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ABREVIATURAS

CFRT Regulador de la conductancia transmembranal de la FQ
EGF Factor de crecimiento epidérmico

FEFys Flujo espiratorio al 25% de la FVC

FEFso Flujo espiratorio al 50% de la FVC

FEF7s Flujo espiratorio al 75% de la FVC
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FvC Capacidad vital forzada
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GlyR Receptor de glicina

HMGB-1 Proteinas de alta movilidad del grupo 1

LTB4 Leucotrieno Bs

mMCP-1 Proteasa de mastocitos de ratén 1

PDGF Factor de crecimiento de plaquetas

rhDNasa Desoxirribunucleasa recombinante humana
Sp0; Saturacion periférica de oxigeno

TNF-a Factor de necrosis tumoral




RESUMEN

Antecedentes. La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad causada por una mutacién en el gen del
regulador de la conductancia transmembranal de la FQ (CFRT), que es un canal de cloro, lo que
fisiopatolégicamente se traduce como una alteraciéon del transporte de cloro a través de las células
epiteliales de las glandulas exdcrinas. Tiene una herencia autosémica recesiva y a nivel pulmonar se
caracteriza por moco deshidratado que causa obstruccién bronquial. Se han detectado neutrdfilos y
citocinas proinflamatorias en el lavado broncoalveolar de nifios con FQ que no tienen infeccion
bacteriana. El moco espeso y la inflamacién causan un circulo vicioso en el que la via aérea se coloniza por
bacterias que aumentan la inflamacion, la cual es persistente y ocasiona cambios irreversibles en la
morfologia bronquial, dando lugar a bronquiectasias. Todo esto origina deterioro del mecanismo de
aclaramiento mucociliar y favorece también la sobreinfeccidon bacteriana. El tratamiento de la FQ es
multidisciplinario e incluye tratar de disminuir la_inflamacién de la via aérea usando, por ejemplo,

corticosteroides, ibuprofeno o macrélidos. Glicina como antiinflamatorio. La glicina es un aminoécido
agonista de los receptores de glicina (GlyR) que al activarse provocan la entrada de cloro a la célula y
favorecen la hiperpolarizacién de la membrana. En el sistema nervioso central es un neurotransmisor
inhibitorio; en macréfagos alveolares, células de Kupffer y neutréfilos puede disminuir su sensibilidad a
estimulos proinflamatorios, lo que evita la produccién de factor de necrosis tumoral (TNF-a) y de anidn
superdxido y disminuye la inflamacidon pulmonar neutrofilica. La glicina por via oral no tiene efectos
adversos relevantes reportados.

Objetivos. Determinar el efecto de un suplemento diario de 0.5 g/kg de glicina por 8 semanas sobre la
concentracion de biomarcadores de inflamacién en el esputo y en sangre periférica de nifios con FQ, asi
como analizar el efecto sobre la intensidad de los sintomas respiratorios y sobre la funciéon pulmonar
evaluada mediante espirometria.

Material y métodos. Es un ensayo clinico aleatorizado y cruzado, de dos ramas (experimental y placebo —
azlcar glass—), cegado para el médico tratante, el paciente y sus familiares. La fase inicial fue de 8
semanas, seguida de 2 semanas de periodo de lavado y posteriormente se hizo el cruce de ramas
continuando con la segunda fase de 8 semanas mas (duracién total 18 semanas).

Resultados. Trece pacientes de 6.2 - 23.6 afios (8 mujeres) completaron el estudio. En comparacién con la
fase de placebo, después de tomar glicina hubo mejoria en puntajes del cuestionario de sintomas
(p=0.02), principalmente en la produccidn de esputo y sensacién de disnea. Las variables espirométricas
tendieron a disminuir durante la fase de placebo, pero fueron estables o incluso mejoraron durante el
tratamiento con glicina (p=0.04 a 0.003). En especial, el volumen espiratorio forzado al primer segundo
(FEV1) disminuy6 8.6% después del placebo pero incrementd 9.7% al final del periodo con glicina. La
oximetria de pulso mejoré después de la administracidn de glicina (p=0.04 vs placebo). El TNF-a en suero,
asi como la IL-6 y el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) en esputo tendieron a
disminuir al final del periodo con glicina (p=0.061, p=0.068 y p=0.04, respectivamente, vs placebo). La
glicina fue bien tolerada.

Conclusion: El estado clinico, espirométrico e inflamatorio en pacientes con FQ mejord después de 8
semanas de tomar glicina, lo que sugiere que este aminoacido podria constituir una herramienta
terapéutica novedosa para estos pacientes.



ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

Fibrosis quistica e importancia de la inflamacion bronquial

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad multisistémica, hereditaria (autoséomico recesiva),
producto de mutaciones en el gen del brazo largo del cromosoma 7 que codifica para la proteina
regulador de la conductancia transmembranal de fibrosis quistica (CFTR, por sus siglas en
inglés)[1].

Genética. El gen del CFTR consta de 250 Kb y tiene 27 exones. Se han encontrado 2000
mutaciones asociadas a la FQ y se reportan a la base de datos del CF Genetic Analysis Consortium
(www.genet.sickkids.on.ca/cftr/) y en Cystic Fibrosis Mutation Database. La mayoria de las

mutaciones involucran a tres o menos nucleétidos, como mutaciones, sustituciones, deleciones,
empalmes [2-4]. La mutacidon mas comun y primera identificada es la p.Phe508del (anteriormente
conocida como AF508), que es una delecion de pares de bases que codifica a una fenilalanina en la
posicion 508 en la proteina CFTR y que ocurre en el 70-90% de los alelos de los pacientes de raza
blanca con FQ [1, 5].

Epidemiologia. Se estima que en el mundo existen 80,000 individuos con esta enfermedad [1, 6,
7]. La FQ puede presentarse en todos los grupos raciales y étnicos, aunque es mas comun en
caucasicos en quienes tiene una incidencia de 1 por cada 3500 recién nacidos vivos [4, 7]. En
México se considera una enfermedad subdiagnosticada y no existen datos precisos sobre su
incidencia. En 1980, Lépez y col. reportaron 32 casos de FQ en 3,260 autopsias de nifos
mexicanos, dando una frecuencia del 0.98% [8]. Aunque la FQ es un complejo multiorganico, la
patologia pulmonar causa el 85% de la mortalidad, que suele ocurrir por insuficiencia respiratoria.
Gracias a tratamientos mas eficaces y a la introduccidon de nuevas alternativas terapéuticas se ha
logrado mejorar la calidad de vida y prolongar la sobrevida de los pacientes con FQ, que en los
ultimos afios es de aproximadamente 40 afios [4, 9].

Fisiopatologia. Las mutaciones del gen CFTR causan defectos en el procesamiento o trafico
intracelular de la proteina CFTR, lo que hace que esté reducida su cantidad en la superficie apical
de las células epiteliales. La proteina Phe508del CFTR también exhibe un canal defectuoso, que
ademas limita el transporte de aniones [1]. La disfuncién de la proteina CFTR provoca alteracién
del transporte idnico en la membrana apical de las células epiteliales en distintos drganos,
principalmente del sodio y cloro [4, 10, 11]. Dicha disfuncién del CFTR causa una conductancia
anormal del cloro y bicarbonato en la membrana apical de las células epiteliales, afectando en
especial a las glandulas exdcrinas, al pancreas, al sistema gastrointestinal, las glandulas
sudoriparas y al aparato respiratorio, entre otros érganos y sistemas [1]. Cuando la mutacién
ocurre en una o ambas copias del gen el trasporte mucociliar en el pulmon es defectuoso y el
resultado final es una deplecidon del liquido de la superficie, por lo cual el moco de las via
respiratoria es excesivamente espeso y deshidratado, lo que provoca obstruccion de la luz



traqueobronquial [4, 12]. Se han detectado neutrdfilos y citocinas proinflamatorias como la IL-8 en
el lavado bronquioloalveolar de nifios con FQ sin infeccidn bacteriana, por lo que es probable que
exista un proceso inflamatorio aséptico desde etapas tempranas de la vida [13-15]. Ademas, el
moco espeso y la inflamacién primaria condicionan la aparicién de un circulo vicioso [16-18], como
se describe a continuacion:

a) La via aérea del paciente con FQ es colonizada por bacterias como Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Hemophilus influenzae, que incrementan el proceso inflamatorio.

b) La destruccion de las células inflamatorias hace que el moco contenga DNA, el cual es un factor
que altera la reologia del moco, haciéndolo alin mas viscoso.

¢) La inflamacion persistente de la via aérea ocasiona cambios irreversibles en la pared bronquial
(bronquiectasias).

En conclusiéon, estas condiciones originan deterioro del mecanismo de limpieza mucociliar y
favorecen la sobreinfeccidn bacteriana.

Factores inflamatorios asociados. La inflamacion de la via aérea es predominantemente
neutrofilica en la mayoria de los pacientes con FQ [16, 19, 20]. Los mediadores que promueven la
afluencia de neutrdéfilos al pulmén incluyen a la interleucina (IL)-8, factores quimiotacticos
derivados del complemento y leucotrieno (LT)Bs [16, 21], ademas del factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), IL-17 y las proteinas de alta movilidad del grupo 1
(HMGB-1) [22]. Sin embargo, en la FQ, la IL-8 producida por neutréfilos, células epiteliales y
macroéfagos, es el principal agente quimiotactico [16, 23], ademas de la IL-17 que se conoce que en
infecciones crénicas, promueve el flujo de neutrofilos [24]. Algunos estudios han mencionado que
la funcion pulmonar tiene una correlacion inversa con biomarcadores de inflamacidn en esputo
[25].

Funcidn respiratoria. El FEV; es el marcador primario de progresion de la enfermedad, suele tener
un descenso de 2% anual aproximado [26] y algunos estudios lo identifican como predictor de
supervivencia y deterioro del estado funcional en general [27]. Por lo tanto, el FEV: se usa para
evaluar la eficacia clinica de las modalidades terapéuticas nuevas en la FQ [28].

Tratamiento. El tratamiento de la FQ se basa en mejorar el aspecto nutricional con Ia
administracion de suplementos de enzimas pancredticas y vitaminas, asi como una dieta
apropiada; el uso de ursodesoxicolato parece retrasar la progresion de lesiones hepaticas y, desde
el punto de vista neumoldgico, se usan medidas para fluidificar el moco (p.ej., con inhalacion de
una enzima recombinante que degrada al DNA, la rhDNasa) y el control de las exacerbaciones de
la infeccion pulmonar [18, 29]. La tobramicina inhalada durante 10 dias de cada mes evita el
deterioro de la funcion pulmonar [30]. Ademads, se ha intentado disminuir directamente la



inflamacién bronquial mediante diversos farmacos dado el papel de la inflamacién en el deterioro
funcional [31, 32]. Entre los medicamentos mas estudiados estan los corticosteroides y el
ibuprofeno a dosis altas. Ambos han demostrado un efecto benéfico evitando el deterioro de la
funcién pulmonar [33, 34]; sin embargo, su uso es limitado debido a que aun existen dudas sobre
su efecto o por temor a sus posibles efectos secundarios a largo plazo [35]. Recientemente se han
usado macrdlidos o cetdlidos como la azitromicina, por lapsos variables de entre 3 meses y 3 afios,
pues estos antibidticos poseen un efecto antiinflamatorio [32, 36], mostrando que este
tratamiento produce un incremento de la capacidad vital forzada (FVC) y el FEV; de alrededor del
4%. A pesar de los beneficios observados del tratamiento antiinflamatorio, en los Estados Unidos
se calcula que sélo el 12% y 8% de los pacientes con FQ usan corticosteroides inhalados o
ibuprofeno, respectivamente [35]. Entre las alternativas terapéuticas, se encuentran las técnicas
para mejorar el aclaramiento mucociliar, como es el uso de solucion hipertdnica, la cual ha
mostrado ser mas efectiva que la isotdonica nebulizada, ya que mejora la expectoracion y la
viscosidad del esputo [37].

