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RESUMEN

Introduccion: La Colitis Ulcerosa Croénica Idiopatica (CUCI) se caracteriza por
inflamacién de la mucosa intestinal, factores genéticos y ambientales se han
asociado con la etiologia. ElI gen HNF4y actua en sitios de iniciacion
transcripcional regulando procesos inflamatorios en la CUCI. El AGn-7 es un acido
graso mono-insaturado que modula procesos inflamatorios.

Objetivo: Evaluar el efecto de suplementar AGn-7 a pacientes con CUCI sobre la
expresion del gen HNF4y y la actividad inflamatoria en mucosa colonica.

Material y Métodos: Se realizé un ensayo clinico piloto, doble ciego, aleatorizado,
controlado con placebo en pacientes con CUCI activos a quienes se evalud la
actividad de su enfermedad por la escala de Mayo antes y después del tratamiento
con AGn-7 y placebo. Los datos se analizaron en el programa SPSS y se
considero significativa una P 0.05.

Resultados: De los 20 pacientes incluidos en el estudio el 70% fueron mujeres y
la edad promedio fue de 44+/-9 afos en el grupo de AGn-7 y 42+/-10 afos en el
grupo placebo. Las caracteristicas basales entre los grupos no mostraron
diferencias significativas. La sangre en heces disminuyé después del tratamiento (-
1.93 en el grupo tratado, P=0.05 vs -1.22 en el grupo placebo, P=0.22); el
bienestar general mostr6 cambios en el grupo con AGn-7 (-2.25; P=0.05)
comparados con el placebo (-0.33; P=0.74). La Hb aumentd en el grupo con acido
AGn-7 (2.12, P=0.03). En el grupo con AGn-7 se encontraron cambios en las
proteinas totales (P=0.02), PCR (P=0.04) y VSG (P<0.05), después de tratamiento
al compararlos con el grupo placebo. La expresion del gen HNF4y aumenté en el
grupo de tratamiento con AGn-7 (P=0.05) y la expresion de la IL-6 disminuyd
significativamente (P=0.005).

Conclusién: El tratamiento coadyuvante con AGn-7 durante 8 semanas podria
disminuir los sintomas de los pacientes con CUCI y regular la actividad
inflamatoria de la enfermedad a través del incremento de la expresion del gen

HNF4 y en pacientes con CUCI.
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1. INTRODUCCION

1.1 Colitis Ulcerosa Croénica Idiopatica

La Colitis Ulcerosa Cronica Idiopatica (CUCI) es una enfermedad crénica que,
junto con la Enfermedad de Crohn (EC), forman parte de lo que se conoce como
Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell). Ambas involucran inflamacién crénica del
tracto gastrointestinal y se asocian con distintos factores ambientales, genéticos e

inmunoldgicos [1, 2].

La CUCI se manifiesta con inflamacién de la mucosa intestinal y afecta al colon
desde ciego hasta recto. Puede cursar con periodos de actividad que se conocen
como brotes o recaidas, en los que se presenta inflamacion de la mucosa,
ulceraciones, deplecion de moco, infilirados de leucocitos polimorfonucleares y
congestion vascular intensa, en la fase inactiva o remision, solo se presenta
distorsion de la arquitectura de la mucosa, algunos cambios metaplasicos,
hiperplasia de foliculos linfaticos, infiltrado predominante de mononucleares e
hiperplasia de células endocrinas. Los periodos de remision pueden durar dias,
meses o incluso afnos dependiendo de la respuesta al tratamiento farmacologico

[2-4].

1.1.1. Diagnéstico
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El diagndstico de la CUCI, se realiza mediante la integracion de los datos
obtenidos a partir de las siguientes evaluaciones:

e Datos clinicos: Se consideran manifestaciones clinicas de la CUCI, diarrea
sanguinolenta con urgencia y tenesmo, fiebre, pérdida de peso, moco con sangre
en heces y en algunos pacientes signos graves como fiebre elevada, afectacion
del estado general, retraso del crecimiento (especialmente en nifios), incluso
acompanarse de signos clinicos extraintestinales como: pioderma gangrenoso,
conjuntivitis, uveitis, artropatia periférica, colangitis esclerosante primaria vy
complicarse, desarrollandose cancer de colon [5].

e Colonoscopia: Muestra la presencia de eritema, superficie granular,
friabilidad, exudado mucopurulento, hemorragia espontanea, ulceraciones vy
ocasionalmente pseudopdlipos.

° Biopsia: Es considerada el estandar de oro ya que muestra evidencia de
ulceraciones epiteliales, en la arquitectura de las criptas e infiltrado

linfoplasmocitario en la lamina propia [3, 6]

En la actualidad se han propuesto muchos indices o criterios de la actividad de la
CUCI, pero ninguno se ha validado adecuadamente. EI Segundo Consenso
Europeo de la CUCI reconoce la necesidad de indices clinicos y endoscopicos
validados que se relacionen con el resultado o las decisiones del tratamiento.
Aunque las modificaciones de los criterios originales de Truelove y Witts se utilizan

en la practica diaria, la puntuacion Mayo (Anexo 1) se utiliza de manera mas
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frecuente en los ensayos clinicos actuales. Para la practica clinica, el grupo del
Consenso considerdé que una combinacion de caracteristicas clinicas, hallazgos de
laboratorio, modalidades de imagenologia y parametros endoscopicos, incluyendo

histopatologia, ayudaran a los médicos en el manejo de sus pacientes [7 ,8]

1.1.2. Tratamiento

El manejo terapéutico de la CUCI se realiza en funcion a la extension y actividad
de la inflamacion, los objetivos clinicos (induccién o mantenimiento de la remision)

y la presencia de manifestaciones extra-intestinales (MEls) [5].

El tratamiento convencional disponible incluye farmacos antiinflamatorios
(aminosalicilatos 'y esteroides) e inmunomoduladores (azatioprina, 6-
mercaptopurina y ciclosporina) sin embargo, estos farmacos producen una
supresion general del proceso inflamatorio y tienen una eficacia limitada, asi
como también efectos adversos tales como: fiebre, nausea, vémito, irritabilidad,
insomnio, retencion de liquido, debilidad muscular, pérdida de peso y del apetito,
entre otros. Cuando el tratamiento convencional no es efectivo se recurre a la
terapia biolégica anti factor de necrosis tumoral alfa (anti-TNFa) tales como

infliximab, adalimumab y golimumab [9].

