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1. ABREVIATURAS

AA: acontecimiento adverso

ABPA: Aspergilosis Broncopulmonar Alérgica

AEMPS: Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios

API: agua para inyeccion

ASL.: liquido de la superficial de la via aérea

BAL: lavado broncoalveolar

BSH: bicarbonato 8,4% + suero salino hipertonico 7%

cAMP: adenosin-monoamin-fosforilasa ciclica

CFQ-R: cuestionario de calidad de vida para pacientes con fibrosis quistica
CFTR-RD: enfermedades relacionadas con la CFTR

CFTR: Gen de la Proteina Reguladora de la Conductancia Transmembranal
CFTR: Proteina Reguladora de la Conductancia Transmembranal

CRD: cuaderno de recogida de datos

DM: Diabetes Mellitus

El: esputo inducido

ENaC: canal epitelial de sodio

FB: broncoscopia flexible

FDA: Food and Drugs Agency ( Agencia americana de alimentos y farmacos)
FEV1%: volumen espiratorio forzado en el primer Segundo

FQ: Fibrosis Quistica

GA: aparato de Golgi

ICS: corticoides inhalados

Inh: inhalado

IP: insuficiencia pancreética

IV: intravenoso

LCI: indice de aclaramiento pulmonar

MCI: medida de corriente intestinal

MSSA: Staphylococcus aureus meticilin sensibles

MUC: mucina

NBC: Na*/HCOj3™ transportadores
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NBCe: actividad del intercambiador anidnico 2 y del cotransportador electrogénico Na*/HCO3~

NGS: Next Generation Sequencing (secuencia de nueva generacion)

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ORCC: canales rectificadores de sodio

PAP: proteina asociada a pacreatitis

PCL.: capa periciliar

pK: constante de disociacion

PPD: prueba de tuberculina

rENaC: receptor del canal epitelial de sodio

SSH: Suero salino hipertonico 7%

TAC: tomografia axial computarizada

TIR: tripsindgeno sérico inmunorreactivo
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2. RESUMEN

Introduccion

Los pacientes con fibrosis quistica (FQ) tienen el pH del liquido de la via aérea (ASL) mas acido,
provocando agregacion de mucina que dificulta el aclaramiento mucociliar. Los objetivos son
evaluar el pH del ASL mediante esputo inducido y analizar el efecto de la terapia con bicarbonato

nebulizado en pacientes pediatricos con FQ.
Meétodos

Ensayo clinico piloto controlado aleatorizado, desarrollado en nifios FQ de 6-18 afios, no
colonizados por pseudomonas, durante 1 afio. Primera fase: se recolectaron muestras de esputo
inducido de 17 pacientes para andlisis de pH del ASL y microbiologia. Se analizd la relacion entre
el valor de pH del ASL con el gradiente de CFTR y las caracteristicas clinicas. Sequnda fase: se
randomizaron en 2 grupos de tratamiento, BSH: bicarbonato nebulizado 8,4% + solucion salina
hipertonica 7% (SSH) y grupo SSH (terapia estandar). El tratamiento correspondiente se nebulizé
cada 12 horas durante el afio de seguimiento. Cada 2 meses se realizaron visitas de control donde
se recogieron las siguientes variables: pH ASL, cultivos de esputo, funcion pulmonar (FEV1%),
exacerbaciones, reacciones adversas, adherencia y calidad de vida. Significacion estadistica: p
<0,05.

Resultados

Primera fase: se incluyeron 17 pacientes, media de pH ASL 6.72 (0.06SD) (n=16). Se observo
correlacion significativa entre test del sudor elevado y pH ASL é&cido (R= -0.683, p=0.005).
Segunda fase: se observé un aumento del FEV1% del +5.65% en el grupo BSH, respecto a una
pérdida del FEV1% del -6.3% en el grupo SSH (p=0.13), y caida significativa de la media

exacerbaciones/afio en BSH de 2.1 pre-intervencién a 1.3 post-intervencion (p=0.01).
Discusién y conclusiones

Esta es la primera publicacion que utiliza el esputo inducido para medir pH del ASL en pacientes
pediatricos FQ y los resultados confirman que es una técnica segura y Gtil. EI pH del ASL en
nifios FQ se correlaciona con el defecto de conductancia transmembranal. Afadir bicarbonato
nebulizado disminuye significativamente las exacerbaciones/aiio, mejora el FEV1% y no supone

una carga de tratamiento para el paciente.

19



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DEL BICARBONATO NEBULIZADO EN LA VIA AEREA DE PACIENTES PEDIATRICO CON FIBROSIS QUISTICA
Amalui Vasquez Pérez

3. ABSTRACT

Introduction

Patients with cystic fibrosis (CF) have a more acidic airway liquid surface (ASL) pH, causing
mucin aggregation that hinders mucociliary clearance. The objectives are to evaluate ASL pH by
induced sputum and to analyze the effect of nebulized bicarbonate therapy in pediatric CF

patients.
Methods

Pilot randomised controlled clinical trial, conducted in CF children aged 6-18 years, not colonised
by pseudomonas, for 1 year. First phase: Induced sputum samples were collected from 17 patients
for ASL pH and microbiology analysis. The relationship between ASL pH value with CFTR
gradient and clinical features was analysed. Second phase: patients were randomised into 2
treatment groups, BSH: nebulised 8.4% bicarbonate + 7% hypertonic saline (SSH) and SSH group
(standard treatment). Treatment was nebulised every 12 hours during the 1-year follow-up. Every
2 months control visits were performed and the following variables were collected: ASL pH,
sputum cultures, lung function (FEV1%), exacerbations, adverse reactions, adherence and quality

of life. Statistical significance: p<0.05.
Results

First phase. 17 patients were included, mean ASL pH 6.72 (0.06SD) (n=16). Significant
correlation was observed between elevated sweat test and acidic ASL pH (R= -0.683, p=0.005).
Second phase: an increase in FEV1% of +5.65% was observed in the BSH group, with respect to
a loss of FEV1% of -6.3% in the SSH group (p=0.13), and a significant drop in mean

exacerbations/year in BSH from 2.1 pre-intervention to 1.3 post-intervention (p=0.01).
Discussion and conclusions

This is the first publication using induced sputum to measure ASL pH in pediatric CF patients
and the results confirm that it is a safe and useful technique. ASL pH in CF children correlates
with transmembrane conductance defect. Adding nebulized bicarbonate significantly decreases

exacerbations/year, improves FEV1% and does not impose a treatment burden on the patient.
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4. RESUM

Introduccio

Els pacients amb fibrosi quistica (FQ) tenen el pH del liquid de la via aéria (ASL) més acid,
provocant agregacio de mucina que dificulta I'aclariment mucociliar. Els objectius son avaluar el
pH de I'ASL mitjancant esput induit i analitzar I'efecte de la terapia amb bicarbonat nebulitzat a

pacients pediatrics amb FQ.
Metodes

Assaig clinic pilot controlat aleatoritzat, desenvolupat en nens FQ de 6-18 anys, no colonitzats
per pseudomones, durant 1 any. Primera fase: es van recol-lectar mostres d'esput induit de 17
pacients per a l'analisi de pH de I'ASL i la microbiologia. S'ha analitzat la relacio entre el valor
de pH de I'ASL amb el gradient de CFTR i les caracteristiques cliniques. Segona fase: es van
randomitzar en 2 grups de tractament, grup BSH: bicarbonat nebulitzat 8,4% + solucio salina
hipertonica 7% (SSH) i grup SSH (terapia estandard). EI tractament corresponent es va nebulitzar
cada 12 hores durant I'any de seguiment. Cada 2 mesos es van fer visites de control on es van
recollir les variables segiients: pH ASL, cultius d'esput, funcié pulmonar (FEV1%),

exacerbacions, reaccions adverses, adherencia i qualitat de vida. Significacio estadistica: p<0,05.
Resultats

Primera fase: es van incloure 17 pacients, mitjana de pH ASL 6.72 (0.06SD) (n=16). Es va
observar correlacio significativa entre test de la suor elevada i pH ASL acid (R=-0.683, p=0.005).
Segona fase: es va observar un augment del FEV1% del +5.65% al grup BSH, respecte a una
pérdua del FEV1% del -6.3% al grup SSH (p=0.13), i caiguda significativa de la mitjana

exacerbacions/any en BSH de 2.1 pre-intervencié a 1.3 post-intervencio (p=0.01).
Discussié i conclusions

Aquesta és la primera publicacio6 que utilitza I'esput induit per mesurar el pH de I'ASL en pacients
pediatrics FQ i els resultats confirmen que és una técnica segura i util. EI pH de I'ASL en nens
FQ es correlaciona amb el defecte de la conductancia transmembranal. Afegir bicarbonat
nebulitzat disminueix significativament les exacerbacions/any, millora el FEV1% i no suposa una

carrega de tractament per al pacient.
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5. INTRODUCCION
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5.1 HISTORIA DE LA FIBROSIS QUISTICA: LA DESVENTURA DEL “BESO SALADO”

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad citada en la historia por primera vez
alrededor del 3.000 a.C. Posteriormente en la edad media, como resultado de las antiguas
ceremonias de limpieza en los nifios, era habitual lamer la frente de los recién nacidos y
si se percibia un sabor salado, se decia que el nifio estaba embrujado (1,2). Se cree que la
primera referencia escrita aparecié en 1606 en el libro “Diez privilegios para mujeres
prefiadas” publicado por Juan Alonso y de los Ruyzes de Fontecha donde reafirman el
refran “Ay de aquel nifio que al ser besado en la frente sabe salado. El esta embrujado y
pronto morira” (3). Sin embargo, la primera descripcion anatomo-patolégica tuvo lugar
en 1595 cuando Peter Paaw realizé una autopsia a una nifia “hechizada” y desnutrida de
11 afios de edad encontrando un pancreas abultado, cirroso y de color blanco brillante (2),
hallazgo que mas adelante seria ratificado por Nils Rosen von Rosenstein, considerado
también padre de la pediatria, quien publico en 1752 el libro De Morbis Infantum, en el
que detall6 12 casos de nifios con diarrea, retraso del crecimiento, delgadez y astenia
denominando esta enfermedad “fluxus coeliacu” y observando como denominador
comun un pancreas endurecido (2). A continuacion, la primera descripcién del ileo
meconial asociado a la FQ fue documentada en 1838 por el patdlogo Carl von Rokitansky
quien describe un caso de muerte fetal con peritonitis meconial (2), pero no fue hasta
1934 cuando Dorothy Andersen describi6 los hallazgos anatomo-patolégicos y clinicos
de los pacientes FQ y los denomind “Fibrosis Quistica de Pancreas” por la presencia de
quistes y fibrosis en los tejidos (1). Siguiendo el hilo, posteriormente a Dorothy Andersen
(figura 1), el patélogo pediatrico Sydney Farber en 1945 indic6 que no solo el pancreas
estaba afectado, sino que existia una alteracion generalizada en la produccion de moco y
acuid el término “Mucovisidosis”, al afio siguiente Andersen realiz6 una serie de estudios

que concluyeron que era una enfermedad genética autosémica recesiva (4).
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Figura 1. Dorothy Anderson.

Presentando sus resultados sobre los hallazgos anatomopatoldgicos de la “Fibrosis Quistica de
Pancreas” en la reunién de la Asociacion Americana de Pediatria. Imagen tomada del New York
Presbyterian. Healthmatters.nyp.org

Tres afios después, Paul di Sant’ Agnese describe la importante pérdida salina en el sudor
de estos pacientes durante la ola de calor que azot6 a Nueva York en agosto de 1948 y
esto dio paso a Gibson y Cooke para establecer la medicion de iones mediante el test del
sudor, lo que hoy en dia continua siendo base fundamental del diagnéstico de FQ (5). Con
ello se desarrollaron una serie de estudios que llevaron al profesor Paul Quinton en la
década de los ochenta a estudiar el problema de los conductos de las glandulas sudoriparas
y a demostrar que existia una impermeabilidad al cloro que impedia que este ion fuese
reabsorbido a la sangre y provocaba que el sudor quedara en la superficie de la piel (6).
Esto, trasladado a otros epitelios, explicaria la gran viscosidad del moco de estos
pacientes. En esta misma década se pusieron en marcha los programas de cribado neonatal
a través de muestras de una gota de sangre en los recién nacidos, lo que permitio
establecer un diagndstico precoz de la enfermedad (7). Otro avance importante en la
historia de la enfermedad tuvo lugar en 1958 cuando Douglas N. Crozyer inicio la terapia
con enzimas pancredticas via oral para mejorar el estado nutricional al tiempo que D.
Andersen realizO pruebas con antibidticos inhalados para combatir las infecciones
pulmonares, siendo estas dos estrategias las que mejorarian la esperanza de vida de estos
pacientes (8). Pero no va a ser hasta 1985 cuando un grupo de investigadores coordinados
por Tsui en Toronto, Collins en Michigan y Richard en Canadd comunicaron el
descubrimiento del gen responsable de la enfermedad después de analizar la secuencia de
ADN en controles sanos y en pacientes con FQ, identificando y localizando la mutacion
responsable de FQ en el brazo largo del cromosoma humano 7, especificamente en la
region 7q 31-32. Cuatro afios mas tarde, en 1989, el ADN de la regién 7931-32 (figura
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2) pudo identificarse utilizando estrategias de “walking and jumping” pasando a llamarse
el gen de la FQ como gen regulador de la conductancia transmembrana de FQ (CFTR) y
se describio la mutacion mas frecuente de este cromosoma que es la Del508F (9,10). En
1990 el equipo de Michael J. Welsh demostré una relacion causal entre las mutaciones en
el CFTR y el defecto de transporte del ion cloro (11). En esta misma época se aprobo la
terapia con DNAsa y suero salino hipertonico como mucolitico para disminuir la
viscosidad del esputo (figura 3) (12,13). Pero el avance mas espectacular se dio en 1985
cuando Yocoub en Londres y John Wallwork en Cambridge realizaron trasplantes de
corazon y pulmon en pacientes en estadios muy avanzados de la enfermedad, logrando

supervivencias del 72% a los 2 afios (14,15).
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Figura 2. Cromosoma 7

Chromosome 7

En rojo se indica la region 7q 31-32.Imagen tomada de wikiwand.com

En los altimos afios ha habido mucha investigacion en el tratamiento de la FQ, sobretodo
en el desarrollo de las terapias génicas y moduladores de la CFTR como es el caso del
Ataluren y el Lumacaftor en 2011, el Ivacaftor en 2012, el Tezacaftor en 2017 y
Elexacaftor en 2019, todos ellos dirigidos a diferentes tipos de mutaciones especificas y
abarcando aproximadamente el 80% de la poblacion FQ, pero no solo las investigaciones
para el desarrollo de farmacos se han centrado en la CFTR si no también como puede
verse en la ilustracion 3, en terapias encaminadas a mejorar el aclarado mucociliar, entre
otras (16).
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Figura 3. Lineas de desarrollo en el tratamiento de la FQ.

Imagen obtenida de la Cystic Fibrosis Foundation, ultima actualizacion 2021.

5.2 DEFINICION

La FQ es la enfermedad genética mas comun de la raza caucasica. Es de herencia
autosémica recesiva y presenta una clinica multisistémica (enfermedad sino-pulmonar
cronica, insuficiencia pancredtica, infertilidad masculina y valores elevados de cloro en
el sudor). EIl gen CFTR, responsable de la enfermedad, se encuentra en el brazo largo
del cromosoma 7-y codifica una proteina de 1480 aminoéacidos llamada CFTR (Regulador

Transmembrana de Fibrosis Quistica) (17,18).
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5.3 EPIDEMIOLOGIA

En el mundo, alrededor de 100.000 individuos sufren de FQ (19). Las estimaciones de
incidencia de la FQ son alrededor de 1/3.000 nacidos vivos en personas de ascendencia
norte-europea con una mayor incidencia en Irlanda que alcanza 1/1.400 nacidos vivos.
También varia segun la raza y la etnia, sélo 1/ 4.000 a 1/10.000 latinoamericanos y
1/15.000 a 1/20.000 afroamericanos tienen FQ, con tasas de incidencia alin mas bajas en

personas de origen asiatico (20,21).

La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) la considera dentro de grupo de
“enfermedades raras” (incidencia < 1/10.000 habitantes), la incidencia en Catalufia segun
datos de la Asociacion Catalana de Fibrosis Quistica se maneja entorno a 1/5600 nacidos
vivos, lo que representa que cada afio nacen aproximadamente 20 nifios afectos de FQ
por lo que se considera la enfermedad rara mas frecuente. Ademas, se calcula que 1 de
cada 25- 40 individuos es portador del gen de la FQ, lo que representa 1.5-2 millones de

personas portadoras en Espafa (22).

5.4 SUPERVIVENCIA

La supervivencia de los pacientes afectados por FQ ha ido mejorando a lo largo de los
afios. Asi, la media de supervivencia en 1959 era de 6 meses y actualmente segin datos
de la Fundacion Americana de FQ (23) (figura 4) y la Fundacion Inglesa de FQ “Cystic
Fibrosis Trust” (24)( figura 5) ronda los 50 afios. Esto se debe a los avances en el
conocimiento de la fisiopatologia que ha contribuido a desarrollar programas de deteccion

neonatal, crear unidades de referencia y mejorar el cumplimiento del tratamiento.
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Median Predicted Survival Age, 1990-2021 In Five Year Increments
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5.5 GENETICA

El defecto génico esta caracterizado por la deleccion del brazo largo del cromosoma 7
(region 7931-32). Actualmente se conocen mas de 2000 variantes CFTR reportadas en la
Cystic Fibrosis Mutation Database. Entre estas variantes, se prevé que el 40% provoca la
sustitucion de un solo aminoacido, el 36% altere el procesamiento de ARN (incluidas las
variantes “non sense”, “frameshift” y “mis splicing”), el 3% implica grandes
reordenamientos de la CFTR, el 1% afecta a las regiones promotoras; el 14% parecen ser
variantes neutrales, y el efecto del 6% restante no esta claro. Las variantes de enfermedad

pueden afectar la cantidad y/o funcion de la CFTR en la membrana celular (figura 6) (25).
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Figura 6. Consecuencias moleculares de las variantes de la CFTR (25).

La cantidad de proteina CFTR presente en la membrana apical celular es producto de la cantidad
de transcripcion de RNA, de la eficiencia del empalme (splicing) de RNA, de la fraccién de la
proteina que esté correctamente plegada (folding) y de su estabilidad en la membrana celular.

Para ser considerados enfermos, los individuos deben ser portadores de dos mutaciones,
una en cada alelo. Los portadores de una mutacion en principio son individuos sanos, que
pueden transmitir la enfermedad, pero no sufrirla. La poblacion enferma de FQ se divide
en dos grupos: el grupo portador de dos mutaciones iguales (homocigotos) y el portador
de dos mutaciones diferentes (heterocigotos). Como se dijo antes, la FQ es de herencia
autosomica recesiva lo que implica que en una pareja de portadores el riesgo de padecer

la enfermedad de la FQ en su descendencia es del 25%, un 50% de los hijos seran
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portadores del gen de la FQ y un 25% restante no tendra ninguna mutacion. Las
mutaciones varian dependiendo de la distribucién geografica, la mas comin en el mundo
es la F508del y en Espafia se encuentra en el 53% de los pacientes con FQ, sin embargo,
se ha observado una frecuencia mucho mayor en el norte de la peninsula (Pais Vasco,
Asturias) donde alcanza el 70-80% (26).

El gen CFTR tiene un tamafio de 250 kilobases, comprende 27 exones y codifica una
proteina de 1480 aminoacidos llamada CFTR (Regulador Transmembrana de Fibrosis
Quistica). Su alteracion produce una falta de codificacion en el reticulo endoplasmatico
de la proteina CFTR, que conlleva un disbalance electrolitico en la membrana apical de
las células epiteliales, dando una alteracion ionica: hiposecrecion de cloro y bicarbonato
con hiperabsorcion de sodio y agua. Esta alteracion produce un aumento de la viscosidad
del moco en los diferentes tejidos que contienen dichas células, como lo son la via aérea,
el conducto pancreatico, las glandulas sudoriparas, el conducto biliar, el intestino y el

tracto reproductivo (25)

La FQ como hemos mencionado anteriormente es una enfermedad genética con una
herencia autosémica recesiva. Sus mas de 2.000 variantes producen diferentes efectos
sobre la expresién y funcion genética y proteica. Los estudios de correlacion genotipo-
fenotipo han asociado variantes graves con una forma tipica multiorganica de fibrosis
quistica, mientras que las variantes leves estan implicadas en enfermedades
monosintomaticas o de aparicion en adultos, llamadas trastornos relacionados con el

CFTR. Sin embargo, la interpretacion de variantes raras sigue siendo dificil (27).

5.5.1 CLASES DE VARIANTES BASADAS EN LA FUNCION DE LA CFTR

Hasta ahora, la clasificacion tradicional dividia las mutaciones del gen CFTR en 6 clases
de variantes. En 2016, De Boeck y Amaral (28) proponen dividir la clase I en clase |
(stop-codon) y clase VII (no transcripcion de mRNA), este cambio se debe a que, a pesar
de que en las dos clases no se alcanza produccion de proteina CFTR, la clase | puede ser
rescatada con terapia correctora, mientras que la clase VII no. Poco después, The Lancet
(29) publica una nueva propuesta de clasificacion en la que toma en cuenta los siguientes
criterios: a) asociacion con el fenotipo de mayor gravedad de la enfermedad, b)

alteraciones en el ADN, c) impacto en la alteracion de la proteina CFTR, d) alteraciones
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estructurales y funcionales de la proteina CFTR y e) disponibilidad y tipo de farmacos al
alcance para la medicina de precision. Estos son los criterios de clasificacion mas
recientes para las variantes del gen CFTR (29). Las siete clases se enumeran a

continuacion:

Clase 1A: ausencia completa de ARN mensajero, lo que impide la sintesis de CFTR.
Ejemplo de variante: 1717-1G->A.

Clase IB: variantes sin sentido o “nonsense”. Bloqueo de la sintesis de CFTR debido a la

degradacion de ARN inmaduro. Ejemplo de variante: G542X.

Clase 1I: bloqueo postraduccional. Generando péptidos anormales que quedan atrapados
en el reticulo endoplasmico donde son degradados por el sistema ubiquitina-proteosoma
(vida media de 0.5h). Ejemplo de variante: DelF508, N1303K.

Clase IlI: alteracion de la regulacion. Se generan proteinas que parecen estar
correctamente localizadas en la membrana apical, pero que no funcionan adecuadamente
como un canal ionico ya que no responden de forma adecuada al AMPc haciendo que la

apertura del canal no se produzca. Ejemplo de variante: G551D.

Clase 1V: alteracion de la conductancia. Las mutaciones se localizan en regiones del gen
que codifican para algunos de los segmentos TMs de la proteina; por ejemplo, la R117H
en la region TM2. En estos casos, aunque la regulacion del canal es adecuada, su
conductancia es anormal, lo que produce que la conduccién de iones cloro a través del

canal esté reducida. Ejemplo de variantes: R117H, R334W.

Clase V: reduccion en la sintesis de proteinas. Reducen la transcripcion y las mutaciones
puntuales que conducen a un procesamiento erréoneo del mRNA o a sustituciones de
aminoacidos. Las proteinas mutadas tienen una actividad normal tanto en regulacion
como en conductancia; sin embargo, su procesamiento postraduccional es ineficiente.
Ejemplo de variante: 3120+1G->A, 3848+10 kb C-> T.

Clase VI: descenso en la vida media de la proteina que se degrada rapidamente cuando se
encuentra en la membrana celular, con disminucion de la regulacion de otros canales
adyacentes. Ejemplo de variante: 4326 del TC (30) (figura 7).
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Figura 7. Clases de variantes de la CFTR.

A la izquierda la célula epitelial formadora de la proteina CFTR, tras formarse en el nucleo
atraviesa el reticulo endoplasmico (ER) hasta el aparato Golgi (GA) y finalmente a la membrana
plasmatica. A la derecha las diferentes clases de variantes de la CFTR (I-VI). Clase IA y IB incluye
ausencia total de mARN, mutaciones “nonsense”, “frameshift” y “splicing” que impiden la
sintesis de CFTR mediante una sefial de stop o “stop-codon”. Las mutaciones mas comunes de
clase | son G542X en los paises mediterraneos, R1162X y W1282X en judios ashkenazy. Clase Il
incluye mutaciones que causan la retencién de la proteina en el ER por mecanismos internos de
control de calidad. Esto es seguido por el sistema ubiquitina-proteosoma que degrada la
proteina defectuosa, evitando asi su trafico a la membrana plasmatica. Clase Ill las mutaciones
son compatibles con la sintesis y el trafico de CFTR a la membrana plasmatica, pero deterioran
las propiedades de conduccién y permeabilidad del canal. G551D, la tercera mutacién CFTR mas
comun, que representa entre el 4 y el 5% de las mutaciones CFTR en el mundo, estd en NBD1 en
el sitio de unidén a la ATP 2, afectando asi a la unién y la hidrdlisis ATP, y principalmente a los
cambios de conformacién posteriores a la uniéon ATP que favorecen la apertura del canal. Clase
IV mutaciones, ubicadas principalmente en los MSD, incluyendo R117H en MSD1 [M2] y R334W
0 R347P en MSD1 [M6], alteran el paso de los iones a través de la reduccidn de la conductividad
de un solo canal de CFTR. Clase V mutaciones que reducen la sintesis de proteinas. Incluyen
mutaciones que promueven empalmes alternativos con generacién de transcripciones
aberrantes de ARNm y cantidades reducidas de transcripciones normales de ARNm, asi como
mutaciones en el promotor que reducen la transcripcion genética. Clase VI desestabilizan el
CFTR en la membrana plasmatica y comprometen su vida media, ya sea favoreciendo la
eliminacion del CFTR mediante endocitosis o perjudicando su reciclaje en la membrana
plasmdtica (29).
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5.6 ESTRUCTURA Y COMPOSICION DEL SISTEMA MUCOCILIAR

La via aérea humana esta cubierta principalmente por epitelio pseudoestratificado
constituido por células ciliadas, secretoras “club”, globet y en menor numero por células
neuroendocrinas (figura 8). Las células basales, ubicadas debajo de la capa celular
epitelial, son las que se encuentran a lo largo de las vias respiratorias y sirven como

células progenitoras del resto de lineas celulares durante la reparacion (31).

