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RESUMEN
“Impacto de los acidos grasos poliinsaturados omega 3 en la expresiéon de FOXP3y
anfiregulina como marcadores de linfocitos T involucrados en la regeneracion

muscular en la Distrofia Muscular de Duchenne”

Dra. Thania Ordaz Robles, Dra. Maricela Rodriguez Cruz, Dr. Alan Cardenas Conejo, Dr.
Juan Carlos Huicochea Montiel, M. en C. Jorge Maldonado Hernandez, C. M. en C. Judith

Villa Morales.

MARCO TEORICO

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) consiste en la ausencia o disminucion
constitutiva de la distrofina, frecuentemente debido a eliminaciones en uno o0 mas exones
del gen DMD; esto ultimo provoca inestabilidad en el sarcolema y desencadena una
respuesta inflamatoria cronica. Durante la progresion de la enfermedad, los ciclos de
degeneracion-regeneracion se van agotando lo que conduce a un aumento en las células
proinflamatorias, las cuales llevan a cabo una reparaciéon mal dirigida. Sin embargo, también
se activan células antiinflamatorias como los linfocitos T reguladores, los cuales promueven
la regeneracién muscular mediante la expresion de FOXP3 y ANFIREGULINA (AREG).
Recientemente se han estudiado diversos tratamientos alternativos que permiten disminuir
los efectos negativos que se generan durante la fisiopatologia de la enfermedad, ejemplo
de ello son los acidos grasos poliinsaturados omega 3 (AGPIO3), los cuales han
demostrado reducir significativamente algunas citocinas proinflamatorias en pacientes con
DMD. Asi mismo, existe informacion en la literatura sobre el efecto positivo de los AGPIO3
en el aumento del transcrito de FOXP3, lo cual es crucial ya que actda como un regulador
maestro aumentando la generacion de linfocitos T reguladores en sangre; los cuales una
vez activados migran al masculo con funcion supresora. El aumento en el nimero de
linfocitos T reguladores promueve la liberacion de AREG, misma que actia directamente
en la célula satélite ayudando a la diferenciacion hacia mioblastos; de esta manera estos

elementos contribuyen de forma indirecta a la regeneracion de fibras musculares.
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OBJETIVO
Determinar el impacto de los acidos grasos poliinsaturados omega 3 sobre la expresion de
FOXP3 y AREG como marcadores de linfocitos T reguladores circulantes que participan en

la regeneracion muscular de pacientes con DMD.

MATERIAL Y METODOS

Durante el periodo de 2007-2017, se realizo la toma de muestra sanguinea periférica para
la realizacion del diagnéstico molecular de DMD a pacientes de 3 a 8 afios de edad con un
diagndstico clinico de DMD de los servicios de Genética y Neurologia de la UMAE Hospital
de Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS. Aquellos con el diagndstico
confirmatorio y que cumplian con los criterios de inclusion se les invité a participar en el
presente protocolo de estudio con el correspondiente consentimiento autorizado de los
padres o tutores y el asentimiento de los pacientes con 8 afios de edad. Los participantes
se asignaron al azar en dos grupos; el primero recibié el suplemento con EPA y DHA (2.9
g/dl de aceite de pescado en capsulas), el segundo recibié un placebo (2.9 g/dl de aceite
de girasol en capsulas) durante 6 meses. El dia de la primera cita, el paciente acudi6 en
ayuno al laboratorio acompafiado de sus padres o tutores y se le tomé una muestra de
sangre periférica de 5 ml aproximadamente por venopuncién para caracterizar la expresion
de FOXP3 y AREG como marcadores indirectos de regeneracion muscular. Posterior a la
toma de muestra basal, se inicié la suplementacion con AGPIO3 o con placebo y se les
indicé a los padres o tutores que acudieran al laboratorio con los pacientes en los meses 1,
2, 3,4,5y 6 para tomar una muestra sanguinea y cuantificar la expresion de los transcritos
FOXP3 y AREG en leucocitos circulantes cada mes de suplementacion. Después de esto,
se evalud la funcidbn muscular mediante diferentes escalas (Medical Research Council ,
Vignos y Brooke). También en cada una de las citas se proporciono la cantidad de capsulas
suficientes con el suplemento o placebo para un mes. Finalmente, se les aplic6 un
cuestionario de recordatorio de alimentos de 24 horas para evaluar la ingesta de alimentos

y proporcionarles asesoria nutricia.

RESULTADOS

Se encontré un aumento en el nivel de expresion del mMRNA de FOXP3 en el grupo de nifios
menores de 6 afios en comparacion con el de mayores de 6 afios. En el caso del mMRNA de
AREG, no se encontraron diferencias en el nivel de expresion entre los diferentes grupos

de edad. Se determin6 que existe una correlacion positiva entre el nivel de expresion de
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FOXP3 y la funcion muscular medida con la escala de Vignos, asi mismo, la expresion de
FOXP3 correlaciond positivamente con la expresion de AREG. Los resultados de la
suplementacién con acidos grasos poliinsaturados omega 3 mostraron una disminucion en
el nivel de expresion de FOXP3, sin embargo, esta disminucion no se presenté en los

niveles de expresion de AREG comparados con el grupo placebo.

CONCLUSION

Los pacientes con DMD en edades tempranas presentan una regeneracion preservada y
activa de las fibras musculares. El tratamiento con acidos grasos poliinsaturados omega 3
disminuye la expresion de FOXP3. Ademas, en el grupo de pacientes suplementados con
AGPIO3, FOXP3 correlaciona de forma positiva con la funcion muscular y en consecuencia

podria activar la regeneracion muscular.



INTRODUCCION

Los defectos congénitos en los componentes de las células musculares que dan lugar a la
disfuncion progresiva de los musculos esquelético y liso, son la causa de un grupo de
trastornos denominados distrofias musculares. Las distrofias musculares representan un
grupo heterogéneo caracterizado por degeneracion progresiva del muasculo esquelético
acompafado de debilidad muscular y los genes afectados codifican para proteinas
estructurales necesarias para la estabilidad del sarcolema (Chang et al., 2016).

Las distrofinopatias forman parte de este gran grupo de distrofias musculares causadas por
variantes patogénicas en el gen DMD, el cual codifica para la proteina distrofina. Las formas
clinicas incluyen una leve en la cual los individuos pueden cursar asintomaticos o con
aumento en la concentracion de creatininfosfocinasa, mioglobinuria y calambres
musculares. La forma severa presenta degeneracion muscular progresiva e incluye un
espectro clinico que engloba la Distrofia muscular de Duchenne y Becker. La distincién
entre la distrofia muscular de Duchenne y Becker se basa en la edad de dependencia de la

silla de ruedas (Darras et al., 2014).

a. DISTROFIA MUSCULAR DE BECKER

La distrofia muscular de Becker (DMB) se caracteriza por un inicio tardio de debilidad
muscular con progresion lenta de la enfermedad, por lo que algunos pacientes pueden
permanecen deambulando incluso después de los 20 afios de edad. El diagndstico clinico
se realiza con la presencia de debilidad muscular simétrica y progresiva, hipertrofia de
gastrocnemios, aumento en los niveles de creatininfosfocinasa de 5 veces lo normal y de
forma caracteristica los pacientes se encuentran confinados a una silla de ruedas después
de los 16 afios de edad.

La causa mas comun de mortalidad en el 50% de los casos es la cardiomiopatia dilatada
con una edad promedio de muerte de 40 afios. Las mujeres heterocigotas de una variante

patogénica tienen un riesgo aumentado de cardiomiopatia dilatada (Darras et al., 2014).

b. DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE
La distrofia muscular de Duchenne (DMD) MIM #310200 es la forma mas comun y grave.
Se trata de una enfermedad con modelo de herencia recesivo ligado al cromosoma X por
lo que afecta mayoritariamente a varones, tiene una incidencia de 1 por cada 3500 recién

nacidos varones y es causada por mutaciones en el gen DMD; el cual se conoce como el
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gen con mayor numero de bases nucleotidicas en el genoma humano. El gen DMD esta
formado por 2.5 Mb, contiene 79 exones, se localiza en la regidon Xp21 y codifica para la
proteina citoesquelética de 427 kDa, distrofina. La distrofina se expresa principalmente en
musculo esquelético y cardiaco, tiene un papel primario en la union del citoesqueleto con la
matriz extracelular mediante la unién de la actina con el dominio N-terminal de la distrofina
y la unién de B distroglicano del complejo distrofina-glicoproteina con el dominio C-terminal
de la distrofina, esto garantiza la integridad del sarcolema durante los ciclos repetidos de

contraccion muscular (Chang et al., 2016).

c. MUTACIONES EN DMD
Las mutaciones se deben frecuentemente a eliminaciones de uno o0 mas exones en un 60%
a 70% de los casos, también se han descrito duplicaciones en un 5% a 10% y mutaciones
puntuales sin sentido en el 1%, que resultan en la pérdida completa de la expresion o en la
produccion de una proteina no funcional. La mayoria de los casos son debido a mutaciones
heredadas y un 10% corresponde a mutaciones de novo (Darras et al., 2014). La expresion
fenotipica es variable y se relaciona principalmente al tipo de variantes patogénicas y su

efecto en la produccion de la distrofina (Bushby et al., 2010).

d. FISIOPATOLOGIA
La ausencia parcial o completa de distrofina es la base de la fisiopatologia de la enfermedad
ya que le confiere fragilidad a la fibora muscular e inestabilidad al sarcolema. Sin embargo,
el papel del sistema inmunolégico también resulta fundamental debido a que el masculo
distrofico presenta mayor vulnerabilidad durante el dafio inducido por la contraccion
causando liberacion de citocinas provenientes del mastocito y acumulacion de células
mononucleares lo cual desencadena una respuesta inflamatoria persistente (Hussein et al.,
2006). Ademas, durante el proceso de contraccion-relajacion de la fibora muscular fragil se
presenta estrés mecénico lo que conduce a un incremento de calcio intracelular y activacion
de la necrosis; sin embargo, también puede desencadenar apoptosis y autofagia de las
fibras musculares dafiadas. Posteriormente, estos mecanismos de muerte celular disparan
la activacion de macrofagos residentes para fagocitar desechos celulares y activar
localmente células inflamatorias a través de la presentacién de antigenos a linfocitos T
reclutados de la circulacion. Durante este proceso, también migran neutrofilos, eosinofilos
y monocitos desde el torrente sanguineo hacia las fibras musculares dafiadas, quienes

inician una respuesta inflamatoria especifica liberando diferentes moléculas con accion
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proinflamatoria. Diversas moléculas con accién antiinflamatoria son liberadas por
macréfagos y linfocitos T reguladores, los cuales en conjunto promueven la regeneracion
muscular indirecta mediante la proliferacion de células satélite (Sciorati et al., 2016). Las
células satélite son células madre del musculo esquelético que se localizan entre la ldmina
basal y el sarcolema de la fibora muscular. En el misculo sano permanecen quiescentes
hasta que son activadas por trauma muscular o ejercicio, posteriormente entran al ciclo
celular y rapidamente proliferan hacia progenitores miogénicos o mioblastos los cuales
expresan MyoD, llevan a cabo mdltiples divisiones celulares y finalmente se fusionan entre
ellas o junto a una miofibrilla dafiada para regenerarse y reparar el musculo dafiado. En la
DMD, se ha propuesto que existe un agotamiento del proceso de degeneracion-
regeneracion resultando en la incapacidad de la célula satélite para regenerar eficazmente

las fibras musculares dafadas (Schiaffino et al., 2016).

e. DIAGNOSTICO CLINICO
La mayoria de los pacientes con DMD son diagnosticados alrededor de los 5 afos de edad
y las primeras manifestaciones clinicas incluyen retraso en la deambulacién, caidas
frecuentes, problemas al gatear, dificultad en el aprendizaje y problemas en el lenguaje.
Durante el curso clinico de la enfermedad muestran signos de debilidad muscular proximal
alos 2 a 7 afios de edad, caracterizada por alteracion en la marcha como primer sintoma
mayormente descrito, dificultad para subir escaleras, correr, saltar o levantarse de una
posicion en cuclillas; es frecuente que presenten pérdida de la deambulacion en la etapa
puberal con uso de silla de ruedas alrededor de los 12 afios de edad. Al ponerse de pie, se
ayudan de los brazos para suplir la debilidad de los masculos proximales de la cintura
pélvica, este signo se conoce como maniobra de Gowers y se encuentra positivo en los
pacientes con DMD. En la exploracion fisica los musculos gastrocnemios se palpan firmes
con hipertrofia aparente debido al reemplazo fibroadiposo causado por el estado de

inflamacién crénica (Darras et al., 2014).

El diagnéstico clinico de DMD se debe sospechar ante la presencia de historia familiar de
la enfermedad junto con las manifestaciones clinicas de debilidad muscular proximal
progresiva e hipertrofia de musculos gastrocnemios antes de los 5 afios de edad o uso de
silla de ruedas antes de los 12 afios (Bushby et al., 2010).