Actualmente las estrategias terapéuticas mas novedosas se encuentran dirigidas a restaurar la
funcién del CFTR de forma dirigida mediante moduladores de su actividad. Estas terapias incluyen
pequefias moléculas correctoras que incrementan la expresion en la superficie celular al mejorar
el procesamiento y el trafico de CFTR, asi como pequefias moléculas potencializadoras que
aumentan la unidn al canal. Ejemplo de estas moléculas son: elexacaftor, tezacaftor e ivacaftor. Ya
gue la mutacion p.Gly551Asp (antes conocida como G551D) es una mutacion clase lll, en la que el
defecto se da en la regulacién del canal, dado que el CFTR alcanza la superficie celular pero no se
abre correctamente para transporte de cloro, una alternativa al tratamiento es el ivacaftor [4] ya
gue restaura la actividad del canal de cloro permitiendo que el canal CFTR permanezca abierto.
Igualmente, su uso se ha asociado a una reducciéon en la adhesién de neutrdfilos y a una
disminucidn en la prevalencia de P. aeruginosa, incluyendo la cepa mucoide y Aspergillus spp [24].

Existe un estudio publicado fase 3, aleatorizado, doble ciego, controlado por placebo, realizado
por Middleton y col., publicado en 2019 [1] en el que se usd una combinacién de estos tres
medicamentos (elexacaftor, tezacaftor e ivacaftor) en 403 pacientes con mutacion p.Phe508del,
encontrandose eficaz en aquellos pacientes en que se ha intentado los medicamentos por
separado sin mejoria. Se demostrdé que mejoran el FEV; a las 4 semanas y se mantiene a las 24
semanas, disminuye el nimero de exacerbaciones, asi como el puntaje de sintomas del Cystic
Fibrosis Questionnaire-Revised. También disminuye los niveles de cloro en sudor lo que fue
estadisticamente significativo (p<0.001). Sin embargo, tiene efectos adversos de leves a
moderados (rash e hipertension portal). Dado el costo excesivo, no se encuentran disponibles en
nuestro medio.

También se encuentra la opcidon en paises de primer mundo del trasplante pulmonar [4],
principalmente en aquellos que tienen bronquiectasias graves, en etapas terminales o que el FEV;
es menor del 30%. La media de la sobrevida después del trasplante en nifios es de 4.7 afios, para
adultos de 7.8 afios[38].



Papel de la glicina como antiinflamatorio

La glicina es un aminoacido no esencial formado por un carbono central a, al que estan unidos
covalentemente un grupo acido carboxilico y un grupo amino, dando su férmula: NH,CH,COOH. Su
peso molecular es de 75.0666 g/mol.

Fisicamente es un polvo cristalino, blanco e inoloro de sabor ligeramente dulce, facilmente soluble
en agua y de costo accesible (alrededor de $350 pesos el kilogramo). Funciona como un agonista
para receptores especificos llamados GlyR que funcionan como canales de cloro, por lo que al
unirse con su agonista provocan entrada de cloro a la célula y favorecen la hiperpolarizacién de la
membrana [39]. Por lo tanto, en algunas células como las células de Kupffer, neutrofilos,
macroéfagos alveolares y linfocitos, hace que sean menos sensibles a estimulos proinflamatorios,
mientras que en células excitables como las neuronas la glicina funciona como un neurotransmisor
inhibitorio. [40, 41]. Existen diversas familias de canales de cloro y difieren tanto en su estructura
guimica como en su localizacién; el canal de cloro activado por glicina pertenece a una familia
diferente a la del CFTR [39].

Algunos estudios hechos en animales de laboratorio muestran que la glicina es un agente que
puede tener un efecto antiinflamatorio potente ante ciertos estimulos. Asi, en 1996, lkejima y col.
demostraron que una dieta enriquecida con 5% de glicina en un modelo de choque endotdxico en
ratas disminuia las lesiones hepaticas y la mortalidad, a la vez que evitaba la elevacion sérica de
TNF-a [42]. En 2000 Wheeler y col. observaron en dicho modelo de choque endotdxico que 4
semanas de administracion de dietas con 5% de glicina también disminuia la inflamacién pulmonar
neutrofilica, en comparaciéon con animales controles que consumieron dieta con 5% de caseina
[43]. En México estudios publicados por Alarcén-Aguilar y col. en 2008 y Almanza-Pérez y col. en
2010 reportaron que la glicina disminuye la expresidn y los niveles de factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) e IL-6 en tejido adiposo de ratones [44, 45]. En estudios in vitro se ha corroborado la
capacidad de la glicina para evitar la produccién de TNF-a y de anién superdéxido en macrofagos
alveolares estimulados con lipopolisacaridos [46], asi como de TNF-a e IL-6 en células 3T3-L1 [47].
Ademas, otros estudios en modelos animales han encontrado que la glicina protege al intestino y
al pulmon de la lesidn por isquemia-reperfusion [48, 49], que es un tipo de lesién donde se
considera que los neutrdfilos desempefian un papel importante en la produccién del dafio
endotelial [50].

Estudios recientes, como el de Sa y col. en 2018 [51], reconoce que la glicina tiene propiedades
antiinflamatorias, inmunomoduladoras y citoprotectoras, por lo que prueban su efecto en el
colageno y factores de crecimiento, tanto de plaquetas (PDGF) como epidérmico (EGF) en un
modelo en hamster con mucositis oral. Siendo un estudio con grupo control, se demostré que el
grupo que recibié glicina al 5% intraperitoneal por 7 dias tuvo mayores niveles de expresion de
colageno y predominantemente tipo |, también tuvieron menor inmunoexpresién de factores de
crecimiento mencionados, mostrando un marcado proceso de curacidon de la mucositis oral.



Concluyen que hipotéticamente el uso de glicina puede estar asociado con menor estimulo
inflamatorio o simultaneo con efectos citoprotectores generados por la glicina contra la apoptosis.

En el mismo ano, van Bergenhenegouwen y col. [41] tomaron ratones hembra que fueron
suplementados con una carga de glicina oral (50-100 mg/ratdn) 4 h antes de ser sensibilizados a la
proteina de la leche de vaca usando una toxina del célera inyectada en el oido, lo cual produjo
reacciones alérgicas cutaneas y anafilaxia. Se midié la proteasa de mastocitos de ratén 1 (mMCP-1)
y niveles de IgE especificos en sangre a los 30 min de la administracion oral del alergeno. Se disecé
el yeyuno. El grupo que recibid glicina tuvo una reduccién en la respuesta alérgica, la anafilaxia, la
mMCP-1 sérica y los niveles de IgE especificos, por lo que se hace la hipdtesis de que la glicina oral
puede prevenir una alergia a las proteinas de la leche de vaca mediante la inhibicidn de IL-4 e IL-
13, que son fundamentales en la cascada alérgica reactiva. Otra teoria es que la glicina puede
atenuar la activacion de mastocitos disregulados o no controlados, lo que puede prevenir la
pérdida de homeostasis intestinal que promueve la inflamacién y puede conducir a enfermedades
gastrointestinales como la alergia alimentaria.

Usos de glicina en seres humanos y efectos adversos

En el ser humano la glicina se ha utilizado desde hace mas de 50 afios como solucion de lavado
durante la cirugia de prdstata [52] y desde hace mas de 60 afios se menciona como una medida
terapéutica para la miastenia gravis y la distrofia muscular progresiva [53]. El Unico efecto adverso
de la glicina que se ha reportado durante estos tratamientos es la hiponatremia hipoosmolar.

En México, Carbajal y col. han empleado la glicina para el manejo adicional de la diabetes mellitus
debido a su capacidad para disminuir la glicosilacion no enzimatica de proteinas [54]. En este
ultimo estudio 38 pacientes adultos con diabetes tomaron glicina durante un lapso variable (2 a 57
meses) a dosis de 20 g/dia disuelta en liquidos, aparentemente sin experimentar efectos adversos
y obteniendo una disminucidon de la hemoglobina glicosilada. Mas recientemente, Cruz y col.
administraron 5 g diarios de glicina a 74 pacientes con diabetes mellitus tipo 2, y después de 3
meses encontraron una disminucidn significativa del TNF-a sérico y de la hemoglobina glicosilada
[47].

En un estudio en el que se investigaba el efecto de la glicina sobre la reestenosis después de
angioplastia coronaria, un total de 111 pacientes recibieron 298 g de glicina por via oral dos veces
al dia durante 6 meses [55]. Si bien la glicina no modificé la proporcién de pacientes con
reestenosis, tampoco se observaron efectos adversos atribuibles a este aminoacido. Entre 1996 y
1999, Heresco-Levy y col. estudiaron 33 pacientes con esquizofrenia resistentes a tratamiento a
quienes administraron glicina por via oral por 6 semanas a dosis de 0.8 g/kg/dia. Estos autores
observaron una reduccion importante de los sintomas psiquiatricos y, sélo en 3 pacientes hubo
nausea y vomito como posibles efectos adversos, aunque no se pudo concluir que hayan sido
secundarios a la ingestion de glicina [56, 57]. Fries y col. estudiaron a un paciente de 8 afos de
edad con diagndstico de acidemia isovalérica a quien le administraron glicina por via oral a dosis
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de 250 mg/kg/dia, asociado a L-carnitina a dosis de 100 mg/kg/dia, por un periodo de 21 dias [58].
El tratamiento fue bien tolerado por el paciente y, como se esperaba, incrementd la excrecion
urinaria del acido isovalérico. File y col. en 1998, estudiaron los efectos benéficos de la glicina (2
mg/kg/dia por 7 dias) sobre la memoria y atencion de 30 adolescentes y adultos jovenes [59]. Los
autores encontraron una mejoria en la memoria y atencion, sin efectos adversos.

Con respecto a la farmacocinética de la glicina, un estudio en 18 voluntarios adultos encontré que
la vida media plasmatica de glicina, después de la administracion intravenosa de entre 15y 22 g,
vario entre 26 y 245 min, siendo mayor mientras mas alta era la dosis [60]. Por otro lado, se ha
encontrado que la administracion diaria de 0.8 g/kg de glicina produjo un incremento significativo
de la concentracion sérica de este aminoacido, que pasé de 278.3 nmol/mL en condiciones basales
a 942.1 nmol/mL al final de las 6 semanas de tratamiento [57]. En otro estudio de 9 sujetos sanos
hecho por Gannon M en el 2002, se les administré glicina por via oral en dosis de 1 mmol/kg de
peso (75 mg/kg) se encontrd que la concentracién basal de glicina fue de 217 + 21 umol/L e
incrementd a un maximo de 909 + 106 umol/L en 40 minutos, después de los cual ésta descendia
casi hasta su punto basal. Al final del estudio, a las 2 hrs de administrado, de cualquier forma, las
concentraciones plasmaticas de glicina fueron elevadas (414 pumol/L).

Por todo lo anterior y, considerando que los nifios con FQ cursan con un proceso inflamatorio
importante en su via aérea y que la glicina tiene efectos antiinflamatorios, aparentemente sin
efectos adversos relevantes, se realizd el siguiente estudio para evaluar la capacidad de este
aminodcido para disminuir la inflamacion de la via aérea en nifios con FQ.

