es de suma importancia, ya que el ALA, que se considera
esencial desde el punto de vista nutricional, no es eficaz para incrementar los niveles celulares de DHA.
Sin embargo, el aporte exdgeno de DHA si es capaz de incrementar los niveles celulares de DHA vy
EPAM4,

En relacidn con los efectos beneficiosos de los PUFA sobre la salud, el consumo de DHA se ha
asociado histéricamente con una reduccion de la muerte por infarto agudo de miocardio y beneficios
en el tratamiento de la hipertension arterial, la artritis, la trombosis y algunos tipos de cédncer'®®. Sin
embargo, revisiones mas recientes tienen en cuenta la variedad de resultados obtenidos y la
inconsistencia de muchas de las variables utilizadas en estos estudios, a pesar de los cual se continta
considerando que la suplementacién con DHA tendria un efecto positivo sobre las funciones
cardiovascular y cerebral'®®. En relacién con el cancer, el efecto del DHA sobre las distintas etapas del
ciclo celular se ha demostrado in vitro, aunque su mecanismo de accién no esta todavia aclarado y su
utilidad como tratamiento adyuvante a la quimioterapia debe ser todavia estudiada en ensayos
especificamente disefiados para ello'. En la edad pediatrica, se ha estudiado el efecto del DHA en
patologias como el autismo o el trastorno por déficit de atencion e hiperactividad, aunque no hay
evidencias claras de su utilidad en estos procesos*°.

En relacién con la patologia respiratoria, la suplementacién con omega-3 se ha relacionado
con una mejor FP en adultos, sobre todo fumadores!*®, con una mejoria de la oxigenacién en el
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sindrome de distrés respiratorio agudo del adulto*, o con menos sintomas respiratorios en fumadores
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con enfermedad pulmonar obstructiva crénica®®. En nifios, la introduccién temprana de pescado en la
dieta (entre los 6 y los 9 meses) y el consumo regular del mismo al menos 1 vez por semana se ha
asociado con una menor prevalencia de asma y sibilancias hasta los 4.5 afios de edad®!. En madres
gestantes, la suplementacion a partir de la semana 24 de gestacidn con un aporte de 2.4 g/dia de aceite
de pescado rico en omega-3 redujo en un 30% el riesgo de que sus hijos presentaran asma persistente
a los 3 afios™2. Sin embargo, su consumo no se ha asociado con una menor prevalencia de sintomas
alérgicos en la edad escolar en nifios con antecedentes de prematuridad®®?, ni con una menor
incidencia de displasia broncopulmonar en este grupo de pacientes®.

Estudios en animales han demostrado que la administracion de DHA oral a ratones recién
nacidos promueve la diferenciacién de los neumocitos tipo Il y favorece una mayor produccion de
surfactante®®. Los estudios de suplementacidn de DHA en ratones cftr-/cftr- han demostrado su
utilidad para corregir la alteracién del perfil de PUFA, aumentando los niveles de DHA y disminuyendo
los niveles de AA, lo que se asocié a una modificacién de la anatomia pancreatica (disminucién de la
dilatacién de los acinis pancreaticos) y a una mejoria de la estructura de las vellosidades intestinales'®,
Este mismo estudio demostré que la concentracion de neutrdfilos en el LBA de ratones cftr-/cftr-
expuestos a la adquisicion de P. aeruginosa mediante aerosol, era mucho mayor que la de los
controles, y que la suplementacién con DHA revertia este fendmeno. Se constatd, ademas, que estos
efectos eran especificos de la administracién de DHA y no se producian cuando se administraban otros
acidos grasos o aceites de pescado®®. Otro estudio, més reciente, en el que se empled una dieta
enriquecida con omega-3 (DHA y EPA) en madres y ratones recién nacidos homocigotos para la
mutacion Phe.508del, demostrd que los ratones suplementados, en comparacién con los ratones con
una dieta estandar, incorporaban una mayor proporcién de omega-3 en sus membranas celulares,
corregian el déficit de crecimiento, presentaban una menor hiperplasia de células epiteliales
bronquiales, y una respuesta inflamatoria y dafio menores tras la exposicién a LPS™’. Sin embargo, hay
gue ser cautelosos a la hora de extrapolar directamente los hallazgos en ratones a seres humanos. Las
células inmunes de los ratones tienen un contenido mayor de DHA que las células humanas, y la

incorporacién de DHA tras su aumento en la dieta excede con mucho la capacidad de incorporacion
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de DHA de las células humanas. Ademas, la respuesta inflamatoria que acontece en ratones frente a
distintos tipos de trauma es diferente a la observada en humanos, lo que indicaria que los modelos
murinos no reflejan de manera adecuada la respuesta fisiolégica observada en humanos frente a
procesos inflamatorios sistémicos®>®. Estas diferencias entre la fisiologia humana y la de los ratones
podrian explicar las diferencias observadas en los resultados entre estudios realizados en modelos
murinos y en seres humanos. Una forma de compensar la refractariedad de las células inmunes
humanas a incorporar PUFA en sus membranas celulares seria administrar dosis elevadas de los
mismos. En relacién a las dosis necesarias en humanos, algunos autores han propuesto que se
necesitaria una dosis de al menos 2 g de DHA+EPA para inducir cambios en la respuesta inflamatoria®>®.
Otros trabajos de revisién concluyen que los efectos protectores cardiovasculares del DHA se obtienen
a partir de dosis de 500 mg al dia, mientras que para obtener efectos “terapéuticos” para mejorar la
recuperacion tras un infarto de miocardio se necesitarian dosis ain mayores (1860 mg de EPA y 1500
mg de DHA al dia durante 6 meses)®,

La administracion exégena de DHA a una dosis adecuada podria tener, por tanto, un papel en
la correccién bioquimica de la alteracién del perfil de los PUFA y, también, un potencial como terapia
antiinflamatoria en la FQ.

En la literatura hay pocos estudios en los que se haya empleado la suplementacién con
diferentes PUFA en pacientes con FQ, con algo mds de 100 enfermos estudiados en total y
generalmente por periodos cortos de tiempo (menores de 3-6 meses). Lawrence y colaboradores'®?,
realizaron un estudio cruzado de 6 semanas, con 12 semanas de lavado, en 19 enfermos (12-26 afios)
alos que se les administrd capsulas de aceite de pescado con 2.7 gramos de EPA. El grupo tratado tuvo
mejor FEV; y mejor capacidad vital forzada (FVC, del inglés forced vital capacity) en la espirometria,
disminucién del volumen del esputo y mejoria de puntuaciones en la radiografia de térax. Henderson
y colaboradores'®?, realizaron un estudio aleatorizado de 6 semanas de tratamiento con 8 cdpsulas de
aceite de pescado, repartidas dos veces al dia (dosis diaria de 3.2 g de EPAy 2.2 g de DHA), en 12 nifios
y adultos jévenes con FQ comparados con 13 controles sanos pareados por edad y sexo. Ambos grupos

fueron aleatorizados a recibir suplemento o placebo. Se objetivaron niveles mas bajos de LA y AA en
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los controles sanos a nivel basal y aumento de DHA y EPA en plasma y membrana de eritrocito tras la

163 realizaron un estudio cruzado

suplementacién en los enfermos con FQ. Panchaud y colaboradores
de 6 meses, sin periodo de lavado, en 17 nifios y adultos jovenes con FQ que recibieron un suplemento
enriquecido o no de forma aleatorizada, con 100 a 300 mg de DHA y 200 a 600 mg de EPA en funcién
del peso. No se obtuvieron diferencias significativas en la FP ni en los datos antropométricos; sin
embargo, el grupo suplementado tuvo un aumento significativo de EPA, pero no de DHA, en la
membrana de neutréfilos y un descenso del cociente LTB4/ LTBs. Otros estudios, no aleatorizados ni
controlados, tampoco han demostrado mejoria del FEV; con la suplementacién de EPA y DHA en
pacientes con FQ®, Pocos trabajos y, ademas, la mayoria de ellos no aleatorizados ni controlados con
placebo, han estudiado el efecto que la suplementaciéon de omega-3 en la dieta tiene sobre la
inflamacién en la FQ% 16> 16 |3 suplementacion con PUFA y DHA produce una reduccion de
inmunoglobulina (Ig) Gy de a1-AT*“ una disminucién de la quimiotaxis de neutréfilos en respuesta al
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LTB4¥% y un descenso del mismo®®, asi como un descenso en el cociente LTB4/LTBs®3. Parece que la

explicacion a estos cambios se debe a que los PUFA de la serie omega-3 compiten con las elongasas y

167
, lo

desaturasas de la serie omega-6, favoreciendo la liberacidon de eicosanoides antiinflamatorios
cual produciria una reduccion de la cantidad de moco, de la quimiotaxis y activacion de los neutrdfilos
y de la respuesta inflamatoria que genera vasoconstriccién y broncoconstriccion. Recientemente, se
han publicado un estudio a corto plazo (4 semanas)'®®, dos trabajos de suplementacién a medio (2y 3
meses)!> 7%y dos a largo plazo (12 meses)'’" 172 con una mezcla de PUFA en pacientes con FQ en los
que se ha valorado la mejoria de parametros inflamatorios sistémicos y pulmonares, la FP, la nutricién,
la necesidad de antibioterapia y el nimero de EP. El trabajo a corto plazo es un estudio cruzado de 4
semanas de duracién, con un periodo de lavado de 9 semanas, en sélo 10 pacientes, con dosis
relativamente bajas de DHA (5-10 mg/kg/dia), en el que se evidencié un aumento en los niveles de
DHA en plasma y plaquetas, un incremento de los niveles plasmaticos de vitamina E y una tendencia
no significativa al descenso en marcadores de peroxidacion de lipidos; segun los autores, esto

demostraria el potencial antioxidante del DHA, La suplementacidn de 3 meses con PUFA en un total

de 35 pacientes, tuvo un efecto beneficioso sobre los marcadores de inflamacion pulmonar (valorados
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por la fraccion exhalada de ON tanto a nivel nasal como pulmonar), con una disminucién asociada de
marcadores inflamatorios en sangre (velocidad de sedimentacién globular -VSG- e IL-8), sin
modificaciones sobre la FP valorada por FEV;'%. El estudio de 2 meses de duracién en 15 pacientes
encontrd que la suplementacion con DHA conseguia aumentar la cantidad de DHA y reducir la de AA
en las membranas de los eritrocitos en tan sélo un mes, y que se reducian los niveles plasmaticos de
IL-6 y EN al final del estudio®”®. En uno de los trabajos de suplementacién a largo plazo, no aleatorizado
y sin placebo, realizado por un grupo espafiol, que incluyd 19 pacientes que recibieron suplementacion
con una mezcla de PUFA durante 1 afio, se produjo una disminucidn del nimero de EP, de la necesidad
de antibioterapia y de los marcadores inflamatorios sistémicos estudiados (anticuerpos anti-LDL
oxidada y TNF-a) asociado a una mejoria de los pardmetros espirométricos y de la masa magra®’:. En
el trabajo a largo plazo mas reciente, en el que se incluyeron 15 pacientes homocigotos para la
mutacion Phe.508del (7 pacientes con DHA+EPA, 8 con placebo), se encontré una disminucion de las
EP y de los dias con necesidad de tratamiento antibidtico, aunque no hubo cambios en la FP ni en los
pardmetros inflamatorios estudiados en suero (leucocitos totales, neutrdfilos totales, proteina C
reactiva -PCR-, VSG, 1gG)*"2.

La dltima revisién Cochrane sobre el empleo de PUFA de la serie omega-3 en FQ'”® concluye
que, dado el escaso niumero de estudios aleatorizados y controlados con placebo realizados, de
momento hay poca evidencia para recomendar la suplementacién con omega-3 en pacientes con FQ,
aunque en los trabajos realizados no se han observado efectos secundarios importantes. Por este
motivo, concluyen que seria de enorme importancia la realizacién de un estudio clinico a largo plazo
de suplementacién con PUFA para determinar su beneficio sobre los sintomas clinicos de la
enfermedad, saber cudl es la correcta dosificacién de estos y estudiar la modificacién de la necesidad
de enzimas pancreaticos con dicha suplementacion. Hay dos ensayos clinicos registrados en la pagina
web ClinicalTrials.gov que valoran el efecto de la suplementaciéon con DHA en FQ. Uno de ellos, ha
estudiado el efecto de la suplementacién con DHA a corto plazo (4 semanas) sobre la inflamacién
pulmonar valorada a través de la medida de 8-iso-prostaglandina-F2o (NCT00924547). El

reclutamiento consta como terminado en julio de 2015, ha incluido 17 pacientes, pero no se han
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publicado resultados. El otro ensayo, a largo plazo (12 meses), ha valorado el efecto de la
suplementacién con DHA en la férmula adaptada en nifios de hasta 56 dias de vida diagnosticados de
FQ por cribado neonatal, teniendo como objetivo principal la valoracién del estado nutricional y la
evolucion de la elastasa-1 fecal como marcador de la IP (NCT00530244). En la ultima actualizacion, en
marzo de 2018, consta como terminado, con 76 pacientes incluidos, pero tampoco se han publicado
resultados de este ensayo. Adicionalmente, hay otro estudio registrado en la base de datos europea
(clinicaltrialsregister.eu) desde 2008 cuya variable principal es el cociente LTB4/LTBs, que aln consta

como en marcha y tampoco tiene resultados publicados (EudraCT Number:2006-004155-38).
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6.- Resumen

La FQ es una enfermedad multisistémica en cuya fisiopatologia la inflamacién tiene un papel
central. Estd demostrado que los pacientes con FQ tienen una alteracidn en la distribucidon de PUFA,
con un aumento de los PUFA proinflamatorios de la serie omega-6 (como el AA) y una disminucién de
los PUFA con efectos antiinflamatorios de la serie omega-3 (como el DHA y el EPA). Esta alteracion
podria estar relacionada no sélo con el estado nutricional de los pacientes, si no que existiria un
defecto primario asociado a la falta o malfuncionamiento de CFTR.

La respuesta inflamatoria exagerada y mal regulada que muestran los pacientes con FQ no sélo
estd vinculada a lainfeccién bronquial, ya que se ha demostrado su existencia en ausencia de infeccion.
Estos pacientes tienen, ademas, dificultades para poner en marcha mecanismos de control de la
inflamacidn, lo que conlleva la perpetuacidon de esta. En este escenario, es de suma importancia
encontrar agentes antiinflamatorios que mejoren el actual esquema terapéutico disponible para estos
pacientes. Como se ha expuesto, la administracion exdgena de DHA tiene un potencial efecto
antiinflamatorio, ya que bloquearia la biosintesis de AA a partir del LA y ademds desplazaria al AA de
los fosfolipidos de membrana, que es el sustrato para la produccidn de factores proinflamatorios como
LTy PG.

La suplementacion con DHA u otros PUFA en la FQ ha aportado datos clinicos y bioquimicos
interesantes, pero, como concluye la ultima revision Cochrane, hacen falta mas estudios, con un
numero mayor de pacientes, con una duracién mayor y una metodologia de mayor calidad, para poder
aconsejar su uso sistemdtico en pacientes con FQ!"3,

Es de enorme relevancia, por tanto, la realizacién de un estudio a largo plazo, prospectivo,
multicéntrico, aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo, que aclare el efecto de la
suplementacion con DHA en la FQ. Este estudio debe incluir pacientes desde el diagndstico, ya que
hasta ahora los estudios se han realizado en pacientes mayores de 6 afios, y valorar pardmetros tanto
clinicos como bioquimicos. También deben recogerse los efectos secundarios, ya que, aunque la

suplementacidon con PUFA se considera en general segura, no esta exenta de riesgos’4.
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. HIPOTESIS y OBJETIVOS






La administracién de DHA en pacientes diagnosticados de FQ podria tener propiedades
antiinflamatorias a nivel pulmonar, intestinal y sistémico. La demostracién de estas propiedades, y su
eventual inclusién en el tratamiento habitual de estos enfermos, seria de enorme importancia para
mejorar la clinica y su estado nutricional, con la consiguiente influencia en la morbimortalidad derivada
de esta enfermedad. Como se ha expuesto con anterioridad, el DHA ha demostrado tener efectos
antiinflamatorios a nivel sistémico y pulmonar en enfermos con FQ de edades superiores a 6 afios,
aunque los estudios publicados son escasos, con pocos pacientes, de corta duracién o no controlados,
y muy pocos de ellos con calidad suficiente para ser incluidos en la revision Cochrane®’3.

Ademas, el efecto del DHA no ha sido estudiado en nifios recién diagnosticados ni en menores
de 5 afos, y tampoco ha sido valorada la repercusién que puede tener la administracion de este sobre
la inflamacion a nivel intestinal. Dado que cualquier medicacion antiinflamatoria en FQ debe ser

empleada desde las etapas precoces de la vida!®

, es importante determinar la utilidad del DHA a partir
del diagndstico de esta enfermedad, asi como la dosis dptima para estos pacientes.

Con estas premisas, la hipotesis de trabajo es que la administracion a largo plazo de DHA en

pacientes con FQ tendria propiedades antiinflamatorias a nivel pulmonar, intestinal y sistémico.
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1.- Objetivos del estudio

1.1.- Objetivo principal

Estudiar si la administracion de DHA a largo plazo (12 meses), a dosis de 50 mg/Kg/dia,
en pacientes mayores de 2 meses diagnosticados de FQ disminuye la inflamacién pulmonar,

intestinal y sistémica en comparacion con placebo.
1.2.- Objetivos secundarios

a) Estudiar si la administracion de DHA:
1. Produce modificaciones sobre otros marcadores inflamatorios a nivel pulmonary
sistémico.
2. Mejora parametros clinicos relacionados con la afectacion respiratoria en la FQ
(FP, tasa de EP y EP graves, tiempo hasta la aparicion de la primera EP y la primera
EP grave, infeccidn por P. aeruginosa).
3. Mejora los parametros clinicos relacionados con la afectacién digestiva /
nutricional en la FQ (peso, IMC, dosis de enzimas pancredticos, CRG).
4. Produce modificaciones en la calidad de vida.
5. Produce modificaciones sobre el perfil de PUFA en suero y membrana de
eritrocito.
b) Determinar el perfil de seguridad de la administracién de DHA en pacientes con FQ

mayores de 2 meses.
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. MATERIALY METODOS






1.- Diseno del estudio

Se disefié un estudio clinico en fase 4, doble ciego, paralelo y controlado con placebo en
pacientes con FQ mayores de 2 meses, aleatorizados a recibir suplementaciéon con DHA (DHA-Basic”)
o placebo durante 48 semanas. El protocolo de estudio era acorde con la Declaracion de Helsinki y
cumplia con los requisitos establecidos en las legislaciones nacional y europea, fue revisado y aprobado
por el Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital Universitario Ramén y Cajal (HURyC) (n2
230/10, Anexo 1) y se registrd en ClinicalTrial.gov (NCT01783613). Todos los pacientes de 18 afios o
mas incluidos en el estudio (Anexo 2), y los padres o representantes legales de todos los pacientes
menores de 18 afios (Anexo3), firmaron el correspondiente consentimiento informado. Los menores
de edad de mas de 12 afios firmaron, ademas, un consentimiento especifico (Anexo 4).

El estudio se llevd a cabo en cinco Unidades de Fibrosis Quistica: HURyC (Madrid), Hospital
Universitario 12 de Octubre (Madrid), Hospital Universitario de La Princesa (Madrid), Hospital

Universitario La Fe (Valencia) y Hospital Universitario Central de Asturias (Oviedo).
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2.- Participantes

Todos los pacientes mayores de 2 meses de edad, atendidos en las Unidades de FQ de los
hospitales participantes, con un diagndstico confirmado de FQ, eran elegibles para participar en el
estudio. Los pacientes debian cumplir todos los criterios de inclusién y ninguno de los criterios de

exclusion indicados a continuacion.
2.1.- Criterios de inclusion

a) Pacientes con diagndstico de FQ, de edad mayor de 2 meses, cuyos padres/tutores y/o ellos
mismos, en caso de ser mayores de 12 afos, aceptasen participar en el estudio y firmasen el
consentimiento informado correspondiente.

b) Capacidad para la realizacidon de una espirometria forzada en mayores de 6 afios, con valores
reproducibles.

c) Valor de FEV: en mayores de 6 afios, para su edad, sexo, peso y talla, superior al 30% del
predicho.

d) Capacidad de realizacidn de la técnica de esputo inducido (El) en mayores de 6 afios.

e) Situacién clinica estable y ausencia de tratamiento antibiético oral o intravenoso en las 2

semanas previas a la firma del consentimiento informado.
2.2.- Criterios de exclusion

a) Hipersensibilidad conocida al DHA o alguno de los componentes del suplemento.

b) Tratamiento con anticoagulantes y/o antiplaquetarios (ticlopidina, clopidogrel, dipiridamol).

c) Recuento plaquetario <50 000/mm?,

d) Alteracién hepatica (aumento de las aminotransferasas 3 veces los limites normales, o
hipertension portal).

e) Actividad de protrombina <70%.

f) Colestasis grave (aumento de la bilirrubina directa por encima de 2 veces el limite normal para

su edad).
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g) Hipoalbuminemia grave (albumina en sangre <2.5 g/mL).

h) Insuficiencia renal.

i) Ingreso hospitalario o administracién de antibidticos orales o intravenosos en las 2 semanas
previas a la firma del consentimiento informado.

j) Haber sufrido un episodio reciente (menos de 4 semanas tras la firma del consentimiento
informado) de hemoptisis amenazante.

k) Cambios en el tratamiento habitual en las 2 semanas previas a la firma del consentimiento

informado.

2.3.- Criterios de retirada y analisis

Los pacientes podian suspender su participacion en el estudio en cualquier momento que lo
deseasen. A su juicio y criterio, el médico investigador también podia decidir la retirada de un paciente

del estudio en caso de que no siguiese las normas del protocolo.
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3.- Aleatorizacion y enmascaramiento

La Unidad de Bioestadistica Clinica del HURyC realizé la asignacién aleatoria de tratamientos a
los centros participantes en el estudio mediante contacto telefénico y/o por correo electrénico. La
asignacion siguid un algoritmo adaptativo de minimizacidon de acuerdo con determinados factores que
podrian afectar al estado inflamatorio del paciente o su respuesta al DHA; edad (< o >2 afios), FEV;
predicho (£ 0 >75%), infeccion crdénica por P. aeruginosa (si o no), tratamiento inhalado con DNasa (si
0 no) y uso crénico de tratamiento antiinflamatorio con azitromicina (si o no). Una vez incluido el
paciente y tras recibir los datos correspondientes a los cinco factores expuestos, la Unidad de
Bioestadistica asignaba cada paciente al grupo de tratamiento o al grupo control. La Unidad de
Bioestadistica conservo un registro de las asignaciones aleatorias de tratamiento, que se mantuvieron

ciegas en todo momento a los investigadores, los participantes y sus familias.
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4.- Intervencion

Los pacientes incluidos en el brazo activo de tratamiento recibieron un suplemento de DHA en
forma de solucién de aceite de microalga Schizochytrium spp. (DHA-Basic®, CASEN Fleet SLU, Pozuelo
de Alarcon, Espafia), con un contenido en DHA del 35%, aceite de girasol, emulgente (E-322),
antioxidantes (E-304i y E-306) y aromas naturales (extracto de romero). La dosis establecida de DHA
fue 50 mg/Kg/dia (equivalente a 0,15 mL de DHA-Basic’/Kg/dia), con una dosis maxima de 3 g/dia (9
mL de DHA-Basic®/dia). La dosis elegida era igual o mayor que la empleada en la mayoria de los estudios
realizados hasta la fecha en FQ, a excepcidon del estudio de Kurlandksy et al. en el que se emplearon
dosis de 100 mg/kg/dia'®, y suficiente para conseguir efectos terapéuticos en otras enfermedades®,

La composicién exacta de PUFA contenida en el producto DHA-Basic® se refleja en la Tabla 5.

Tabla 5. Composicion cuantitativa de acidos grasos poliinsaturados del producto DHA-Basic®

Acido graso Concentracion Acido graso Concentracion
poliinsaturado (mg/mL) poliinsaturado (mg/mL)
AG 16:0 123.0+0.5 AG 20:3 n-6 3.0+£0.1
AG 18:0 8.9t1 AG 20:4 n-6 (AA) 8.9+0.5
AG 20:0 1.0+0.3 AG 22:4 n-6 (DTA) 1.1+0.5
AG 22:0 1.940.5 AG 22:5 n-6 (DPA-n6) 187.0+t1.4
AG 24:0 2.0£0.4 AG 18:3 n-3 (ALA) 0.410.3
AG 18:1 n-9 (OA) 150.4+0.3 AG 20:3 n-3 (DGLA) 0.51£0.2
AG 18:1 n-7 3.2+0.1 AG 20:5 n-3 (EPA) 9.8+0.5
AG 18:2 n-6 (LA) 6.9+0.3 AG 22:6 n-3 (DHA) 423.312.4
AG 18:3 n-6 (GLA) 1.940.2
La concentracion se expresa como mediatdesviacion estandar. Las concentraciones se midieron mediante cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (n=5).
AG: acido graso; OA: acido oleico; LA: acido linoleico; GLA: dcido gamma-linoleico; AA: 4cido araquidénico; DTA: acido
docosatetraenoico; DPA: 4cido docosapentaenoico; ALA: acido alfa-linolénico; EPA: 4cido eicosapentaenoico; DHA: acido
docosahexaenoico; DGLA: 4cido dihomo-gamma-linolénico.

Los pacientes incluidos en el brazo control recibieron un placebo, también elaborado por

CASEN Fleet S.L.U., con el mismo sabor, color, olor y textura y a las mismas dosis.
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Tanto la administracién de DHA como la de placebo se realizé por via oral, una vez al dia, en
una de las comidas principales, mediante una jeringuilla dosificadora, directamente o bien mezclado
con cualquier alimento.

El placebo fue aportado de forma gratuita por el Laboratorio CASEN Fleet S.L.U., etiquetado
de acuerdo con las recomendaciones del Real Decreto 223/2004. El alimento para usos médicos
especiales (ADUME) se etiquetd de la misma manera y fue suministrado por el mencionado
laboratorio; la financiacidn de la compra del ADUME corrié a cargo del promotor (Dra. Lamas) a través
del Consorcio de Apoyo a la Investigacién Biomédica en Red (CAIBER).

El ADUME vy el placebo fueron almacenados en las Unidades de Investigacion Clinica de cada
centro participante y, después de llevarse a cabo el proceso de aleatorizacion y la codificacidon
correspondiente, fueron suministrados a los investigadores para su dispensacion a los participantes en
el estudio clinico.

Todos los pacientes recibieron las mismas recomendaciones dietéticas para homogeneizar la
ingesta de PUFA en ambos grupos a lo largo del estudio. Las recomendaciones buscaban una dieta
equilibrada y balanceada en PUFA. Las limitaciones del estudio no suponian, en ningln caso, una
alteracion importante de la dieta habitual de los pacientes, ya que la cantidad permitida de los distintos
alimentos era similar a la habitualmente recomendada (Anexo 5).

Al inicio del estudio, todos los medicamentos y tratamientos asociados al paciente se
registraron en una hoja de recogida de datos, describiendo el tipo, la dosis y la duracidn de estos, con
especial atencidn a los tratamientos con el potencial de alterar los efectos de la intervencidn. Durante
el estudio se permitia, ademds, el uso de tratamientos concomitantes: SSH, tratamiento
broncodilatador a demanda del paciente, tratamiento con corticoides inhalados y/o broncodilatadores
de accién prolongada, antibidticos orales o parenterales en caso de EP, antibidticos inhalados y
fisioterapia respiratoria. La prescripcion de tratamientos a lo largo del estudio quedaba a criterio del
médico responsable de cada paciente. En cualquier caso, todos los tratamientos iniciados se

registraron en la hoja de recogida de datos del paciente.
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5.-

Variables de estudio

5.1.- Variables principales

Las variables principales elegidas fueron:

a)

b)

c)

IL-8 en secreciones respiratorias (SR), ya fuera en El o en aspirado nasofaringeo (ANF),
para valorar la inflamacién respiratoria.
IL-8 en suero, para valorar la inflamacidn sistémica.

Calprotectina fecal, para valorar la inflamacién intestinal.