La evaluacion clinica en la DMD incluye la realizacion de una historia clinica detallada, arbol

genealdgico y examenes de sangre para la cuantificacion de enzimas musculares y
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hepaticas. Los pacientes suelen presentar elevaciéon de la concentracion sérica de la
enzima creatininfosfocinasa de hasta 10 veces lo normal, este aumento es secundario a la
destruccion de fibras musculares distréficas (Darras et al., 2014). El 90% de los casos
suelen presentar alguna complicacion cardiaca, a menudo manifestada como
cardiomiopatia y/o arritmia cardiaca. El riesgo de cardiomiopatia se incrementa durante la
adolescencia y usualmente se presenta después de los 18 afios, por ello, se requiere de
estudios adicionales para establecer un tratamiento oportuno. La cardiomiopatia progresiva
es actualmente una causa importante de morbimortalidad, debido a esto es primordial el
inicio del manejo oportuno para ayudar a retrasar en lo posible el proceso subyacente de la

enfermedad y mejorar la condicion fisica de los pacientes con DMD (Bushby et al., 2010).

i Evaluacion muscular
Para monitorear el curso de la enfermedad es necesario llevar a cabo diversas evaluaciones
regulares mediante la determinacién del tono muscular, rango de movimiento, postura,
marcha, pruebas medidas con tiempo, monitoreo de la habilidad para realizar actividades
de la vida diaria asi como la aplicacion de escalas de funcion motora y fuerza muscular; las
cuales en conjunto ayudan a evaluar la respuesta al tratamiento y progresion de la
enfermedad. Como parte de la evaluacién muscular se encuentra la escala MRC (Medical
Research Council) la cual evalla la fuerza de miembros inferiores mediante pruebas
musculares manuales; también existen las escalas de funciébn motora como la escala de
Vignos para miembros inferiores y Brooke para miembros superiores las cuales permiten la
evaluacion de la motricidad en esferas especificas para dar un puntaje compuesto. Todas

permiten el monitoreo de la progresion y respuesta al tratamiento (Bushby et al., 2010).

f. DIAGNOSTICO MOLECULAR

Al tener una sospecha clinica de DMD es necesaria la confirmacion mediante pruebas
moleculares. El diagndstico molecular de la DMD inici6 a partir de la identificacion del gen
de la distrofina, esto permitié conocer que la mitad de los pacientes con esta condicion
tienen eliminaciones grandes que incluyen varios exones localizados principalmente en dos
puntos calientes; uno menor que va del exén 1 al 12 y otro mayor que va del exon 44 al 52
de DMD (Coral et al., 2012).

El estudio molecular estandar es la Reaccién en Cadena de la Polimerasa Multiple (PCR
multiple) (Flanigan K., 2014). En México, se han disefiado pruebas de PCR multiple para la

localizacion del punto caliente mayor permitiendo detectar que 52% de los pacientes
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presentan eliminaciones en dicha region. Esta técnica ha demostrado ser eficiente para la
deteccion de eliminaciones, sin embargo, s6lo cubre aproximadamente 30% del gen y no
es util para la deteccion de portadoras, duplicaciones y/o mutaciones puntuales (Coral et
al., 2012). Actualmente existen estudios que analizan el nimero de copias de cada exodn
como la amplificacién de sonda dependiente de ligadura multiple (MLPA por sus siglas en
inglés) y la hibridacion genémica comparativa usando microarreglos (aCGH por sus siglas
en inglés); estas pruebas identifican a portadoras, duplicaciones de exones y definen la
extension de la eliminacién fuera de los puntos calientes. Las mutaciones en el sitio de corte
y empalme alternativo, mutaciones puntuales de sentido equivocado, sin sentido y
pequefias inserciones subexonicas requieren del analisis por secuenciacién completa del
gen debido a que estas mutaciones no ocurren en los puntos calientes (Flanigan K., 2014).
Ademas del diagnéstico molecular, en algunos casos se debe realizar biopsia muscular
para discernir del fenotipo Becker, también es util para realizar diagnostico diferencial con
otras distrofias musculares; cuando no se han identificado eliminaciones por las técnicas
convencionales y cuando los datos clinicos y los niveles de creatininfosfocinasa sugieren
fuertemente DMD, sin embargo, este estudio esta contraindicado como método diagndstico

confirmatorio de primera eleccion (Bushby et al., 2010).

g. TRATAMIENTO

Actualmente las intervenciones farmacoldgicas en la DMD estan dirigidas a optimizar la
fuerza y funcionamiento muscular mediante terapia farmacolégica y fisica que involucra el
uso del sistema musculo-esquelético mediante ejercicios para prevenir o minimizar
contracturas y deformidades, ademas de poder modificar la historia natural de la
enfermedad. Hasta el momento no existe tratamiento especifico eficaz para curar la DMD,
no obstante, los glucocorticoides son el Unico medicamento que ha mostrado la
desaceleracion de la pérdida de fuerza y funcibn muscular, reduce el riesgo de escoliosis y
estabiliza la funcion pulmonar y cardiaca tanto a corto como a largo plazo. Una dosis de
0.75 mg/kg diarios de prednisona como primera opcién muestra el perfil mas favorable en
ninos entre 5 y 15 afios de edad, no obstante, cuando existen problemas de
comportamiento y sobrepeso se considera deflazacort a dosis de 0.9 mg/kg/dia (Bushby et
al., 2010).

El objetivo principal del tratamiento con glucocorticoides es preservar la deambulacion,

disminuir el deterioro de la funcion respiratoria, cardiaca y ortopédica; incluso después de
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la pérdida de la ambulacion permite preservar la fuerza en extremidades superiores y
reducir la progresion de la escoliosis. En diversos estudios se ha demostrado que el efecto
de la terapia con glucocorticoides durante 6 meses mejora la funcion motora de miembros
superiores e inferiores en pacientes con DMD y DMB, ya que reduce el nimero total de
células inflamatorias mononucleares y de células dendriticas; inhibe la inflamacion mediada
por linfocitos T de manera indirecta mediante la supresion de la produccién de IL-12 y ayuda
a bloquear la diferenciacion de monocitos hacia células dendriticas via IL-14. Se postula
que los glucocorticoides tienen un efecto inhibitorio en la expresiéon de moléculas
coestimuladoras y sobre la presentacion de antigeno de la célula dendritica. Ademas,
contribuyen a mejorar los cambios histoldégicos del mudsculo como son la variacién del
tamafo de la fibra, internalizacion del nucleo, degeneracién, necrosis, regeneracion de la

miofibrilla y proliferacion del tejido conectivo endomisial (Hussein et al., 2006).

La terapia con glucocorticoides no es obligada en la guia médica para el tratamiento de la
DMD, es una decision personalizada basada en el estado funcional y edad del paciente.
También se debe tener especial cuidado al elegir el tipo de glucocorticoide, en qué
momento iniciar el tratamiento y considerar factores de riesgo para presentar efectos
secundarios adversos comunes de la administracion de este farmaco. Dentro de estos
efectos causados por el uso crénico de dosis altas de glucocorticoides se encuentran el
sindrome de Cushing, obesidad, hirsutismo, acné, verrugas, retraso del crecimiento,
pubertad retrasada, cambios de comportamiento, supresién inmunolégica con riesgo de
infecciones, hipertension arterial, intolerancia a la glucosa, Ulcera péptica y catarata, los

cuales requieren de un monitoreo cercano y cuidadoso (Bushby et al., 2010).

I. Suplementos alimenticios
Actualmente se han propuesto algunas terapias alternativas a los glucocorticoides para el
manejo de la DMD como los suplementos alimenticios (Bushby et al., 2010). Entre estas
terapias los acidos grasos poliinsaturados omega 3 (AGPIO3) por su accion antiinflamatoria
e inmunomoduladora podrian ser utilizados ya que se ha probado su efecto benéfico en el

ratbn mdx, modelo de la DMD.

1. Acidos grasos poliinsaturados omega 3 (AGPIO3)

Los acidos grasos son componentes estructurales de las membranas celulares ya que el

numero de carbonos de la cadena y el numero y posicion de los dobles enlaces le confiere
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fluidez permitiendo la interaccidon con otras células; ademas de permitir una adecuada
sefalizacion y regulacion de la transcripcion de una variedad de genes. Los &cidos grasos
se clasifican por sus diferentes grados de saturacion en tres clases principales; los acidos
grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados. Los &acidos grasos saturados se
componen de una cadena simple sin dobles enlaces, mientras que los acidos grasos
monoinsaturados contienen un doble enlace y los acidos grasos poliinsaturados contienen
dos 0 mas dobles enlaces (Stewart et al., 2015).

En mamiferos, el acido graso linoléico y el acido graso a linolénico son acidos grasos
esenciales que no pueden ser sintetizados de manera endogena por lo que deben ser
consumidos en la dieta y posteriormente ser metabolizados hasta &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga por medio del complejo enzimatico desaturasa/elongasa
(Rodriguez-Cruz M et al., 2010). Existen dos familias de acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga, los omega 6 y omega 3. Los acidos grasos omega 3 estan definidos por
contener varios dobles enlaces, sin embargo, el primer doble enlace se encuentra en el
tercer carbono a partir del extremo metilo de la cadena de carbono; en los acidos grasos
omega 6 el primer doble enlace se encuentra en el sexto carbono (Stewart et al., 2015). El
acido docosahexaenoico (DHA) y el acido eicosapentaenoico (EPA) son los ejemplos mas
representativos de los acidos grasos poliinsaturados omega 3; por el contrario, el acido
araquidonico (AA) es ejemplo de un acido graso omega 6. Los AGPIO3 omega 3 se han
estudiado ampliamente por sus efectos inmunomoduladores, antiinflamatorios vy

citoprotectores (Sciorati et al., 2016).
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1. MARCO TEORICO
Como se ha mencionado anteriormente, la fibra muscular con ausencia o disminucion
constitutiva de distrofina es mas susceptible para que se dafie el sarcolema por
contracciones persistentes provocando inestabilidad y un ambiente alterado con respuesta
inflamatoria cronica, esto contribuye significativamente a la progresion de la enfermedad

con eventual pérdida ambulatoria (Hussein et al., 2006).

a. PROCESO INFLAMATORIO EN DMD

Los dafios cronicos en la membrana de la fibra muscular y la liberacion del contenido
citoplasmatico al espacio extracelular activan la respuesta inmune innata mediante la
estimulacion persistente de receptores tipo Toll (TLR4 y TLR7), activacion de NF-kB,
expresion del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC clase I) en células
musculares, liberaciéon de moléculas asociadas al dafio muscular o necrosis (DAMP) y de
ligandos TLR en el espacio extracelular (Rosenberg A., 2015). Los ligandos TLR son
activados por medio de DAMP como las proteinas de choque térmico, proteinas de alta
movilidad (HMGB1), ATP, acidos nucleicos y especies reactivas de oxigeno; los cuales son
liberados después de la lesion por fibras dafiadas y que a su vez pueden contribuir en el
reclutamiento de fagocitos, los activan y estimulan la inmunogenicidad. Las moléculas de
RNA liberadas por la degeneracion de las miofibrillas son los DAMPs més potentes que
mantienen la respuesta inmunolégica innata. Al mismo tiempo, la transcripcion de
moléculas como TNF-B, IL-1, IL-6, IL-10 entre otras son reguladas por el factor de
transcripcion NF-kB, que a su vez, activan el reclutamiento de neutrdfilos, macréfagos,
linfocitos y células cebadas de la circulacion (Rosenberg A., 2015).

Durante el proceso patolégico de la enfermedad también existe un dafio en los ciclos
repetidos de degeneracidén-regeneracion, las fibras son infiltradas por neutréfilos y
macrofagos los cuales llevan a cabo una reparacion mal dirigida. Las fibras regeneradas
permanecen deficientes en distrofina conduciendo a un dafo sucesivo en el ciclo de
degeneracion-regeneracion, las fibras musculares vecinas también entran en necrosis
durante estos ciclos manteniendo una inflamacién crénica y exacerbando la activacion de
vias inmunitarias innatas y presentacion de antigenos (Rosenberg et al., 2015).
Adicionalmente, las mismas citocinas proinflamatorias inducen la expresion de moléculas
MHC de clase | en el masculo que incluye a las quimiocinas. Las quimiocinas tales como
CCL14,CCL2,CXCL12,CXCL14 estan sobreexpresadas en la DMD. CXCL14 ha mostrado

ser un quimioatrayente y activador de células dendriticas, CXCL12 estad altamente
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expresado en fibras musculares distréficas en regeneraciéon y atrae a macréfagos M1 los
cuales en conjunto con el aumento de IFN-y, son activados participando en la fagocitosis
de fibras musculares necroéticas y en leucocitos apoptoticos. Adicionalmente los macrofagos
M1 tienen un papel proinflamatorio activando linfocitos T CD4* y T CD8"* de la circulacion
quienes generan una respuesta adaptativa en el musculo mediante la presentacién de
antigeno (Rosenberg et al., 2015). A su vez, los macrofagos M1 se pueden convertir en
macrofagos M2 por accion de los linfocitos T reguladores en muasculo, los macréfagos M2
juegan un papel antiinflamatorio, promueven la fusibn de mioblastos e hipertrofia de los
miotUbulos (Schiaffino et al., 2016).

Otras interleucinas son las liberadas por los eosinofilos como IL-4 e IL-13, las cuales, estan
implicadas en la regeneracion muscular en condiciones normales, sin embargo en las
enfermedades musculares crénicas los progenitores fibroadiposos (FAPsS) se pueden
diferenciar hacia fibroblastos y adipocitos, resultando en una pseudohipertrofia muscular
(Schiaffino et al., 2016).

