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Introduccidén. La prevalencia del sobrepeso, la obesidad y algunas enfermedades crénicas no
transmisibles ha aumentado; sus causas pueden ser genéticas, epigenéticas o ambientales, por lo cual
es importante evaluar la variabilidad en estas interacciones.

Objetivo. Analizar las relaciones entre nueve polimorfismos de nucleétido simple de los genes LEP
(rs2167270), LDLR (rs885765, rs688, rs5925, rs55903358, rs5742911) y APOA4 (rs5095, rs675,
rs5110), y los fenotipos asociados al sobrepeso, la obesidad y otras enfermedades concomitantes.
Materiales y métodos. Se evaluaron parametros clinicos y antropométricos en 144 sujetos del estado
Sucre, Venezuela, 76 hombres y 68 mujeres, con medias de edad de 29,93+8,29 y 32,49+11,15
afios, respectivamente. Se hizo la genotipificacion de los polimorfismos seleccionados mediante
enzimas de restriccion; se estudiaron las asociaciones entre genotipo y riesgo, y se compararon
los promedios de las medidas antropométricas y bioquimicas previamente ajustadas a variables
biologicas y ambientales.

Resultados. Segun el indice de masa corporal (IMC), el 38,9 % de los individuos tenia sobrepeso
(25<IMC<29,9 kg/m?) y el 20,1 %, obesidad (IMC=30 kg/m?). Las frecuencias genotipicas y alélicas
de los grupos con un indice de masa corporal normal y uno alto (sobrepeso y obesidad) resultaron
similares. Solo se encontrd asociacion entre el genotipo ancestral A/A del rs5742911 y el riesgo alto
por los niveles de la lipoproteina de alta densidad o colesterol HDL (OR=2,944, IC,,, 1,446-5,996;
p=0,003). La diferencia entre los promedios corregidos de colesterol HDL para los genotipos del
rs5742911 resultd significativa (p=0,005) (A/A: 41,50+14,81 mg/dl; A/G: 45,00+12,07 mg/dl; G/G:
47,17+9,43 mg/dl).

Conclusion. En la mayoria de las variantes genéticas estudiadas, se registro la asociacion con el
sobrepeso y la obesidad de los genotipos ancestrales, aunque sin ser significativa. El polimorfismo
rs5742911 podria resultar Gtil como indicador del riesgo de enfermedades crénicas.
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dislipidemias, factores de riesgo, enfermedad crénica, adulto, Venezuela
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LEP, LDLR and APOA4 gene polymorphisms and their relationship with the risk of overweight,
obesity and chronic diseases in adults of the State of Sucre, Venezuela

Introduction: Overweight, obesity and some chronic diseases have become more prevalent recently. It
is well known that their causes may be genetic, epigenetic, environmental, or a mixture of these.
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Objective: To analyze the relationship between nine single nucleotide polymorphisms of genes LEP
(rs2167270), LDLR (rs885765, rs688, rs5925, rs55903358, rs5742911) and APOA4 (rs5095, rs675,
rs5110) with obesity-related phenotypes and other comorbidities.

Material and methods: We recruited 144 adults (76 males and 68 females, with average ages of
29.93+8.29 and 32.49+11.15 years, respectively) in the State of Sucre, Venezuela. Clinical and
anthropometric parameters were obtained. Genotype-risk associations were studied. We then compared
the averages registered for anthropometric and biochemical variables previously adjusted for biological
and environmental factors.

Results: According to the body mass index, 38.9% of the individuals in the sample were overweight
(25<BMI<29.9 kg/m?) and 20.1% were obese (BMI=30 kg/m?). Genotype and allele frequencies did
not differ statistically for groups with normal and high body mass index (overweight plus obesity). The
association between LDLR rs5742911 ancestral genotype A/A and high risk condition related to HDL-
cholesterol was the only one found to be significant (OR=2.944, 95% CI: 1.446-5.996; p=0.003). The
difference in adjusted mean HDL-cholesterol for LDLR rs5742911 genotypes was statistically significant
(p=0.005) (A/A: 41.50+14.81 mg/dL; A/G: 45.00£12.07 mg/dL; G/G: 47.17+9.43 mg/dL).
Conclusions: For most of the genetic variants studied, there was an association with the presence of
overweight and obesity among ancestral genotype carriers, although this was not statistically significant.
The rs5742911 polymorphism may be useful as an indicator of a risk of chronic diseases.

Key words: Polymorphism, single nucleotide; overweight, obesity, body mass index, dyslipidemias,
risk factors, chronic disease, adult, Venezuela.
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Genética y enfermedades crénicas en adultos venezolanos

Se prevé que para el 2020, las enfermedades
cronicas no transmisibles del adulto, como
las cardiovasculares, la hipertension arterial
sistémica, la diabetes, y la obesidad, entre
otras, representaran casi las tres cuartas partes
del total de la mortalidad en el ambito mundial
(1,2). En particular, la frecuencia de la obesidad
ha aumentado en los paises desarrollados y en
desarrollo, hecho inquietante por el riesgo que
supone para otras enfermedades concomitantes
(3). Segun datos suministrados por el Instituto
Nacional de Nutricion en el 2013, en Venezuela
el porcentaje de malnutricibn por exceso era
de 54,95 %, del cual 29,52 % correspondia al
sobrepesoy, 25,43 %, a la obesidad (4), con base
en mediciones del indice de masa corporal (IMC,
kg/m?) en una muestra representativa de sujetos
entre los 18 y 40 afios de todo el territorio nacional
(n=10.151). En el estado Sucre este porcentaje
de malnutricién por exceso era de 59,03 %, con
36,34 % de sobrepeso y 22,69 % de obesidad,
lo que la convierte en una de las regiones del pais
donde se presenta con mayor frecuencia este tipo
de malnutricion (4).
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Aun cuando se reconoce la contribucion del medio
ambiente en el desarrollo del fenotipo obeso, en
los Gltimos afios se ha puesto de manifiesto la sig-
nificativa contribucion de los genes en la variacion
de la masa corporal. Los estudios genéticos han
aumentado la comprension de los mecanismos
moleculares involucrados en la regulacién del peso
corporal, y han revelado que la obesidad debida a
trastornos monogénicos es poco frecuente. Por tal
motivo, el principal reto de la investigacion en este
campo es la deteccion de las variantes genéticas
que puedan explicar las formas mas comunes de
la obesidad humana (5,6).