1.1.3. Epidemiologia
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La Ell es una enfermedad crénica e incurable que ha aumentado su incidencia a
nivel mundial en forma progresiva [10]; Sin embargo, la incidencia y prevalencia de
la CUCI varia ampliamente dependiendo de factores como el grupo étnico y la
localizacion geografica de la poblacion. Se ha descrito que la poblacién de origen
caucasico judio tiene mayor predisposicion genética a padecer esta enfermedad.
Un estudio realizado en poblacidon mestiza mexicana (individuo nacido en México
asi como sus dos ultimas generaciones) se asoci¢ al gen HLA-DR1 con mayor

susceptibilidad para desarrollar la CUCI [11].

En la actualidad a nivel mundial se reportan de 10 a 20 casos nuevos por cada
100,000 habitantes [12]. Un estudio realizado en un hospital de referencia en
México, mostré que en un periodo de 20 afos (1987 y 2006) la frecuencia de la
CUCI pas6 de 28.8 a 76.1 casos nuevos por afno, especialmente en pacientes

entre 21 y 30 afos [2].

En los Estados Unidos de Ameérica, la incidencia de CUCI es de 2.2 a 14.3 casos y
la prevalencia de CUCI es de 37 a 246; en todos los casos, estos datos son por
afno y por 100 mil habitantes. En Europa, la incidencia es mayor, con
aproximadamente 8.7 a 11.8 casos por 100 mil habitantes. En este continente, las

tasas de CUCI son 40% y 80% mas altas en el norte que en el sur [13].

En América Latina existen pocos informes sobre la epidemiologia de Ell, aunque
se ha sugerido una menor incidencia y un curso de enfermedad mas leve. En
Puerto Rico, se ha informado una incidencia es de 12.5 por 100 mil habitantes, por

afno [14].
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Los cambios epidemiologicos que suceden cuando una sociedad ejerce la
transicion entre estar en desarrollo a ser desarrollado, han permitido comprender
mejor la patogénesis de la Ell. Se ha observado que con el desarrollo y la
modernizacidn de una poblacidn especifica, la ElIl emerge principalmente como
CUCI; ya posteriormente, se da el incremento en EC, después de un periodo de

tiempo variable [14, 15].

Hasta el momento no se han visto resultados contundentes que demuestren que la
CUCI tiene predileccion por algun sexo. En relacion a la edad, tiene una
presentacion bimodal, con el pico mas importante entre los 15 y 30 afios, y un

segundo pico entre los 55 y 80 afios [16].

1.1.4. Factores etiologicos

La etiologia de la CUCI es hasta el momento desconocida sin embargo, existen
factores que se han asociado a la aparicién y evolucién de la enfermedad, tales
como: agentes infecciosos [17], respuesta defectuosa de la mucosa intestinal
contra antigenos luminales [18], factores ambientales mediados por componentes

del sistema inmunolégico y susceptibilidad genética [3, 19, 20].

La expresion de genes al combinarse con factores ambientales y/o nutricionales
pueden propiciar el desarrollo de la Ell, actuando sobre la inmunidad innata,
especificamente en moléculas presentadoras de antigenos, en la integridad de la
respuesta inmune del epitelio intestinal, como transportadores de membrana o

manteniendo unidas las células (“tight junctions”) [21, 22].
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Uno de los genes relacionados con la CUCI es el Factor Nuclear 4y del Hepatocito
(HNF4y), el cual pertenece a la familia de receptores nucleares (HNF4), que
actuan en sitios de iniciacion transcripcional, regulando asi procesos inflamatorios.
Por otra parte, se ha descrito que HNF4y comparte dominios y secuencias de
aminoacidos con HNF4a, por lo que algunos estudios afirman que puede actuar de
forma homologa a éste teniendo asi funciones antiinflamatorias muy similares; sin
embargo, HNF4a ha mostrado una mayor expresion y actividad transcripcional por
lo que no se puede determinar tengan exactamente las mismas funciones [23-25].
Regiones especificas de HNF4a participan en cambios de la integridad del epitelio
intestinal y por consecuencia en la patogénesis de la CUCI. Se realizé un estudio
con biopsias de varias regiones del colon de modelos animales y 42 pacientes con
Ell, donde se observo que, la expresiéon de HNF4a fue significativamente menor y
se acompafno de mayor presencia de signos y sintomas clinicos secundarios a la
inflamacién intestinal tanto en ratones como en humanos, lo que sugiere que, este
gen puede tener efecto protector en los pacientes con Ell [26, 27].

Por otra parte se ha medido la expresiéon de HNF4y en muestras endoscopicas de
ciego y colon de pacientes con Ell donde se analizaron aproximadamente 400
genes que pudieran expresarse anormalmente, se encontré que la expresion de
HNF4y estuvo baja sin embargo, el estudio se realizd por la técnica de
microarreglos, la cual es utilizada para medir alteraciones en la expresion de un
gran numero de genes sin determinar con claridad si se encuentra aumentada o

disminuida [28].
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Hasta el momento se desconoce la funcién especifica de HNF4y, es homdlogo de
HNF4a el cual se asocia con el metabolismo de acidos grasos, procesos anti-
inflamatorios y en la transcripcion de genes que controlan la homeostasis de la
glucosa; en este tipo de alteraciones se ha propuesto que cambios en su

expresion con una alimentacion rica en acidos grasos.

1.2. Efecto de los acidos grasos en procesos celulares relacionados con
CuUcClI

Es ampliamente conocida la eficacia de los acidos grasos poli-insaturados (PUFA)
y mono-insaturados (MUFA) en el tratamiento de pacientes con CUCI por los
diferentes efectos anti-inflamatorios que ejercen. En la actualidad se ha
documentado que la ingestién de acidos grasos omega (AGn) 3 y 6 podria tener
un efecto benéfico en la inflamacion tanto intestinal como en otras regiones. En
estudios recientes se ha demostrado que la ingestidon de acidos grasos omega
juega un papel crucial en los procesos inflamatorios de los pacientes con Ell.

A nivel celular se ha descrito que los PUFA actuan directamente en la regulacion
de inflamacién intestinal a diferentes niveles del proceso inflamatorio, en pacientes
con EIll interviene en la regulacion de factores de transcripcion especificos que
inhiben el proceso inflamatorio. Una de las vias mas estudiadas es la de los
PPARa, donde los AG proveen de energia la célula, permiten la organizacién del
citoesqueleto y reducen el estrés oxidativo, asi como la regulacion de la via del
oxido nitrico (NO) inducida por la regulacion de la oxido nitrico sintetasa (iNOS);

Araki y col. mostraron que los 2 acidos grasos especificos de la familia de los
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omega 3, suprimen la induccion de la INOS vy el factor de necrosis tumoral k3 (NF-

KB), el cual regula la transcripcion de enzimas pro-inflamatorias [29, 30].