Pericellular fluid layer Mucin layer
Apical surface
il

[ e—

Airway |l(}.{§' ()
epithelium \YAL 2

Figura 8. La superficie de la via aérea y la glandula submucosa que median el aclaramiento
mucociliar (31).

Las células ciliadas se identifican facilmente por sus maltiples cilios apicales y moviles
que se componen de proteinas estructurales y proteinas motoras que impulsan su batido
direccional coordinado para el aclaramiento mucociliar. La vision axial del cilio (figura
9) muestra nueve pares de microttbulos periféricos (A y B) unidos por puentes de nexina,
ademas, estan los brazos de dineina externos e internos a lo largo del tubulo A, un par
central de microtubulos aislados (C1 y C2) conectados y rodeados por una vaina central
discontinua de proteinas, y espiculas radiales, que conectan los microtubulos centrales

con los microttbulos periféricos (32).
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Figura 9. Estructura normal del cilio. Imagen cedida de la tesis doctoral “Diferencia de potencial
nasal en pacientes FQ”, Dra M.Bosque.

A: esquema de un corte axial. B: corte axial de un cilio visto por microscopia electrénica.

Aunque las funciones biomecénicas de los cilios en las células epiteliales son bien
reconocidas como un componente critico del aclaramiento mucociliar, cada vez hay mas
reconocimiento de que las células ciliadas de las vias respiratorias detectan y responden
a la estimulacion mecénica e irritante. Recientemente se demostré que los cilios del
epitelio respiratorio humano expresaban a varios receptores de sabor amargo idénticos a
los de la lengua y la nariz. Estos receptores se relacionaban con la deteccidn de diferentes
compuestos nocivos que causan un aumento en la concentracion intracelular de iones de
calcio y estimulan el aumento de la frecuencia del batido ciliar, confirmando que la via
era funcional y que este sistema servia para ayudar a las células epiteliales a impulsar el

material inhalado dafiino fuera del pulmon (33).

Las células ciliadas de la via aérea se caracterizan por un largo citoplasma y por tener
aproximadamente 200 cilios por célula. Cada cilio tiene una longitud de 5-7 um en la
traquea y 2-3 pum de longitud en la séptima generacion de la via aérea, con un diametro
de 0,25-0,33 um. La funcion principal de las células ciliadas respiratorias es mediar la
propulsion de la capa de gel de moco hacia la cabeza a través de movimientos coordinados
(figura 10). En los pulmones de individuos sanos, el moco se propulsa a una frecuencia
de ritmo ciliar de 12-15 Hz, en forma de ondas, a una velocidad de 4-20 mm/min. Durante
el batido efectivo hacia adelante, las puntas ciliares se extienden hacia arriba en la capa
de gel de moco, propulsando el moco hacia adelante. Durante el golpe de retorno lento,
los cilios retroceden y estan contenidos completamente en la capa periciliar. La longitud

normal del cilio es fundamental para un aclaramiento mucociliar eficaz (34).
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Figura 10. Papel de las células ciliadas en el aclaramiento mucociliar (34).

Las células globet y las células serosas: La region acinar de la glandula submucosa estéa
revestida por células globet y células serosas que segregan una variedad de proteinas
inmunes innatas, mucinas y electrolitos que controlan la hidratacion del moco. Las células
mioepiteliales rodean a estas células y median la secrecion de moco en respuesta a los
estimulos neuronales mediados por la estimulacion de irritantes y toxicos. Las glandulas
submucosas secretan mucinas (MUC), predominantemente MUC5B y cantidades
menores de MUCS5AC, asi como una variedad de proteinas de defensa huésped innatas y
péptidos antimicrobianos, incluyendo lisozimas, lactoferrina, b-defensinas, proteinas
tensoactivas SP-D y SP-A, y otros (35). Los productos proteicos de las glandulas
submucosas se equilibran con precision con el transporte de fluidos y electrolitos, lo que
permite la secrecion rapida y la dispersion de moco en las superficies de las vias

respiratorias y el movimiento del gel de moco mediante la actividad ciliada. (31).

El liquido de la via aérea (ASL): El moco es una mezcla compleja de mucinas, diversas
proteinas antimicrobianas, metabolitos, liquidos y electrolitos cuya abundancia y
composicion varian a lo largo del eje cefalo-caudal del pulmén en respuesta a estimulos

ambientales (36).

El ASL es, como su nombre lo indica, la pelicula delgada liquida que cubre las vias
respiratorias, la protege de la deshidratacion y facilita la rapida eliminacién de particulas
inhaladas, desechos, patdgenos y toxicos a través del transporte mucociliar. Desde un
punto de vista estructural, el ASL consta de dos capas principales: 1) la capa apical o
“capa gel” que consiste en un moco polimérico constituido principalmente por agua; y
2) una capa periciliar (PCL), también conocida como “capa sol” y que estd en contacto
directo con el epitelio (figura 10 y 11). Aunque la mayoria del ASL es agua, las

glicoproteinas grandes conocidas como mucinas constituyen una parte significativa de las
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proteinas en la capa gel. Las mucinas estan codificadas por diferentes genes MUC y las
proteinas son generalmente nombradas y numeradas en el orden de descubrimiento. En
la actualidad se conocen 21 clases de mucinas de los cuales 13 se encuentran en el tracto

respiratorio y se dividen en 3 subclases: 1) mucina secretada no polimerizada (MUC7,

MUCS); 2) mucina asociada a células de anclaje en su superficie (MUC1, MUC4,
MUC13, MUC16, MUC20, MUC21 y MUC22) y 3) mucina que forma gel (MUC?2,
MUC5AC, MUC5B, MUC19), de las cuales las mas abundantes son MUC5B y
MUCS5AC (37).

Airway
lumen
Mucus layer
(~10 pm)
PCL
(~7um)
Ciliated airway
epithelial cells Mucus cells in 5
submucosal Epithelium
gland
Submucosa Serous cells in
submucosal
gland

Figura 11. ASL y localizacién de las principales mucinas.

A: representacion esquematica general de la secrecion de moco de las células globet y las
glandulas submucosas. Se muestra la estructura propuesta de MUC5AC (verde oscuro) y MUC5B
(verde brillante). El transporte mucociliar (MCT) de patégenos y particulas inhaladas (esferas
naranjas) se muestra con una flecha azul. B: representacion esquematica de la estructura del ASL.
Se estima que la capa periciliar (PCL) tiene ~ 7 um de espesor. El grosor de la capa de moco varia
en las diferentes partes de las vias respiratorias (hasta 70 um). C: Modelo de capa gel del ASL
sobre el cepillo formado por los cilios con sus mucinas de anclaje de membrana (MUC1 =
purpura, MUC4 = azul oscuro y MUC13 =rosay MUC16 = marron), mucinas formadoras de gel
(MUC5AC = verde oscuro, MUC5B = verde brillante) y mucinas monéméricas (MUC7 = azul
claro). Las proteinas globulares y no mucinas secretadas por diferentes células e incorporadas
dentro de la malla de gel estan representadas en puntos amarillos en b) y c) (38).

Como se mencion0 anteriormente, las mucinas MUC5B y MUCS5AC son expresadas y
secretadas tanto por células globet como por células serosas de la via aérea (38,39). Los
granulos de mucina estan altamente condensados en la célula por el bajo pH y pueden
expandirse hasta 100 veces respecto a su tamafio de agregacion. Para desplegar estos
agregados, el pH tiene que aumentar, y sobretodo el calcio debe ser eliminado. Durante
la exocitosis de los granulos de mucina el bicarbonato extracelular reacciona con el calcio

formando CaCOs a la vez que eleva el pH. La formacién de CaCOs elimina rapidamente

37



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DEL BICARBONATO NEBULIZADO EN LA VIA AEREA DE PACIENTES PEDIATRICO CON FIBROSIS QUiSTICA
Amalui Vasquez Pérez

el calcio que queda libre y produce la ruptura de los agregados de mucina, que conlleva
a la expansion de dicha mucina para formar moco normal (figura 12). La mucina se
expande rapidamente durante la hidratacion y sufre cambios estructurales cuaternarios a

medida que se forman las capas de gel mucociliar (40).

Figura 12. Representacion de los granulos de mucina.
La presencia de HCO3- reacciona con el Ca2+ condensado en los granulos de mucina

produciendo CaHCO3+ que se traduce en mucina expandida. Esquema disefiado por la
doctoranda basada en la figura de Gustafsoon JK et al (41).

5.7 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA CFTR

La CFTR es una proteina compleja constituida por 1480 aminoacidos, que pertenece a la
familia de proteinas ABC. Es una proteina integral de membrana que esta formada por
dos dominios transmembranales hidrofilicos (TMD1 y TMD2) organizado en seis
segmentos (TM1-TM12), que atraviesan la membrana formando un poro que constituye
el canal de cloro (18,41). Ademas, tiene otros dos dominios que interaccionan con ATP
(NBD1 y NBDZ2) y el dominio regulador (dominio R), el cual se encuentra ausente en el
resto de las proteinas ABC (figura 13 y 14) (41). Los dominios NBD presentan secuencias

que se encuentran conservadas en las proteinas que unen e hidrolizan ATP.

Launion del ATP a NBD1 induce la apertura del canal, mientras que la unién ATP-NBD2

causa el cierre, por una fosforilacion del dominio R parcial o total; de tal manera que el
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grado de fosforilacion del dominio R, regula la actividad de apertura y cierre del canal
(figuras 13y 15) (18,42) .

Proteina CFTR

Membrana
celular

| ( NBD2),

Figura 13. Proteina CFTR.

Proteina CFTR con dos dominios trasnmembranales TMD1 y TMD?2 que atraviesan la membrana
formando el canal de cloro. Ademas, otros dos dominios NBD1 y NBD2 que interaccionan con
ATP y una tercera pieza de engranaje que es el dominio regulador R. Imagen disefiada por la
doctoranda.

Figura 14. Vision de la CFTR como proteina transmembrana. Imagen cedida de la tesis doctoral
“Diferencia de potencial nasal en pacientes FQ”, Dra M.Bosque.

La biogénesis de la CFTR comienza con su insercion en la membrana del reticulo
endoplasmatico y el plegamiento o “folding” de los dominios citosolicos, hacia la
adquisicion de una estructura nativa compacta totalmente plegada. La eficiencia de este
proceso es evaluada por el sistema de control de calidad del reticulo endoplasmico que
permite la salida de proteinas plegadas y degrada las CFTR desplegadas o mal plegadas.
Si se permite su salida del reticulo endoplasmico, la CFTR adquiere una glicosilacion en
el aparato de Golgi que la hace resistente a las proteolisis citoplasmaticas para llegar a la
membrana plasmatica donde funciona como un canal de cloro/bicarbonato regulado por

cAMP. Varias proteinas contribuyen a la regulacion de la estabilidad de la CFTR y

39



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DEL BICARBONATO NEBULIZADO EN LA VIA AEREA DE PACIENTES PEDIATRICO CON FIBROSIS QUiSTICA
Amalui Vasquez Pérez

participan en la evaluacion continua de su estructura a través de sistemas periféricos de
control de calidad. La regulacién de la biogénesis de la CFTR vy el tréfico determinan su
actividad general y contribuyen asi a la modulacion fina de la secrecién de cloro y la

hidratacion de las superficies epiteliales (43).

5.7.1 CIRCULACION DE IONES

La CFTR es uno de los canales secretores de cloro/bicarbonato dependiente de energia
mas importantes como se puede observan en las figura 15. Al ser un canal, debe
permanecer abierto a ambos lados de la membrana celular para permitir la difusion de
iones en favor de una diferencia de potencial. Sin embargo, necesita AMPc para ser
activado (44) y ademas tiene otras funciones, como la regulacion de canales enddgenos

de cloro y calcio (45).

R domain

Figura 15. Estructura de la CFTR e interaccién idnica.

Hay dos regiones TMD (TMD 1 bloques verde, TMD 2 bloques lila) unidas a membranas de seis
intervalos cada una conectadas a un dominio de union nuclear (NBD1 y NBD2) que unen ATP y
un dominio regulador (R) con muchos aminoacidos cargados. El canal se abre cuando su dominio
R esta fosforilado por la proteina quinasa Ay el ATP unido a los NBD (21).

Los iones de sodio, cloro y bicarbonato circulan a traves de la célula epitelial bronquial
mediante dos mecanismos: secrecion y absorcion. El cloro entra en la célula epitelial por
la membrana basolateral gracias a los cotransportadores, cruza la célula epitelial y se
secreta a la luz bronquial a través de la membrana apical por la CFTR que secreta cloro y
a su vez regula los canales rectificados de calcio y cloro. Los iones Na+ son absorbidos y
secretados a traves de la membrana basolateral por la bomba Na*/K*/ATPasa. El Na+ va
hacia la luz bronquial a través de espacios intercelulares (figura 16), absorbido en el

interior de la célula por el canal epitelial de sodio (ENaC). El gradiente electroquimico a
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través de la membrana apical favorece la secrecion de HCOs™, el cual se acumula
intracelularmente a través de la actividad integrada de Na*/K*/ATPasa, canales
transportadores de K*, Na*/HCOsz~ (NBC), y de los antitransportadores Na*/H* anti-
transportadores, asi como de la anhidrasa carbdnica. Asi, cuando la CFTR se abre, el
HCOgs fluye en el ASL elevando el pH y favoreciendo la actividad de las defensinas

naturales que acttan a pH bésico.

@, &
apex ORCC '
Plasma .
membrane
_ AN

Figura 16. Secrecion de cloro y reabsorcion de sodio en la membrana apical.

Se pueden observar los canales rectificadores de cloro (ORCC) y los canales epiteliales de sodio
(ENaC) (46).

5.8 FISIOPATOLOGIA DE LA FIBROSIS QUISTICA

5.8.1 DEFECTO DEL FUNCIONAMIENTO DE LA CFTR Y ALTERACION IONICA.

La mutacion del gen de la CFTR produce una proteina CFTR ausente o disfuncionante,
que conlleva a un disbalance electrolitico en la membrana apical de las células epiteliales,
produciendo una hiposecrecion de cloro y bicarbonato con una hiperabsorcion de sodio y
agua que, entre otras, es debida al canal de sodio ENaC presente en las células epiteliales
pulmonares (25). En ausencia de CFTR, el cCAMP aumenta la probabilidad de apertura de

rENaC y de otros canales rectificadores como los de cloro y calcio. Es importante destacar
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la excepcidn que representan las glandulas sudoriparas en las que la bomba esta invertida,
por lo que la activacién del CFTR da lugar a una estimulacion del transporte de Na* a
través de ENaC y su disfuncion da lugar a una disminucion de la absorcién intracelular
de sodio y cloro, por ello que los pacientes FQ pierden méas sodio por el sudor que la

poblacién general (figura 17) (21, 35).

Normal
Conditions in
Sweat Gland

CFin
Sweat Gland

Intracellular

b -
Intracellular  § cellular

8;(;

Figura 17. Funcionalidad de la CFTR.

A la derecha funcion normal de la CFTR en la glandula sudoripara. A la izquierda CFTR
disfuncionante con persistencia de Cl- y Na+ en el espacio extracelular de la glandula sudoripara.

5.8.2 PHY MOCO EN LA FQ

Como hemos dicho, el HCO3™ en la membrana apical de las células epiteliales donde se
expresa la proteina CFTR es fundamental para el control del pH del ASL y para el
mantenimiento de las caracteristicas reologicas del moco. Los granulos de mucina estan
altamente condensados en la célula por el bajo pH y pueden expandirse hasta 100 veces
respecto a su tamafio de agregacién. Para desplegar estos agregados, el pH tiene que
aumentar, y sobretodo el calcio debe ser eliminado. Durante la exocitosis de los granulos
de mucina el HCOs" extracelular reacciona con el calcio formando CaHCOs a la vez que
eleva el pH. La formacion de CaHCOs disminuye rapidamente el calcio que queda libre
y produce la ruptura de los agregados de mucina, que conlleva a la expansion de dicha
mucina para formar moco normal (figura 12)(38,40).

Las vias respiratorias de los pacientes FQ se caracterizan por un pH del ASL ligeramente
acido, aproximadamente 0,5 unidades mas bajo que el pH normal de ASL de 7,1, como
resultado de la disminucién del transporte de bicarbonato a través de CFTR mutante

(47,48). EI HCOs™ se mantiene concentrado a nivel intracelular y ya que el gradiente de
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salida para HCOs™ no se produce, lo que ocasiona una caida del pH y como consecuencia
el mantenimiento de los granulos condensados de mucina que producen un aumento de

la viscosidad y pérdida de la elasticidad del moco (42,49).

5.8.3 INFLAMACION

La inflamacidén es un trastorno presente en la FQ desde las primeras semanas de vida
incluso en nifios asintomaticos y sin colonizacion bacteriana. Actualmente, no se sabe si
la inflamacién precede a la infeccidn o viceversa. Se caracteriza por ser de predominio
neutrofilico, reconociéndose el papel de las serin-proteasas derivadas de los mismos en
la evolucion de la enfermedad temprana (50). La actividad de elastasa neutrofilica es
detectable en el lavado broncoalveolar en hasta el 30% de los lactantes y predice la
aparicion de bronquiectasias (51). La presencia de inflamacion pulmonar en prescolares

y escolares se ha asociado a peor funcion pulmonar (51) .

5.8.4 INFECCION

Por lo general, las infecciones respiratorias en los pacientes con FQ estan causadas por
bacterias como Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae y Pseudomonas
aeruginosa. S. aureus se cultiva cominmente poco después del diagnostico y en hasta
el 30% de los lactantes durante los primeros 6 meses de vida (51). Cuando se cultivan a
partir de las vias respiratorias inferiores en lactantes y nifios pequefios, estos organismos
se asocian con inflamacion pulmonar incluso en ausencia de signos o sintomas clinicos.
La prevalencia de la infeccion aumenta a lo largo de los afios (52), siendo S. aureus la
bacteria mas comun identificada por el cultivo estdndar como se puede observar en la
figura 18 (24). P. aeruginosa es el patbgeno mas importante en términos de declive
clinico y aumento de la mortalidad (53). Aunque la deteccion y erradicacion de P.
aeruginosa durante los primeros afios de vida puede prevenir la morbimortalidad
asociada con la infeccion cronica por P. aeruginosa, no parece suficiente para prevenir
el desarrollo de la enfermedad pulmonar estructural o la progresion a una peor funcion
pulmonar. En una cohorte australiana se observaron altas tasas de bronquiectasias incluso

en pacientes que habian sido tratados con terapia erradicadora anti-pseudomonas (54),
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estos datos sugieren que los cambios funcionales, estructurales e inflamatorios se
producen a pesar del tratamiento agresivo y la erradicacion de P. aeruginosa y también
antes de su deteccion a través de cultivos de vias respiratorias. Por lo tanto, es posible que
la infeccién por P. aeruginosa pueda ocurrir en aquellos que ya tienen peor enfermedad
pulmonar o susceptibilidad a la enfermedad (51). Las especies Aspergillus fumigatus y
Streptococcus pneumoniae también estan asociadas con inflamacion pulmonar en nifios
pequefios con FQ (23), pero el papel de estos organismos en el desarrollo y progresion de
la enfermedad pulmonar estructural y la disminucion de la funcién pulmonar en la FQ

sigue siendo desconocido.

40 -

Proportion of patients (%)*

Age (years)
=== Chronic Staphylococcus aureus Intermittent Staphylococcus aureus
Chronic Pseudomonas aeruginosa —— Intermittent Pseudomonas aeruginosa
~————— Burkholderia cepacia complex Methicillin—resistant S. aureus (MRSA)
e Haemophilus influenzae Nontuberculous mycobacterium (NTM)

Aspergillus
Figura 18. Prevalencia de cultivos bacterianos.

Proporcion de individuos en varios grupos de edad con cultivo positivo para las bacterias
indicadas durante 2021. Imagen cedida de la CF Trust, registro anual 2021(24).
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5.8.5 RESUMEN DE LA FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD

El resumen de la fisiopatologia se puede ver en la figura 19.

MUTACION

4

‘ ALTERACION CFTR

|

MOCO
HIPERVISCOSO

]
ALTERACION
ACLARAMIENTO
CILIAR

|
| 1

|DEFERENTE‘ ‘PULMON ‘ ‘P}iNCREAS ‘ HIGADO ‘SUDOR ‘

| | | | |

INFERTILIDAD | | INSUFICIENCIA || INSUFICIENCIA CIRROSIS | | PERDIDA

RESPIRATORIA PANCREATICA DE IONES

ENFERMEDAD SISTEMICA

Figura 19. Resumen de la fisiopatologia de la CFTR.

La mutacién del gen CFTR produce una alteracién en la proteina CFTR que conlleva a un aumento
de la viscosidad del moco y por ende empeoramiento del aclarado mucociliar. Todo esto traera
como consecuencias afectacion sistémica y dafio en los tejidos en los que se expresa la CFTR.
Infertilidad por afectaciéon del conducto deferente, insuficiencia respiratoria y pancreatica,
cirrosis hepatica y deshidratacién por pérdida salina a través del sudor. Esquema disefiado por
la doctoranda.
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5.9 MANIFESTACIONES CLINICAS

5.9.1 MANIFESTACIONES PULMONARES

Las manifestaciones clinicas pulmonares mas importantes en los pacientes con FQ son la
tos crénica y las infecciones de repeticion. Cuando la enfermedad progresa, se produce
una endobronquitis cronica, dafio estructural de las vias respiratorias, insuficiencia

respiratoria y finalmente muerte del paciente.
TOS CRONICA

Inicia en los primeros afos de vida con tos seca y dificultad respiratoria por el defecto del
aclaramiento mucociliar (26). A medida que progresa la enfermedad los sintomas
respiratorios se presentan como infecciones respiratorias recurrentes, tos cronica
productiva con expectoracion o como asma bronquial de evoluciéon térpida (26).
Finalmente en la edad adulta desarrollan bronquitis crénica progresiva y bronquiectasias,

que conlleva a una insuficiencia respiratoria (26).

EXACERBACIONES PULMONARES

La exacerbacion respiratoria puede definirse como la presencia de cambios en los
sintomas o signos con respecto al estado basal del paciente. En la mayoria de los pacientes

el deterioro respiratorio se debe al progresivo niUmero de exacerbaciones pulmonares.

Las exacerbaciones respiratorias se caracterizan por algunos de los siguientes signos y
sintomas: aumento de la tos, cambios en el volumen y en el aspecto del esputo, aparicion
de disnea, disminucion de la actividad fisica, pérdida de peso y apetito, cambios en la
auscultacion habitual, imagenes radioldgicas nuevas y, sobre todo, deterioro de la funcion

pulmonar (55).
COMPLICACIONES

Las complicaciones pulmonares mas importantes son las bronquiectasias (51), la
Aspergilosis Broncopulmonar Alérgica (ABPA) (56), la hemoptisis descrita hasta en el

60% de los pacientes (57), el neumotorax (58) y por altimo la fibrosis pulmonar.
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5.9.2 MANIFESTACIONES EXTRAPULMONARES

ENFERMEDAD NASOSINUSAL

La afectacion nasosinusal es habitual en FQ (29) ya que las exacerbaciones pulmonares
de estos pacientes se presentan en forma de sobreinfecciones sinobronquiales. Las
alteraciones viscoelasticas del moco producen un aumento de colonizacién por P.

aeruginosa, Haemophilus influenzae y anaerobios (26,59).
ALTERACIONES GASTROINTESTINALES

Las manifestaciones clinicas gastrointestinales se relacionan con el grado de afectacion
del pancreas. Los sintomas més destacados son diarrea, esteatorrea, retraso del desarrollo
y desnutricion (62, 63).

ENFERMEDAD PANCREATICA EXOCRINA

Se caracteriza fundamentalmente por la malabsorcion de grasas y vitaminas liposolubles
D, E, Ay K, generando en los pacientes con FQ malnutricion que se traduce en bajas
estaturas y peso reducido (60). Dependiendo del grado de afectacidn del pancreas, pueden

presentar complicaciones como pancreatitis aguda o insuficiencia pancreética (IP) (61).
DIABETES RELACIONADA CON LA CFTR

Los pacientes con FQ presentan un deterioro progresivo del pancreas que conduce a la
diabetes. La prevalencia de la dibetes se da en un 2% en nifios, 19% en adolescentes y

40% a 50% en adultos, aumentando conforme disminuye el nimero de células beta (62).
ILEO MECONIAL

Obstruccion intestinal localizada en la region del ileon terminal. Es la primera de las
manifestaciones que puede ofrecer la FQ y su frecuencia aumenta hasta un 30% en los
recién nacidos que tienen un hermano que a su vez tuvo ileo meconial. Lo mas frecuente
es que se produzca en las primeras 24-48 horas de vida, ocasionando la no emisién de

meconio, distension abdominal y vomitos (26,63).

SINDROME DE OBSTRUCCION INTESTINAL DISTAL (DIOS)

Es el equivalente al ileo meconial, pero se produce en edades méas avanzadas, incluso en

adolescentes y adultos, en un 20% de los pacientes con FQ (64).
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PROLAPSO RECTAL

Presente en el 3,5% de pacientes, ocurre cuando el tejido que recubre el recto se cae o

sobresale a través de la abertura anal (65).
INVAGINACION INTESTINAL

Es una enfermedad obstructiva del intestino que se produce cuando un segmento del
intestino se introduce en el interior de otro segmento intestinal vecino, suele aparecer en
nifos (66).

ALTERACION HEPATICA

Las alteraciones hepatobiliares derivan de la obstruccién de los conductos biliares por

una bilis espesa probablemente producida por la disfuncion de la proteina CFTR (67).
APARATO REPRODUCTOR
Varones

Los conductos deferentes o bien no existen o estan atréficos. Se observa asimismo
ausencia o atrofia del cuerpo y de la cola del epididimo. En un importante nimero de
casos existe una atrofia de las vesiculas seminales con azoospermia y un fluido seminal
mas acido (18,25).

Mujeres

A diferencia del hombre, la mujer con FQ no presenta anomalias en su aparato
reproductor, sin embargo, presentan una menarquia Yy pubarquia retrasada

aproximadamente 2 afios y se cree que esto se debe a la malnutricion (64).

ALTERACION OSTEOARTICULAR

Incluyen la enfermedad inflamatoria de las articulaciones, efectos sobre la densidad
mineral 6sea y disfuncién muscular. Se suele presentar en fases avanzadas de la
enfermedad y normalmente en el contexto de frecuentes y graves exacerbaciones

pulmonares. (68)
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SINDROME DE PERDIDA SALINA

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

intervencion inmediata. (69)

5.10 FORMAS CLiNICAS

La FQ se puede presentar segun la funcion y el gradiente de la CFTR de tres maneras:

5.10.1 LA FORMA CLASICA

Como ya hemos mencionado anteriormente es la que presenta los signos clinicos
caracteristicos, test del sudor >60mmol/L y 2 mutaciones clasicas. La IP no es un criterio

de forma clasica.