5.2.- Variables secundarias

Como variables clinicas secundarias se analizaron:

a)

b)

g)

175 modificados, ver Tabla 6) y el tiempo

Numero de EP (definidas por los criterios de Fuchs
hasta la primera EP.

Numero de EP graves (definidas por la necesidad de tratamiento antibiético intravenoso)
y el tiempo hasta la primera EP grave.

Cambios en la FP (espirometria; FEV1).

Parametros nutricionales (peso, talla, IMC).

Dosificacion de los enzimas pancredticos.

Calidad de vida (valorada por medio de cuestionarios de calidad de vida especificamente

disefiados para pacientes y padres/tutores de pacientes con FQ).

Seguridad (abandonos, incidencia de efectos secundarios)

Como variables analiticas secundarias se incluyeron:

a)
b)
c)
d)

e)

IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a, porcentaje de neutroéfilos y PCR en suero.
IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a, EN, lactato y calprotectina en SR (El o ANF).
Coeficiente de reabsorcién de grasa (CRG) y elastasa-1 fecal.

Perfil de PUFA en suero y en membrana de eritrocito.

Primoinfecciéon por P. aeruginosa.
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Tabla 6. Criterios de exacerbacién pulmonar del estudio (criterios de Fuchs modificados)'’®

Cambios en el esputo Aumento de la tos
Aumento de la disnea Anorexia o pérdida de peso
Malestar, fatiga o letargia Fiebre >382 C

Aparicion de hemoptisis o empeoramiento de Sensibilidad o dolor a nivel de los senos

una hemoptisis previa paranasales
Cambios en la secrecion en senos paranasales Cambios en la auscultacién pulmonar
Pérdida de funcién pulmonar 210% Cambios en la radiografia de térax sugestivos

de infeccién

Se considera la existencia de una exacerbacién cuando el paciente cumple al menos 4 de los criterios recogidos en la
tabla y precisa la administracion de antibidticos.
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6.- Cronograma del estudio

Todos pacientes que aceptaron participar en el estudio completaron una visita de seleccidon
(V0), en los 28 dias previos al inicio de la suplementacidn dietética. Tras comprobar el cumplimiento
de los criterios de inclusidn, los pacientes y/o sus tutores legales firmaron el consentimiento informado
y recibieron un manual de informacién para participantes en el estudio. Ademads, se realizaron los
siguientes controles: evaluacion clinica, exploracién general, examen nutricional, determinaciones
analiticas (DA), pruebas de FP, pulsioximetria, tensidn arterial, cultivo para analisis microbioldgico con
antibiograma de las SR (El o ANF), perfil de PUFA en sangre, determinacién de elastasa-1 fecal,
cuantificacion de la dosificacion de enzimas pancreaticos, registro de la medicacidn concomitante,
cuantificacion de grasa en heces de tres dias por el método Fenir (van de Kamer) y encuesta dietética
para la valoracion del CRG, test de embarazo (mujeres en edad fértil), cuestionarios de calidad de vida,
determinacidn de marcadores inflamatorios sistémicos (MI-S), pulmonares (MI-P) (en el El o el ANF) e
intestinales (MI-1).

Los pacientes que cumplian todos los criterios de inclusion y ninguno de exclusién realizaron
la visita 1 (V1), en la que se le realizaron las mismas pruebas que en la VO a excepcion de: DA, MI-S,
perfil de PUFA, recogida de muestra de heces de tres dias con encuesta dietética y prueba de
embarazo. En la V1 se procedid a la aleatorizacién del paciente y a la administracidn, en la propia
Unidad, de la primera dosis del ADUME o placebo para comprobar la tolerancia. Se programaron visitas
de control alas 12 (visita 2: V2), 24 (visita 3: V3) y 48 (visita 4: V4) semanas del estudio. Todas las visitas
programadas, excepto V1, coincidian con las visitas de seguimiento habitual de los pacientes en las
Unidades de FQ de los hospitales participantes. En la V2 se programaron los mismos controles que en
laV1. Enlas V3 y V4 se realizaron las mismas determinaciones que en la VO, exceptuando la prueba de
embarazo que sdlo se repitid en la V4. Las extracciones de sangre programadas coincidian también con
las que habitualmente se hacen a lo largo del afio en estos enfermos durante su seguimiento habitual.

Los pacientes que, después de la V1, presentaron clinica de EP de acuerdo con el protocolo de

estudio acudieron en las siguientes 24-48 horas a su Unidad de FQ de referencia para ser
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adecuadamente tratados y entregar una muestra de SR (El o ANF) para la realizacién de estudios
microbioldgicos (en estas visitas no se realizé6 determinacion de MI-P). Las visitas debidas a EP se
consideraron visitas no programadas y se registraron como tales en el Cuaderno de Recogida de Datos

(CRD). El cronograma del estudio se resume en la Tabla 7.

Tabla 7. Cronograma del estudio

Vo Vi V2 V3 va
Selecciéon | Basal Sem 12 Sem 24 Sem 48
Evaluacion clinica X X X X X
Examen fisico, peso, talla e IMC X X X X X
Determinaciones analiticas (DA)* X X X
Funcion pulmonar X X X X X
Pulsioximetria X X X X X
Cultivo de SR X X X X X
Ml sistémicos X X X
MI pulmonares X X X X X
Marcadores inflamatorios X X X X X
intestinales
Perfil de PUFA X X X
Determinacion grasa en hecesy CRG | X X X
Elastasa-1 fecal X X X X X
Encuesta dietética X X X
Calidad de vida X X X X
Criterios de inclusiéon/exclusién X
Consentimiento informado X
Aleatorizacion X
Medicacion concomitante X X X X X
Efectos Adversos X X X
Recomendaciones dietéticas X
Prueba de embarazo X X

*DA: Hemograma, proteina C reactiva, proteinas totales y proteinograma, transaminasas, bilirrubina directa e indirecta,
coagulacion, urea y creatinina.

Sem: semana; IMC: indice de masa corporal; SR: secreciones respiratorias; MI: marcadores inflamatorios; PUFA: acidos grasos
poliinsaturados; CRG: coeficiente de reabsorcidn de grasas.

Todas las visitas tenian un margen sobre la fecha prevista de +/- 7 dias.
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7.- Procedimientos del estudio

Este estudio clinico se desarrollé en las Unidades de Fibrosis Quistica del HURyC, los Hospitales
Universitarios 12 de Octubre y La Princesa, en Madrid, La Fe, en Valencia, y el Central de Asturias, en
Oviedo. En cada hospital un investigador principal se encargd de la coordinacién local del estudio. La
evaluacion clinica y la exploracién fisica de los pacientes en cada una de las visitas fueron realizadas

por alguno de los médicos integrantes de la Unidades de FQ participantes en el estudio.
7.1.- Definiciones

Al inicio del estudio se recogieron las caracteristicas de los pacientes y la presencia o no de
complicaciones relacionadas con la FQ. Las complicaciones de los pacientes fueron diagnosticadas por
sus médicos habituales, siguiendo los criterios aceptados internacionalmente. La insuficiencia
pancredtica se definié como la presencia de valores de elastasa-1 fecal por debajo de 100 pg/g heces?®.
La EHRFQ se definié segln los criterios fenotipicos propuestos por Debray et al'’®. La DRFQ se definié
por los criterios de la Asociaciéon Americana de Diabetes con las recomendaciones especificas para la
FQY”’. La aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA) se definié segln los criterios establecidos en
200378, Las infecciones pulmonares crénicas se definieron por la presencia del patégeno en cuestién
en >50% de los cultivos en el afio previo, siguiendo el criterio habitual de definicién de infeccidn crénica

por P. aeruginosa®’® 1%,

7.2.- Antropometria

En todas las visitas se registraron el peso y la talla de los pacientes, y se calculé el IMC. La talla
se valord en bipedestacién y con el paciente descalzo, con un tallimetro inextensible. El peso se
cuantificd con una bascula previamente calibrada, en ropa interior en las edades mas jovenes y con
camiseta y/o pantalon en edades posteriores. El IMC se calculd con la formula: IMC=peso (kg)/talla

(m)2. Para todas las medidas se calculd el z-score de acuerdo a las curvas de crecimiento nacionales'®.
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7.3.- Funcién pulmonar

En todos los pacientes mayores de 6 afios, y aquellos menores de 6 afios capaces de realizar
una espirometria valida y reproducible, se realizé una espirometria forzada en cada una de las visitas.
Las pruebas se realizaron con los aparatos disponibles en cada una de las Unidades participantes:
Flowhandy ZAN100 USB (Zan Messgerate GmbH, Louisville, Colorado, EE. UU.) en el HURyC y
MasterLab versidn 4.0 (Jaeger, Wirzburg, Alemania) en el resto de las Unidades. Todas las pruebas se
realizaron de acuerdo a los criterios establecidos por la American Thoracic Society y |la European

182

Respiratory Society*®* y los porcentajes sobre el valor predicho y los correspondientes z-scores se

calcularon con las ecuaciones GLI-2012%83,

7.4.- Recogida y procesamiento de muestras

Las muestras de sangre se recogieron en las visitas VO, V3 y V4. Una muestra para analisis
convencional (hemograma, coagulacidn, bioquimica) se envidé al laboratorio de cada uno de los
hospitales participantes. Las muestras para estudio de marcadores inflamatorios y PUFA se
centrifugaron durante 15 minutos a 2000 rpm, para posteriormente dividir el sobrenadante en 5
alicuotas, cada una de ellas marcada con etiquetas identificativas del paciente, con la fecha de
extraccién y la semana del estudio. Las alicuotas se congelaron a -702C en cada uno de los hospitales
participantes, y se enviaron al final del estudio al HURyC para su analisis.

Las muestras respiratorias se obtuvieron mediante ANF, en los menores de 6 afios y mediante
El en los mayores de 6 afios. La técnica del EI'®* se llevd a cabo por parte del personal de enfermeria
gue habitualmente trata a los pacientes participantes en el estudio clinico, bajo la supervisién de un
médico investigador por si se producia algun efecto adverso. Tras comprobar la normalidad de la
espirometria y premedicar al paciente con 400 ug de salbutamol inhalado con cdmara, se procedia a
la nebulizacidn mediante un compresor ultrasénico, con boquilla y pinza nasal, de suero salino al 3%
durante 12 minutos, fraccionada en sesiones de 2 minutos de duracion. El reservorio se rellenaba con
100 mL de suero al 3% y el paciente tenia que respirar normalmente por la boquilla. Cada 2 minutos

de inhalacién se le daba al paciente la instruccidn de retirar la pieza bucal y escupir con fuerza las SR,
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de forma espontdnea o bien secundaria a la tos, en un bote de pldstico estéril, hasta obtener una
muestra respiratoria adecuada. El paciente estaba también autorizado a retirar la pieza bucal y escupir
siempre que lo necesitase. El volumen minimo aceptable de recoleccién se considerd de 0.5 mL. Los
criterios de interrupcion de la prueba antes de los 12 minutos fueron: sensacién de broncoespasmo o
malestar por parte del paciente, auscultacidon de sibilancias, caida de la FP >20% (o >10% sin
recuperacion tras administrar 200 pg de salbutamol), caida de la saturacidon de oxigeno <90%, o
recoleccion de mds de 0.5 mL de esputo. Durante la realizacién de la técnica el paciente se controld
mediante auscultacidon pulmonar alos 2, 6 y 10 minutos de la prueba, y mediante espirometria a los 4,
8 y 12 minutos. De forma continua se monitorizé la saturacidén transcutanea de oxigeno.

Independientemente del método de recoleccidén, la muestra respiratoria se procesé para
separar el esputo de la saliva. Del esputo se separd una alicuota (1 mL) para el estudio microbioldgico
en el hospital participante. Los estudios microbioldgicos en cada centro se realizaron siguiendo los
estdndares publicados para el cultivo de muestras respiratorias de pacientes con FQ®. Al remanente
se le afadieron 3 partes de su volumen de solucidn salina buffer de fosfato y 4 partes mas de
Sputolysin® al 10% (Bering Diagnostics, Inc., Somerville, Massachusetts, EE. UU.), y la mezcla se
introdujo en un bafio agitador durante 15 minutos a 372 C, removiendo cada 5 minutos con una pipeta
para su completa homogenizacién. Posteriormente, la mezcla se transfirié a tubos cénicos de 50 mLy
se centrifugd a 250 G (1000 rpm) durante 10 minutos a 49C. El sobrenadante se transfirié a un tubo
estéril de 10 mL que se centrifugd de nuevo a 4500 rpm durante 20 minutos, a 42C. El sobrenadante
resultante se dividié en alicuotas de 0.5 o 1 mL repartidas en Criotubulos Nunc®, que se congelaron a
-709C en cada uno de los hospitales participantes, y se enviaron al final del estudio al HURyC para su
analisis. Cada alicuota se marcé con etiquetas identificativas del paciente, la fecha de extraccidn vy la
semana de estudio.

Las muestras de heces de 3 dias para el calculo del CRG y para las determinaciones de elastasa-
1 se procesaron localmente segun el protocolo de cada hospital participante. Las muestras para la
determinacidn de calprotectina se congelaron y se enviaron, debidamente etiquetadas, al HURyC para

su posterior analisis.
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7.5.- Determinaciones analiticas

7.5.1.- Marcadores inflamatorios

Los niveles de interleucinas IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-a fueron cuantificados mediante el kit
de BD® CBA Human Th1/Th2 Cytokine Kit (BD Biosciences, San Jose, California, EE. UU.) siguiendo las
indicaciones del fabricante y analizadas en un citémetro de flujo FACSCanto (BD Biosciences, San José,
California, EE. UU.) con software DIVA (Data-Interpolating Variational Analysis) para el procesamiento
de datos y empleando el software FCAP Array (BD Biosciences, San José, California, EE. UU.) para su
tabulacién. Brevemente, las muestras bioldgicas se incubaron con una mezcla de 6 poblaciones de
bolas con intensidades de fluorescencia diferentes y cada una tapizada con un anticuerpo monoclonal
especifico para cada IL. Cada bola captura especificamente la IL contenida en la muestra, y es
cuantificada mediante anticuerpos especificos conjugados con un fluorocromo, que reconocen a la IL
haciendo un sadndwich. En el caso de muestras de esputo, la reconstitucién de la curva estdndar se
realizd en el tampdn provisto en el kit al que se afiadié ditiotreitol a una concentracion final de 0.6
mM, para igualar las condiciones quimicas con las de las muestras procesadas.

La concentracidon de la EN se determind mediante el kit comercial de Invitrogen PMN
(Neutrophil) Elastase Human ELISA Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, EE.
UU.). Se trata de un ensayo inmunoenzimatico en placas microtituladoras de 96 pocillos que ya estan
recubiertas con el anticuerpo especifico de la elastasa, en los que se afiaden las muestras y un segundo
anticuerpo (detector) con un sustrato que reacciona con el complejo enzima-anticuerpo-objetivo para
producir una sefial medible. Esta sefial se mide en un lector que proporciona la absorbancia de cada
pocillo. La concentracién final se calcula en relacidn con la curva de muestras estdndar con una
concentracion definida.

El estudio de la determinacion de lactato en El o ANF se realizd6 mediante el analizador de
bioquimica Architect c16000 (Abbott, Green Oaks, lllinois, EE. UU.) a través de la valoracion de la
transformacion de acido lactico en piruvato y perdxido de hidrégeno (H,03) por accidén del enzima

lactato oxidasa. La peroxidasa cataliza la oxidacion del precursor del cromégeno por el H,0; para
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producir un compuesto coloreado. El incremento en la absorbancia, a 548 nm, es directamente
proporcional a la concentracidn de acido lactico presente en la muestra.

La determinacidon de calprotectina en El, ANF o heces se realizé mediante un ensayo
inmunoenzimatico-colorimétrico de determinacidn de calprotectina que utiliza anticuerpos
policlonales (Calprest®, Eurospital, Trieste, Italia) y un analizador Dynex DS2 (Dynex Technologies, Inc.,
Chantilly, Virginia, EE. UU). Brevemente, el anticuerpo adsorbido en los pocillos fija la calprotectina
presente en la muestra, y los anticuerpos anti-calprotectina conjugados con fosfatasa alcalina, se unen
a la calprotectina fijada en el pocillo. A continuacién, la fosfatasa alcalina cataliza el sustrato
transformandolo en un producto coloreado. La intensidad del color es proporcional a la cantidad de
calprotectina en la muestra.

Para poder realizar el andlisis en las muestras de heces, una vez descongeladas, se recogio una
muestra de 100 mg (rango 40-120 mg) de materia fecal para su procesamiento. Se afiadié una solucién
de extraccion diluida (relacion peso/volumen 1:50) y se agité durante 255 minutos con un agitador
hasta su homogeneizacién. Se transfiri una alicuota de ese material a un tubo cénico de
microcentrifuga y se centrifugé en una centrifuga de sobremesa durante 20 minutos a 10 000 G, a
temperatura ambiente. Posteriormente se tomd una muestra de 500 ul del sobrenadante para su

analisis segun el procedimiento previamente descrito.

7.5.2. Acidos grasos poliinsaturados

La extraccidon de lipidos del plasma se realizd mediante la técnica de Folch®® con ligeras
modificaciones. El plasma (100 pL) se sometid a un proceso de transesterificacion en presencia de 1.9
mL de cloruro de acetilo en metanol (1:20). Los metilésteres de los acidos grasos (FAMEs) del plasma
resultantes, se extrajeron con hexano (750 uL). El crudo se evaporé en corriente de nitrégeno y se
reconstituyé en 150 plL de hexano. Dos pL del extracto de FAMEs se inyectaron en un cromatografo de
gases con detector de masas (GC-MS), empleando una columna HP-INNOWAX 30mx0.25x0.25 (Agilent,
Palo Alto, California, EE. UU.). A continuacidn, y tras su ionizacidn por impacto electrdnico, los

diferentes PUFA se detectaron mediante espectrometria de masas y se identificaron en funcién de su
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perfil caracteristico de fragmentacidn. Se integraron los iones caracteristicos correspondientes a los
picos de los acidos grasos omega-3 (EPA y DHA, fundamentalmente), asi como las del resto de acidos
grasos presentes en el plasma, obteniendo sus concentraciones con respecto a las de estandares de
concentracién conocida preparados a tal efecto. La sefal de los iones generados en el detector es

proporcional a la concentracidon del mismo 4cido graso presente en la muestra®®®,

7.6.- Calidad de vida

Para la valoracién de la calidad de vida se utilizé la version espaiiola del cuestionario de fibrosis
quistica revisado (CFQ-R, del inglés Cystic Fibrosis Questionnaire-Revised)'®” 18, Este cuestionario
consta de 3 versiones diferentes en funcién de la edad: nifios de 6 a 13 afios (formato entrevistador
para nifos de 6-11 afios, autoadministrado en nifios de 12-13 afios), adolescentes mayores de 14 afios
y adultos, y padres/cuidadores. Cada cuestionario consta de diferentes dominios. La version para
adultos consta de 50 preguntas estructuradas en 12 dominios que valoran aspectos generales de la
calidad de vida (capacidad fisica, limitaciones de rol, vitalidad, percepcion de la salud, estado
emocional y aislamiento social) y aspectos especificos de la FQ (imagen corporal, problemas con la
alimentacién, carga del tratamiento, problemas de peso, sintomas respiratorios y sintomas digestivos).
La versidon para padres/cuidadores consta de 44 preguntas estructuradas en 11 dominios (carece de

I”

los dominios “limitaciones de rol” y “aislamiento social”, y afiade el dominio “colegio”). La version para
nifios consta de 35 preguntas que se estructuran en 8 dominios (carece de los dominios “limitaciones
de rol”, “vitalidad”, “percepcién de la salud” y “problemas de peso”). Cada uno de los dominios puntua
de 0 a 100 en funcidn de las respuestas obtenidas, siendo las puntuaciones mas altas las que indican
mejor calidad de vida. La diferencia minima clinicamente relevante ha sido establecida para el dominio

respiratorio en 4 puntos en pacientes estables y 8.5 puntos en pacientes con una exacerbacion

respiratoria’®. No existe una puntuacion total del cuestionario que integre todos los dominios.
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8.- Estadistica

Para el analisis estadistico se utilizé el software estadistico Stata, versiéon 14.1 (StataCorp,
College Station, Texas, EE. UU.) y se contd con el asesoramiento de la Unidad de Bioestadistica del

HURYC.

8.1.- Calculo del tamafio muestral

Para el calculo del tamafio muestral se estimd la potencia estadistica alcanzada en diferentes
supuestos de magnitud del efecto observado, medido como diferencia estandarizada de medias (DEM)
para los pardmetros IL-8 en suero y calprotectina en heces. La variabilidad esperada de estos
pardmetros se estimé de acuerdo con la literatura reciente®® %1, Teniendo en cuenta esto, con un
tamafio muestral de 100 pacientes (50 en cada rama) se alcanzaria una potencia estadistica del 84%
para encontrar una DEM de 0.6, en los supuestos habituales de un contraste de hipdtesis bilateral para

muestras independientes, con un nivel de significacion del 5%.

8.2.- Analisis estadistico

Se realizé una primera descripcidon de todas las variables recogidas en la base de datos
mediante el nimero de casos validos y los perdidos, para identificar anomalias en la recoleccion de
estas. Se utilizé la frecuencia absoluta y relativa para valorar las posibles inconsistencias en variables
cualitativas, y la media, desviacidn tipica, minimo y maximo en las cuantitativas.

Se realizé una comparacion de la distribucién de las variables basales entre las dos ramas del
estudio (DHA y placebo), para verificar el correcto funcionamiento de la aleatorizacidn. Para las
variables cuantitativas se empled el contraste de medias (contraste de t de student) en los casos que
se podia asumir normalidad (comprobada mediante el contraste de Shapiro-Wilk) y considerando
varianzas iguales o no (a través de la prueba de Levene modificada®®?) segin fuera el caso. Si no se
podia asumir la hipdétesis de distribucion normal en las dos ramas de tratamiento se empled el
contraste no paramétrico de la suma de rangos (U de Mann-Whitney). Independientemente del

contraste estadistico utilizado, por cuestiones de coherencia, se describieron todas mediante la
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mediana y el rango intercuartilico. Las variables cualitativas se describieron con su frecuencia en cada
rama, y para evaluar la distribucién entre ellas, se utilizé el contraste de Chi% o la prueba exacta de
Fisher, seglin correspondiera de acuerdo con la menor frecuencia esperada.

Para la valoracidn de las variables dependientes se disefiaron unas tablas cruzadas como
primer acercamiento a evaluar, a lo largo de las visitas, el efecto del tratamiento (DHA o placebo) sobre
las variables respuesta o variables dependientes. En las mismas tablas se evalué también el efecto en
cada visita, entre e intra ramas de tratamiento. Se contrasté mediante la prueba de suma de rangos,
en la diagonal principal, la igualdad de respuesta entre DHA y placebo, para cada una de las visitas,
mientras que, en las mitades superior e inferior de las tablas, se evalud la evolucién entre todas las
combinaciones de visitas, dentro de tratados con DHA (mitad superior) y no tratados (mitad inferior).
Se realizd también una descripcidn visual mediante graficos de cajas y bigotes, diferenciando entre
tratados y no tratados, incluyendo y excluyendo los valores atipicos para facilitar su interpretacion.

A continuacién, para cada una de las variables dependientes se realizé un modelo estimativo
del efecto de DHA por semana de tratamiento, mediante un modelo de regresién lineal de efectos
mixtos, siendo el primer nivel el paciente y el segundo cada una de las medidas repetidas que se
realizaron. El efecto del DHA se calculé como el cambio en el valor absoluto entre el valor de cada
semana y el valor en el momento basal. Se ajusté el efecto en un modelo multivariante por el valor
basal de la variable dependiente. Posteriormente, se realizaron analisis de sensibilidad, ajustando por
los posibles factores de confusidn y variables no balanceadas en el proceso de aleatorizacidn: valor de
la variable dependiente en el momento basal, la semana en la que se determind la medicién del valor
de la variable, el nimero de mutaciones Phe.508del y por las variables empleadas en el algoritmo
adaptativo de minimizacion en la fase de aleatorizacién de pacientes (edad < o >2 afios, FEV; predicho
< 0 >75%, infeccidn crénica por P. aeruginosa, tratamiento inhalado con DNasa y tratamiento crénico
con azitromicina). Se realizd un andlisis de subgrupos en funcién de las variables incluidas en el
algoritmo adaptativo de minimizacidn y para las variables inflamatorias se realizd, ademas, un analisis

de sensibilidad después de una transformacion logaritmica de las mismas.
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Para las variables seleccionadas, se presentaron andlisis de tiempo hasta el evento, mediante
tasas de incidencia y el cociente de tasas entre las dos ramas de tratamiento, graficamente mediante
curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) y mediante el Hazard Ratio (HR) de los pacientes tratados
frente a no tratados, obtenido a través de un modelo de regresion de Cox. Estos andlisis se
consideraron hasta el primer evento, es decir, sin evaluar posibles recaidas.

Todos los analisis se realizaron por intencién de tratar, de acuerdo con el plan estadistico

prestablecido, mediante pruebas bilaterales y considerando significativos valores de p<0.05.
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9.- Financiacion del estudio

El proyecto es un estudio clinico independiente que ha contado con la siguiente financiacion:

a) Convocatoria del Ministerio de Sanidad, Orden SAS/2377/2010 de ayudas para la
investigacion clinica independiente como ensayo del Consorcio de Apoyo a la Investigacién
Biomédica en Red (CAIBER): codigo de referencia: 1392-1-036. Financiacion: 100 000 euros.

b) Beca Sira Carrasco 2011, concedida por la Sociedad Espafiola de Gastroenterologia,
Hepatologia y Nutricion Pediatrica (SEGHNP). Financiacién: 12 000 euros.

c) Beca Ayuda a la Fibrosis Quistica 2011, concedida por la Fundacién Pablo Motos.
Financiacién: 18 000 euros.

d) Beca Ayuda a la Fibrosis Quistica 2011, concedida por la Fundacién Sira Carrasco.
Financiacién: 20 000 euros.

e) Beca Ayuda a la Fibrosis Quistica 2014, concedida por la Fundacién Sira Carrasco.

Financiacion 17 282 euros.
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. RESULTADOS






Al tratarse de un estudio clinico se han seguido las recomendaciones de la guia CONSORT

(CONsolidated Standards Of Reporting Trials) para la comunicacion de sus resultados®®.

1.- Poblacion del estudio

Entre septiembre de 2011 y marzo de 2013 fueron reclutados un total de 96 pacientes para
participar en el estudio clinico: 52 en el HURyC, 15 en el Hospital La Fe, 13 en el Hospital de La Princesa,
11 en el Hospital Central de Asturias y 5 en el Hospital 12 de Octubre. Los pacientes se aleatorizaron a
recibir DHA (n=48) o placebo (n=48) (Figura 3). Las caracteristicas basales de los pacientes incluidos
fueron similares en ambos grupos, con excepcién del nimero de alelos con la mutacién Phe.508del,
qgue mostraba una distribucién no balanceada entre las dos ramas del estudio (Tablas 8 y 9). La
adherencia al tratamiento, medida por las botellas de producto devueltas por cada paciente, fue muy

alta y similar en ambos grupos (DHA 95.31+50.1; placebo 97.2+52.9; p=0.861).