Por otra parte, clinicamente en los pacientes con CUCI se ha visto asociacion en
el mantenimiento de los periodos de remision y la ingestion elevada de MUFA a
través de la dieta [31, 32]; sin embargo, hasta el momento no se ha descrito el
mecanismo especifico por el que los éstos influyen en el proceso inflamatorio y en
su sintomatologia aunque se sabe que el tipo de grasa ingerida puede modificar la
sintesis de eicosanoides, asi como de algunos mecanismos inmunomoduladores,
lo que influye en la evolucion de la enfermedad, lo que se manifiesta con
disminucién del numero de evacuaciones, diarrea y tenesmo [33].

La ingestién de acidos grasos especificos puede tener efectos importantes en la
composicién de la membrana lipidica, la expresion de genes, cambios en el
metabolismo y diferenciaciéon celular. En modelos animales se reporta que induce
factores de transcripcion, como el HNFa y NF-kB, los cuales promueven la
generacion de enzimas pro-inflamatorias [34]. En modelos animales con CUCI
inducida experimentalmente concluyé que el uso de dietas equilibradas que
contengan AGn-3 y 6 puede disminuir la inflamacion y el dano en la mucosa

intestinal [35].

1.3. Efecto de los AGn-7 en la expresion de HNF4y durante la Ell
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El AGn-7 o acido palmitoléico es un tipo de acido graso de cadena larga formado
por 16 carbonos, perteneciente a la familia de los MUFA, que en la actualidad se
ha relacionado con procesos anti-inflamatorios su fuente principal es en aceites
de origen animal, especies marinas y principalmente en una planta denominada
“‘espino amarillo” o Hippophae rhamnoides (comun en Europa y zonas de Asia
menor). Por ser un acido graso insaturado provee los beneficios propios de una
grasa de origen vegetal, buena digestibilidad y funciones protectoras en
enfermedades de inflamacidn crénica [36].

Se han realizado diferentes estudios para documentar su actividad especifica del
AGn-7 y una de las principales lineas de investigacion se enfoca a una funcion
protectora en piel, mucosas y ulceraciones gastricas, asociada principalmente a
una disminucidn en el numero de bacterias gram-positivas en estas zonas,
promoviendo que la primera barrera de defensa inmune este activada [36, 37].
Yang y col. realizaron un ensayo clinico, doble ciego para evaluar el efecto de
suplementar durante cuatro meses 5 g de aceite de la pulpa o semilla de espino
amarillo y placebo en pacientes con dermatitis atopica y concluyeron que esta
suplementacion disminuye significativamente la intensidad de los signos y
sintomas, apenas con un mes de tratamiento [38]. También se ha observado el
efecto del AGn-7 en la apoptosis en un modelo in vitro donde se documentd
disminucioén de la misma [39].

En un estudio realizado con biopsias de sigmoides en pacientes con diagndstico
de CUCI confirmado por examenes radiolégicos, histolégicos y endoscopicos, se
observo un porcentaje significativamente menor del AGn-7 en los fosfolipidos de

cadena larga de las células del colon de estos pacientes en comparacién con

10
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personas sanas [40]. Por otra parte, la caracterizacion del gen en modelos
celulares mostr6 que HNF4y es un factor de transcripcion con ligandos de

diferentes acidos grasos cis-monoinsaturados como el AGn-7 (Fig. 1) [41].

Figura 1. Diagrama de HNF4y. En negro se
muestran los ligandos del AGn-7 (tomada de

Wisely y col., 2002).

En la Clinica de Ell del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Subiran (INCMNSZ), se midi6 la expresion del HNF4y en biopsias de recto de 30
pacientes con CUCI activos, 30 pacientes en remision y 30 pacientes control (sin
inflamacién intestinal), se encontré que la expresion estuvo disminuida en los
CUCI activos comparado con los pacientes en remision (p<0.01) y el grupo control

(p<0.03) (Fig. 2) [42].

11
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Figura 2. Expresion del gen HNF4y en pacientes con CUCI activo, en remisiéon y en un grupo

control [42].

Los estudios recientes muestran que los MUFA y PUFA pueden regular procesos
inflamatorios a través de diferentes vias, un ejemplo de éstas es la inhibicién de la
INOS, la cual activa proceso inflamatorio en los pacientes con EIl. El consumo de
acidos grasos regula factores de transcripcion encargados de regular procesos
inflamatorios, en vias especificas. En la figura 3 se muestra la interaccion entre
acidos grasos, la regulacion de la transcripcion de HNF4y y la produccion de

enzimas pro-inflamatorias por la via INOS [44].

12
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Figura 3. Esquematizacion del proceso inflamatorio en la CUCI, en verde se muestra el proceso de

regulacién inflamatoria de los AGn-7.

13
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Meéxico la incidencia de la CUCI ha aumentado significativamente,
especialmente en adultos jovenes entre 20 y 40 afios (econdmicamente activos),
por otro lado el tratamiento convencional no es del todo efectivo, por lo cual, se
recurre a terapia biolégica cuyos costos son elevados y sus efectos adversos
disminuyen la calidad de vida de los pacientes.

Estudios recientes han descrito que los MUFA pueden tener benéficos importantes
en la disminucién de los sintomas y mejoria de los pacientes con Ell; sin embargo,
no se ha descrito con certeza la via por la cual disminuye la inflamacion; se ha
descrito que especificamente los AGn-7 podrian regular procesos inflamatorios en
los pacientes con CUCI, incluso la concentracion de estos acidos grasos se
encuentra significativamente disminuida en los pacientes con actividad. Por otro
lado, genes como el HNF4y se encuentra disminuido en su expresion lo que
podria estar asociado a la disminucién de los ligandos de AGn-7.

Dosis especificas de AGn-7 como tratamiento coadyuvante podrian tener un
efecto benéfico en el aumento de la expresion del gen HNF4y y en consecuencia
en el curso clinico de la CUCI sin embargo, no se ha realizado suficiente
investigaciéon. Evaluar un tratamiento coadyuvante de origen natural como el AGn-
7 podria mejorar el desenlace en pacientes con CUCI, con menos efectos

secundarios que los tratamientos convencionales.

14
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cuanto se modifica la expresion del gen HNF4y y la actividad inflamatoria
coldénica de los pacientes con CUCI activa con la ingestion de 720 mg de AGn-7

durante 8 semanas, como tratamiento coadyuvante?

4. HIPOTESIS

El consumo de 720 mg de AGn-7 al dia durante 8 semanas aumenta la expresion

génica de HNF4y en pacientes con CUCI y mejora los sintomas de la CUCI.

5. JUSTIFICACION

En estudios recientes se ha descrito que el gen HNF4y puede modular la
inflamacién en los pacientes con CUCI sin embargo, la concentracion de RNAm
del gen se encuentra significativamente disminuida en estos pacientes; por otra
parte, el gen presenta ligandos de AGn-7 que si se aumentaran en concentracion
podrian promover aumento del ARNm. Realizar un estudio que promueva
aumento de la concentracién, permitira aumentar la expresion del gen y la
disminucién de la inflamacién junto con los sintomas de la CUCI, lo que a futuro
podria ofrecer a los pacientes con CUCI un tratamiento coadyuvante de origen
natural que mejore el prondstico.