5.10.2 LA FORMA NO CLASICA

Son pacientes con fenotipos mas moderados que presentan clinica solo en un sistema y
que tienen pruebas del sudor normales o intermedias y una mutacion grave mas una leve,
2 mutaciones leves o 1 mutacién grave o leve acompafiado de un polimorfismo 5T.

Actualmente representan el 2% de la poblacion FQ (70).

5.10.3 LA ENFERMEDAD RELACIONADA CON LA CFTR (CFTR-RD)

Se define como una entidad clinica asociada a la disfuncién de la CFTR que no cumple
criterios diagnosticos de FQ. La clasificacion acordada por el Consenso presentado en

2008 por 35 paises tanto europeos como americanos sobre las CFTR-RD (71) es:

e Ausencia congénita bilateral de vasos deferentes (CBAVD)
e Pancreatitis cronica (PC)

e Bronquiectasias diseminadas
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5.11 DIAGNOSTICO

El diagnostico de FQ se basa en los criterios de Rosenstein (71) que se describen a
continuacion en la figura 20, en los que se debe cumplir al menos 1 criterio clinico + al

menos 1 criterio de alteracion de la CFTR:

Criterios de Rosenstein
= 1 criterios clinico + = 1 alteracion de la CFTR
Uno o mas rasgos fenotipicos Concentracién de cloro en sudor elevada
caracteristicos en 2 ocasiones*
Historia de FQ en hermanos o primos Presencia de 2 mutaciones causantes de
hermanos enfermedad
Cribado neonatal positivo Diferencia de potencial nasal anormal

Figura 20. Criterios de Rosenstein para el diagndstico de FQ (71).

* El algoritmo de test del sudor se puede observar en la figura 24.

5.11.1 CRIBADO NEONATAL

A continuacién, se detalla en la figura 21 el procedimiento de cribado neonatal para

Catalufia (72), actualizado en 2020 y que continlia vigente en la actualidad:
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Figura 21. Algoritmo de cribado neonatal de FQ en Cataluia. Imagen creada por la
doctoranda, basado en el algoritmo vigente de las unidades de FQ de Cataluiia.

5.11.2 TEST DEL SUDOR

La determinacion cuantitativa de los electrolitos en el sudor ha sido desde su introduccion
la prueba de laboratorio mas importante para confirmar o descartar la sospecha clinica de
la enfermedad. La prueba de medicion de cloro en sudor utilizando iontoforesis con

pilocarpina es el gold estandar para el diagnostico de FQ (73).

Solo dos métodos cuantitativos son aceptados por la coleccion de sudor: Gibson y Cooke
(utilizando un papel de secado) y conductividad que utiliza un tubo capilar de plastico
(dispositivo macroduct) (74). En la practica diaria se utiliza el sistema de Macroduct
Wescor®. Se toma una determinacion como cribado de la enfermedad; si el valor de CI-
es > 30 meg/L, el sudor se recoge y analiza en el laboratorio de bioquimica. Las figuras

22 y 23 muestran la técnica del macroduct para las pruebas de sudor.
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Figura 22. Colocacion de electrodos de sudoracion y microtubos en posicion.

Fotos tomadas de la Unidad de Fibrosis Quistica del Hospital Parc Tauli de Sabadell.

Figura 23. Extraccidn del sudor y lectura.

Fotos tomadas de la Unidad de Fibrosis Quistica del Hospital Parc Tauli de Sabadell.

Guias recientes publicadas por la Cystic Fibrosis Foundation (75) cambiaron el rango de
valores intermedios del test del sudor de 40-59mmol/L a 30-59mmol/L. A continuacion,
se describe el algoritmo diagnostico actual basado en el paciente con sospecha clinica de
FQ (figura 24):
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Figura 24. Algoritmo diagndstico de FQ mediante test del sudor.

Algoritmo diagnoéstico partiendo del test del sudor en pacientes con sospecha clinica de FQ.
Consenso Europeo 2006, actualmente vigente. Ante un paciente con sospecha clinica se realiza
test del sudor, si e smenor de 30mmol/L se considera FQ improbable y si es mayor de 60mmol/L
se considera posible FQ clésica y estaria indicado hacer estudio genético y enviar a una unidad
especializada en FQ. Si el resultado esta entre 30-60mmol/L se considera dudoso por lo que repite
una segunda determinacion y si es <30mmol/L se considera improbable, >60mmol/L FQ clasica
y se recomienda estudio genético y derivacion a unidad de FQ y entre 30-60mmol/L se cursara
estudio genético. Esquema creado porla doctoranda basado en el algortimo vigente de diagndstico
FQ de Catalufa.

5.11.3 DIFERENCIA DE POTENCIAL NASAL (DPN)

El epitelio ciliado respiratorio (incluido el epitelio nasal) regula la composicion de fluidos
de la superficie de las vias respiratorias mediante el transporte activo de iones sodio y
cloro. Este transporte iénico genera una diferencia de potencial transepitelial que puede
medirse in vivo, se expresa en milivoltios (mV), depende de la concentracién de los
diferentes iones y es negativa respecto a la submucosa. La submucosa de todos los
epitelios respiratorios es isoeléctrica, al igual que el tejido celular subcutaneo. Por eso es

posible tomar como valor de referencia (para establecer una diferencia de potencial
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transepitelial) cualquier tejido subcutaneo en zonas del cuerpo humano de facil acceso
(76) como se puede observar en las figuras 25 y 26. Las anormalidades del transporte
i6nico en el epitelio respiratorio de pacientes con FQ se asocian con un patron de DPN.
Un valor absoluto de DPN basal ostensiblemente elevado es patognomdnico de FQ. En
individuos sanos los valores se sitian en alrededor de -20 mV y en los enfermos afectados
de FQ son mayores de -50 mV (76, 77).
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Figura 25. Diferencia de potencial nasal (77).

Figura 26. Insercion de cateter nasal para medicion de DPN. Imagen relizada en la Unidad de
FQ del Hospital Parc Tauli de Sabadell.

5.11.4 MEDIDA DE CORRIENTE INTESTINAL (MCI)

Como la DPN, es un test de estudio de la funcionalidad de la proteina CFTR, en el
contexto de test de sudor intermedio, cuando la DPN no ha sido concluyente, por ejemplo,

en nifios no colaboradores. Las células epiteliales se obtienen mediante biopsia rectal,
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midiéndose ex-vivo la corriente transepitelial. La medicion indica el flujo ionico a través
del tejido, asi como sus cambios, tras exponerse a una serie de secretagogos (el agonista
AMPc, forskolin y el agonista del Ca, carbacol) (78).

5.11.5 EVAPORIMETRIA

La secrecion de sudor puede seguir la via colinérgica o la adrenérgica. La via adrenérgica,
esencial para la termorregulacion, se estimula durante el test de sudor y no se afecta en la
FQ, ya que el test del sudor solo refleja el defecto en la reabsorcion ductal. La via
colinérgica, de fisiopatologia no bien conocida, es dependiente de CFTR, por lo que
proporciona una evaluacion de la funcién secretora pura de la CFTR. La valoracion de la
pérdida de agua por un evaporimetro sensible permite valorar las dos vias y parece
diferenciar distintos niveles de la actividad CFTR dentro del espectro fenotipico de la FQ
(78).

5.11.6 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Mas de 2000 variantes del gen CFTR se han reportado por la “Cystic Fibrosis Mutation

Database” (http://www.genet.sickkids.on.ca/), y estas se han identificado en pacientes

con FQ, en pacientes con enfermedades relacionadas con la CFTR (CFTR-RD) y también
en individuos sanos. Por este motivo, el diagndstico molecular de la FQ se debe hacer en
3 escalones, en los que dependiendo del resultado de uno se sigue al otro. Desde un punto
de vista practico, el estudio genético comienza con una variedad de paneles capaces de
detectar las variantes mas frecuentes del gen CFTR. Son paneles que llevan alrededor de
50 variantes (figura 27), disefiados segun la experiencia del investigador, area geogréafica

o raza. Sl hay 1 variante en cada alelo ya no se continda el estudio y se diagnostica FQ.

CFTRdele2,3, E6OX, P67L, G85E, 394delTT, 621+1G>T, Y122X, R117C, R117H, 444delA,
711+1G>T, L206W, 1078delT, R334W, R347H, R347P, A455E, \V520F, 1677delTA, 1507del,
F508del, 1717-1G>A, G542X, S549R(T>G), S549N, G551D, R553X, R560T, 1811+1.6kbA>G,
1898+1G>A, 2143delT, 2184delA, 2347delG, W846X, 2789+5G>A, Q890X, 3120+1G>A,
3272-26A>G, R1066C, Y1092X(C>A), M1101K, D1152H, R1158X, R1162X, 3659deIC,
S1251N, 3849+10KbC>T, 3905insT, W1282X, N1303K, Intron 8 polyT (5T/7T/9T) y TGn
Nivel de deteccion en la poblaciéon FQ espariola 81%

Figura 27. Panel de las 50 variantes que se realizan en el cribado de Cataluiia.
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Si resultara ser portador en el panel de mutaciones mas frecuentes para la zona se debe
de realizar la secuenciacion completa del gen para encontrar la segunda mutacién en caso

de que exista (79).

5.11.7 DIAGNOSTICO PRENATAL

Cuando se aplica a parejas con riesgo de 1/4 o 1/2 de tener un hijo con FQ, la estrategia
molecular preferida para el diagnéstico prenatal es mas sencilla y consiste en la deteccion
de las variantes conocidas causantes de FQ que fueron previamente identificadas en el

caso indice o en los padres. (80).

5.11.8 DIAGNOSTICO DE INSUFICIENCIA PANCREATICA (IP)

La FQ es la causa mas frecuente de IP exocrina en la infancia, llegandose a reportar una
proporcién de 3/4 pacientes FQ afectos en mayor o menor mediad de IP. La esteatorrea
es la manifestacion clinica mas importante y es consecuencia de la falta de lipasa en la
luz intestinal, interviniendo también el pH acido en el duodeno y la alteracion de la
constante de disociacion (pK) de las sales biliares. En definitiva, la IP lleva a una
malabsorcion de grasas y proteinas, que no se aprecia hasta que la destruccion del

pancreas es mayor del 90 % (81).

El diagnostico de presuncion se realiza con los datos de la historia clinica, la observacién
de las heces y la valoracion del estado nutricional. Las pruebas mas significativas son las
pruebas de malabsorcion, que sirven para demostrar la pérdida de grasas en heces, a

continuacion, se enumeran;

1. Observacién de las caracteristicas de la materia fecal: se debe valorar el olor, el

color, la consistencia, la cantidad y la presencia de grasa.

2. Microscopia optica: Puede hacerse con una muestra aislada de heces y permite

observar la cantidad de gotas de grasa neutra, cristales de &cidos grasos, jabones

calcicos y fibras musculares sin digerir, asi como granos de almidon.

3. Elastasa fecal (EF): es una proteasa especifica, secretada por el pancreas, que

pasa a traves de todo el trayecto intestinal, sin ser absorbida ni degradada,
eliminandose por las heces. Cuando existe una IP, la elastasa se segrega en muy
escasa concentracion y por tanto, su eliminacion en heces es también escasa. Se

consideran normales valores >200mcg/g de heces (82, 83).
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4. Cuantificacion de grasa con determinacion del coeficiente de reabsorcién de

grasas (Van de Kamer): es un método cuantitativo que consiste en la

determinacion de acidos grasos en la cantidad total de materia fecal recogida
durante 72 horas. Se consideran valores normales < 2,5 g/dia de grasa en nifios y
< 5 g/dia en adultos (84).

5.12 PH DEL ASL COMO METODO DIANOSTICO DE FQ

La medicion de pH del ASL se ha descrito como otra prueba complementaria que podria
incluirse dentro del protocolo diagnéstico de la FQ. Como ya hemos comentado, la CFTR
es un canal de cloro y bicarbonato, por lo que su disfuncion produce una alteracion
hidroelectrolitica en la membrana apical de la célula epitelial que se traduce en deplecion
hidrica con hiposecrecion de cloro y bicarbonato, hiperabsorcion de sodio y caida del pH

del ASL aproximadamente 0,5 unidades respecto al valor normal de pH 7,1 (25,47,48).

Actualmente no existe una técnica estandarizada para la medicién de pH del ASL. Debido
a la complejidad técnica en la toma de muestras de ASL humano in vivo hay pocos
articulos que analicen el pH del ASL. Se han publicado 12 estudios indexados en Pubmed
escritos en inglés, frances o castellano que describen los diferentes métodos para recoger
muestras de ASL y determinar su pH. En la figura 28 se observan las técnicas empleadas,

el tipo de muestra utilizada y el valor de pH obtenido por cada método.
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Autor Revista Afio Técnica Muestra Modelo N pH
Tate et al Thorax 2002 EBC ASL Adulto 30 5.67+/-0.45
Ojjo et al Thorax 2005 EBC ASL Adulto 18 5.77
McShane et al Eur Resp ) 2003 FB ASL Nifio 5 7.1+/-0.2
SNA ASLn Nifio/Adulto 6 5.6+/-0.1
SNO ASLn Adulto 38 6.8+/-0.1
Schultz et al Nat Comm 2007 FB + BAL ASL Nifio 30 6.98+/-0.15
Alaiwa et al 1 Cystic Fib 2014 CNm ASLn Nifio 5.2+/-0.3
Pezzulo et al Nature 2013 IF de pH ASL CB Cerdo 6.94+/-0.05
Tang et al 1 Clin Invest 2016 ASL CB Cerdo 7+/-0.2
Coakley et al Proc Nat Acad 2003 ASL CB Adulto 20 7.40
Garland et al Proc Nat Acad 2013 ASL CB Adulto 6.40
Simonin et al Sci Rep 2019 ASL CB Adulto 4 7.26
Grandjean et al Medicina 2017 Tirasde pH  EE Adulto 54 6.30
Souza et al Clin Drug Inv 2020 pHmetro EE Adulto 12 7.33+/-0.36

Leyenda. EBC: aire exhalado condensado, FB: fibrobroncoscopia, BAL: lavado bronquioalveolar, SNA: sonda nasal antimonio, SNO: sonda nasal oro, ASL:
liquido de la via aérea, ASLn: liquido de la via aérea nasal, ASL CB: liquido de la via aérea de células bronquiales, CNm: catéter nasal mobidium, IF:
indicador fluorescente, EE: esputo espontanen.

Figura 28. Resumen de articulos publicados que describen el pH del ASL. Imagen diseifiada por
la doctoranda.

De todas las técnicas descritas detallaremos las 3 que son mas aplicables para determinar
el pH del ASL en pacientes con FQ, como lo son el BAL, el EBC y el esputo simple:

5.12.1 PH DEL ASL MEDIDO POR AIRE EXHALADO CONDENSADO (EBC):

Se describen dos técnicas similares en las que los autores realizaron la recogida del EBC
mediante un dispositivo que consistia en una boquilla y una valvula bidireccional sin
rentrada conectada por un tubo de polipropileno o de perfluoroalcoxi de teflén,
sumergidos en hielo picado que actuaba como camara condensadora. Los sujetos
respiraron a volumen corriente durante 10-15 minutos mientras usaban pinzas nasales, lo
que permitid la recoleccién de 1,5-2,5 ml de condensado. El pH se midié inmediatamente
con pHmetros similares (Fisher Scientific Instruments, Loughborough, Reino Unido (85).
Corning pH Microelectrode, Corning, NY, EUA (86). Los autores afirmaron que las
muestras de pH permanecen estables durante al menos 5 minutos después de la
recolecciéon. Ojoo y colaboradores (85) indicaron un valor medio de pH de los 18
pacientes adultos con FQ estable de 5,7 (4,81-6,99). Tate et al. (86) indicaron un valor
medio de pH de los 30 pacientes adultos con FQ de 5,67 +/-0,45. Los autores concluyeron
que el EBC es una técnica no invasiva y segura, que el pH medido por EBC en pacientes
FQ es més bajo que en pacientes sanos, pero que probablemente representa al pH de toda

la via aérea y no solo al pH del ASL(86).
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5.12.2 PH DE ESPUTO MEDIDO CON MUESTRA DE ESPUTO ESPONTANEO:

Souza y cols. (87) realizaron la medicion de pH mediante el medidor de pH ST2100
(OHAUS®, Parsippany, NJ, EUA) utilizando un electrodo de pH (Digimed®, Séo Paulo,
Brasil) hecho especificamente para fluidos. Se requirié un minimo de 3ml de esputo para
su procesamiento. Se tomaron muestras de esputo espontaneo de 12 pacientes adultos con
FQ. El pH del esputo observado fue de 7,33+/-0,36. En el estudio no se especifica si los
valores de pH referidos representan el pH del ASL o el pH de toda la muestra de esputo
al no constar si la medicion se hizo con la muestra centrifugada o en fresco. Grandjean y
cols. (88) realizaron la medicion del pH en el sobrenadante obtenido de la muestra de
esputo espontaneo centrifugada de 54 pacientes FQ. El pH del sobrenadante fue medido
usando tiras de pH (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) y la media del valor
de pH del sobrenadante fue de 6,3 (6,1-6,6). Los autores concluyen que sus resultados
son similares a los descritos en otros estudios tomados de cultivos celulares bronquiales

0 in vivo animales, siendo la técnica de esputo espontaneo no invasiva y reproducible.

5.12.3 PH DEL ASL MEDIDO POR BRONCOSCOPIA Y BAL:

Los autores desarrollaron una sonda de fibra Optica con un colorimetro luminiscente
sensible a pH en la punta de la sonda, incrustado en una matriz de hidrogel para evitar
que las proteinas del ASL interactien con la sonda y alteren la lectura del pH. Las
mediciones del pH se realizaron por broncoscopia directa més BAL en 30 nifios FQ (89).
La media de pH del ASL fue de 6,98 +/- 0,15. Si bien, los autores concluyen que es un

método seguro y preciso para medicion de pH, no deja de ser una técnica invasiva.

El BAL es una técnica invasiva que permite estudiar la pequefia via aérea y recoger
muestras representativas de la misma para su posterior analisis (90). La obtencion de
muestras de BAL se realiza mediante broncoscopia flexible (FB), el cual es un
procedimiento que requiere capacitacion especial para lograr la competencia y garantizar
la seguridad del paciente. Tanto la FB como el BAL se consideran técnicas seguras y bien
toleradas, pero no dejan de ser procedimientos invasivos que conllevan riesgos asociados
como sangrado, baro trauma, necesidad de intubacion prolongada, hipoxia severay / o
broncoespasmo. Las desaturaciones y epistaxis leves pueden ocurrir hasta en el 7% de los

pacientes, y un 19% adicional puede experimentar fiebre post-broncoscopia.

El BAL consiste en la instilacion de 100-400 ml de suero salino isotonico y estéril,

idealmente a temperatura corporal para evitar la broncoconstriccion inducida por frio, en
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alicuotas de 20 a 60 ml dejando el broncoscopio encajado en un segmento pulmonar.
Posteriormente, se recupera el fluido de forma moderada e intermitente. La cantidad de
fluido recuperado debe ser >40% del instilado y con <5% de células epiteliales para que
la muestra se considere valida, una vez comprobado que la muestra es representativa de
la via aérea inferior se procede a su analisis tanto histoquimico con microbioldgico, segun
sea el interés (90,91).

5.13 PH DEL ASL MEDIDO POR MUESTRA DE ESPUTO INDUCIDO (EI)

Actualmente, no existe ningun articulo publicado que use el EI para medir el pH del ASL.
La complejidad técnica en la toma de muestras de ASL humano in vivo limita los estudios
por lo que hasta ahora hay pocos trabajos que describan métodos para medicién del pH
del ASL. La variabilidad entre las técnicas utilizadas, muestras y complejidad de estas
dificulta el desarrollo de estrategias de tratamiento que, segun estos resultados, puedan,
en base a estos resultados, corregir el defecto del pH y aportar mejoras tanto en el
aclaramiento mucociliar como en la capacidad antimicrobiana innata del ASL. ElI BAL,
el EBC y el esputo espontaneo son las tres técnicas publicadas que tienen mas
aplicabilidad para medicion del pH de ASL en vida real en pacientes FQ. Sin embargo,
el BAL es una técnica invasiva, el EBC es una técnica compleja y el esputo espontaneo
es dificil de obtener en pacientes pediatricos. Desde hace mas de una década hay
publicaciones que comparan el BAL con la técnica de esputo inducido en adultos y
muestran que existe una buena concordancia entre el tipo de células recuperadas por
esputo y muestras de BAL. El esputo seleccionado es mas concentrado que el BAL, tiene
una mayor densidad de células recuperadas y niveles mas altos biomarcadores en el

sobrenadante (92).

Por lo tanto, aunque el El no este estudiado ni publicado como técnica de obtencion de
ASL para medir pH, si que es una técnica validada, no invasiva y reproducible para
obtener muestras bronquiales en pacientes con distintas afecciones pulmonares: Asma,
TBC, enfermedad intersticial, EPOC, fibrosis pulmonar, FQ (90-92). Debido a las
caracteristicas de los pacientes FQ, el esputo inducido podria ser una buena técnica de
obtencién de pH del ASL.
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El El es una prueba aceptada para recoger muestras bronquiales que se obtienen mediante
la inhalacion de alguna sustancia mucolitica. Hay que distinguirlo del expectorado o
esputo espontaneo, que es el material expulsado con la expectoracion que incluye, ademas

del esputo, secreciones nasales y orofaringeas, principalmente saliva.

Con el esputo inducido se obtiene una muestra de igual calidad que la obtenida mediante
BAL, apta para realizar la mayoria de las determinaciones conocidas: bioquimicas,
inmunoldgicas, citolégicas o microbioldgicas. Ademas, permite obtener el maximo
rendimiento al mejorar la reproducibilidad de los resultados obtenidos, al tiempo que

obtiene muestras validas en mas del 90% de sujetos que no expectoran (93, 94).

En la tabla 1 se resumen, de forma comparativa, las técnicas de esputo inducido y BAL.:

El BAL

Método no invasivo Método invasivo, se realiza mediante FB

Requiere premedicacion previa con | Requiere anestesia para el procedimiento

salbutamol inhalado

Recomendado por encima de los 6 afios, | Recomendado en todas las edades

requiere colaboracién del paciente

Muestra de esputo representativa de via | representativa de via aérea inferior

aérea inferior

Las complicaciones descritas como | Las complicaciones descritas, aunque
broncoespasmo o tos suelen ser leves infrecuentes, pueden ser  graves
(sangrado, baro trauma, necesidad de
intubacion prolongada, hipoxia severa,

broncoespasmo.

Tabla 1. Comparativa del El y BAL

Beneficios e inconvenientes del esputo inducido comparado con el lavado broncoalveolar (BAL).
FB: broncoscopia flexible. Tabla creada por la doctoranda.
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5.14 TRATAMIENTO DE LA FQ

Como se comenta en el capitulo de Epidemiologia, las Gltimas seis décadas han visto
mejoras notables en los resultados de salud para las personas con fibrosis quistica, que
una vez fue una enfermedad mortal de bebés y nifios pequefios. La aparicion y el avance
en las diferentes terapias para los pacientes FQ han significado un salto importante en la
calidad de vida de estos individuos, alcanzado en la actualidad una expectativa de vida de
alrededor de 50 afos (23).

5.14.1 TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD EXTRAPULMONAR

Enzimas pancredticas y vitaminas

La IP requiere suplementacion enzimatica para conseguir las minimas pérdidas fecales de
grasas, vitaminas ADEK, proteinas y &cidos biliares, mejorando asi la digestion y
absorcién de alimentos y vitaminas liposolubles, y minimizando los efectos secundarios

hepatobiliares y osteoarticulares (82-84).
Suplementos de sodio

La dosis recomendada de sodio es de 2mEg/kg/dia en todas las etapas de la vida y se debe
aumentar en: épocas de calor intenso, si actividad fisica importante, factores de estrés, o

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

5.14.2 TRATAMIENTOS DE LA ENFERMEDAD PULMONAR

Los pilares del tratamiento de la enfermedad pulmonar son:
v’ La prevencion y control de las infecciones pulmonares.
v El control de la inflamacion de las vias respiratorias.
v' El ejercicio y la fisioterapia respiratoria.

v" Lareduccidn de la viscoelasticidad con incremento del aclarado mucociliar.
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5.14.2.1 TERAPIA ANTIMICROBIANA

Es uno de los pilares fundamentales del tratamiento de la FQ. Dirigida a la prevencion,
erradicacion y control de la infeccion respiratoria, para retrasar la colonizacion e
inflamacion que progresa a un deterioro pulmonar y finalmente un fallo respiratorio
cronico. La monitorizacion del cultivo de esputo es importante para identificar los

microorganismos implicados y determinar su perfil de sensibilidad antibiotica. (59).

Para intentar evitar la colonizacion cronica, uno de los protocolos a implementar es la
segregacion de pacientes, que se puede realizar por distintas formas. Una es agrupando
los dias de visita por germen, otra es aislar al paciente en una consulta y que los
especialistas pasen por ella, tendiendo en cuenta que cuando el paciente finaliza la
consulta se debe hacer una limpieza con desinfeccion general de todos los utensilios e
inmuebles que se han podido utilizar. Aunque se utilice este sistema se debe tener en
cuenta el orden de visita que debe ser inverso a la gravedad del germen por el que estén

colonizados los pacientes FQ.
Tratamiento de las exacerbaciones

Las exacerbaciones se tratan segun cultivo de esputo mas gravedad de la clinicay periodo
de tiempo de persistencia del cultivo de esputo o de la recolonizacion. Cada vez se
dispone de mas antibioticos para ser administrados por via nebulizada como la colimicina,
tobramicina, aztreonam, ciprofloxacino, vancomicina, amikacina, siendo esta via mas
seguray eficaz para los tratamientos antimicrobianos prolongados y de forma crénica que
deben utilizar estos pacientes. En la actualidad, para poder administrar estos farmacos
disponemos de tres tipos de sistemas de nebulizacion: los nebulizadores ultrasénicos, los
tipos jet y los de malla vibratoria (59).