96 pacientes elegibles
parael estudio

96 pacientes

aleatorizados
[

v L

48 pacientes asignados 48 pacientes asignados
al grupo DHA al grupo placebo

5 abandonos
- 1 pérdida de seguimiento
-1 deteriore clinico
- 2 mal sabor del producto
-1 intolerancia gastrointestinal

4 abandonos
- 2 pérdida de seguimiento
-1 trasplante pulmonar
-1 razdén no especificada

43 pacientes analizados parala 44 pacientes analizados para
variables principales: las variables principales:

- Inflamacidn sistémica (n=32) - Inflamacion sistémica {(n=32)

- Inflamacidn pulmonar (n=29) - Inflamacion pulmonar (n=35)

- Inflamacidn intestinal (n=38) - Inflamacidn intestinal (n=40)

Figura 3. Diagrama de flujo de la poblacion de estudio. Aleatorizacién y seguimiento.
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Tabla 8. Caracteristicas basales de la poblacién de estudio. Variables cualitativas

DHA Placebo
Variable Categoria p valor
N % N %
Sexo Mujer 21 47.7% | 23 52.3% | 0.682°
Hombre 27 51.9% | 25 48.1%
Alelos con la Ninguna 8 40% 12 60% 0.027°
mutacion Heterocigoto 27 65.9% | 14 34.2%
Phe.508del Homocigoto 13 37.1% | 22 62.9%
Insuficiencia No 8 42.1% | 11 57.9% | 0.442°
pancreatica Si 40 52% 37 48.1%
EHRFQ No 39 47% 44 53% 0.136°
Si 9 69.2% | 4 30.8%
Alteracién del Normal 38 50% 38 50% 0.339°
metabolismo de los | IHC 6 40% 9 60%
hidratos de carbono | DRFQ 4 80% 1 20%
Asma No 34 47.2% | 38 52.8% | 0.346°
Si 14 58.3 10 41.7%
Hemoptisis No 48 51.6% | 45 48.4% | 0.242°
amenazante Si 0 0% 3 100%
ABPA No 48 51.6% | 45 48.4% | 0.242°
Si 0 0% 3 100%
Infeccion crénica No 17 43.6% | 22 56.4% | 0.299°
por S. aureus Si 31 54.4% | 26 45.6%
Infeccién crénica No 38 51.3% | 36 48.7% | 0.627°
por P. aeruginosa Si 10 45.5% | 12 54.6%
Infeccién crénica No 48 50.5% | 47 49.5% | 1.000°
A. xyloxosidans Si 0 0% 1 100%
Infeccién crénica No 48 51.1% | 46 48.9% | 0.495°
BCC Si 0 0% 2 100%
Infeccién crénica No 46 50% 46 50% 1.000°
S. maltophilia Si 2 50% 2 50%
aTest de Chi2 / PPrueba exacta de Fisher.
EHRFQ: enfermedad hepatica relacionada con la fibrosis quistica; IHC: intolerancia a los hidratos de carbono; DRFQ: diabetes
relacionada con fibrosis quistica; ABPA: aspergilosis broncopulmonar alérgica; A. xyloxosidans: Achromobacter xyloxosidans;
S. maltophilia: Stenotrophomonas maltophilia; BCC: complejo Burkholderia cepacia.
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Tabla 9. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio.

Variables cuantitativas

DHA Placebo
Variable p valor
N Mediana (p25; p75) N Mediana (p25; p75)

Edad (afos) 48 13.57 (6.02; 22.46) 48 10.89 (3.28; 20.47) 0.603°¢
Peso (z-score) 48 | -0.84 (-1.34; -0.13) 48 | -0.9(-1.17; -0.28) 0.404¢
Talla (z-score) 48 -0.62 (-1.28; -0.01) 48 -0.75 (-1.44; -0.09) 0.5542
IMC (z-score) 48 | -0.68 (-1.09; -0.01) 48 | -0.38(-0.85; 0.16) 0.214°¢
Enzimas (UL/kg/dia) 41 | 3873 (2143;4870) 36 | 4036 (2900.5; 5775) 0.330°
FEV; (z-score) 36 -2.19 (-3.62; -0.91) 34 | -2.44 (-3.34;-1.23) 0.514¢
FVC (z-score) 36 | -1.63(-2.71;-0.55) 34 | -1.43(-2.41;-0.98) 0.500?
FEV./FVC 36 76.42 (65.74; 87.74) 34 79.01 (66.67; 85.04) 0.969°
PCR en suero (mg/L) 45 | 1.2 (0.4; 4.64) 42 | 0.95(0.3; 2.5) 0.726°
IL-1B en suero (pg/mL) | 41 | 0.00 (0.00; 0.00) 43 | 0.00 (0.00; 0.00) 0.628¢
IL-6 en suero (pg/mL) 41 | 0.00(0.00; 0.00) 43 | 0.00 (0.00; 0.00) 0.851°¢
IL-8 en suero (pg/mL) 41 | 0.00(0.00; 1.89) 43 | 0.00 (0.00; 0.00) 0.603¢
IL-1B en SR (pg/mL) 47 | 242.93 (49.55;1198.09) | 45 | 110.33(35.31;582.95) | 0.752¢
IL-6 en SR (pg/mL) 47 | 0.00(0.00; 4.32) 45 | 0.00 (0.00; 3.7) 0.420°¢
IL-8 en SR (pg/mL) 47 | 5025 (1349; 10 515) 45 3351 (430; 9582) 0.649¢
EN en SR (ng/mL) 35 | 90.4(18.64;238.13) 30 | 46.13(9.79; 162.17) 0.783¢
Lactato en SR (mmol/L) | 25 | 0.12(0.03; 0.6) 24 | 0.21(0.03; 0.64) 0.460°¢
Calprotectina en SR 25 194.52 (118.04; 340.49) | 24 | 246.77 (186.19; 503.75) | 0.148°
(ng/mL)

Calprotectina en heces | 45 | 105.77 (50; 267.52) 45 | 111 (50.65; 186.83) 0.634¢
(rh/g H)

EPA (ug/mL) 48 | 7.28(5.12;10.79) 47 | 7.83(5.09;11.07) 0.411°¢
DHA (ug/mL) 48 | 38.53(29.8; 45.85) 47 | 33.94 (21.26; 49.28) 0.733¢
ALA (pg/mL) 48 | 4.19(3.09;7.02) 47 | 4.44 (3.45; 6.84) 0.411°¢
AA (ug/mL) 48 142.95 (123.71; 180.11) | 47 147.38 (115.52; 167.09) | 0.694¢
LA (pug/mL) 48 | 515.89 (457.64; 558.43) | 47 | 499.83 (445.07; 546.94) | 0.508°
GLA (ug/mL) 48 | 8.7 (6.36;11.79) 47 | 9.84(7.68;12.56) 0.248°

aPrueba de la T (igualdad de varianzas); "Prueba de la T (varianzas no iguales); €U Mann-Whitney.
IMC: indice de masa corporal; UL: unidades de lipasa; FEVi: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; FVC:

capacidad vital forzada; PCR: proteina C reactiva; IL: interleucina; SR: secrecidn respiratoria; EN: elastasa de neutrdfilo; EPA:

acido eicosapentaenoico; DHA: acido docosahexaenoico; ALA: acido alfa-linolénico; AA: 4cido araquiddnico; LA: acido

linoleico; GLA: acido gamma-linolénico.

103







2.- Resultados de las variables principales

2.1.- Inflamacidn respiratoria: IL-8 en secreciones respiratorias

No se encontraron diferencias en las concentraciones de IL-8 en SR entre el grupo de
intervencion (DHA) y el grupo control al final del estudio (DHA 8913.87 + 14 517.52 pg/mL; placebo
5177.85 +5338.37 pg/mL; p=0.384). El nUmero de pacientes analizados al final del estudio fue 64 (DHA
29, placebo 35). La Tabla 10 muestra la comparacion en cada una de las visitas, entre e intra ramas de

tratamiento.

Tabla 10. Comparacion de los valores de IL-8 en secreciones respiratorias entre el grupo de

intervencion (DHA) y el grupo control a lo largo del estudio

DHA
Basal ADHA ADHA ADHA ADHA Basal
(Placebo=DHA) (Basal-V1) (Basal-V2) (Basal-V3) (Basal-Vv4)
p=0.444 p=0.872 p=0.995 p=0.746 p=0.581
APlacebo Vi ADHA ADHA ADHA V1
(Basal-v1) (Placebo=DHA) (V1-v2) (V1-v3) (V1-v4)
p=0.302 p=0.381 p=0.765 p=0.752 p=0.019
° APlacebo APlacebo V2 ADHA=1 ADHA=1 V2
2 (Basal-V2) (V1-v2) (Placebo=DHA) (V2-v3) (V2-v4)
& p=0.713 p=0.694 p=0.476 p=0.504 p=0.210
o APlacebo APlacebo APlacebo V3 ADHA=1 V3
(Basal-V3) (V1-v3) (V2-v3) (Placebo=DHA) (V3-v4)

p=0.342 p=0.987 p=0.134 p=0.697 p=0.820

APlacebo APlacebo APlacebo APlacebo v4

(Basal-Vv4) (V1-v4) (V2-va) (V3-va) (Placebo=DHA)

p=0.242 p=0.369 p=0.062 p=0.893 p=0.384
Basal V1 V2 V3 \'Z!

En la diagonal principal (gris oscuro) se muestra el contraste de hipdtesis de igualdad de respuesta entre DHA y
placebo (prueba de suma de rangos), para cada una de las visitas (V). Las mitades superior e inferior muestran la
evolucién entre todas las combinaciones de visitas, dentro del grupo DHA y placebo, respectivamente.

IL: interleucina.

El modelo de regresion lineal de efectos mixtos tampoco mostré diferencias en el efecto a lo
largo del estudio del DHA o del placebo sobre la IL-8 en SR, ni ajustado por el valor basal (cambio medio
semanal placebo -140.63, ICssy -526.31; 245.04, cambio medio semanal DHA 4.86, 1Cosy% -416.25;
425.97, p=0.618) ni tras ajustar por los posibles factores de confusidn y variables no balanceadas en el

proceso de aleatorizacién (cambio medio semanal placebo -115.77, ICgsy% -500.78; 269.25, cambio
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medio semanal DHA -28.26, ICosy -449.61; 393.09, p=0.764). La Figura 4 muestra la representacion

grafica de los valores de IL-8 en SR en cada una de las visitas.

1

5,000 10,000 15,000 20,000 25,000

0
!

IL-8 en secreccion respiratoria (pg(mL)

Basal V1 V2 V3 V4

B pHA=0 [____] DHA=1

valores extremos excluidos

Figura 4. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de IL-8 en secreciones respiratorias en el grupo de
intervencion (DHA=1) y el grupo control (DHA=0). Se han excluido los valores atipicos para facilitar su interpretacion.

2.2.- Inflamacion sistémica: IL-8 en suero

No se encontraron diferencias en las concentraciones de IL-8 en suero entre el grupo de
intervencién y el grupo control al final del estudio (DHA 921.28 + 3631.14 pg/mL; placebo 2349.05 +
8115.88 pg/mL; p=0.909). El nimero de pacientes analizados al final del estudio fue 64 (DHA 32,
placebo 32). La Tabla 11 muestra la comparacién en cada una de las visitas, entre e intra ramas de
tratamiento.

El modelo de regresion lineal de efectos mixtos tampoco mostré diferencias en el efecto a lo
largo del estudio del DHA o del placebo sobre la IL-8 en suero, ni ajustado por el valor basal (cambio
medio semanal placebo 75.72, 1Cosy -21.75; 173.20, cambio medio semanal DHA 19.11, ICss% -70.40;

108.62, p=0.402) ni tras ajustar por los posibles factores de confusién y variables no balanceadas en el
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proceso de aleatorizacién (cambio medio semanal placebo 68.43, |Cssy -28.86; 165.71, cambio medio
semanal DHA 16.05, ICos% -72.91; 105.02, p=0.435). La Figura 5 muestra la representacion grafica de

los valores de IL-8 en suero en cada una de las visitas en las que se evalud. Puede apreciarse la gran

dispersidn de valores que se obtuvieron, muy por encima de lo esperado.

Tabla 11. Comparacion de los valores de IL-8 en suero entre el grupo

de intervencion (DHA) y el grupo control a lo largo del estudio

DHA

Basal ADHA ADHA Basal

(Placebo=DHA) (Basal-V3) (Basal-v4)
p=0.600 p=0.846 p=0.452
APlacebo V3 ADHA V3
(Basal-V3) (Placebo=DHA) (V3-v4)

p=0.692 p=0.792 p=0.397

Placebo

APlacebo APlacebo v4 v4
(Basal-v4) (V3-V4) (Placebo=DHA)
p=0.049 p=0.295 p=0.909

Basal V3 V4

En la diagonal principal (gris oscuro) se muestra el contraste de hipdtesis de igualdad
de respuesta entre DHA y placebo (prueba de suma de rangos), para cada una de las
visitas (V). Las mitades superior e inferior muestran la evolucién entre todas las
combinaciones de visitas, dentro del grupo DHA y placebo, respectivamente.

IL: interleucina.
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Figura 5. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de IL-8 en suero en el grupo de intervencion (DHA=1) y
el grupo control (DHA=0).

2.3.- Inflamacion intestinal: calprotectina en heces

No se encontraron diferencias en las concentraciones de calprotectina en heces entre el grupo
de intervencidny el grupo control al final del estudio (DHA 144.76 + 158.36 pg/g heces; placebo 144.56
+ 133.05 pg/g heces; p=0.948). El nimero de pacientes analizados al final del estudio fue 78 (DHA 38,
placebo 40). La Tabla 12 muestra la comparacion en cada una de las visitas, entre e intra ramas de

tratamiento.

108



Tabla 12. Comparacion de los valores de calprotectina en heces entre el grupo de intervencion

(DHA) y el grupo control a lo largo del estudio

DHA
Basal ADHA ADHA ADHA ADHA Basal
(Placebo=DHA) (Basal-V1) (Basal-V2) (Basal-V3) (Basal-Vv4)
p=0.493 p=0.895 p=0.845 p=0.925 p=0.821
APlacebo Vi ADHA ADHA ADHA V1
(Basal-V1) (Placebo=DHA) (V1-v2) (V1-V3) (V1-v4)
p=0.851 p=0.128 p=0.157 p=0.778 p=0.860
o APlacebo APlacebo V2 ADHA=1 ADHA=1 V2
% (Basal-V2) (V1-v2) (Placebo=DHA) (V2-V3) (V2-v4)
¢_“§ p=0.242 p=0.271 p=0.501 p=0.561 p=0.388
e APlacebo APlacebo APlacebo V3 ADHA=1 V3
(Basal-V3) (V1-V3) (V2-V3) (Placebo=DHA) (V3-v4)
p=0.971 p=0.912 p=0.649 p=0.384 p=0.777
APlacebo APlacebo APlacebo APlacebo va Va4
(Basal-v4) (V1-v4) (V2-v4) (V3-v4) (Placebo=DHA)
p=0.934 p=0.457 p=0.804 p=0.739 p=0.948
Basal V1 V2 V3 va
En la diagonal principal (gris oscuro) se muestra el contraste de hipdtesis de igualdad de respuesta entre DHA 'y
placebo (prueba de suma de rangos), para cada una de las visitas (V). Las mitades superior e inferior muestran la
evolucién entre todas las combinaciones de visitas, dentro del grupo DHA y placebo, respectivamente.

El modelo de regresion lineal de efectos mixtos tampoco mostré diferencias en el efecto a lo
largo del estudio del DHA o del placebo sobre la calprotectina en heces, ni ajustado por el valor basal
(cambio medio semanal placebo -0.27, ICgsy% -2.59; 2.05, cambio medio semanal DHA -1.38, 1Cqs% -3.68;
0.92, p=0.506) ni tras ajustar por los posibles factores de confusidn y variables no balanceadas en el
proceso de aleatorizacién (cambio medio semanal placebo -0.20, ICssy% -2.52; 2.12, cambio medio
semanal DHA -1.37, 1Cqsy -3.66; 0.93, p=0.482). La Figura 6 muestra la representacion grafica de los

valores de calprotectina en heces en cada una de las visitas en las que se evalué.
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Figura 6. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de calprotectina en heces en el grupo de intervencion
(DHA=1) y el grupo control (DHA=0). Se han excluido los valores atipicos para facilitar su interpretacion.
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3.- Resultados de las variables secundarias

3.1.- Otros marcadores de inflamacién en secrecidn respiratoria

No se encontraron diferencias en ninguno de los marcadores inflamatorios secundarios
estudiados en SR (IL-1B, IL-6, EN, lactato y calprotectina) entre el grupo de intervencion y el grupo
control al final del estudio (Tabla 13). Los valores de IL-10 y TNF-a en SR obtenidos estaban por debajo

del rango de deteccidn de la técnica, por lo que no se incluyeron en el analisis estadistico.

Tabla 13. Comparacion de los valores de marcadores inflamatorios secundarios en secreciones

respiratorias entre el grupo de intervencién (DHA) y el grupo control al final del estudio

DHA Placebo p valor*

IL-1B8 en SR 649.40 + 834.56 (n=29) 815.34 + 1305.04 (n=35) 0.741
IL-6 en SR 3.80 £ 9.26 (n=29) 48.68 + 142.03 (n=35) 0.261

EN en SR 192.06 + 168.88 (n=27) 177.34 £ 207.51 (n=31) 0.370
Lactato en SR 0.73+£0.78 (n=17) 0.81 +1.25 (n=18) 0.668
Calprotectina en SR 345.86 + 214.12 (n=17) 365.93 + 195.18 (n=17) 0.547
DHA: 4cido docosahexaenoico; IL: interleucina; EN: elastasa de neutrdfilo; SR: secrecién respiratoria.

*Prueba de suma de rangos.

Las Figuras 7, 8, 9, 10 y 11 muestran la representacidn grafica de los valores de marcadores

inflamatorios secundarios en SR en cada una de las visitas en las que se evalué.
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Figura 7. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de IL-1B en secrecidn respiratoria en el grupo de
intervencion (DHA=1) y el grupo control (DHA=0).
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Figura 8. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de IL-6 en secrecion respiratoria en el grupo de
intervencion (DHA=1) y el grupo control (DHA=0).
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Figura 9. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de elastasa de neutréfilo en secrecidon respiratoria en el

grupo de intervencion (DHA=1) y el grupo control (DHA=0).

4
|

|

|

Lactato en secrecion respiratoria (mmol/L)
2
|

Basal V1 V2 V3 V4

T pHA=0 [____] DHA=1

valores extremos excluidos

Figura 10. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de lactato en secrecidn respiratoria en el grupo de

intervencion (DHA=1) y el grupo control (DHA=0). Se han excluido los valores atipicos para facilitar su interpretacion.
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Figura 11. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de calprotectina en secrecion respiratoria en el grupo

de intervencion (DHA=1) y el grupo control (DHA=0).

El modelo de regresion lineal de efectos mixtos tampoco mostré diferencias en el efecto a lo

largo del estudio del DHA o del placebo sobre los marcadores inflamatorios secundarios en SR

estudiados, ni ajustado por el valor basal (Tabla 14) ni tras ajustar por los posibles factores de

confusidn y variables no balanceadas en el proceso de aleatorizacién (Tabla 15).

Tabla 14. Modelo de regresion lineal de efectos mixtos para las variables inflamatorias

secundarias en secrecion respiratoria (ajustado por el valor basal)

Cambio medio semanal (ICoss)

Variable p valor
DHA Placebo
IL-1B en SR (pg/mL) -1.86 (-17.89; 14.17) -5.03 (-19.69; 9.63) 0.775
IL-6 en SR (pg/mL) 1.51(-0.30; 3.33) 1.61 (-0.06; 3.27) 0.939
EN en SR (ng/mL) 0.21 (-2.08; 2.51) 0.38 (-1.73; 2.49) 0.916
Lactato en SR (mmol/L) 0.00 (-0.36; 0.37) -0.29 (-0.66; 0.08) 0.268
Calprotectina en SR (ug/mL) | 1.52 (-0.75; 3.80) 3.57(1.33; 5.80) 0.210

DHA: acido docosahexaenoico; IL: interleucina; SR: secrecion respiratoria; EN: elastasa de neutrdfilo.
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Tabla 15. Modelo de regresion lineal de efectos mixtos para las variables inflamatorias

secundarias en secreciones respiratorias (ajustado por los posibles factores de confusion y

variables no balanceadas en el proceso de aleatorizacién)

Cambio medio semanal (1Cos%)
Variable p valor
DHA Placebo
IL-1B en SR (pg/mL) -2.65 (-18.80; 13.50) -5.63 (-20.37;9.11) 0.789
IL-6 en SR (pg/mL) 1.58 (-0.24; 3.40) 1.62 (-0.05; 3.29) 0.977
EN en SR (ng/mL) 0.20 (-2.09; 2.49) 0.37 (-1.73; 2.48) 0.912
Lactato en SR (mmol/L) 0.07 (-0.29; 0.43) -0.32 (-0.68; 0.03) 0.131
Calprotectina en SR (ug/mL) | 3.64 (1.40; 5.88) 1.57 (-0.71; 3.85) 0.207

DHA: 4cido docosahexaenoico; IL: interleucina; SR: secrecidn respiratoria; EN: elastasa de neutrdfilo.

3.2.- Otros marcadores de inflamacion en suero

No se encontraron diferencias en ninguno de los marcadores inflamatorios secundarios

estudiados en suero (IL-1pB, IL-6, porcentaje de neutrdéfilos y PCR) entre el grupo de intervencién y el

grupo control al final del estudio (Tabla 16). Como ya se ha comentado, los valores de IL-10 y TNF-a en

suero obtenidos estaban por debajo del rango de deteccidn de la técnica, por lo que no se incluyeron

en el andlisis estadistico.

Tabla 16. Comparacion de los valores de marcadores inflamatorios secundarios en suero entre el

grupo de intervencion (DHA) y el grupo control al final del estudio

DHA Placebo p valor*
IL1B en suero (pg/mL) 1.03 £5.85 (n=32) 5.59 + 31.64 (n=32) 0.982
IL6 en suero (pg/mL) 2.30+9.03 (n=32) 12.85 + 40.46 (n=32) 0.339
Neutrofilos sangre (%) 50.21 + 14.51 (n=43) 51.98 + 16.00 (n=43) 0.460
Proteina C reactiva (mg/L) | 4.66 +7.13 (n=41) 7.30£17.11 (n=44) 0.378

DHA: acido docosahexaenoico; IL: interleucina.

*Prueba de suma de rangos.
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Las Figuras 12, 13, 14 y 15 muestran la representacién grafica de los valores de marcadores

inflamatorios secundarios en suero en cada una de las visitas en las que se evalud.
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Figura 12. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de IL-1B en suero en el grupo de intervencion (DHA=1)

y el grupo control (DHA=0).
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Figura 13. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de IL-6 en suero en el grupo de intervencién (DHA=1) y

el grupo control (DHA=0).

116



o |
©
<
o\o
v(o—
(O]
S
()
c
©
=
wn <
o
=
O
=
>
O -
=
°®
o_
Basal V1 V2 V3 V4

[ DHA=0 [ ] DHA=1

Figura 14. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de neutréfilos (%) en sangre en el grupo de intervencion

(DHA=1) y el grupo control (DHA=0).
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Figura 15. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de proteina C reactiva en suero en el grupo de

intervencion (DHA=1) y el grupo control (DHA=0). Se han excluido los valores atipicos para facilitar su interpretacion.

117



El modelo de regresion lineal de efectos mixtos tampoco mostré diferencias en el efecto a lo
largo del estudio del DHA o del placebo sobre los marcadores inflamatorios secundarios en suero
estudiados, ni ajustado por el valor basal (Tabla 17) ni tras ajustar por los posibles factores de

confusion y variables no balanceadas en el proceso de aleatorizacion (Tabla 18).

Tabla 17. Modelo de regresion lineal de efectos mixtos para las variables inflamatorias

secundarias en suero (ajustado por el valor basal)

Cambio medio semanal (1Cos%)
Variable p valor
DHA Placebo
IL-1B en suero (pg/mL) -0.04 (-0.34; 0.27) 0.21(-0.12; 0.54) 0.290
IL-6 en suero (pg/mL) 0.03 (-0.37; 0.43) 0.49 (0.06; 0.92) 0.125
Neutréfilos en sangre (%) 0.05 (-0.11; 0.20) 0.07 (-0.08; 0.23) 0.819
Proteina C reactiva (mg/L) 0.07 (-0.04; 0.18) 0.15 (0.05; 0.25) 0.279

DHA: acido docosahexaenoico; IL: interleucina.

Tabla 18. Modelo de regresion lineal de efectos mixtos para las variables inflamatorias

secundarias en suero (ajustado por los posibles factores de confusion y variables no balanceadas

en el proceso de aleatorizacion)

Cambio medio semanal (I1Cos%)
Variable p valor
DHA Placebo
IL-1B en suero (pg/mL) -0.03 (-0.33; 0.28) 0.21 (-0.13; 0.54) 0.309
IL-6 en suero (pg/mL) 0.02 (-0.38;0.42) 0.48 (0.05; 0.92) 0.126
Neutroéfilos en sangre (%) 0.08 (-0.07; 0.24) 0.05 (-0.11; 0.20) 0.736
Proteina C reactiva (mg/L) 0.06 (-0.05; 0.17) 0.15 (0.05; 0.25) 0.266

DHA: acido docosahexaenoico; IL: interleucina.

3.3.- Variables clinicas relacionadas con la afectacion respiratoria en la fibrosis quistica

En relaciéon con la funcién pulmonar, no se encontraron diferencias en el FEV; expresado como
z-score entre el grupo de intervencion y el grupo control al final del estudio (DHA -1.99 + 1.82; placebo

-1.87 £ 1.64; p=0.298)
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La Figura 16 muestra la representacion grafica de los valores de FEV; en cada una de las visitas

en las que se evalué.
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Figura 16. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores del flujo espiratorio forzado en el primer segundo (FEV,)
en el grupo de intervencion (DHA=1) y el grupo control (DHA=0). Se han excluido los valores atipicos para facilitar su
interpretacion.

El modelo de regresion lineal de efectos mixtos tampoco mostré diferencias en el efecto a lo
largo del estudio del DHA o del placebo sobre el FEV; expresado como z-score, ni ajustado por el valor
basal (cambio medio semanal placebo 0.00 ICssy% -0.01; 0.01, cambio medio semanal DHA 0.00 1Cos -
0.01; 0.01, p=0.540) ni tras ajustar por los posibles factores de confusion y variables no balanceadas
en el proceso de aleatorizacion (cambio medio semanal placebo 0.00 1Cgs% -0.01; 0.01, cambio medio
semanal DHA 0.00 ICss% -0.01; 0.01, p=0.519).

No se encontraron diferencias en la tasa de EP entre los grupos de estudio (tasa de incidencia
DHA 1.9/paciente-afio, placebo 1.9/paciente afio; cociente de tasas 1.03, 1Cos% 0.75; 1.43, p=0.845) ni
en la tasa de EP graves que requirieron tratamiento intravenoso (tasa de incidencia DHA

0.14/paciente-afio, placebo 0.32/paciente-afio; cociente de tasas 2.2, 1Cos% 0.8; 7.09, p=0.096). El
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tiempo hasta la primera EP (HR 1.28, 1Cqos%, 0.80; 2.04, p=0.301) y el tiempo hasta la primera EP grave
(HR 0.52, ICos% 0.19; 1.42, p=0.203) fueron similares en ambas ramas del estudio. Las Figuras 17 y 18

muestras el tiempo libre de EP y EP graves, respectivamente, en los dos grupos de estudio.
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Figura 17. Curva de supervivencia (Kaplan-Meyer) del total de exacerbaciones pulmonares. Se muestra la proporcion de
pacientes libre de exacerbacion pulmonar en el grupo de intervencion (DHA=1) y en el grupo control (DHA=0).
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Figura 18. Curva de supervivencia (Kaplan-Meyer) de exacerbaciones pulmonares graves. Se muestra la proporcion de
pacientes libre de exacerbacién pulmonar grave en el grupo de intervencion (DHA=1) y en el grupo control (DHA=0).

La tasa de incidencia de infeccidn por P. aeruginosa en los pacientes sin infeccion crénica al
inicio del estudio (n=74) fue similar entre los dos grupos de estudio (tasa de incidencia DHA
0.34/pacientes-afio, placebo 0.385/pacientes-afio; cociente de tasas 0.88, 1Cos% 0.36; 2.16, p=0.763).
El tiempo hasta la infeccidn por P. aeruginosa también fue similar en ambos grupos (HR 1.07, 1Css%

0.38; 3.06, p=0.897, Figura 19).
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Figura 19. Curva de supervivencia (Kaplan-Meyer) de la infeccion por Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa). Se
muestra la proporcion de pacientes libre de infeccion por P. aeruginosa en el grupo de intervencion (DHA=1) y en el
grupo control (DHA=0).

3.4.- Variables clinicas relacionadas con la afectacién digestiva/nutricional en la fibrosis

quistica

No se encontraron diferencias en el z-score de peso (DHA -0.57 £ 0.75; placebo -0.67 + 0.89;
p=0.104) ni de IMC (DHA -0.30 + 0.74; placebo -0.56 + 0.86; p=0.750) entre el grupo de intervenciény
el grupo control al final del estudio.