A pesar de la activacion de FAPs, durante la regeneracion muscular participa la IL-10
producida por linfocitos TH2, la cual induce a macréfagos M2 a reparacion tisular, ayudan
a la diferenciacién de las células satélite en el muasculo persistentemente inflamado
mediante el aumento de IL-1B, TGF-B, IGF-1. Es importante destacar que los linfocitos T
reguladores en musculo son activados y mediante IL-33 liberan anfiregulina (AREG),
miembro de la familia de factores de crecimiento epidérmico (EGF), actuando directamente
sobre la célula satélite e induciendo su diferenciacién hacia miofibrillas (Schiaffino et al.,
2016).

b. PAPEL DE LOS LINFOCITOS T REGULADORES Y FOXP3 EN LA
REGENERACION MUSCULAR

Los linfocitos T reguladores constituyen una linea celular anica con un papel relevante en
el mantenimiento de la homeostasis y tolerancia inmunoldgica periférica, también se
pueden diferenciar con capacidad supresora, permiten la proliferacién de linfocitos T CD4*
y T CD8" a través del contacto célula-célula y por medio de citocinas como IL-10 y TGF-3
(Huehn et al., 2009).
En el timo se originan todas las lineas celulares T, éstas emigran a su vez hacia la periferia
como linfocitos T sencillos CD45RA", se activan y se pueden diferenciar hacia los subtipos
de linfocitos T convencionales o linfocitos T reguladores. Los linfocitos T convencionales

expresan CD45R* y CD127* que pueden diferenciarse hacia células de memoria, las
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cuales presentan niveles bajos de FOXP3, HLA-DR*, CTLA4, CD69, IL2 y niveles altos de
CD25. Los linfocitos T sencillos diferenciados hacia linfocitos T reguladores, expresan
CDA45R*, niveles bajos de FOXP3, altos de CD25; estos ultimos linfocitos T reguladores se
pueden diferenciar hacia linfocitos T reguladores efectores o efectores terminales, ambos
con elevada expresion de FOXP3 y CD25. Por lo tanto, el linaje de los linfocitos T
reguladores mas cominmente conocido es el CD4*CD25¥°FOXP3* quienes tienen un
papel directo en la regeneracion muscular. Se ha considerado que FOXP3 es un marcador

fenotipico de linfocitos T CD4* reguladores en sangre periférica (Sakaguchi et al., 2016).

FOXP3 es un factor de transcripcion maestro determinante del linaje celular del subtipo
CD4*CD253°FOXP3* de linfocitos T reguladores, se expresa de manera constitutiva y es
un factor decisivo en la funcién inmunosupresora del subtipo de linfocitos T reguladores
CD4*CD25"FOXP3* tanto en humanos como en ratones. (Tao et al., 2016).

Se ha demostrado que FOXP3 se requiere para el desarrollo de linfocitos T CD4*CD25" en
timo y que también le confiere funcién supresora. Esta propuesta se ha demostrado en el
estudio de Fontenot y col. en el 2003 quienes revelaron gue los niveles de expresion de
Foxp3 en ratones se incrementa 40 veces en linfocitos T reguladores CD4*CD25* aislados
y detectaron niveles muy bajos de mRNA de Foxp3 en linfocitos T CD4*CD25"e%ivos: estos
hallazgos sugirieron que los linfocitos T CD4*CD25M%3vos son menos potentes al tener
menor funcidn supresora y menor bloqueo de la proliferacion homeostatica de linfocitos T
CD8* activados. Por otro lado, el aumento de la expresion de Foxp3 en linfocitos T
CD4*CD25" activados se relaciona con un aumento en la actividad supresora sobre el
ligando del receptor de células T (TCR). Estos datos sugieren una relacion estrecha entre
la sefalizaciéon de TCR vy el nivel de expresion de Foxp3, ademas de ser un regulador
maestro en el desarrollo de linfocitos T CD4*CD25" y ser suficiente para activar la
capacidad supresora durante la migracion al musculo dafiado (Fontenot et al., 2003).

En resumen, la expresion constitutiva de FOXP3 es un factor decisivo en la funcion
inmunosupresora de los linfocitos T reguladores CD4*CD25* tanto en humanos como en
ratones. FOXP3 determina el nimero y funcion de los linfocitos T reguladores y mantiene
el equilibrio inmunolégico normal a través de la regulacion a nivel de gen y de proteina
(Sakaguchi et al., 2016).

Los linfocitos T CD4* reguladores efectores y efectores terminales circulantes llegan al sitio

de la lesion para reparar el tejido. En el caso del musculo esquelético con dafio agudo o

10



EPA/DHA, FOXP3Y ANFIREGULINA EN DUCHENNE THANIA ORDAZ ROBLES

cronico, los linfocitos T reguladores expresan niveles altos de FOXP3 y CD25; lo cual les
confiere una funcién supresora y un papel importante en la regeneracién muscular. Burzyn
y col. en el 2013 sugieren que los linfocitos T reguladores restringen el desarrollo de una
respuesta inflamatoria en el masculo, en su estudio observaron un aumento de linfocitos T
reguladores en musculos de pacientes con DMD y en ratones mdx; no asi en musculos sin
lesién. De acuerdo a esto, encontraron niveles altos de IL-10 sugiriendo que la respuesta
supresora de linfocitos T reguladores depende de esta citocina, ya que al suprimir IL-10 en
ratones mdx incrementa la severidad de la distrofia muscular. Apoyando esta evidencia, en
el mismo estudio observaron que la disminucién de linfocitos T reguladores en ratones mdx
impide la infiltracion celular, aumenta la lesién muscular y la expresion de IFN-y por los
linfocitos T convencionales. (Burzyn et al., 2013).

Las acciones moleculares de los linfocitos T reguladores sugieren que su funcién va mas
alla de ser simples reguladores de la inmunidad, o simples reparadores y remodeladores
de tejidos. Esta propuesta se basa en el estudio de Burzyn y col.. en el 2013 quienes
demostraron que los linfocitos T reguladores de musculo expresan un factor de crecimiento
como la anfiregulina que también tiene un papel en la regeneracién muscular, posiblemente
mediante la promocion directa de la diferenciacion de células satélite.

La anfiregulina también conocida como AREG, es liberada por linfocitos T reguladores del
musculo por medio de IL-33 para actuar directamente en la célula satélite promoviendo la
regeneracion muscular (Schiaffino et al., 2016). Recientemente se inform6é que AREG
también podria controlar a los linfocitos T reguladores directamente y mejorar su capacidad
para suprimir la respuesta inmune (Burzyn et al., 2013). Burzyn y col. reportaron que los
linfocitos T reguladores de musculo expresan AREG, y que al agregar AREG exdgena al
musculo dafiado se mejora la regeneracion muscular, posiblemente promoviendo la
diferenciacion de las células satélite. También se conoce que el IFN-y puede inhibir
directamente la proliferacion de mioblastos a través de AREG y al mismo tiempo, los
linfocitos T reguladores pueden actuar sobre IFN-y inhibiendo la actividad anti-miogénica y

permitiendo la regeneracion de la miofibrilla (Burzyn et al., 2013).

c. PAPEL DE LOS AGPIO3 SOBRE LOS LINFOCITOS T REGULADORES Y FOXP3
En relacion al efecto de los AGPIO3 sobre FOXP3, se ha mostrado un aumento en la
generacion de linfocitos T CD4*CD25*FOXP3* reguladores (lwami et al., 2011), sin
embargo el efecto de DHA es dosis dependiente por lo que una concentracion de 100

pmol/L es suficiente para revertir el efecto supresor de los linfocitos T reguladores. Por otro
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lado, se ha demostrado que el tratamiento con DHA in vitro e in vivo en ratones aumenta la
expresion del MRNA de FOXP3, CTLA-4 y TGF-8 (Issazadeh et al., 2012). En relacién al
efecto de los AGPIO3 sobre linfocitos T reguladores se ha mostrado un aumento en esta
poblacién y secundariamente una supervivencia del injerto en un modelo de trasplante
murino al inyectar EPA intraperitoneal (lwami et al., 2011).

Actualmente no existen datos en la literatura que establezcan la expresion de FOXP3 y
AREG en la DMD posterior al tratamiento con AGPIO3 ya que no se han realizado estudios

en humanos.

d. PAPEL DE LOS AGPIO3 SOBRE LA DMD
Es conocido que en humanos y animales las dietas ricas en EPA y DHA disminuyen la
generacion de productos proinflamatorios derivados del &cido araquidénico como la
prostaglandina E2, tromboxano A2 y leucotrieno B4; asi mismo el EPA inhibe la produccion
de citocinas proinflamatorias como IL-2, IL-12 e IFN-y (Valenzuela et al., 2011). Hasta el
momento existen estudios publicados por nuestro grupo que demuestran el impacto de los
AGPIO3 sobre la inflamacién crénica en los pacientes con DMD. Sin embargo, la mayor

parte de la evidencia estd demostrada en ratones mdx (modelo de la DMD).

I Estudios en animales
Fogagnolo y col., en el 2012 evaluaron el efecto del tratamiento combinado de EPA y DHA
en el musculo de ratones mdx, los resultados demostraron un aumento de 4 veces los
niveles séricos de creatininfosfocinasa en ratones no tratados; por el contrario se reporté
una disminucién del 40% de creatininfosfocinasa en ratones mdx tratados con estos acidos
grasos. Se encontrd que los ratones tratados presentaban una reduccién en los niveles de
TNF-q, estos resultados sugieren que EPA y DHA promueven la estabilidad del sarcolema
y aumentan el flujo normal de calcio en la fibra posiblemente mediante la incorporacion de
DHA a la membrana. En estos estudios, se concluye que los AGPIO3 reducen
significativamente el area de inflamacién y protegen contra la necrosis en las fibras
musculares (Fogagnolo et al., 2012).
Otro estudio reporto el efecto del tratamiento aislado con EPA en musculos de ratones mdx
mostrando una reduccion significativa de la expresion de TNF-a, los mecanismos
implicados aun no se conocen con precision, sin embargo se propone un blogueo de la
transcripcion de TNF-a. Asi mismo, de acuerdo a estos resultados, se postula que el EPA

ejerce un efecto protector en la fibra en degeneracion mediante una accion supresora de

12



EPA/DHA, FOXP3Y ANFIREGULINA EN DUCHENNE THANIA ORDAZ ROBLES

mediadores inflamatorios eicosanoides en el metabolismo del acido araquidonico ayudando
a la reduccioén del dafio en fibras musculares distréficas (Ventura et al., 2010).

Montanholi y col. en el 2015 demostraron que el tratamiento tanto a corto como a largo
plazo de AGPIO3 es efectivo para disminuir los niveles de NF-kB y TNF-a, ademas de
aumentar los niveles de MyoD en musculos distroficos de ratones; dando como resultado
una proteccién contra la mionecrosis e incremento en la regeneracion muscular en etapas

tardias de la enfermedad.

e. RESULTADOS PREVIOS

Estudios previos realizados por nuestro grupo han demostrado la asociacion entre el nivel
de inflamacion sistémica de nifios con DMD y la funcion muscular de los mismos. Los
resultados de este estudio mostraron que las citocinas proinflamatorias (IL-1 y TNF-a)
circulantes de pacientes con una edad promedio de 13.43 £ 1.70 afios se encuentran
disminuidas y presentan una menor funcién muscular; en cambio, aquellos pacientes con
un promedio de edad de 8.04 + 2.08 afios tienen mayor concentracion de citocinas
proinflamatorias, muestran mejor funcibn muscular y presentan deambulacion
independiente (Rodriguez-Cruz, et al., 2015). Esto sugiere que hay una elevacién de las
citocinas en circulacién cuando las fibras musculares de pacientes menores de 8 afios con
DMD se dafian.

En un segundo estudio, nuestro grupo evalué el papel de DHA y EPA sobre marcadores
circulantes de inflamacion en pacientes con DMD. En este ensayo los pacientes se
suplementaron con 2.9 g/dl de AGPIO3 (aceite de pescado) y con 2.9 g/dl de aceite de
girasol como placebo durante 6 meses, se midid la expresion del mMRNA de NF-kB, IL-18,
IL-6 y TNF-a en leucocitos circulantes durante el mes 1, 2, 3, y 6 en ambos grupos. Los
resultados de este estudio detectaron una reduccion importante en la expresion de un panel
clasico de genes de inflamacién, mostraron una disminucion significativa (p<0.05) del
transcrito de NF-kB durante el mes 2, 3 y 6, también se encontré una disminucién importante
(p<0.05) del MRNA de IL-6 en los meses 2, 3 y 6 de suplementacién y del mRNA de IL-1
en el mes 3y 6 en comparacion con el grupo de pacientes suplementados con placebo. La
expresion del mMRNA de TNF-a no se modificé en ninguno de los dos grupos.

Por el contrario, en el mismo estudio se observé un incremento significativo de la citocina
antiinflamatoria IL-10 en circulacién durante el mes 3 (p = 0.012) y 6 (p < 0.005) de
suplementaciéon con EPA y DHA comparado con los pacientes que recibieron placebo.