5.14.2.2 TERAPIAS ANTIINFLAMATORIAS

e El tratamiento a largo plazo con corticoides orales mostro beneficios iniciales en
la funcion pulmonar que no se mantuvieron a largo plazo (95). EI empleo de
corticoides inhalados a largo plazo no ha resultado beneficioso, por lo que su uso

debe limitarse a los pacientes con FQ y clinica de asma (96).
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e El ibuprofeno ha demostrado que ralentiza el declive de la funcion pulmonar,
sobre todo en pacientes jovenes (97). Sin embargo, su administracion a largo plazo

puede elevar el riesgo de hemorragia gastrointestinal.

e La azitromicina es un macrolido que tienen actividad inmunomoduladora. En
enfermos colonizados crénicamente por Pseudomona aeruginosa disminuyen el
numero de exacerbaciones pulmonares y consiguen una discreta mejoria de la

funcién pulmonar (98).

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

anti-proteasas, antioxidantes, inhibidores de la fosfodiesterasa, entre otros (99).

5.14.2.3 REHABILITACION RESPIRATORIA

El aclaramiento de las secreciones respiratorias es uno de los pilares fundamentales del
tratamiento de los pacientes con FQ. En 2005 la Sociedad Europea de Fibrosis Quistica
recomend6 la rehabilitacion respiratoria a todos los pacientes FQ, sin establecer
superioridad entre uno u otro tipo de terapia fisica por lo que deja libertad a los pacientes
para elegir la que mejor se adapte a sus requerimientos. Ademas, el ejercicio aerdbico es
beneficioso y debe ser incluido en la rutina de salud del enfermo. Se aconseja que la
fisioterapia respiratoria se inicie desde el diagnostico, aln en pacientes asintomaticos,
para que el nifio acepte el tratamiento como rutina diaria, ya que estd demostrado que
puede haber inflamacién en fases muy tempranas de la enfermedad. Se recomiendan 1-2

sesiones/semana, aumentando su frecuencia en las agudizaciones (59).

5.14.3 TRASPLANTE PULMONAR

La FQ es la indicacion mas frecuente de trasplante pulmonar en nifios. El trasplante
pulmonar aumenta la supervivencia de los nifios afectos de FQ con enfermedad pulmonar
grave terminal (100). Hay unos criterios y contraindicaciones para indicar este
tratamiento y difieren segun el centro receptor, ya que pueden estar sujetas a cambios
debido a por ejemplo a la disponibilidad de nuevos antibidticos y mayor experiencia

quirurgica.
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5.14.3 TERAPIAS GENICAS Y MODULADORES DE LA CFTR

Existen 2 lineas de investigacion para intentar corregir el defecto fisiopatologico de la
FQ. Una linea es desarrollar el tratamiento genético y la segunda linea es el tratamiento
modulador de la CFTR.

Tratamiento genético

Desde el descubrimiento del gen de la FQ hace mas de 30 afios, se ha hecho evidente que
encontrar una terapia efectiva para tratar toda la FQ sigue siendo un desafio. Si bien los
descubrimientos de nuevos moduladores han avanzado enormemente el tratamiento para
algunas FQ, la efectividad de estos medicamentos esta limitada a clases especificas de
mutaciones. Ahora, con los recientes avances en nuevas herramientas de edicion de genes
junto con modelos de tejido animales, surgirdn nuevos métodos precisos de orientacion
génica para tratar la FQ y conduciran a posibles terapias personalizadas efectivas (101,
102).

Moduladores de la CFTR

En la actualidad se ha desarrollado con més rapidez la linea de los moduladores y ya se
han comercializado una serie de farmacos resumidos en la figura 29, disponibles para los
pacientes afectos de FQ: Kalydeco® (Ivacaftor), Orkambi® (Lumacaftor/Ivacaftor),

Symdeko® (Tezacaftor/Ivacaftor), Trikafta® (Elexacaftor/Tezacaftor/Ivacaftor).
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Figura 29. Aproximaciones en la restauracion de la CFTR (102).

Aproximaciones en la restauracion de CFTR con moléculas pequefias, dividido por clase de
mutacion. Los acercamientos terapéuticos con estudios definitivos se muestran en cajas sélidas;
los que estan bajo investigacion se muestran en cajas punteadas. Las clases de mutacion se
describen en la tabla. Los supresores de codones de terminacion prematura se unen a las
subunidades ribosémicas (estrella verde) para permitir la expresion de proteinas de longitud
completa. Las mutaciones de clase Il pueden responder a compuestos correctores de moléculas
pequefias (circulos verdes) para restaurar defectos de plegamiento o mejorar la expresién del canal
en la membrana celular; los correctores se pueden utilizar en combinacion con potenciadores
CFTR (puntilla verde).

5.15 TRATAMIENTOS MODULADORES DE LA VISCOCIDAD DEL MOCO

Como ya hemos comentado en capitulos anteriores, el déficit de la actividad funcional de
la CFTR en la superficie de las células epiteliales de las vias aéreas conduce a una
disminucion de la secrecion de cloro y bicarbonato, asi como a una hiperabsorcion de
sodio a través del canal de sodio (eNaC). Como la membrana epitelial es altamente
permeable al agua, esta sigue de forma pasiva a la sal. Todo ello resulta en una
disminucion del volumen y el pH del ASL, colapso de los cilios, alteracion del

aclaramiento mucociliar, desnaturalizacion de defensinas que actlan a pH bésico y
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retencion de moco en las vias aéreas inferiores, por lo tanto, un apartado fundamental en
el tratamiento de la FQ lo constituyen los tratamientos mucoliticos para la obstruccion
bronquial (103).

En la figura 30 describimos los tratamientos mucoliticos que se encuentran disponibles
en la actualidad y las lineas de investigacion futuras:

Mucociliary Clearance | Learn mora »
Pre-clinica Phase One FPhase Two Phase Three To Patients

Dornase Alfa (Pulmozyme®) »
Hypertonic Saline »
Inhaled Mannitol (Bronchitol®) »

GDC-6988 (formerly

ETDOO0Z2) »

Bicarbonato
nebulizado??

Figura 30. Resumen de las lineas d etratamiento para mejorar el aclaramiento mucociliar en

FQ.

Imagen tomada de la Drug Development Pipeline, CF Foundation, actualizaciéon de 2023
(apps.cff.org) (104). Adaptado por la doctoranda.

5.15.1 DORNASA ALFA

Los cilios que revisten las vias respiratorias son responsables de movilizar continuamente
hacia arriba la pelicula delgada de moco que atrapa a diferentes invasores y particulas de
los bronquios, para su excrecién a través de la tos. Debido al moco anormalmente grueso
producido en los pulmones de un paciente con FQ, el drenaje mucociliar se afecta
perceptiblemente. Esta condicién conduce a la colonizacion microbiana, que induce la
inflamacion y la acumulacion de neutrdfilos en el area afectada. Tras la respuesta inicial,
los neutrofilos mueren por lo que se produce mas ADN altamente polimerizado en la
mucosa que engrosa aun mas la mucosa. La presencia de material de ADN en la mucosa
trae como consecuencias el taponamiento de las vias respiratorias del paciente y por ende

mayor riesgo de infeccion (105).
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La dornasa alfa escinde el ADN liberado de los neutréfilos y reduce la viscosidad mucosa,
previniendo de esta forma las infecciones de las vias respiratorias y el dafio al parénquima

pulmonar por lo que finalmente ayuda a mejorar la funcion pulmonar (figura 31).

Las dosis son: 2.5 mg inhalados una vez al dia a través del sistema nebulizador de

preferencia.

— — o C}.
(.
QQ @«
o @
La mucosidad se vuelve
Mucosidad viscosa La DNasa corta menos
por los largos los largos filamentos  viscosa y mas facil de
filamentos de ADN. de ADN expectorar

Figura 31. Esquema del mecanismo de accién de la dornasa alfa.

5.15.2 MANITOL INHALADO

El manitol es un agente osmético disponible como polvo seco con dispositivo de
inhalacion desechable, actualmente aprobado por la AEMPS a partir de los 18 afios para
el tratamiento de pacientes adultos con FQ. El efecto osmoético de la inhalacion con
manitol polvo seco cambia las propiedades viscoelasticas de las secreciones de las vias
respiratorias aumentando la hidratacion del ASL y contribuyendo a mejorar el aclarado
mucociliar y la expectoracion de las secreciones retenidas (106). La dosis recomendada
es de 400mg cada 12 horas y se recomienda el uso de un broncodilatador 5-15 minutos
antes del inicio de esta terapia para evitar el efecto secundario mas habitual que es el

broncoespasmo (107).

5.15.3 GDC-6988

Es un compuesto disefiado para aumentar la actividad de TMEM16A, un canal de cloro
que se encuentra en la superficie de las células de la via aérea. Similar al canal CFTR, el
canal TMEM16A ayuda a regular la cantidad de sal y liquidos en la superficie de la via
aérea. El aumento de la actividad de TMEM16A puede ayudar a aumentar la cantidad de

liquido dentro de las vias respiratorias para mejorar la eliminacion del moco. Actualmente
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se encuentra en fase 1 de investigaciéon y su seguridad en pacientes sanos ya ha sido
probada (104).

5.15.4 SUERO SALINO HIPERTONICO

El suero salino hipertonico al 7% (SSH) es un tratamiento estandarizado ya
comercializado, sencillo de realizar y barato, que se utiliza por via inhalada dos veces al
dia en pacientes FQ desde los 6 afios de vida en adelante. Actlia como agente osmotico
restaurando el ASL, mejorando de este modo el aclaramiento mucociliar. Su aplicacién
terapéutica proviene originalmente de Australia, a partir de médicos que trataban a
pacientes FQ y que observaron una mejora de la funcién pulmonar en los individuos FQ

que habian ido recientemente a practicar surf (59).

Se ha demostrado que el tratamiento con SSH mejora el aclaramiento mucociliar, el
volumen espiratorio forzado en el 1° segundo (FEV1%), la frecuencia de exacerbaciones,
los dias con antibidticos y la calidad de vida. Ademas, analisis recientes del indice de
aclaramiento pulmonar (LCI) y FEV1% sugieren que el tratamiento con SSH puede ser
capaz de detener la progresion de la enfermedad pulmonar leve por FQ, aunque esta
demostrado que los moduladores de CFTR mejoran los resultados en individuos con
ciertas mutaciones en el gen CFTR, el SSH es un tratamiento independiente de la

mutacion que beneficia a los pacientes con FQ sin importar el genotipo (108).

Pero el mecanismo exacto de accion del SSH no es del todo conocido. La comprension
consensuada actual es que el tratamiento genera un gradiente osmatico que atrae agua
hacia las vias respiratorias, generando un aumento del volumen del ASL, lo que mejora
las propiedades reoldgicas del moco y acelera el aclaramiento mucociliar. Se ha propuesto
que la intensidad de la respuesta al tratamiento depende de la permeabilidad al agua
mediada por acuaporina de las células epiteliales de las vias respiratorias. Sin embargo,
hay pruebas de que el SSH también puede estimular los nervios sensoriales en las vias
respiratorias, desencadenando la secrecion de ASL por las células epiteliales de la via
aerea. En las vias respiratorias de modelos murinos, el tratamiento con SSH estimula la
inflamacion neurogénica, especificamente a través de la liberacion local de mediadores
inflamatorios por vias sensoriales-eferentes. En las vias respiratorias de cerdos, el
tratamiento con SSH activa los nervios aferentes de las vias respiratorias, incluidas las

fibras Ad y C, causando la liberacién local anterdgrada, ademas del reflejo mediado por

69



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DEL BICARBONATO NEBULIZADO EN LA VIA AEREA DE PACIENTES PEDIATRICO CON FIBROSIS QUISTICA
Amalui Vasquez Pérez

el sistema nervioso central, de neurotransmisores que desencadenan la secrecion de ASL
(109).

Por este motivo, Luan en 2019 (108) disefio un ensayo con el objetivo de identificar el
papel de las neuronas de la via aérea y del epitelio en la produccién SSH-estimulada de
ASL en la traquea de cerdos FQ, y concluyen que el tratamiento nebulizado con SSH
causa la produccion de ASL con el estimulo del sistema nervioso, que acciona la secrecion
activa de ASL a través del epitelio de la via aérea. Esta via se produce junto con el efecto
osmotico del SSH que extrae agua hacia el ASL. Ademas, el SSH es detectado por las
fibras Ad y C debido al cambio en la osmolalidad y esto conlleva a la liberacién local de
neurotransmisores que estimulan la secrecion de ASL de las glandulas submucosas de las
vias respiratorias. Por ultimo, sefialan que las fibras Ad y C son mas frecuentes en las vias
respiratorias mas grandes, lo que explicaria el reciente hallazgo inesperado de que el
tratamiento con SSH tiene un efecto més fuerte sobre el aclaramiento mucociliar en las

vias respiratorias mas grandes que en las pequefias.

Respecto a sus efectos clinicos, en 2018 se publicé una revisién Cochrane (110) con el
objetivo de investigar la eficacia y tolerabilidad del tratamiento con SSH nebulizado en
pacientes con FQ en comparacion con placebo u otros tratamientos que mejoran el
aclaramiento mucociliar. Los autores concluyen que el uso regular de SSH nebulizada
por adultos y nifios mayores de 12 afios con FQ da como resultado una mejoria en la
funcion pulmonar después de cuatro semanas (baja evidencia, tres ensayos), pero esto no
se mantuvo a las 48 semanas (baja evidencia, un ensayo), ademas de una reduccion en la
frecuencia de las exacerbaciones pulmonares (aunque no se encontraron pruebas
suficientes para este resultado en nifios menores de seis afos) y puede tener un pequefio
efecto sobre la mejoria en la calidad de vida en adultos. Posteriormente en 2020 (111) la
misma revista hace una actualizacion de esta revision y afiade que si la inhalacion con
SSH se realiza antes o durante la fisioterapia respiratoria maximizan el aclaramiento
mucociliar y mejoran la percepcion de la eficacia del tratamiento, lo que ayuda a mejorar

la adherencia a la terapia.
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5.16 BICARBONATO NEBULIZADO

El bicarbonato nebulizado, aunque no esté incluido en el “Pipeline”(100, 112) de los
farmacos mucoliticos publicados por la fundacién americana de la FQ, creemos que en la

actualidad se deberia considerar como un tratamiento modulador de la reologia del moco.

Pezzulo (42) publica en 2013 un articulo que tiene como objetivo analizar los efectos del
bicarbonato nebulizado en la via aérea de los afectos de FQ. El estudio se realiz6 en ASL
de cerdos sanos y FQ, observando la colonizacién por S.aureus después de instilar
bicarbonato. Este autor concluye que la actividad bactericida era pH dependiente, ya que

a medida que se incrementaba el pH disminuian las UFC de S.aureus.

En los ultimos afios se han publicado varios articulos por Atanasova (38), Borowitz (113)
y Garnett (114), entre otros, en los cuales analizan la capacidad mucolitica del bicarbonato
nebulizado en nifios con FQ, aumentando el pH del ASL, disminuyendo tanto la
persistencia de agregados de MUC5AC como la adherencia bacteriana y mejorando asi
la capacidad bactericida mucociliar (37,113,114). Los resultados de eficacia del
bicarbonato nebulizado en pacientes con FQ son debidos a dos mecanismos: el aumento
del pH del ASL y la expansion de los granulos de mucina. Estos granulos de mucina estan
altamente condensados dentro de la célula por el bajo pH y pueden expandirse hasta 100
veces respecto a su tamafio de agregacion. El pH debe aumentar para desplegar estos
agregados Y, sobretodo, retirar el calcio. Durante la exocitosis de los granulos de mucina
el bicarbonato extracelular reacciona con el calcio formando CaCOs a la vez que eleva el
pH. La formacion de CaCOs remueve rapidamente el calcio que queda libre y produce la
ruptura de los agregados de mucina, que conlleva a la expansion de dicha mucina para
formar moco normal (figura 12) (40). Ademas, este pH acido secundario a la disfuncién
del bicarbonato en los pacientes FQ desnaturaliza algunas defensinas, que son proteinas
antimicrobianas con pH neutro o alcalino, disminuyendo asi su capacidad bactericida y
aumentando la viscosidad mucosa, lo que facilitaria el crecimiento bacteriano, por lo
tanto, la nebulizacion de bicarbonato ayuda a alcalinizar el ASL, a disminuir los efectos

del pH &cido y a normalizar las caracteristicas de la mucina en la FQ (41-45).

La nebulizacién de bicarbonato, ademas de efectiva se ha mostrado segura en varios

articulos publicados, uno de ellos publicado por Bosse en el que se analiz6 el efecto de la
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terapia con bicarbonato nebulizado en 86 pacientes intoxicados por cloro, no se
observaron efectos adversos y concluyeron que era un farmaco seguro (115).
Recientemente Souza y cols. (87) publicaron un estudio de seguridad y tolerancia del
bicarbonato nebulizado en pacientes FQ a diferentes concentraciones y concluyeron que,
tanto a 4.2% como a 8.4%, el bicarbonato nebulizado parece ser una terapia segura y bien

tolerada por los pacientes FQ.
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6. JUSTIFICACION
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El defecto fisiopatoldgico de la FQ consiste en una disminucién de la secrecién de cloro
y bicarbonato, asi como a una hiperabsorcion de sodio, lo que conlleva a un aumento de
la viscosidad del moco y a un pH del ASL maés acido (40-42). El bicarbonato y el pH del
ASL son fundamentales en la desagregacion de mucinas y en la preservacion de las
caracteristicas antimicrobianas de las defensinas de la via aérea (41). El estudio del pH
del ASL podria ser relevante en dos sentidos: el primero seria como diagnéstico de FQ
incluyendolo dentro de las pruebas complementarias y el segundo como monitorizacién
del tratamiento con inmunomoduladores valorando el gradiente de funcion de la CFTR
de forma paralela al test del sudor, ademas de estudiar la eficacia del tratamiento con

bicarbonato nebulizado.

Hay varios métodos descritos para analizar el pH del ASL, pero la mayoria son invasivos,
por lo que proponemos analizar el valor del pH del ASL medido mediante esputo inducido
(92), un método que ahora no se ha sido publicado para estudio del pH del ASL en FQ y
es un método no invasivo, seguro y equiparable a la muestra obtenida por BAL (93,94).
Por todo ello, hemos planteado un ensayo clinico piloto para analizar los valores del pH
del ASL mediante una técnica no invasiva y no explorada y para valorar los efectos del

bicarbonato nebulizado sobre la via aérea en los pacientes con FQ.
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7. HIPOTESIS GENERAL

75



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DEL BICARBONATO NEBULIZADO EN LA VIA AEREA DE PACIENTES PEDIATRICO CON FIBROSIS QUISTICA

Amalui Vasquez Pérez

v" El esputo inducido es un método seguro y eficaz para la medicién del valor de

pH del ASL en pacientes pediatricos con FQ.

v" El bicarbonato 8,4% + SSH (BSH) nebulizado aumenta el valor del pH del

ASL y muestra eficacia clinica en pacientes pediatricos FQ.
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8. OBJETIVOS
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8.1 PRINCIPALES

v’ Estudiar la eficacia de la técnica de esputo inducido para la obtencién de muestra
suficiente para realizacién de estudio ampliado de esputo (microbiologia'y pH del
ASL) en pacientes pediatricos con FQ.

v Valorar la seguridad de la técnica de esputo inducido en pacientes pediatricos con
FQ.

v Valorar la seguridad del BSH nebulizado en pacientes pediatricos con FQ.

v Valorar el efecto del BSH nebulizado sobre la condicion clinica de esta poblacion.

8.2 SECUNDARIOS

v Relacionar el valor de pH de ASL de los pacientes FQ con el gradiente de CFTR
medido por test del sudor y mutaciones de la CFTR.

v’ Evaluar la relacién entre el valor del pH del ASL con las caracteristicas clinicas
de gravedad en pacientes pediatricos con FQ.

v Comparar el valor del pH del ASL de los pacientes pediatricos FQ tratados con
BSH versus SSH.

v Comparar la adherencia de los pacientes tratados con nebulizacién de BSH versus

los pacientes tratados con nebulizacién de SSH.
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9. MATERIAL Y METODOS
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9.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se disefid un ensayo clinico piloto, aleatorizado, no ciego, controlado en pacientes

pediatricos con FQ.

En la primera fase del estudio se midi6 el pH del ASL recogido mediante EIl en toda la

poblacion incluida en el estudio.

En la segunda fase del estudio los pacientes fueron aleatorizados a recibir nebulizaciones
de bicarbonato 8,4% + SSH (grupo BSH) o tratamiento nebulizado estandar (grupo SSH)
durante 52 semanas.

9.1.1 ALEATORIZACION

La poblacion se asigné a uno de los dos grupos 1:1 mediante un procedimiento de bloques
permutados de tamafio variable (4 o 6 sujetos por bloque). La lista de aleatorizacion fue
custodiada por el Servicio de Farmacia del hospital y permanecié oculta a los
investigadores hasta la finalizacion de la aleatorizacion. La asignacion del tratamiento la
realiz6 a partir de la lista de aleatorizacion el farmacéutico responsable de la farmacia
ambulatoria del hospital, de forma que dispenso el tratamiento correspondiente al namero
de paciente que le indicd el investigador.

9.2 POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes entre 6 y 18 afios, con diagnostico de Fibrosis Quistica, no colonizados por
Pseudomona aeruginosa, atendidos en la Unidad de Fibrosis Quistica del Hospital Parc

Tauli de Sabadell, entre septiembre 2017 y marzo 2019.

En las tablas 2 y 3 se muestran los criterios de inclusion/exclusion y los criterios de
retirada del estudio.
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CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION
- Pacientes de ambos sexos con - Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia
diagndstico de FQ. - Saturacion basal de oxigeno <92% o necesidades
- FEV1>40%. de oxigeno suplementario domiciliario.

- Edad > 6 afios.y <19afios
. . - Hemoptisis masiva
- Pacientes con cultivo de esputo

. - Pacientes colonizados por pseudomonas
negativo para Pseudomonas

- Pacientes que otorguen su - Pacientes que no sean capaces de seguir las
consentimiento informado o cuyo valoraciones del estudio segtn el protocolo
representante otorgue el - Cualquier circunstancia que a criterio del médico
consentimiento  informado  a le pueda suponer un riesgo o perjuicio clinico la
participar en el estudio. participacion del paciente en el estudio 6 que

interfiera en las valoraciones del mismo.

Tabla 2. Crtiterios de inclusidén y exclusién.

CRITERIOS DE RETIRADA DEL ESTUDIO.

- Pacientes que retiren su consentimiento informado, o cuyos representantes legales o familiares
cercanos hayan retirado su consentimiento informado para participar en el estudio.

- Pacientes en los que por cualquier motivo no relacionado con la indicacién en estudio sean
necesarios interrumpir el tratamiento o sea imposible llevar a cabo las evaluaciones previstas
en las visitas de seguimiento.

- Pacientes en los que se considere que la participacion en el estudio puede suponer un perjuicio
clinico, en opinién del médico responsable del cuidado del paciente.

- La retirada del tratamiento no implicard necesariamente la retirada del seguimiento si el

paciente consiente a continuar las evaluaciones y permite la utilizacion de sus datos.

Tabla 3. Criterios de retirada del estudio.
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9.3 VARIABLES DEL ESTUDIO

9.3.1 VARIBLES DEMOGRAFICAS

v Edad: edad expresada en afios al momento de incluirse en el estudio.
Sexo: expresado en masculino o femenino de acuerdo a genotipo.

Indice de masa corporal (IMC): se calculé por la formula peso (Kg)/talla? (cm).

ANEENEEN

IMC z-score: se calculd en base a las tablas del estudio trasversal espafiol de 2010
publicado por Carrascosa et al. (116), considerado referente para obtener datos de
crecimiento adaptados a la poblacion pediatrica espafiola.

v' Mutacién y clase de mutacién: obtenido de la base de datos del registro de
pacientes FQ de la Unidad.

v' Test del sudor: valor obtenido de la historia clinica del paciente. Primera
determinacion de test del sudor realizado en la Unidad de Fibrosis Quistica del
Hospital Parc Tauli de Sabadell en el momento del diagndstico de FQ de cada
paciente. La medicion se realiz6 con el sistema de recoleccion de sudor
Macroduct® modelo 3700 SYS. Valor del cloro en sudor expresado en meq/L.

v Tripsina inmunorreactiva: primera y segunda determinacion obtenidas de la
historia clinica de cada paciente de acuerdo a los resultados derivados de la prueba
del talon realizada al nacer para despistaje de metabolopatias y enfermedades
hereditarias. Valor expresado ng/ml.

v" Vitamina A: valor recogido de las analiticas realizadas al inicio y final del estudio,
expresado en mg/L.

v Vitamina D: valor recogido de las analiticas realizadas al inicio y final del estudio,
expresado en ng/mL.

v Vitamina E: valor recogido de las analiticas realizadas al inicio y final del estudio,
expresado en mcg/mL.

v Vitamina K: valor recogido de las analiticas realizadas al inicio y final del estudio,
expresado en TPr (seg).

v" Funcién pancreatica: definido como suficiente o insuficiente, de acuerdo a la

valoracion realizada por parte del Servicio de Digestivo Pediatrico en donde se

realizaron determinaciones de elastasa fecal y test de digestion de lipidos de heces

para su posterior clasificacion.
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v Tratamiento de base: se registr6 si al inicio del estudio tenian indicado como
tratamiento de base SSH, SSH + DNAsa, ICS o0 azitromicina secuencial (
10mg/kg/dia 3 veces por semana via oral).

v Cultivo de esputo bacteriano al inicio del estudio: positivo a Staphylococcus

aureus u otros.

9.3.2 VARIABLES CLINICAS

v FEV1%: se obtuvo mediante calculos de referencia SEPAR adaptados segin
edad, talla, peso y etnia. Valor expresado en porcentaje (%) facilitado
directamente del espirémetro Sibelmed (Sibel, S.A.U, Barcelona) conectado a un
ordenador, calibrado diariamente.

v' pH del ASL: valor obtenido de la maquina de gases RAPIDPoint®500
(SIEMENS®), expresado en unidades logaritmicas de concentracion de iones
hidrégenos.

v Exacerbaciones respiratorias: se registraron el nimero de exacerbaciones el afio
previo del estudio y durante el afio de estudio. Se definieron segun la presencia de
los siguientes signos y sintomas: aumento de la tos, cambios en el volumen y en
el aspecto del esputo, aparicion de disnea, disminucion de la actividad fisica,
pérdida de peso y apetito, cambios en la auscultacion habitual, imagenes
radioldgicas nuevas y deterioro de la funcion pulmonar (55).

v Cultivo de esputo bacteriano: nimero de cultivos positivos a Staphilococcus
aureus, Pseudomona aeruginosa u otros.

v Tiempo trascurrido entre el inicio del estudio y el primer cultivo de esputo positivo
a Pseudomona aeruginosa.

v' Test de adherencia Morisky-Green: realizado en cada una de las visitas de
seguimiento. Fue valorado por el Servicio de Farmacia Hopitalaria y consta de 4

preguntas de si 0 no:

1. ¢Olvida alguna vez administrar la medicacién para tratar su
enfermedad?