Las Figuras 20 y 21 muestran la representacion grafica de los valores de peso e IMC,

respectivamente, a lo largo del estudio.
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Figura 20. Grafico de cajas y bigotes que representan el peso expresado como z-score en el grupo de intervencion
(DHA=1) y el grupo control (DHA=0).
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Figura 21. Grafico de cajas y bigotes que representan el indice de masa corporal (IMC) expresado como z-score en el
grupo de intervenciéon (DHA=1) y el grupo control (DHA=0).
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La dosificacion de enzimas pancreaticos (DHA 4521.29 + 2095.20 UL/kg/dia; placebo 3794.39
+2166.43 UL/kg/dia; p=0.192) y el CRG (DHA 92.45 + 7.10%; placebo 91.91 + 5.81%; p=0.556) también
fueron similares en ambos grupos de estudio al final del tratamiento.

Las Figuras 22 y 23 muestran la representacion grafica de la dosificacién de enzimas

pancreaticos y del CRG, respectivamente, a lo largo del estudio.
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Figura 22. Grafico de cajas y bigotes que representan la dosis de enzimas pancreaticos en el grupo de intervencion
(DHA=1) y el grupo control (DHA=0).
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Figura 23. Grafico de cajas y bigotes que representan el coeficiente de reabsorcion de grasas en el grupo de intervencion
(DHA=1) y el grupo control (DHA=0).

El modelo de regresion lineal de efectos mixtos tampoco mostré diferencias en el efecto a lo
largo del estudio del DHA o del placebo sobre el peso, el IMC o la dosificacién de enzimas pancreaticos,
ni ajustado por el valor basal (Tabla 19) ni tras ajustar por los posibles factores de confusién y variables
no balanceadas en el proceso de aleatorizacién (Tabla 20). Este modelo mostré una diferencia minima,
aunque estadisticamente significativa, en el efecto a lo largo del estudio del DHA y el placebo sobre el

CRG (Tablas 19y 20).
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Tabla 19. Modelo de regresion lineal de efectos mixtos para las variables relacionadas con la

afectacion digestiva/nutricional (ajustado por el valor basal)

Cambio medio semanal (1Cos%)

Variable p valor
DHA Placebo
Peso (z-score) 0.00 (0.00; 0.00) 0.00 (0.00; 0.00) 0.489
IMC (z-score) 0.00 (0.00; 0.00) 0.00 (0.00; 0.00) 0.578
Dosis de enzimas 9.66 (2.95; 16.38) 1.07 (-5.38; 7.52) 0.070
pancreaticos (UL/kg/dia)
CRG 0.03 (-0.03; 0.08) -0.07 (-0.14; 0.00) 0.034

DHA: 4cido docosahexaenoico; IMC: indice de masa corporal; UL: Unidades de lipasa; CRG: coeficiente de reabsorcidn de

grasas.

Tabla 20. Modelo de regresion lineal de efectos mixtos para las variables relacionadas con la

afectacion digestiva/nutricional (ajustado por los posibles factores de confusién y variables no

balanceadas en el proceso de aleatorizacion)

Cambio medio semanal (1Cgs%)

Variable p valor
DHA Placebo
Peso (z-score) 0.00 (0.00; 0.00) 0.00 (0.00; 0.00) 0.693
IMC (z-score) 0.00 (0.00; 0.00) 0.00 (0.00; 0.00) 0.788
Dosis de enzimas 9.67 (2.97; 16.38) 1.21(-5.24; 7.65) 0.075
pancreaticos (UL/kg/dia)
CRG 0.02 (-0.04; 0.08) -0.07 (-0.14; -0.01) 0.034

DHA: 4cido docosahexaenoico; IMC: indice de masa corporal; UL: Unidades de lipasa; CRG: coeficiente de reabsorcion de
grasas.
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3.5.- Calidad de vida

No se encontraron diferencias en ninguno de los dominios del cuestionario CFQ-R entre el

grupo de intervencién y el grupo control, en ninguna de las visitas del estudio (Tablas 21, 22 y 23).

Tabla 21. Comparativa de las puntuaciones en los diferentes dominios del cuestionario CFQ-R de

la version para adolescentes >14 afios y adultos entre el grupo de intervencion (DHA) y el grupo

control a lo largo del estudio

Dominios Vi V2 V3 v4
Capacidad fisica p=0.427 p=0.263 p=0.494 p=0.392
Limitaciones de rol p=0.236 p=0.565 p=0.540 p=0.753
Vitalidad p=0.571 p=0.464 p=0.773 p=0.533
Percepcidn de la salud p=0.591 p=0.330 p=0.920 p=0.407
Estado emocional p=0.098 p=0.797 p=0.444 p=0.788
Aislamiento social p=0.815 p=0. 633 p=0.920 p=0.590
Imagen corporal p=0.760 p=0.952 p=0.853 p=0.488
Problemas con la alimentacién p=0.443 p=0.758 p=0.455 p=0.641
Carga de tratamiento p=0.978 p=0.628 p=0.148 p=0.301
Problemas de peso p=0.330 p=0.790 p=0.162 p=0.051
Sintomas respiratorios p=0.071 p=0.026 p=0.122 p=0.348
Sintomas digestivos p=0.614 p=0.221 p=0.429 p=0.750

cada una de las visitas (V).

CFQ-R: Cuestionario de fibrosis quistica-revisado.

Se muestra el contraste de hipdtesis de igualdad de respuesta entre DHA y placebo (prueba de suma de rangos), para
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Tabla 22. Comparacidn de las puntuaciones en los diferentes dominios del cuestionario CFQ-R de

la version para padres/cuidadores entre el grupo de intervencién (DHA) y el grupo control a lo

largo del estudio

Dominios Vi V2 V3 V4
Capacidad fisica p=0.890 p=0.262 p=0.850 p=0.580
Vitalidad p=0.584 p=0.484 p=0.294 p=0.732
Percepcidn de la salud p=0.387 p=0.064 p=0.022 p=0.899
Estado emocional p=0.780 p=0.409 p=0.929 p=0.244
Colegio p=0.087 p=0.059 p=0.052 p=0.637
Imagen corporal p=0.415 p=0.964 p=0.681 p=0.596
Problemas con la alimentacién p=0.978 p=0.323 p=0.200 p=0.180
Carga de tratamiento p=0.330 p=0.195 p=0.481 p=0.847
Problemas de peso p=0.857 p=0.847 p=0.585 p=0.897
Sintomas respiratorios p=0.618 p=0.078 p=0.197 p=0.550
Sintomas digestivos p=0.698 p=0.801 p=0.390 p=0.824

Se muestra el contraste de hipdtesis de igualdad de respuesta entre DHA y placebo (prueba de suma de rangos), para

cada una de las visitas (V).

CFQ-R: Cuestionario de fibrosis quistica-revisado.

Tabla 23. Comparacidn de las puntuaciones en los diferentes dominios del cuestionario CFQ-R de

la version para nifios 6-13 aios entre el grupo de intervencion (DHA) y el grupo control a lo largo

del estudio

Dominio Vi V2 V3 v4
Capacidad fisica p=0.363 p=0.884 p=0.103 p=0.541
Estado emocional p=0.422 p=0.093 p=0.768 p=0.653
Aislamiento social p=0.216 p=0.607 p=0.075 p=0.655
Imagen corporal p=0.588 p=0.688 p=0.834 p=0.883
Problemas con la alimentacién p=0.822 p=0.746 p=0.613 p=0.379
Carga de tratamiento p=0.964 p=0.065 p=0.383 p=0.364
Sintomas respiratorios p=0.339 p=0.731 p=0.354 p=0.287
Sintomas digestivos p=0.625 p=0.359 p=0.515 p=0.178

Se muestra el contraste de hipdtesis de igualdad de respuesta entre DHA y placebo (prueba de suma de rangos), para

cada una de las visitas (V).

CFQ-R: Cuestionario de fibrosis quistica-revisado.
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Se realizaron analisis agrupando las puntuaciones de los dominios iguales de las versiones de

CFQ-R para nifios y adultos, de manera similar a estudios previamente publicados 4%, El modelo de

regresion lineal de efectos mixtos, con las puntuaciones agrupadas, tampoco mostré diferencias en el

efecto a lo largo del estudio del DHA o del placebo sobre los diferentes dominios relacionados con la

calidad de vida, ni ajustado por el valor basal (Tabla 24) ni tras ajustar por los posibles factores de

confusion y variables no balanceadas en el proceso de aleatorizacidn (Tabla 25), con excepcion del

III

dominio “imagen corpora

Tabla 24. Modelo de regresion lineal de efectos mixtos para la puntuacién agrupada de los

diferentes dominios del cuestionario CFQ-R (ajustado por el valor basal)

Cambio medio semanal (1Cos%)

Variable p valor
DHA Placebo
Capacidad fisica -0.05 (-0.21; 0.11) 0.03(-0.11; 0.17) 0.448
Estado emocional -0.12 (-0.26; 0.02) -0.09 (-0.22; 0.04) 0.786
Aislamiento social -0.04 (-0.19; 0.11) -0.07 (-0.20; 0.07) 0.785
Imagen corporal 0.11 (-0.06; 0.28) -0.13 (-0.28; 0.02) 0.045
Problemas con la alimentacién | 0.10 (-0.08; 0.28) 0.00 (-0.16; 0.16) 0.391
Carga de tratamiento -0.01 (-0.18; 0.16) -0.01 (-0.17; 0.14) 0.961
Sintomas respiratorios -0.18 (-0.35; -0.02) 0.01 (-0.14; 0.15) 0.094
Sintomas digestivos -0.08 (-0.34; 0.18) -0.07 (-0.30; 0.17) 0.924

Se han agrupado los dominios iguales de las versiones para nifio y adolescentes >14 afios y adultos.
CFQ-R: Cuestionario de fibrosis quistica-revisado; DHA: acido docosahexaenoico.
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Tabla 25. Modelo de regresion lineal de efectos mixtos para la puntuacion agrupada de los

diferentes dominios del cuestionario CFQ-R (ajustado por los posibles factores de confusion y

variables no balanceadas en el proceso de aleatorizacion)

Cambio medio semanal (1Cos%)

Variable p valor
DHA Placebo
Capacidad fisica -0.06 (-0.21; 0.10) 0.02 (-0.11; 0.16) 0.451
Estado emocional -0.12 (-0.26; 0.02) -0.09 (-0.22; 0.03) 0.091
Aislamiento social -0.05 (-0.20; 0.11) -0.07 (-0.20; 0.06) 0.821
Imagen corporal 0.10 (-0.07; 0.27) -0.13 (-0.29; 0.02) 0.048
Problemas con la alimentacion | 0.10 (-0.08; 0.28) -0.01 (-0.17; 0.15) 0.399
Carga de tratamiento -0.02 (-0.19; 0.16) -0.01 (-0.17; 0.14) 0.998
Sintomas respiratorios -0.19 (-0.36; -0.02) 0.00 (-0.15; 0.15) 0.090
Sintomas digestivos -0.08 (-0.34; 0.18) -0.07 (-0.30; 0.17) 0.926

Se han agrupado los dominios iguales de las versiones para nifio y adolescentes >14 afios y adultos.
CFQ-R: Cuestionario de fibrosis quistica-revisado; DHA: dcido docosahexaenoico.

3.6.- Perfil de acidos grasos poliinsaturados en plasma y membrana de eritrocito

En relacion con los PUFA de la via omega-3, se encontraron valores significativamente mayores

de EPA y DHA, aunque no de ALA, en el grupo de intervencion con respecto al grupo control, en las

visitas 3 y 4, tanto en valor absoluto como en porcentaje (Tabla 26). En cuanto a los PUFA de la via

omega-6, los valores de GLA y AA fueron significativamente menores en el grupo de intervencion que

en el grupo control, tanto en la visita 3 como en la visita 4. No se observaron diferencias en los valores

de LA (Tabla 26).
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Tabla 26. Comparacion de los valores de acidos grasos poliinsaturados entre el grupo de

intervencion (DHA) y el grupo control en las visitas 3 y 4 del estudio

Visita 3 Visita 4
DHA Placebo : DHA Placebo P

valor* valor*
EPA (ug/mL) | 17.98+10.14 | 9.60+5.06 <0.001 | 18.12+14.10 | 10.60+8.14 0.001
EPA (%) 0.99+0.57 0.50+0.26 <0.001 | 1.01+0.73 0.54%0.36 <0.001
DHA (pg/mL) | 97.50+30.08 | 38.76+13.08 | <0.001 | 89.32+42.06 | 38.68+14.12 | <0.001
DHA (%) 5.33+1.57 2.03+0.63 <0.001 | 5.02+2.09 2.0240.76 <0.001
ALA (pg/mL) | 6.05+4.09 4.97+2.14 0.476 | 5.27+3.48 5.2843.10 0.962
ALA (%) 0.3210.20 0.2610.11 0.228 | 0.29+0.16 0.2710.16 0.385
AA (pg/mL) 135.31+29.91 | 154.01+£39.44 | 0.019 133.44+3.49 | 153.56+40.29 | 0.021
AA (%) 7.42+1.60 8.04£1.55 0.041 | 7.60+1.62 7.98+1.86 0.409
LA (pg/mL) 489.86+98.39 | 487.15+77.47 | 0.902 | 460+91.76 499+92.21 0.054
LA (%) 26.65+3.89 25.69+3.50 0.206 | 26.43+4.83 25.464.17 0.340
GLA (pg/mL) | 7.14+2.98 9.52+4.82 0.020 | 6.40+3.27 10.04+4.94 <0.001
GLA (%) 0.3810.14 0.4810.18 0.012 | 0.36+0.16 0.51+0.23 0.001

Los valores se expresan como mediazDE.

DHA: 4cido docosahexaenoico; EPA: acido eicosapentaenoico; ALA: acido alfa-linolénico; AA: dcido araquiddnico; LA:

acido linoleico; GLA: acido gamma-linolénico.

*Prueba de suma de rangos.

Las Figuras 24, 25, 26, 27, 28 y 29 muestran la representacidn grafica de los principales PUFA

a lo largo del estudio.
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Figura 24. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de acido eicosapentaenoico (EPA) en pug/mL (arriba) y
porcentaje (abajo) en el grupo de intervencién (DHA=1) y el grupo control (DHA=0) a lo largo del estudio.
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Figura 25. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de acido docosahexaenoico (DHA) en pg/mL (arriba) y
porcentaje (abajo) en el grupo de intervencion (DHA=1) y el grupo control (DHA=0) a lo largo del estudio.
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Figura 26. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de acido alfa-linolénico (ALA) en pg/mL (arriba) y
porcentaje (abajo) en el grupo de intervencién (DHA=1) y el grupo control (DHA=0) a lo largo del estudio.
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Figura 27. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de acido araquidénico (AA) en pg/mL (arriba) y
porcentaje (abajo) en el grupo de intervencion (DHA=1) y el grupo control (DHA=0) a lo largo del estudio.
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Figura 28. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de acido linoleico (LA) en pg/mL (arriba) y porcentaje
(abajo) en el grupo de intervencién (DHA=1) y el grupo control (DHA=0) a lo largo del estudio.
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Figura 29. Grafico de cajas y bigotes que representan los valores de dcido gamma-linolénico (GLA) en ug/mL (arriba) y

porcentaje (abajo) en el grupo de intervencion (DHA=1) y el grupo control (DHA=0) a lo largo del estudio.
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Debido a la dinamica de cambio esperada en el perfil de PUFA, con un cambio al inicio del
tratamiento y una estabilizacidon posterior a lo largo de todo el estudio, la aproximacién estadistica
mediante el modelo estimativo del efecto de DHA por semana de tratamiento no se considerd
adecuada.

La valoracién del perfil de PUFA en membrana de eritrocito no fue posible debido a problemas

con la reproducibilidad de la técnica de laboratorio.

3.7.- Seguridad

La tasa de abandonos fue similar en ambas ramas de estudio. Se produjeron 5 abandonos en
el grupo de intervencidon y 4 en el grupo control (tasa de incidencia DHA 0.121/paciente-afio, placebo
0.092/paciente afio; cociente de tasas 0.766, |Cosy, 0.152; 3.557, p=0.706). El tiempo hasta el primer
abandono fue similar en ambas ramas del estudio (HR 1.322, ICss% 0.355; 4.926, p=0.677, Figura 30).

Los motivos de abandono pueden consultarse en la Figura 3.
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DHA=0 48 (1) 47 (0) 47 ) 45 1) 3
DHA=1 48 (2) 46 (2) 44 1) 43 0) 1
DHA=0 DHA =1

Figura 30. Curva de supervivencia (Kaplan-Meyer) de abandono del estudio. Se muestra la proporcién de pacientes que
permanecen en el estudio en el grupo de intervencién (DHA=1) y en el grupo control (DHA=0).
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Para facilitar la comparacion, los efectos secundarios se agruparon en funcién de su

naturaleza: exacerbaciones respiratorias, problemas digestivos (vdmitos, estrefiimiento, diarrea, dolor

abdominal, pancreatitis aguda), problemas infecciosos (infecciones bronquiales significativas -P.

aeruginosa, S. aureus resistente a la meticilina, micobacterias no tuberculosas o infeccién por BCC-,

fiebre, viriasis), problemas neuroldgicos (cefalea, mareo) y otros (exantema inespecifico, quemadura

solar, sintomas rinoconjuntivales, candidiasis oral, contractura cervical). No se encontraron diferencias

en relacion con los efectos secundarios entre el grupo de intervencién y el grupo control (Tabla 27).

Tabla 27. Efectos secundarios en el periodo de estudio

los efectos adversos incluidos en cada uno de los grupos.

DHA: acido docosahexaenoico; P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa.

DHA Placebo Total
Exacerbaciones respiratorias 77 83 160
Problemas digestivos 4 8 12
Problemas infecciosos 11 17 28
Primoinfeccion por P. aeruginosa 7 7 14
Problemas neuroldgicos 2 1 3
Otros 4 4 8
TOTAL 105 120 225
p=0.815.

Se muestra el nimero absoluto de efectos secundarios acontecidos durante el periodo de estudio. En el texto se explican
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4.- Andlisis de sensibilidad

Tal y como se habia previsto en el plan estadistico original y se ha mostrado en los epigrafes
anteriores, los modelos de regresidn se ajustaron por los posibles factores de confusion y las variables
no balanceadas en el proceso de aleatorizacion: valor de la variable dependiente en el momento basal,
la semana en la que se determind la medicion del valor de la variable, el nimero de alelos con la
mutacion Phe.508del y por las variables empleadas en el algoritmo adaptativo de minimizacion en la
fase de aleatorizacion de pacientes (edad < o >2 afios, FEV; predicho < 0 >75%, infeccidon crénica por
P. aeruginosa, tratamiento inhalado con DNasa y tratamiento crénico con azitromicina).

El andlisis de subgrupos obtuvo resultados similares a los expuestos en la poblacidon total de
estudio.

Por ultimo, se realizé una transformacion logaritmica de las variables inflamatorias principales
y se construyé de nuevo el modelo de regresién lineal de efectos mixtos, obteniendo resultados

similares a los ya expuestos (Tablas 28 y 29).

Tabla 28. Andlisis de sensibilidad mediante el modelo de regresidn lineal de efectos mixtos tras

la transformacion logaritmica de las variables inflamatorias (ajustado por el valor basal)

Cambio medio semanal (1Cos%)
Variable p valor
DHA Placebo
IL-8 en SR 0.00 (-0.01; 0.02) -0.01 (-0.03; 0.00) 0.136
IL-8 suero 0.04 (-0.05; 0.13) 0.11 (0.01; 0.21) 0.269
Calprotectina fecal 0.00 (-0.01; 0.01) 0.00 (-0.01; 0.01) 0.923
DHA: acido docosahexaenoico; IL: interleucina; SR: secrecion respiratoria.
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Tabla 29. Analisis de sensibilidad mediante el modelo de regresidn lineal de efectos mixtos tras

la transformacion logaritmica de las variables inflamatorias (ajustado por los posibles factores

de confusidn y variables no balanceadas en el proceso de aleatorizacion)

Cambio medio semanal (1Cos%)
Variable p valor
DHA Placebo
IL-8 en SR 0.00 (-0.01; 0.02) -0.01 (-0.03; 0.00) 0.187
IL-8 suero 0.02 (-0.06; 0.11) 0.12 (0.02; 0.21) 0.175
Calprotectina fecal 0.00 (-0.01; 0.01) 0.00 (-0.01; 0.01) 0.938
DHA: 4cido docosahexaenoico; IL: interleucina; SR: secrecidn respiratoria.

Debido a que la proporcion de pacientes sin inflamacién detectable en la visita basal era
relativamente alta, y ante la posibilidad de que el efecto del DHA sobre la inflamacién pudiera no ser
significativo en pacientes sin inflamacion basal detectable, se planted un andlisis post hoc valorando
las variables principales Unicamente en pacientes con inflamacion detectable al inicio del estudio, es
decir, con valores de IL-8 en suero o SR diferente a 0 (n=31). Los resultados fueron similares a los

obtenidos en la poblacién global del estudio con excepcién de la IL-8 en suero (Tablas 30 y 31).

Tabla 30. Analisis de sensibilidad mediante el modelo de regresidn lineal de efectos mixtos tras

eliminar los pacientes sin inflamacion detectable en la visita basal (ajustado por el valor basal)

Cambio medio semanal (1Cos%)
Variable p valor
DHA Placebo
IL-8 en SR 23.07 (-159.65; 20579) -54.93 (-187.85; 77.98) 0.499
IL-8 suero -0.39(-239.13; 238.34) 458.99 (139.13; 778.86) | 0.024
Calprotectina fecal 0.33 (-2.60; 3.25) 0.76 (-2.15; 3.66) 0.837
DHA: acido docosahexaenoico; IL: interleucina; SR: secrecion respiratoria.
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Tabla 31. Analisis de sensibilidad mediante el modelo de regresion lineal de efectos mixtos tras

eliminar los pacientes sin inflamacion detectable en la visita basal (ajustado por los posibles

factores de confusion y variables no balanceadas en el proceso de aleatorizacion)

Cambio medio semanal (1Cos%)
Variable p valor
DHA Placebo
IL-8 en SR 4.39 (-173.25; 182.03) -55.07 (-186.93; 76.80) 0.597
IL-8 suero 26.66 (-202.17; 255.49) 474.29 (135.42; 813.16) | 0.030
Calprotectina fecal 0.33 (-2.61; 3.27) 0.79 (-2.16; 3.74) 0.828
DHA: 4cido docosahexaenoico; IL: interleucina; SR: secrecidn respiratoria.

143






. DISCUSION






En este estudio clinico en fase 4, doble ciego, paralelo y controlado con placebo en
pacientes con FQ mayores de 2 meses, la suplementacion con DHA a dosis de 50 mg/kg/dia no se
asocié con ningln cambio significativo en la inflamacidn sistémica, pulmonar o intestinal. Tampoco se
asocié con cambios significativos a nivel clinico respiratorio, digestivo o de calidad de vida.

Se trata de un estudio a largo plazo, que incluye un nimero significativo de pacientes, similar
a la suma de los 5 estudios incluidos en la ultima revisién Cochrane!’®. El amplio rango de variables
empleadas, tanto inflamatorias como clinicas, unido a la alta adherencia registrada, ofrece una buena
vision global del efecto de la suplementacion con DHA en pacientes con FQ.

En los préximos epigrafes se abordard una discusion ordenada de todos los resultados
obtenidos y, finalmente, se expondran tanto las fortalezas como las limitaciones del estudio. Las

caracteristicas de los estudios utilizados durante la discusidn se resumen en la Tabla 32.
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1.- Resultados sobre la inflamacion respiratoria

Los resultados obtenidos en SR, tanto de la variable principal (IL-8) como de las variables
secundarias (IL-1B, IL-6, EN, lactato y calprotectina) no mostraron ningun efecto significativo de la
suplementacion con DHA, ni al final del estudio (semana 48), ni en el modelo de regresién que evalud
el cambio semana a semana. El hallazgo aislado de una diferencia estadisticamente significativa de IL-
8 dentro del grupo suplementado con DHA, entre las visitas V1 y V4 (p=0.019) se debe interpretar
como una consecuencia del elevado nimero de comparaciones realizadas.

En la literatura solamente un articulo estudia especificamente el efecto del DHA sobre
muestras de esputo de pacientes con FQ. En este trabajo encontraron una disminucién de LTB, y de
acido 15-hidroxieicosatetraenoico (metabolitos del AA) y un aumento de 17-hidroxi-DHA (metabolito
del DHA) en el esputo de 9 pacientes adultos después de 10 semanas de tratamiento con DHA a dosis
similares a las empleadas en nuestro estudio, con tendencia a volver a su situacion basal 10 semanas
después de suspender el tratamiento®’. Este trabajo demuestra la capacidad de la suplementacidn
con DHA de revertir, parcialmente, las alteraciones del perfil de PUFA en la via aérea de los pacientes
con FQ, pero no analiza si este efecto se traduce en una reduccion de la inflamacion de esta. En nuestro
estudio no se analizaron los mismos biomarcadores, y entre la amplia variedad de marcadores
inflamatorios que si se estudiaron en SR (IL-8, IL-1B, IL-6, EN, lactato y calprotectina), no se encontré
ningun efecto significativo de la suplementacion con DHA. La transformacidn logaritmica de las
variables y el analisis post hoc en el subgrupo de pacientes con inflamacién detectable al inicio del
estudio arrojé los mismos resultados. La conclusién es que, en nuestro estudio, la suplementacion con
DHA a largo plazo, valorada a través del estudio de los biomarcadores inflamatorios mencionados

previamente, no tuvo un efecto significativo sobra la inflamacién pulmonar en la FQ.
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2.- Resultados sobre la inflamacion sistémica

Los resultados obtenidos en suero, tanto de la variable principal (IL-8) como de las variables
secundarias (IL-1B, IL-6, porcentaje de neutrdfilos y PCR) no mostraron ningun efecto significativo de
la suplementacién con DHA, ni al final del estudio (semana 48), ni en el modelo de regresién que evalud
el cambio semana a semana.

Los diferentes trabajos que han evaluado marcadores inflamatorios en suero muestran
resultados contradictorios y de dificil comparacién, ya que emplean suplementaciones con diferentes
tipos de PUFA y analizan distintos marcadores inflamatorios.

En un estudio cruzado con 16 pacientes con FQ adolescentes y adultos, la suplementacién a
corto plazo (6 semanas) con EPA demostré mejorar la quimiotaxis de neutréfilos frente a LTB,4 (sin
llegar a normalizarse) y disminuir el nimero total de leucocitos y neutréfilos!®?. Otro estudio también
cruzado y de 6 semanas de duraciéon en 14 pacientes con FQ entre 6 y 16 afios, demostré que la
suplementacién con una mezcla de omega-3, con una dosis aproximada de 24 mg/kg/dia de DHA,
disminuia la concentracién de LTB, en suero, comparada con la suplementacion con una mezcla de
omega-6'%, Estos estudios, publicados en 1993 y 1994, respectivamente, se realizaron hace mas de 20
afios, por lo que es probable que las poblaciones de pacientes con FQ no sean directamente
comparables a la de nuestro trabajo. Otro estudio mas reciente, centrado también en el metabolismo
de los LT, cruzado y de mas duracidn (6 meses), encontré que la suplementacidon con una mezcla de
omega-3 (con una dosis total de DHA 5-10 veces menor que la empleada en nuestro estudio) producia
una disminucidn del indice LTB4/LTBs, por lo que especulaba que, en esas condiciones, los neutroéfilos
producirian metabolitos menos proinflamatorios en la via del AA'3, Dado que en nuestro estudio no
se ha valorado ni la concentracion ni el metabolismo de los LT, los resultados no pueden compararse.