Estas evidencias sugieren que los AGPIO3 inhiben a NF-kB posiblemente mediante el
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mecanismo ya conocido que resulta en la disminucion de la fosforilacion de IkB (factor
inhibidor de NF-kB); de esta manera evita la migracion de NF-kB hacia el nucleo, bloquea
la transcripcibn y a su vez la unibn a la region promotora de ciertas citocinas

proinflamatorias como IL-1 e IL-6 (Rodriguez-Cruz et al., 2017).
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2. JUSTIFICACION

La distrofia muscular de Duchenne afecta a uno por cada 3500 varones, los pacientes
cursan con pérdida progresiva de la fuerza muscular lo que conlleva a una disminucion en
la esperanza de vida. Hasta el momento no existe una terapia efectiva para tratar la
enfermedad y aunque los glucocorticoides ayudan a retrasar la pérdida de la ambulacion y
mejoran la funcidbn muscular tienen varios efectos secundarios adversos que deterioran la
calidad de vida del paciente. Estos efectos han dado lugar al interés reciente en el desarrollo
de terapias que no solo mitiguen la inflamacién muscular, sino que también puedan activar
la regeneracion del masculo. Tal es el caso de los acidos grasos poliinsaturados omega 3,
los cuales han sido ampliamente estudiados por su efecto antiinflamatorio. Se ha
demostrado su papel en pacientes con DMD al disminuir significativamente algunas
citocinas proinflamatorias en comparacién con un grupo suplementado con placebo.
También existe una evidencia en la literatura sobre el efecto positivo de DHA en el aumento
del transcrito FOXP3, lo cual es relevante ya que podrian aumentar la generaciéon de
linfocitos T reguladores en sangre; los cuales una vez activados migran al musculo con
funcién antiinflamatoria. El aumento en el nimero de linfocitos T reguladores promueve la
liberacién de AREG, misma que actia directamente en la célula satélite ayudando a su
diferenciacion hacia mioblastos; de esta manera se estaria contribuyendo de forma indirecta
a la regeneracién muscular en los pacientes con DMD.

Por lo anterior, los AGPIO3 podrian tener un potencial terapéutico en la DMD; por un lado
ayudando a disminuir el entorno inflamatorio del musculo y por otro promoviendo la
regeneracion muscular indirectamente. Esta evidencia permitira aportar conocimiento
acerca de los AGPIO3 como alternativa terapéutica en los pacientes con DMD. Nuestro
estudio previo demuestra el papel antiinflamatorio de los acidos grasos en la DMD, sin
embargo, no se conoce el mecanismo, por lo que resulta necesario conocer si el incremento
en la expresion de FOXP3 y AREG podria ser uno de los mecanismos mediante el cual los
AGPIO3 podrian incrementar la regeneracion muscular en pacientes con DMD. Ademas,
se espera un beneficio en la disminucién de la debilidad muscular, reduccion en la

progresion de la enfermedad y mejora en la calidad de vida.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Es sabido que el proceso inflamatorio tiene una participacion importante en la fisiopatologia
de la DMD. Por otro lado, existe suficiente evidencia cientifica que la suplementacion con
AGPIO3 disminuye las moléculas circulantes con accion proinflamatoria. Ademas, se
conoce que el aumento en el nivel de expresion de FOXP3 promueve la proliferacion de
linfocitos T reguladores, sin embargo, aun no existen datos sobre la expresion de los
transcritos de FOXP3 y AREG en linfocitos circulantes, moléculas que colaboran a la
activacion de la regeneracion muscular normal y en nifios con DMD; es por ello que surge

la siguiente pregunta de investigacion.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Cual es el impacto de la suplementacién con acidos grasos poliinsaturados omega 3 (EPA
y DHA) durante 6 meses sobre el nivel de expresion de FOXP3 y AREG como marcadores

indirectos de regeneracion muscular en nifios con Distrofia Muscular de Duchenne?

5. HIPOTESIS
La suplementacién con acidos grasos poliinsaturados omega 3 (EPA y DHA) incrementara
el nivel de expresion de FOXP3 al aumentar la actividad supresora de linfocitos T
reguladores, los cuales a su vez aumentaran el nivel de expresion de AREG y de forma
indirecta se activara la regeneracion resultando en la mejoria de la funcibn muscular en

ninos con DMD.

***Proponemos la direccion de esta hipétesis con base a los resultados de dos articulos de
la literatura internacional dado que aun no existen trabajos publicados que informen
resultados acerca del impacto de la suplementacion de acidos grasos en pacientes con
distrofia muscular de Duchenne sobre FOXP3 y AREG, sélo existen datos publicados en
modelos animales.
1. Issazadeh-Navikas S, Teimer R, Bockermann R. Influence of dietary components
on regulatory T cells. MOL MED.2012;18:95-110.
2. lwami D, Nonomura K, Shirasugi N, Niimi M. Immunomodulatory effects of
eicosapentaenoic acid through induction of regulatory T cells. International

Immunopharmacology. 2011;11:384-389.
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6. OBJETIVO GENERAL
Determinar el impacto de los &cidos grasos poliinsaturados omega 3 sobre el nivel de
expresion de FOXP3 y AREG como marcadores de linfocitos T reguladores circulantes que

participan en la regeneracion muscular de pacientes con DMD.

a. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la suplementacion con AGPIO3 (EPA y DHA) durante 6 meses
sobre la expresion de FOXP3 como marcador de linfocitos T reguladores en sangre
periférica en nifios con diagnostico de DMD.

2. Analizar el efecto de la suplementacién con AGPIO3 (EPA y DHA) durante 6 meses
sobre la expresion de AREG de linfocitos T reguladores circulantes en nifios con
diagndstico de DMD.

3. Evaluar el efecto de la suplementaciéon con AGPIO3 (EPA y DHA) durante 6 meses

sobre la funcion muscular mediante la escala de Vignos.
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7. MATERIAL Y METODOS
a. DISENO DEL ESTUDIO: Ensayo clinico controlado, aleatorizado y doble ciego.

b. LUGAR DEL ESTUDIO: Laboratorio de Nutricion Molecular, Unidad de Investigacion
Médica en Nutricion de la UMAE Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional siglo
XXI, IMSS.

c. POBLACION DE ESTUDIO: Nifios de 3 a 8 afios de edad con diagndstico clinico y
molecular de DMD de la UMAE Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional
siglo XXI, IMSS.

d. CRITERIOS DE SELECCION:

Criterios de inclusion: Nifios de 3 a 8 afios de edad con diagnostico clinico
y molecular de DMD que no hayan recibido tratamiento con glucocorticoides,
gue no consuman suplementos alimenticios ricos en EPA y/o DHA, que hayan
manifestado su asentimiento al protocolo y que los padres o tutores también
hayan aceptado participar en el protocolo firmando la carta de consentimiento
informado solicitada por la investigadora responsable y/o alumna de la
presente tesis (Anexo 1).

Criterios de eliminacion: Pacientes que hayan presentado reacciones
alérgicas (enrojecimiento de la piel, comezon, vomito, hinchazén de cara,
0jos, labios, lengua o faringe) a los componentes del pescado, que no hayan
asistido a una cita, aquellos pacientes que fueron incluidos inicialmente y que
posterior a la firma del consentimiento hayan decidido retirarse del protocolo
0 que hayan mostrado un apego de la suplementacion menor al 80%, que
hayan abandonado el estudio y si desarrollaron alguna complicacion propia

de la enfermedad que impida su participacion en el protocolo.

e. TIPO DE MUESTREO: no probabilistico de casos consecutivos que hayan reunido

los criterios de inclusion.
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f. TAMANO DE LA MUESTRA:
Debido a que no existen estudios a nivel internacional de pacientes con distrofia muscular
de Duchenne suplementados con AGPIO3, para el célculo del tamafio de la muestra se
utilizaron datos de un estudio previo realizado por el grupo de investigacion: Rodriguez-
Cruz M, et al. Potential therapeutic impact of omega-3 long chain-polyunsaturated fatty acids
on inflammation markers in Duchenne muscular dystrophy: A double-blind, controlled
randomized trial, Clinical Nutrition, 2017:1-12.

El tamafio de la muestra se calculo utilizando la formula de diferencia de medias. La variable
considerada fue el porcentaje de cambio de la concentracion (basal — mes 6) en circulacion
de la citocina antiinflamatoria IL-10 en el grupo suplementado con AGPIO3 con una media
de 108.85 pg/ml, desviacién estandar de 173.88; o del grupo placebo que tuvo una media
de -41.21pg/mly desviacion estandar de 52.6. El tamafio de la muestra calculado fue de 12
pacientes por cada grupo (suplementacion y placebo). Considerando una pérdida del 20%
(3 pacientes por grupo) durante los 6 meses de suplementacion, el tamafio de muestra

resulté enl5 pacientes por grupo.

Tamafo de la muestra para comparar dos medias

Informacion de entrada

Intervalo de confianza (2 lados) 95%
Potencia 80%

Razon del tamafio de la muestra (Grupo2/ Grupo 1) 1

Grupo 1 Grupo 2 Diferencia *
Media 108.85 -41.21 150.06
Desviacién estandar 173.88 52.6
Tamafno de muestra del grupo 1 12
Tamafio de muestra del grupo 2 12
Tamano total de la muestra 24

Diferencia entre media
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Al afo se reciben alrededor de 3 - 4 pacientes con DMD en la UMAE Hospital de Pediatria
Centro Médico Nacional siglo XXI, por lo que contamos con 33 pacientes candidatos,
referidos y evaluados por los servicios de genética y neurologia pediatrica durante el periodo
comprendido del 2007-2017, con edades de 3 a 8 afos, quienes fueron diagnosticados
clinica y bioguimicamente, ademas de contar con el diagndstico molecular de distrofia
muscular de Duchenne. Las pérdidas y abandonos se representan en el Consort descrito
mas adelante. Se seleccionaron a los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion
y se les invitd a participar en el protocolo con el asentimiento del paciente y la autorizacion
del consentimiento por los padres o tutores para reunir el tamafio de muestra

correspondiente.

g. DEFINICION DE VARIABLES DE INTERES:

cadena larga con

DHA) inicialmente

varios dobles |y durante la
enlaces, sin | suplementacion
embargo, el | en los eritrocitos
primer doble | como un indicador
enlace se | en los tejidos.

encuentra en el
tercer carbono
del

metilo

extremo
de la
cadena de

carbono

Variable Definicion Definicion Clasificacion | Escalas de
independiente conceptual operacional medicion
Suplementacion | Acidos  grasos | Se cuantificé la | Cualitativa 0 = placebo
de AGPIOS3 | poliinsaturados proporcion de | dicotomica 1 =AGPIO3
(EPA 'y DHA) omega 3 de|AGPIO3 (EPA vy
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Variable Definicion Definicion Clasificacion | Unidades
dependiente conceptual operacional de
medicién

Expresion de | FOXP3 es un factor de | Se midio el nivel | Cuantitativa | Unidades
FOXP3 transcripcion maestro | de expresion del relativas de

determinante del linaje | mMRNA de expresion

celular del subtipo | FOXP3 de

CD4*CD25""FOXP3* | linfocitos T

de linfocitos T | reguladores

reguladores circulantes

circulantes, se expresa

de manera constitutiva

y es un factor decisivo

en la funcion

inmunosupresora de

los linfocitos T

reguladores
Expresion de | Miembro de la familia | Se midio el nivel | Cuantitativa | Unidades
AREG de factores de | de expresion del relativas de

crecimiento epidérmico | mRNA de expresion

(EGF), promueve la|AREG

regeneracion actuando | circulante como

directamente sobre las | marcador

células satélite del | indirecto de

musculo regeneracion

muscular

Escalas de | La funcion principal del | Se evalu6 | Cuantitativa | Sistema de
funcion musculo estriado es la | mediante  tres | discreta clasificacion
muscular contraccion y | sistemas: el de la

relajacion  de las | sistema de funcién

miofibrillas  para la | clasificacion de motora

realizacion de | la funcién gruesa:

cualquier movimiento. | motora gruesa Nivel 1-5
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en niveles, un
sistema de Escala de
clasificacion en Brooke: 1-6

la escala de

Brooke y un Escala de
sistema de Vignos: 1-
clasificacion en 10
escala de
Vignos
Escala  de | La fuerza muscular es | Se evaluo | Cuantitativa | Grados: 5,
fuerza la expresion de la | mediante un | discreta 5-, 4+, 4, 4-,
muscular tension muscular | sistema de 3+, 3, 3-, 2,
transmitida al hueso a | puntuacién en 1, 0.
traves del tendon grados (MRC:
Medical
Research
Council).