2. ¢Se administra la medicacion el dia indicado?

3. Cuando se encuentra bien, ¢deja de administrarse la medicacion?

4. Sialguna vez le sienta mal, ;deja de administrarse la medicacion?
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El paciente es considerado como adherente si se responde de forma correcta a las 4

preguntas, es decir: No, si, noy no.

9.3.3 VARIABLES DE SEGURIDAD

v" Cuestionario de Tos Leicester: realizado en cada visita de seguimiento. Consta de
19 items con 7 posibles respuestas de acuerdo al grado de percepcién o afectacion
del paciente. Las posibles respuestas se repiten en todos los items y son: siempre,
casi siempre, una gran parte del tiempo, a veces, pocas veces, casi nunca, nunca.
En los diferentes items se toma en cuenta: dolor tras la tos (item 1), modificacion
del esputo (item 2), cansancio (item 3,15), exacerbaciones de tos (item 4,11),
disconfort o inquietud (item 5,6,12,13), interferencia con las actividades
cotidianas (item 7, 10), calidad de vida (item 8,19), factores desencadenantes
(item 9), otros sintomas (item 14,18), percepcion de gravedad (item 16,17). Cada
dominio tiene una puntuacion va de 3-7, cuando 3 representa mala aceptacion de
la tos en la percepcion calidad de vida y 7 representa buena aceptacion de la tos
en la percepcion calidad de vida (anexo 17.1).

v Cuestionario de calidad de vida CFQ-R: realizado en cada visita de seguimiento.
El CFQ-R consiste en 50 items estructurados en 12 dominios que se dividen, a su
vez, en 6 que valoran aspectos generales de la calidad de vida relacionada con la
salud (CVRS): capacidad fisica (8 items), limitaciones de rol (4 items), vitalidad
(4 items), percepcion de la salud (3 items), estado emocional (5 items) y
aislamiento social (6 items). Y 6 dominios que valoran aspectos especificos de la
FQ: imagen corporal (3 items), problemas con la alimentacion (3 items), carga del
tratamiento (3 items), problemas de peso (1 item), sintomas respiratorios (7 items)
y sintomas digestivos (3 items). Las puntuaciones varian de 0-100 siendo las
puntuaciones mayores las que corresponden a una mejor CVRS. Las puntuaciones
de cada dominio se calculan si se completan al menos 2/3 de las preguntas. No
existe una puntuacion total del cuestionario que integre todos los dominios (anexo
17.2).

v Reacciones adversas: se registraron en cada una de las visitas hechas durante todo
el estudio tanto para la técnica de esputo inducido como para los farmacos SSH 'y
BSH. La descripcién de la clasificacion de las reacciones adversas se desarrolld
en el apartado de “Acontecimientos Adversos”. Se registro en el cuaderno de

recogida de datos (CRD) el tipo de acontecimiento adverso y la gravedad del
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mismo. Para el anélisis de los datos se registré como acontecimiento adverso “si
0 “no” y acontecimiento adverso leve o grave, considerandose grave si requiere

la salida del estudio y tratamiento especifico para su resolucion.

9.4 TRATAMIENTO DEL ESTUDIO

9.4.1 TRATAMIENTO ACTIVO

Los pacientes aleatorizados en el grupo de tratamiento BSH, hicieron nebulizaciones de
bicarbonato sédico 1M 6ml + NaCl 20% 4ml (total 5ml de la mezcla cada 12 horas)

durante el afo de estudio.

9.4.2 TRATAMIENTO ESTANDAR

Los pacientes aleatorizados en el grupo de tratamiento SSH, hicieron nebulizaciones de
agua para inyeccion (API) 6.5ml + NaCl 20% 3.5ml (total 5ml de la mezcla cada 12 horas)
durante el afio de estudio.

9.5 CIEGO DEL ESTUDIO

El equipo investigador de pediatria no tuvo acceso a la lista de aleatorizacion, pero una
vez aleatorizado el paciente, tanto el investigador como el personal de farmacia, conocio

el grupo de tratamiento al que pertenecia.
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9.6 INTERVENCION DEL ESTUDIO

9.6.1 PRIMERA FASE: ESPUTO INDUCIDO (El)

Se realiz6 El a todos los pacientes incluidos en el estudio en la visita inicial y durante las

visitas de seguimiento para medicion de pH del ASL y cultivo de esputo.
PREPARACION PREVIA

No se requiere una preparacion previa del paciente para la técnica de esputo inducido,
pero si es obligatorio antes de iniciar el procedimiento realizar una espirometria forzada
y comprobar que el FEV1% es superior al 75%. Si no, estaria contraindicado realizar la

técnica.

Antes de cada induccion de esputo se debe premedicar con salbutamol inhalado 4 puff

con camara.

EQUIPO

- Nebulizador ultrasonico: débito aproximado de 1 ml/min. Marca Omron®, NE
uo7

- Espirometro de la marca Sibelmed (Sibel, S.A.U, Barcelona) y equipo de
calibracion (estacion meteorologica) y jeringa de 3 litros para su calibracion
diaria.

- Toma de oxigeno.

- Equipo o carro de resucitacion cardio-respiratoria.

- Cronometro o reloj minutero.

- Nevera para la conservacion de la solucién salina y de las muestras.

FUNGIBLES

- Cémara de inhalacion volumatic®.

- Jeringas de 10 ml.

- Frascos para la recepcion del esputo.

- Vasos desechables y agua para el enjuague bucal.

- Caja de pafiuelos de papel.
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FARMACOS

- NaCl al 20%.
- Agua destilada o bidestilada esteril.

- Inhalador agonista 2-adrenérgico (salbutamol).

DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Para la obtencion de EI se siguio la metodologia Belda (92) inhalando solucién salina
hipertonica al 4,5% durante 7 min y repitiendo de 3 a 5 veces (dependiendo de la calidad
y la cantidad de la muestra obtenida) a traves de una boquilla sin valvula ni pinza nasal.
Antes de iniciar el procedimiento se pidi6 a los sujetos que se sonaran la nariz, se
enjuagaran la boca y tragaran agua para minimizar la contaminacion por goteo posnasal
y saliva. Después de la tercera nebulizacion, se les indicd que expectoraran en un
recipiente estéril. La muestra obtenida se dividio en 2 contenedores: uno para Anatomia
Patoldgica (pH del ASL) y otro para Microbiologia (cultivo de esputo bacteriano y

fungico).

Después de cada induccion de EI se les observo y se les pregunté sobre las variables de

seguridad descritas en el apartado 9.3.3 Variables de seguridad.
Procesamiento y andlisis de la muestra

En Anatomia Patoldgica, las porciones del esputo que eran densas, diferentes de la saliva
y que estaban libres de contaminacion de células escamosas (<20 células
epiteliales/campo) vistas bajo un microscopio invertido se separaron de la muestra total,
se comprob6 que el peso fuera mayor de 100mg, se depositd la muestra seleccionada
sobre un tubo y se afiadid un volumen de solucion ditiotreitol (DTT) igual a 4 veces el
peso del esputo. Se agitd la mezcla y después se colocd en un banco mecedor durante 10
minutos. Se afiadio un volumen de PBS (solucion salina tamponada con fosfatos) igual al
de la solucidn de trabajo de DTT empleada. La suspension resultante se filtré a través de
una gasa de nylon de 48 micras, cetrifugdndose a continuaciéon durante 10 minutos a
2500rpm para obtener un sedimento y sobrenadante. La parte liquida (ASL) se colocé en
una jeringa de 1cc, y en un plazo no mayor de 5 minutos se midio el pH del ASL en la
méquina de gases RAPIDPoint®500 (SIEMENS®).
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9.6.2 SEGUNDA FASE: BICARBONATO (BSH) VERSUS SUERO SALINO
HIPERTONICO (SSH)

Todos los pacientes incluidos en el estudio se aleatorizaron a recibir SSH o BSH.

Se prepararon en farmacia los kits de los grupos SSH y BSH con el contenido de las

soluciones para nebulizacién que se entregaban mensualmente.

El kit del grupo BSH estuvo conformado por 30 ampollas de NaCl 20% + 30 ampollas de
Bicarbonato sédico 1M + 30 jeringas de 10ml + 30 agujas + hoja de informacién al

paciente (anexo 17.3).

El kit del grupo SSH estuvo conformado por 30 ampollas de NaCl 20% + 30 ampollas
API + 30 jeringas de 5ml + 30 agujas + hoja de informacion al paciente (anexo 17.4).

Una vez finalizada la técnica de esputo inducido se indic6 al paciente que farmaco
recibiria y se instruyd sobre la técnica de preparacion de la solucion y la técnica de
nebulizacion que se indicd realizar cada 12 horas. Desde la consulta de Atencion
Farmacéutica hospitalaria se les explicd como realizar la preparacién de las soluciones.
También se informd de la conservacion de las mismas sobre posibles efectos secundarios
y la importancia de una adecuada adherencia al tratamiento, suministrandoles todo el
material necesario para poder hacer la nebulizacion en domicilio y entregandoles la
informacion por escrito para reforzar la educacion al paciente. Después se procedio a la

primera administracion del farmaco asignado, bajo supervision médica.

9.7 PLAN DE TRABAJO

Entre septiembre del 2017 y marzo del 2019, a los pacientes pediatricos con FQ atendidos
en la Unidad de FQ del hospital Parc Tauli de Sabadell, que cumplian todos los criterios
de inclusion y ninguno de exclusion, se les informo sobre el estudio tanto a ellos como a
sus padres o tutores legales. A parte de explicar el estudio verbalmente con un lenguaje
compresible y adecuado a cada uno de ellos, se les entregd una hoja informativa sobre el
ensayo clinico (Anexo 17.5). Una vez aceptaban participar en el estudio, se revisé los

criterios de inclusion y exclusion, firmaron el consentimiento informado adaptado por
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edad (Anexo 17.6) y se fijé una cita para cada paciente que correspondia a la VO donde
se realizo la aleatorizacién asignando a cada paciente su grupo de tratamiento (BSH o
SSH) Posteriormente, se realizé revision de la histéria clinica, examen fisico con peso,
talla e IMC, espirometria forzada, EI para medicion de pH del ASL, cultivo bacteriano y
fangico. Después de cada induccion del esputo se les observo y se les pregunto sobre las
variables de seguridad. Una vez finalizada la técnica de esputo inducido se indicé al
paciente que farmaco recibiria y se instruyo sobre la técnica de preparacion de la solucion
y la técnica de nebulizacion que se indico realizar cada 12 horas. Seguidamente, una vez
respondidas las dudas de los pacientes sobre la metodologia del tratamiento se procedio

a la primera administracion del f&rmaco bajo supervicion médica.

Cada 2 meses durante 1 afio se realizaron visitas de seguimiento con controles de:
exploracién fisica, BMI z-score, esputo inducido para medir el valor de pH del ASL y
cultivo, espirometria, test de calidad de vida CFQ-R, Cuestionario de tos Laicester y Test
de adherencia de Morinsky. También se registraron las exacerbaciones respiratorias
definidas como: deterioro respiratorio con aumento de la tos, cambios en el volumen y en
el aspecto del esputo, aparicion de disnea, disminucion de la actividad fisica, pérdida de
peso Yy apetito, cambios en la auscultacion habitual, imagenes radioldgicas nuevas y, sobre
todo, deterioro de la funcién pulmonar (55). En cada visita de seguimiento se anotaron
las reacciones adversas de los tratamientos. En la figura 32 se resume el plan de trabajo

del estudio.
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Evaluaciones e Vo vi v2 v3 va Vs V6

intervenciones (inicial) (2 meses) (4 meses) (6 meses) (8 meses) (10 meses) (12 meses)
Criterios de X
inclusion/exclusion
Consentimiento X
informado
Aleatorizacion X
Entrega kits de X X X X X X
tratamiento
Revision de historia X X X X X X X
clinica
Tratamiento de base X X X X X X X
Exacerbaciones X X X X X X X
El X X X X X X X
pH ASL X X X X X X X
Cultivo de esputo X X X X X X X
Espirometria X X X X X X X
Examen fisico: peso, X X X X X X X
talla, IMC
CFQ-R X X X X X X X
Leicester X X X X X X X
Adherencia X X X X X X
Reacciones adversas X X X X X X X
Visita final y cierre del X
estudio

Figura 32. Organigrama del plan de trabajo.

9.8 ACONTECIMIENTOS ADVERSOS

El acontecimiento adverso (AA) se defini6 como cualquier suceso perjudicial en el
paciente al que se le administro un tratamiento durante la realizacion del ensayo clinico.
Un AA puede ser cualquier signo, sintoma o enfermedad adversa y no intencionada que

aparece 0 empeoray gue se asocia temporalmente con la investigacion.
El AA puede ser cualquiera de los siguientes:

e Una nueva enfermedad.
e Una exacerbacion de un signo o un sintoma de la condicion subyacente en

tratamiento o de una enfermedad concomitante.
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e No relacionado con la participacion en el ensayo clinico o un efecto del
tratamiento en estudio o el tratamiento comparador.

e Una combinacion de una o mas de las anteriores.

El término ‘“acontecimiento adverso” no implica relacion causal con el tratamiento en
estudio. La exacerbacion de una condicién/enfermedad preexistente se define como
ocurrencia mas frecuente o como un incremento de la gravedad de la condicion pre-
existente/enfermedad durante el estudio. Los procedimientos invasivos o la cirugia
programada o electiva para las condiciones pre-existentes que no han empeorado no
constituyen AAs. Sin embargo, cualquier complicacidn que aparezca durante una cirugia
planeada o electiva constituye un AA (si el efecto cumple el criterio de gravedad, como
una prolongacion de la hospitalizacion, se considerara un acontecimiento adverso grave

0 AAG). Las condiciones que motivan cirugia no planificada se considerarian AAs.

Cuando el AA aparecid tras obtener el consentimiento informado por escrito, pero antes
de la primera intervencion relacionada con el estudio o antes de iniciar el tratamiento en
estudio, el AA se consideré como un AA previo al tratamiento. Solo se registraron los
AA previos al tratamiento que fueron graves y se consideraron relacionados con los

procedimientos del estudio.

El AA que apareci6 durante el periodo que va desde que el paciente recibié su primera
intervencién o inicio tratamiento del estudio hasta su salida del estudio se consideré como

un AA posterior al tratamiento; se recogieron todos los AAs posteriores al tratamiento.

REGISTRO DE LOS AA

Durante el estudio, se monitorizé a los pacientes para detectar AA. Durante el estudio, el
investigador interrogd al paciente acerca de la aparicion de acontecimientos indeseados
que pudieron haber ocurrido desde que se le preguntd la vez anterior y anotd cualquier

tratamiento concomitante.

Las condiciones previas que empeoraron durante el estudio se registraron como AAsS.
Pudiendo convertirse en AAGs si cumplian uno de los criterios de gravedad descritos mas

adelante.

El investigador registro todos los AA en la pagina de AAs del CRD.
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INTENSIDAD DE LOS AA

Un aco

ntecimiento intenso puede tener una importancia médica relativamente menor,

como una cefalea muy intensa. Esto no es lo mismo que cuando hablamos de un AA

grave. El término “grave” sirve como guia para definir las obligaciones regulatorias de

comuni

cacion. La intensidad de los AAs se asigno siguiendo las definiciones siguientes:

Leve: El paciente es consciente de los sintomas, pero son tolerados facilmente o
no precisan ningun tratamiento especifico.

Moderado: El paciente presenta una molestia que interfiere con su actividad
habitual, y/o la condicién precisa tratamiento especifico.

Intenso: EIl paciente estd incapacitado para el trabajo o para realizar sus
actividades habituales, y/o el acontecimiento requiere medidas terapéuticas

significativas.

VALORACION DE LA CAUSALIDAD

La relacion del acontecimiento con la intervenciéon o tratamiento del estudio fué

determi

nada por el investigador siguiendo los siguientes criterios:

No valorable: No se puede juzgar el acontecimiento porque la informacién es
insuficiente o contradictoria y no puede ser completada o verificada.

No relacionado: El acontecimiento lo mas probable es que esté producido por
otros factores como la condicion clinica del paciente, enfermedades intercurrentes
o farmacos concomitantes y no sigue un patron de respuesta conocido para el
tratamiento del estudio o la relacion temporal del acontecimiento con la
administracion del tratamiento del estudio hace la relacion causal improbable.
Posiblemente relacionado: El acontecimiento sigue una secuencia temporal
razonable desde el tiempo de administracion de la medicacidn y/o sigue un patron
de respuesta al tratamiento del estudio conocido, pero podria haber sido producido
por otros factores como la condicion clinica del paciente, enfermedades
intercurrentes o tratamientos concomitantes.

Probablemente relacionado: El acontecimiento sigue una secuencia temporal
desde el momento de la administracion del farmaco, y/o sigue un patron de

respuesta conocido para el estudio y no puede explicarse razonablemente por
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factores como la condicién clinica del paciente, enfermedades intercurrentes o

tratamientos concomitantes.

OTRAS VARIABLES DE LOS AA

Las medidas tomadas se clasificaron como ninguna, interrupcion del tratamiento del
estudio, modificacion de la dosis, necesidad de medicacion concomitante, necesidad de

procedimientos u otros.

El resultado del acontecimiento en el momento de la resolucién o en el momento del
altimo seguimiento se registré como acontecimiento resuelto, resuelto con secuelas, en

Curso o muerte.

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS GRAVES

Fué responsabilidad del investigador determinar la gravedad de un AA. Un AAG es
cualquier AA que aparece a cualquier dosis y que presenta alguno de las siguientes

caracteristicas detalladas en la figura 33:

Causa la muerte.

Conlleva un riesgo para la vida (referido a cualquier AA que, tal como ocurre, pone al paciente en riesgo
de muerte inmediata; no se refiere a un AA que hipotéticamente podria haber causado la muerte si

hubiera sido més intenso).

Requiere hospitalizacién o la prolonga (nota: esto no incluye hospitalizacion debida a una condicion

preexistente que no haya incrementado su gravedad).

Causa una discapacidad/incapacidad persistente o significativa.

Constituye una anomalia congénita/defecto de nacimiento en el hijo del paciente.

Es importante desde el punto de vista médico: un AA importante desde el punto de vista médico es un
acontecimiento médico que puede no conllevar en si mismo un riesgo para la vida, o causar la muerte o
requerir hospitalizacion, pero puede poner en riesgo al paciente o requiere una intervencidn para prevenir

que una de las situaciones mencionadas anteriormente.

Figura 33. Caracteristicas de los acontecimientos adversos graves.
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ACONTECIMIENTOS INESPERADOS

Una reaccidn adversa inesperada es una reaccion adversa, de naturaleza o severidad no
consistente con la informacion del producto existente hasta el momento (p.ej. ficha

técnica para un producto autorizado).

En caso de reaccion adversa grave, y para valorar la necesidad potencial de comunicacién

urgente, se realiz6 una valoracion de si la reaccion era esperada o no.

TIPO Y DURACION DEL SEGUIMIENTO DE LOS SUJETOS DESPUES DE LOS AA

Todos los AAs (tanto los graves como los no graves) se documentaron y seguieron hasta
su resolucién o estabilizacion o hasta agotar todos los intentos para determinar su
resolucion. El investigador pidié segln su criterio todas las pruebas complementarias

necesarias para monitorizar la resolucion de dichos acontecimientos.

Los AAs no relacionados con el tratamiento estudiado o el protocolo, no requirieron
seguimiento médico posterior por parte del investigador. El investigador siguié las
sospechas de reacciones adversas, al menos posiblemente relacionadas con el tratamiento
del estudio o con la participacion en él, hasta la desaparicion o la estabilizacion de los

sintomas.

RETIRADAS POR MOTIVO DE AA

El investigador siguié a los pacientes retirados del estudio debido a un AA, ya sea grave
0 no, hasta que se determiné el resultado clinico del AA. Cualquier paciente que

experimentara un AA podia retirarse del estudio en cualquier momento.

COMUNICACION DE AAG Y REACCION ADVERSA GRAVE

El investigador comunicé al responsable de farmacovigilancia todos los AAGs
inmediatamente tras tener conocimiento del acontecimiento y este hizo registro detallado
de todos los AAGs que fueron comunicados por el investigador. Todos los AAGs fueron
seguidos hasta su resolucion, con documentacion proporcionada en un formulario de

seguimiento de AAG.
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Aquellos AAGs calificados como sospechas de reaccion adversa grave se comunicaron a
las agencias reguladoras y los comités éticos concernidos de acuerdo con los

requerimientos de comunicacién de las normativas vigentes.

9.9 GESTION DE DATOS

CDR

Por cada paciente incluido en el estudio se cumplimenté un CRD (anexo 17.7) . Esto fue
de aplicacion también para los pacientes que no finalizaron el seguimiento completo
previsto en el ensayo. No se identificaron a los sujetos mediante el nombre o las iniciales
en el CRD ni en ningun documento del ensayo. La Unica identificacion aceptable que
aparecio en el CRD o en otros documentos fue el nUmero exclusivo de identificacion del
sujeto. El investigador conservé la informacion de contacto de todos los participantes,

para que, si fuera necesario, pudiera contactarlo rapidamente.
Todos los CRD los relleno personal autorizado.

El investigador conservo los registros y datos durante el ensayo en cumplimiento de todas
las disposiciones legales y reglamentarias vigentes. Todos los datos estuvieron

respaldados por documentos originales en el centro de ensayo.

Los CRDs se rellenaron después de haberse realizado la evaluacién. Todas las fechas que
aparecieron en los CRDs referentes a pruebas analiticas, cultivos y otros datos
coincidieron con las fechas en las que se obtuvieron las muestras o se realizaron los

procedimientos.

BASE DE DATOS DEL ESTUDIO

Para facilitar el analisis estadistico, se cre6 una base de datos informatizada con la
integridad de los datos de los CRD, y se cred una réplica exacta de la informacion

contenida en ellos.

Se realizd un plan de gestion de datos antes del inicio de la definicion de la base de datos
en el que se detallo el proceso de introduccion y los controles de errores y consistencia

que se realizaron sobre los datos grabados. Se generd un diccionario de variables en el
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que se detallo la correspondencia entre los datos contenidos en el CRD vy las variables de
la base de datos, asi como las codificaciones empleadas y el significado de los valores

grabados.

En caso de inconsistencias o errores en los datos, se generaron solicitudes de aclaracion
destinadas a los investigadores para su verificacién o correccion, que se trataron de

manera equivalente a los CRDs.

El acceso a la base de datos estuvo restringido al Gestor de datos (disefio, entrada y
depuracion de datos) y al personal encargado de la transcripcion de datos (entrada de
datos).

Previamente a la declaracion de base de datos definitiva se realiz6 una comprobacion de
la consistencia de los valores de los criterios de inclusion / no inclusion, de las
evaluaciones clinicas, de los resultados de exploraciones complementarias, de las fechas
de visita, del cumplimiento, de la medicacion recibida, de los acontecimientos adversos,

de la informacién sobre abandonos y de la evaluacion de eficacia.

Se declar6 una base de datos definitiva que se registré con firmay fecha. Se conservaron
dos copias protegidas contra escritura de la misma, y se generaron listados en papel de
las variables contenidas en la base de datos para su archivo. La base de datos definitiva

se destind al analisis estadistico.

CONTROL DE CALIDAD Y GARANTIA DE CALIDAD

Se realizé la monitorizacion de los datos recogidos y de la conduccion del estudio por
parte de personal designado por el promotor y especialmente entrenado en las normas de

Buena Préctica Clinica.

El monitor del estudio tuvo acceso a los datos originales y documentos fuente del estudio

para verificarlos.

El estudio podia ser revisado y auditado a instancias del promotor, del centro donde se

realizé la investigacion y por las autoridades sanitarias que asi lo requirieran.

En caso de realizar una auditoria del estudio, los auditores que la realizaran y las
autoridades sanitarias que pudieran requerirlo para efectos reguladores del estudio podian

acceder a los datos del paciente.
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MANTENIMIENTO DE REGISTRO Y ARCHIVOS

DOCUMENTOS ESENCIALES Y ARCHIVO DEL ESTUDIO

Toda la documentacion esencial del ensayo clinico fue archivada en un archivo maestro
del estudio, cuya conservacion segura e integra se asegur6 por el tiempo requerido segun
la legislacion vigente y a disposicion de la autoridad que lo solicite. Esta documentacion

incluye:

v Protocolo de trabajo (version definitiva) y enmiendas.

v" Modelos de todas las versiones empleadas de hoja de informacién y formulario
de consentimiento informado

Dictamenes del CEIC (anexo 17.8)

Autorizaciones de la AEMPS (Agencia Espafiola de Medicina y Productos

AN

Sanitarios) (anexo 17.9)

Curriculum vitae de todo el personal participante en el estudio

Lista de asignacion aleatoria y codigos de asignacion de tratamientos
Cuadernos de Recogida de Datos individuales (anexo 17.7)
Documentacidn relativa a los procedimientos de monitorizacién del estudio.
Documentacion de la base de datos del estudio y base de datos definitiva.
Documentacion de la gestion de datos y solicitudes de aclaraciones.
Anélisis estadistico.

Notificaciones de Acontecimientos Adversos.

Informe final.

Certificados de auditorias si las hubiera.

Financiacion del estudio y pagos.

NSRS N N NN

Correspondencia relevante del estudio.

9.10 CONFIDENCIALIDAD DE LOS DATOS

El investigador aseguré el derecho a la intimidad de los pacientes y protegio su identidad
frente a terceras partes no autorizadas. EI monitor del estudio pudo tener acceso a la
identidad y datos del paciente en relacion con los procedimientos de monitorizacion del

estudio.
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El investigador mantuvo actualizada una lista de identificacién de pacientes con la
correspondencia entre el nombre, nimero de historia clinica y el nimero o cédigo de
identificacion del paciente para el ensayo clinico, que conservd junto con los formularios
de consentimiento informado de los pacientes en un archivo Gnico en el centro. No consto
el nombre completo del paciente en ningun otro apartado de los cuadernos de recogida de
datos o documentacién del estudio. Al final del estudio una copia de dicha lista en la que

se ocultaron los nombres de los pacientes se incluyo en el archivo maestro del estudio.