En relacidn con la IL-8, nuestra variable principal, los estudios publicados tienen también
resultados heterogéneos. El estudio ya comentado de Panchaud y colaboradores, a pesar de encontrar
un efecto beneficioso de la suplementacién con omega-3 sobre el indice LTB4/LTBs, no encontré

diferencias entre los grupos de estudio en la quimiotaxis de neutréfilos inducida por IL-8%3. Otro
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estudio, aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo, con dosis altas de DHA y una duracién de
12 meses, no encontrd diferencias en los niveles de IL-8 entre los dos grupos al final del estudio®®. Por
ultimo, un estudio no controlado, en 10 pacientes pediatricos con FQ, tampoco encontrd variaciones
estadisticamente significativas en la concentracion de IL-8 tras 6 meses de suplementacién con DHA
(100 mg/kg/dia el primer mes, seguido de 25 mg/kg/dia durante 5 meses mas)'*°. Tan sélo el estudio
publicado por Keen y colaboradores encontrd un efecto significativo de la suplementacién con DHA
sobre la concentracidon de 1L-8'%°, Se trata de un estudio aleatorizado de 3 meses de duracién en 45
pacientes con FQ mayores de 7 anos, con 3 ramas de tratamiento: mezcla de omega-3, mezcla de
omega-6 y placebo. A los 3 meses, la concentracién de IL-8 en suero descendié en el grupo
suplementado con omega-3 (dosis de DHA 15 veces menor que en nuestro estudio), mientras que no
varié ni en el grupo suplementado con omega-6 (en el que hubo un incremento estadisticamente no
significativo) ni en el grupo control*®°,

Los resultados obtenidos en las variables secundarias de inflamacién sistémica son acordes a
los publicados en la literatura. El estudio de Keen y colaboradores, no encontré diferencias en ninguno
de los marcadores inflamatorios estudiados en suero (IL-10, IL-1f, IL-6, TNF-a, PCR), mas alla del
descrito previamente para IL-8!%. Otros estudios tampoco han encontrado diferencias significativas
en TNF-1% 199 pCR164 172,198,199 'yy§G172 200 |5G172 200 g ¢ifrgs de neutrdfilos totales!’. Tan sélo unos
pocos estudios han encontrado cambios significativos en marcadores inflamatorios tras la
suplementacion con PUFA. Un estudio antiguo, no controlado, en 20 pacientes con FQ a los que se
suministré AL durante 12 meses, encontré una diminucion de PGF2a (PG de accidn broncoconstrictora)
y aumento de PGE2 (PG de accién broncodilatadora), sin datos sobre marcadores especificamente
relacionados con la inflamacién®®. En el estudio ya descrito de Lawrence y colaboradores se encontrd,
como se ha mencionado, una disminucién en el nimero total de leucocitos y neutréfilos en el grupo
suplementado con EPA®!, En un estudio no controlado, de 8 meses de duracién, en el que 30 pacientes
con FQ entre 0.8 y 24 afos recibieron una mezcla de EPA y DHA (dosis por peso no especificada), se
encontrd una disminucién en las concentraciones séricas de 1gG y al-AT, aunque no de PCR®*, Otro

estudio no controlado, en 19 pacientes con FQ mayores de 16 afios, que recibieron una mezcla de
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PUFA con un contenido de DHA unas 10 veces menor que nuestro estudio, durante 12 meses, también
encontrd una disminuciéon de TNF-a a los 6 y 12 meses de estudio’®.

En este punto, merecen una discusién mas detenida los resultados obtenidos en el analisis post
hoc realizado Unicamente en pacientes con inflamacidn detectable en la visita basal. Centrandonos en
el modelo de cambio semana a semana, ajustado por todos los posibles factores de confusidn, se
observé que los valores de IL-8 permanecieron estables en el grupo DHA (cambio semana a semana
26.66 pc/mL, 1Css%-202.17; 255.49), mientras que se incrementaron de manera significativa en el grupo
control (cambio semana a semana 474.29 pc/mL, 1Cosy, 135.42; 813.16), y esta diferencia era
estadisticamente significativa (p=0.030). Una explicacion a estos hallazgos, en principio contrarios a
todos los hallazgos sobre inflamacidn del estudio, es que en los pacientes sin inflamacion detectable
es dificil que se aprecien cambios en la inflamacion. Esta podria ser la razén por la cual los estudios
mds antiguos, que incluyen pacientes en situaciones clinicas peores y, probablemente, con mayor
inflamacidn basal, si encuentran cambios significativos en pardmetros inflamatorios, mientras que los
resultados en los estudios mds recientes son mas heterogéneos. Por otro lado, los cambios que se han
observado no son una disminucién de la inflamacién en el grupo de tratamiento con DHA, sino un
empeoramiento en el grupo control, y este empeoramiento deberia haberse encontrado también en
los pacientes del grupo control sin inflamacién basal. Dado que es un hallazgo Unico, no encontrado
en otros marcadores inflamatorios, y en un analisis estadistico post hoc no planeado inicialmente, debe
valorarse con mucha cautela.

En resumen, lo resultados obtenidos en este estudio concuerdan con los publicados en la
literatura. Los estudios mds antiguos, con pacientes en situaciones clinicas probablemente mas graves
que los incluidos en nuestro estudio, muestran mejorias en pardmetros inflamatorios, aunque son
parametros diferentes a los usados en este estudio y la comparacion directa tampoco es apropiada. La
mayoria de los estudios recientes obtienen resultados similares a los nuestros, sin cambios
significativos en los biomarcadores inflamatorios en suero, aunque las diferencias en el tipo de
suplementacion (DHA, EPA o mezcla de omega-3) y en la dosis empleada de DHA hacen muy dificil la

comparacién directa. En relaciéon con la diferencia aislada que se ha encontrado en IL-8 en suero en el
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subgrupo de pacientes con inflamacién detectable al inicio del estudio, no es posible sacar
conclusiones debido a que no hay ningln otro dato en el estudio que corrobore este hallazgo.
Consideramos que los futuros trabajos que evalten el efecto de la suplementacién con DHA en la FQ

deberian estudiar especificamente a la poblacién con inflamacién detectable.
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3.- Resultados sobre la inflamacion intestinal

Los resultados obtenidos de calprotectina en heces no mostraron ningun efecto significativo
de la suplementacion con DHA, ni al final del estudio (semana 48), ni en el modelo de regresién que
evalud el cambio semana a semana.

La calprotectina es un marcador de inflamacién intestinal que ha demostrado ser util en la

203

FQ?%, con capacidad de detectar cambios con el tratamiento antibidtico?® o la suplementacion con

204

probidticos*”, por ejemplo. Estudios previos han demostrado que la suplementacién oral con DHA en

12%%, pero el Gnico

pacientes con FQ es capaz de incrementar el contenido tisular de DHA a nivel intestina
estudio que ha valorado la inflamacidn intestinal mediante la calprotectina fecal no encontrd ningin
efecto de la suplementacion con DHA durante 6 meses'®. Los resultados de nuestro estudio, en el que

no se han encontrado cambios significativos con la suplementacién con DHA en los niveles de

calprotectina fecal, concuerdan con los estudios previamente publicados.
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4.- Resultados clinicos

4.1.- Variables clinicas relacionadas con la afectacion respiratoria en la fibrosis quistica

Los resultados obtenidos de FEVi, como medida de la FP, no mostraron ningin efecto
significativo de la suplementacion con DHA, ni al final del estudio (semana 48), ni en el modelo de
regresion que evalud el cambio semana a semana.

A pesar de que ultimamente se ha puesto en duda su utilidad, sobre todo en los estadios
iniciales de la enfermedad, el FEV; es el parametro que mejor se relaciona con la progresion de la
enfermedad pulmonar y la mortalidad en la FQ?®. Es una prueba sencilla, muy accesible, y que forma
parte de la evaluacién habitual de todos los pacientes con FQ a partir de los 4-5 afios de edad®. La
mayoria de los estudios de DHA en FQ han evaluado la FP, al menos como variable secundaria, sin
encontrar ningln efecto beneficioso de la suplementacién de DHA sobre este parametro63 166,169, 172,
197,198,200, 201, 205, 207-209 F| estudio de Leggieriy colaboradores, aunque refiere mejoria del FEV, ésta sdlo
se produce como valor absoluto (159 mL), tal y como es esperable al ser una poblacidn pediatrica en
crecimiento, y no en el porcentaje sobre el predicho, que pasa del 91% basal al 85.4% al final de los 12
meses del estudio'®. El estudio de De Vizia y colaboradores refiere en el texto una mejoria del FEV;
predicho tras 8 meses de suplementacion con EPA y DHA, pero en realidad el cambio supone una
pérdida significativa (p<0.05) de FEV; desde 61% (basal) a 57% (8 meses)*%4.

El estudio de Lawrence y colaboradores, si encontré una mejoria del FEV; al final de las 6
semanas de tratamiento en el grupo que recibié la suplementacion con EPA (EPA 0.25 L, placebo -0.1
L; p=0.006)*%, aunque, como ya se ha comentado antes, la poblacidn de estudio probablemente no es
comparable a la nuestra debido a que el estudio es antiguo y los pacientes incluidos tenian una
situacién clinica mucho peor a la de los pacientes incluidos en nuestro estudio. El Unico estudio
reciente que refiere una mejoria de la FP es el de Olveira y colaboradores, un estudio no controlado,
en adultos, que refiere una mejoria minima en el FEV; medido en valor absoluto (0.167 L, p=0.02), pero

no en % sobre el predicho (+2%, p=n.s.)*"%.
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Los resultados obtenidos en relacion con la FP son, por tanto, coincidentes con los resultados
publicados en la literatura, que indican que no hay un efecto beneficioso de la suplementacién con
DHA sobre la FP.

Una de las variables respiratorias de mayor interés en la FQ son las EP, no sélo por el deterioro
agudo que suponen para el paciente, sino por el impacto que tienen sobre la evolucion de la

enfermedad?°.

En nuestro estudio, no se ha encontrado ningin efecto beneficioso de la
suplementacion con DHA sobre las EP, con tasas de EP similares en ambos grupos de estudio, aunque
existia una tendencia a una menor incidencia de EP graves en el grupo tratado con DHA (p=0.096). A
pesar de la importancia de las EP en la evolucion de la FQ, no es una variable recogida de manera
sistemdtica en los estudios publicados. La mayoria de los estudios que si valoraron las EP no
encontraron ningun efecto de la suplementacién con DHA o EPA sobre el nimero de estas o el nimero
de dias con tratamiento antibiotico® 198 200 E| estudio de Olveira y colaboradores, que como ya se ha
comentado es un estudio no controlado y realizado en poblacidn adulta, encuentra una disminucién
significativa en el nimero de EP en el afio de suplementacidon con una mezcla de PUFA (DHA, EPA, LA
y GLA) en relacion con el afio previo (3,112 vs 2,2+1,4, p<0.05), aunque no en el nimero de EP graves
(0,7+0,8 vs 0,4+0,6, p=n.s.)'’. También refiere un menor nimero total de dias de antibidtico (47433
vs 32422, p<0.05), aunque la diferencia no es significativa cuando se desglosa en nimero de dias con
antibiotico oral (39425 vs 27421, p=n.s.) o con antibidtico intravenoso (8+12 vs 4+8)"%. Solamente un
estudio controlado con placebo, de 12 meses de duracion, en el que 15 pacientes con FQ recibieron
una mezcla de DHA y EPA, encontrd diferencias en el nimero de EP y en el nimero de dias de
antibiético durante el afio de estudio!’. En este estudio se comparé el nimero de EP en el grupo
suplementado con el nimero de EP que el mismo grupo habia presentado en el afio previo (1.7 [1-3]
vs 3 [1-6], p=0.01), pero no se hizo la comparacién directa con el grupo control. Si realizaron una
comparacién directa en el nimero de dias de antibiético que recibieron los dos grupos durante el
periodo de estudio, y encontraron diferencias a favor del grupo suplementado con DHA y EPA (dias de
antibidtico intravenoso 6 vs 121; dias de antibiético oral 172 vs 402, p=0.01)'"2. Una posible explicacién

a estas diferencias podria ser el tipo de suplementacién; en nuestro estudio, y en la mayoria de los
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estudios que no encontraron diferencias en el nimero de EP, sélo se empleé DHA como suplemento.
Por otro lado, el estudio de Keen y colaboradores, que tampoco encontré diferencias en el nimero de
EP, si utilizé una mezcla de PUFA®, lo que indica que no todos los datos apoyan esta hipdtesis. Otra
posible explicacidn seria que, aunque Hanssens y colaboradores refieren que no hay diferencias
basales en los grupos de estudio, probablemente por el escaso nimero de participantes (n=15), la FP
era bastante peor en el grupo que recibid placebo (%FEV: 83 [64-121] vs 65 [47—-104]). Esta peor FP
podria explicar que el grupo control tuviera mayor nimero de EP y mds necesidad de tratamientos
antibidticos intravenosos. La ultima revisién Cochrane, que incluye el estudio de Hanssens, apunta este
hecho como una limitacién del estudio y una posible explicacién a las diferencias observadas en las EP
y dias de antibidtico’.

En relacién con la microbiologia de las SR, no hemos encontrado ningun estudio que valore el
efecto de la suplementacién con PUFA sobre ella. Un estudio disefiado para valorar la composicion de
PUFA en pacientes con FQy su relacion con la clinica o el genotipo no encontrd ninguna relacién entre
la composicidon de PUFA en suero y la tasa de infeccidon bronquial crénica por P. aeruginosa®*. En
nuestro estudio, no hemos encontrado ningun efecto de la suplementacidon con DHA sobre la tasa de
adquisicion de P. aeruginosa (en pacientes sin infecciéon bronquial crénica) ni en el tiempo hasta la

primoinfeccién por este microorganismo.

4.2.- Variables clinicas relacionadas con la afectacion digestiva/nutricional en la fibrosis

quistica

Los resultados observados en el peso y el IMC no mostraron ningun efecto significativo de la
suplementacién con DHA, ni al final del estudio (semana 48), ni en el modelo de regresién que evalud
el cambio semana a semana.

Uno de los primeros estudios sobre suplementacién con PUFA en FQ, no controlado, mostraba
un aumento significativo de peso®?, aunque la mayoria de los estudios que han valorado este
pardmetro no encuentran ninguna diferencia en el peso o el [IMC161-164 166, 169, 172, 198-200, 209, 212 'y gplo

estudio refiere aumento de peso en el grupo suplementado con LA de 1.2 kg en 3 meses, mientras que
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el grupo control el peso no varié de forma significativa®®. El estudio, ya comentado previamente, de
Olveira y colaboradores refiere un aumento de la masa magra y del perimetro del brazo tras 1 ano de
suplementacion con una mezcla de PUFA (DHA, EPA, LA y GLA), pero sin cambios significativos en el
peso o el IMC'?,

La literatura no ofrece, por tanto, datos que sugieran ningin efecto significativo de la
suplementacion con PUFA sobre el peso o el IMC, lo que concuerda con los resultados de nuestro
trabajo.

La suplementaciéon con PUFA, dado que aumenta la ingesta de lipidos, podria aumentar la
esteatorreay la necesidad de enzimas pancreaticos en el paciente con FQ. Esto ultimo no estd del todo
claro, porque mientas algunos estudios han publicado un aumento de la necesidad de enzimas

pancredticos durante el periodo de suplementacién®®® 162

, otros no refieren ningun cambio
significativo®®®. Al final de nuestro estudio no hubo diferencias en la dosis de enzimas pancreaticos
entre el grupo DHA y el grupo control. Sin embargo, el modelo de regresion si muestra que en el grupo
DHA existe un pequefio aumento semana a semana de la dosis de enzimas (9.66 UL/kg/dia, 1Cos% 2.95;
16.38), que no se encuentra en el grupo control (1.21 UL/kg/dia, ICss% -5.24; 7.65). La comparacion
entre grupos, por otra parte, no encontré diferencias significativas (p=0.075). Estos hallazgos podrian
interpretarse como que la suplementacidon con DHA precisa de un pequefio aumento de la dosis de
enzimas pancredticos, pero este aumento no es suficiente para suponer una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al grupo control. Esta interpretacién concuerda con los
estudios publicados y es, ademas, plausible desde el punto de vista bioldégico dado que la
suplementacion con DHA supone un aporte mayor de grasas. Algo similar ocurriria con los datos
obtenidos es este estudio en relacidn con la absorcidn de grasas, en la que se observa una minima
diferencia en el CRG entre grupos, que alcanza la significacion estadistica (p=0.034). No obstante,

tampoco se puede descartar que esta Ultima asociacion sea efecto del elevado nimero de

comparaciones realizadas.
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4.3.- Calidad de vida

La medicion de la calidad de vida permite valorar la perspectiva relacionada con la salud que
tiene el paciente con FQ?'3, A pesar de la importancia de contar con esa perspectiva, casi ninguno de
los estudios publicados sobre el efecto de la suplementacion con PUFA en la FQ ha valorado la calidad
de vida. El Unico estudio que lo hace (utilizando un cuestionario no especifico para FQ y diferente al
que se ha usado en este estudio -cuestionario de St. George-) no encontrd ninglun efecto de la
suplementacién con una mezcla de PUFA durante 12 meses sobre la calidad de vida'’%. En el presente
estudio no se encontré ninguna diferencia en ninguna de las visitas, en ninguno de los dominios del
cuestionario CFQ-R, entre el grupo que recibio la suplementacidon con DHA y el grupo control. Con la
intencién de aumentar el nimero de pacientes incluidos en el andlisis se agruparon las puntuaciones
de los dominios iguales de las versiones para nifios y adultos del cuestionario. El modelo de regresién,
con estas puntuaciones agrupadas, tampoco encontrd ninguna diferencia entre los grupos de estudio,
a excepcion de una pequeina diferencia, estadisticamente significativa (p=0.045), en el dominio
“imagen corporal”. Este hallazgo aislado es dificil de interpretar. EIl dominio “imagen corporal” de
forma aislada tiene escaso valor, aunque su puntuacion se ha relacionado con la gravedad de las
bronquiectasias en adultos con FQ?!*. Las mejorias en la puntuacién de este dominio habitualmente se

195,215 'y no hemos encontrado referencias

acompafian de mejoria en otros dominios del cuestionario
en la literatura que indiquen el significado de cambios aislados en este dominio. Tampoco hemos
encontrado trabajos que valoren el cambio minimo significativo en este dominio, aunque el cambio
observado estaria en el limite de la minima diferencia clinicamente relevante establecida para el

dominio respiratorio en pacientes estables %, Teniendo todo esto en cuenta, es poco probable que

este hallazgo aislado traduzca un verdadero beneficio sobre la calidad de vida.

4.4.- Perfil de acidos grasos poliinsaturados en plasma y membrana de eritrocito

El efecto de la suplementacion con PUFA sobre el perfil de PUFA en pacientes con FQ esta
bastante descrito. La suplementacion con LA fue de las primeras en ser estudiadas. En pacientes con

FQ y un déficit demostrado de AGE, el aporte exdgeno de LA fue capaz de incrementar sus niveles en
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plasma y membrana de eritrocito®™

. Otros estudios en los que se empled también LA como
suplemento también consiguieron incrementar los niveles de este hasta su normalizaciéon?°® 212,

Varios estudios han valorado las modificaciones que la suplementacién con una mezcla de DHA
y EPA induce en los PUFA de la seria omega-3. En uno de ellos, la suplementacidon con DHA y EPA en
pacientes con FQ fue capaz de incrementar los niveles plasmaticos de estos a las 6 semanas de
tratamiento, aunque estos cambios se revirtieron a las 6 semanas de la suspensidon de la
suplementacion?®2. Otros estudios en los que se empled una suplementacién con EPA y DHA también
encontraron incrementos similares de estos PUFA en plasma'®* 172207 y membrana de eritrocito!®*. El
Unico estudio que utilizé una suplementaciéon Unicamente con EPA no valord su efecto sobre el perfil
de PUFA®®,

Los estudios que han empleado mezclas de PUFA tienen resultados menos homogéneos;
mientras que en uno de ellos se encontré un incremento de EPA y DHA en la membrana de
plaquetas®, en otro estudio no se evidenciaron cambios en la membrana de neutréfilos!®3. El estudio
de Olveira y colaboradores, que empled una mezcla de varios PUFA (DHA, EPA, LAy GLA) y vitamina E
evidencié un incremento del cociente DHA/AA tras la suplementacidon'’?. El estudio de Keen y
colaboradores que, como ya se ha comentado antes, tenia tres ramas de tratamiento (omega-3,
omega-6 y placebo), encontré un incremento de DHA y EPA en el grupo tratado con omega-3, un
descenso de DHA en el grupo tratado con omega-6 y ninglin cambio en el grupo control*®,

En relacién con los estudios que han empleado DHA como suplemento, todos ellos encuentran,

197, 198, 200, 205, 209

sin excepcién, un incremento en los niveles de DHA en plasma y/o membrana de

eritrocito?®> 20

, y en algln caso también incrementos de EPA?%, Los resultados obtenidos en este
estudio en relacion con los PUFA omega-3 estdn, por tanto, dentro de lo esperado, con un incremento
significativo de los niveles de DHA y EPA en el grupo de intervencidn, tanto a las 24 como a las 48
semanas de estudio, que no se evidencio en el grupo control. No se evidenciaron, tampoco, cambios
en el ALA, probablemente debido a que se trata de un precursor en la via de los omega-3.

Sobre el efecto de la suplementacién con PUFA en la via de los omega-6, no todos los estudios

ofrecen datos. De los estudios que utilizan como suplemento un precursor de la via omega-6 como el
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LA, sdlo uno de ellos ofrece este dato, y refiere un incremento significativo del AA2%, Los estudios que
emplean suplementos con PUFA omega-3, ya sea DHA, EPA, DHA y EPA o una mezcla de omega-3,
refieren sistematicamente un descenso de los niveles de AA* 172200, 205 205 £ |os estudios cuya
variable era el indice DHA/AA, el incremento de este se asocidé fundamentalmente con incrementos de
DHA, sin que se observase un descenso significativo de los niveles de AAYY 19719 S4lo dos estudios
ofrecen datos sobre otros PUFA de la serie omega-6, observando también un descenso tras la
suplementacion con DHA? 29, En el presente estudio, se observa un descenso pequefio, aunque
significativo, de los niveles de AA en el grupo suplementado con DHA, tanto en valor absoluto como
en porcentaje sobre el total de PUFA, a las 24 semanas de estudio. Sin embargo, al final del estudio
(semana 48), la proporcion de AA fue similar en las 2 ramas del estudio, aunque se mantuvieron las
diferencias en valor absoluto. Esto podria deberse simplemente a cambios en los otros PUFA, que
hayan modificado el porcentaje que el AA representa sobre el total estos, aunque no puede
descartarse que el descenso del AA no haya sido, al menos, tan marcado como el descrito en otros
estudios.

Una posible explicacion seria la falta de adherencia en la segunda mitad del estudio. Sin
embargo, dado que la adherencia medida por la medicaciéon administrada y recogida fue muy alta a lo
largo de todo el estudio, y que los cambios observados en la semana 24 en la serie omega-3
permanecen iguales en la semana 48, esto no parece probable. Otra posible explicacion es que, como
se observa enlaTabla 5, el producto empleado en el estudio contenia casi un 20% de DPA-n6, un PUFA
del final de la via omega-6. La retroconversidn de DPA-n6 a AA se ha descrito en modelos celulares y
animales, de manera similar a como se produce la retroconversién de DHA a EPA2%, Esto podria, en
ultima instancia, haber sido una fuente inadvertida de AA durante el estudio. Sin embargo, esta
retroconversiéon no se ha descrito especificamente en pacientes con FQ y los estudios en humanos
indican que, aunque es un fendmeno existente, no contribuye de manera significativa al incremento
de EPA en los pacientes suplementados con DHA?Y. Por este motivo, aunque no se puede descartar la
existencia de cierta cantidad de retroconversién de DPA-n6 a AA, no es esperable que haya contribuido

de forma significativa a los niveles finales de AA encontrados.
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Aligual que en la serie omega-3, en la serie omega-6 se observa un descenso del GLA, precursor
inmediato del AA, pero no del LA, que es un precursor muy anterior en la via metabdlica de los omega-
6.

Por ultimo, hay que destacar la ausencia de datos sobre el perfil de PUFA en la membrana de
los eritrocitos debido a problemas de reproducibilidad con la técnica de andlisis. Los cambios en el
perfil de PUFA en la membrana de eritrocito son mas estables que los cambios plasmaticos y, por tanto,
son un mejor indicador de la adherencia terapéutica, motivo por el que es una variable incluida en

muchos de los estudios de suplementacién con PUFA en FQ16% 164 201 205 205 QOtros estudios han

163 166

estudiado las membranas de otros tipos celulares, como neutréfilo™® o plaquetas™®, aunque otros
tantos no estudian los PUFA en las membranas de ningun tipo celular®® 171, 198200, 207 fn pyestro
estudio, a pesar de la ausencia de los datos de PUFA en membranas, disponemos de otros indicadores
de la buena adherencia, como los cambios en el perfil de PUFA en plasma, que se mantienen en la

semana 48 de estudio, y el recuento de envases de medicacion.

4.5.- Seguridad

En este estudio la suplementacién con DHA se ha demostrado segura. El nimero de efectos
secundarios, descontando las EP y las infecciones bronquiales bacterianas, que son propias de la FQ,
es muy bajo, y similar en ambos grupos de tratamiento. Hay que destacar que se han incluido pacientes
desde los 2 meses de edad, una edad muy por debajo de los estudios publicados hasta la fecha y, por
ello, una demanda de la dltima revisién Cochrane sobre la suplementacién con omega-3 en FQ'’. Tan
sélo un estudio (NCT00530244) ha valorado la suplementacion con DHA en el primer afio de vida, pero,
aunque consta como terminado en 2018 en ClinicalTrials.gov, todavia no se han publicado los
resultados. El nimero de abandonos fue similar en ambos grupos de tratamiento, aunque los motivos
potencialmente relacionados con el suplemento (mal sabor, intolerancia gastrointestinal) sélo se
dieron en el grupo que tomdé DHA. Todos los estudios publicados hasta la fecha refieren buena
tolerancia y practicamente ausencia de efectos secundarios, con excepcién de elevacion de gamma-

205

glutamil transferasa en 1 paciente®® o, con mas frecuencia, molestias gastrointestinales o problemas
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con el sabor del suplemento®% 169 171,172,200, 201 "E| nymero de abandonos también es muy bajo v,
cuando se especifica el motivo, predominan también las molestias gastrointestinales!®? 171 172 |
numero y tipo de efectos secundarios observados en el estudio son, por tanto, similares a los
publicados en estudios de suplementacién con DHA en FQ. Se podria concluir que la administracién de

DHA es segura en este tipo de pacientes.
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5.- Fortalezas del estudio

La ultima revisidn Cochrane sobre suplementacién con omega-3 en FQ destacaba la necesidad
de estudios a largo plazo con un niimero adecuado de pacientes'’3. Esas son, precisamente, dos de las
fortalezas de este trabajo que es importante resaltar. En primer lugar, es el estudio con un mayor
numero de pacientes que ha estudiado la suplementacién con DHA en FQ, alcanzando, practicamente,
el tamafio muestral establecido a priori. Adema3s, los pacientes se han seguido durante 48 semanas,

tiempo suficiente para poder valorar el efecto de una suplementacién con PUFA.

Es importante destacar también el disefio del estudio. Los estudios clinicos, aleatorizados,
doble ciego y controlados con placebo presentan el mejor disefio para valorar el efecto de un
tratamiento y son una necesidad, sobre todo en la poblacién pediétrica, donde suelen ser escasos?8.
Este tipo de estudios ofrecen datos consistentes y con una elevada validez interna. El uso de un
algoritmo adaptativo de minimizacidn en la fase de aleatorizacion de pacientes permitio distribuir los
pacientes de forma balanceada entre los grupos, en funcidn de caracteristicas que pudieran interferir
con la suplementacién con DHA o el proceso inflamatorio crénico (edad, FEV,, infeccidn bronquial
crénica por P. aeruginosa, tratamiento con DNasa y tratamiento crénico con azitromicina), lo que
ayuda a minimizar el riesgo de sesgos y aumenta la validez interna del estudio.