Proporcion Es la cantidad de|Se  cuantifico | Cuantitativa | Porcentaje

de AGPIO3 | AGPIO3 que se | mediante continua de acidos
en eritrocitos | encuentran en | cromatografia grasos
eritrocitos como | de gases totales

indicador de reservas

tisulares

h. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

i. Procedimiento:

Se invit6 a participar a los padres o tutores y a los pacientes de 3 a 8 afios de edad con el
diagnostico molecular confirmado de DMD del Hospital de Pediatria del Centro Médico
Nacional Siglo XXI del IMSS. Los padres o tutores firmaron una carta de consentimiento
informado (anexo 1) para otorgar su autorizacion por escrito y los nifios de 8 afios también
firmaron una carta de asentimiento (anexo 2), ambas solicitadas por la alumna de la
presente tesis y/o la investigadora encargada. Los pacientes que participaron en el estudio

se incluyeron en un proceso de aleatorizacion utilizando el programa Random Allocation
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(Saghaei, 2004), de manera que los participantes se asignaron al azar en dos grupos de
comparacion. Uno de los grupos (n =17) recibio el suplemento con EPA y DHA (2.9 g/dl de
aceite de pescado en capsulas) de acuerdo a lo reportado sobre el beneficio en procesos
inflamatorios y a los niveles maximos seguros recomendados por la Food and Drug
Administration (FDA) en nifios, el segundo grupo (n =13) recibié un placebo (2.9 g/dl de
aceite de girasol en capsulas) ambos durante 6 meses. El dia de la primera cita, el paciente
acudio en ayuno al laboratorio y se le tomé una muestra de sangre periférica de 5 ml
aproximadamente por venopuncion para caracterizar la expresion basal de FOXP3 en
linfocitos T reguladores, ademas de la expresion de AREG como marcador indirecto de
regeneracion muscular. También se cuantifico la proporcion de EPA y DHA en los eritrocitos
antes de la suplementaciéon y durante los 6 meses de suplementaciéon como indicador de
AGPIO3 en los tejidos.

Posterior a la toma de muestra basal se inicié la suplementacion mensual con AGPIO3 y
se les indico a los padres o tutores que debian acudir al laboratorio con los pacientes en los
meses 1, 2, 3, 4, 5y 6 para tomar una nueva muestra sanguinea y conocer la expresion de
los transcritos FOXP3 y AREG en cada mes. También en cada una de las citas se
proporcioné la cantidad de capsulas suficientes con el suplemento o placebo para un mes;
el padre o tutor debe supervisar al paciente en el consumo diario de las capsulas.
Finalmente, se les aplicd un cuestionario de recordatorio de alimentos de 24 horas (anexo
3) para la evaluacion de la ingesta de alimentos y se les proporcion6 asesoria nutricia ya
que mas del 50% de los pacientes pueden desarrollar sobrepeso u obesidad (Rodriguez-
Cruz M, et al. Evidence of insulin resistance and other metabolic alterations in boys with
Duchenne or Becker muscular dystrophy. Hindawi Publishing Corporation. International
Journal of Endocrinology, 2015:8).

ii. Evaluacion de la funcién muscular

La evaluacién de la funcion muscular en los pacientes con DMD se realiz6 antes de la
suplementacion y a los 3 y 6 meses después de la suplementacién mediante escalas de
evaluacion clinica para pacientes con distrofia muscular de Duchenne, las cuales estan
contenidas en el Anexo 4: Sistema de clasificacion de la funcibn motora gruesa, Medical
Research Council (MRC), escala de Vignos y Brooke y se evaluaron por la alumna de la

presente tesis.
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i. TECNICAS DE LABORATORIO
a. Diagndéstico molecular de DMD.
El diagndstico molecular de los pacientes con diagndstico clinico de DMD se realizo
mediante la toma de muestra de sangre periférica en un tubo con EDTA como
anticoagulante con capacidad de 5 ml BD Vacutainer®. A partir de la muestra sangre de
total se extrajo el DNA y se analiz6 la deteccion de eliminaciones en el gen DMD mediante
la prueba de PCR muiltiple, los casos en los que no se identifico ninguna eliminacion y tenian
una alta sospecha clinica se enviaron a un laboratorio particular donde se realizé MLPA con
la finalidad de obtener o descartar el diagnostico de DMD, esta ultima prueba consiste en
la deteccidén simultanea de varias regiones gendmicas que presentan distinto nimero de
copias o dosis y se basa en la hibridacion del DNA con una mezcla de sondas especificas

para cada region cuya dosis se desea conocer.

b. Cuantificacion de mRNA de FOXP3y AREG
La cuantificacion de los transcritos FOXP3 y AREG se efectud por medio de la Reaccidn en
Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real y fue realizada por la tesista Thania Ordaz Robles

residente de genética médica, asesorada por la M en C. Judith Villa Morales.

c. Extracciéon de RNA total

Se realizé la extraccion del RNA total como primer paso, la cual se describe a continuacion.
En un tubo Eppendorf se homogenizé la muestra con 1 ml de reactivo TRIzol, se dej6
incubando a -70°C durante 24 horas y se mezclé suavemente con micropipeta. En la fase
de separacién se incubd la muestra homogenizada durante 15 minutos a temperatura
ambiente después se agreg6 200 ul de cloroformo y se agitdé vigorosamente durante 15
segundos, posteriormente se incub6é por 2 a 3 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugd a 14 000 rpm durante 10 minutos a 4-8 °C. Luego de centrifugar la mezcla, se
obtuvo una fase incolora superior que contiene exclusivamente RNA. Para la fase de
precipitacion, se transfirié la fase acuosa a un tubo Eppendorf nuevo y se agreg6 0.5 mL de
isopropanol posteriormente, el tubo se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugd a 10 000 rpm durante 10 minutos a 2-8 °C y se elimin6 el sobrenadante. Por
altimo, se secé a temperatura ambiente, se agregd agua libre de RNAsas y se disolvié por
pipeteo.

Para la cuantificacién de RNA total, se utilizé un espectrofotometro (NanoDrop 3300, USA)

usando 1 yL de muestra de RNA total concentrado y empleando como blanco agua
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bidestilada. La absorbancia de las muestras de RNA total se leyeron a una longitud de onda
de 260 nm. Adicionalmente, se determind la pureza mediante la relacion 260/280
proporcionada por el equipo. Valores de 1.7-2.0 de la relacion 260/280 son aceptables. El
equipo realizé la cuantificacion de RNA mediante la ecuacion de Lambert-Beer:

C=A=x¢g)/b
Donde:

C= concentracion de acidos nucleicos en ng/pl.
A= absorbancia en unidades de absorbancia.

¢ = coeficiente de extincién dependiente de la longitud de onda ng-cm/l

d. Sintesis de cDNA
El cDNA se sintetiz6 partir de 2 ug de RNA total utilizando la transcriptasa reversa MMLV.
El RNA total se pre-incub6 con randomprimers y dNTPs (100 mM) a 65°C por 5 minutos.
Posteriormente el producto se incub6 con un buffer de reaccion (250 mM Tris-HCI, 375
mMKCI, y 15 mMMgCL,) y DTT (0.1 M) a 37°C durante 2 minutos. Finalmente, la sintesis

de cDNA se realiz6é con la transcriptasa reversa MMLV y agua grado biologia molecular
libre de RNAsas en un volumen final de 20 pL. La sintesis se realizé a 25°C por 10 minutos

seguida de una incubacion a 37°C durante 50 minutos y finalmente a 70°C por 15 minutos.

e. PCR en tiempo real
La cuantificacion del mMRNA de FOXP3 y AREG se realizd6 mediante PCR en tiempo real y

se utilizd a B- 2 microglobulina (B2M) como gen de normalizacion. EI cDNA sintetizado se

amplific6 mediante la enzima DNA polimerasa del kit LightCyclerFastStart DNA MasterPLUS

SYBR Green | (Roche, Indianapolis, IN) con los primers disefiados que se muestran en la

siguiente tabla:

Gen Forward Reverse
FOXP3 GGC GGACCATCTTCTGGAT GCT GCT CCA GAG ACT GTA CCA TCT
AREG ATG CTG CTG GAT TGG ACC TC GTA GTC ATA GTC GGC TCC CG

Gen de referencia

B2M TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT
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La reaccién se llevo a cabo en un termociclador (Lightcycler Nano, Roche) para PCR en
tiempo real, que mide continuamente la amplificacion de productos de PCR en cada ciclo,
usando primers comunes para PCR vy el fluorocromo SYBR Green que se intercala en el

surco menor de las hebras de doble cadena de DNA, emitiendo fluorescencia.

La amplificacion se realizé en un volumen total de 20 pL conteniendo 2 uL de cDNA, 40

pmol de cada primery 4 uL de Master > SYBR Green gue contiene la enzima polimerasa
FastStart, amortiguador para PCR, SYBR Green y MgCIl, 3.5 mM en capilares de

borosilicato de 20 pl. Durante la reaccion, la polimerasa se activa y el cDNA se
desnaturalizé pre-incubando a 95°C durante 10 minutos. La amplificacion se desarrollo
durante 35 ciclos a 95°C por 10 segundos y un alineamiento 60°C por 7 segundos. La

adquisicién de la fluorescencia se realizé al terminar este ciclo de PCR.

Todas las reacciones se realizaron por duplicado. Para el analisis de la expresién se
determiné el ciclo donde inici6 el aumento de la fluorescencia, denominado punto de corte
(Cp, por las siglas en inglés de crossing point) o ciclo de umbral (Ct, por las siglas en inglés

de threshold cycle), se determiné el Ct del gen de normalizacion, y se calcul6 el valor de

: , , -AAC
AACt en unidades relativas y el resultado final se reporta como 2 aact

j. Apego de los pacientes a la suplementacion

El apego a la suplementacion se realizé por medio del método del conteo de capsulas.
También se evalué mediante la incorporaciéon de EPA y DHA en los eritrocitos como un
indicador de la presencia de los mismos en los tejidos. Si el paciente consume el
suplemento con AGPIO3 hay un incremento en la proporcion de EPA y DHA en los
eritrocitos. Por lo que, para evaluar el apego de los pacientes a la suplementacion se
determind el porcentaje de cambio de EPA y DHA en eritrocitos durante los 6 meses de
suplementacién con respecto al estado inicial.

Para conocer el porcentaje de EPA y DHA en los eritrocitos, se determino el perfil de acidos

grasos obtenido por cromatografia de gases, descrita a continuacion:

i. Extracciéon de lipidos por el método de Folch modificado: Los eritrocitos obtenidos se

lavaron tres veces con solucion salina (0.9%) y se colocaron en tubos de vidrio

COREX, posteriormente, los tubos se pesaron y se agregaron lentamente 10.5 ml
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de una solucién isopropano/hexano (4.5:6.0). Para evitar que las células se
aglomeren, las muestras se mantuvieron en agitacion con vortex. Posteriormente los
tubos se centrifugaron a 1200 rpm por 4 minutos y la mezcla se transfirié en tubos
previamente pesados y se evapord en una corriente de nitrégeno. Estos tubos se
pesaron nuevamente y se les agregd 900 pl de hexano para disolver la grasa
extraida, se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. La solucién de
hexano se paso a tubos previamente pesados, se evaporo con corriente de nitrdgeno
y se peso6 una vez mas. Se cuantificé la grasa extraida por diferencia de pesos, entre
los tubos sin muestra y los tubos con la muestra evaporada. Esta grasa se utilizo

para realizar la metilacion de los acidos grasos.

Metilacion de los acidos grasos

a. Los acidos grasos son transformados en ésteres metilicos para volverlos
volatiles, mediante un proceso conocido como cis-esterificacion, esto con la
finalidad de hacer factible el analisis cromatografico.

b. A la muestra de grasa extraida de eritrocitos se agreg6 1 ml de HCI 3N y 500
ul de acido margéarico como estandar y la mezcla se incubé a 90°C durante
60 minutos. Posterior al calentamiento, los viales se enfriaron con agua
corriente y se agreg6 1 ml de solucién de trifloruro de boro disuelto en metanol
con una concentracion al 14%, se agité durante 30 segundos y se calentd en
las mismas condiciones. Al término, se enfrié y se agregd 1 ml de isooctano y
4 ml de solucion saturada de NaCl (130 g en 500 ml de agua), se agité durante
2 minutos y se centrifug6 a 2500 rpm a 4°C durante 10 minutos. Finalmente,
la fase superior se transfirié a un vial previamente pesado, con tapa de rosca
y se evapord con corriente de nitrégeno. El vial se volvié a pesar, se diluy6
hasta obtener una concentracion de 1 mg/ul y se inyect6 en el cromatégrafo

de gases.

Cromatografia de gases

a. Los metil ésteres de acidos grasos se separaron y cuantificaron en un
cromatografo de gases con un autoinyector (Hewlett-PackardTM 5890 series
I, Palo Alto US) unido a una columna capilar. Se utilizé una columna
cromatografica de silica de 60 metros, con 0.25 mm de diametro interno y 0.20

Mm de grosor (J&W DB-225). El volumen de inyeccion fue de 1 ul y se uso
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helio como gas acarreador con un flujo de 1.2 ml/min. La temperatura del
inyector fue de 240°C, la del detector se ajusté a 270°C y el horno se
programoé inicialmente a 70°C, aumentando 30°C por minuto hasta alcanzar
175°C y luego increment6 a 1.2°C por minuto hasta llegar a 230°C, una vez
gue se alcanzd la temperatura se mantuvo asi durante 5 minutos. La
identificacién de los acidos grasos de las muestras se realiz6 con base a la
comparacion con el tiempo de retencion de estandares de acidos grasos
purificados comerciales (Supelco™ 37 Component FAME Mix). En las
muestras se identificaron los acidos grasos y se integro su area para saber el
porcentaje de acido graso con base a la suma de las areas de todos los acidos

grasos identificados.