Implementar los AGn-7 como tratamiento coadyuvante al convencional en los

pacientes con CUCI, podria disminuir el uso de tratamientos como la terapia

15
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biolégica, los cuales son muy costosos. Por lo anterior realizar éste estudio
permitiria evaluar por primera vez una dosis especifica de AGn-7 que permita ver
efectos benéficos en los pacientes con CUCI y podra generar posibles hipétesis

del efecto de los AGn sobre el proceso inflamatorio.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general
Cuantificar los cambios en la expresion del gen HNF4y y medir los cambios en la
inflamacién del colon de pacientes con CUCI activa, después de consumir 720 mg

de AGn-7 durante 8 semanas.

6.2. Objetivos especificos

e Cuantificar el efecto de la ingestion de 720 mg de AGn-7 en la expresién
génica de HNF4y en biopsias coldnicas de pacientes con CUCI.

o Establecer la existencia de una relacion entre en la expresion génica de
HNF4y y el grado de actividad de los pacientes con CUCI.

e Medir el efecto sobre HNF4a y el marcador de inflamaciéon como la IL-6.

16
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Diseio del estudio

Se realizé un ensayo clinico piloto, aleatorizado, doble ciego.

7.2. Tamano de muestra

Se plante6 evaluar 2 grupos: a uno se le aplico la intervencion con el AGn-7 y al
otro con placebo. Interes6 conocer si existen diferencias en la media de la
expresion del gen HNF4y antes y después de la intervencion entre ambos grupos,

para lo cual se plate6 una muestra piloto de 10 pacientes por grupo.

7.3. Poblacion de estudio
Se realizé un muestreo consecutivo de pacientes con CUCI activa pertenecientes
a la Clinica de Enfermedad Inflamatoria Intestinal del Departamento de

Gastroenterologia del INCMNSZ.

7.3.4.1. Criterios de inclusion

e Pacientes que tengan diagnodstico definitivo de CUCI confirmado por

histopatologia

Con actividad leve o moderada a nivel endoscoépico

En tratamiento unicamente con 5-aminosalicilatos (5-ASA)

IMC de 18 a 34.9 kg/m?

Edad de 18 a 59 anos

17
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7.3.4.3.
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Nacidos en México incluyendo las dos ultimas generaciones

Que aceptaran participar en el estudio mediante la firma de la carta de

consentimiento informado.

Criterios de exclusion
Enfermedades asociadas como: diabetes mellitus, hipertension arterial,
dislipidemias, ateroesclerosis y sindrome de malabsorcion intestinal.
Enfermedades autoinmunes como: lupus, VIH, cancer, hepatitis o algun
otro tipo de colitis como: infecciosa, post-radiacion, medicamentosa, colitis
indeterminada y enfermedad de Crohn.
Consumo de medicamentos que inhiban absorcion de grasas como el
Orlistat
Cirugia parcial o total de estbmago o defectos en la funcién de primera o
segunda porciones del intestino delgado.
Que consuman esteroides
Pacientes en remision histoldgica, clinica y endoscoépica.
Pacientes que consuman capsulas con mas de 100 mg de AGn-3, 6y 9.

Criterios de eliminacién

Pacientes con poco apego a la maniobra

Inasistencia a mas de dos consultas o visitas.

Pacientes que empeoraran su cuadro clinico y hayan requerido

tratamiento con esteroides, infliximab o mas de 4 g de 5-ASA.

Pacientes que decidieran retirarse voluntariamente del estudio
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Procedimiento de estudio

El estudio se llevé a cabo mediante 2 fases: la clinica y la basica; en la primera

fase, se realizo el seguimiento de los pacientes durante las 8 semanas y en la

segunda fase el procesamiento de las muestras bioldgicas (biopsias de colon).

FASE I: Clinica. Asignacion de la maniobra y seguimiento de los pacientes.

A)

Basal
A cada uno de los pacientes incluidos en el estudio se les realizd una
colonoscopia de escrutinio para evaluar actividad inflamatoria en mucosa
colonica y extraer una biopsia de 2 mm para evaluar su actividad histolégica y
cuantificar el ARNm del gen HNF4y.
Previo al inicio del tratamiento a cada paciente se le evalud la actividad clinica
en funcién a los signos, sintomas y estado general que cada paciente
presentara al inicio del estudio (Anexo 2).
Cada uno de los puntajes anteriores permitio asignar una calificacion, en
funciéon al “Puntaje Mayo” (Anexo 1) para determinar de manera global la
actividad inflamatoria de cada paciente.
Aleatorizacion de la maniobra: Se etiquetaron 80 frascos, de los cuales 40
contenian 84 capsulas de AGn-7 y 40 frascos contenian 84 capsulas de
placebo (4 frascos por paciente); un investigador externo asigné al azar 20
nameros consecutivos a cada grupo de frascos (placebo y AGn-7), de tal
forma que cada uno tuvo un numero de identificacion que le correspondi6 a

cada paciente conforme fueron entrando al estudio (Fig. 3):
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» Tratamiento mas AGn-7: En éste grupo cada paciente continué con su
tratamiento convencional a base de mesalazina mas 720 mg de AGn-7 al
dia, que consumié 2 capsulas con 120 mg de AGn-7 en cada comida (3
veces al dia) al dia durante 8 semanas.
» Tratamiento mas placebo: Los pacientes en éste grupo continuaron con
su tratamiento convencional a base de mesalazina mas tomas de 2
capsulas con placebo en cada comida (3 veces al dia) diariamente durante
8 semanas.
Todos los pacientes se estandarizaron en su alimentacidn con una dieta
individualizada (energia por Harris y Benedict), en la que el 60% del valor calérico
total fue aportado por HCO, 20% por proteinas y 20% de lipidos en este ultimo se
limitd a maximo 2 equivalentes a la semana el consumo de alimentos que con
elevadas cantidades de AGn-3, 6 y 9, como oleaginosas, pescado azul y aceites

enriquecidos con estos omegas.

B) Seguimiento

e El paciente asistid después de la semana de inicio (basal) cada 2 semanas
para evaluar apego al tratamiento, presencia de sintomas, entrega de
capsulas para el periodo correspondiente y evaluar la actividad clinica en
funcidn a la presencia de signos, sintomas y estado general.

e Se tomd una segunda biopsia colonica al terminar la maniobra para
seguimiento del tratamiento del paciente y medir nuevamente los cambios en
la expresion del gen, asi como la actividad de la enfermedad a través de la

actividad endoscopica y el analisis histologico (Fig. 4).
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Figura 3. En el diagrama se muestra la aleatorizacion de la maniobra, donde se muestra el
numero de frascos que fueron necesarios para el estudio y como se realiz6 la aleatorizacion

de los grupos.