Todos los participantes en este proyecto de investigacion se comprometieron
expresamente a no divulgar la identidad de los enfermos tratados y a respetar las reglas
de la confidencialidad referente a los datos e informacion a los que tienen acceso al

participar en el ensayo.

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

Proteccion de Datos de Caracter Personal.

9.11 ANALISIS ESTADISTICO

Para la recogida de datos se utilizo el software de Microsoft® Excel for Mac version
16.73 (23051401), licencia 2019. Para el anélisis estadistico se utilizo el software IBM®
SPSS Statistics version 28.0.1.1 (15).

La descripcion de las variables cualitativas se realizé utilizando frecuencias absolutas y
porcentajes. Las variables normalmente distribuidas se reportaron como media y
desviacion estandar y para la variable no distribuida normalmente como la mediana,

minima y maxima. No se realiz6 imputacién ante datos perdidos.

Para la comparacion de variables qualitativas entre se utilizé test de Chi-cuadrado/exacto
de Fisher. Se utilizé la prueba t de student para muestras independientes para comparar
las variables quantitativas basales y t de Student para datos apareados para la comparacion

de la evolucidn de variables quantitativas entre los grupos en diferentes puntos de tiempo.
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Para el analisis de correlacion entre diferentes variables se calcularon los coeficientes de

correlacion de Pearson.

La significacién estadistica fue considerada en un corte de p <0,05.

9.12 FINANCIACION Y SEGUROS

Ninguna empresa particular financid el estudio.

Los fondos para desarrollar el proyecto se han conseguido a través de la beca de la
Fundacion Parc Tauli (3000€) (anexo 17.10) y beca del Colegio de Farmaceuticos de
Barcelona (6000€) (anexo 17.11).

Seguro

El promotor dispuso de un seguro contratado que cubri6 los conceptos y compensaciones
establecidos en el Real Decreto 1090/2015 de 4 de diciembre, por el que se regulan los

ensayos clinicos con medicamentos.

9.13 ETICA

Este estudio se llevo a cabo respetando estrictamente los principios éticos de la
investigacion biomédica y la legislacion vigente en Espafia. Todo el personal participante
en el presente estudio se comprometié a seguir, durante la realizacion del mismo, las
Normas de Buena Practica Clinica de la Conferencia Internacional de Armonizacion
(ICH). Previamente, se obtuvo la aprobacion del Comité de Etica de Investigacion (CEI)
del Parc Tauli (Anexo 17.8) y la Agencia Espafiola de Medicina y Productos Sanitarios
(AEMPS) (Anexo 17.9).

El protocolo de estudio ha sido publicado previamente en Eudra CT y EU Clinical Trials
Register (Protocolo PED-FQ-2016, 2016-004033-25).
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10. RESULTADOS
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Se incluyeron 17 pacientes que cumplieron los criterios de inclusion y accedieron a

participar en el estudio. En la figura 34 se puede observar el diagrama de flujo del estudio.

Poblacion total: 54 pacientes
de entre 0-18 afios

36 pacientes cumplieron
criterios de inclusion

17 pacientes fueron
aleatorizados (V0)
SSH: 9, BSH: 8

4 abandonos por iniciar
protocolo de tratamiento
modulador

13 pacientes completaron el
ano de estudio
SSH: 7, BSH: 6

Figura 34. Diagrama de flujo del estudio.

Diagrama de flujo del estudio. VO: visita inicial, SSH: grupo suero salino hipertonico 7%
nebulizado, BSH: grupo bicarbonato 8,4% nebulizado
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VIRGILI

Las caracteristicas basales de los pacientes incluidos las pueden observar en la Tabla 4:

Pacientes

Completan estudio
Variables socio-demograficas
Edad (afios)

Sexo (mujer)

Variables antropométricas
Talla (cm)

Peso (kg)

IMC (kg/m2)

IMC z-score

Clase de mutacion

I/ indet
I/ indet
/1

1
11/1v

Variables al diagnéstico
Test del sudor (meg/L)
12 TIR (ng/ml)

29TIR (ng/ml)

Estado funcional
Insuficiencia pancredtica
FEV1%

pH ASL

Cultivo bacteriano positivo
Exacerbaciones afio previo
Valores analiticos
Vitamina A (mg/L)
Vitamina D (ng/mL)
Vitamina E (mcg/mL)

TPr (seg)

Tratamiento de base

SSH

SS5H + DNAsa

ICS

Azitromicina

17

13 (76.5%)

11(3.98)
7(41.18)

146 (22.19)
43 (20.03)
19 (4.30)
0.17 (1.55)

1 (5,9%)
4 (23.5%)
3 (17.6%)
6 (35.3%)
3(17.6%)

104 (10.77)
279 (152.35)
204(97.03)

13 (76.5%)
96 (10.18)
6.71(0.04)
8 (47.06%)
1.94 (1.34)

0.41(0.21)
27 (7.62)
13 (8.43)
1.07 (0.13)

47%)

8 (
7(41.18%)
9(52.9%)
3(17.64%)

Tabla 4.

Caracteristicas basales de la poblacién de estudio.

102



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DEL BICARBONATO NEBULIZADO EN LA VIA AEREA DE PACIENTES PEDIATRICO CON FIBROSIS QUiSTICA
Amalui Vasquez Pérez

10.1 EFICACIA DE LA TECNICA DE ESPUTO INDUCIDO PARA LA OBTENCION DE
MUESTRA SUFICIENTE PARA LA REALIZACION DE ESTUDIO AMPLIADO DE ESPUTO

(MICROBIOLOGIA Y PH DEL ASL)

Se realizaron 113 técnicas de esputo inducido durante todo el estudio. Se procesaron 58
(51,3%) muestras para medicion de pH del ASL y 113 (100%) para cultivo de esputo y

los datos los pueden observar a continuacion, en la Tabla 5.

Grupo de
tratamiento  Paclente vo vl V2 V3 va V5 V6

SSH 3 1 1 0 0 0 0 0

4 1 1 1 1 1 0 0

6 1 0 0 0 0 0 0

8 1 0 0 0 0 0 0

10 1 1 1 1 1 1 1

11 1 0 0 1 1 0 1

14 1 0 1 1 0 0 0

15 1 1 1 1 0 0 0

17 1 0 0 0 0 0 0

BSH 1 1 1 0 1 0 0 0

2 0 1 0 0 0 0 0

5 1 1 1 1 1 0 1

7 1 1 0 0 0 0 0

9 1 1 1 1 0 0 1

12 1 1 1 1 1 1 1

13 1 1 1 0 0 0 0

16 1 0 1 1 1 0 0

Tabla 5. Evolucion de la técnica de El.

Leyenda. Evolucion de la técnica de esputo inducido realizada en cada visita durante el afio de
seguimiento. SSH: grupo suero salino hipertonico 7% nebulizado, BSH: grupo bicarbonato 8,4%
nebulizado, VVO: visita inicial, V1: control a los 2 meses, VV2: control a los 4 meses, VV3: control a
los 6 meses, V4: control a los 8 meses, V5: control a los 10 meses, V6: control a los 12 meses. 0:
muestra insuficiente para procesar pH del ASL, 1: muestra suficiente para procesar pH del ASL.
Los pacientes 2,3 12 y 15 abandonaron el estudio en la V4.
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10.2 SEGURIDAD DEL EI

Ningun paciente de los 17 incluidos present6 sintomas o signos de reaccion adversa o

intolerancia clinica a la técnica de esputo inducido durante el afio del estudio.

10.3 VALOR DEL PH DEL ASL BASAL OBTENIDO POR ESPUTO INDUCIDO EN LA

POBLACION DE ESTUDIO

En nuestra poblacion el resultado del valor medio de pH del ASL al inicio del estudio fue
de 6,72+/-0,06 (n=15), el valor medio de pH del ASL en el grupo BSH fue de 6,73+/-0,08
(n=7) y en el grupo SSH fue de 6,71+/-0,03 (n=8). En la Tabla 6 se pueden observar los

valores de pH del ASL inicial de cada paciente incluido en el estudio.

No se observaron diferencias en la media del valor de pH del ASL en los pacientes con
ICS diarios respecto a los pacientes sin ICS diarios en ninguno de los 2 grupos de
tratamiento BSH y SSH (p= 0,64). No se observaron diferencias en la media del valor de
pH del ASL en los pacientes con azitromicina secuencial respecto a los pacientes sin

azitromicina secuencial en ninguno de los 2 grupos de tratamiento BSH y SSH (p=0,65).
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Grupo de tratamiento Paciente pH ASL en VO

SSH 3 6,707
= 6,715
6 6,696
8 6,723
10 6,633
11 6,776
14 6,719
15
17 6,729

BSH 1 6,866
2
5 6,73
7 6,624
9 6,696
12 6,68
13 6,795
16 6,772

Tabla 6. Valores de pH del ASL de cada paciente includo en el estudio, tomado en la visita
inicial.

Leyenda. Valor de pH del ASL de cada paciente recogido en la visita inicial. SSH: grupo suero
salino hipertonico 7% nebulizado, BSH: grupo bicarbonato 8,4% nebulizado, VO: visita inicial.
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10.4 RELACION DEL PH DEL ASL BASAL CON EL GRADIENTE DE CFTR Y

CARACTERISTICAS CLiNICAS

Se observo una correlacion negativa estadisticamente significativa entre el valor del
test del sudor registrado en la historia clinica en el momento del diagnostico de FQ v el
valor de pH del ASL recogido en la visita inicial (V0) (R =-0,683; p = 0,005). (Tabla 7,

figura 35).
Grupo de tratamiento Paciente Test del sudor (mEq/L) pH del ASLVO

SSH 3 105 6,707
= 112 6,715
6 110 6,696
8 100 6,723
10 114 6,633
11 100 6,776
14 100 6,719
15 94
17 96 6,729

BSH 1 93 6,866
2 92
5 107 6,73
7 123 6,624
9 100 6,696
12 123 6,68
13 87 6,795
16 116 6,772

Tabla 7. Valores del test del sudor y pH del ASL de cada paciente incluido en el estudio. Visita
inicial.
Leyenda. Valores de test del sudor (al momento del diagnostico de FQ) y pH del ASL VO (visita

inicial) de cada paciente incluido en el estudio, divididos por grupo de tratamiento. SSH: grupo
suero salino hipertonico 7% nebulizado, BSH: grupo bicarbonato 8,4% nebulizado.

106



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DEL BICARBONATO NEBULIZADO EN LA VIA AEREA DE PACIENTES PEDIATRICO CON FIBROSIS QUiSTICA
Amalui Vasquez Pérez

130

Test del sudor (mEqIL)

a0

6,600 6,650 6,700 6,750 6,300 6,850 6,900

pH ASL en VO

Figura 35. Correlacion del test del sudor con el pH del ASL.

En la figura se representa la correlacion negativa estadisticamente significativa entre el valor del
test del sudor registrado en la historia clinica en el momento del diagnéstico de FQ y el valor de
pH del ASL recogido en la visita inicial (V0) (R = -0,683; p = 0,005). El eje “X” representa los
valores de pH del ASL, el eje “Y” representa los valores de test del sudor expresados en meq/L.
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En las Tabla 8 se describen las mutaciones presentes en cada uno de los pacientes
incluidos en el estudio. En la figura 36 se representan las clases de mutaciones divididas

por grupo de tratamiento.

Grupo de tratamiento Paciente Mutacion

SSH 3 Del508F/E92K
= Del508F/E92K
6 Del508F/Del508F
8 Del508F/R347P
10 Del508F/G542X
11 Del508F/2347Gdel
14 Del508F / R1066C
15 Del508F/296+3insT
17 Del508F/G542X

BSH 1 Del508F/R334W
2 Del508F/Del508F
5 Del508F/Del508F
7 Del508F/G85V
9 Del508F/Del508F
12 Del508F/N1303K
13 G542X/L206W
16 Del508F/Del508F

Tabla 8. Tipo de mutacion presente en cada paciente incluido en el estudio.
Leyenda. Tipo de mutaciones de cada paciente incluido en el estudio, dividido por grupo de

tratamiento. SSH: grupo suero salino hipertonico 7% nebulizado, BSH: grupo bicarbonato 8,4%
nebulizado.
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Figura 36. Clases de mutaciones FQ divididas por grupos de tratamiento.

Clases de mutaciones divididas por grupo de tratamiento. En azul se representa el grupo SSH y
en verde el BSH. Se observa la predominancia de la mutacion de clase Il en ambos grupos de
tratamiento.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el valor del pH de ASL
y las mutaciones mas graves (p=0.101) (figura 37). Se observa un atendencia a pH del

ASL mas bajo en las mutaciones de clase II.

&,900
6,850

6,800

5I7su ﬁ
. I

pHASL en V0

6,650

6,600

Il 1141 11l (LI

Clase de mutacion

Figura 37. Relacion entre el pH del ASL y las mutaciones FQ.
Relacion entre el valor de pH del ASL recogido en la visita inicial (V0) y las clases de mutaciones

presentes en la poblacion incluida en el estudio. El eje “X” representa las clases de mutaciones y
el eje “Y” representa los valores de pH del ASL.

109



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DEL BICARBONATO NEBULIZADO EN LA VIA AEREA DE PACIENTES PEDIATRICO CON FIBROSIS QUiSTICA
Amalui Vasquez Pérez

En la Tabla 9, se pueden observar los valores de pH del ASL y FEV1% de cada paciente
incluido en el estudio, separados pro rama de tratamiento. No se observo correlacion
estadisticamente significativa entre el valor de pH del ASL basal con el valor de funcion
pulmonar basal medida por FEV1% (R= -0,12; p=0,66).

Grupo de tratamiento  Paciente FEV1% VO pH ASL VO

SSH 3 73 6,707
= 98 6,715
6 110 6,696
8 88 6,723
10 113 6,633
11 98 6,776
14 101 6,719
15 107
17 95 6,729

BSH 1 98 6,866
2 106
5 92 6,73
7 90 6,624
9 101 6,696
12 89 6,68
13 97 6,795
16 82 6,772

Tabla 9. Valores de FEV1% y pH del ASL de cada paciente incluido en el estudio. Visita inicial.

Leyenda. Valores de pH de ASL y FEV1% de cada paciente devidido pro ramas de tratamiento,
SSH: rama suero salino hiperténico 7% nebulizado, BSH: rama bicarbonato 8,4% nebulizado.

Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el valor de pH

del ASL y el nimero de exacerbaciones pulmonares el afio previo al estudio (p=0.223)

representado en la figura 38.
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Figura 38. Relacidn entre los valores de pH del ASL basal y las exacerbaciones pulmonares en
el aiflo previo al estudio.

En el eje de las “x” el nimero de exacerbaciones pulmonares el afo previo al estudio y en el eje
de las “y” los valores de pH del ASL.

En cuanto al valor de pH del ASL y las infecciones baterianas, al relacionar el valor del
pH del ASL con los cultivos positivos a S.aureus obtuvimos que la media de pH del ASL
en pacientes de ambos grupos con cultivo negativo fue de 6.742 (SD 0.058) y la de los
pacientes colonizados por S. aureus fue de 6.697 (SD 0.059), observandose una clara
tendencia a tener un menor valor de pH cuando el cultivo de esputo era positivo, pero sin
Ilegar a tener significacion estadistica (p=0.170), tal como se puede ver en la figura 39.
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Figura 39. Relacion entre el pH del ASL basal y el cultivo de esputo positivo a S.aureus al inicio
del estudio.

En el eje de las “x” el nimero de cultivos basales positivos a S.aureus Y en el eje de las “y” se
representan los valores de pH del ASL. Se puede observar la tendencia a un pH del ASL mas bajo
en los pacientes con cultivo positivo.

10.5 CARACTERISTICAS CLINICO ANALITICAS DE LA POBLACION SEPARADA POR

GRUPOS DE TRATAMIENTO

En la Tabla 10 se pueden observar las caracteristicas generales de la poblacion estudiada
separada por grupos de tratamiento (BSH y SSH), ambos grupos resultaron ser

homogéneos con p>0.05 en todas las variables recogidas en la visita inicial (V0).
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Pacientes divididos por grupo de tratamiento

Completan estudio

Variables socio-demograficas

Edad (afios)
Sexo (mujer)
Variables antropomeétricas
Talla (cm)
Peso (kg)
IMC (kg/m?2)
IMC z-score

Clase de mutacion

Vv
Variables al diagnéstico
Test del sudor (meq/L)
12 TIR (ng/ml)
22 TIR (ng/ml)
Estado funcional
Insuficiencia pancreatica
FEV1%
pH ASL
Cultivo bacteriano positivo
Exacerbaciones afio previo
Valores analiticos
Vitamina A (mg/L)
Vitamina D (ng/mL)
Vitamina E (mcg/mL)
TPr (seg)
Tratamiento de base
SSH
SSH + DNAsa
ICS

Azitromicina

SSH: 9
7(77.8)

11.6 (4.61)
5(55.6)

148 (23.0)
46.3(22.6)
19.8 (5.06)
0.57 (1.76)

2/17
10/17

0
1/17
1/17

0

103 {7.16)
247 (116)
206(92.7)

8(88.9)
98.1(12.2)
6.71(0.04)

5 (55.6)
1.78 (1.30)

0.38 (0.08)
25.3(5.92)

13.1(8.74)

(
(
(
(

1.07 (0.11)

BSH: 8
6(75.0)

10.6 (3.38)
2(25.0)

145 (22.7)
39.3(17.5)
17.6(3.20)
-0.29(1.22)

1/17
12/17

0
1/17
0

0

105 (14.3)
302 (173)
199 (107)

4(50.0)
94.4(7.61)
6.74 (0.08)

3(37.5)
2.12 (1.46)

0.46 (0.31)
28.0(9.39)
12.7 (8.68)
1.10(0.17)

1.000

0.640
0.335

0.816
0.478
0.306
0.259
0.101

0.770
0.458
0.893

0.131
0.457
0.471
0.637
0.614

0.515
0.490
0.927
0.672
1.000
0.72
0.73
0.347
1.000

Tabla 10. Caracteristicas de la poblacion divididas por grupos de tratamiento.

Leyenda. Caracteristicas generales de la poblacion segun grupos de tratamiento SSH: suero salino
hipertonico 7% nebulizado; BSH: bicarbonato 8,4% nebulizado. TIR: tripsina inmunorreactiva,
IMC: indice de masa corporal, FEV1%: porcentaje del volumen espiratorio forzado en el primer

segundo, pH ASL.: pH del liquido de la via aérea, ICS: corticoides inhalados.
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10.6 SEGURIDAD DEL BSH

Ocho pacientes fueron aleatorizados al grupo BSH y 9 al grupo SSH. Dos pacientes de

cada grupo abandonaron el estudio, ninguna de las pérdidas fue por efectos secundarios.

Los 4 pacientes que salieron del estudio lo hicieron en la visita 4 (a los 8 meses de iniciar
el protocolo) y cumplieron criterios para iniciar tratamiento con farmacos moduladores
de la CFTR, por lo que se decidié suspender el seguimiento ya que los resultados podrian

estar alterados debido al nuevo farmaco.

Un paciente (12,5%) de los 8 incluidos en la rama BSH presento un efecto adverso leve

en la primera nebulizacidn que consistio en picor de garganta.
En ningun paciente se registraron reacciones adversas como tos o broncoespasmo.

Al comparar los valores del cuestionario de tos de Leicester (Tabla 11) en los dominios
fisico, psicoldgico y social registrados en las visitas VO no hubo diferencias entre los dos

grupos con los valores medios que se muestran en la siguiente tabla.

Leicester SSH V0 BSH V0 p

Dominio fisico 6.22 (0.7) 6.49(0.5) 0.95

Dominio psicolégico 6.61(0.6) 6.18(0.7) 0.12

Dominio social 6.35(1.1) 6.41(0.7) 0.75

Tabla 11. Medias de los valores del del cuestinario de tos de Leicester, dividido por rama de
tratamiento. Visita inicial.

Leyenda. Medias del valor del cuestionario de tos de Leicester dividido por dominios fisico,
psicoldgico y social, para cada grupo de tratamiento en la visita inicial. SSH: rama suero salino
hipertonico 7% nebulizado, BSH: rama bicarbonato 8,4% nebulizado, VO: visita inicial.

A los dos meses de iniciado el tratamiento no se observaron diferencias de medias entre
los dos grupos en cuanto a los valores del cuestionario de Leicester en sus diferentes

dominios.
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A los 6 meses de iniciado el tratamiento no se observaron diferencias de medias entre los
dos grupos en cuanto a los valores del cuestionario de Leicester en sus diferentes

dominios.

La cumplimentacion del cuestionario de Leicester a los 12 meses fue muy baja por lo no
se disponen de datos suficientes para realizar analisis (solo 1 paciente del grupo BSH 'y 2
del grupo SSH).

Al comparar los valores del cuestionario calidad de vida CFQ-R registrados en las
visitas VO no hubo diferencias entre los dos grupos con los valores medios que se

muestran en la Tabla 12.

Dominios CFQ-R SSH VO BSH VO p
Fisico 90 (10) 92 (13) 0.79
Respiratorio 77 (13) 82 (15) 0.80
Tratamiento 65 (19) 65 (25) 0.25
Digestivo 91 (13) 88 (27) 0.48
Comida 86 (27) 80 (33) 0.68
Cuerpo 86 (13) 77 (23) 0.37
Emocion 91(11) 84 (8.0) 0.83
Social 65 (12) 76 (10) 0.93

Tabla 12. Medias de los valores de cuestionario CFQ-R, divivido por ramas de tratamiento.
Visita inicial.

Leyenda. Medias del valor del cuestionario de calidad de vida CFQ-R dividido por dominios
fisico, respiratorio, tratamiento, digestivo, comida, cuerpo, emocién y social, para cada grupo de
tratamiento en la visita inicial. SSH: rama suero salino hipertonico 7% nebulizado, BSH: rama
bicarbonato 8,4% nebulizado, VVO: visita inicial.

A los dos meses de iniciado el tratamiento no se observaron diferencias de medias entre
los dos grupos en cuanto a los valores del cuestionario de calidad de vida CFQ-R en los

diferentes dominios.

A los 6 meses de iniciado el tratamiento no se observaron diferencias de medias entre los
dos grupos en cuanto a los valores del cuestionario de calidad de vida CFQ-R en los

diferentes dominios.

115



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DEL BICARBONATO NEBULIZADO EN LA VIA AEREA DE PACIENTES PEDIATRICO CON FIBROSIS QUiSTICA
Amalui Vasquez Pérez

La cumplimentacion del cuestionario de calidad de vida CFQ-R a los 12 meses fue muy
baja por lo no se disponen de datos suficientes para realizar analisis (solo 1 paciente del
grupo BSH y 2 del grupo SSH).

10.7 EFECTO DEL BSH SOBRE EL PH DEL ASL Y LA CONDICION CLiNICA DE LA

POBLACION DEL ESTUDIO

EVOLUCION DEL PH DEL ASL

El resultado de la media del valor de pH del ASL a los 2 meses (V1) de iniciar tratamiento
fue en el grupo BSH de 6.814 +/-0.15 (n=7) y en el grupo SSH de 6.787 +/-0.18 (n=4).

El resultado de la media del valor de pH del ASL a los 6 meses (V3) de iniciar tratamiento
fue en el grupo BSH de 6.717 +/-0.08 (n=5) y en el grupo SSH de 6.789 +/-0.16 (n=5).

El resultado de la media del valor de pH del ASL a los 12 meses (V6) de iniciar
tratamiento fue en el grupo SSH de 6.641 +/-0.03 (n=2) y en el grupo BSH solo se obtuvo
una muestra de pH de ASL con valor igual a 6.710.

Al comparar los resultados entre ambos grupos no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (P=0.471). A continuacién, en las tablas 13 y 14 se

detallan los valores de pH del ASL en cada visita de seguimiento.
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Grupo de tratamiento Paciente Vo Vi V2 V3 V4 V5 Ve

SSH 3 6,707 7,061
4 6,715 6,728 6,715 6,625 6,683
6 6,696
8 6,723
10 6,633 6,668 6,663 6,974 6,62 6,634 6,62
11 6,776 6,684 6,721 6,663
14 6,719 6,705 6,705
15 6,691 6,647 6,959
17 6,729

BSH 1 6,866 6,728 6,797
2 6,94
5 6,73 6,98 6,632 6,707 6,945 6,71
7 6,624 7,025
9 6,696 6,712 6,707 6,625 6,67
12 6,68 6,663 6,615 6,644 6,906 6,681 6,668
13 6,795 6,656 6,924
16 6,772 6,649 6,814 6,589

Tabla 13. Evolucién del pH del ASL de cada paciente a lo largo del estudio separados por

grupos de tratamiento.

Leyenda. Evolucion del pH del ASL recogido en cada visita durante el afio de seguimiento. SSH:
rama suero salino hiperténico 7% nebulizado, BSH: rama bicarbonato 8,4% nebulizado, VO:
visita inicial, V1: control a los 2 meses, VV2: control a los 4 meses, VV3: control a los 6 meses, V4:
control a los 8 meses, V5: control a los 10 meses, V6: control a los 12 meses. P: significacion

estadistica. Los pacientes 2,3 12 y 15 abandonaron el estudio en la V4.
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pH del ASL

Vo
Vi
V2
V3
V4
V5
V6

SSH
Media (SD)
6.712 (0.03)
6.787 (0.18)
6.682 (0.03)
6.789 (0.16)
6.674 (0.05)
6.634
6.641(0.03)

= W wuv e &~ 0 =S

BSH
Media (SD)
6.737 (0.08)
6.814 (0.15)
6.705 (0.12)
6.717 (0.08)
6.767 (0.25)

6.710

o ~Noowv; w ~N N3

0.25
0.73
0.86
0.78
1.00

1.00

Tabla 14. Evolucidén de las medias de pH de ASL en cada visita de seguimiento, separados por

grupo de tratamiento.

Leyenda. Media de valores de pH del ASL para cada grupo, en cada visita de seguimiento. SSH:
rama suero salino hiperténico 7% nebulizado, BSH: rama bicarbonato 8,4% nebulizado, VO:
visita inicial, V1: control a los 2 meses, V2: control a los 4 meses, V3: control a los 6 meses, V4:
control a los 8 meses, V5: control a los 10 meses, V6: control a los 12 meses, P: significacion

estadistica.