El mayor inconveniente que presentan los estudios clinicos es que con frecuencia tienen
criterios de inclusidn y exclusién muy estrictos, lo que puede limitar su validez externa?®. El presente
estudio tiene varias caracteristicas que influyen positivamente en su validez externa, haciendo que los
resultados obtenidos sean facilmente aplicables a la practica clinica habitual: la poblacion de estudio
es similar a la de cualquier unidad de FQ, las unidades de FQ en las que se desarrolla el estudio son

representativas del resto de unidades del pais, los criterios de inclusion y exclusién no son

excesivamente estrictos y permiten que la mayoria de los pacientes que acuden a una unidad de FQ

puedan participar en el estudio, el protocolo de estudio se ajusta a la practica clinica habitual y las

variables estudiadas (con excepcion de los marcadores inflamatorios) son variables de utilidad clinica,

facilmente medibles y habitualmente empleadas en la préctica clinica diaria??°.
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Otra fortaleza del estudio es la cantidad de variables que se han estudiado, tanto a nivel
bioquimico como clinico, lo que ofrece una amplia perspectiva del efecto de la suplementacién con
DHA en pacientes con FQ.

Por ultimo, la elevada adherencia al tratamiento durante el estudio permite concluir que los
resultados obtenidos responden, efectivamente, al efecto de la suplementaciéon con DHA en pacientes

con FQ.
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6.- Limitaciones del estudio

Existen también algunas limitaciones que deben ser expuestas.

En primer lugar, la poblacion de estudio es bastante heterogénea, ya que incluye pacientes
con edades muy distintas y diferentes grados de afectacién. Aunque en teoria esta heterogeneidad
podria minimizar el efecto del DHA, creemos poco probable que sea asi ya que los analisis de subgrupos
y el analisis realizado en pacientes con inflamacidn detectable muestran resultados similares. Es mas,
el hecho de incluir una amplia variedad de pacientes, muy similar a los que tiene cualquier unidad de
FQ, lejos de ser una limitaciéon, es una caracteristica que incrementa la validez externa del estudio y
permite la generalizacion de los resultados. Si podria ser una limitacion el escaso numero de pacientes
incluidos con una afectaciéon pulmonar grave. Esta limitacidon hace que los resultados del estudio no
puedan aplicarse directamente a este tipo de pacientes y que, con los resultados de este estudio, no
se pueda descartar que la suplementacion con DHA tenga algun efecto beneficioso sobre esta
poblacién concreta.

Otra limitacidon importante es la elevada dispersidn de alguna de las variables estudiadas, como
la IL-8, y la valoracién al final del estudio de un nimero menor de pacientes y muestras del previsto.
Aungque el uso de pruebas no paramétricas es un método adecuado para controlar la asimetria y la
sobredispersion, probablemente la potencia estadistica del estudio es algo menor que la calculada. No
obstante, los analisis tras la transformacién logaritmica y el modelo de efectos mixtos arrojan
resultados similares, lo que apoya los resultados obtenidos.

La determinacion de PUFA en la membrana de los eritrocitos formaba parte del protocolo
inicial del estudio, y su no realizacién debida a problemas técnicos es otra limitacion importante de
este trabajo, aunque se dispone de datos alternativos que sugieren una elevada adherencia al
tratamiento.

También hay que resefiar, como se ha explicado anteriormente, que a pesar de que la luz de
la via aérea de los pacientes con FQ contiene abundantes mediadores proinflamatorios®’, las muestras

de SR estan sujetas a cierta variabilidad en funciéon de la técnica empleada. Una proporcién importante
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de la poblacidn de estudio era de corta edad e incapaz de realizar la técnica del El, por lo que la muestra
de SR que se analizé fue el ANF, que no es directamente comparable al esputo.

Existe también una limitacidn en relacién con el suplemento de DHA empleado. De acuerdo
con la etiqueta comercial, el suplemento contenia, en teoria, Unicamente DHA. Pero en realidad, como
se comprobd tras un anadlisis independiente, el suplemento contenia hasta un 20% de DPA-n6. Como
se ha explicado, el DPA-n6 podria haber supuesto, mediante retroconversidn, una fuente inadvertida
de AA. Ya se ha comentado en la discusién que, aunque no se puede descartar su existencia, no es
probable que esto haya contribuido de forma significativa a los niveles observados de AA.

Por ultimo, a pesar del proceso de aleatorizacidn, el nimero de copias de la mutacion
Phe.508del (0, 1 o 2) no se distribuyé de forma balanceada entre los grupos, por lo que todos los

analisis se ajustaron, entre otras, por esa variable.
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. CONCLUSIONES






En relacidn con el objetivo principal del estudio:

La suplementacién a largo plazo con DHA en pacientes con FQ mayores de 2 meses no se asocid
con cambios significativos en la inflamacion pulmonar.
La suplementacién a largo plazo con DHA en pacientes con FQ mayores de 2 meses no se asocid
con cambios significativos en la inflamacion sistémica.
La suplementacion a largo plazo con DHA en pacientes con FQ mayores de 2 meses no se asocié

con cambios significativos en la inflamacion intestinal.

En relacidn con los objetivos secundarios del estudio:

La suplementacion a largo plazo con DHA en pacientes con FQ mayores de 2 meses no se asocié
con ninguna mejoria clinica en variables relacionadas con la afectacion pulmonar como el FEV;,
la tasa de exacerbaciones pulmonares o la tasa de adquisicion de P. aeruginosa.

La suplementacién a largo plazo con DHA en pacientes con FQ mayores de 2 meses no se asocid
con cambios significativos en variables relacionadas con la afectacion digestiva como el peso,
el IMC, la necesidad de enzimas pancreaticos o el coeficiente de reabsorcion de grasas.

La suplementacién a largo plazo con DHA en pacientes con FQ mayores de 2 meses no se asocid
con cambios significativos en la calidad de vida de los pacientes.

La suplementacion a largo plazo con DHA en pacientes con FQ mayores de 2 afios se asocio
con un incremento en plasma de los PUFA de la serie omega-3 y un descenso de los PUFA de
la serie omega-6.

La suplementacién a largo plazo con DHA en pacientes con FQ mayores de 2 aifos es segura y

no se asocio a efectos adversos importantes.
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Consideraciones finales

Como se ha expuesto, la suplementacién a largo plazo con DHA en pacientes FQ no se ha
asociado, en este estudio, con ningun efecto significativo a nivel bioquimico ni clinico. Los resultados
obtenidos concuerdan con los resultados de otros estudios similares publicados. Aunque muchos de
los estudios publicados refieren algin beneficio aislado (bioquimico o clinico) derivado de la
suplementacién con PUFA en FQ, en cada uno de los epigrafes que se han expuesto la mayoria de las
referencias bibliograficas coinciden con los resultados de este estudio.

La dificultad para comparar estudios directamente, por las diferencias metodoldgicas y los
diferentes tipos de PUFA utilizados en la suplementacién, unido al diferente enfoque de cada unoy las
diferentes variables empleadas, puede confundir al lector sobre los beneficios obtenidos. En general,
todos los trabajos intentan destacar alguna diferencia encontrada, independientemente de su
relevancia clinica, aunque la mayoria de las variables que estudian no se hayan modificado de forma
significativa. Pero lo cierto es que el uUnico resultado que es relativamente constante, y que también
se ha obtenido en este estudio, es el aumento de los PUFA de la serie omega-3 y la disminucién de los
PUFA de la serie omega-6, ya sea en plasma o en membrana de eritrocito. La utilidad clinica de este
hallazgo no estd todavia establecida, mas alla del marco tedrico de corregir la alteracion en el indice
omega-3/omega-6. Para el resto de las variables, tanto bioquimicas como, sobre todo, clinicas, la
mayoria de los estudios, como este, no obtienen resultados positivos.

En linea con la conclusién de la Ultima revision Cochrane, los resultados de este estudio no
permiten aconsejar de forma rutinaria la suplementacién con DHA en los pacientes con FQ. Sin
embargo, no se puede descartar que exista algun beneficio de la suplementacién con DHA en pacientes
con afectacidn grave o con elevados niveles de inflamacion, o a dosis diferentes de las empleadas en
este estudio. Los futuros estudios que evaluen los beneficios de la suplementacién con PUFA en FQ

deberian centrarse es estos objetivos.
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Anexo 2. Modelo de consentimiento informado para pacientes adultos (mayores de 18 anos)
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HOJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL
PACIENTE MAYOR DE 18 ANOS

TITULO: “Estudio de la eficacia del tratamiento a largo plazo con acido
docosahexanoico sobre la inflamacion pulmonar, sistémica e intestinal en pacientes

con Fibrosis Quistica”

Codigo de protocolo: DHA-FQ-1
Investigador principal:
Hospital:

Teléfono:

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre el desarrollo de un estudio de investigacion
en el que se le invita a usted a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité
Etico de Investigacion Clinica. Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la
informacion correcta y suficiente para que pueda evaluar y juzgar si quiere 0 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.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Como médico responsable de su tratamiento y de acuerdo a sus antecedentes médicos,
he considerado que usted podria ser candidato a la participacion en este estudio clinico.
Los estudios de investigacion clinica son necesarios para aumentar los conocimientos

sobre la eficacia y la tolerancia de los medicamentos o alimentos funcionales.
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Sin embargo, en estos casos existe la necesidad absoluta de que los pacientes otorguen
su consentimiento informado, ya sea por escrito u oralmente ante testigos, para

participar en el estudio.

Por favor, lea atentamente el texto que sigue a continuacidn, que se proporciona como
base para formular comentarios, y no dude en formular cualquier pregunta que se le

ocurra.

Objetivos del estudio clinico:

El proposito de este estudio clinico es comprobar si afadir a su alimentacion habitual un
aceite formulado como un Alimento Dietético Para Usos Médicos Especiales
(ADUME) que contiene gran cantidad de un Acido Graso Esencial (AGE), el acido
docosahexanoico (DHA), puede disminuir la inflamacién de los pulmones, el intestino y

la sangre, secundarias a su enfermedad.

Posibilidades de tratamiento alternativo:

No existen, ya que la funcion que realiza la suplementacion con DHA no tiene
posibilidad de tratamiento alternativo.

No obstante, le aclaramos que usted puede recibir este alimento funcional sin necesidad

de participar en este estudio clinico que le proponemos.

Informacion sobre el producto de estudio:

El DHA y otros AGE han demostrado mejorar en algunos estudios la funcién pulmonar,
la inflamacidén en la sangre y en los pulmones pero ninguno ha estudiado si mejora la
inflamacion en el intestino. Estudios previos han demostrado que es eficaz para este fin
pero estan hechos con pocos pacientes, se han evaluado pocos parametros y se necesitan

mas estudios para probar su utilidad.

Descripcion del estudio:
A usted se le va a suplementar durante 1 afio la dieta con 50 mg/Kg/dia de Acido
Docosahexanéico (DHA) o placebo. El producto se llama en el mercado DHA-basic” y

estd basado en un aceite nutricional derivado del alga marina Schizochytrium sp, que
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contiene gran cantidad de DHA. El placebo estara envasado igual y tendrd el mismo
olor, textura, sabor y color al DHA-basic® pero sin el producto dietético. La
suplementacion dietética empleada en el estudio y el placebo seran elaborados por el
Laboratorio CASEN Fleet S.L.U. y se etiquetara de acuerdo a las recomendaciones del
Real Decreto 223/2004. La suplementacion del producto o del placebo se hara mediante
la administracion de un aceite que se debe agitar antes de usar, se extrae de la botella
con jeringuilla dosificadora y se toma una vez al dia de forma aislada o bien mezclado
con cualquier comida principal. La forma de tomar el producto se le explicara con
detalle por parte de los investigadores y la primera dosis del mismo sera ingerida en el

Hospital.

La Unidad de Ensayos clinicos del Hospital Universitario Ramén y Cajal, después de
haber realizado el proceso de aleatorizacion (asignacion al azar de tratamiento o
placebo), le proveera del suplemento dietético o placebo a las Unidades de Fibrosis
Quistica participantes en el estudio. El suplemento o placebo le sera entregado por parte

de los investigadores del estudio.

Durante el estudio es necesario que consuma una dieta variada y equilibrada, como se le
recomienda habitualmente. Esta dieta no debe contener otra fuente de DHA diferente de
la del estudio, por lo que esta prohibido el uso de aceite de pescado, linaza y las nueces,
que contienen gran cantidad de DHA. La dieta debe ser, ademas, equilibrada en acido
linoleico (AL), precursor del acido araquidonico (AA), que esta elevado en pacientes
con FQ y su aumento es perjudicial para la inflamacién que tienen los distintos 6rganos
del cuerpo en esta enfermedad, por lo que deben evitarse determinados aceites y grasas
como el aceite de girasol, maiz y soja, la margarina y limitar la ingesta excesiva de
manteca, aceite de oliva, yema y mayonesa. Todos los cereales, frutas, lacteos y
derivados, pescados y mariscos, aziicares y dulces estan permitidos (excepto hojaldres y
magdalenas). De las carnes y aves, solo hay que evitar la gallina, beicon, chicharrén,
butifarra, lomo embuchado, chorizo y sobrasada. Los frutos secos deben restringirse un
poco también. Le informamos que la limitacion de estos productos no va a desviarse
casi nada de su dieta habitual, ya que la cantidad de gramos al dia permitidos de los

distintos alimentos que contienen DHA es lo que habitualmente usted ingiere en una
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dieta como la que siempre le hemos recomendado. Usted en todo momento tomara una

dieta equilibrada y balanceada en Acido Grases Esenciales.

Para la realizacion de este estudio, el promotor contratard una poéliza de seguros que
garantiza compensacion e indemnizaciéon en caso de menoscabo de su salud o de
lesiones que pudieran producirse dentro de la investigacion. Una vez iniciado el estudio,

se hara constar en esta hoja el nimero de péliza y la compaiiia aseguradora contratada.

La asignacion a cada grupo de tratamiento se realizard al azar (es decir como si
tirasemos una moneda al aire) por lo que usted tiene la misma probabilidad de recibir el
ADUME o el placebo. Ni usted ni los investigadores del estudio sabremos que
tratamiento tiene asignado hasta que finalice el mismo. Todas las caracteristicas del
producto le seran explicadas con minuciosidad por su médico y le seran dados por

escrito en hojas informativas.

Este estudio clinico se desarrollara en las Unidades de Fibrosis Quistica del Hospital
Universitario Ramoén y Cajal, Hospital Universitario Doce de Octubre, Hospital
Universitari 1 Politecnic La Fe de Valencia, Hospital Universitario Central de Asturias y
Hospital Universitario La Princesa y sera llevado a cabo por los médicos que integran
estas unidades y que son los que habitualmente le tratan. Antes de la inclusion en el
estudio se documentara la historia de su enfermedad y se le practicara una exploracion

médica y analitica detallada.

Durante el mismo se llevaran a cabo, en intervalos concretos que le seran detallados,
una serie de analisis que requeriran la extraccion de muestras de sangre (en total seran 3
a lo largo del afio de estudio). También se realizaran pruebas de funcion respiratoria en
todas las visitas, como se le hace habitualmente, y se recogeran muestras de esputo por
la técnica de esputo inducido (en total seran 5 a lo largo del estudio) para estudio de la
infeccidn, inflamacion y de los genes que se expresan en las células de dicha muestra.
Le mediremos también, en todas las visitas, el valor del Oxido Nitrico exhalado con un
aparato por el que tiene que soplar durante 10 segundos, esta medida nos sirve para
valorar la inflamacién pulmonar. Se le pedira que entregue dos muestras pequefias de

heces en cada una de las 5 visitas y también en las tres tltimas que rellene una encuesta
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dietética con lo que ha comido previamente. Si tiene clinica de exacerbacion pulmonar
después del proceso de aleatorizacion para tomar DHA o placebo, debera acudir a la
Unidad de FQ en el espacio de 24-48 horas para ser evaluado por uno de los médicos
investigadores del estudio y comenzar tratamiento. Esta visita se considera como una
Visita no Programada (VNP) y le sera recogida una muestra de secreciones respiratorias
para estudio microbioldgico, de inflamacion y de expresion de genes en las células de
esa muestra. El tratamiento de las muestras se llevara a cabo de acuerdo a la Ley de
Investigacion Biomédica 14/2007 y las muestras seran almacenadas por un periodo de
cinco afos y a las mismas solo tendran acceso los miembros del equipo investigador.

En tres ocasiones, al principio, al final y a la mitad del estudio, le pediremos que nos
traiga la recogida de heces de tres dias, como hacemos de manera habitual en las
Unidades que participamos en el estudio, para cuantificar la cantidad de grasa en heces
y el Coeficiente de Reabsorcion de Grasas (CRG). Se le daran instrucciones por escrito
de como se debe realiza esta recogida de muestras en un manual para el participante en
el estudio que le serd entregado por alguno de los investigadores.

Si es usted es una mujer en edad fértil, también se le realizard una prueba de embarazo
antes y al finalizar el estudio clinico.

En cada una de estas ocasiones y para recoger el producto del estudio, debera acudir al
hospital. En total, seran necesarias como minimo 5 visitas, una visita mas de las que
habitualmente le corresponden de forma habitual. Durante las visitas se le entrevistara,
por favor, informe al investigador responsable durante el estudio de cualquier
acontecimiento que haya ocurrido durante el periodo transcurrido desde la ultima visita.
Su participacion en el estudio no le supondra coste econdémico alguno, salvo el
inconveniente de tener que venir una vez mas al Hospital de las visitas que
habitualmente le corresponden. La suplementacion con este alimento funcional o el
placebo le seran proporcionados de forma gratuita.

En 5 de las visitas concertadas, tendra que rellenar una encuesta de calidad de vida que
le llevara aproximadamente 15 minutos cada vez y que debera hacer antes de pasar a la
consulta a la revision habitual y también antes de ser pesado, medido o de que se le haya
realizado la funciéon pulmonar. En las tres ultimas visitas también se le pedira que

rellene una encuesta dietética para controlar el tipo de comida que usted realiza.
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Posibles molestias, acontecimientos adversos y riesgos:

El DHA no suele producir efectos secundarios, algunos enfermos refieren dolor de
estomago, ganancia de peso o se quejan del olor a aceite de pescado.

Le advertimos que por el disefio del estudio, se requeriran la extraccién de sangre para
determinaciones analiticas, que son las mismas que se le realizarian de forma habitual a

lo largo del seguimiento en la consulta.

Adquisicion de nuevos conocimientos:
Sera informado, con la mayor brevedad posible, sobre los nuevos conocimientos que se
vayan adquiriendo que pueden ocasionar un replanteamiento de su participacion en el

estudio.

Posibles beneficios de la participacion en el estudio:
Con la utilizacion de este alimento funcional en su dieta, es posible que se ralentice la
progresion de su enfermedad. Sin embargo, también es posible que su participacion en

este estudio no le produzca beneficios directos sobre su salud.

Creemos que los resultados de este estudio pueden contribuir a mejorar el tratamiento

para otros pacientes que tienen la misma enfermedad que usted.

Finalizacion prematura del estudio:

Quiero significarle claramente que su participacion en el estudio es voluntaria.

En cualquier momento puede usted retirar su consentimiento para participar en el
estudio sin que tenga que dar explicaciones de ningun tipo. Ello tampoco le comportara

desventaja alguna en relacion con su posterior atencion médica.

Sin embargo, bajo ciertas circunstancias, es posible que yo, como médico responsable,
decida que su participacion deba finalizar de forma prematura sin previamente obtener

su consentimiento. Las razones para ello pueden ser:

e No puede satisfacer los requerimientos del estudio.

e Si ha contraido otra enfermedad grave.

FQ-
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Si decide usted finalizar prematuramente su participacion en el estudio o si la misma es
prematuramente cancelada por cualquiera de las razones arriba mencionadas, se
realizara un examen normal de control. Esto incluira un chequeo fisico y pruebas de

laboratorio.

Confidencialidad de 1a documentacién:

El tratamiento, la comunicacién y la cesion 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 proteccion de datos de caracter personal. De acuerdo a lo establecido en
esta ley, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacion, oposicion y
cancelacion de los datos, para lo cual debera dirigirse al investigador principal del
estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un c6digo numérico
y solo los médicos que participan en el estudio y los otros colaboradores podrian
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 médica o
requerimiento legal. El responsable del Registro de los datos sera el investigador

principal de cada Unidad de FQ participante en el estudio.

Compensaciéon econémica:
Ni el promotor estudio ni ninguno de los investigadores recibiran compensacion

economica alguna por el trabajo adicional que este estudio conlleve.

Posibilidad de formular preguntas adicionales:
Mis colaboradores y yo mismo estamos a su disposicion para comentar cualquier
pregunta adicional relativa a este estudio clinico. Nos complacerd responderle a las

preguntas relacionadas con sus derechos como paciente participante en este estudio.
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Debe saber que este estudio, por sus caracteristicas peculiares, ha sido aprobado
por los Comités Eticos de Investigacién Clinica de los Hospitales participantes y
que el promotor del estudio ha contratado una péliza de seguro especifica que le
proporcionara compensacion e indemnizacion en caso de menoscabo de su salud o

de lesiones que pudieran producirse.

Ademas, como en el estudio participan nifios, de acuerdo a la legislacion vigente el
promotor del estudio ha puesto en conocimiento del Ministerio Fiscal que se va a

realizar este estudio y se pretende incluir menores de edad en el mismo.
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MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO PARA
PACIENTE

Titulo: “Estudio de la eficacia del tratamiento a largo plazo con acido
docosahexanoico sobre la inflamacion pulmonar, sistémica e intestinal en pacientes

con Fibrosis Quistica”
Cadigo de protocolo: DHA-FQ-1

Yo (nombre y apellidos)
He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacidn sobre el estudio.
He  hablado oML e
(Nombre del investigador)
Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1° Cuando quiera
2° Sin tener que dar explicaciones.
3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

FIRMA DEL PARTICIPANTE

FECHA:

FIRMA DEL INVESTIGADOR

FECHA:

Este documento se firmara por duplicado queddndose una copia el investigador y otra el paciente. Ademés el

investigador se encargard de guardar una copia en la historia general del hospital del paciente.
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HOJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL
PADRE, MADRE O TUTOR DEL MENOR

TITULO: “Estudio de la eficacia del tratamiento a largo plazo con acido
docosahexanoico sobre la inflamacion pulmonar, sistémica e intestinal en pacientes

con Fibrosis Quistica”

Codigo de protocolo: DHA-FQ-1
Investigador principal:
Hospital:

Teléfono:

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre el desarrollo de un estudio de investigacion
en el que se le invita a su hijo/a a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité
Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario Ramén y Cajal. Nuestra
intencidn es tan solo que usted reciba la informacion correcta y suficiente para que
pueda evaluar y juzgar si quiere o no que su hijo/a participe en este estudio. Para ello lea
esta hoja informativa con atencidon 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 la participacion de su hijo/a en este estudio es voluntaria y que puede
decidir no participar o cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier
momento, sin que por ello se altere la relacion que su hijo/a y usted tiene con su médico,

ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO
Como médico responsable del tratamiento de su hijo/a, y de acuerdo a sus antecedentes
médicos, he considerado que su hijo/a podria ser candidato a la participacion en este

estudio clinico. Los estudios clinicos son necesarios para aumentar los conocimientos
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sobre la eficacia y la tolerancia de los medicamentos o alimentos funcionales, como es
el caso.

Sin embargo, en estos casos existe la necesidad absoluta de que los padres/tutores del
paciente menor de edad otorguen su consentimiento informado, ya sea por escrito u

oralmente ante testigos, para participar en el estudio.

Por favor, lea atentamente el texto que sigue a continuacion, que se proporciona como
base para formular comentarios, y no dude en formular cualquier pregunta que se le

ocurra.

Objetivos del estudio clinico:

El propdsito de este estudio clinico es comprobar si la suplementacion de la
alimentacion con un alimento que contiene gran cantidad de un Acido Graso Esencial
(AGE), el Acido docosahexanéico (DHA), puede disminuir la inflamacién de los
pulmones, el intestino y la sangre de su hijo/a. Estudios previos han demostrado que es
eficaz para este fin pero estan hechos con pocos pacientes y se necesitan mas estudios

para probar su utilidad.

Posibilidades de tratamiento alternativo:

No existen, ya que la funcién que realiza la suplementacion con DHA no tiene
posibilidad de tratamiento alternativo. No obstante, le aclaramos que su hijo/a puede
recibir este alimento funcional sin necesidad de participar en el estudio clinico que le

proponemos.

Informacion sobre el producto de estudio:

El DHA y otros AGE han demostrado mejorar en algunos estudios la funcién pulmonar,
la inflamacidn en la sangre y en los pulmones pero ninguno ha estudiado si mejora la
inflamacion en el intestino. Todos los trabajos publicados hasta el momento se han

hecho en muy pocos enfermos por lo que es necesario que se hagan mas estudios.
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Descripcion del estudio:

A su hijo/a se le va a suplementar durante 1 afio la dieta con 50 mg/Kg/dia de Acido
Docosahexanoico (DHA) o placebo. El producto se llama en el mercado DHA-basic” y
esta basado en un aceite nutricional derivado del alga marina Schizochytrium sp, que
contiene gran cantidad de DHA. El placebo estard envasado igual y tendra el mismo
olor, textura, sabor y color al DHA-basic® pero sin el producto dietético. La
suplementacion dietética empleada en el estudio y el placebo seran aportados por el
Laboratorio CASEN Fleet S.L.U. y se etiquetara de acuerdo a las recomendaciones del
Real Decreto 223/2004. La suplementacion del producto o del placebo se hara mediante
la administracion de un aceite que se debe agitar antes de usar, se extrae de la botella
con jeringuilla dosificadora y se toma una vez al dia de forma aislada o bien mezclado
con cualquier comida principal. La forma de tomar el producto se le explicara con
detalle por parte de los investigadores y la primera dosis del mismo sera ingerida en el

Hospital.

La Unidad de Ensayos clinicos del Hospital Universitario Ramoén y Cajal, después de
haber realizado el proceso de aleatorizacion (asignacion al azar de tratamiento o
placebo), le proveera del suplemento dietético o placebo a las Unidades de Fibrosis
Quistica participantes en el estudio. El suplemento o placebo le sera entregado por parte

de los investigadores del estudio.

Durante el estudio es necesario que consuma una dieta variada y equilibrada, como se le
recomienda habitualmente, y adecuada para la edad de su hijo/a. Esta dieta no debe
contener otra fuente de DHA diferente de la del estudio, por lo que esta prohibido el uso
de aceite de pescado, linaza y las nueces, que contienen gran cantidad de DHA. La dieta
debe ser, ademas, equilibrada en acido linoleico (AL), precursor del acido araquidonico
(AA), que esta elevado en pacientes con FQ y su aumento es perjudicial para la
inflamacion que tienen los distintos érganos del cuerpo en esta enfermedad, por lo que
deben evitarse determinados aceites y grasas como el aceite de girasol, maiz y soja, la
margarina y limitar la ingesta excesiva de manteca, aceite de oliva, yema y mayonesa.
Todos los cereales, frutas, lacteos y derivados, pescados y mariscos, azucares y dulces

estan permitidos (excepto hojaldres y magdalenas). De las carnes y aves, solo hay que
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evitar la gallina, beicon, chicharrdn, butifarra, lomo embuchado, chorizo y sobrasada.
Los frutos secos deben restringirse un poco también. Le informamos que la limitacion
de estos productos no va a desviarse casi nada de la dieta habitual de su hijo/a, ya que la
cantidad de gramos al dia permitidos de los distintos alimentos es lo que habitualmente
su hijo/a ingiere en una dieta como la que siempre le hemos recomendado. Su hijo/a en

todo momento tomara una dieta equilibrada y balanceada en Acido Grases Esenciales.

Para la realizacion de este estudio, el promotor contratard una poliza de seguros que
garantiza compensacion e indemnizacion en caso de menoscabo de la salud de su hijo/a
o de lesiones que pudieran producirse dentro de la investigacién. Una vez iniciado el
estudio, se hara constar en esta hoja el nimero de pdliza y la compaiiia aseguradora

contratada.

La asignacién a cada grupo de tratamiento se realizara al azar (es decir como si
tirasemos una moneda al aire) por lo que su hijo/a tiene la misma probabilidad de recibir
la suplementacion o el placebo. Ni usted, ni su hijo/a ni los investigadores del estudio
sabremos que tratamiento tiene asignado hasta que finalice el mismo. Todas las
caracteristicas del producto le seran explicadas con minuciosidad por su médico y le

seran dados por escrito en hojas informativas.

Este estudio clinico se desarrollara en las Unidades de Fibrosis Quistica del Hospital
Universitario Ramén y Cajal, Hospital Universitario Doce de Octubre, Hospital
Universitari 1 Politecnic La Fe de Valencia, Hospital Universitario Central de Asturias y
Hospital Universitario La Princesa, y sera llevado a cabo por los médicos que integran
estas unidades y que son los que habitualmente tratan a su hijo/a. Antes la inclusion en
el estudio se documentara la historia de su enfermedad y se le practicard una

exploracion médica y analitica detallada.