10 Tx + 720 mg de AGn-7

20 Pacientes
con CUCI
10 Tx + Placebo
Seleccién
Basal Semana 2 Semana 4 Semana 6 Semana 8

Evaluacion: Aplicar formato: Aplicar formato: Aplicar formato: Evaluacion:

- clinica - apego - apego - apego - clinica

- endoscopica - sintomas - sintomas - sintomas - endoscdpica

-histoldgica

Entrega/capsulas

Entrega/capsulas

Entrega/capsulas

Entrega/capsulas

Dieta estandar

Dieta estandar

-histoldgica

Dieta estandar

Dieta estandar

Figura 4. Esquema de seguimiento y diseio metodolégico. En el esquema se muestra el

seguimiento de los pacientes y las maniobras que se realizaron en cada una de las visitas durante

el estudio.
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FASE II: Basica. Procesamiento de muestras para medir expresion de genes.

Cada una de las biopsias tomadas (2 mm) en ambos grupos de estudio se

almacenaron a -70 °C con solucion de ARN latter, para posteriormente llevar a

cabo el siguiente procedimiento:

A)

B)

C)

Extraccion del ARN-total: Cada muestra fue procesada por la técnica de
isotiocianato de guanidina con el kit de extraccion High Pure RNA-tissue de
Roche®. Para obtener la mayor cantidad ARN presente en la biopsia,
posteriormente se realizé un andlisis cuali y cuantitativo, para asegurar la
pureza del ARN extraido y determinar la cantidad necesaria para el siguiente
procedimiento.

Sintesis de ADN complementario (ADNc): Esta se realizd por retro-
tanscripcion en PCR (RT-PCR); previa cuantificacion del ARNm para construir
una cadena de ADN de la plantilla de ARN, realizado en el lugar de la
polimerasa y proceder a la cuantificacién. Se utilizé la siguiente mezcla de
reaccion: 2 pyL de Oligo dT (5 pM), 4 uL de solucion amortiguadora para
transcriptasa reversa (1X) , 0.5 pL de inhibidor de ARNsas (0.5 U/uL), 2 yL de
mezcla de dNTPS (0.25 mM), 0.5 pL de transcriptasa reversa (0.5 U/uL) , 1 uL
de H20 y 2 uL de ARN, con un volumen final de 20 yL. Finalmente para medir
la expresidén génica a través del ARNm de HNF4a, HNF4y, IL-6 y GAPDH
como gen de referencia.

PCR-Tiempo Real: Se llevara a cabo con el objetivo de medir la cantidad de
ARNm del gen HNF4y en tejido inflamado del paciente por Reaccion en

cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-TR) con sondas de TagMan
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Roche® usando como gen de referencia GAPDH y asi medir la expresion del
gen HNF4y antes y después del tratamiento, los oligos que se utilizaron se

presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Oligos utilizados para cada gen en Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
en Tiempo Real

lzquierdo Derecho
HNF4a tgacaacctgttgcaggaga cgttggttcccatatgttce
HNF4y tgactgaatcaccctccaaa gctgacacctagtccccaga
IL-6 cgttggttcccatatgttce cgttggttcccatatgttce
GAPDH agccacatcgctgagaca gcccaatacgaccaaatcc

7.5. Analisis estadistico
Para el andlisis estadistico se utilizé el paquete SPSS version 17. Para evaluar la
distribucion de los datos se utilizé la prueba de Kolmogdérov-Smirnov, las variables

con distribucion normal se describieron con promedios y desviacion estandar, t

pareada para evaluar los cambios antes y después del tratamiento y X’ para
comparar las variables cualitativas de los grupos; las variables que no tuvieron una
distribucion normal se describieron con medianas y rango intercuartil, prueba de
Wilcoxon para evaluar los cambios antes y después del tratamiento y U de Mann
Whitney, para evaluar los cambios en la expresion del gen entre grupos. Se

considero significativa una P<0.05.
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7.6. Definicion de variables

A) Variables independientes: AGn-7 y placebo.

B) Variables dependientes: Expresion relativa de HNF4y, sangre en heces,
episodios de diarrea, numero de deposiciones, grado de actividad histoldgica y
endoscopica.

C) Variables confusoras: Presencia de manifestaciones extraintestinales (MEls)
como: pioderma gangrenoso, conjuntivitis, uveitis, artropatia periférica,

colangitis esclerosante primaria y tiempo de diagndstico de la CUCI.

7.7. Preceptos éticos

Este protocolo se realizd bajo los estatutos referidos en el articulo 17 del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigaciéon para la Salud,
donde se documenta que los pacientes incluidos en éste estudio tuvieron un
riesgo mayor al minimo sin embargo, ningun paciente presenté complicaciones
durante los procedimientos. El protocolo fue sometido y aprobado por el Comité de
Etica del INCMNSZ con el nimero de referencia REF453; asi como registrado en
la pagina del ClinicalTrials.gov, con el que se identific6 con el numero
NCTO01771224.

A cada paciente se le informé sobre el objetivo de la presente investigacion, el
procedimiento a seguir, los derechos que tiene por participar en el estudio y esta

misma informacion se le dio a conocer en el consentimiento informado (Anexo 3).
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7.8. Financiamiento
El presente estudio fue financiado con recursos de la Clinica de Ell del

departamento de Gastroenterologia del INCMNSZ.

8. RESULTADOS

FASE I: Clinica. Asignacién de la maniobra y seguimiento de los pacientes.
Asignacion de la maniobra

En la primera fase del estudio, se incluyeron a 20 pacientes con diagndstico de
CUCI confirmado por histopatologia, que acudieran a consulta de seguimiento y
fuera necesario que se realizaran una colonoscopia de escrutinio. Cada uno de los
pacientes incluidos en el estudio fueron aleatorizados de forma cegada a cada
uno de los dos grupos, tratamiento con AGn-7 y placebo, del total de la muestra en
ambos grupos el 70 % fueron mujeres y la edad promedio fue de 44+9 afos en el
grupo de intervencion y 44+10 anos en el grupo control, el tiempo de evolucién
previo al inicio del estudio fue de 8 y 10 afios en el grupo de intervencion y
placebo respectivamente, en ambos grupos los pacientes incluidos en el estudio
tenian por lo menos una MEI, las cuales no mostraron diferencias significativas

entre grupos (P>0.05) (Tabla 2).
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Tabla 2. Caracteristicas demograficas y clinicas de la muestra

AGn-7 Placebo

(n=10) (n=10) P
Sexo (H/M) 4/6 2/8
Edad (afios+DE) 44+9 42+10 NS
Edad al diagnéstico (afios) 34 35 NS
Tiempo de evoluciéon de evolucion (anos) 8 10 NS
Peso (kg) 61 64 NS
indice de Masa Corporal (kg/m?) 24 25 NS
Manifestaciones extraintestinales (n) 3 5 NS
Tratamiento con 5-ASA (g) 3.5 4 NS

Seguimiento de los pacientes.