JUSTIFICACION

A pesar de los avances en investigaciones para el tratamiento de la FQ, logrando una mayor
sobrevida de estos pacientes, dicha enfermedad tiene un proceso inflamatorio bronquial
importante con pérdida progresiva de la funcién pulmonar que lleva hacia la muerte. Previamente
se han utilizado farmacos antiinflamatorios (corticoides, ibuprofeno, macrdlidos), para disminuir
dicha inflamacién bronquial, pero a pesar de su efecto benéfico tienen el inconveniente de sus
efectos secundarios o su costo. Consideramos que es importante identificar medidas adyuvantes
qgue ofrezcan disminuir la inflamaciéon de la via aérea. En el presente estudio evaluamos si la
glicina, aminoacido bien tolerado y de bajo costo, disminuye la inflamacion bronquial.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el momento actual es importante continuar con la busqueda de alternativas terapéuticas que
disminuyan la inflamacién bronquial en los pacientes con FQ ya que el tratamiento de eleccién es
de un precio elevado, poco accesible para la mayoria de los pacientes en México, ademas de
presentar efectos secundarios. Por lo anterior se propone que la glicina puede disminuir la
inflamacidn bronquial en estos pacientes en base a estudios previos.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Qué efecto tendra en la inflamacion de la via aérea de los nifios con FQ la administracidén oral de
un suplemento de glicina?

HIPOTESIS

En comparacién con placebo, un suplemento diario de glicina administrado durante 8 semanas a
nifios con FQ producira disminucién de la inflamacién bronquial, medida por biomarcadores
inflamatorios en suero y esputo, asi como mejoria sintomatica y disminucién de la caida de la
funcién pulmonar.

OBJETIVOS

Objetivo principal

Determinar el efecto de un suplemento diario de 0.5 g/kg de glicina por 8 semanas en la
concentracién de biomarcadores de inflamacion en el esputo y en sangre periférica de nifios con
FQ, incluyendo: TNF-q, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante
de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), interferén vy (IFN-y), IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-10, IL-12(p70), IL-13, IL-17a, mieloperoxidasa (MPOQO), proteina inflamatoria de
macrdéfagos 1B (MIP-1B) y proteina quimiotdctica de monocitos 1 (MCP-1).
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Objetivos secundarios

1. Analizar el efecto de un suplemento diario de 0.5 g/kg de glicina por 8 semanas sobre la
intensidad de los sintomas respiratorios en nifios con FQ.

2. Determinar el efecto de un suplemento diario de 0.5 g/kg de glicina por 8 semanas sobre la
funcién pulmonar evaluada mediante espirometria en nifios con FQ.

MATERIAL Y METODOS
Disefio del estudio

Es un ensayo clinico aleatorizado de tipo cruzado de dos ramas (experimental y placebo), cegado
para el médico tratante y para el paciente y sus familiares (Figura 1). La fase inicial fue de 8
semanas, seguida de un periodo de lavado de 2 semanas (es el tiempo que ha sido usado en
estudios previos) [49,50]. La vida media de la glicina es rapida (de entre 26 y 245 minutos una vez
administrada por via intravenosa), por lo que consideramos que 2 semanas era suficiente para que
su concentracién hubiese descendido a niveles basales. Posterior al periodo del lavado, se hizo el
cruce de las ramas con una segunda fase de 8 semanas mas.

Descripcion general del estudio

El estudio se realizé en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas
(INER), el Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI (IMSS) y en el Hospital Infantil
de México Federico Gémez (HIM). A los nifios con FQ que asisten a estos centros se les invitd a
participar si cumplian los criterios de inclusiéon. En la visita inicial se obtuvo la firma del
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Figura 1. Disefio del estudio y plan de visitas
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consentimiento informado de los tutores legales del paciente, aleatoriamente se asigné a una de
las dos ramas iniciales y se le proporciond un bote con 500 g de glicina o con 500 g de placebo
(azucar glass). Todos los botes tuvieron una apariencia similar. Se citd a visitas de revision a las 4,
8, 10, 14 y 18 semanas. En la visita inicial y en cada una de las visitas subsecuentes se renovo la
dotacién de glicina o placebo, se aplicd un cuestionario de sintomas (anexo 1) y se realizé
espirometria y toma de muestras de esputo y de 2 ml de sangre periférica que fueron repartidos
en alicuotas de 0.5 ml en tubos MicroTainer®. La tabla 1 muestra el cronograma de actividades
realizadas durante las visitas del protocolo.

Tabla 1. Cronograma de actividades durante las visitas de estudio.

Actividad 0 4 8 10 14 18
Consentimiento informado X

Asignacion de grupo X

Dotacidn de glicina o placebo X X X X X X
Cuestionario X X X X X X
Espirometria X X X X X X
Muestra de esputo y sangre X X X X X X

Glicina (presentacion y dosificacion)

La glicina grado USP se comprd directamente a una compaiiia dedicada a la venta de productos
guimicos (Drogueria Cosmopolita, S.A. Av. Revolucién #1080, Ciudad de México. Tel. 55939208),
gue a su vez la importa de los Estados Unidos.

La dosis de glicina que se empled fue de 0.5 g/kg/dia por via oral, disuelta en cualquier liquido y
repartida en tres tomas. Esta dosis se baso en diversas consideraciones: En adultos mexicanos con
diabetes la dosis usual usada en un estudio de Carvajal y col. [54] fue de 20 g/dia. Si se toma 60 kg
como peso promedio de un adulto mexicano, la dosis equivaldria a 0.333 g/kg/dia. Esto coincide
con diversos estudios sobre esquizofrenia en adultos (comentados por Heresco y col. [56, 57]), en
donde se han empleado dosis de glicina que van de 5 a 30 g/dia. En un estudio de estos ultimos
autores [57] se demostrd que una dosis de 0.8 g/kg/dia producia un incremento estadisticamente
significativo en la concentracidon de glicina sérica. Finalmente, Fries y col. [58] usaron 0.25 g/kg/dia
en el manejo de una nifia de 8 afios con acidemia isovalérica. Por lo anterior, decidimos
seleccionar una dosis relativamente intermedia (0.5 g/kg/dia).
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Placebo

Se usd como placebo azicar glass que se compré directamente en centros comerciales,
seleccionando siempre la misma marca. La apariencia y el sabor de la azucar glass son muy
parecidos a los de la glicina. La dosis de placebo fue la misma que la de glicina (0.5 g/kg/dia),
repartida en tres tomas. Los botes en que se envasaron tanto la glicina como el azlcar glass eran
idénticos, se les asignd un cddigo para identificarlos, conocido Unicamente por el investigador
responsable de la aleatorizacidn de los pacientes.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

1. Pacientes de cualquier sexo y de 5 o mas anos de edad, ya que es la edad minima a la que
los nifios cooperan para realizar la espirometria.

2. Con diagndstico de FQ de acuerdo a los criterios establecidos de tener una caracteristica
fenotipica y demostrar alteracion del CFTR segun el consenso de 1998 Cystic Fibrosis
Foundation Consensus Panel [61] y aplicados actualmente en México (AMFQ realiza
determinacion de electrolitos en sudor por el método de iontoforesis con pilocarpina
conforme a los lineamientos del documento C34-A2, publicado por el NCCLS
[www.nccls.org]):

a. La caracteristica fenotipica puede ser uno o mas de los datos clinicos sugestivos de
la enfermedad o el antecedente de un hermano con FQ o tener un tamizado
neonatal positivo para FQ.

b. La demostracion de la alteracion del CFTR puede ser por electrolitos en sudor con
cloro >60 mEq/L en dos muestras separadas o identificacion de dos mutaciones
del CFTR o demostracién de diferencia de potencial nasal anormal.

3. Tratamiento de la FQ sin modificaciones en los ultimos 30 dias.

4. Sin exacerbacion de la infeccidn traqueobronquial en los ultimos 30 dias (segun criterios
de exacerbacién por Lezana y col. [11] en anexo 2).

5. Sin enfermedad aguda de la via aérea (del tipo del resfriado comun) en las ultimos 15 dias.

6. Que si es adulto firme la carta de consentimiento informado, o bien, si es nifio, que los
padres o tutores legales acepten su participacion en el estudio mediante la firma de la
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carta de consentimiento informado (anexo 3). En este ultimo caso, si el niflo es mayor de 6
afios también firmara él una carta de asentimiento (anexo 4).

Criterios de exclusion

Pacientes que en los ultimos 3 meses haya participado en un protocolo de investigacion.
Pacientes con inmunodeficiencias primarias o secundarias.

Pacientes con diabetes.

Pacientes con otras patologias respiratorias inflamatorias agregadas, como asma.

Pacientes con hiperglicinemia no cetécica (error innato del metabolismo de la glicina que
impide su degradacién, cursan con retraso mental, letargia, hipotonia, convulsiones,
causando coma y apneas).

Criterios de eliminacion

1.

Paciente que presenta efectos adversos serios causados por la glicina (se analizaron por
separado).

Exacerbacién de la infeccidn traqueobronquial.
Fallecimiento de pacientes durante el curso de la investigacion.

Pacientes que no completen el tiempo indicado de administracidon de glicina o placebo
durante el estudio.

Definiciones operacionales

Maniobra

Variable: Suplemento de glicina

Definicion conceptual: Racion adicional de glicina, aminoacido cuya estructura quimica
(NH2CH>COOH) lo hace el mas simple de todos los aminoacidos y que en el cuerpo humano

funciona como elemento constitutivo de las proteinas y como mediador quimico en diversas

células.

Definicion operacional: Suplemento que se dio a los pacientes durante 8 semanas en dosis
de 0.5 g/kg/dia, administrado por via oral en tres tomas al dia disuelto en cualquier liquido.

Escala de medicion: Dicotdmica.

Sus valores seran dados como: Si (periodo experimental), No (periodo control).

14



Variable: Concentracion de biomarcadores

Definicion conceptual: concentracion de IL-1B, IL-2, IL-4, IL5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12
(p70), IL-13, IL-17A, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, MCP-1, MIP-1f3, TNF-a y mieloperoxidasa en
suero de sangre periférica o en el sobrenadante de esputo.

Definicion operacional: la misma que la conceptual, siendo medidas por ELISA (en el caso de
la mieloperoxidasa) y por multiplex (todos las demas) usando reactivos comerciales.

Escala de medicidn: continua.

Sus valores seran dados como: pg/mL.

Variable: Sintomas respiratorios

Definicion conceptual: manifestaciones clinicas referidas por el paciente, secundario a
desdrdenes del aparato respiratorio.

Definicion operacional: la misma que la conceptual. Se detectardn mediante cuestionario
estandarizado (anexo 1).

Escala de medicidn: continua (calificacién obtenida en el cuestionario).

Sus valores seran dados como: 5 a 25 puntos.

Variable: Espirometria

Definicion conceptual: medicion de flujos y volimenes exhalados durante una maniobra de
espiracion forzada, desde capacidad pulmonar total hasta el volumen de reserva.

Definicion operacional: la misma que la conceptual. Los pardmetros serdan FVC, FEVj,
FEV1/FVC, flujos al 25%, 50% y 75% de la FVC (FEF25, FEF50 y FEF75) y flujo maximo
(FEFmax).

Escala de medicidn: continua

Sus valores seran dados como: litros y % del predicho.

Variable: Edad

Definicion conceptual: tiempo que ha vivido una persona desde su nacimiento.
Definicion operacional: tiempo entre la fecha del estudio y la fecha de nacimiento.
Escala de medicién: continua.

Sus valores seran dados como: afnos.
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Peso

Definicion conceptual: fuerza resultante de la accién de la gravedad sobre un cuerpo.
Definicion operacional: medicion del paciente colocandolo sobre una bascula.
Escala de medicién: continua.

Sus valores seran dados como: kilogramos.

Talla

Definicion conceptual: medicién de una persona desde los pies hasta la cabeza.

Definicion operacional: el valor de la medicion con un estadimetro desde la plano horizontal
tangencial al limite superior de la cabeza hasta el plano horizontal tangente a las plantas de
los pies.

Escala de medicidn: continua.

Sus valores seran dados como: centimetros.