Durante el mismo se llevaran a cabo, en intervalos concretos que le seran detallados,
una serie de andlisis que requeriran la extraccion de muestras de sangre (en total seran 3
a lo largo del afio de estudio). También se realizaran pruebas de funcion respiratoria en

todas las visitas, como se le hace habitualmente, y se recogeran muestras respiratorias
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mediante de la técnica de esputo inducido, si su hijo/a es mayor de 6 afios, o por
aspirado—naso-faringeo, si es menor de 6 afios (en total seran 5 a lo largo del estudio)
para estudio de la infeccion, inflamacion y de la expresion de los genes en dicha
muestra. Le mediremos, también en todas las visitas si su hijo/a es mayor de 6 afios, el
valor del Oxido Nitrico exhalado con un aparato por el que tiene que soplar durante 6-
10 segundos. Esta medida nos sirve para valorar la inflamacion pulmonar. Se le pedira
que entregue dos muestras pequeiias de heces en cada una de las 5 visitas y también en
las tres ultimas que rellene una encuesta dietética con lo que ha comido previamente su
hijo/a. Si su hijo/a tiene clinica de exacerbacion pulmonar después del proceso de
aleatorizacion para tomar DHA o placebo, debera acudir a la Unidad de FQ en el
espacio de 24-48 horas para ser evaluado por uno de los médicos investigadores del
estudio y comenzar tratamiento. Esta visita se considera como una Visita no
Programada (VNP) y le sera recogida una muestra de secreciones respiratorias (por
esputo inducido o aspirado naso-faringeo) para estudio microbioldgico, de inflamacion
y de expresion de genes en las células de esa muestra. El tratamiento de las muestras se
llevara a cabo de acuerdo a la Ley de Investigacion Biomédica 14/2007 y las muestras
seran almacenadas por un periodo de cinco afios y a las mismas sélo tendran acceso los
miembros del equipo investigador.

Si su hija ha tenido la menarquia, también se le realizara una prueba de embarazo antes

y al finalizar el estudio clinico.

En cada una de estas ocasiones y para recoger la medicacion, deberan acudir al hospital.
En total, seran necesarias como minimo 5 visitas, una visita mas de las que
habitualmente le corresponden a su hijo/a de forma habitual. Durante las visitas se le
entrevistara a usted y a su hijo/a, por favor, informe al investigador responsable durante
el estudio de cualquier acontecimiento que haya ocurrido durante el periodo
transcurrido desde la tultima visita. La participacion de su hijo/a en el estudio no le
supondra coste econdmico alguno, salvo el inconveniente de tener que venir una vez
mas al Hospital de las visitas que habitualmente le corresponden. La suplementacion
con este alimento funcional o el placebo le seran proporcionados de forma gratuita.

En 5 de las visitas concertadas, su hijo/a, si es mayor de 6 afios, tendra que rellenar una

encuesta de calidad de vida adecuada a su edad, que le llevard aproximadamente 15
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minutos cada vez, y que debera hacer antes de pasar a la consulta a la revision habitual y
también antes de ser pesado, medido o de que se le haya realizado la funcion pulmonar.
También, tendra que rellenar usted una encuesta de calidad de vida como padre de su

hijo/a afecto de Fibrosis Quistica.

Posibles molestias, acontecimientos adversos y riesgos:

El DHA no suele producir efectos secundarios pero a veces ocasiona vomitos, dolor
abdominal o puede que no le guste a su hijo/a por su sabor a pescado. Le advertimos
que por el disefio del estudio, se requeriran la extraccion de sangre para determinaciones
analiticas, que son las mismas que se le realizarian de forma habitual a lo largo del

seguimiento en la consulta.

Adquisicion de nuevos conocimientos:
Sera informado, con la mayor brevedad posible, sobre los nuevos conocimientos que se
vayan adquiriendo que pueden ocasionar un replanteamiento de su participacion o la de

su hijo/a en el estudio.

Posibles beneficios de la participacion en el estudio:

Con la utilizacion de este alimento funcional en su dieta, es posible que se ralentice la
progresion de la enfermedad de su hijo/a. Sin embargo, también es posible que su
participacion en este estudio no le produzca beneficios directos sobre su salud. Creemos
que los resultados de este estudio pueden contribuir a mejorar el tratamiento para otros

pacientes que tienen la misma enfermedad que su hijo/a.

Finalizacion prematura del estudio:

Quiero significarle claramente que la participacion de su hijo/a en el estudio es
voluntaria.

En cualquier momento puede usted retirar el consentimiento para que su hijo/a participe
en el estudio sin que tenga que dar explicaciones de ningun tipo. Ello tampoco le

comportara desventaja alguna en relacion con la posterior atencion médica de su hijo/a.
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Sin embargo, bajo ciertas circunstancias, es posible que yo, como médico responsable,
decida que la participacion de su hijo/a, deban finalizar de forma prematura sin

previamente obtener su consentimiento. Las razones para ello pueden ser:

e No puede satisfacer los requerimientos del estudio.

e Si ha contraido otra enfermedad grave.

Si decide usted en nombre de su hijo/a finalizar prematuramente su participacion en el
estudio o si la misma es prematuramente cancelada por cualquiera de las razones arriba
mencionadas, se realizara a su hijo/a un examen normal de control. Esto incluira un

chequeo fisico y pruebas de laboratorio.

Confidencialidad de la documentacion:

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos
los sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Orgéanica 15/1999, de 13 de
Diciembre de proteccion de datos de caréacter personal. De acuerdo a lo establecido en
esta ley, usted puede ejercer los derechos en nombre de su hijo/a de acceso,
modificacion, oposicion y cancelacion de los datos, para lo cual debera dirigirse al
investigador principal del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cddigo numérico
y solo los médicos que participan en el estudio y los otros colaboradores podrian
relacionar dichos datos con los de su hijo/a y con su historia clinica. Por lo tanto, la
identidad de su hijo/a no sera revelada a persona alguna salvo excepciones, en caso de
urgencia médica o requerimiento legal. El responsable del Registro de los datos sera el

investigador principal de cada Unidad de FQ participante en el estudio.

Compensacion econémica:
Ni el promotor del estudio ni ninguno de los investigadores recibira compensacion

econdmica alguna por el trabajo adicional que este estudio conlleve.
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Estudios clinicos en menores de edad:

Al tratarse de un estudio clinico con menores de edad y si su hijo tiene mas de 12 afos
de edad, se le va a entregar a él mismo una hoja de informacion y asentimiento
informado adaptados a su capacidad de entendimiento y debera firmarlos (este
documento se llama “Consentimiento informado para el menor mayor de 12 afos”).
Ademads, de acuerdo a la legislacién vigente, el promotor del estudio ha puesto en
conocimiento del Ministerio Fiscal que se va a realizar este estudio y se pretende incluir

menores de edad en el mismo.

Posibilidad de formular preguntas adicionales:

Mis colaboradores y yo mismo estamos a su disposicion para comentar cualquier
pregunta adicional relativa a este estudio clinico. Nos complacera responderle a las
preguntas relacionadas con sus derechos como padre/madre o tutor legal del paciente

participante en este estudio.

Debe saber que este estudio, por sus caracteristicas peculiares, ha sido aprobado por los
Comités Eticos de Investigacion Clinica de los Hospitales participantes y que el
promotor del estudio ha contratado una poliza de seguro especifica que le proporcionara
compensacion e indemnizacion en caso de menoscabo de la salud o de lesiones de su

hijo/a por la participacion en este estudio.

Ademas, como en el estudio participan nifios, de acuerdo a la legislacion vigente el
promotor del estudio ha puesto en conocimiento del Ministerio Fiscal que se va a

realizar este estudio y se pretende incluir menores de edad en el mismo.
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MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO PARA
PADRE/MADRE O TUTOR DEL MENOR

Titulo: “Estudio de la eficacia del tratamiento a largo plazo con acido
docosahexandico sobre la inflamaciéon pulmonar, sistémica e intestinal en pacientes

con Fibrosis Quistica”
Codigo de protocolo: DHA-FQ-1

Yo (nombre y apellidos)
He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
Hehabladoiconts:vmnnnnssnnmmnnmennnnnsns Nombre del investigador)
Comprendo que la participacion de mi hijo/a es voluntaria.
Comprendo que puedo retirar a mi hijo/a del estudio:
1° Cuando quiera
2° Sin tener que dar explicaciones.
3° Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para que mi hijo/a participe en el estudio.

FIRMA DEL PADRE-MADRE O TUTOR LEGAL

FECHA:

FIRMA DEL INVESTIGADOR

FECHA:

Este documento se firmara por duplicado queddandose una copia el investigador y otra el paciente. Ademas el

investigador se encargara de guardar una copia en la historia general del hospital del paciente.
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HOJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL
MENOR MAYOR DE 12 ANOS (PACIENTE ENTRE 12 Y 18 ANOS DE EDAD)

TITULO: “Estudio de la eficacia del tratamiento a largo plazo con acido
docosahexanodico sobre la inflamaciéon pulmonar, sistémica e intestinal en pacientes

con Fibrosis Quistica”

Codigo de protocolo: DHA-FQ-1
Investigador principal:
Hospital:

Teléfono:

Nota a los padres o tutores legales:

Los padres o tutores legales deben firmar la hoja de consentimiento informado para
padres o tutores legales. Este formulario de asentimiento, consentimiento para el menor
mayor de 12 afios de edad, deberia ser leido en paralelo con el formulario de
informacion sobre el estudio clinico para padres o tutores legales para obtener una
informacion completa del estudio. Una firma en este formulario sdlo no es suficiente

para permitir a un niito o a un adolescente menor de edad entrar en el presente estudio.

Te pedimos que participes en este estudio de investigacion pero antes de que decidas
participar, necesitas saber lo siguiente:
1. Debemos explicarte el estudio para que sepas en que consiste y debes saber que
puedes hacer las preguntas sobre el mismo que creas de interés.
2. Esta bien decir “no” si ti no quieres participar en el estudio. Tendras el mismo
tipo de atencion médica aunque no participes.
3. Puedes dejar de participar en el estudio en cualquier momento sin que por eso
cambie tu atencion médica.
4. Puede que el suplemento de la alimentacion que queremos probar no tenga
ningun beneficio para ti, pero a nosotros nos servira para aprender y poder

ayudar a otros pacientes como tu en el futuro.
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Por qué estamos haciendo este estudio

Te invitamos a participar en este estudio porque tienes Fibrosis Quistica (FQ), lo cual
hace que tus pulmones, el intestino y otros 6rganos del cuerpo estan inflamados vy,
ademas, los pulmones aclaran mal las secreciones y a veces puedes retener mucho
moco. Por eso, de vez en cuando tienes infecciones pulmonares y hay que darte
antibidticos. Recuerda que, ademas, para poder eliminar el exceso de moco, te decimos
siempre que hagas todos los dias la fisioterapia respiratoria y a lo mejor tomas algunas
medicinas para mejorar el estado de tus pulmones y de otros drganos, por lo que este
suplemento de la alimentacion que te vamos a dar debes usarlo ademas de los otros
medicamentos que recibes. Como puede que en tu caso el pancreas no funcione bien
tienes que tomar enzimas para poder digerir la comida y vitaminas que siempre te

faltan.

En este estudio queremos probar como funciona dar todos los dias, una vez al dia con
las comidas o solo, y durante un afio lo que llamamos un Alimento Dietético con Usos
Meédicos Especiales (ADUME), que en este caso es un aceite que contiene mucha
cantidad de un 4cido graso esencial (AGE), que es el Acido Docosahexanoico (DHA)

que tienen bajo los enfermos de Fibrosis Quistica.

En este trabajo vamos a dar a la mitad de los enfermos un aceite que contiene DHA y la
otra mitad va a tomar placebo (es decir, una solucion con el mismo color, sabor, olor y
textura pero que no tiene DHA) con la idea de probar si el DHA aportado en la dieta,
disminuye la inflamacién en los pulmones, intestino y en la sangre. El producto se llama
en el mercado DHA-basic” y esta basado en un aceite nutricional derivado del alga
marina Schizochytrium sp, que contiene gran cantidad de DHA. El placebo estara
envasado igual y tendra el mismo olor, textura, sabor y color al DHA-basic” pero sin el
producto dietético. La suplementacion dietética empleada en el estudio y el placebo las
fabrica el Laboratorio CASEN Fleet S.L.U. y se etiquetara de acuerdo a las
recomendaciones del Real Decreto 223/2004.

La suplementacion del producto o del placebo se hara mediante la administracion de un

aceite que se debe agitar antes de usar, se extrae de la botella con jeringuilla
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dosificadora y se toma una vez al dia de forma aislada o bien mezclado con cualquier
comida principal. La forma de tomar el producto se te explicara con detalle por parte de
los investigadores y la primera dosis del mismo sera ingerida en el Hospital. La Unidad
de Ensayos clinicos del Hospital Universitario Ramoén y Cajal, después de haber
realizado el proceso de aleatorizacion (asignacion al azar de tratamiento o placebo), le
dara el suplemento dietético o placebo a las Unidades de Fibrosis Quistica participantes

en el estudio y éste te sera entregado por parte de los investigadores del estudio.

Que te toque tomar DHA o placebo depende del azar, es como si tiras una moneda al
aire, tienes las mismas probabilidades de recibir una cosa o la otra y, ademas, tu médico
y el resto de los investigadores tampoco van a saberlo por lo que no pueden influir en
eso. La forma en la que tienes que tomar este alimento te lo van a explicar muy bien los
médicos y las enfermeras que normalmente te tratan para que lo entiendas bien.

No podemos asegurarte en este estudio que te vayas a sentir mejor, ni tampoco que vaya
a disminuir la inflamacidon de tus pulmones o tu pancreas, pero es posible que esto
ocurra porque otros pacientes lo han experimentado en otros estudios.

Durante el estudio es necesario que consumas una dieta variada y equilibrada, como se
te recomienda habitualmente pero esta dieta no debe contener otra fuente de DHA
diferente a la del estudio, por lo que no puedes tomar aceite de pescado, linaza y las
nueces, que contienen gran cantidad de DHA. La dieta debe ser, ademas, equilibrada en
acido linoleico (AL), precursor del acido araquidénico (AA), que estd elevado en
pacientes con FQ y su aumento es perjudicial para la inflamacién que tienen los
distintos 6rganos del cuerpo en esta enfermedad, por lo que debes evitar determinados
aceites y grasas como el aceite de girasol, maiz y soja, la margarina y limitar la ingesta
excesiva de manteca, aceite de oliva, yema y mayonesa. Todos los cereales, frutas,
lacteos y derivados, pescados y mariscos, azicares y dulces estan permitidos (excepto
hojaldres y magdalenas). De las carnes y aves, solo hay que evitar la gallina, beicon,
chicharrén, butifarra, lomo embuchado, chorizo y sobrasada. Los frutos secos deben
restringirse un poco también. La limitacién de estos productos no va a desviarse casi
nada de tu dieta habitual, ya que la cantidad de gramos al dia permitidos de los distintos
alimentos es lo que habitualmente tomas y siempre te hemos recomendado. Vas a tomar

una dieta equilibrada y balanceada en Acido Grases Esenciales.
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Para la realizacion de este estudio, el promotor contratard una poliza de seguro que
garantiza compensacion e indemnizacidon en caso de que por la participacion en este
estudio tengas algiin problema fisico. Una vez iniciado el estudio, se hara constar en

esta hoja el numero de poliza y la compaiiia aseguradora contratada.

Quién participara en este estudio y donde se va a realizar

En este estudio van a participar unas 100 personas mayores de 2 meses de edad que
tiene FQ y se tratan en los Hospitales Universitarios Ramon y Cajal, Doce de Octubre y
La Princesa de Madrid y, también, del Hospital de La Fe de Valencia y del Hospital
Central de Asturias de Oviedo.

No hay ningin problema si no quieres participar en el estudio, es tu decisiéon y la

tienes que tomar con libertad y sin presiones.

Qué tienes que hacer si decides participar en el estudio

Si entras a participar en el estudio, estaras en €l durante 48 semanas (1 afio). Tendras
que venir 5 veces al hospital a lo largo de ese tiempo. Habra una primera visita 28 dias
antes del empezar el estudio y, por lo tanto, antes de iniciar el tratamiento con DHA o
placebo, en la que decidiras si quieres participar en el estudio y tendras que firmar este
papel. Si decides participar, te haremos las siguientes pruebas:

1. Te hara tu médico una revision en la que ademas de la exploracion clinica, te
pesaran y mediran.

2. Te haran soplar por una maquina (espirometria) para ver qué tal esta tu funcion
pulmonar (esto ya sabes que te lo hacen cada vez que vas a la revision).

3. Te haréan soplar por una maquina para valorar la inflamacion de los pulmones (es
muy facil).

4. Te pediremos que traigas las heces de tres dias (para el van de Kamer) con la
encuesta dietética y dos muestra pequefia de heces (como otras veces) en todas
las visitas.

5. Te recogeran un cultivo de esputo pero no como siempre, sino haciéndote
inhalar suero salino al 3% y diciéndote que tosas, y si puedes expectores, cada 2
minutos. La prueba en total dura 12 minutos, por lo que tendras que toser y

expectorar 6 veces como minimo, aunque también puedes hacerlo antes o
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después de lo programado si tienes ganas de toser. Toda la expectoracion se
recogera en un bote estéril para analizarla. Esta técnica especial para recoger el
esputo hace que obtengamos mas volumen y podamos estudiar mas cosas en él,
entre ellas como esta de inflamado el pulmdn, saber un poco mas de las bacterias
que tienes y que genes se han activado en ellas. Esta técnica se te lo explicaran
con calma antes de empezar el estudio.

6. Te sacaran sangre de una vena del brazo para comprobar que tus analisis estan
bien.

7. Si eres chica y ya tienes la regla, te haran una prueba de embarazo.

8. Te haran unas preguntas para ver como te sientes y si puedes participar en el
estudio.

9. Te preguntaran la medicacion y la cantidad de enzimas pancreaticos que tomas.

10. Te daran unas recomendaciones de dieta que seran parecidas a las que te
recomendamos siempre.

11. Te pediran que si quieres participar firmes este documento. Tus padres firmaran
otro permitiendo que participes en el estudio.

12. Si tienes clinica de infeccion pulmonar después de empezar a tomar el DHA o el
placebo, debes venir al hospital en un espacio de tiempo de 24-48 horas (como
haces habitualmente) para que los médicos del estudio te vean y te pongan el
tratamiento que necesites. Esta visita se llama Visita No Programada (VNP) y en
ella te recogeremos también la muestra de esputo, por la técnica que ya te hemos
explicado de esputo inducido, para estudiar otra vez la infeccion, la inflamacion

y los genes.

Todos los analisis y las muestras seran tratados de acuerdo a la lo establecido por la ley,
en este caso por una que se llama: Ley de Investigacion Biomédica 14/2007 y las
muestras seran almacenadas por un periodo de cinco afios y a las mismas sélo tendran

acceso los miembros del equipo investigador.
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.Oué me van a hacer a lo largo del aiio que dura el estudio?

Cuando empiece el estudio, tendras que tomar el suplemento dietético o el placebo en el

hospital para comprobar que no tienes problema con su ingesta. Luego, tendrds que

hacer una visita al mes de haber empezado a utilizar esta suplementacion en la dieta

para comprobar que todo va bien y también a las 12, 24, y 48 semanas después del

inicio del estudio.

En cada visita se te hara lo siguiente:

1.
2

Tu médico te hara una revision y de nuevo te pesara y tallara.

Te harén la espirometria y el analisis del 6xido nitrico.

Te recogeran un cultivo de esputo como en la visita de seleccion, es decir como
te hemos explicado antes, inhalando suero salino al 3% durante 12 minutos en
total. Recuerda que con esta técnica se te pedira que tosas y expectores cada 2
minutos, recogiendo el esputo resultante de las 6 veces en las que se te ha pedido
expectorar y también de las veces en las que tu tengas tos de forma espontanea.
Esta forma de recoger el esputo se hara en todas las visitas del estudio y en las
visitas no programadas.

Te sacaran sangre de una vena del brazo en la mitad del estudio, para comprobar
si la medicacidon que estds inhalando hace que tengas menos inflamacién y ver
que tus analisis van bien.

Te haran unas preguntas para ver como te sientes y si ha mejorado tu vida desde
que tomas el producto o el placebo. Si tienes entre 6 y 13 afos, tendras que
rellenar una encuesta cada vez que vengas y tus padres rellanaran otra. Es
importante que lo hagas ti solo y contestes lo que te parezca.

Le preguntaran a tus padres que otras medicinas tomas y cuantos enzimas
pancreaticos necesitas.

Te pediremos dos muestras pequeias de heces.

En la visita de mitad del estudio y al final te pediremos de nuevo que traigas las
heces de tres dias (para el van de Kamer) con la encuesta dietética y una muestra
pequeiia de heces (como otras veces).

Si eres chica y ya tienes la regla, te haremos otra prueba de embarazo al final del

estudio.
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10. Te mediremos el oxigeno en la sangre de manera indirecta con un aparato que se
llama Pulsioximetro.
11. Te preguntaremos si te has sentido mal con la medicacién o si has tenido

cualquier problema.
En la visita final del estudio, ademas de lo anterior, te volveremos a hacer unos nuevos
analisis de sangre para ver qué tal esta tu salud y como esta la inflamacion, y ademas si

eres chica, y ya tienes la regla, te haremos una nueva prueba de embarazo.

:Me va a doler algo por participar en el estudio?

Te puede doler un poco cuando te saquen la muestra de sangre del brazo y puede que te
quede un punto rojo y a veces hasta un hematoma en la zona donde te pinché la
enfermera, pero ya sabes que eso desaparece en unos dias. Si cuando te estén sacando la
sangre te sientes mareado, no dudes en decirselo a la enfermera o el médico. El analisis

que te vamos a hacer es parecido al que te han hecho otras veces.

El tratamiento o el placebo no suelen tener efectos secundarios pero en algunos trabajos
a la gente no le gusta el olor o el sabor, a veces les duele la tripa o tienen vomitos, pero
todo esto es muy poco frecuente. Si te encuentras mal, tienes dolor o te pasa algo en el
estudio, tienes que llamar al nimero de urgencias que te vamos a dar que funciona las
24 horas. Es importante que tu médico lo sepa lo antes posible. Puede ocurrir que a lo
largo de la toma de este suplemento o del placebo comiences a no tolerarlo, en ese caso
debes comentarlo con tus padres y llamar a tu médico para decidir si puedes seguir en el

estudio o no.

Embarazo y natalidad

Lo mas seguro es que el este suplemento no tenga ningun efecto perjudicial sobre el feto
si te quedas embarazada, pero tampoco te lo podemos asegurar. Si eres una chica lo
suficientemente mayor y tienes relaciones sexuales, lo mejor es emplear métodos para
evitar quedarte embarazada durante el estudio. Puedes preguntar a tu médico por
métodos para no quedarte embarazada. Si te quedas embarazada a lo largo del estudio,

tendras que dejar de participar en €l y hacérselo saber a tu médico lo antes posible.
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. Qué ocurre si estoy participando en el estudio y luego cambio de opinion?

No tienes que preocuparte, no tienes que estar en el estudio si no quieres. Nadie va a
enfadarse contigo y tu médico te seguira tratando igual que antes.

Si empiezas el estudio, puedes pararlo en cualquier momento. Si decides interrumpir el
estudio, debes comunicarlo a tu médico y acudir a la consulta para que se te hagan las
pruebas finales. Es importante que si quieres parar lo hables con tus padres con total
confianza.

También puede ocurrir que tu padre, madre o tutor quiere interrumpir el estudio, en ese
caso al ser menor de edad ellos tiene derecho a decidir esa parte por ti. También tu
médico puede decidir que ya no debes participar mas por alguna causa, si es asi te
explicara por qué. También puede decidir que no participes mas si creo que es €so mejor
para ti, si no estas haciendo correctamente la medicacion o si empiezas a encontrarte

mal.

.Me va a costar dinero participar en el estudio?
No os va a costar nada a ti ni a tus padres, salvo la molestia y el desplazamiento que

supone venir una vez mas a la consulta al mes de empezar el estudio.

. Vera alguien la informacion médica sobre mi persona de este estudio?

Las personas que estan trabajando en este estudio podran ver tu informacion médica; sin
embargo, no conservaran una vez finalizado el estudio ninguna informacion en la que
aparezca tu nombre. No se dard tu nombre a nadie que no esté participando en el
estudio. Toda la informacion del estudio que tiene que ver contigo, se guardara de forma
confidencial, segura y sélo se utilizara para fines relacionados con el estudio. Todo esto
se hace de acuerdo a una ley organica (que hace el Gobierno) que se llama Ley
Orgénica 15/1999, del 13 de diciembre, sobre la proteccion de datos de caracter
personal, la cual se hace efectiva de acuerdo a la Directiva Europea de 95/46/EC sobre
proteccion de datos. Por lo tanto, tu identidad no sera revelada a persona alguna salvo
excepciones, en caso de urgencia médica o requerimiento legal. El responsable del

Registro de los datos sera el investigador principal de cada Unidad de FQ participante

en el estudio.
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Tienes derecho a acceder a tus datos personales y si lo consideras necesario puedes
modificarlos o rectificarlos. Si asi lo deseas, debes decirselo a tus padres para que se lo

digan al médico que te atiende en el estudio.

. Coémo me informaré de lo que se descubra en este estudio?
En el momento que tu médico tenga nuevos conocimientos sobre el suplemento que

estamos probando, te lo dird cuanto antes.

Debes saber que este estudio, por sus caracteristicas peculiares, ha sido aprobado
por los Comités Eticos de Investigacion Clinica de los Hospitales participantes y
que el promotor del estudio ha contratado una péliza de seguro especifica que te
proporcionara compensacion e indemnizacion en caso de empeoramiento de tu

salud o de lesiones que puedan producirse.

Ademas, como en el estudio participan nifios, de acuerdo a la legislacion vigente el
promotor del estudio ha puesto en conocimiento del Ministerio Fiscal que se va a

realizar este estudio y se pretende incluir menores de edad en el mismo.
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MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL NINO MAYOR DE 12 ANOS

Titulo: “Estudio de la eficacia del tratamiento a largo plazo con acido
docosahexanoico sobre la inflamacién pulmonar, sistémica e intestinal en pacientes

con Fibrosis Quistica”
Cédigo de protocolo: DHA-FQ-1

Con tu firma nos indicas que has leido el estudio, que has tenido la oportunidad de
plantear todas las preguntas que has considerado convenientes y que te han sido
aclaradas.

Por otra parte ratificas que tu padre, madre o tutor, asi como el personal que participa
en el estudio te han explicado en que consiste éste, que lo has entendido bien y que
también te han explicado todas las pruebas que te van a hacer.

También ratificas que te han explicado que si te sientes mal, no toleras bien la
medicacion o simplemente no quieres seguir en el estudio, debes decirlo cuanto antes y
puedes dejar de tomar el farmaco si asi lo deseas, sin que eso modifique nada el trato
que recibes por parte de tu médico. Que tienes claro que si quieres mds informacion del
estudio puedes preguntarla en cualquier momento. También que sabes que tus datos
estan protegidos por una ley (Ley Organica 15/1999 de diciembre) sobre la proteccion
de datos de cardacter personal. Que has comprendido que tu historia clinica puede ser
vista por el promotor del estudio, por otras personas que estan en la investigacion o
por personas que estan autorizadas para ello y que das tu permiso para que estas
personas tengan acceso a tu historia clinica y que el Ministerio Fiscal pueda ser
notificado de tu participacion en el estudio.