Sin embargo, en la figura 40 se representa un histogramas de cada visita de seguimiento

donde se comparan los valores de pH del ASL separados por rama de tratamiento y se

observa una tendencia al aumento del pH en la rama BSH a medida que progresa el

estudio.
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Figura 40. Histograma de la evolucion del pH del ASL en la poblacion del estudio.

Histogramas donde se refleja la evolucion del pH del ASL a lo largo del estudio. A: grupo SSH
(suero salino hipertdnico 7%), B: grupo BSH ( bicarbonato 8,4%), VO: visita inicial, V1: control
a los 2 meses, V2: control a los 4 meses, V3: control a los 6 meses, VV4: control a los 8 meses, V5:
control a los 10 meses, V6: control a los 12 meses.
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EVOLUCION DEL FEV1%

El resultado de la media del valor del FEV1% a los 2 meses (V1) de iniciar tratamiento
fue en el grupo BSH de 90.13 +/-7.66 (n=8) y en el grupo SSH de 94.78 +/-9.35 (n=9)
(p=0.18).

El resultado de la media del valor del FEV1% a los 6 meses (V3) de iniciar tratamiento
fue en el grupo BSH de 98.25 +/16.39 (n=8) y en el grupo SSH de 96.67 +/-9.78 (n=9)
(p=0.84).

El resultado de la media del valor del FEV1% a los 12 meses (\V6) de iniciar tratamiento
fue en el grupo BSH de 99.33 +/14.91 (n=6) y en el grupo SSH de 90.14 +/-5.96 (n=7)
(p=0.16).

Como se puede observar en las tablas 15 y 16, al comparar los resultados entre ambos
grupos durante cada visita de seguimiento no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas.

Al comparar la diferencia de media del FEV1% al inicio del estudio y tras 12 meses de
tratamiento encontramos en el grupo BSH una ganancia en la media del valor de FEV1%
de +5.65% Yy para el grupo SSH una pérdida en la media del valor de FEV1% de -6.32%,
estas diferencias entre grupos no fueron significativas (p=0,13). Sin embargo, al comparar
en el grupo BSH la media del valor de FEV1% al inicio del estudio (\V0) con la media del
valor de FEV1% tras un afio de tratamiento (V6) si se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p=0,007) y esto lo veremos reflejado en las figuras 41 y
42,
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Grupo de
Paciente Vo V1 V2 V3 v4 V5 Ve
tratamiento

SSH 3 73 83 82 90 92 87 89

4 98 94 91 94 93 97 89

6 110 109 104 104 99 91 104

8 88 83 82 78 74 86 86

10 113 108 101 109 99 81 80

11 98 90 90 97 92 88 93

14 101 94 93 94 98 99 89

15 107 93 93 95 101 101 100

17 95 99 95 109 95 89 91

BSH 1 98 98 116 129 155 128 128

2 106 90 112 111 109 118 94

5 92 83 86 83 81 78 95

7 90 89 92 100 92 94 98

9 101 104 97 105 101 108 108

12 89 84 95 82 93 116 112

13 97 91 97 91 97 97 97

16 82 82 85 85 81 88 84

Tabla 15. Evolucidn de los valores de FEV1% de cada paciente incluidos en el estudio.

Leyenda:_Evolucién de la funcién pulmonar medida por el valor de FEV1%, para cada paciente
en cada visita de seguimiento durante el afio de tratamiento. SSH: rama suero salino hiperténico
7% nebulizado, BSH: rama bicarbonato 8,4% nebulizado, VVO: visita inicial, V1: control a los 2
meses, V2: control a los 4 meses, VV3: control a los 6 meses, VV4: control a los 8 meses, VV5: control
a los 10 meses, V6: control a los 12 meses. Los pacientes 2,3 12 y 15 abandonaron el estudio en
la V4.
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SSH BSH p
FEV1%
Media (SD) n Media (SD) n
VO 98.1(12.2) 9 94.4 (7.61) 8 0.457
V1 94.8 (9.35) 9 90.1(7.66) 8 0.18
V2 92.3(7.41) 9 97.5(11.20) 8 0.30
V3 96.7 (9.78) 9 98.3 (16.39) 8 0.84
V4 95.7 (3.6) 7 102.5(27.8) 6 0.58
V5 91.7 (7.4) 7 100.5 (18.9) 6 0.32
V6 90.1 (5.96) 7 99.3 (14.91) 6 0.16

Tabla 16. EVolucidén de las medias de FEV1% en cada visita de seguimiento, separadas por rama
de tratamiento.

Leyenda. Media del valor de FEV1% de cada grupo de tratamiento, obtenido en cada visita de
seguimiento. SSH: rama suero salino hiperténico 7% nebulizado, BSH: rama bicarbonato 8,4%
nebulizado, VO: visita inicial, V1: control a los 2 meses, VV2: control a los 4 meses, VV3: control a
los 6 meses, V4: control a los 8 meses, V5: control a los 10 meses, VV6: control a los 12 meses, P:
significacion estadistica.
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Figura 41. Evolucién del FEV1% a lo largo del estudio.

SSH: rama de tratamiento con suero salino hipertonico 7%, BSH: rama de tratamiento con
bicarbonato 8,4%, VO: visita inicial, V1: control a los 2 meses, VV2: control a los 4 meses, V3:
control a los 6 meses, V4: control a los 8 meses, V5: control a los 10 meses, VV6: control a los 12

meses.
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Figura 42. Histograma que refleja la distribuciéon de los valores de FEV1% segun ramas de
tratamiento.

A: grupo SSH (suero salino hiperténico 7%), B: grupo BSH (bicarbonato 8,4%).
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EXACERBACIONES

Los pacientes del grupo BSH presentaron una media de 2.1+/-1.4 exacerbaciones el afio
previo al inicio del tratamiento y durante el afio de seguimiento presentaron una media de
1.3+/-1.2 'y al comparar estos resultados si se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (p=0.01) que re seflejan en la figura 43.

Los pacientes del grupo SSH presentaron una media de 1.43+/-1.2 exacerbaciones el afio
previo al inicio del tratamiento y durante el afio de seguimiento presentaron una media de
1+/-0.8 y al comparar estos resultados no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (p=0.5).

Al comparar el nimero de exacerbaciones medias entre el grupo BSH (1.3+/-1.2) y el
grupo SSH (1+/-0.8) después del afio de tratamiento no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (p=0.499).

El resumen de las exacerbaciones de cada paciente incluido en el estudio se pueden

observar en la Tabla 17.
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Figura 43. Comparativa de la media de exacerbaciones el aifio previo al estudio versus tras el
afno de estudio, separados por ramas de tratamiento.

Leyenda. Comparativa de la media de exacerbaciones registradas entre el afio antes del estudio y
durante el afio de seguimiento. En azul se representa el grupo SSH y en verde se representa el
grupo BSH. La diferencia entre la media de exacerbaciones el afio previo al estudio y durante el
afio de seguimiento en el grupo BSH resulté ser estadisticamente significativa (p=0.01).
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Grupo de tratamiento  Paciente Exacerbaciones afio previo Vi V2 V3 V4 V5 Ve
SSH 3 0 0 0 0 0 0 0
4 2 0 0 0 1 1 0

6 3 1 1 0 0 0 0

8 3 0 0 1 1 1 1

10 3 0 0 0 0 1 1

11 3 0 0 0 0 0 1

14 1 0 0 0 0 1 0

15 1 0 1 0 0 0 0

17 0 0 0 0 0 0 0

BSH 1 1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0

5 4 0 0 1 1 1 0

7 4 0 0 0 0 1 1

9 3 0 0 1 0 0 0

12 2 1 1 0 1 0 0

13 2 1 0 1 0 0 0

16 1 0 1 0 0 0 0

Tabla 17. Registro de exacerbaciones por paciente, el afio previo al estudio y durante el
seguimiento.

Leyenda. Registro de exacerbaciones por paciente. SSH: rama suero salino hipertonico 7%
nebulizado, BSH: rama bicarbonato 8,4% nebulizado, VV1: control a los 2 meses, V2: control a los
4 meses, V3: control a los 6 meses, V4: control a los 8 meses, V5: control a los 10 meses, V6:
control a los 12 meses. Los pacientes 2,3 12 y 15 abandonaron el estudio en la V4.

INFECCIONES

PSEUDOMONA AERUGINOSA

Durante el afio de tratamiento se realizaron 56 cultivos en el grupo BSH y de estos 5
(8.9%) fueron positivos a P.aeruginosa negativizandose durante el estudio (figura 44).
En el grupo SSH durante el afio de tratamiento se realizaron 63 cultivos y de estos 3
(4.8%) fueron positivos a P.aeruginosa. Estas diferencias entre grupos no fueron

significativas (p=0.23).
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Grupo de tratamiento Paciente VO Vi V2 V3 va V5 V6
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Figura 44. Cultivos positivos a P.aeruginosa durante el aiio de seguimiento, separados por
rama de tratamiento.

Leyenda. Cultivos positivos a Pseudomona aeruginosa durante cada visita de seguimiento, en
todos los pacientes incluidos en el estudio. Blanco: cultivo negativo a Pseudomona aeruginosa.
Il cultivo positivo a Pseudomona aeruginosa. SSH: rama suero salino hipertonico 7%
nebulizado, BSH: rama bicarbonato 8,4% nebulizado, VVO: visita inicial, V1: control a los 2 meses,
V2: control a los 4 meses, V3: control a los 6 meses, V4: control a los 8 meses, V5: control a los
10 meses, V6: control a los 12 meses. Los pacientes 2,3 12 y 15 abandonaron el estudio en la V4.

El tiempo transcurrido desde el inicio del estudio hasta el primer cultivo positivo a

P.aeruginosa en el grupo BSH fue de 2 meses y en el grupo SSH fue de 4 meses.

Al final del seguimiento (V6) no hubo ningun paciente colonizado por P.aeruginosa (0/7)
en el grupo BSH y 1 paciente (1/8) colonizado por P.aeruginosa en el grupo SSH (figura
44).

STAPHILOCOCCUS AUREUS

Durante el afio de tratamiento en el grupo BSH hubo en la visita inicial (V0) 37.5% (3/8)
cultivos positivos a S.aureus y al final de estudio (V6) 16.7% (1/6) (figura 45).

Durante el afio de tratamiento en el grupo SSH hubo en la visita inicial (\V0) 55.5% (5/9)
cultivos positivos a S.aureus y al final de estudio (V6) 42.9% (3/7).
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Al comparar estos resultados no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (P=0.63).

Sin embargo, al comparar el nimero total de cultivos positivos a S.aureus entre el grupo
BSH (11, 26%) y el grupo SSH (26, 50%) durante todo el afio de tratamiento se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos

(p=0,024).
Grupo de tratamiento Paciente

SSH 3
4
6
8
10
11
14
15
17

BSH

Figura 45. Cultivos positivos a S. aureus durante el afio de seguimiento, separados por rama
de tratamiento.

Leyenda. Cultivos positivos a S. Aureus durante cada visita de seguimiento, en todos los pacientes
incluidos en el estudio. Blanco: cultivo negativo a S. Aureus. : cultivo positivo a S. Aureus.
SSH: rama suero salino hiperténico 7% nebulizado, BSH: rama bicarbonato 8,4% nebulizado,
V0: visita inicial, V1: control a los 2 meses, VV2: control a los 4 meses, VV3: control a los 6 meses,
V4. control a los 8 meses, V5: control a los 10 meses, V6: control a los 12 meses. Los pacientes
2,3 12 y 15 abandonaron el estudio en la V4.

BMI Z-SCORE

Al comparar los cambios en el BMI z-score observamos un valor medio de BMI z-score
en el grupo BSH en VO de 0.29+/-1.22 y en V6 de 0.81+/-1.

Al comparar los cambios en el BMI z-score observamos un valor medio de BMI z-score
en el grupo SSH en VO de 0.57+/-1.76 y en V6 de 0.43+/-1.41.
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No hubo diferencias estadisticamente significativas entre grupos a lo largo del estudio,
aunque si se observé una tendencia al incremento del IMC z-score durante el ensayo

clinico en el grupo BSH respecto al SSH (p=0.21) (figura 46).
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Figura 46. Evolucion del IMC z-score durante el afio de seguimiento, separados por ramas de
tratamiento.

Leyenda. Comparativa de la media de BMI z-score registradas en cada visita durante el afio de
seguimiento. En rojo se representa el grupo SSH y en azul se representa el grupo BSH. VO0: visita
inicial, V1: control a los 2 meses, VV2: control a los 4 meses, V3: control a los 6 meses, VV4: control
a los 8 meses, V5: control a los 10 meses, V6: control a los 12 meses.

10.8 ADHERENCIA AL BSH

Respecto a la adherencia medida por el cuestionario de adherencia de Morinsky-Green,
el grupo BSH report6 una adherencia media al tratamiento durante el estudio de 91.5%
comparado con el grupo SSH que reportd una adherencia media al tratamiento de 79.2%
(P=0,07) (figura 47).
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Figura 47. Evolucion de la adherencia durante el afio de seguimiento, separado por ramas de

tratamiento.

Leyenda. Registro de cada paciente de la adherencia al tratamiento durante todo el afio de estudio.
blanco: adherente, rojo: no adherente, SSH: rama suero salino hipertonico 7% nebulizado, BSH:
rama bicarbonato 8,4% nebulizado, V1: control a los 2 meses, V2: control a los 4 meses, V3:
control a los 6 meses, VV4: control a los 8 meses, V5: control a los 10 meses, V6: control a los 12
meses. Los pacientes 2,3 12 y 15 abandonaron el estudio en la V4.

Tambien, se observd una caida de la adherencia en ambos grupos durante los meses de

verano (figura 48).
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Figura 48. Representacion de la adherencia durante el estudio, separados por rama de
tratamiento.

Leyenda. Porcentaje de adherencia al tratamiento asignado, registrado en cada visita de
seguimiento y dividido por grupos de tratamiento. SSH: rama suero salino hiperténico 7%
nebulizado, BSH: rama bicarbonato 8,4% nebulizado, VV1: control a los 2 meses, V2: control a los
4 meses, V3: control a los 6 meses, V4: control a los 8 meses, V5: control a los 10 meses, V6:
control a los 12 meses.
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11. DISCUSION
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La presente tesis doctoral describe los resultados de un ensayo clinico piloto prospectivo
aleatorizado y controlado, que tiene como objetivos estudiar el esputo inducido como
técnica no invasiva y segura para medicion de pH del ASL en pacientes pediatricos con
FQ y valorar el efecto del BSH nebulizado sobre el pH del ASL y la condicion clinica de

esta poblacidon, durante 1 afio de tratamiento.

Se incluyeron 17 nifios de entre 6 y 18 afios (media 11.1 afios) con diagndstico confirmado
de FQ. Las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas, aunque ya se han analizado en el
apartado resultados, a continuacion, las definiremos y caracterizaremos de acuerdo al

grupo de pacientes incluidos.

El 82% de los pacientes incluidos en el ensayo clinico eran portadores de mutaciones
consideradas graves y el 76.5% eran insuficientes pancreaticos. Once tipos de variantes
estuvieron presentes en nuestra poblacion, de las cuales la mas frecuente fue la Del508F,
siendo estos resultados similares a los descritos en el registro espafiol de FQ (117) en el
que afirman que, a pesar de la gran variabilidad de variantes presentes en la poblacion

espafiola, la Del508F sigue siendo la variante predominante.

La media de FEV1% en nuestra poblacién fue de 96% lo que se considera una funcion
pulmonar normal. Nuestros resultados coinciden con los estudios publicados por varios
autores, entre ellos, Ranganathan et al. (51) en el que afirma que en edades tempranas la
funcion pulmonar medida por FEV1% de los pacientes FQ suele estar conservada. Sin
embargo, consideramos importante destacar que en la ultima década se han publicado
diferentes articulos en los que indican que si la valoracién de la funcién pulmonar se
realiza mediante el indice de aclarado pulmonar (LCI), se podrian encontrar alteraciones

incluso a edades tempranas de la vida, en pacientes con FEV1% normal (118).

En cuanto al tratamiento de base, al inicio del estudio el 47% de los pacientes tenian
indicado SSH diario y el 41% SSH mas dornasa alfa. Tanto en la revision publicada por
Terlizzi (119) en 2021, como en las recomendaciones actuales de la Sociedad Europea de
FQ (120), se establecen las terapias con SSH y dornasa alfa como tratamientos
mucoliticos recomendados en los pacientes mayores de 5 afios con diagnostico de FQ. Y,
en el caso de la dornasa alfa, su recomendacion se basa en que disminuye el riesgo de
infecciones en las vias respiratorias que requieren la administracion de antibi6ticos
inyectables en pacientes FQ que tienen una capacidad vital forzada >40%. El 12% de

pacientes no habia iniciado el SSH ya que se trataba de pacientes con poca afectacion
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clinica y se optd por una actitud mas conservadora respecto al inicio de terapias que
implicaran invertir mas tiempo diario y que pudieran empeorar la percepcion de la calidad

de vida de dichos pacientes.

La adherencia a las terapias nebulizadas y a la fisioterapia respiratoria es un problema
frecuente en los pacientes con FQ. En el estudio publicado por Davies en 2019, (121) el
60% (200/333) de los pacientes FQ identificaron a las terapias nebulizadas y a la
fisioterapia respiratoria como los tratamientos més dificiles de seguir, bien sea, por el
tiempo que debian invertir diariamente, como por el efuerzo tanto fisico como psicologico
que esto implicaba, refiriendo peor adherencia los dias que se encontraban mas cansados
u ocupados. En nuestro estudio incluimos una valoracion d ela adherenci al tratamiento,

punto clave en el manejo de estos pacientes.

La mitad de los pacientes (53%) requerian ICS diarios como terapia antiinflamatoria. La
administracion de ICS ha sido descrita por Peprah (122) en 2019 en donde afirma que su
uso reduce el nimero de mastocidos a la vez que disminuye la produccién de moco y por
ende el nimero de posibles exacerbaciones/afio. Sin embargo, los estudios publicados
por Erdem (123) recomiendan ser selectivos en la escogencia de pacientes tributarios de

ICS debido a su posible implicacion sobre la inhibicion del eje adrenal.

Solo el 18% de los pacientes tenian indicada azitromicina secuencial (10mg/kg/dia via
oral, 3 veces por semana) como terapia inmunomoduladora. Si bien, los estudios
publicados por Stick et al (124) recomiendan considerarla como tratamiento de rutina en
pacientes FQ mayores de 6 afos, consideramos que tal como indica Principi (125), antes
de iniciar la azitromicina como tratamiento de base se deben valorar los riesgos y
beneficios de su uso ya que podria interferir sobre las resistencias bacterianas y sobre la

farmacocinética y dinamica de otros farmacos.

En lo que respecta a la colonizacidn bacteriana, el 47% de los pacientes tenian el cultivo
de esputo positivo a S.aureus al inicio del estudio, lo que resulta en una prevalencia
superior de S.aureus en nuestra cohorte respecto a los datos descritos en el registro
publicado por la CF Trust (24) en el que, aunque el S.aureus es el patdgeno mas
frecuentemente identificado en los cultivos de esputo de pacientes FQ, su prevalencia
esta entorno al 30%. Ningun paciente incluido en el ensayo clinico estuvo colonizado por

P.aeruginosa al inicio del estudio ya que este era un criterio de exclusion.
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11.1 ESPUTO INDUCIDO: SEGURIDAD DE LA TECNICA Y EFICACIA PARA MEDICION

DE PH DEL ASL

Durante el afio de seguimiento se realizaron 113 técnicas de EI para medir el pH del ASL
en nifios con FQ, siendo el primer estudio en el que se utiliza este método para valorar el

pH del ASL y ademas, incluyendo 17 pacientes en edad pediatrica.

El El ha demostrado ser una técnica valida para el estudio de marcadores inflamatorios,
microbioldgicos y de celularidad (91-94), incluso se ha demostrado superior porque el El
valora muestras de todos los segmentos pulmonares. La medicion del pH del ASL en El
no ha sido estudiada hasta el momento. La posibilidad de analizar el pH del ASL

utilizando una técnica no invasiva y segura, como lo es el El, resulta atractivo.

En nuestro estudio demostramos que el EI es una técnica segura. De las 113 técnicas
realizadas, no se registraron, en ningun caso, reacciones adversas como tos, desaturacion,
broncoespasmo o picor de garganta durante el procedimiento, tal como lo describen

diferentes autores.

En el ensayo clinico cf-SpIT publicado en 2018 (126), se realizaron 200 El en 124 nifios
FQ de entre 5-13 afios, reportando una tasa de eventos adversos del 14%: 9% molestias
inespecificas, 3% broncoespasmo leve, 2% vomitos en el momento del aspirado
orofaringeo. Ningun evento adverso grave ni leve fue descrito durante el protocolo cf-
SpIT. También, en el estudio publicado por Sagel (127) en nifios de entre 6 — 12 afios (11
sanos, 20 FQ) se reportaron efectos adversos clasificados como leves, que consistieron
en caida significativa del FEV1% entorno al 6% (en algunos casos asintomaticos) en el
grupo FQ respecto al grupo de sanos. Pensamos que, aunque el 6% de variacion del
FEV1% es leve, se podria haber presentado debido a que, a diferencia de nuestro estudio,
en su protocolo no se incluy6 la premedicacion con broncodilatadores antes de iniciar la

técnica de El, lo que pudo facilitar la diferencia de FEV1% que encontraron estos autores.

A pesar de que tanto en nuestro estudio, como en los mencionados anteriormente, no se
describieron reacciones adversas graves, consideramos prudente mencionar el protocolo

PERCH publicado por DeLuca (128), en el que se estudié la seguridad del El en nifios
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hospitalizados con neumonia severa y de las 4653 técnicas de El desarrolladas en nifios
< 5 afos, se reportaron 10 eventos adversos posiblemente relacionados con la técnica, de
los cuales, 2 fueron éxitus a las 4 horas de haber finalizado el EI, aungue los autores los
relacionaron con la alimentacion por sonda nasogastrica. Si bien, el EI ha demostrado ser
una técnica segura, y el protocolo PERCH (128) es uno de los pocos estudios donde se
describen eventos adversos relacionados con el El, creemos que se necesitan mas estudios
de seguridad que permitan valorar su uso en poblacion pediatrica menor de 6 afios y en

pacientes con patologia pulmonar grave agudizada.

De las 113 técnicas de El se obtuvo muestra en el 100% de los casos para cultivo de
esputo. Debido a que nuestra poblacion eran pacientes pediatricos FQ, en todos los casos,
tras realizar el El, independientemente de la cantidad de muestra recogida, se priorizo el
analisis microbioldgico, debido a la implicacion que esto supone en el manejo clinico del
paciente. Gibson y cols (129) realizaron una revision de la literatura donde se obtuvieron
datos de 500 nifios entre 6 — 18 afios (346 asmaticos, 31 FQ y 185 sanos) reportando una
taza de éxito entre 68-100%. Otra revision publicada en Lancet en 2018 (130), reporto6
una taza de éxito del 92.5% en nifios FQ para recoleccién de muestras microbioldgicas,
y en el ensayo clinico cf-SpIT (130) se realizaron 200 El en nifios FQ de entre 5-13 afios,

reportando una taza de éxito del 84%, también para microbiologia.

En cuanto a eficacia del EI para la medicion de pH del ASL, de las 113 técnicas de EI se
obtuvieron 58 muestras validas para medicion de pH del ASL, lo que representa el 51%.
La medicion de pH del ASL mediante EI es muy exigente ya que para dar por vélida la
muestra para poder separar la parte gel de la sol del esputo es necesario que la muestra
pese 100mg. Como ya hemos especificado anteriormente, no nos consta que existan
estudios publicados donde se describa el uso del El para obtencion de muestra para pH
del ASL. Ademas, de los 12 articulos publicados sobre pH del ASL, solo 3 incluyeron
poblacién pediatrica. McShane (131) incluy6 5 nifios y midi6 el pH del ASL mediante
fibrobroncoscopia directa con un lector de pH posicionado en la punta del broncoscopio,
por lo que no requirid extraccion de muestra pero si el uso de una técnica invasiva y que
requirio sedacion. Schultz (89) incluyd 37 nifios y midié el pH del ASL mediante
muestras de BAL reportando una taza de éxito del 81% (30/37), siendo la eficacia de
obtencion de la muestra mayor a la nuestra pero requiriendo una técnica invasiva. Por
altimo, Alaiwa (132) incluy6 7 nifios y midié el pH del ASL mediante catéter nasal

mobidium con electrodo interno de fotocolorimetria por lo que tampoco requirié extraer

135



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DEL BICARBONATO NEBULIZADO EN LA VIA AEREA DE PACIENTES PEDIATRICO CON FIBROSIS QUiSTICA
Amalui Vasquez Pérez

muestras, sin embargo, la disponibilidad de este equipo se reserva mayoritariamente para

los ensayos clinicos y no para la practica clinica habitual.

Al analizar las causas de la menor obtencién de muestra de esputo suficiente para
medicion de pH del ASL, pensamos que pudo ser debido a: la robustez del protocolo en
cuanto a que no medimos pH directo de la via aérea sino que lo medimos del ASL
obtenido por El y esta técnica requiere un minimo de 100mg de esputo para su procesado.
A la robustez de nuestro protocolo en la seleccion de la muestra para medicién de pH del
ASL. Y por atlimo, a que la mayoria de nuestros pacientes tenian un buen control de la
enfermedad. En un estudio aun no publicado, realizado por la Airway Research Centre
de Newcastle, Australia, sugieren que la mayor tasa de éxito en la obtencion de muestra
de esputo inducida va relacionada al peor estado del paciente respecto al control del asma.
Nuestro estudio fue desarrollado en poblacién pediatrica FQ con un valor medio de
funcion pulmonar normal, lo que sugiere un buen control de la enfermedad y esto podria
conllevar a una disminucién de la expectoracion y por ende disminuir las posibilidades

de obtencion de muestra suficiente para medicion del pH de ASL.

Analizando nuestra poblacién, podemos concluir que se obtuvo una mayor tasa de éxito
(>3 muestras) en la obtencion de EIl suficiente para analisis de pH del ASL en: varones
adolescentes con funcion pulmonar normal, mutaciones graves, IP asociada y una media

de 2.6 exacerbaciones en el afio previo.