Sexo

Definicion conceptual: constitucion organica que distingue entre macho y hembra.
Definicion operacional: aspecto fenotipico del paciente que lo distingue en hombre o mujer.
Escala de medicién: dicotomica.

Sus valores seran dados como: hombre, mujer.

Espirometria

Se explico detalladamente y se ejemplificd el procedimiento al paciente. Posteriormente, el sujeto
sentado y usando una pinza nasal, realizd una inspiracién maxima seguida inmediatamente de una
espiracion forzada sobre la boquilla de un espirémetro (Master Screen Body, Jaeger, CareFusion,
Hoechberg, Alemania, o Elite, Medical Graphics Corporation, St. Paul, MN, EUA), se invitd a que
realizara el mayor esfuerzo posible y durante el mayor tiempo posible. La maniobra se repitio por
lo menos 3 veces, pero no mas de 8 veces. El equipo rechazé automaticamente aquellas
maniobras que no cumplian los criterios de aceptabilidad propuestos por la American Thoracic
Society [62], y selecciond 3 curvas que cumplen los criterios de repetibilidad, a partir de las cuales
se midieron los parametros que se evaluaron en este estudio: FEV;, FVC, FEV1/FVC, FEF,s, FEFs,
FEF;s, FEFmax. Estos parametros espirométricos se expresaron tanto en valores absolutos como en
porcentaje del predicho para sexo, edad y estatura [63].
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Oximetria de pulso

La saturacidn periférica de oxigeno (SpO2) se midié con un oximetro de pulso (Life Scope 9, BSM-
8302J, Nihon Kohden, Seul Corea u Onyx Il 9550, Nonin Plymouth, MN, EUZ) colocado en uno de
los dedos de la mano del paciente.

Muestra de esputo

Se pidié al paciente que se enjuagara la boca con agua estéril y que depositarad una expectoracién
en un contenedor de plastico. En aquellos pacientes cuya expectoracion fue insuficiente se realizé
induccion de esputo mediante inhalacidn con solucién salina hipertdnica (SSH). Esta induccion es
una maniobra estandarizada y muy empleada en el contexto clinico y de investigacién [64]. En el
presente estudio usamos el método empleado por Sagel y col. en nifios con FQ [65] y que consiste
en la administracién nebulizada de SSH al 3% en 6 sesiones de 2 minutos de duracién cada una,
con un minuto de intervalo. Después de cada periodo de nebulizacion de 2 minutos los nifios
expulsaron toda la saliva, después se hizo un enjuague bucal con agua estéril y finalmente tosieron
hasta expectorar todo el esputo posible, mismo que fue colectado en un contenedor estéril. Al
terminar las 6 sesiones de nebulizacidén el esputo se transportd en hielo al laboratorio para que
fueran procesados dentro de los primeros 20 minutos. Las muestras de esputo se congelaron
inmediatamente y antes de 24 h se descongelaron para evaluarlas de acuerdo a recomendaciones
de la European Respiratory Society [66]. Las muestras fueron pesadas y tratadas con ditiotreitol
(DTT, Sputolysin Reagent, Calbiochem Corp, San Diero, CA, EUA) al 0.1% en una proporciéon 4:1
(volumen:peso). Esta mezcla se agitd dos veces en equipo vértex de alta velocidad durante 15-20 s
a 37°C vy luego se diluyd en amortiguador de fosfatos (4 veces el volumen del ditiotreitol). Todo el
liguido se filtré usando una malla de nylon de 40 um (BD Falcon, NJ, EUA) y se centrifugd a 1800
rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se colecté cuidadosamente y se hicieron alicuotas que
se almacenaron a -70°C hasta su anlisis.

Muestra de sangre

La muestra de 2 mL de sangre se obtuvo de una vena periférica e inmediatamente se refrigero.
Antes de 24 h la muestra se centrifugd a 1800 rpm durante 10 min y alicuotas del suero se
almacenaron a -70°C hasta su analisis.

Determinacién de biomarcadores

La mieloperoxidasa (MPQO) se midid en suero y sobrenadante de esputo mediante ELISA
(Quantikine Human Immunoassay, R&D systems, Minneapolis, MN, EUA). Las concentraciones de

citocinas en suero y sobrenadante de esputo se midieron mediante analisis multiplex con esferas
magnéticas (Bio-Plex ProTM Assay, Human Cytokine 17-Plex Panel, Bio-Rad Laboratories, EUA,
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incluyendo IL-1B, IL-2, IL-4, IL5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-17A, G-CSF, GM-CSF, IFN-
v, MCP-1, MIP-1f, TNF-a).

El método consistié en que 50 pL de muestras no diluidas o del estandar se afiadieron a una placa
de 96 pozos que tiene acopladas esferas magnéticas, seguida de incubacidon en oscuridad a
temperatura ambiental con bamboleo a 300 rpm durante 30 minutos. Después de un lavado, se
afiadieron los anticuerpos y se incubaron durante 30 minutos. A continuacion se afiadié un
conjugado de estreptavidina-ficoeritrina como marcador fluorescente. Los datos de las reacciones
de la placa de 96 pozos se obtuvieron usando un sistema Bio-Plex 200 y se analizaron mediante el
software Bio-Plex Manager v6.0. El equipo generd curvas estandar optimizadas por analito y
mostré los resultados como mediana de intensidad de fluorescencia (MFI) y concentracion

(pg/mL).
Medicidn de glicina sérica

La concentracidn de glicina sérica se determind usando un kit comercial de ELISA por competencia
(LDN Labor Diagnostika Nord, Norhorn, Germany) con sensibilidad de 3.3 pl/mL.

Tamano de la muestra

No existen estudios similares al respecto que nos permitieran calcular un tamafio de muestra. De
acuerdo con la poblacién de pacientes con FQ que acuden a la Asociacién Mexicana de Fibrosis
Quistica y al INER, se esperaba reclutar al menos una muestra de 30 pacientes en total.

Andlisis estadistico

Para resumir las variables cualitativas se utilizaron frecuencias absolutas y relativas, mientras que
para las variables cuantitativas se utilizd el promedio y error estandar o, en caso de no tener una
distribucidon normal, mediana y extremos; de esta forma, los datos basales se expresaron como
promedio * error estandar, excepto para la concentracion de biomarcadores, que fueron
expresadas como mediana y extremos.

Todos los cambios observados a las semanas 4 y 8 de la rama experimental y placebo fueron
expresados como porcentaje de sus respectivos valores basales, excepto para las determinaciones
de glicina sérica que fueron expresados en sus valores reales (ug/mL). Para las variables clinicas y
espirométricas estos porcentajes siguieron una distribucién normal (prueba de Kolmogorov-
Smirnov), mientras que a los biomarcadores se les realizd una transformacion logaritmica para que
alcanzaran la distribucién normal.

Se utilizéd la prueba chi cuadrada para comparar categorias entre grupos de las variables
nominales. Asi que debido a la naturaleza cruzada del estudio, para las variables clinicas y
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espirométricas se uso prueba t de Student pareada para la comparacién de ambas ramas. Debido
a que en algunas visitas fue imposible obtener muestras de sangre o de esputo, para comparar los
hemogramas, los biomarcadores de suero y esputo y las concentraciones séricas de glicina, se
empled prueba t de Student no pareada. Algunas citocinas (IL-2, IL-5, IL-10, IL-17, GM-CSF) fueron
no detectables en mas del 60% de las muestras séricas, por lo que éstas se excluyeron del analisis.
Finalmente, también se empled prueba chi cuadrada, coeficiente de correlacion de Pearson y
regresiones de linea recta y curva.

Con el fin de evaluar la posible presencia de un efecto de arrastre o persistencia (carryover) de la
glicina, se empled el ANOVA para estudios cruzados 2x2 usando el comando pkcross en Stata
v13.0, con la parametrizacién 3, que arroja resultados idénticos a los sefialados por Toutenburg
[67]. En este analisis se evaluaron los resultados al final del periodo intermedio de 4 semanas y del
periodo final de 8 semanas.

La significancia estadistica se fijé en p<0.05 a una cola.

CONSIDERACIONES ETICAS

Los sujetos participantes fueron invitados previamente y los padres o tutores legales completaron
un consentimiento informado por escrito. El proyecto fue evaluado y aprobado por el Comité de
Etica e Investigacion del INER (aprobacién €39-11) y del Instituto Mexicano del Seguro Social
(aprobacion R-2012-785-028) y fue registrado en la base de datos de ClinicalTrials (NCT01417481).

Toda la informacién obtenida de los expedientes clinicos se manejé de manera andnima, se
identifico a los pacientes con sus iniciales y el nimero de expediente. El estudio fue conducido de
acuerdo con las normas éticas, el reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud y con la declaracién de Helsinki de 1964, en su sexta revisién de 2008
en Seul, asi como la buena practica clinica.

RESULTADOS

El reclutamiento y seguimiento de los pacientes se detalla en la Figura 2. De los 15 pacientes
originalmente reclutados, dos se eliminaron del estudio después de iniciar la fase de placebo (un
nifio debido a que su madre tuvo una cirugia programada y ya no pudo traerlo al hospital y una
nifia porque se hospitalizé durante 2 semanas por una exacerbacion de la FQ). Por lo tanto, la
poblacién final estuvo integrada por 13 sujetos (ocho mujeres) de 6.2 a 23.6 afos de edad
(promedio + error estandar, 13 + 1.5 afios) cuyas caracteristicas a su ingreso al estudio se
describen en la Tabla 2.
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Evaluacién de elegibilidad (n=55)

Excluidos (n=40)
— |- no llenaron criterios de inclusién (n=23)
- declinaron participar (n=17)

Aleatorizacién (n=15)

1

\4

\4

Asignados a glicina (n=8)
- recibieron la intervencio

Asignados a placebo (n=7)
n (n=8) - recibieron la intervencion (n=7)

Periodo de lavado

\/

Abandonaron el estudio (n=2)
- un paciente ya no pudo ser llevado al hospital
- un paciente fue hospitalizado por exacerbacién de FQ

Periodo de lavado

Asignados a glicina (n=5)

- recibieron la intervencién (n=5) - recibieron la intervencion (n=8)

Asignados a placebo (n=8)

l

l

Analizados (n=13)

Figura 2. Diagrama de flujo que describe el proceso de seleccidn y seguimiento de los participantes

en el estudio. FQ=fibrosis quistica.
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Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes con FQ cuando ingresaron al estudio y cuando iniciaron cada una
de las dos fases del estudio (placebo o glicina)

Variable

Valor al ingreso del
estudio

Valor basal al inicio de

Placebo Glicina p
Sexo (hombre : mujer) 5:8 ---
Edad (afios) 13.0+15 ---
Edad al diagndstico de FQ (afios) 3410 -
Peso (kg) 30.6+25 31.2+25 307124 0.44
Estatura (cm) 1373144 1378144 1379143 0.49
IMC (kg/m2) 159+ 04 16.1+04 158+ 04 0.32
Frecuencia cardiaca (latidos/min) 90.7+3.8 87+3.6 913137 0.21
Frecuencia respiratoria
(respiraciones/min) 253%13 228x0.7 26514 0.015*
Temperatura (°C) 36.4 +0.1 36.4 +0.1 364 +0.1 0.38
Calificacion del cuestionario t
Tos 27+03 26+0.3 27%02 0.42
Esputo 28+04 26+0.3 30+03 0.20
Apetito 1.8+0.2 1.5+0.2 19402 0.072
Disnea 20+0.3 1.6+0.2 20+0.3 0.18
Energia 1.8+0.2 1.7+0.1 18+0.2 0.38
Calificacion total 1M1+1 10.1+£0.9 11.1£0.9 0.21
Sp02 (%) 89.5+2.1 92.8+0.8 88.4 + 2.1 0.032*
Hemograma
Hemoglobina (g/dL) 15.2+0.6 14904 154 +£0.6 0.24
Leucocitos (/mm3) 9765 + 1216 10145 + 1382 10624 + 1604 0.41
Neutrofilos (/mm3) 5991 + 1107 6538 + 1302 6940 + 1435 0.42
Plaquetas (/mm3) 331800 + 38504 335750 + 49423 329222 + 28626 0.45
Espirometria
FVC (% del predicho) 79185 84.0%7.0 795+78 0.34
FEV1 (% del predicho) 65.3+9.5 66.8 + 8.8 58.7+7.7 0.25
FEVA/FVC (% del predicho) 80446 79.8+4.3 74139 0.17
Glicina en suero (ug/ml) 121.9+£233 1318+ 164 153.7 £ 351 0.29
Biomarcadores en suero
MPO (ng/mL) 706.7 (184.8 - 6292.5)  706.7 (169.0 - 2360.95)  567.5(209.5 - 6292.5) 0.43
IL-1 (pg/mL) 0.36 (0.06 - 0.93) 0.37 (0.03 - 0.63) 0.56 (0.06 - 2.16) 0.28
IL-2 (pg/mL) T ---
IL-4 (pg/mL) 0.08 (0.01-0.37) 0.11(0.01-0.22) 0.08 (0.01-0.37) 0.50