Este documento se firmara por duplicado quedandose una copia el investigador y otra el paciente. Ademas el investigador se encargara de guardar

una copia en la historia general del hospital del paciente.
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Anexo 5. Listado de alimentos permitidos, limitados y prohibidos durante el estudio

Aceites y grasas

Permitido: Mantequilla (max. 10 g/dia)

Limitado: Manteca, aceite de oliva (30 mL/dia), mayonesa (10 g/dia)

Prohibido: Aceite de girasol, aceite de maiz, aceite de soja, margarina vegetal, aceite de cacahuete
Huevos

Permitido: Huevo entero (max. 3 Ud/semana)

Limitado: Yema

Cereales y derivados

Permitido: Pan tostado tipo biscote, pan de molde de trigo integral, harina de trigo integral, pan de
molde de trigo blanco, harina de trigo refinada, pasta, sémola de trigo, pan de trigo integral, pan de
trigo blanco, tapioca

Carnes, caza y embutido

Permitido: Butifarra, salchicha fresca, pies de cerdo, jamén serrano, chuleta de cerdo, lomo de cerdo,
jaman york, pavo, salchichdn, pato, salchicha de Frankfurt, mortadela, conejo, liebre, pollo, foie-gras,
pierna de cordero, higado de ternera, cerdo, cordero o pollo, costillas de cordero, caballo, bistec de
buey, solomillo de buey, bistec de ternera, chuleta de ternera, solomillo de ternera, rifiones de ternera
Limitado: Lomo embuchado, chorizo, sobrasada (3 raciones/semana))

Prohibido: Gallina, beicon, chicharrdn, butifarra cocida

Pescado, mariscos y crustaceos (max. 5 raciones/semana)

Permitido: Ostras, sardinas, boquerdn, anchoas, salmdn, sardina en lata en aceite vegetal, caballa,
atun, atun en lata en aceite vegetal, salmén ahumado, salmonete, trucha, mejillén, merluza, rape,
gambas, langostino, lenguado, bacalao fresco, bacalao en salazén

Frutas

Permitido: Aceitunas, aguacate, coco, mango
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Pasteleria

Permitido: Bollo, ensaimada, croissant chocolate, melindros, coca, roscdn, galletas chocolate, galletas
tipo Maria, bizcocho, galletas con mantequilla, Donut®, croissant, galletas saladas

Prohibido: Pasta de hojaldre cocida, pasta brisa cocida, magdalenas

Azucares y dulces

Permitido: Chocolate sin leche, chocolate con leche, cacao en polvo, helado sorbete, polo

Lacteos y derivados

Permitido: Queso emmenthal, queso roquefort, queso gruyere, leche de vaca entera en polvo, natay
crema de leche, queso camembert, queso manchego, queso de bola, queso en porciones, queso
parmesano, petit suisse natural y de sabores, leche de vaca condensada azucarada o sin azucarar,
gueso de burgos, queso quark, cuajada, helados lacteos, leche de vaca entera, yogur enriquecido con
nata, requesén, yogur natural, queso blanco desnatado, yogur con fruta, leche de vaca en polvo
descremada, yogur desnatado, yogur desnatado con fruta

Frutos secos

Prohibido: Nueces, pifiones, cacahuete, almendra, avellanas, pistacho
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Anexo 6. Publicacion derivada del Proyecto de Tesis (En prensa).

Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids 162 (2020) 102186

Contents lists available at ScienceDirect

Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids

journal homepage: www.elsevier.com/locate/plefa
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contradictory results, and to date there is no evidence to recommend routine use of omega-3 supplements in CF
patients. We hypothesized that long-term supplementation with docosahexaenoic acid (DHA) will have bene-
ficial effects in these patients, by reducing pulmonary, systemic and intestinal inflammation.

Methods: This was a randomized, double-blind, parallel, placebo-controlled trial. CF patients (age >2 months)
were randomized to receive a seaweed DHA oil solution (50 mg/Kg/day) or matching placebo for 48 weeks.
Primary outcomes were pulmonary (interleukin [IL]-8), systemic (IL-8) and intestinal (calprotectin) in-
flammatory biomarkers. Secondary outcomes included other pulmonary (IL-1p, IL-6, neutrophil elastase, lactate
and calprotectin) and systemic (serum-IL-1p, IL-6) inflammatory biomarkers, as well as clinical outcomes (FEV,,
pulmonary exacerbations, antibiotic use, nutritional status and quality of life).

Results: Ninety six CF patients, 44 female, age 14.6 + 11.9 years (48 DHA and 48 placebo) were included. At
trial completion, there were no differences in all primary outcomes [serum-IL-8 (p=0.909), respiratory-IL-8
(p=0.384) or fecal calprotectin (p=0.948)], all secondary inflammatory biomarkers, or in any of the clinical
outcomes evaluated. There were few adverse events, with similar incidence in both study groups.

Conclusion: In this study, long-term DHA supplementation in CF patients was safe, but did not offer any benefit
on inflammatory biomarkers, or in clinical outcomes compared with placebo.

(NCT01783613)

1. INTRODUCTION

Inflammation plays a key role in the development of the cystic fi-
brosis (CF) lung disease, can be detected early in life, and predicts the
development of bronchiectasis [1-3]. CF airways contain large amounts
of pro-inflammatory mediators such as tumor necrosis factor (TNF)-q,
interleukin (IL)-1B, IL-6, IL-8 and IL-17, while they are deficient in
several counter-regulatory biomarkers including IL-10, nitric oxide and
lipoxin (LX)-A4 [4,5]. Neutrophils are the predominant cells in the CF
airways and have a central role in the progression of lung disease [1].
Although several cytokines participate in the increased influx and de-
creased clearance of neutrophils, IL-8 is considered to be the most
important, because its concentration in bronchoalveolar lavage often
correlates with the amount of neutrophils and its products, even in the
absence of bacterial infection [3].

Essential fatty acids (FA) are poly-unsaturated fatty acids (PUFAs)
that cannot be synthesized in the body, and therefore must be obtained
from diet. There are two families of essential FA: n-6 (omega-6) and n-3
(omega-3) [6]. Arachidonic acid (AA), a product of the n-6 pathway, is
a precursor of very active inflammatory mediators such as pros-
taglandins, leukotrienes (LT) and thromboxanes, while eicosapentae-
noic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), products of the n-3
pathway, are precursors of less inflammatory mediators and several
anti-inflammatory lipids (resolvins, protectins and maresins) [2].

It is known that FA metabolism is altered in cftr-/cftr- mice and CF
patients. They show increased levels of n-6 PUFAs (AA and linoleic
acid), low levels of DHA, and an increase in the AA/DHA ratio [7-9].
This lipid profile is considered to be secondary to the CFTR dysfunction
and not to malabsorption or the nutritional status, because it is also
seen in cell cultures [10] and in well-nourished patients [9], and car-
riers have a AA/DHA ratio between CF patients and healthy controls
[8].

Supplementation with n-3 PUFAs demonstrated positive effects on
several inflammatory diseases [11], but its effect on CF are con-
troversial. There are several studies in CF patients that show a reduction
in inflammatory biomarkers (i.e. LTBs, immunoglobulins, TNF-a), an
improvement in lung function (forced expiratory volume in the first
second —-FEV;-) or a reduction in pulmonary exacerbations (PE), or need
of antibiotics, but the results are not consistent among studies [12-20].
Of note, most of these trials involved a reduced number of patients, and
are short-term (i.e. 8-12 weeks), not-blind or not placebo-controlled
studies. The latest available Cochrane review included only five trials,
totaling 106 patients, and concluded that there is insufficient evidence
to recommend routine use of n-3 PUFAs supplements in patients with
CF [21].

We hypothesized that long-term supplementation with a DHA sup-
plement would have a beneficial effect in patients with CF, by reducing
pulmonary, systemic and intestinal inflammation.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Study overview

This was a randomized, double-blind, parallel, placebo-controlled
trial conducted at five CF Units in Spain, from September 2011 to
March 2013. The trial protocol was in accordance with the Declaration
of Helsinki, and both national and European legislation, registered at
ClinicalTrial.gov (NCT01783613) and approved by the Institutional
Review Board at each site (Reference IRB: Hospital Universitario
Ramoén y Cajal -HURyC-; project n. 230/10). All parents or legal re-
presentatives of CF patients if <18 years old, and all CF patients >12
years old included in the study signed the written informed consent. We
followed CONSORT guidance for reporting clinical trials [22], and a
CONSORT checklist is appended in a Supplementary File.

2.2. Participants

Patients with a confirmed diagnosis of CF of ages 2 months and
older were eligible for participating in the trial. Patients >6 years old
were also required to perform a valid forced spirometry with a FEV,
=30% of the predicted value, and induced sputum. All patients had to
be clinically stable with no PE, antibiotic treatment, hospitalization or
changes in their usual therapy during the 2 weeks before the start of the
study. Patients were excluded if they had known hypersensitivity to
DHA or any of the components of the study product, were on treatment
with anticoagulant or antiplatelet drugs or had any of the following
conditions: platelet count <50,000/mm?, liver dysfunction (elevated
liver enzymes > 3-fold the upper limit of normality ~ULN-, conjugated
bilirubin >2-fold the ULN or portal hypertension), prothrombin ac-
tivity <70%, serum albumin <2.5 g/dL, renal insufficiency, severe
hemoptysis in the 4 weeks before signing of the informed consent, or

pregnancy.
2.3. Randomization and blinding

An independent statistician was responsible for the randomization
(1:1 ratio) of study participants. Randomization used a minimization
algorithm with minimization factors age (<2 years or =2 years), FEV,;
(<75% or =75%), chronic Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) in-
fection (yes or no), continuous treatment with azithromycin (yes or no),
and continuous treatment with nebulized dornase alpha (yes or no).
Nor patients or their families neither clinical and research personnel
were aware of the randomization allocation.

The patient’s treating doctors assessed patients for eligibility and
invited each to participate in the trial. After informed consent was
signed, the statistician was contacted via telephone or email to proceed
with the patient’s randomization. Each patient was identified with a
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unique trial identification number.

2.4. Intervention

Participants in the active arm of the trial received DHA (50 mg/Kg/
day, up to 3 g of DHA/day) from a seaweed (Schizochytrium spp) oil
solution containing 35% of DHA (DHA-basic®, CASEN Fleet SLU,
Pozuelo de Alarcén, Spain). DHA dose was selected because previous
studies of essential FA in CF used similar or lower doses, except for the
Kurlandksy et al. study where a dose of 100 mg/kg/d was used [18],
and this dose has demonstrated to be enough to provide benefit in other
conditions [23]. The product was administered once daily, orally, with
one of the main meals, for 48 weeks. Participants in the placebo arm
received an oil solution containing a mixture of corn and soy oil,
without DHA or EPA, at the same doses, manufactured by the same
laboratory, and with a similar taste, smell and texture. Composition of
the active product is shown in table E1 of the Supplementary File. All
patients or parents were given age-specific dietary recommendations in
order to homogenize the daily intake of PUFAs during the study (see
Supplementary File).

Usual medications were allowed, with no restrictions, and all pa-
tients continued with their prescribed treatments. All treatments at the
beginning and during the study period were recorded.

An initial visit (VO) was scheduled in which informed consent was
signed and all clinical and analytical procedures were performed (see
Outcomes section below). If a patient fulfilled all the inclusion criteria,
and none of the exclusion criteria, a new visit was scheduled (V1) in the
following 28 days in which that patient was randomized and the first
dose of the study product or placebo was administrated. See

96 patients assessed
for eligibility and
consent to
participate

96 underwent
randomization
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Supplementary File for the complete study procedures description.
Table E2 also provides a summary of study visits and procedures.

2.5. Outcomes

Primary outcomes were serum concentration of IL-8 (systemic in-
flammation), concentration of IL-8 in respiratory secretions (pulmonary
inflammation), and concentration of fecal calprotectin (intestinal in-
flammation). Secondary inflammatory outcomes included serum IL-1f,
IL-6, IL-10, TNF-a, percentage of neutrophils and C-reactive protein,
and IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a, neutrophil elastase (NE) activity, lactate
and calprotectin in respiratory secretions. Other secondary outcomes
were changes in PUFAs profile in serum and erythrocyte membrane,
number of PE (defined by modified Fuchs” criteria [24]) and severe PE
(defined by need of intravenous —i.v.- antibiotic treatment) during the
study, time to first PE and time to first severe PE, changes in spirometry
(when available), nutritional status (height, weight, body mass index
-BMI-), dose of pancreatic enzymes, percentage of fat reabsorption
(<18 years old), fecal elastase, quality of life (QoL), and P. aeruginosa
primary infection.

2.6. Statistical analysis

A sample size was calculated a priori on the basis of published data
of inflammatory biomarkers in stable CF patients [25,26]. With 50
patients in each group the study had 84% power to detect a standar-
dized mean difference of 0.6 of biomarkers between groups, with a two-
tailed alpha level of p<0.05.

All analyses were performed on an intention-to-treat basis according

v

|

48 were assigned to the
DHA group

48 were assigned to the

control group

S discontinued treatment
-1 lostfollow up
- 1 clinical deterioration
- 2 bad taste of the product

- 1 gastrointestinal complaints

4 discontinued treatment
- 2 lostfollow up
- 1 underwent lung transplantation
- 1 unspecified reason

43 patients were analysed for
primary outcomes:

- Systemic inflammation (n=32)
- Pulmonary inflammation (n=29)
- Intestinal inflammation (n=38)

44 patients were analysed for

- Systemic inflammation (n=32)
- Pulmonary inflammation (n=35)
- Intestinal inflammation (n=40)

primary outcomes:

Figure 1. Flow chart of participation. Screening, randomization and follow-up.
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to a pre-specified statistical analysis plan. Between-group differences in
continuous variables were assessed using the t-test when normality
could be assumed (checked by Shapiro-Wilk test) or the Mann-Whitney
rank-sum test otherwise. Categorical variables were compared using the
chi-squared test or Fisher exact test, wherever appropriate.
Exacerbation-free survival time was estimated using Kaplan-Meier, and
survival curves were compared using the log-rank test. Hazard ratios
(HR) and their 95% confidence intervals (95% CI), were calculated
using Cox proportional regression. A mixed-effect regression model was
used for estimating the weekly effect of DHA on the study outcomes.
Subgroup analyses were conducted according to the minimization fac-
tors. The statistical analysis was adjusted for baseline values and the
number of alleles with F508del mutations (0, 1 or 2), because the dis-
tribution was unbalanced across study groups.

All statistical tests were 2-tailed, and the results were considered
statistically significant at p<0.05. Stata version 14.1 (StataCorp,
College Station, Texas, USA) was used for all analyses.

3. RESULTS

Overall, a total of 96 patients were invited and accepted to parti-
cipate in the study. They were randomized to the study product (n=48)
or placebo (n=48) (Figure 1). Baseline characteristics were similar in
the two study groups, except for the number of alleles with F508del
mutations (0, 1 or 2) (p=0.027) (Table 1). Adherence to treatment,
calculated with bottles returned (% of doses prescribed), was very high
in both groups (DHA 95.3 + 50.1; placebo 97.2 + 52.9; p=0.861). Due
to the multicentric nature of the study and some unexpected issues in
processing and transporting the participants’ samples, there were some
missing data in several variables; therefore, comparisons of some out-
comes included less subjects than expected. Accordingly, sample size
finally included has been specified in each comparison.

3.1. Primary outcomes

There were no differences between DHA and placebo groups in any
of the primary outcomes related to systemic, pulmonary or intestinal
inflammation at the end of the study (Table 2), or at any other visits
(data not shown). Multivariate analysis did also show no differences in
any primary outcome between DHA and placebo effect over the study
period.

3.2. Secondary outcomes

Analyses of other inflammatory biomarkers did not find differences
between groups in systemic or pulmonary inflammation at the end of
the study. There were also no differences in clinical variables or QoL.
Table 3 summarized the most important secondary outcomes at the end
of the study. No differences were found at any other time point
throughout the study, neither in the univariate nor in the multivariate
analysis.

There were no differences in the rate of PE between study groups
(incidence rate DHA 1.9/patient-year, placebo 1.9/patient-year; in-
cidence rate ratio -IRR- 1.03, 95% CI 0.75; 1.43, p=0.845) or severe PE
requiring i.v. treatment (incidence rate DHA 0.14/patient-year, placebo
0.32/patient-year; IRR 2.2, 95% CI 0.8; 7.09, p=0.096). Time to first
PE (HR 1.28, 95% CI 0.80; 2.04, p=0.301) and time to first severe PE
(HR 0.52, 95% CI 0.19; 1.42, p=0.203) were similar in both study
groups. Survival curves of PE and severe PE-free survival time are
shown in Figure E1 of the Supplementary File.

PUFAs serum profile changed significantly with the administration
of DHA, as there was an increase in DHA group compared with placebo
in omega-3 FA: DHA (DHA 89.3 * 42 nug/dL, placebo 38.7 + 14.1 pg/
dL, p<0.0001), EPA (DHA 18.1 = 14.1 pg/dL, placebo 10.6 + 8.1 pg/
dL, p<0.003); and a decrease in omega-6 FA: AA (DHA 133.4 + 33.5,
placebo 153.6 + 40.3 pg/dL, p=0.014), gamma-linolenic acid (DHA
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6.4 + 3.3 ng/dL, placebo 10 + 4.9 pg/dL p<0.0001). Due to technical
issues, determination of PUFAs in erythrocyte membrane was not pos-
sible.

Rate of P. aeruginosa primary infection in non-chronically infected
patients (incidence rate DHA 0.34/patient-year, placebo 0.39/patient-
year; IRR 0.88, 95% CI 0.36; 2.16, p=0.763) and time to primary in-
fection (HR 1.07, 95% CI 0.38; 3.06, p=0.897) were similar between
study groups.

A priori defined subgroup analysis according to minimization fac-
tors did not show any effect modification in any of the outcomes stu-
died.

3.3. Sensitivity analysis

We performed sensitivity analysis using log-transformed outcome
data and results were identical as per the primary analysis. We did not
observe any difference between groups in any of the primary and sec-
ondary inflammatory parameters. We also performed a second sensi-
tivity analysis including log-transformed longitudinal data by a mixed
model. Results closely matched those obtained in the primary analysis
(See E-table 3 on Supplementary File).

3.4. Safety

Administration of DHA was safe and well tolerated. Apart from PE,
there were few adverse effects, without significant differences between
study groups (Table 4). Four patients discontinued the treatment in the
placebo group and 5 in the DHA group (IRR 0.77 95% CI 0.15; 3.56,
p=0.706). There were also no differences in the time to discontinuation
(HR 1.30, 95% CI 0.36; 4.93, p=0.677). Reasons for discontinuation
are presented in Figure 1.

4. DISCUSSION

In this multicenter, randomized, controlled trial, an oral supplement
of 50 mg/Kg/day of DHA was not associated with improvement or

Table 1
Demographic and clinical characteristics of study participants at baseline, by

group

Characteristic DHA (n=48) Placebo (n=48)
Age (years) 144 =129 149 £11.1
Female sex 21 (43.8%) 23 (47.9%)
Genotype F508del/F508del 13 (27%) 22 (45.8%)
F508del/Other 27 (56.3%) 14 (29.2%)
Other/Other 8 (16.7%) 12 (25%)
Pancreatic insufficiency 40 (83.3%) 37 (77%)
CF-related liver disease 9 (18.8%) 4 (8.4%)
CF-related diabetes 4 (8.4%) 1 (2%)
Hemoptysis 0 3 (6.3%)
ABPA 0 3 (6.3%)
Chronic S. aureus infection 31 (64.6%) 26 (54.2%)
Chronic P. aeruginosa infection 10 (20.8%) 12 (25%)
Chronic S. maltophilia infection 2 (4.2%) 2 (4.2%)
Weight (z-score) -0.68 = 0.73 -0.745 £ 0.87
BMI (z-score) -0.28 = 0.79 -0.53 = 0.82
Pancreatic enzyme dose (IU/Kg/day) 4238 + 2175 3752 + 2168
FEV, (z-score) -212+ 1.75 -2.26 = 1.74
Serum IL-8 (pg/mL) 55+ 144 1108 + 4627.1
IL-8 in respiratory secretions (pg/mL) 8073.9 £ 15614.2  6322.9 * 5533.6
Fecal calprotectin (ug/g stool) 154.9 = 175.8 2329 + 3335
DHA (ug/mL) 36.8 £ 18.7 388118
Arachidonic acid (ug/mL) 141.9 + 34.1 155.6 + 46.3

Categorical data are expressed as value (percentage). Continuous data are ex-
pressed as mean =+ SD.

DHA: docosahexaenoic acid; CF: cystic fibrosis; ABPA: Allergic broncho-
pulmonary aspergillosis; BMI: body mass index; FEV;: forced expiratory volume
in the first second; IL: interleukin.
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Table 2
Primary outcomes. Inflammatory markers at the end of the study (week 48)

DHA Placebo P

Serum IL-8 (pg/mL) 921.3 = 3631.1 2349.1 £ 8115.9 0.909

(n=32) (n=32)

IL-8 in respiratory secretions 8913.9 = 14517.5 5177.9 = 5338.4 0.384
(pg/mL) (n=29) (n=35)

Fecal calprotectin (ug/g stool) 144.8 + 158.4 144.6 + 133.1 0.948
(n=38) (n=40)

DHA: docosahexaenoic acid; IL: interleukin.
* Wilcoxon signed-rank test

Table 3
Secondary outcomes at the end of the study (week 48)
DHA Placebo p*
IL-1f in respiratory secretions 649.4 = 834.6 815.3 + 1305 0.741
(pg/mL) (n=29) (n=35)
IL-6 in respiratory secretions (pg/ 3.8 = 9.3 48.7 £ 142 0.261
mL) (n=29) (n=35)
NE in respiratory secretions (ng/ 192.1 = 168.9 177.3 £ 207.5 0.370
mL) (n=27) (n=31)
Lactate in respiratory secretions 0.7 08 08+13 0.668
(mmol/L) (n=17) (n=18)
Calprotectin in respiratory 345.9 = 214.1 365.93 + 195.2 0.547
secretions (ug/mL) (n=17) (n=17)
Serum IL-1f (pg/mL) 1+5.9 5.6 £ 31.6 0.982
(n=32) n=32)
Serum IL-6 (pg/mL) 239 12,9 * 40.5 0.339
(n=32) (n=32)
Percentage neutrophils (%) 50.2 + 14.5 52 =16 0.460
(n=43) (n=43)
C-reactive protein (mg/L) 47+71 7.3%x17.1 0.378
(n=41) (n=44)
Weight (z-score) -0.6 = 0.8 -0.7 £ 0.9 0.104
(n=43) (n=44)
BMI (z-score) 03+07 -0.6 = 0.9 0.75
(n=43) (n=44)
Pancreatic enzyme dose (IU/Kg/ 4521.3 £ 2095.2 37944 £ 2166.4 0.192
day) (n=34) (n=36)
Fat reabsorption coefficient (%) 925 + 7.1 919 £5.8 0.556
(n=27) (n=26)
FEV; (z-score) 2+18 -1.9.+°1.6 0.298
(n=29) (n=32)
Respiratory Symptoms Scale 749 £15.4 71.4 £ 20.6 0.809
(CFQ-R) (n=25) (n=30)

Data are expressed as mean + SD. Number of patients included in each analysis
is shown in brackets. DHA: docosahexaenoic acid; IL: interleukin; NE: neu-
trophil elastase; BMI: body mass index; FEV1: forced expiratory volume in the
first second; CFQ-R: cystic fibrosis questionnaire revised.

“Wilcoxon signed-rank test

Table 4
Adverse events during the study period
DHA Placebo Total

Respiratory 77 83 160
Digestive 4 8 12
Infectious diseases 11 17 28
P. aeruginosa primary infection 13 13 26
Neurologic 2 1 3
Other 4 4 8
Total adverse events 111 126 237

p=0.815

deterioration in inflammatory makers or clinical outcomes in patients
with CF.

The effect of DHA or other n-3 PUFAs on inflammation in CF has
been studied before, but with contradictory results. In short-term trials
(6 weeks), supplementation with EPA [12] or a mix of n-3 PUFAs [18]
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identified a positive effect on the metabolism of LTB4. A longer trial (6
months) with a n-3 PUFAs mix supplementation reported an increase in
LTBs, a much less active metabolite of AA, and a decrease in LTB,/LTBs
ratio [15]. The effect on IL-8 is also very variable. Keen et al. found, ina
three-arm study (n-3, n-6 or placebo) during 3 months, that both a n-3
mix supplement and placebo decreased serum IL-8 compared with a n-6
supplement, with a greater effect in the n-3 group [16]. However, other
studies did not find any effect of DHA supplementation on serum IL-8 at
6 [27] or 12 months [20]. In our trial, we did not find any changes in
any of the inflammatory biomarkers studied in the long-term. Similarly
to our trial, 6 months of active treatment did not find significant
changes in fecal calprotectin [27].

Beyond the laboratory outcomes, clinical outcomes are key in CF
patients. Pulmonary function (mainly FEV,) is an important outcome in
all CF trials. In our study, we failed to demonstrate any effect of DHA on
FEV,. The study of Lawrence et al. reported an improvement in pul-
monary function after 6 weeks of EPA supplementation in a small
number of patients [12]. Other studies reporting better lung function
had no control group [13,14,27]. Randomized controlled studies which
have assessed pulmonary function did not find either any effect of DHA
supplementation on pulmonary function [15-20,28-30]. PE have not
been widely studied in DHA trials in CF. We did not find a decrease in
PE rate, or in the time to a first PE. One non-controlled trial found fewer
PE in the study year than in the previous year, in adults with CF sup-
plemented with a mix of PUFAs [13]. However, most controlled trials
have not found differences in PE [16,20,30], except for the study of
Hanssens et al., which reported a decrease in the number of PE (1.7 vs
3) and the days on oral and i.v. antibiotic treatment [17]. Although they
report no differences in baseline characteristics, probably due to the
small number of participants (n=15), the supplemented group had
better FEV, (83% vs 65%) [171, and this could explain the difference in
PE rate. Our results in nutritional status or enzyme treatment are in
accordance with others, which did not find any significant effect of
DHA supplementation [12,14-18,20,27,30,31]. QoL has only been
previously assessed in the study by Olveira et al [13]. Although they
used another questionnaire (St. George), they neither found, like us,
any significant effect [13].

Side effects of the DHA supplement were similar to other trials
elsewhere, with a similar rate of dropouts during the study [12-
18,20,27,30,31].

Strengths of our trial include the long-term follow-up (one year), the
variety of biomarkers studied, and a sufficient number of patients in-
cluded that fulfilled the a priori established sample size, and was similar
to the number of patients included in the latest Cochrane review of the
topic [21]. Other strengths are the high adherence to the treatment,
which accounts for the changes observed in the serum PUFAs profile in
the treatment group. Finally, the wide range of outcomes we assessed,
allowed us to look for multiple effects of DHA on CF patients, although
we did not find any.

A number of limitations of our study deserve to be considered. First,
we included patients with diverse ages and clinical conditions.
Although this could reduce the effect of DHA, we do not think this is the
case, because subgroup analyses, including a post-hoc sub-analysis of
patients with detectable inflammation (i.e. different from zero), did not
change results (data not shown). Indeed, patients included in the study
represent the usual patients seen in CF clinics daily, so results should be
easily generalized. On the other hand, the absence of very severe pa-
tients prevents us from applying these findings to such type of patients.
Another limitation is the great dispersion of serum IL-8 values and
missing data of some inflammatory biomarkers. Although our main
analysis using non-parametric statistics was adequate to address data
asymmetry and overdispersion, we acknowledge that this could have
slightly lowered the statistical power of our study. However, our sen-
sitivity analysis exploring the impact of using log-transformed data or
using repeated measures mixed models rendered similar results sup-
porting our findings. We were also unable to assess PUFAs levels in
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erythrocyte membrane; although it is a good biomarker of the meta-
bolism and intake of omega-3 fatty acids in the body, changes in the
PUFA profile have also been found to be a good indicator of adherence
to omega-3 treatment [32], and the changes observed in the study
group confirm the good adherence recorded with the percentage of
bottles returned. Lastly, the DHA product used in the study contained
up to 20% of FA 22:5n6 (n-6 docosapentaenoic acid); although changes
in serum PUFAs profile in the study were similar to published ones, we
cannot rule out that the product used in this study could have lesser
activity than other products with a purer n-3 PUFA composition. Fi-
nally, although we used a number of minimization factors for block
randomization, there was a relative imbalance in genotypes by treat-
ment arms (Table 1).

5. CONCLUSIONS

In this study long-term (up to one year) DHA supplementation in CF
patients was safe, but did not offer any benefit on inflammatory bio-
markers or any clinical outcomes compared with placebo.
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