El seguimiento de los pacientes se realizé durante 8 semanas, a lo largo de ese
periodo ningun paciente empeoré su actividad clinica, endoscopica, histoldgica o
bioquimica, tampoco fue necesario aumentar o cambiar su tratamiento
convencional.

La actividad clinica y bioquimica, fueron los parametros que mostraron cambios
antes y después del tratamiento con AGn-7, no asi en el grupo placebo, al evaluar
las diferencias de cambio por aspectos individuales, se encontré que la presencia
de sangre en heces (P=0.05) disminuyé significativamente, de igual forma el
bienestar general evaluado por escala del 0 al 3 donde 0 es bien y 3 muy mal

(P=0.02).
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En la evaluacion de la actividad bioquimica se encontré6 que de forma general
(todos los parametros a evaluar) no existieron cambios significativos sin embargo,
en la evaluacion individual, la hemoglobina (P=0.03) mejoré significativamente en
el grupo de tratamiento con AGn-7, a diferencia del grupo placebo, donde no

existieron cambios significativos (Tabla 3).

Al comparar el grado de cambio de cada parametro bioquimico después del
tratamiento entre el grupo tratado con AGn-7 y el grupo placebo, se encontraron
cambios en las proteinas totales (P=0.02), PCR (P=0.04) y VSG (P<0.05) (Tabla

4),
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Tabla 3. Diferencia de cambios entre los grupos estudiados antes y después de la intervencion.

AGn-7 Placebo
(n=10) (n=10)
Pre Tx Post-Tx P Pre Tx Post-Tx P
Actividad clinica -1.511 0.13 -1 0.32
Cantidad de deposiciones -1.414 0.16 -0.447 0.65
Sangre en heces -1.933 0.05 -1.222 0.22
Dolor abdominal -0.52 0.60 -0.264 0.79
Bienestar general -2.251 0.02 -0.333 0.74
Actividad endoscopica -0.414 0.68 -1 0.32
Actividad histolégica -0.447 0.65 -1 0.32
Actividad bioquimica -1.134 0.26 0 1.00
Proteinas totales 1.414 0.15 0 1.00
Albumina 0.577 0.56 0 1.00
Hemoglobina 2.126 0.03 0.135 0.89
PCR? -1.342 0.18 -1 0.32
VSG® -1.367 0.17 -0.701 0.48
Actividad por escala Mayo -0.974 0.48 -1 0.28

?Proteina C Reactiva.

® Velocidad de Sedimentacion Globular.
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Tabla 4. Efecto estimado de cambio en valores bioquimicos de pacientes con CUCI que

recibieron AG-7 o placebo.

AGn-7 Grupo Placebo Efecto
(n=10) (n=10) estimado P
Proteinas totales (g/dL)
Basal 7.3 7.5
Post Tx 8.7 7.6
1.1 (6.7 2 8.8) 0.02
Albumina (g/dL)
Basal 3.8 4.3
Post Tx 4.3 4.6
-0.3 (0.01 a4.3) NS
Hemoglobina (g/dL)
Basal 12.3 13.2
Post Tx 14.4 14.1 0.3(0.1a10.2) NS
PCR (mg/dL)
Basal 3.2 3.4
Post Tx 1.8 24
-0.6 (0.1 a 0.9) 0.04
VSG (mg/dL)
Basal 29.6 22.6
Post Tx 28.3 21.9

6.4(35a105)  <0.05
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FASE |: Basica. Procesamiento de muestras para medir expresion de genes.

Expresion de genes HNF4y, HNF4a e IL-6 en mucosa colonica

Se evalud la expresion de los genes HNF4y, HNF4a e IL-6 asi como el gen de
referencia (constitutivo) GADPH en ambos grupos del estudio (grupo tratado con
AGn-7 y grupo placebo).

Los resultados mostraron que la expresion del gen HNF4y esta significativamente
mayor (P=0.05) en los pacientes con CUCI después del tratamiento con AGn-7, en
comparacion con aquellos que recibieron placebo, donde la expresion se mantuvo
igual antes y después del tratamiento (SN) (Figura 2).

Por otra parte la expresion del gen HNF4a mostré tendencia en el aumento de la
expresion antes y después del tratamiento con el AGn-7 (P=0.07), comparado con
el grupo de pacientes que recibié placebo, donde la expresidon se mantuvo sin
cambios (NS) (Figura 3).

Se evaluaron los cambios da la IL-6 como marcador de inflamacion antes y
después del tratamiento en ambos grupos y se encontrd6 que la expresion
disminuy6 significativamente en los pacientes que recibieron tratamiento con los
AGn-7 (P=0.005) al igual que en los pacientes que recibieron placebo sin
embargo, esta disminucion no fue tan significativa como en el grupo de tratamiento

con AGn-7 (P=0.03) (Figura 4).
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Figura 2. Analisis del ARNm de HNF4y en pacientes con CUCI activos antes
(pretratamiento) y después (post-tratamiento) del tratamiento con AGn-7 y
placebo, tomando como gen de referencia el GADPH. El analisis para evaluar los

cambios Pre y Pos Tx, se realizd con la prueba de Wilcoxon.
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Figura 3. Analisis del ARNm de HNF4a en pacientes con CUCI activos antes
(pretratamiento) y después (post-tratamiento) del tratamiento con &acido graso

omega-7 y placebo, tomando como gen de referencia el GADPH (Wilcoxon).
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Figura 4. Analisis del ARNm de IL-6 en pacientes con CUCI activos antes
(pretratamiento) y después (post-tratamiento) del tratamiento con &acido graso
omega-7 y placebo, tomando como gen de referencia el GADPH. El analisis para

evaluar los cambios Pre y Pos Tx, se realizé con la prueba de Wilcoxon.
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9. DISCUSION

En este estudio se comparé el efecto del AGn-7 sobre la actividad inflamatoria de
la CUCI en pacientes activos y la expresién de los genes HNF4y y HNF4q; la
actividad de la inflamacion también se evalué a través de la expresion de la IL-6.
Nuestros resultados muestran que en el grupo de pacientes que consumié AGn-7
la actividad clinica (sangre en heces, bienestar general) mejor6 significativamente
al compararlos con el grupo que recibiéo placebo. Un estudio publicado por
Ferguson y cols. mostraron que diferentes componentes de la dieta como los
MUFA podrian modular genes activadores de procesos inflamatorios en pacientes
con Ell [21]. Otros estudios han descrito la utilizacién del AGn-7 como protector de
la mucosa de duodeno y estomago, lo que sugiriere que tiene un efecto
regenerador de mucosas Yy, por tanto, podria explicar la mejoria en el estado
general y la disminucion de sangre en las evacuaciones de los pacientes que
recibieron AGn-7 durante el presente estudio. El aumento en la concentraciéon de
Hb en el grupo de pacientes tratado con AGn-7 puede ser reflejo de la disminucion
de sangre en las evacuaciones (P=0.05), algo que no sucedié en el grupo que
recibio placebo. Estos cambios sugieren que la inflamacion de la mucosa mejora
con el uso del AGn-7.