21



IL-5 (pg/mL) T
IL-6 (pg/mL)
IL-7 (pg/mL)
IL-8 (pg/mL)
IL-10 (pg/mL) £
IL-12 (pg/mL)
IL-13 (pg/mL)
IL-17 (pg/mL) £
G-CSF (pg/mL)
GM-CSF (pg/mL) £
IFN-y (pg/mL)
MCP-1 (pg/mL)
MIP-1B (pg/mL)
TNF-a (pg/mL)

Biomarcadores en esputo

MPO (ng/mL)
IL-1 (pg/mL)
IL-2 (pg/mL)
IL-4 (pg/mL)
IL-5 (pg/mL)
IL-6 (pg/mL)
IL-7 (pg/mL)
IL-8 (pg/mL)
IL-10 (pg/mLl)
IL-12 (pg/mL)
IL-13 (pg/mL)
IL-17 (pg/mL)
G-CSF (pg/mL)
GM-CSF (pg/mL)
IFN-y (pg/mL)
MCP-1 (pg/mL)
MIP-1B (pg/mL)
TNF-a (pg/mL)

2.47 (0.17 - 14.18)
2.66 (0.10 - 10.41)
479 (1.73-576.91)

0.14 (0.13 - 4.13)
2.17 (0.10 - 4.20)

1.85(0.32-9.73)

4.91(0.23 - 35.00)

19.06 (10.28 - 75.50)

15.23 (4.9 - 73.01)
0.07 (0.01 - 0.87)

52547 (3842 - 175762)

1866 (152 - 15177)
5.54 (0.38 - 9.82)
1.91(0.41 - 3.40
0.27 (0.01-0.68
7.2(0.58 - 69.92
1.34(0.21- 4.66

3367 (765 - 18977)

1.4 (0.64 - 3.06)

4.71(0.35 - 28.01)
1.28 (0.09 - 5.95)

20.29 (5.21 - 37.70)

53.26 (9.41 - 199.92)
49.74 (42.82 - 67.32)
79.32 (8.48 - 163.48)
(
(

)
)
)
)

9.14 (6.17 - 16.89)
14.7 (6.81 - 56.71)
97.96 (5.64 - 544.67)

1.87 (0.17 - 14.56)
2.61(0.10-6.32)
4.79 (1.80 - 123.76)

0.13 (0.13 - 3.03)
2.12(0.10-4.2)

1.67 (0.09 - 3.73)

4.91(0.23-29.3)
19.06 (5.87 - 35.89)
20.94 (1.62 - 58.42)

0.01 (0.01 - 1.10)

42130 (605 - 133486)
2079 (130 - 6105)
5.01 (0.38 - 10.69)
2.05 (0.29 - 2.63)
0.17 (0.01 - 0.48)
5.24 (0.58 - 7.59)
1.83 (0.21 - 2.76)
1059 (741 - 4641)
1.37 (0.64 - 1.52)
4,92 (0.35-8.62)

1.37 (0.09 - 2.96)

18.01 (2.56 - 29.91)

40.25 (9.41 - 84.70)

49.53 (34.11 - 59.50)

108.32 (15.19 - 146.90

(
(
9.33 (2.78 - 25.61)
8.95 (4.76 - 24.15)
100.60 (2.50 - 188.63)

)

2.47 (0.65 - 17.38)
2.66 (1.19-10.41)

5.54 (1.73 - 576.91)
162 (0.13 - 14.3)
2.31(0.10 - 5.76)

1.85(0.93 - 9.73)
8.71(0.24 - 35.00)
19.73 (10.28 - 75.50)
15.23 (3.24 - 73.01)
0.18 (0.01- 0.87)

56511 (135 - 175762)

1562 (232 - 15177)
4.63(2.24 - 9.82)
1.89 (0.41 - 3.40)
0.25 (0.01 - 0.68)
6.97 (2.88 - 69.92)
1.65 (0.55 - 4.66)

1814 (765 - 18977)
1.36 (0.64 - 3.06)

4.92 (0.76 - 28.01)
152 (0.35 - 5.95)

19.81 (5.21 - 37.70)

49.51 (26.80 - 199.92)

49.95 (42.82 - 67.73)
88.76 (8.48 - 163.48)
10.07 (6.17 - 16.89)
14.58 (6.81 - 56.71)
99.83 (5.64 - 544.67)

0.20
0.22
0.50

0.12
0.20

0.19

0.31
0.17
0.43
0.052

0.33
0.44
0.50
0.38
0.29
0.06
0.28
0.10
0.37
0.50
0.37
0.30
0.11
0.22
0.50
0.28
0.11
0.39

Los datos de sexo corresponden a frecuencias, los de variables clinicas (n=13) y hemogramas (n=8-9) a promedio + error estandar

y los de biomarcadores en suero (n=9) o esputo (n=11) a mediana y extremos.
*Significancia estadistica comparando Placebo vs Glicina (prueba t de Student o U de Mann-Whitney).

TCada item se respondié en una escala tipo Liker de 5 opciones, pudiendo ir de 1 (mejor) a 5 (peor).

fEliminado del analisis debido a la gran cantidad (>60%) de muestras de suero con niveles por debajo del limite de deteccidn.

Para significado de la abreviaturas consulte la pagina 2.
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Al comienzo del estudio, todos los sujetos tenian tratamiento con enzimas pancredticas y
salbutamol nebulizado, 12 recibian vitamina E, 8 dornasa alfa inhalada, 4 azitromicina, 2
tobramicina inhalada, 2 solucién salina hiperténica y 2 ibuprofeno. Todos los sujetos tenian
acropaquias con osteoartropatia hipertréfica. Once (84.6%) pacientes habian tenido colonizacion
de la via aérea en una reciente evaluacion: todos por Pseudomonas aeruginosa, excepto uno que
tenia Staphylococcus aureus.

Las concentraciones séricas de glicina al inicio del estudio promediaron 121.9 + 23.3 ug/mL (Tabla
2). A las semanas 4 y 8, las concentraciones de glicina tendieron a ser mayores en el grupo que
recibié este aminodacido, aunque la diferencia con el grupo control no alcanzé significancia
estadistica (173.2 + 39.8 vs placebo 134.8 + 23.9 ug/mL, p=0.21y 217.7 + 40.6 vs placebo 141.4 +
35.6, p=0.09, respectivamente; Figura 3).

300 1
%o 200 A
=
e | O
S Y
5 100 A 4?

. p=0.087
0 L] | L]

0 - 8

Duracion del tratamiento (semanas)

Figura 3. Cambios en la concentracién sérica de glicina en sujetos con fibrosis
quistica durante la ingestion de glicina y placebo. Los simbolos corresponden a
promedio + error estdndar de 10 pacientes, los pacientes que recibieron
0.5g/kg/dia de glicina (circulos negros) y placebo (circulos blancos).

Tanto el placebo como la glicina fueron bien tolerados y ninguno de los sujetos reportd efectos
adversos potencialmente atribuibles a la glicina o al placebo.

Efecto de la glicina sobre el estado clinico y espirométrico

Los valores basales de las variables clinicas y espirométricas fueron casi similares en ambas ramas
de tratamiento, excepto por una mayor frecuencia respiratoria y una menor SpO; al comienzo del
periodo con glicina (Tabla 2).

Como puede observarse en la Tabla 3, después de 8 semanas de tratamiento ocurrié una mejoria
sintomatica con la administracion de glicina, en comparacion con el periodo placebo, alcanzando

23



Tabla 3. Cambios en los datos clinicos, espirométricos y biomarcadores en pacientes con fibrosis
quistica después de 4 y 8 semanas con placebo o glicina, expresados como porcentaje del respectivo