8. ANALISIS ESTADISTICO
Se realiz6 con el programa SPSS (v. 22.0). Se determiné la distribucién de los datos con la
prueba de Shapiro-Wilk. Se calcul6 el valor delta (final menos basal) de la expresion de
transcritos de FOXP3 y AREG y se compard con la prueba U de Mann Whitney para
muestras independientes. Para evaluar el efecto de la suplementacién durante el tiempo se
realizé un andlisis de varianza de mediciones repetidas mediante el enfoque del modelo
general de regresion lineal en el cual se consideré como variable independiente la expresion

de transcritos. Los datos se expresan como porcentaje de cambio.
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9. RESULTADOS
En este estudio se incluyeron 30 pacientes con diagndstico clinico y molecular de distrofia
muscular de Duchenne para determinar el nivel de expresion de FOXP3 y AREG, se
correlacion6é con la funcibn muscular y posteriormente se observé el efecto de la
suplementacién de los acidos grasos poliinsaturados omega 3 sobre el transcrito de estas

moléculas.

k. EXPRESION DE FOXP3 y AREG EN LEUCOCITOS CIRCULANTES DE
PACIENTES CON DMD

Los datos demogréficos de los grupos de estudio menores y mayores de 6 afios se
muestran en la tabla 1. En los menores de 6 afios se encontré que la edad, talla y peso
corporal fueron significativamente (p<0.05) menores en comparacion con los nifios mayores
de 6 afios. Sin embargo, el indice de masa corporal y la escala de Vignos fueron iguales en

ambos grupos.

Tabla 1. Datos demograficos de los pacientes con DMD agrupados por edad.

MENORES DE 6 MAYORES DE 6 ANOS P
ANOS

Edad (afios) 5.15 (3.0, 5.9) 7.9 (6.8, 8.9) <0.001
Talla (cm) 100.68 £ 6.75 123.04 £ 7.67 <0.001
Peso (kg) 15.12 (11.7, 21.7) 22.42 (19.55, 58.20) <0.001
IMC 39.57 £ 28.93 54.52 + 36.05 0.210
(percentil)
Vignos 2.0 (1.0, 3.0) 3.0 (1.0, 9.0) 0.227

Los datos se muestran como media + DE o mediana y minimo, maximo. U de Mann Whitney. IMC = indice
de masa corporal.

Los resultados en el grafico 1 muestran que la expresion del transcrito FOXP3 en leucocitos
circulantes fue significativamente menor (p = 0.0001) en los nifios mayores de 6 afios que
la observada en los nifios menores de 6 afios. Por el contrario, no se encontraron
diferencias significativas en el nivel de expresion de AREG entre los grupos de edad, como

se representa en el grafico 2, n = 30.
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Grafico 1. Expresién del mRNA de FOXP3 en nifios menores y mayores de 6 afios de edad con distrofia

muscular de Duchenne. U de Mann Whitney, n = 30.
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Gréfico 2. Expresion del mRNA de AREG en nifilos menores y mayores de 6 afios de edad con distrofia
muscular de Duchenne. U de Mann Whitney, n = 30.
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|. CORRELACION ENTRE LA FUNCION MUSCULAR (ESCALA DE VIGNOS) Y
EL NIVEL DE EXPRESION DE FOXP3 Y AREG EN PACIENTES CON DMD.

Se realiz6 un analisis de correlacion entre la escala de Vignos que evalia la funcion
muscular y los niveles de expresion de FOXP3 y AREG en los pacientes con DMD. Se
observo una fuerte correlacion positiva (r = 0.534, p = 0.007) indicando que a mayor pérdida
de funcién muscular, incrementa el nivel de expresion de FOXP3; tal como se muestra en
el gréfico 3. Sin embargo, en la expresion de AREG no se asocio con la funcion muscular
(r=0.065, p=0.773).

10

Valor de Vignos

I ]
1] 10 20 30 40 50

Expresion de FOXP3

Gréfico 3. Andlisis de correlacién de Spearman entre el valor de la escala de Vignos y el nivel de expresion
de FOXP3, n = 30.

Debido a que FOXP3 influye a través de los linfocitos T reguladores CD4*CD25*FOXP3*
sobre la expresion de AREG, decidimos analizar si existe correlacion entre ambos
transcritos. En el grafico 4 se observa la correlacion entre el nivel de expresion de FOXP3
y el de AREG en los pacientes con DMD. Los resultados muestran una correlacion positiva
(r=0.463, p = 0.046), es decir, que a mayor expresiéon de FOXP3 aumenta la expresion de
AREG.
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Gréfico 4. Andlisis de correlacién de Spearman entre el nivel de expresion de FOXP3y AREG, n = 30.
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En este estudio contamos con una poblacion elegible de 33 pacientes con diagndstico

clinica de sospecha de distrofia muscular de Duchenne, a quienes se les realiz6é estudio

molecular y de los cuales 2 fueron negativos para la enfermedad; a su vez, un paciente

decidid no participar en el estudio. Por lo que obtuvimos una muestra total de 30 pacientes,

quienes se sometieron a aleatorizacidbn y resultaron 17 pacientes para el grupo

suplementado con AGPIO3 y 13 pacientes correspondientes al grupo placebo. Todos los

pacientes recibieron suplementacion en ambos grupos y no presentamos pérdidas en

seguimiento ni retiros voluntarios. De la misma forma, no se excluy6 a ningan paciente del

analisis estadistico. Lo anterior se demuestra en el diagrama de Consort (figura 1).

Inclusién

Asignacion

Poblacion elegible

(n=33)

\ 4

Aleatorizacion

(n=30)

»|  Negativos al diagndstico
molecular (n = 2)
Abandono del estudio (n = 1)

Placebo (n = 13)
No recibieron tratamiento (n = 0)
Recibieron (n = 13)

AGPIO3 (n=17)
No recibieron tratamiento (n = 0)
Recibieron (n = 17)

Seguimiento

'

Pérdidas en seguimiento (n = 0)
debido a:
Retiro voluntario (n = 0)
(n=13)

Pérdidas en seguimiento (n = 0)
debido a:
Retiro voluntario (n = 0)
(n=17)

'

l

Analisis

Excluidos del anélisis
Sin analisis (n = 0)

Excluidos del andlisis
Sin andlisis de (n = 0)

Figura 1. Diagrama de Consort de los pacientes con DMD en los grupos de suplementacion
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m. APEGO DE LOS PACIENTES A LA SUPLEMENTACION

Para evaluar la incorporacion de los AGPIO3 en los tejidos, se midio el porcentaje de
cambio de EPA y DHA en eritrocitos durante los 6 meses de suplementacién. Se muestra
el contenido de EPA (grafico 5) y DHA (gréafico 6) en eritrocitos contra placebo de los
pacientes tratados en un tiempo inicial y durante los 6 meses. Los resultados muestran el
incremento de EPA y DHA en los eritrocitos del grupo de pacientes que recibieron el
suplemento con AGPIO3, este incremento no se observa en los pacientes que recibieron el

placebo.

D Placebo
I Acpios
3,5 A
% —
i X
g = . £
Q
e
£ 25
14
w
z 2
= *
< .8
w15
w
(a]
g |
4
=
o
(8]
0
0 1 2 3 4 5 6

TIEMPO DE SUPLEMENTACION (MES)
Gréfico 5. Porcentaje de cambio de EPA en eritrocitos contra placebo durante los 6 meses de

suplementacion. *U de Mann Whitney, Grupo suplementado con AGPIO3 n =17, grupo placebo=13.
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Grafico 6. Porcentaje de cambio de DHA en eritrocitos contra placebo durante los 6 meses de
suplementacion. *U de Mann Whitney, n = 30. Grupo suplementado con AGPIO3 n = 17, grupo

placebo=13.

n. EFECTO DE LA SUPLEMENTACION DE AGPIO3 SOBRE EL NIVEL DE
EXPRESION DE FOXP3 Y AREG

En la tabla 2 se muestran los datos demograficos antes de la suplementacion en ambos
grupos de estudio, AGPIO3 y grupo placebo. Los resultados muestran que la talla fue
significativamente (p <0.05) menor en el grupo suplementado con AGPIO3 en comparacion
con los pacientes del grupo placebo. Mientras que la edad, peso, indice de masa corporal

y escala de Vignos fueron similares en ambos grupos.
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Tabla 2. Datos demograficos de los pacientes con distrofia muscular de Duchenne antes

de ser suplementados con los AGPIO3 o con placebo.

ACIDOS GRASOS PLACEBO P
POLIINSATURADOS OMEGA 3
( AGPIO3)
Edad (afos) 5.58+1.78 6.65 +1.67 0.093
Talla (cm) 103.75 (89.7, 132.0) 116.0 (93.3, 142) 0.028
Peso (kg) 18.07 £ 5.55 23.41+£11.55 0.099
IMC (percentil) 45.60 + 30.69 43.21 + 36.26 0.841
Vignos 23120 24+231 0.808

Los datos se muestran como media + DE o mediana y minimo, maximo. U de Mann Whitney. IMC = indice
de masa corporal. Grupos de suplementacion con AGPIO3 (n = 17) y placebo (n = 13).

El nivel de expresion de FOXP3 se compar6 en cada mes entre los dos grupos durante la
suplementacién. Los resultados muestran que existe una disminucion significativa en la
expresion de FOXP3 en el mes 1 (p = 0.046) y tendencias a disminuir en los meses 2, 3, 4
y 6 del grupo suplementado con AGPIO3 en comparacion con el grupo placebo, tal y

como se observa en el grafico 7.
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Grafico 7. Expresion del mRNA de FOXP3 durante los 6 meses de suplementacion con AGPIO3 (n =

17) o placebo (n = 13) en pacientes con distrofia muscular de Duchenne. Prueba U de Mann Whitney.

Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el nivel de expresion de AREG
entre los grupos suplementados con AGPIO3 o placebo durante los 6 meses, tal y como se

observa en el grafico 8.
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Gréfico 8. Expresion del mRNA de AREG durante los 6 meses de suplementacion con AGPIO3 (n = 17) o

placebo (n = 13) en pacientes con distrofia muscular de Duchenne. Prueba U de Mann Whitney.

0. CORRELACION ENTRE LA ESCALA DE VIGNOS (FUNCION MUSCULAR) Y
LA EXPRESION DE FOXP3 Y AREG DE LOS GRUPOS DE
SUPLEMENTACION EN LOS MESES 3 Y 6.
Ademas, en este estudio se evalud la correlacion entre el nivel de expresion de FOXP3y
AREG con la escala de Vignos en el mes 3 y mes 6. Los resultados demuestran una
correlacion negativa (r = -0.515, p = 0.049) entre la escala de Vignos que evalla la funcion
muscular con la expresion de FOXP3 durante el mes 6 de suplementacion en el grupo que
recibié AGPIOS3, representado en el grafico 9. Estos resultados indican que a mayor puntaje
de Vignos (menor funcidén muscular) disminuye la expresion de FOXP3 en el grupo
suplementado con AGPIO3 en el mes 6 de suplementacién. Aunque no se observo
correlacion entre la escala de Vignos y la expresion de FOXP3 en el mes 3 de

suplementacién con AGPIO3 (r = -0.179, p = 0.524). De la misma forma, tampoco se
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encontrd correlacion entre la escala de Vignos y la expresion de AREG en los meses 3y 6
(r=-0.190, p =0.497 y r = 0.216, p = 0.440 respectivamente).
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Gréfico 9. Analisis de correlacion de Spearman entre la escala de Vignos (funcién muscular) con la expresion
de FOXP3 en el mes 6 de suplementacion con AGPIO3, n = 17.

Por otra parte, nuestros resultados muestran que en el grupo placebo no existe correlacion
entre la escala de funcion muscular de Vignos con la expresion de FOXP3 en el mes 3 (r =
-0.213, p = 0.507) y 6 (r = -0.450, p = 0.142) de suplementacion. En el caso de la AREG
tampoco se observo correlacion en mes 3 (r=-0.342, p =0.277) nien el mes 6 (r =-0.355,

p = 0.258) de suplementacion.
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10.DISCUSION
El objetivo de este estudio fue conocer los niveles de expresion de FOXP3 y AREG en nifios
menores y mayores de 6 afios con distrofia muscular de Duchenne, se clasificaron en estas
edades de acuerdo al estado de funcion muscular utilizando la escala de Vignos y con lo
reportado por Rodriguez-Cruz y col. en el 2015; en donde, se agruparon en relacion a la
deambulacién independiente, es decir, nifios con mayor funcién muscular en un rango de 1
a 5 afios, mientras que a los nifios que presentaban deambulacién asistida, mostraron una
menor funcion muscular y se incluyeron en un rango de 6 a 8 afios (Rodriguez-Cruz et al.,
2015). Posteriormente se analizo el impacto de la suplementacion con AGPIO3 sobre el
nivel de expresion de FOXP3 y AREG como transcritos que participan en el proceso de

regeneracion del musculo distrofico (Burzyn et al., 2013).

EXPRESION DE FOXP3 y AREG EN LEUCOCITOS CIRCULANTES DE PACIENTES
CON DMD CON Y SIN DEAMBULACION ASISTIDA

El estado de inflamacion es un proceso generalizado en el cual participan varias moléculas
entre si, por el contrario, la regeneracion muscular es un proceso asincrénico y local que

permite la interaccién de diversos estados de la fibra muscular (Madaro et al., 2014).