Otros valores bioquimicos de inflamacién en pacientes con CUCI que mejoraron
con el uso del AGn-7, al disminuir los niveles de PCR-us y VSG asi como aumento
en los niveles de albumina y proteinas totales. Ademas se encontré que aquellos
pacientes que fueron sometidos a tratamiento con AGn-7, la concentracién de

proteinas totales fue significativamente mayor después del tratamiento a diferencia
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del grupo que recibié placebo, donde no existieron cambios. Estos hallazgos
confirman lo publicado por Berntein y cols, quienes mostraron que una toma de
220 mg acido cis-palmitoléicos (omega-7) durante 30 dias reduce
significativamente la concentracion de PCR-us en pacientes con inflamacion
generalizada hasta en un 44%, debido a que el acido graso omega-7 reduce la
expresion del ARNm de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a y resistina [44].
Estos hallazgos confirman que en la etiologia de la CUCI participan factores
genéticos e inmunolégicos posiblemente modulados por factores ambientales
como los acidos grasos, mismos que modifican la expresion de multiples genes
entre los que se encuentran el HNF4y y HNF4a [45, 46]. Los MUFA son acidos
grasos cuya concentracion correlaciona con la disminucion de la actividad de la
CUCI a través de diferentes vias [47-50]; asi un estudio encontr6 que Ia
concentracion del AGn-7 en mucosa intestinal de pacientes con CUCI estuvo
significativamente disminuida en comparacién con la de un grupo sin inflamacién
intestinal, lo que explica que la expresiéon pueda disminuir mientras el proceso
inflamatorio se mantiene [40]. En nuestro estudio se midié el ARNm de HNF4y y
HNF4a en el grupo que recibié tratamiento con Agn-7 y en el grupo placebo antes
y después de la intervencion, encontrandose que en el grupo tratado con AGn-7 la
expresion de HNF4y y HNF4a aumentd significativamente después de la
intervencion en comparacion con el grupo que solamente recibié placebo.

Estos resultados sugieren que la suplementacion de AGn-7 juega un papel
importante en la regulacion de procesos inflamatorios, ya que se sabe que los
genes HNF4y y HNF4a tienen ligandos del AGn-7 que regulan la actividad y

funcioén de las proteina [41]. Previamente nuestro grupo de investigacién ya habia
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informado que la expresion del gen HNF4y se encuentrd significativamente
disminuida en los pacientes con CUCI activos en comparacién con los pacientes
en remision y controles [42], lo que podria estar ligado a la baja concentracion del
AGn-7 y, en consecuencia, manifestarse como mayor actividad de la enfermedad.

Se evalud también la expresion de la IL-6 como marcador de inflamacién y se
encontré que en el grupo de intervencion con AGn-7 la expresion del gen de IL-6
disminuyo6 significativamente mas que en el grupo que recibié placebo. Estos
hallazgos podrian deberse a que en ambos grupos se mantuvo el tratamiento
convencional durante el tiempo del estudio y aunque no existieron diferencias
significativas en los gramos de 5-ASA que ambos grupos tomaron, esto pudo
haber tenido un impacto sobre la expresion de la IL-6, ocasionando que
disminuyera de manera significativa en el grupo placebo.

Estos resultados sugieren que la disminucion en la inflamacién clinica en los
pacientes con CUCI que recibieron AGn-7 podria estar regulada por la expresion
de HNF4y y HNF4q, lo cual puede apoyar la hipétesis de que los MUFA de la dieta
intervienen en procesos inflamatorios a través de la regulacion de citocinas pro y
anti-inflamatorias en los pacientes con CUCI que se asocia a diminucién de los

sintomas y las manifestaciones clinicas [26, 51-53].
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10. CONCLUSIONES

El grupo de pacientes sometidos a tratamiento con AGn-7, mostré mayores
cambios a la semana 8 después de la intervencidén en aspectos relacionados con
la actividad clinica de la enfermedad comparado con el grupo placebo.

Un tratamiento coadyuvante con acido graso omega-7 durante 8 semanas puede
disminuir el cuadro clinico de los pacientes con CUCI y regular la actividad
inflamatoria de la enfermedad a través del incremento de la expresion del gen

HNF4 v.
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12) ANEXOS

ANEXO 1. Puntaje mayo para actividad de CUCI

1. Frecuencia de deposiciones

a. Normal 0
b. 1-2 mas de lo normal 1
¢. 3-4 mas de lo normal 2
d. >5 3

2. Sangrado rectal

a. Ausente o no visible 0
b. Estrias en heces la mitad del tiempo 1
c. Sangre obvia casi siempre 2
d. Sangrado franco 3

3. Hallazgos endoscdpicos

a. Normal o enfermedad inactiva 0
b. Enfermedad leve (eritema, disminucion del patron vascular y friabilidad leve) 1
c. Enfermedad moderada (eritema aumentado, patron vascular ausente, friabilidad y erosiones) 2
d. Enfermedad grave (sangrado espontanco, ulceras) 3

4. Valoracion global del medico

a. Normal 0
b. Enfermedad leve 1
c. Enfermedad moderada 2
d. Enfermedad grave 3

Total de puntos:
Interpretacion:
<2: Remision
2-4: Actividad leve
4-6: Actividad moderada
>6: Actividad grave
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ANEXO 2. Hojas de recoleccion de datos.