valor basal.
Comparacion entre
Placebo Glicina ambos grupos *
Variable Semana 4 Semana 8 Semana 4 Semana 8 Semana4 Semana 8
Peso 102.7+£0.8 1036 £ 1.0 1005+ 1.1 101.6 £ 1.1 0.08 0.13
Estatura 100.1£0.1 100.5+0.2 100.2+£0.1 100.5+0.2 0.28 0.49
Frecuencia cardiaca 1094 £33 98.1+£3.0 106.2+£5.2 103.5+£6.0 0.31 0.24
Frecuencia
respiratoria 116.0 £4.7 109.0 £ 6.4 1014 +£4.9 94855 0.02* 0.06
Temperatura 100204 100.1£0.5 1004 £ 0.5 100.0£0.3 0.37 0.45
Cuestionario 1
Tos 949+115 89.1+49 100.6 £9.8 81.1+£12.6 0.35 0.25
Esputo 100.0£6.2 102.6 + 10.1 96.4+9.9 820+7.0 0.36 0.03*
Apetito 98.7+10.9 1321+£254 949+87 89.1 £ 11 0.39 0.08
Disnea 1154 £ 144 103.8£10.7 98.2+9.9 75675 0.19 0.02*
Energia 100.0 £20.4 111.5+£16.2 114.1+£164 84674 0.33 0.11
Calificacion total 945+6.6 98.7+84 97.8+6.1 77.7+52 0.39 0.02*
Sp02 96.8+1.9 989+14 101115 1052 +25 0.04* 0.04*
Hemograma
Hemoglobina 1016+£22 986+1.9 96.0+4.4 985+25 0.15 0.48
Leucocitos 116.0 £ 6.7 103.9+8.2 101.1£14.7 100.5+ 14.6 0.20 0.42
Neutréfilos 121.7£10.9 107.0£12.7 107.9+£27.0 103.5+£22.3 0.33 0.45
Plaquetas 98177 949+6.0 92.3+84 925+58 0.31 0.39
Espirometria
FVC 93.2+ 36 100.6 £9.8 96.3+5.5 104.1+£4.1 0.33 0.38
FEV; 89.7+3.6 914 £4.1 1029+54 109.7 £ 6.4 0.03* 0.006*
FEV1/FVC 959+0.9 949+42 108.8 £5.7 105.2+29 0.02* 0.02*
FEF2s 82.6+6.6 83377 116.5+£10.7 1339+ 13.6 0.003* 0.003*
FEFso 89.9+3.0 93178 104.8 £8.0 1155+ 104 0.04* 0.04*
FEF7s 1194 +£315 1089+ 15.8 93.3+£10.3 111.8£11.7 0.20 0.44
FEFmax 86.6 £5.5 912+46 1145+89 115.3 £6.1 0.01* 0.004*
Biomarcadores en suero
MPO 81.1+£1515 512+193.9 154.3 + 155.1 36.6 + 165.4 0.15 0.35
IL-1 156.3 £ 111.9 922+134.7 86.4 +132.9 68.6 + 140.2 0.035* 0.26
IL-2 £ .- .
IL-4 199.1 £ 1429 140.3 £ 166.8 70.2+155.7 197.9 £ 138.7 0.042* 0.29
IL-5 1 .- --
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IL-6 409.4 £135.9 168.1 £ 153.6 275.3 £151.2 102.0 £ 160.9 0.23 0.22
IL-7 142.6 £ 131.1 120.7 £125.5 909+ 1275 108.5+115.2 0.12 0.35
IL-8 101.0 £137.0 58.0 £ 150.0 188.6 + 160.2 714 £198.7 0.14 0.40
IL-10 --- --- --
IL-12 284.7 £ 184.6 182.1 £ 162.8 114.0 £187.0 209.1 £ 139.6 0.16 0.41
IL-13 206.8 £+ 158.5 156.8 + 153.1 55.8 £ 155.2 879+ 1474 0.028* 0.16
IL-17 £ --- - -
G-CSF 262.9 £+ 145.6 168.7 £ 157.9 188.8 + 140.4 83.6 £ 143.0 0.26 0.12
GM-CSF t --
IFN-y 276.3 £ 160.4 231.1+£178.0 112.0£131.3 212.4 £150.0 0.058 0.45
MCP-1 1449 +124.3 111.5+122.8 115.6 £125.3 82.5+127.1 0.24 0.18
MIP-1p 157.8 £ 133.1 86.9 £ 124.8 143.6 £ 137.5 107.9 £ 138.9 0.41 0.30
TNF-a 460.6 + 152.8 159.8 £ 173.1 162.0 £ 2454 40.7 +188.1 0.15 0.061
Biomarcadores en esputo
MPO 99.5 +144.7 116.7 £ 148.8 229.1 £ 165.1 134.7 + 166.1 0.11 0.41
IL-1 2754 £ 155.2 97.7+135.8 160.7 £ 142.1 80.9 £ 143.0 0.17 0.35
IL-2 155.8 +130.2 93.9 +£133.1 93.0+125.9 105.5+121.0 0.077 0.38
IL-4 138.7 £ 119.4 112.8 £116.7 117.1+£119.9 96.4 £ 111.7 0.26 0.22
IL-5 107.9 £ 158.0 135.0 £ 153.6 108.1 £ 178.6 177.7 £ 153.3 0.50 0.33
IL-6 147.2 £125.9 149.3 £121.3 77.0+125.6 100.0 £ 116.9 0.031* 0.068
IL-7 104.3+124.9 137.6 £126.7 70.4 £ 118.4 115.1 £121.7 0.083 0.30
IL-8 97.1+£117.8 113.3+£124.0 136.8 + 141.9 82.7£170.3 0.21 0.28
IL-10 115.6 £ 114.2 101.7 £121.6 92.7 £122.7 113.5+121.5 0.20 0.35
IL-12 118.3 £ 133.1 116.9 £ 133.3 824 £117.9 147.0 £ 139.4 0.13 0.30
IL-13 135.6 + 140.7 1246 £127.3 66.5 + 128.6 145.5 + 137 .4 0.051 0.35
IL-17 137.3+115.2 130.0 £120.9 121.0 £120.4 117.0 £109.9 0.30 0.32
G-CSF 135.7 £125.4 146.8 + 126.5 89.5+119.5 82.8+120.0 0.079 0.040*
GM-CSF 116.9 £ 108.4 82711114 85.1 £ 108.7 88.3 £ 108.1 0.007* 0.32
IFN-y 139.6 £122.3 116.1 £ 118.3 125.8 £125.9 105.9 £ 116.2 0.37 0.35
MCP-1 96.5+110.3 182.3 £ 159.4 118.4 £ 129.4 101.0 £117.3 0.25 0.14
MIP-18 89.1£113.6 125.2 £132.0 152.2 £129.3 93.3+132.9 0.047* 0.24
TNF-a 133.0 +129.1 143.5 +137.8 180.3 + 158.1 109.9 + 128.6 0.29 0.27

Los datos corresponden al promedio aritmético (variables clinicas y espirométricas) o geométrico (biomarcadores en suero y
esputo) + error estandar del porcentaje con respecto a la basal.

* Significancia estadistica obtenida con la prueba t de Student para datos no pareados (biomarcadores en suero y esputo,
n=9-12 por grupo) o pareados (resto de variables, n=13) comparando Placebo vs Glicina.

t Cada item se respondié en una escala tipo Liker de 5 opciones, pudiendo ir de 1 (mejor) a 5 (peor).

$Eliminado del andlisis debido a la gran cantidad (>60%) de muestras de suero con niveles por debajo del limite de deteccidn.

Para significado de la abreviaturas consulte la pagina 2.
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significancia estadistica en el puntaje total del cuestionario (p=0.02), principalmente debido a una
mejoria en las caracteristicas del esputo (p=0.03) y en la percepcidn de la disnea (p=0.02) (Figura
4A, 4B, 4C). La frecuencia respiratoria tuvo una tendencia a ser menor durante la administracién
de glicina, en comparacién con el periodo placebo, alcanzando significancia estadistica en la
semana 4 (p=0.02). Un hallazgo relevante fue que la oximetria de pulso mostré cifras mas altas de
Sp0, en las semanas 4 y 8 de ingestidn de glicina, con p=0.04 en ambas visitas, en comparacién
con el placebo (Figura 4D). Los hemogramas no tuvieron diferencias en ambas ramas de
tratamiento.
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Figura 4. Cambios en el puntaje de sintomas, principales variables espirométricas y oximetria de pulso
en sujetos con fibrosis quistica durante la ingestion de glicina o placebo. Todos los datos estan
expresados como porcentaje de sus respectivos valores basales. Los simbolos corresponden a promedio
+ error estandar de 13 pacientes que recibieron 0.5g/kg/dia de glicina (circulos negros) y placebo
(circulos blancos) durante 8 semanas en orden aleatorio. La significancia estadistica se evalué a través
de prueba t de Student pareada. El puntaje total de sintomas, las caracteristicas del esputo y la
percepcion de disnea se evalué en una escala tipo Liker que iba de 1 (mejor) a 5 (peor).
SpO,=saturacion periférica de oxigeno; FEVi=volumen espiratorio forzado en el primer segundo,
FVC=capacidad vital forzada.
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Estudios previos han demostrado que en sujetos con FQ la funcidn respiratoria suele disminuir
conforme avanza el tiempo (22-24) y, en concordancia con esto, encontramos que las variables
espirométricas tendieron a disminuir durante el periodo con placebo (Tabla 3 y Figura 4E y 4F). En
contraste, durante la administracion de glicina la funcidon pulmonar se mantuvo estable o incluso
aumentd con respecto al valor inicial. Asi la comparacién entre placebo y glicina mostrd
diferencias estadisticamente significativas en la mayoria de las variables espirométricas, con
valores de p de entre 0.04 y 0.003. En particular, el FEV;, que es el pardametro espirométrico
comunmente empleado para evaluar la progresion de la enfermedad, incrementd hasta un 9.7% al
final del periodo con glicina, mientras que disminuyé un 8.6% después del periodo con placebo.

Para ejemplificar los cambios crudos durante el estudio, la Figura 5 ilustra las modificaciones en
los puntajes de disnea, FEV1 y SpO; tal como fueron ocurriendo durante todo el estudio.
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Figura 5. Cambios reales del puntaje de disnea, volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV;)
y saturacién de oxigeno (Sp0O,) en sujetos con fibrosis quistica, tal como ocurrieron durante el estudio.
De acuerdo a una seleccidn aleatoria, los pacientes comenzaron el estudio (semanas 0-8) recibiendo ya
sea placebo (circulos blancos, n=5) o glicina (circulos negros, n=8) y, después de un periodo de lavado (2
semanas), estos sujetos intercambiaron el tratamiento (semanas 10-18). Todos los datos estan
expresados como porcentaje del valor basal en la semana 0. Los simbolos corresponden a promedio +
error estandar.
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Efecto de la glicina sobre los biomarcadores en suero y esputo

En algunas visitas no pudieron obtenerse muestras bioldgicas debido a que los padres de 3 nifios
no dieron su consentimiento para la extraccién de sangre, una nifia de 6 afos de edad fue incapaz
de expectorar y en algunas visitas los nifios rechazaron la puncién venosa (6 visitas) o no
expectoraron (6 visitas).

Los valores basales de los biomarcadores en suero y esputo no mostraron diferencias en ambas
ramas del tratamiento, aunque las concentraciones de TNF-a. sérico y de IL-6 en esputo tendieron
a ser mayores al inicio del periodo con glicina (Tabla 2).

En la Tabla 3 se muestran las modificaciones de los biomarcadores al final de cada una de las
ramas del tratamiento. El Unico biomarcador que alcanzé significancia estadistica fue el G-CSF en
esputo, que fue menor después de glicina que después de placebo (p=0.040). p. Los cambios en
estas citocinas estan ilustrados en la Figura 6. El resto de los biomarcadores no fue diferente entre
ambas ramas de tratamiento.
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Figura 6. Los cambios de algunas citocinas en suero y esputo durante la ingestion de glicina o placebo. Todos
los datos son expresados como porcentaje de sus respectivos valores basales. Los simbolos corresponden a
promedio + error estandar de 9-12 sujetos que recibieron 0.5g/kg/dia de glicina (circulos negros) y placebo
(circulos blancos) durante 8 semanas en orden aleatorio. La significancia estadistica se evalud a través de
prueba t de Student no pareada. G-CSF=factor estimulante de colonias de granulocitos; IL-6=interleucina 6;
TNF-a=factor de necrosis tumoral alfa.

28



La Figura 7 muestra los cambios crudos en la concentracion de algunos biomarcadores
seleccionados tal como ocurrieron durante el tiempo total del estudio en sujetos que primero
tomaron glicina y después placebo.

Como se puede observar en la Tabla suplementaria S1, el andlisis especifico para detectar un
efecto de arrastre o persistencia (carryover) de la glicina mostré que, efectivamente, durante el
periodo con placebo algunas variables todavia manifestaban cambios atribuibles a la glicina. Este
efecto estuvo presente a las 4 semanas solo en dos variables (IL-4 e IL-13 séricas), mientras que en
el resto se manifestd hasta las 8 semanas (frecuencia cardiaca, calificacién total del cuestionario,
FVC, FEV: y MCP-1 sérica).