Nuestros resultados mostraron un aumento en los niveles de expresion de FOXP3 en
leucocitos circulantes en pacientes menores de 6 afos. Estos hallazgos pueden asociarse
a lo descrito por Madaro y col. en el 2014, quienes definen que el estado inflamatorio activo
caracteristico de la DMD se debe en parte a la migraciéon de neutrofilos, eosindfilos,
monocitos y linfocitos T de la sangre periférica a las fibras musculares dafiadas, con
aumento en la liberacion de diferentes moléculas con accion proinflamatoria y
antiinflamatoria. El incremento en las citocinas proinflamatorias de pacientes con DMD a
edades tempranas y que presentan deambulacién independiente; permiten asociar el
estado inflamatorio con la funcion muscular (Rodriguez et al., 2015). Nuestros resultados
sugieren que en etapas iniciales de la enfermedad, los ciclos de degeneracién-regeneracion
de las fibras musculares se encuentran preservados siendo aun efectivos, estos ciclos son
caracteristicamente mediados por linfocitos T reguladores CD4*CD25*FOXP3* con funcidn
supresora directa sobre las células satélite (Burzyn et al., 2013).

Consistente con lo reportado por nuestro grupo de investigacion, en este estudio
observamos que a mayor deterioro de la funcibn muscular (evaluada por la escala de

Vignos) existe un aumento de los niveles de expresion de FOXP3. Considerando que el
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mayor dafio muscular se presenta en los nifios a medida que avanza la edad, los resultados
de la presente investigacion apoyan la hipétesis de que los pacientes con DMD menores
de 6 afios aun tienen preservada la regeneracion muscular mediante la proliferacion y
diferenciacion de linfocitos T reguladores CD4*CD25*FOXP3* quienes actuan directamente
sobre la célula satélite para el reemplazo y generacion de miofibrillas nuevas. Si bien, la
especializacion de los linfocitos T desde el timo a la periferia es integral porque implican
varios marcadores que proveen de funciones especificas; en el caso de los linfocitos T
reguladores CD4*CD25"FOXP3* podemos establecer que FOXP3 es parte importante de
la especializacion ya que se ha medido la cantidad de linfocitos T reguladores en musculo
y se ha probado que se acumulan en el musculo distréfico de ratdn y pacientes DMD (Villalta
A, etal., 2014). Sin embargo, se debe considerar que FOXP3 forma parte de un sistema de
regulacion indirecta sobre AREG mediante los linfocitos T reguladores CD4*CD25* (Burzyn
et al., 2013). Al analizar los datos observamos una correlacion positiva entre los niveles de
expresion de FOXP3 y AREG, lo cual apoya la hipotesis de una regulacion indirecta. Por lo
anterior, FOXP3 es una pieza esencial de la via debido a que interviene sobre los linfocitos
T reguladores CD4*CD25* para la liberacion de Areg y ésta a su vez activa a la célula
satélite; la evidencia cientifica hasta el momento reportada (Castiglioni et al., 2015) y
nuestros resultados sugieren que ambos factores intervienen indirectamente en la via de

regeneracion del musculo.

En el mismo sentido y apoyando nuestros resultados, en un estudio realizado por De
Pasquale y col. en el 2012, quienes midieron el nivel de expresion de FOXP3 en biopsia
muscular de pacientes con una edad promedio de 4 afios con diagnéstico de DMD,
encontraron niveles significativamente bajos (p<0.01) del mMRNA de FOXP3 en comparacién

con los niveles de pacientes sin DMD.

De forma contraria, encontramos niveles atenuados de la expresion de FOXP3 en los
pacientes mayores de 6 afios, lo cual permite inferir el agotamiento de los ciclos de
degeneracion-regeneracion en el musculo distroéfico con una reparacion mal dirigida en la
cual podria existir disminucion de linfocitos T reguladores CD4*CD25*FOXP3* a nivel
muscular provocando acumulo de tejido fibroadiposo, de acuerdo a lo reportado por

Schiaffino y col., en el 2016.
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En cuanto a la expresion de AREG en leucocitos circulantes no presentaron diferencias
significativas en ambos grupos menores y mayores de 6 afios, lo anterior podria ser
explicado debido a que la mayoria de las células hematopoyéticas no expresan o expresan
niveles muy bajos del transcrito de AREG (Burzyn, et al. 2013). También se sabe que AREG
se expresa de forma diferencial entre los tejidos y entre las diversas células incluyendo

fibroblastos, células dendriticas, neutrofilos, mastocitos y linfocitos (Berasain et al., 2014).

En conjunto, los datos obtenidos sobre los niveles de expresién de FOXP3 y AREG en
leucocitos circulantes de pacientes con DMD aportan nuevo conocimiento sobre el posible
papel de los linfocitos T reguladores CD4*CD25*FOXP3* y AREG en la regeneracion
muscular. Esto podria permitir generar nuevas terapias potenciales usando linfocitos T
reguladores CD4*CD25*FOXP3* que contribuyan a reparar adecuadamente la fibra
muscular dafiada en edades tempranas, en concomitancia con terapias génicas que
contindan siendo probadas para aumentar su eficacia. No obstante, es relevante tener una
mejor comprension de la regulacion en la expresion génica de AREG tanto a nivel
transcripcional como post-transcripcional sobre los tejidos y circunstancias celulares; asi
como considerar su papel en cada enfermedad, su disponibilidad y distribucion como

proteina y la relacién que guarda con otras vias de sefalizacion.

CORRELACION ENTRE LA FUNCION MUSCULAR CON LA ESCALA DE VIGNOS Y LA
EXPRESION DE FOXP3 Y AREG EN PACIENTES CON DMD.

La correlacion positiva encontrada entre la escala de Vignos y el nivel de expresion de
FOXP3, no es consistente con los datos publicados por De Pasquale y col. en el 2012
guienes no encontraron correlacion entre la funcibn muscular y el nivel de expresion de
MRNA de FOXP3 en musculos de pacientes con DMD (r = -0.18, valor de p no significativa).
Lo anterior, puede deberse a que se utilizaron diferentes escalas para medir la funcion

muscular.
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IMPACTO DE LA SUPLEMENTACION CON AGPIO3 SOBRE LA EXPRESION DE
FOXP3Y AREG

En relacion al efecto de la suplementacion con AGPIO3 en los niveles de expresion de
FOXP3, se observd una disminucion en el nivel de expresion durante el primer mes en
comparacion con el grupo placebo. Con base a la evidencia reportada, podemos suponer
que los AGPIO3 participan en la regulacion de la expresion de FOXP3 al aumentar la
expresion de TGF-B, mediante el aumento en el bloqueo de SMAD7; la cual es una cinasa
de serina y treonina que interactta con el receptor de TGF- bloqueando su actividad y la
posterior transduccion de sefales. Esta via forma parte de la regulacién transcripcional de
FOXP3 que en condiciones normales TGF-3 se activa mediante una serie de fosforilaciones
llevadas a cabo por la familia SMAD y en especial SMAD7 tiene funcion proteica inhibitoria.
Debido a lo anterior, proponemos que los AGPIO3 tendrian un efecto potenciador negativo
sobre SMADY7, el cual en condiciones normales se encuentra bloqueado para la adecuada
transcripcion de TGF-B (Yessoufou et al., 2009). Lo anterior, se propone como un una via
alterna a NF-kB, el cual ha sido descrita por Rodriguez-Cruz y col., en el 2017 como

mecanismo regulador de la transcripcion de otras citocinas proinflamatorias.

Asi mismo, Yessoufou y col. en el 2009 observaron que los linfocitos T reguladores
expresan desacetilasas (HDAC7) y acetilasas de histonas y que la suplementacién con
DHA sobreregul6 los niveles de desacetilasas de histonas de forma directa disminuyendo
histonas acetiladas y en consecuencia reprimiendo la transcripcion y expresion de FOXP3.
También encontraron una disminucion en la expresion de moléculas de migraciéon y
adhesion de los linfocitos T reguladores, los autores proponen que esto podria disminuir la
capacidad supresora de estos linfocitos. Por lo que, sugerimos que este podria ser el
mecanismo que explica la disminuciéon que observamos en los niveles de expresion de
FOXP3 en linfocitos circulantes de pacientes con DMD en el grupo suplementado con
AGPIO3.

A pesar de la expresion constitutiva de FOXP3 en los linfocitos T reguladores CD4*CD25*
puede estar presente de forma heterogénea e inestable entre las demas subpoblaciones
(Tao et al., 2016). Sin embargo, es necesario conocer el nivel de expresion en el musculo
distréfico para conocer un papel mas claro de la participacion de los linfocitos T reguladores

CD4*CD25"FOXP3* de musculo con las células satélite y la regeneracién muscular.

43



EPA/DHA, FOXP3Y ANFIREGULINA EN DUCHENNE THANIA ORDAZ ROBLES

En el caso del efecto de la suplementacion con los AGPIO3 sobre la expresiéon de AREG
en pacientes con DMD, no existe suficiente informacién que permita comparar nuestros

resultados.
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11.CONCLUSIONES
La expresion del transcrito FOXP3 en leucocitos circulantes disminuye en los pacientes

con DMD que tienen deambulacion asistida.

La expresion de FOXP3 en los leucocitos circulantes incrementa cuando aumenta el

dafio muscular en los pacientes con DMD.

La expresion de FOXP3 en los leucocitos circulantes se asocia directamente a la

expresion de AREG.

La suplementacion con AGPIO3 disminuye la expresion de FOXP3 en los leucocitos

circulante de pacientes con DMD.

En los pacientes suplementados con AGPIO3 disminuye la expresion de FOXP3 a

medida que aumenta el dafio muscular en los pacientes con DMD.

Finalmente, los pacientes en edades tempranas presentan un proceso de regeneracion
de las fibras musculares preservado y activo por lo que podrian ser candidatos a recibir
AGPIO3 los cuales permiten disminuir la expresion de FOXP3 ya que éste se
correlaciona de forma positiva con la funcibn muscular y en consecuencia podria activar

la regeneraciéon muscular.
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12.ASPECTOS ETICOS

El protocolo se apeg0 a los lineamientos establecidos en la Declaracion mundial de Helsinki
y en la Ley General de Salud en materia de investigacion en seres humanos.

El riesgo de la investigacion de acuerdo a lo establecido en el reglamento de la Ley General
de Salud en materia de investigacion fue mayor al minimo debido a que se administré
AGPIO3 como suplemento alimenticio. Los posibles efectos colaterales se describen en la
carta de consentimiento informado y estan relacionados a episodios de diarrea, eructos con
sabor a pescado y/o nauseas. La extracciéon de 5 ml de sangre periférica al mes durante 6
meses podria ser un posible riesgo principalmente por la presencia de hematomas en la
zona de venopuncion.
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14. ANEXO 1

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO
SOCIAL
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Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION
EN SALUD
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INFORMADO
PARA PARTICIPACION EN
PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Impacto de los acidos grasos poliinsaturados
omega 3 en la expresién de FOXP3 y anfiregulina
como marcadores de linfocitos T involucrados en

la regeneracion muscular en Distrofia Muscular

de Duchenne
UMAE Hospital de Pediatria CMN Siglo XXI IMSS, Ciudad de

México.
R-2017-3603-87

¢Por qué se realiza esta investigacion?
Lo estamos invitando a participar en un estudio de investigacion
gue se lleva a cabo en la Unidad de Investigacion Médica en
Nutricion porque su hijo padece distrofia de Duchenne. Los
pacientes como su hijo tienen inflamacion en sus musculos
porque es parte del proceso de la enfermedad. Esta inflamacion
dafia sus musculos y pierden fuerza y funcién. Por otra parte,
se sabe que el consumo de aceite de pescado ayuda a
disminuir la inflamacién, pero no se sabe si funciona en
pacientes con distrofia muscular de Duchenne. Por lo tanto, el
objetivo de esta investigacion es evaluar si el consumo de un

suplemento que contiene aceite de pescado en forma de
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capsulas, ayuda a disminuir la inflamacién en pacientes como
su hijo que padecen distrofia de Duchenne.

Ademas de su hijo, otros nifios que también padecen distrofia
de Duchenne seran invitados a participar en esta investigacion.
La participacién es voluntaria por lo que les pedimos lean
cuidadosamente la informacién que le proporcionamos y haga

las preguntas que desee antes de aceptar participar.