Hoja para el investigador

Titulo: Efecto del &cido palmitoléico (omega-7) en la expresion de HNF4y y la actividad de la Colitis

Ulcerosa Crénica Idiopatica (CUCI) en pacientes activos y sin inflamacion

Nombre: Registro:

Fecha de nacimiento (dd/mm/aaaa): / / Teléfono: Sexo: M F
Diagnéstico:  Control ( ) CUCl activo Actividad:  Leve Moderada
Extensién: Proctitis Proctosigmoiditis Pancolitis Tiempo de diagnéstico: 6m 1a 2a >3a

Tratamiento con 5 ASA: 500mg/6-12h 4g/12h | Talla (cm):

Manifestaciones extraintestinales: Cutaneas Oculares Hepatobiliares Oseos  Articulares  Pulmonares

Tratamiento: Dieta + &cido palmitoléico Dieta + placebo

Basal Citad

Fecha (dd/mm/aaaa)

Expresion HNF4y (UA)

NUmero de deposiciones (0, 1, 2, 3)

Hallazgos endoscépicos (0, 1, 2, 3)

Hallazgos histolégicos (0, 1, 2, 3)
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Basal

Cita 1

Cita2

Cita3

Cita4

Fecha (dd/mm/aaaa)

Peso (kg)

Cintura (cm)

Cadera (cm)

NUmero de deposiciones (0, 1, 2, 3)

Sangre en heces (0, 1, 2, 3)

Temperatura (°C)

Apego al tratamiento (0, 1, 2, 3)

Nombre del evaluador
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Hoja para el paciente

Diario de pacientes con CUCI

Nombre:

|No. de registro:

No. Paciente:

Fecha de ingreso:

Fechas de consulta

|3:

|4:

Fecha de término:

Instrucciones:
* Se debe completar el diario todos los dias.
* Todos los registros se deben realizar antes de irse a dormir, ylas respuestas deben describir las 24 horas previas.

* Las puntuaciones de dolor abdominal y bienestar general deben reflejar el dolor o el bienestar promedio de ese dia.
* Recuerde traer el diario cada que acuda a consulta.

Cantidad de ¢Tomoé alglin
deposiciones Sangre en Dolor abdominal/ Bienestar medicamento
que superan lo las heces retortijones general parala
normal diarrea?
0=No observo sangre
A=Normal 1= Vetas de sangre  |0=Nada
No. de Fecha Toma de B=Una a dos enlas heceslo 1=Leve, lo siente pero
dia dd/mmiaa capsulas C_=Tlresocualtro sangre noforia en las el_tolerable )
D=Cinco o mas hecesen 50% de las |2=Moderado, (También marque
deposiciones interfiere en la 0=Generalmente bien| "si" en caso de
2=Sangre notoria en |actividad normal 1=Regular usar narcéticos)
Cant Normal de las heces en>50% |3=Grave, 2=Malo
deposiciones=______|de las desposiciones |incapacitante 3=Fatal Si/No
3=Solo expulsd
sangre en alguna
deposicion
1 / / De/Co/Ce |A|BfC|DJO|21]|2|3|0|1f2|3]0f1]2]3 Si No
2 / / De / Co / Ce AfBlfC|DJ]O]1]|2(|3|0f1]2]|3]0]|1(2]3 Si No
3 / / De / Co / Ce AfBlfC|DJ]O]1]|23|0f1]2]3]0]|1(2]3 Si No
4 / / De /Co/Ce |A|B|C|D|fO|1|2|3]0f1|2]3]0]|]1]2]3 Si No
5 / / De/Co/Ce |A|BfC|DJO|1]|]2|3|0|1f2|3]0f1]2]3 Si No
6 / / De / Co / Ce AfBlfC|DJ]O]1]|2|3|0f1]2]|3]0]|1(2]3 Si No
7 / / De / Co / Ce AfBfC|DJ]O]1]|23|0f1]2]|3]0]|1(2]3 Si No
8 / / De/Co/Ce |A|BfC|DJO|2]2(|3|l0|1f2]3]0f1]2]3 Si No
9 / / De/Co/Ce |A|BfC|DJO|1]|2|3|0|1f[2|3]0f1]2]3 Si No
10 / / De / Co / Ce AfBlfC|DJ]O]J1]|2|3|0f1]2]|3]0]|1(2]3 Si No
11 / / De / Co / Ce AfBlfC|DJ]O]1]|23|0f1]2]3]0]|1(2]3 Si No
12 / / De/Co/Ce |A|BfC|DJO|21|2(|3|l0|1f2]3]0f1]2]3 Si No
13 / / De/Co/Ce |A|BfC|DJO|1]|2|3|0|1f[2]|3]0f1]2]3 Si No
14 / / De / Co / Ce AfBfC|DJ]O]|]1]|2|3|0f1]2]|3]0]|1(2]3 Si No
15 / / De / Co / Ce AfBlfC|DJ]O]J1]|2(3|0f1]2]|3]0]|1(2]3 Si No
16 / / De/Co/Ce |A|BfC|DJO|21]|2|3|l0|1|2]3]0f[1]2]3 Si No
17 / / De /Co/Ce |A|B|C|D|fO|1|2|3]0f1|2]3]0]|1]2]3 Si No
18 / / De / Co / Ce A|lB|fC|fD]J]Of21]|2]|3|0]1|2(3]J]0]|]1]2]3 Si No
19 / / De / Co / Ce AfBlfC|DJ]O]J]1]|2|3|0f1]2]|3]0]|1(2]3 Si No
20 / / De/Co/Ce |A|BfC|DJO|21]2|3|l0|1|2]3]0f1]2]3 Si No
21 / / De /Co/Ce |A|B|C|D|fO|1|2|3]J0f1|2]3]0]|]1]2]|3 Si No
22 / / De/Co/Ce |A|BfC|DJO|21]|]2|3|0|1f2|3]0f1]2]3 Si No
23 / / De / Co / Ce AfBlfC|DJ]O]1]|2|3|0f1]2]|3]J]0]|1(2]3 Si No
24 / / De/Co/Ce |A|BfC|DJO|21|2|3|l0|1f2]3]0f1]2]3 Si No
25 / / De/Co/Ce |A|BfC|DJO|2]2(|3|l0|1|2]3]0f1]2]3 Si No
26 I ! De/Co/Ce |A|B|C|DfoOo|1|2|3fo|a|2]3]of1]2]3] si 49No
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Anexo 3. Consentimiento informado
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ANEXO 4. Cronograma de actividades.
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Revision bibliografica

Sometiendo del protocolo al comité de ética del

Instituto

Solicitud y entrega de material y acidos grasos

1er. Afo 2do. Aiio der. Afio 4to. Aiio
Jul | Sep | Nov | Ene | Mar | May | Jul | Sep | Nov | Ene | Mar [May| Jul | Sep | Nov | Ene | Mar | May | Jul | Sep | Nov | Ene | Mar | May
Dic | Feb Dic | Feb Dic | Feb | Abr | Jun

Seleccion dela muestra

Contactar y citar pacientes

Seguimiento

Preparacion de examen de cadidatura

Contactar y citar pacientes

Toma de biopsia

Procesamiento de muestras

Analisis estadistico

Presentacion de resultados

Examen de titulacion

Publicacion de articulo
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