Correlacion entre variables seleccionadas

El nimero total de leucocitos, neutrdfilos y eosindfilos tuvo una correlacion inversa con el
porcentaje del FEV: predicho (Figura 8). De igual forma, los valores de SpO, fueron
paulatinamente menores conforme declinaba el FEV; (% del predicho), pero esta disminucién se
acentud subitamente cuando el FEV; cayd por debajo de 40% del valor del predicho (Figura 9).
Finalmente, la Figura 10 ilustra cémo durante el estudio completo, los incrementos de TNF-a
sérico, la IL-6 en esputo y el G-CSF en esputo correlacionaron con los cambios desfavorables en el
puntaje total del cuestionario, el FEV; y/o niveles de SpO,.

|
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Porcentaje delvalor inicial (basal)

100

63 1
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o a4 8 10 14 18
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Figura 7. Cambios reales de algunas citocinas en suero y en esputo en los 8 sujetos con fibrosis quistica que
primero recibieron glicina (semanas 0-8) luego placebo (semanas 10-18). Todos los datos estan
expresados como porcentaje del valor basal en la semana 0. G-CSF=factor estimulante de colonias de
granulocitos; IL-6=interleucina 6; IL-8=interleucina 8; MPO=mieloperoxidasa; TNF-a=factor de necrosis
tumoral alfa.
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Figura 8. Correlaciones entre leucocitos de sangre periférica y el volumen espiratorio forzado en el
primer segundo (FEV1) en sujetos con fibrosis quistica. Las gréficas corresponden ya sea a todas las
mediciones obtenidas en todas las visitas (circulos blancos) o al promedio de las seis visitas de cada
paciente (circulos negros). En cada grafica se muestra el coeficiente de correlacién de Pearson (r) y su
correspondiente significancia estadistica (p).
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DISCUSION

En el presente estudio encontramos que la ingestidn diaria de glicina por via oral se asocié con una
mejoria sintomatica y una mejor funcién pulmonar en sujetos con FQ, en comparacion con el
placebo. Se ha estimado que los sujetos con FQ pierden alrededor del 2% del FEV; cada afo, y este
declive se ha considerado como un marcador importante de la progresion de la enfermedad vy
como factor predictivo de sobrevida y de estado de salud [28]. En este contexto, uno de los
hallazgos mas alentadores de nuestro estudio fue que la glicina fue capaz de evitar el declive del
FEV1. Asi mismo, mientras que el FEV; disminuyd 9% al final de las 8 semanas con placebo, los
mismos sujetos experimentaron una mejoria de casi el 10% después de la ingestion de glicina. De
forma similar, casi todos los parametros espirométricos tendieron a incrementar durante la
administracion de glicina. La mejoria del FEV; fue comparable o incluso ligeramente mayor a los
cambios reportados durante el uso de tratamientos antiinflamatorios en sujetos con FQ, ya sea
con corticosteroides [68, 69], dosis altas de ibuprofeno [70] o azitromicina [71]. Es razonable
especular que el mecanismo por el cual la glicina promovié una mejor funcion pulmonar fue
debido a su capacidad para inhibir la quimiotaxis y activacion de células inflamatorias, en
particular neutrdfilos y macréfagos. Es esperable que un efecto asi reduzca el engrosamiento de la
pared bronquial y evite la liberacidn local de mediadores proinflamatorios tales como: TNF-a,, IL-
1B e IL-6, que se sabe son promotores de la produccidn excesiva de moco [72]. En linea con esta
posibilidad, encontramos que la ingestién de glicina se asocié con menores niveles de TNF-a. en
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Figura 10. Relaciones entre algunas citocinas y el cuestionario de sintomas, el volumen espiratorio
forzado en el primer segundo (FEV:) y la saturacidn de oxigeno (Sp0O,) en sujetos con fibrosis quistica. Los
datos corresponden a todos los valores observados en las semanas 4 y 8, expresados como porcentaje de
sus respectivos valores basales al inicio del periodo de glicina o placebo (semana 0).

suero y de IL-6 y G-CSF en esputo, y que los cambios en estas Ultimas citocinas tendieron a estar
inversamente asociados con cambios en el FEV;. Esta especulacién se ve reforzada por el hallazgo
de que el nimero de células inflamatorias (leucocitos totales, neutrdfilos y eosindfilos) tenian una
clara asociacidn inversa con la funcidon pulmonar evaluada por el FEV,. Por otro lado, en 2011 Yim
et al. [73] demostraron por primera vez que el musculo liso de la via aérea expresa GlyR, y que la
activacion de estos receptores causa relajacién del musculo liso de las vias aéreas. Por lo tanto,
ademas del posible efecto antiinflamatorio, la glicina podria haber mejorado la funcién pulmonar a
través de una atenuacion del tono broncomotor.
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Encontramos que los niveles de SpO, disminuyeron progresivamente conforme la funcion
pulmonar (FEV:) disminuia, tal como ha sido descrito por otros autores. Por lo tanto, en nuestro
estudio los mejores niveles de SpO, alcanzados durante la administracién de glicina
probablemente reflejan la mejoria de la funcidén pulmonar. En este contexto, si la glicina disminuye
la inflamacion bronquial y no ocurre el taponamiento mucoso, podria esperarse una
ventilacién/perfusién (V'/Q’) mas apropiada. Una segunda posibilidad es que la glicina haya
actuado en el otro elemento de la relacion V'/Q’, es decir, la microcirculacién. Aunque no se ha
demostrado la presencia de GlyR en el musculo liso vascular, se sabe que estos receptores estan
presentes en las células endoteliales y que su activacién causa hiperpolarizacién [74] y mejoria de
la funcién endotelial [75]. Puesto que el endotelio es capaz de modular la contraccidn del musculo
arteriolar [76], es posible que la glicina mejore la perfusidon sanguinea de zonas bien ventiladas,
dando lugar a una mejor relacion V'/Q’.

En contraste con los bien conocidos efectos adversos de los corticosteroides, el ibuprofeno y la
azitromicina, fue muy notable que en nuestro estudio la glicina fue bien tolerada, ya que ningin
paciente presentd sintomas atribuibles al tratamiento.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Las limitaciones potenciales de nuestro estudio incluyen el nimero relativamente bajo de sujetos,
el relativamente corto tiempo de seguimiento en cada rama del tratamiento, y la presencia de un
posible efecto residual de la glicina después del periodo de lavado. De forma interesante, el
ANOVA para estudios cruzados 2x2 (Tabla suplementaria S1) mostré que en 6 de las 8 variables
gue tuvieron este efecto residual, éste uUltimo ocurrid hasta las 8 semanas, pero no se detecto a las
4 semanas. Lo anterior podria sefalar que el efecto maximo de la glicina es de lenta aparicién y
desaparicién, es decir, que tarda varias semanas en ser evidente y, de igual forma, se disipa
después de varias semanas. Por lo tanto, consideramos que es necesario realizar estudios con
mayor numero de pacientes y mayor duracién del tratamiento, quiza sin el cruzamiento, para
corroborar nuestros resultados.

CONCLUSIONES

El presente estudio sugiere que la administracién diaria de un suplemento oral de 0.5 g/kg de
glicina durante 8 semanas mejora el estado clinico, espirométrico e inflamatorio en paciente con
FQ, en comparacién con placebo. Por lo tanto, la glicina podria constituir una herramienta
terapéutica novedosa en pacientes con FQ.
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Tabla suplementaria S1. Resultados (valor de p) del ANOVA para estudios cruzados 2x2

Efecto por acarreo

(carryover) Efecto por tratamiento Efecto por periodo
Variable Semana4  Semana 8 Semana4  Semana 8 Semana4  Semana8
Peso 0.304 0.386 0.449 0.279
Estatura 0.224 0425 0317 0.144 0.300 0.194
Frecuencia cardiaca 0.244 0372 0.179 0.204 0.279
Frecuencia respiratoria 0153 0.328 0.196 0.379
Temperatura 0.401 0.068 0440 0.389 0.316 0.243
Cuestionario T
Tos 0.270 0.166 0313 0.249 0.399 0.371
Esputo 0.281 0.277 0313 0.060 0.182 0.186
Apetito 0435 0.146 0458 0.031 0175 0.255
Disnea 0175 0.156 0.133 0.030 0133 0.174
Energia 0.357 0.096 0.226 0.132 0.104 0.258
Calificacion total (PO 0005  JEREY 0.201 0.066
$p0; 0.322 0.055 0.085 0.068 0.305 0.480
Hemograma
Hemoglobina 0.420 0.226 0.251 0.186 0.468
Leucocitos 0171 0.421 0312 0.461 0176 0.308
Neutrofilos 0.471 0.119 0355 0.409 0.052 0.126
Plaquetas 0.148 0.180 0411 0.345 0.397 0.089
Espirometria
FVC 0.331 0.040 0408 0.355 0.196 0.385
FEV4 0.317 0.053 0.019 0.281 0.068
FEVIIFVC 0.275 0.323 0.013 0.006 0.191
FEF2s 0.493 0.363 0.005 0.005 0.060 0.074
FEFso 0.266 0.281 0.026 0.042 7B 0030 |
FEF7s 0.093 0.237 0.203 0.370 0.183 0.092
FEFmax 0.136 0.480 0427 0.391
Biomarcadores en suero
MPO 0.105 0.184 0172 0.340 0.352 0.361
IL-1 0.348 0.150 0.053 0.086 0.415 0.052
L2t 0415 0.297 0462 0.324 0.075 0.276
IL-4 0.212 0.284 0.119 0.454
L5 0.070 0.336 0371 0.205 0.289 0.491
IL-6 0.481 0.212 0336 0.225 0.339 0.400
IL-7 0.198 043 [N o2 0.071 0.130
IL-8 0.187 0.055 0.209 0433 0.195 0.468



IL-10 £
IL-12
IL-13
IL-17 £
G-CSF
GM-CSF $
IFN-y
MCP-1
MIP-18
TNF-a

Biomarcadores en esputo

MPO
IL-1
IL-2
IL-4
IL-5
IL-6
IL-7
IL-8
IL-10
IL-12
IL-13
IL-17
G-CSF
GM-CSF
IFN-y
MCP-1
MIP-16
TNF-a

0.218
0.054 0.087
[ 0023 [N
0.085 0.085
0.368 0.151
--- 0.085
0.167 0.194
(PO 0015 |
0.281 0.056
0.085 0.157
0.370 0.154
0.267 0.279
0.315 0.398
0.283 0.238
0.282 0.375
0.405 0.307
0.233 0.059
0.493 0.263
0.200 0.356
0.214 0.436
0.328 0.271
0.222 0.211
0413 0.054
0432 0.108
0.292 0.266
0.249 0.176
0.089 0.154
0.367 0.235

0432 0.053
0.128 0.456

| 0033 [EORYG
0.085 0.085
0.334 0.176
0.085

0.063 0.465
0.369 0.262
0491 0.382
0.220 0.172

0.246
0.236
0.245
0.334
0.156
0.226
0.056
0.417
0.266
0.243
0.232
0.246
0.056
0.260
0.379
0.141
0.348

0.117
0.139
0.070
0.393
0.051
0.313
0.418
0.483
0.355
0.231
0.212
0.351
0.128
0.287
0.426
0.116

0.122 0414
0.192 0.168
0.262 0.320
0.085 0.085
0.441 0.455
- 0.085
0.284 0.434
0.311 0498
0.227 0.331
0.305 0.235
0377 0.410
0.380 0.053
0.289 0.058
0.484 0.199
0.239 0.146
0.091 0.350

| 0005 [EEORIE
0.106 0.352
0.332 0.227
0.288 0.086
0.363 0.100
0.386 0.273
0.114 0.277
0.236 0.379
0.317 0.207

Los datos corresponden al valor de la p obtenido para cada efecto y variable.

Todas las variables ingresaron al ANOVA como porcentaje de su respectivo valor basal.

$Eliminado del andlisis debido a la gran cantidad (>60%) de muestras de suero con niveles por debajo del limite de

deteccidn.

Para significado de la abreviaturas consulte la pagina 2.
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Anexo 1. Cuestionario de sintomas

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

l N E R Evaluacién de la capacidad de un suplemento oral de glicina para disminuir la inflamacién
bronguial en nifios con fibrosis quistica

CUESTIONARIO DE SINTOMAS

Investigadores principales:
Dr. Mario Humberto Vargas Becerra, Dra Rosangela Del Razo Rodriguez.

Instrucciones: Este cuestionario estd hecho para ayudarnos a saber mucho madas sobre tus
problemas respiratorios y como te afectan a la vida. Usaremos el cuestionario, no tanto para
conocer los problemas que los médicos y las enfermeras piensan que tu tienes, sino para saber
qué aspectos de tu enfermedad son los que te causan mas problemas. Por favor, lee atentamente
las instrucciones y pregintame lo que no entiendas. No te entretengas demasiado en decidir las
respuestas. Contesta cada una sefalando con una cruz el cuadro correspondiente a la respuesta
que eliges (asi X ). Toda la informacidn sera confidencial.