Procedimientos: ¢, Qué procedimiento se realizara?
Si usted acepta que su hijo participe en el estudio, se le
solicitara que acuda en siete ocasiones (una cita cada mes)
para obtener informacién y muestras de sangre de su hijo, y
para proporcionarle el suplemento y la consulta nutricia, tal y
como se explica a continuacion.
En la primera cita se le pedira que responda un cuestionario
sobre los datos generales de su hijo como su edad, los
sintomas que ha presentado y medicamentos que esta
tomando. Ademas, se le hardn preguntas acerca de la
frecuencia del consumo de algunos alimentos para conocer los
habitos alimenticios de su hijo, todo esto tendra una duracién
aproximada de 90 minutos.
En esta misma cita, a su hijo se le tomara una muestra de
sangre equivalente a una cucharada y media o 6 ml de una vena
del brazo después de 12 horas de ayuno, que se utilizara para
medir los valores de la inflamacién. Ademés, el médico
Genetista le hara a su hijo algunas pruebas para evaluar la
fuerza y la funcién en sus musculos.
En esta cita le indicaremos el tratamiento que le toque tomar
por los 6 meses, ya sea el suplemento o placebo (aceite que no
causa beneficio ni dafio). La decisiébn de uno u otro sera de
forma aleatoria, es decir como si fuera un volado. Se le daran
las recomendaciones de coémo tomarlo ya que debera consumir

10 capsulas (pequefias especiales para nifios y con sabor y olor
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a fresa) diariamente durante los 6 meses que dura el estudio.
En esta primera cita y en las siguientes le daremos la cantidad
suficiente de capsulas para un mes.
En cada una de las citas siguientes (1, 2, 3, 4, 5y 6) se repetira
la toma de muestra de sangre, y se le entregara el frasco con
las capsulas para el siguiente mes. En las citas 3 y 6, se repetira
la consulta con el Genetista y las preguntas del cuestionario de
recordatorio de alimentos de 24 horas para evaluar la ingesta y
proporcionarle asesoria nutriciaa su hijo.
En todas las citas ustedes deberdn acudir a la Unidad de
Investigacion Médica en Nutricion (UIMN) que se encuentra en
el cuarto piso del Hospital de Pediatria del Centro Médico
Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social.
Esto se localiza en Avenida Cuauhtémoc numero 330, Colonia
Doctores. Delegacion Cuauhtémoc. Ciudad de México.
Posibles riesgos La evaluacion clinica que le hara el Genetista no es invasiva y
y molestias: por lo tanto no ocasiona dolor, incomodidad o riesgo alguno.
Las molestias durante la toma de sangre son minimas, en
algunas ocasiones el procedimiento puede causarle a su hijo un
poco de dolor y es posible que se le pueda formar un moretén,
pero le aseguramos que la persona que tome la muestra es
experta en este procedimiento, por lo cual disminuyen estos
riesgos.
En relacion al consumo del suplemento, sus posibles efectos
colaterales podrian ser episodios de diarrea, eructo con sabor
a pescado y/o nausea. Si su hijo presenta diarrea, usted podra
acudir a consulta con su médico en cualquier momento del
estudio para que lo revise y saber si la diarrea es ocasionada
por el consumo de las capsulas o por otras causas.
Posibles El beneficio para su hijo sera disminuir la inflamacién y mejorar
beneficios que la funcidbn muscular. Ademas, los resultados de la funcién
recibira al muscular le  proporcionaran informacion  sobre el

funcionamiento y grado de dafio de los musculos de su hijo.
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participar en el Esta informacion le permitira al terapista (persona que le indica

estudio: el tipo de rehabilitacion) recomiende el tipo de rehabilitacion
mas adecuada para que no le cause dafio a su hijo.
Por otro lado, en caso que los resultados del estudio nos
indiquen el beneficio del suplemento, entonces le daremos a su
hijo el suplemento si recibio el placebo durante el mismo tiempo
gue duro el estudio.

Informacién En el caso de que durante el estudio, se presenten problemas

sobre resultados inesperados que afecten mas la salud de su hijo le

y alternativas de informaremos si el estudio puede continuar o se detiene. Es

tratamiento: decir, durante el curso de este estudio, le informaremos de
cualquier hallazgo (bueno o malo) que sea importante para la
decision de que su hijo continte participando en este estudio.
Por ejemplo, si hubiera cambios en los riesgos o beneficios por
su participacion en esta investigacion o si hubiera nuevas
alternativas de tratamiento se lo haremos saber, porque es
posible que puedan cambiar su opinién sobre continuar con la
participacién en este estudio.

Participacion o La participacion en este estudio es completamente voluntaria.

retiro: Si usted decide que su hijo no participe, seguira recibiendo la
atencién médica brindada por el IMSS con los procedimientos
establecidos en esta Institucion Médica. Si en un principio
desea participar y posteriormente cambia de opinion, su hijo
puede abandonar el estudio en cualquier momento sin que esto
modifique los beneficios que tiene en la institucién que atiende
la salud de su hijo y de su familia. Ademas, esta investigacion
no modificara el proceso de atencion para su hijo, asi que no
cambiara el tratamiento que su médico le indique.

Privacidad y La informacion proporcionada que pudiera ser utilizada para

confidencialidad: identificar a su hijo (nombre, teléfono y direccidon,) sus
respuestas a los cuestionarios y los resultados de la
investigacion seran manejados de manera confidencial y

privada. Solo proporcionaremos su informacién si fuera
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necesario para proteger sus derechos o su bienestar, o si lo
requiere la ley. Cuando los resultados de este estudio sean
publicados o presentados, le aseguramos que no se dara
informacion que pudiera revelar la identidad de su hijo. Para
lograr esto, todos los resultados que se obtengan se manejaran
con un numero para mantener el anonimato de su hijo, y
usaremos ese numero en lugar de su nombre en las hojas que

contengan la informacién de todos los pacientes.

En caso de coleccion de material biologico (si aplica):
E| No autoriza que se tome la muestra.

Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

La presente carta de consentimiento informado es solicitada por las siguientes
personas y en caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio
podra dirigirse a:
Investigador Dra. Maricela Rodriguez Cruz de 8:00 a 16:00 hrs de lunes a
Responsable: viernes, al teléfono 56276900 en la extension 22483.
Laboratorio de Nutricion Molecular. Unidad de Investigacion
Médica en Nutricién. 4to. Piso, Hospital de Pediatria. Centro
Médico Nacional Siglo XXI. Instituto Mexicano del Seguro

Social. Correo electrénico: maricela.rodriguez.cruz@gmail.com

Médico residente
de Genética Dra. Thania Ordaz Robles. Correo electrénico:

Médica: tordaz10@gmail.com

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra
dirigirse a: Comité Local de Investigacion del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330.
Planta baja del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI.
Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.

Declaracion de Consentimiento Informado:


mailto:maricela.rodriguez.cruz@gmail.com
mailto:tordaz10@gmail.com
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Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio. También, he leido
(o me han leido) el contenido de este formato. Se me ha brindado la oportunidad
de realizar preguntas y aclarar mis dudas acerca de mi participacion y he
entendido de forma clara a cada una de las respuestas que el personal
encargado me ha otorgado. Al firmar este consentimiento, estoy de acuerdo en

que mi hijo participe en la investigacion que aqui se describe.

Nombre y firma de los padres, Nombre y firma de quien obtiene
tutores o representantes legales el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2

Nombre, direccion, relacion y firma Nombre, direccion, relacion y firma
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15. ANEXO 2
— INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
| D) UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

Y POLITICAS DE SALUD
IMSS  COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO
PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE
INVESTIGACION

Nombre del Impacto de los acidos grasos poliinsaturados

estudio: omega 3 en la expresion de FOXP3 y anfiregulina
como marcadores de linfocitos T involucrados en
la regeneracion muscular en Distrofia Muscular de

Duchenne
Lugar UMAE Hospital de Pediatria CMN Siglo XXI IMSS, Ciudad de
y México.
fecha:
Numero de R-2017-3603-87
registro:

Hola, soy la Dra. Thania Ordaz Robles y trabajo en la Unidad de
Investigacion Médica en Nutricion de este hospital. Actualmente
estamos realizando un estudio para conocer acerca de la
inflamacion de tus muasculos y para ello queremos pedir de tu
apoyo.

Tu participaciéon en el estudio consistird en tomar capsulas que
pueden contener aceite de pescado o aceite de girasol (que se
utiliza para cocinar) durante 6 meses y te tomaran una pequefa
muestra de sangre equivalente a una cucharada y media por
cada mes; a lo mejor te cause un poco de dolor pero que no te
muevas y seas valiente ayuda a que no te lastimemos. Todo esto

es con el objetivo de evaluar si el aceite de pescado en forma de
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capsulas, ayuda a regenerar el musculo de la enfermedad que

padeces.

Tu participacion es voluntaria, lo que significa que es decision
tuya si participas o no en el estudio. También yo evaluaré tus
musculos en cada cita para ver qué tan fuertes estan sin
causarte dolor o incomodidad.

Es importante que sepas que si en un algin momento ya no
guieres continuar en el estudio, no habra problema y podras no
seguir participando.

Toda la informacion que nos proporciones y las muestras que
tomaremos nos ayudaran a saber mas sobre el efecto de estas
capsulas en la regeneracion de tu muasculo; ademas que nos

permitira saber como estan funcionando tus masculos.

Esta informacion sera confidencial, esto quiere decir que no
diremos a nadie tus respuestas o resultados, sélo lo sabran las
personas que forman parte del equipo de este estudio. A tus
padres también se les dard esta informacion para que la

conozcan.
Si aceptas patrticipar, te pido que por favor pongas un (X) en el
cuadrito de abajo que dice “Si quiero participar” y escribe tu

nombre.

Si no quieres participar, no pongas una (X), ni escribas tu

nombre.
D Si quiero participar.

Nombre:
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Nombre y firma de la persona que obtiene el asentimiento:

16.ANEXO 3

a. VALORACION NUTRICIA

Fecha Nombre del paciente

¢Ha ganado o perdido peso en los ultimos 6 meses?

Antecedentes:
¢ Sigue alguna dieta especial? ¢, Qué tipo de dieta?
¢Ha utilizado dietas para bajar de peso anteriormente? ¢,De cuantas calorias?

¢ Tiene dificultades para deglutir o masticar?

¢ Recientemente ha tenido nauseas, vomito, cambios en el apetito, diarrea o estrefiimiento?

A qué alimentos es alérgico?

¢, Qué alimentos no tolera o le disgustan?

¢ Toma suplementos alimenticios? ¢ Cuales?

¢ Toma algun medicamento? ;Cual?

Le gusta ingerir alimentos raros como gis, pintura, etc.

Toma habitualmente refrescos y jugos ¢ Cuéles?

Estilo de vida:

¢Hace ejercicio? ¢,Con qué frecuencia?

Problema actual:

Plan de manejo nutricio:

Prondstico:



EPA/DHA, FOXP3Y ANFIREGULINA EN DUCHENNE THANIA ORDAZ ROBLES




EPA/DHA, FOXP3Y ANFIREGULINA EN DUCHENNE THANIA ORDAZ ROBLES

b. RECORDATORIO DE 24 HORAS (PRIMER DIA ENTRE SEMANA)

DESAYUNO: HORA:

INGREDIENTES: CANTIDAD

MARCA DE INGREDIENTES

COLACION: HORA

INGREDIENTES: CANTIDAD

MARCA DE INGREDIENTES
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RECORDATORIO DE 24 HORAS (PRIMER DIA ENTRE SEMANA)

COMIDA: HORA:

INGREDIENTES: CANTIDAD

MARCA DE INGREDIENTES
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RECORDATORIO DE 24 HORAS (PRIMER DIA ENTRE SEMANA)

COLACION: HORA:

INGREDIENTES: CANTIDAD

MARCA DE INGREDIENTES

CENA: HORA:

INGREDIENTES: CANTIDAD

MARCA DE INGREDIENTES
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17. ANEXO 4
a. Sistema de clasificacion de la funcién motora gruesa (GMFCS, Gross Motor
Function Classification System)
Nivel 1: camina sin limitacion
Nivel 2: camina con limitacion
Nivel 3: camina usando un aparato de movilidad de mano o pies (férulas)
Nivel 4. movilidad personal con dificultad

Nivel 5: transportado en silla de ruedas manual.

b. Medical Research Council
Grado 5: Normal
Grado 5 -: Debilidad perceptible
Grado 4+: Debilidad leve pero definitiva
Grado 4: Mueve articulacion contra la gravedad y poca resistencia
Grado 4-: Pone minima resistencia
Grado 3+: Resistencia transitoria pero colapsa abruptamente
Grado 3: Movimiento activa contra la gravedad
Grado 3-: Puede mover contra gravedad pero no en el rango total de movilidad
Grado 2: Puede mover si la gravedad es eliminada
Grado 1: Se puede apreciar o palpar movimiento o contraccién leve en el masculo

Grado 0: Ausencia total de movimiento

c. Sistema de clasificacion en la escala de Brooke
1. Iniciando con los brazos a los lados, el paciente puede abducir los brazos en
circulo completo hasta alcanzar la linea media por encima de la cabeza.
2. Puede levantar los brazos encima de la cabeza sélo si flexiona los codos
(disminuyendo la circunferencia total del movimiento) o mediante el uso de musculos
accesorios.
3. No puede elevar los brazos por encima de la cabeza pero puede levantar un vaso
de 8 onzas (240 ml) hasta la boca.
4. No puede levantar un vaso de 8 onzas (240 ml) hasta la boca, pero puede llevar
las manos a la boca
5. No puede llevar la mano a la boca, pero puede sostener una pluma o monedas de

la mesa.
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6. Sin funcién en las manos

d. Sistema de clasificacion en la escala de Vignos

1.
2.

8.
9.

Camina y puede subir escaleras sin ayuda

Camina y puede subir escaleras con ayuda de barandal

Camina y puede subir escaleras lentamente con ayuda de barandal (mas de 25
segundos en 8 escalones regulares)

Camina sin ayuda y puede levantarse de la silla pero no puede subir las
escaleras.

Camina sin ayuda pero no puede levantarse de una silla o subir escaleras.
Camina sélo con ayuda o camina de forma independiente con férulas largas en
piernas.

Camina con férulas largas pero requiere apoyo para el equilibrio.

Se levanta con ayuda de férulas pero no puede caminar ain con ayuda.

Confinado a una silla de ruedas.

10.Confinado a la cama.
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