11.2 PH DEL ASL EN PACIENTES PEDIATRICOS CON FQ

El valor medio de pH del ASL en nuestro estudio obtenido por esputo inducido fue de
6.72. Al comparar nuestros valores con los descritos en poblacion sana de ~ 7.1
publicados por Ahmad y cols (133) observamos un pH de ASL mas bajo en nuestra
cohorte FQ de ~ - 0.4 puntos y estos resultados apoyarian la hipotesis de que los pacientes
FQ al tener una alteracion en la secrecion de bicarbonato, tienen tendencia a tener un pH
del ASL mas acido que la poblacion sana (43, 48).

Si analizamos los articulos publicados hasta la fecha que miden el pH del ASL,

encontramos una gran variabilidad en cuanto a la complejidad en los tipos de muestras
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utilizadas (humanos, animales, cultivos celulares) y técnicas de recogida (EBC,
broncoscopia directa, BAL, esputo espontaneo, sondas nasales), 1o que se traduce en
valores de pH del ASL dispares que van desde 5.2 hasta 7.33, probablemente debido a
que al ser técnicas y muestras diferentes, los valores obtenidos no son comparables entre

Si.

Alaiwa midié el pH de ASL mediante técnica de cateter nasal mobidium con
fotocolorimetria (132) en nifios FQ con medias de 5.2, y McShane (131) obtuvo un valor
similar de pH de ASL en nifios y adultos FQ medido mediante sonda nasal antimonio,
con medias de 5.6. Tanto Tate (86) como Ojjo (84) realizaron la medicion del pH del ASL
mediante EBC en adultos FQ, obteniendo medias de 5.7 en ambos casos. En cuanto a
medicién de pH de ASL en cultivos de células bronquiales de adultos FQ, Coakley (47),
Simonin (134) y Garland (48) y describieron valores de pH del ASL de 7.4, 7.3 y 6.4,
respectivamente. Respecto a los estudios sobre medicion de pH de ASL en cultivos de
células bronquiales de cerdos FQ realizados por Pezzulo (42) y Tang (135) describieron
valores de pH del ASL de 6.94y 7, respectivamente. Por su parte, Grandjean (88) y Souza
(87) realizaron la medicion de pH del ASL en esputo espontaneo de adultos FQ,

obteniendo valores de 6.3 y 7.3, respectivamente.

Por Gltimo, en el estudio publicado por Schultz (89) se midi6 el valor del pH del ASL
mediante BAL en nifios FQ con resultado de 6.98, y McShane (131) obtuvo un valor
similar de pH del ASL en nifios FQ medido por broncoscopia directa, de 7.1. Si bien,
actualmente el analisis del pH del ASL es un tema de estudio del cual no se han
establecido guias que describan la técnica oro para su medicion, creemos que tanto la
broncoscopia directa como el BAL, serian probablemente las dos ténicas mas indicadas
medicion del pH de ASL en condiciones reales. En nuestro estudio, utilizamos el El para
valorar el pH del ASL, obteniendo resultados bastante similares a los descritos por Shultz
(89) y McShane (131), y estéa bien establecido que el El y el BAL son muestras similares
(90-94) que representan el ASL. Por todo ello, consideramos que nuestros valores de pH
del ASL obtenidos mediante técnica de El son fiables y no requieren emplear técnicas
complejas e invasivas como el BAL, ya que se ha demostrado que las muestras obtenidas

son superponibles.
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11.3 RELACION DEL PH DEL ASL BASAL CON EL GRADIENTE CFTR Y LAS

CARACTERISTICAS CLiNICAS

Al analizar los valores de pH del ASL obtenidos mediante técnica de esputo inducido en
nuestra cohorte de pacientes pediatricos con FQ, se obtuvo una correlacion
estadisticamente significativa entre un menor valor de pH del ASL y un mayor valor de
test del sudor (R =-0.683, p = 0.005).

Esta correlacion no habia sido descrita anteriormente en la literatura, en contraste con la
correlacion de las secreciones pancreaticas y digestivas, en las que de siempre el
bicarbonato ha sido un factor importante para la valoracion y el diagnostico de la
sintomatologia FQ del aparato gastrointestinal (66), por lo que con nuestro ensayo clinico
queremos posicionar al pH del ASL como parametro util para valorar el gradiente de la
CFTR, al igual gque otras técnicas hasta ahora ampliamente descritas y utilizadas en la
practica clinica habitual como lo son el test del sudor (73), la diferencia de potencial nasal

(76), la medida de corriente intestinal (78) y la evaporimetria (78).

Como ya hemos comentado, la CFTR es un canal de cloro y bicarbonato y su disfuncion
produce una alteracion hidroelectrolitica en la membrana apical de la célula epitelial que
se traduce en deplecidn hidrica con hiposecrecion de cloro y bicarbonato, hiperabsorcion
de sodio y caida del pH del ASL (25,47,48), por lo que seria l6gico pensar que a mayor
disfuncion de la CFTR mayor alteracién hidroelectolitica con el consecuente aumento del
cloro en sudor a la vez que se produce una disminucion del pH del ASL, igual que ocurre

en el aparato gastrointestinal.

A pesar de haber observado correlacion entre el valor del pH del ASL vy el gradiente de
CFTR, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el valor de pH
del ASL con las diferentes mutaciones FQ presentes en nuestra cohorte (p=0.101) y esto
probablemente ha sido debido a la amplia variedad de mutaciones obervadas en nuestro
estudio unido a una muestra de pacientes reducida, lo que limita la potencia del analisis

estadistico.

En cuanto a la relacién del pH del ASL con las caracteristicas clinicas, no se observo
correlacion entre el valor de pH del ASL basal con el valor de funcién pulmonar basal
medida por FEV1% (r=-0.12, p=0.66) y no se observd relacion estadisticamente
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significativa entre el valor de pH del ASL y el nimero de exacerbaciones pulmonares el
afio previo al estudio (p=0.223). Ciertos autores como Tang (135), Coakley (47) y
McShane (131), entre otros, afirman que al tener un pH del ASL disminuido por la
deplecién en la secrecion de bicarbonato, se alteran las caracteristicas reolégicas del moco
haciéndose mas viscoso con la consecuente disminucion del aclaramiento mucociliar y
por ende caida de la funcion pulmonar. Sin embargo, en ninguno de estos estudios se
mide la funcién pulmonar ni las exacerbaciones por lo que, consideramos que el pH del
ASL &cido sin duda influye en la funcion pulmonar y en la estabilidad clinica del paciente,

pero no es el Unico factor que interviene en dicho deterioro.

Tampoco se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre el valor de pH del
ASL de los pacientes con y sin infeccidn por S.aureus (P=0.17) y estos resultados difieren
con lo descrito en la literatura por Simonin (134) o Pezzulo (42) en donde muestran que
el crecimiento bacteriano en cultivos de células epiteliales bronquiales incrementa
significativamente cuanto mas bajo es el pH del ASL en muestras FQ versus sanas.
Aunque nuestro estudio es clinico y los estudios de estos autores son ex vivos, pudiendo

manipular el pH del medio.

Después de analizar estos resultados, consideramos que el valor individual del pH del
ASL probablemente depende més del gradiente de la CFTR que de la condicion clinica
del paciente. Tal como lo describen Pezzullo (42) y Cogen (136) la CFTR contribuye a
regular el pH del ASL, sin embargo, consideramos que la acidez del pH de ASL es un
factor importante en los cambios reologicos del moco, pudiendo determinar el nimero de
exacerbaciones o incluso la colonizacion bacteriana cronica en estos pacientes, si esto
ocurre, aumentaria el dafio pulmonar del paciente FQ y disminuiria la supervivencia del
paciente, aunque no es el unico factor que influye en la fisiopatologia y en el pronéstico

de los enfermos FQ.

139



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DEL BICARBONATO NEBULIZADO EN LA VIA AEREA DE PACIENTES PEDIATRICO CON FIBROSIS QUiSTICA
Amalui Vasquez Pérez

11.4 SEGURIDAD DEL BICARBONATO NEBULIZADO

En primer lugar, destacar que nuestro estudio es el primer estudio publicado que valora
el bicarbonato nebulizado en pacientes FQ. Despues de discutir los resultados de la
primera fase del estudio, pasaremos a analizar y a discutir los resultados del efecto del

bicarbonato nebulizado en estos pacientes.

EN nuestro ensayo clinico, se incluyeron pacientes pediatricos FQ para el estudio del
efecto del BSH y hasta la fecha, solo constan las publicaciones de Souza (87) desarrollado

en adultos FQ y Alaiwa (132) desarrollado en cerdos FQ y adultos sanos.

Ademas, este es el primer ensayo clinico publicado en el que se confirma la seguridad y
tolerancia del BSH nebulizado en poblacion FQ pediatrica de entre 6 y 18 afios. Durante
el afio de seguimiento, no se registraron efectos adversos graves en ningun paciente de la
rama BSH y solo se registro en un paciente de los 8 incluidos en el grupo BSH un efecto
adverso leve que consistid en picor de garganta y que desaparecio sin requerir tratamiento

especifico y no conllevé a la suspension de la nebulizacion.

Nuestros datos de seguridad se superponen con los resultados registrados en los estudios
publicados, desde los 90 (118) sobre la seguridad de la nebulizacion de bicarbonato en
pacientes intoxicados por cloro inhalado, donde se analizé el efecto de esta terapia en
nifio sy adultos y no solo se observé que no habia que no habia efectos secundarios o que
eran tan irrelevantes como picor de garganta leve autolimitado, sino un incremento de la
funcion pulmonar medida por FEV1% en pacientes con brncoespasmo por efectos lesivos
del cloro inhalado (115, 137, 138). Estos estudios de seguridad fueron los que estudiamos
antes de realizar el protocolo del tratamiento con bicarbonato nebulizado en nuestros

pacientes.

En el estudio tampoco se registraron cambios significativos entre el grupo BSH y SSH en
los cuestionarios de control de tos de Leicester o en el cuestionario de calidad de vida
CFQ-R, lo que se traduce en una tasa de seguridad similar entre ambas ramas de
tratamiento. Estos datos de seguridad son similares al unico estudio sobre bicarbonato
nebulizado en pacientes FQ que consta hasta la fecha, publicado por Souza (87), en el que
afirma que la nebulizacion de bicarbonato tanto al 4.2% como al 8.4% es segura y bien
tolerada en pacientes FQ adultos. Aunque en el estudio de Souza (87) se incluyeron

pacientes FQ, todos eran adultos excepto un nifio incluido de 13 afos.
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11.5 EFECTO DEL BSH SOBRE EL PH DEL ASL Y LA CONDICION CLINICA DE LA

POBLACION DEL ESTUDIO

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas del valor de pH del ASL
basal respecto a los valores de pH del ASL a los 12 meses en ninguno de los pacientes de

las dos ramas de tratamiento.

Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas del valor del pH del
ASL obtenido en cada visita entre las 2 ramas de tratamiento.

Estos resultados creemos que pueden ser atribuibles en parte al bajo nimero de muestras
ya que al ser un estudio piloto desarrollado en poblacién pediatrica FQ solo se incluyeron
8 pacientes en el grupo BSH. A pesar de ello, en la Tabla 13 se pueden observar los
valores de pH del ASL obtenidos en cada una de las visitas de seguimiento tanto en el
grupo SSH como en el BSH, en donde se refleja la clara tendencia del grupo BSH a
mantener un pH del ASL mas elevado que el grupo SSH, sin que las diferencias entre
ambos grupos sean estadisticamente significativa seguramente por falta de potencia
estadistica, o porque, debido a la fisiopatologia de la FQ, las dosis de bicarbonato
nebulizado deberian ser mas altas o frecuentes en estos pacientes para poder ver cambios
en el pH del ASL. Nuestros resultados son similares a los publicados por Souza y cols.
(87) en su estudio de seguridad de bicarbonato nebulizado en pacientes FQ donde realizan
mediciones seriadas del pH de esputo posteriores a la nebulizacion con bicarbonato
durante 10 semanas y observan que a pesar de que existe un incremento transitorio del
pH de esputo éste desaparece al cabo de las 2 horas, pero que con el transcurso de las
semanas de estudio se ve un efecto acumulativo en el incremento del pH basal, sin llegar
a ser tampoco estadisticamente significativo. Posiblemente debido a que el bicarbonato
nebulizado tiene un efecto buffer sobre las secreciones respiratorias pero este efecto
podria ser transitorio, tal como concluyen en su estudio Alaiwa i cols. (132) en el que
observaron que al nebulizar bicarbonato al 5% o 7% obtuvieron un aumento transitorio
del pH del ASL que desapareci6 al cabo de 60 minutos aproximadamente y este efecto
transitorio fue atribuido a la absorcion transepitelial del bicarbonato y a un cambio rapido
de HCO3 a CO2 y H20. En base a estos resultados, Alaiwa (132) propone estudiar otras
posibles estrategias de tratamiento para la alcalinizacion del pH del ASL con un efecto

mas duradero y estable.
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Respecto a la influencia del BSH sobre la condicion clinica, en nuestro estudio
observamos una clara tendencia al aumento del FEV1% del +5.65% en el grupo BSH
durante el afio de tratamiento. En cambio, los pacientes del grupo SSH mostraron una
pérdida del -6.3% del valor basal de FEV1% respecto al valor de FEV1% al afio de
tratamiento. Nuestros resultados en cuanto a mejora del FEV1% en el grupo BSH son
similares a los descritos por Souza (87) en su estudio de seguridad del BSH nebulizado
en el que evidencian un incremento del FEV1% aunque no llega a alcanzar significancia
estadistica creen debido a la poca muestra y por ende falta de potencia estadistica.
Nuestros resultados nos abren una puerta para seguir investigando la alcalinizacién de las
secreciones bronquiales como herramienta terapéutica que ayude a aumentar la funcion

pulmonar de los pacientes FQ.

Aunque varios de los articulos que estudian la funcion pulmonar tras la terapia con SSH
nebulizado obtienen un incremento aproximado del 10% del FEV1% en los pacientes FQ
(112, 113) nuestros resultados no se correlacionan con los de la literatura, ya que los
pacientes del grupo SSH perdieron -6.3% sobre el valor del FEV1% basal, en el afio de
tratamiento. Por todo ello creemos que afiadir bicarbonato 8.4% al SSH nebulizado
permitiria mejorar las caracteristicas reolégicas del moco con el consiguiente aumento

del aclaramiento mucociliar y por ende incrementar el FEV1%.

Respecto a las exacerbaciones, al comparar el efecto del BSH nebulizado observamos una

disminucion estadisticamente significativa en el nimero de exacerbaciones durante el afo

de tratamiento con BSH respecto al afio previo (p=0.01). En el grupo tratado con SSH no

observamos una diferencia estadisticamente significativa en el numero de
exacerbaciones. Nuestros resultados concuerdan con los publicados en la revisién
Cochrane del 2018 (111) donde concluyen que la nebulizacién con SSH disminuye la tasa
de exacerbaciones sin ser estadisticamente significativa. Consideramos que la
combinacion de SSH con bicarbonato 8.4% nebulizado consigue una disminucion
significativa de las exacerbaciones pulmonares y un incremento del +5.16% del FEV1%,
lo que se traduciria en un incremento del prondstico de supervivencia en el seguimiento
(139-141).
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Ademas, al analizar la adherencia al tratamiento vimos que el bicarbonato no fue
percibido por los pacientes como un incremento en la carga diaria de tratamientos ya que
la formulacién magistral disefiada para este estudio incluy6, ademas de bicarbonato 8.4%,
SSH por lo que los pacientes solo realizaron 1 nebulizacién de la preparacién cada 12
horas, al igual que el grupo control (SSH), y esto se confirmé en los resultados obtenidos
por el dominio “tratamiento” del cuestionario de calidad de vida CFQ-R en el que no se
observaron diferencias significativas entre grupos. EI BSH nebulizado tiene otra ventaja
afiadida, ademas de su facil formulacion y es su evidente bajo coste ya que una ampolla
de 10ml de bicarbonato 1M cuesta aproximadamente €0.5 (142). Por tanto consideramos
fundamental trabajar en terapias como el BSH nebulizado que ademas de ser segura y
eficaz en cuanto a la mejora de la funcién pulmonar, no supone una carga importante en

el gasto sanitario referido a los pacientes FQ.

En cuanto a las infecciones por P.aeruginosa, durante el afio de tratamiento el grupo BSH
tuvo un 8.9% de cultivos positivos (5 positivos/56 cultivos) a P.aeruginosa mientras que
el grupo SSH tuvo un 4.8% de cultivos positivos (3 positivos / 63 cultivos) a
P.aeruginosa, sin ser estas diferencias estadisticamenet significativas (p=0.23). Ademas,
se objetivo un menor tiempo libre de psedomonas desde el inicio del estudio en el grupo
BSH (2 meses) comparado con el grupo SSH (4 meses). Nuestros resultados concuerdan
con los descritos en 2020 por Jaikumpun y cols. (143) en donde demuestran que afiadir
bicarbonato en muestras artificiales de cultivo de esputo de pacientes FQ, si bien provoca
una inhibicién del crecimiento bacteriano y formacion del biofilm tanto de S.aureus como
de P. aeruginosa, este efecto resulta ser transitorio y es catalogado de bacteriostatico y
no bactericida, lo que podria explicar que en nuestra cohorte tratada con BSH, a pesar de
no haberse objetivado mejoria microbioldgica, esto no se tradujo en empeoramiento
clinico, por lo que las bacterias podrian persistir pero su grado de patogenicidad estaria
disminuido y por ende el tener un cultivo positivo a P.aeruginosa en el grupo BSH no se
tradujo en un empeoramiento clinico medido por aumento de exacerbaciones, caida del

FEV1% o empeoramiento de la calidad de vida.

Respecto a las infecciones por S. aureus, en nuestro ensayo clinico tampoco se

encontraron diferencias entre grupos (p>0,05) en cuanto a la colonizacién por S.aureus a
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lo largo del estudio, asi pues, el grupo BSH presento un 37.5% (3/8) de cultivos positivos
en VO y un 16.7% (1/6) al final del estudio (\V6) y el grupo SSH presento un 55,5% (5/9)
de cultivos positivos en VO y un 42.9% (3/7) de cultivos positivos al final del estudio
(\V6), sin haber diferencias entre grupos (p=0.63). Sin embargo, al comparar el nimero
total de cultivos positivos a S.aureus entre el grupo BSH (11, 26%) y el grupo SSH (26,
50%) durante todo el afio de tratamiento se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos (p=0,024) a favor de un mayor numero de cultivos

positivos a S.aureus en el grupo SSH respecto al grupo BSH. Nuestros resultados son

similares a los descritos por Esposito (144) en los que afirma que el S.aureus es el germen
méas comunmente aislado en los cultivos de esputo de pacientes FQ jovenes y que esta
considerado uno de los principales causantes de las infecciones pulmonares recurrentes y
del deterioro progresivo de la funcién pulmonar, sin embargo, el verdadero papel que
desenvuelve este patdgeno en la poblacion FQ es aun desconocido ya que se cree que
muchos factores influyen en su colonizacion (144). En la FQ, el aclaramiento mucociliar
se ve alterado debido en parte a la deshidratacion del moco, lo que favorece la adherencia
bacteriana. Ademas, se cree que el S.aureus altera la barrera epitelial a través de la
produccion de Hla, una toxina que induce la formacion de poros en las células epiteliales.
La destruccion de estas células puede dar lugar a la inhibicion de la respuesta inmunitaria
del huésped al reducir la produccidn de citoquinas en las células epiteliales, favoreciendo
asi la persistencia bacteriana. Ademas, concuerda con lo descrito por Pezzulo (42) en
2013 donde publica un articulo que tiene como objetivo analizar los efectos del
bicarbonato nebulizado en la via aérea de los cerdos afectos de FQ colonizados por
S.aureus y concluye que la actividad bactericida era pH dependiente, ya que a medida
que se incrementaba el pH disminuian las UFC de S.aureus. En nuestro estudio, tal como
se objetiva en la ilustracion 43 se observo una clara tendencia a tener el pH del ASL més
bajo si el cultivo de esputo era positivo a S.aureus respecto a cultivo de esputo negativo
y estos resultados son consistentes con los articulos publicados por Culp (38), Borowitz
(113) y Garnett (114) en los que refieren que el pH acido se debe a un déficit en la
secrecion de HCO3- que conlleva una agregacién persistente de los granulos de mucina
produciendo un moco espeso que facilita la adherencia y el sobrecrecimiento bacteriano,
ademés de desnaturalizar las defensinas pH-dependientes propias del moco de la via
aeérea. Esto se veria reflejado en el incremento del nimero de cultivos positivos a S.aureus
en el grupo SSH en el que el pH del ASL no presenta variaciones por el tratamiento, en

cambio y en la disminucién del cultivos positivos a S.aureus en el grupo BSH en el que
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el pH del ASL incrementa y por tanto mejoran las condiciones reoldgicas del moco y por
consiguiente el aclaramiento mucociliar, que se tarduce en mejor funcion pulmonar y
mayor estabilidad clinica en cuanto a exacerbaciones, datos que se ahn podido confirmar

€N nuestro ensayo.

Por ultimo, respecto a la adherencia, el grupo BSH reportd una adherencia media al
tratamiento durante el estudio de 91.5%. Aunque probablemente estos resultados sean
mejores de los esperados en vida real, lo que nos viene a decir es que el BSH nebulizado
tiene una excelente aceptacion en el paciente pediatrico FQ y que es una terapia que no
implica un aumento en la carga diaria de tratamiento reportada, factor fundamental a la

hora de valorar la adherencia a los tratamientos implementados en FQ.
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12. CONCLUSIONES

146



UNIVERSITAT ROVIRA I

VIRGILI

EFECTO DEL BICARBONATO NEBULIZADO EN LA VIA AEREA DE PACIENTES PEDIATRICO CON FIBROSIS QUISTICA

Amalui Vasquez Pérez

v

El esputo inducido parece ser una técnica segura y bien tolerada en poblacion
pediatrica de 6 a 18 afios con Fibrosis Quistica.

El esputo inducido es una técnica con un 100% de éxito para obtencion de
muestras para microbiologia y de un 51.3% para medicién de pH del ASL en
pacientes pediatricos con FQ.

El pH del ASL de los pacientes pediatricos con FQ se correlaciono con el defecto
de la conductancia transmembrana medida por test del sudor.

EL pH del ASL no se correlaciond con la gravedad clinica del paciente.

La nebulizacion con bicarbonato al 8.4% afiadido al suero salino hipertonico 7%
es una terapia segura en poblacion pediatrica FQ.

La adicion de una solucion de bicarbonato nebulizado al 8.4% mas suero salino
hipertonico al 7%, contribuye a disminuir significativamente el nimero de
exacerbaciones por afio, y aumenta un +5,16% la funcion pulmonar medida por
FEV1%.

El afadir bicarbonato 8.4% a la solucion salina hipertonica 7% nebulizada
demostro aportar mejoras estadisticamente significativas en cuanto al crecimiento
bacteriano por S. aureus en la via aérea de los pacientes FQ pediatricos.

La nebulizacién con bicarbonato nebulizado al 8.4% obtuvo una adherencia del
91%, por lo que confirma la excelente aceptacién por parte de los pacientes

pediatricos FQ.

Nuestro estudio apoya la hipotesis de que el esputo inducido es un método seguro
y eficaz para la medicion del valor de pH del ASL en pacientes pediatricos con
FQ y que el bicarbonato 8.4% muestra eficacia clinica en pacientes pediatricos
FQ.

Con nuestro estudio no pudimos demostrar la hipdtesis de que el bicarbonato
nebulizado 8.4% aumento el valor del pH del ASL, por lo que mas estudios se

deben desarrollar al respecto.
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13. LIMITACIONES
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La limitacion méas importante de este estudio es la N pequefia, debido a que la poblacion
incluida es FQ y es una enfermedad genética minoritaria cuya incidencia en Catalufia es
de 1/6000 recién nacidos vivos. Ademas, es un estudio piloto para estudiar la eficacia del

uso de la técnica de El para medicion de pH del ASL.

Este estudio ha coincidido en el tiempo con los ensayos de las terapias moduladoras de la
CFTR, por lo que desde el punto de vista ético los pacientes al no poder formar parte de
mas de un ensayo clinico, debido a la importancia de estas terapias, se priorizé la inclusion

de dichos pacientes en esos ensayos.

Otra de las limitaciones es la técnica para obtener esputo inducido en poblacién
pediatrica, aunque se trate de una técnica no invasiva y reproducible, es compleja en
poblacién pediatrica ya que su éxito en la obtencién demuestra suficiente va a estar
relacionado en parte por la estabilidad clinica del paciente y por la colaboracion del

mismao.

Por altimo, al no tener grupo control no FQ, no hemos podido demostrar diferencias en
cuanto al valor de pH del ASL de los pacientes FQ versus poblacion sana, sin embargo,

esto no formaba parte de los objetivos de nuestro estudio.
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14. APLICACIONES CLINICAS
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El valor del pH del ASL en pacientes FQ pediatricos demostro tener relacion directa con
la funcion de la CFTR, ya que a menor pH del ASL mayor fue el valor del test del sudor.
Estos resultados sugieren que la medicion del pH del ASL a través del esputo inducido,
la cual es una técnica segura y reproducible, podria valorarse como herramienta Gtil para
el seguimiento de los pacientes FQ, sobretodo aquellos tratados con moduladores de la

CFTR, aunque mas estudios se requieren al respecto.

La nebulizacion con bicarbonato nebulizado al 8.4% afiadido al SSH7% ha demostrado
ser una terapia segura, que no implica invertir mayor cantidad de tiempo en la dinamica
diaria del paciente FQ, y que ademas aporta beneficios clinicos significativos, como lo
son la disminucion de las exacerbaciones y el incremento en la funcién pulmonar medida
por FEV1%.
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15. LINEAS DE INVESTIGACION
FUTURAS
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El estudio de pH del ASL en pacientes pediatricos con fibrosis quistica, obtenido
mediante técnica de esputo inducido, abre una puerta muy importante para el anélisis de
parametros inflamatorios de aparicién temprana y como posible método tanto de
diagndstico de FQ debido a su relacién con la alteracion del gradiente de CFTR, como

de monitorizacion clinica.

Analizar el efecto del bicarbonato nebulizado sobre los pacientes con fibrosis quistica nos
ayudara a entender los mecanismos fisiopatoldgicos de la FQ en cuanto a caracteristicas

reoldgicas del moco y su implicacion en el deterioro pulmonar.

Tambien, seria interesante analizar el impacto que el tratamiento con bicarbonato
nebulizado podria tener sobre la calidad de vida de los pacientes FQ Yy el aporte coste —

que ofece esta terapia a dicha poblacion.
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