A continuacidn, algunas preguntas para saber cuantos problemas respiratorios has tenido durante
el ultimo mes. Por favor, cada pregunta marca la respuesta que corresponda

Puntos
1 2 3 4 5
Durante el ultimo mes has presentado....
Tos No Con Frecuente Dia/noche Dia/noche
ejercicio o durante
terapia Dolor de
el dia pecho
Esputo (flema) No Ocasional, Poca Aumentado, Copioso,
con cantidad, oscuro, muy
espeso abundante,
la terapia ligero rasgos de
sangre
Apetito Excelente Bueno Usual Disminuido Pobre
Disnea (falta de aire) No Con Escaleras Actividad En reposo
ejercicio rutinaria
Energia Excelente Buena Pobre Pobre Letargo

41




Anexo 2. Criterios de exacerbacion

Se considera exacerbacién cuando cumple al menos tres de los siguientes:

e Incremento de la tos.
e Aumento en la produccion de esputo y/o cambios en la apariencia del mismo.
e Fiebre (inconstante).

e Pérdida de peso mayor de 5% asociada a anorexia o disminucién en la ingesta calérica o
falla nutricional.

e Polipnea o incremento en el trabajo respiratorio.
e Postracion.

e Nuevos hallazgos en la exploracién del torax.

e Disminucién en la tolerancia al ejercicio.

e Descenso del volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV:) igual o mayor de
5% con respecto al valor previo.

e Disminucidn en la saturacidn de oxigeno mayor de 10%.

e Nuevos hallazgos en la radiografia de térax.

La exacerbacién puede ser clasificada a criterio médico como leve, moderada o grave en base a:

Leve: con tres criterios y disminucién de 5% en el FEV;.

Moderada: cuatro criterios o mas con disminucion de 5 a 10% en el FEV;.

Grave: cuatro criterios o mas con disminucion mayor de 10% en el FEV;.
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Anexo 3. Consentimiento informado ,
Pagina 1 de 2

Version 11-julio-2011

I N E R INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLO DE INVESTIGACION

Evaluacion de la capacidad de un suplemento oral de glicina para disminuir la inflamacién bronquial
en nifios con fibrosis quistica

Meéxico DF, a de de 20

Por medio de la presente acepto que mi hijo(a)
____ participe en este proyecto de investigacion. Se me ha explicado que el
objetivo de este estudio conocer la eficacia de un suplemento dietético llamado glicina para
disminuir la inflamacién de las vias aéreas en alrededor de 30 nifios con fibrosis quistica. Se me
explico que la glicina es un polvo o granulado parecido al aztcar y que tiene un saber ligeramente
dulce. Estoy enterado que la participacidon total de mi hijo durard aproximadamente cuatro meses,
y que la mitad de ese tiempo (8 semanas) debera tomar glicina disuelta en cualquier liquido una
vez al dia. La otra mitad del tiempo (otras 8 semanas) tomara una sustancia que no tiene ningin
efecto medicamentoso y que también sera un polvo o granulado de sabor dulce. Entiendo que los
investigadores decidiran cudl sustancia recibird mi hijo(a) primero y cual después, y que para que
el estudio tenga mas validez yo no lo sabré. Se me explicé que durante el estudio tendré que traer
a mi hijo(a) a este hospital cada 4 semanas, y que en cada visita ocurrird lo siguiente: 1) Se me
preguntara como ha estado mi hijo (cuestionario de sintomas). 2) Se le pedird a mi hijo(a) que
sople varias veces sobre un aparato llamado “espirémetro” y que mide la funcion de los pulmones.
3) Se le tomaran 2 ml de sangre y una muestra de expectoracion (flema o gargajo) para determinar
la cantidad de gldobulos blancos llamados neutrdfilos y medir otras sustancias que indican la
presencia de inflamacion. 4) Se me dara una nueva dotacion de glicina o placebo que me durara
hasta la siguiente visita. Se me explicé que todos los estudios relacionados con este protocolo no
tendran ningln costo, pero que tampoco recibiré pago alguno porque mi hijo(a) participe y que el
beneficio esperado es que la glicina disminuya la inflamacién bronquial. Se me ha asegurado que
el suplemento dietético no causa efectos colaterales a la dosis que se administrard y que por lo
tanto no hay riesgos para la salud.

El investigador principal se ha comprometido a responder cualquier pregunta y aclarar
cualguier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos,
beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion. Entiendo que la participacion
de mi hijo(a) es totalmente voluntaria, que conservo el derecho de retirarlo del estudio en
cualguier momento, incluso aunque ya haya firmado esta carta, y que esto no afectara la atencién
médica que recibo del hospital. El investigador principal me asegurado que no se identificarad a mi
hijo por su nombre en las presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y que los
datos relacionados con su privacidad seran manejados en forma confidencial.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLO DE INVESTIGACION Pagina 2 de 2

Evaluacion de la capacidad de un suplemento oral de glicina para disminuir la inflamacién bronquial en Version 11-julio-2011
nifios con fibrosis quistica

Si requiere mayor informacidn sobre el estudio o avisar de cualquier incidente que ocurra durante
el desarrollo del mismo, puede comunicarse directamente con: Dra. Rosangela Del Razo
Rodriguez a los teléfonos: 044 (55) 27 51 22 29 6 via Internet: rosangelarr@yahoo.com. Si

necesita informaciéon sobre sus derechos como participante de este estudio, puede consultar al
Comité de Ciencia y Bioética en Investigacion de este instituto al teléfono 54871700 extension
5110y 5254. Tu participacion es importante!

Padre, madre o tutor Investigadores principales
Dr Mario Humberto Vargas Becerra

Dra Rosangela Del Razo Rodriguez

Testigo Testigo
Relacioén: Relacién:
Direccion: Direccion:
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Anexo 4. Asentimiento informado del paciente

gqp INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

“Dr. Ismael Cosio Villegas”
INER

CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLO DE
INVESTIGACION

Evaluacién de la capacidad de un suplemento oral de glicina para disminuir la
inflamacién bronquial en nifios con fibrosis quistica

Investigadores principales:
Dr. Mario Humberto Vargas Becerra, Dra Rosangela Del Razo Rodriguez.

éPor qué te pedimos que leas esto? Porque queremos platicarte de un estudio que estamos
haciendo en nifios que, como tu, tienen una enfermedad llamada fibrosis quistica. Queremos
saber si quieres participar en este estudio y en esta hoja de diremos de qué se trata. Si algo no
entiendes, puedes preguntar lo que quieres a nosotros o a tu mama o papa. Hemos discutido esta
investigacion con tus padres y ellos saben que te estamos preguntando a ti también para tu
aceptacion. Si vas a participar en la investigacidn, tus padres también tienen que aceptarlo. Pero si
no deseas tomar parte en la investigacion no tienes por qué hacerlo, alin cuando tus padres lo
hayan aceptado. Puede que haya algunas palabras que no entiendas o cosas que quieras que te las
expliqgue mejor porque estds interesado o preocupado por ellas. Por favor, puedes pedirme que
pare en cualquier momento y me tomaré tiempo para explicartelo.

éPor qué se estd haciendo este estudio? En este estudio queremos saber si un polvo que se usa
para tratar enfermedades inflamatorias puede ayudarte a sentirse mejor y para averiguarlo
tenemos que probarlo. Estamos probando este medicamento en nifios de tu edad, entre los 5y los
15 afios, que tienen fibrosis quistica.

éDe qué se trata el estudio? Si deseas participar en el estudio haras lo siguiente:
El estudio durara mas o menos 4 meses.

Habrd dos tipos de polvos: uno con el medicamento que estamos probando y otro con una
sustancia que no tiene medicamento y que por eso se llama “placebo”. La razdn por la que se usan
los dos polvos es para poder saber si el medicamento ayuda a mejorar los sintomas de la fibrosis
quistica. Primero tomaras uno de los polvos por 8 semanas y luego cambiards al otro polvo por
otras 8 semanas, pero tu ni tus papas sabran cudl de los dos polvos estds tomando.

Todos los dias tomaras el polvo que te tocd, disuelto en alguna bebida, ademas de los
medicamentos que usas para la fibrosis quistica.

Tendras que venir al hospital cada 4 semanas en cinco ocasiones para revisarte y para que nos
digas cdmo te sientes y a hacer las preguntas que tengas.
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Cuando vengas al hospital te daremos un cuestionario que tardards maximo 10 minutos en
llenarlo y en él te preguntaremos como te sientes de la fibrosis quistica.

El primer dia y cada que vengas al hospital haremos un estudio llamado espirometria que consiste
en soplar muy fuerte en un aparato y asi sabremos cuanto aire cabe en tus pulmones y que tan
rapido puedes sacar el aire. Luego te aplicaremos un medicamento en spray llamado salbutamol a
través de una camara con mascarilla, esperaremos 20 min y te realizaremos nuevamente la prueba
para ver qué tanta respuesta tienen tus pulmones a dicho medicamento.

El primer dia y cada que vengas al hospital te tomaremos una muestra de sangre para poder medir
sustancias que nos serviran para saber si te encuentras bien y para saber si algunas sustancias
mejoran después de que tomes el polvo.

El primer dia y cada que vengas al hospital tomaremos una muestra de tu flema. Si no puedes
darla por ti mismo, podemos ayudarte al ponerte a respirar en nube de agua salada a través de
una mascarilla, y algunos minutos después deberds escupir la flema en unos frascos que te
daremos.

En tu casa, junto con tu mama o papa llenards un diario en el que anotards como estan las
molestias de la fibrosis quistica y cuando vengas a tus visitas al hospital sabremos cémo te has
sentido.

éMe causara dolor participar en el estudio? La toma de muestra de sangre te causard un poco de
dolor ya que sera necesario tomarla con una jeringa y una aguja, este dolor pasara pronto. Puede
guedarte un pequeno moretdn en el lugar donde se toma la muestra, pero desaparecera en pocos
dias y no causara dolor.

Las dosis del polvo que probaremos, se han usado en otros estudios y no han dado otras
molestias, pero si sientes algo diferente o extrafio, deberas decirle a tus papas y a los doctores
cuando acudas a las visitas al hospital.

éTe sentiras mejor si participas en el estudio? Este estudio puede no hacerte sentir mejor, pero
los doctores podran encontrar algo que puede ayudar a otros nifios como tu después.

¢éTienes alguna pregunta? Puedes preguntar cualquier cosa en cualquier momento, ahora o
después. Puedes preguntar a los doctores, a tus padres o a quien tu quieras.

éQuién sabra que participaste en el estudio? Cualquier informaciéon que proporciones y se
obtenga en el estudio serd privada (secreta). Tu nombre no aparecerd en ningun papel del estudio,
sélo los doctores y tu familia sabran que estas participando en el estudio.

éTienes que participar en el estudio? No tienes que participar en el estudio, si no lo deseas. No
pasard nada malo si decides no participar. Es tu decision si decides participar o no en la
investigacion, esta bien y no cambiard nada. También les preguntaremos a tus padres si desean
que tu participes en el estudio. Aun cuando tus padres decidan que puedes participar tu puedes
decir que no. Aun cuando digas que si, podrds cambiar de opinidn después, al igual que si dices
gue no y después deseas participar.
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éTienes alguna duda o pregunta?

Asentimiento

Deseo participar en este estudio, sé que puedo cambiar de opinidn en cualquier momento.

Nombre del nifio

Asentimiento verbal Si_ No

Firma del nifio

Edad Fecha

Confirmo que he explicado el estudio al participante y el participante ha aceptado participar en el
estudio.

Nombre y firma de quien Fecha

obtuvo el asentimiento

Nombre y firma de un testigo

Si requiere mayor informacion puede comunicarse directamente con: Dra. Rosangela Del Razo
Rodriguez a los teléfonos: 044 (55) 27 51 22 29 6 via Internet: rosangelarr@yahoo.com. Tu
participacion es importante!
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