Entre los genes asociados con fenotipos carac-
terizados por el sobrepeso y la obesidad, se
encuentran el gen de la proteina leptina (LEP), la
cual actia como sefial de circulacion que reduce
la ingestion de alimentos e incrementa el gasto de
energia mediante la unién a su receptor, lo que
activa la via de la melanocortina hipotalamica y
controla los depésitos de grasa corporal, asi como
el gen del receptor de las lipoproteinas de baja
densidad (LDLR), que intervienen en el metabolismo
de las lipoproteinas, y el gen de la apolipoproteina
A-1IV (APOA4), que participa en el transporte de las
lipoproteinas y es muy importante para el control
integral del consumo de alimentos, el metabolismo
y la homeostasis de la glucosa (7-11).

Se han descrito varios polimorfismos mononucleo-
tidicos (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)
en los genes mencionados: en el gen LEP, el
rs2167270 se ha asociado con la obesidad (12,13),
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el indice de masa corporal (14), la preferencia por
el dulce (15), los niveles de actividad fisica (16)
y el control epigenético de factores perinatales,
como la obesidad materna y el crecimiento del
infante (17).

En el LDLR, los polimorfismos rs885765, rs688,
rs5925, rs55903358 y rs5742911, entre otros, se
han utilizado ampliamente en los estudios sobre
la asociacion de haplotipos con la hipercoles-
terolemia familiar. Estas cinco variantes se han
asociado también con fenotipos relacionados con
el sobrepeso y la obesidad, en cinco etnias de
amerindios brasilefios (18). Por su parte, Zee, et
al., estudiaron la relacion del rs688 con la obesidad
en pacientes obesos e hipertensos, y encontraron
dicha asociacion solo en el grupo de los obesos
hipertensos (19).

Las variantes rs675 y rs5110 del gen APOA4
son mutaciones con cambio de sentido, es decir,
implican cambios de aminoacido en la proteina
(Tre367Ser y GIn380His, respectivamente) v,
conjuntamente con el rs5095, se ha estudiado su
Su asociacion con lipidos y lipoproteinas (20-23),
con el peso corporal, la dieta, los pardmetros de
la composicién y la grasa corporal, asi como con el
sindrome metabdlico (24-28).

En este contexto, el objetivo de la presente inves-
tigacion fue analizar las relaciones existentes entre
los genotipos de nueve polimorfismos y algunos
fenotipos asociados al sobrepeso, la obesidad y
el riesgo de padecer enfermedades crénicas no
transmisibles, en un grupo de individuos originarios
del estado Sucre, como un estudio preliminar de
orientacién exploratoria y descriptiva.

Materiales y métodos
Grupo de estudio

El disefio de investigacion partié de la seleccion de
los sujetos sin haberlos clasificados previamente
segun peso normal, sobrepeso u obesidad, con la
finalidad de comparar el fenotipo medido cuanti-
tativamente. Para determinar el tamafio de la
muestra, se hicieron simulaciones estadisticas
para cada marcador, utilizando las distribuciones
genotipicas, asi como valores de promedios y
desviaciones estandar para el indice de masa
corporal (IMC) y el indice cintura-cadera registrados
en estudios publicados (15,18,27), ya que dichos
valores no se conocian para la poblacién en
estudio. Mediante estas pruebas se establecio
que una muestra de, al menos, 120 individuos
permitiria detectar diferencias significativas entre
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los promedios de distintos genotipos para estas
variables, a pesar de que tal tamafio de muestra
no fuese representativo de la poblacion. Esta
limitacion sera discutida méas adelante.

A partir de una muestra intencional no probabi-
listica, se estudiaron 144 individuos (76 hombres
y 68 mujeres), con edades comprendidas entre
los 18 y los 65 afios y provenientes del estado
Sucre (region nororiental de Venezuela). Las
muestras se recolectaron de personas asistentes
al Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcald”, ciudad de Cumana, y la Escuela de
Bioanalisis de la Universidad de Oriente (UDO),
nacleo Sucre. Entre los asistentes se contd con
donantes voluntarios de sangre, empleados del
hospital y estudiantes universitarios, entre otros,
provenientes de la poblacién general urbana de
Cumand@; se trataba de individuos mestizos cuya
composicién genética es el resultado de una mezcla
de aportes amerindios, europeos y africanos (29-
32). Los sujetos participantes debian cumplir
con los siguientes criterios de inclusion: cuatro
abuelos nacidos en el estado Sucre, no presentar
relaciones de consanguinidad proxima entre si,
no padecer enfermedades agudas en el momento
del estudio, ni tener trastornos de hiperglucemia
(glucemia=110 mg/dl) o diabetes. Cada participante
firmo el consentimiento informado aprobado por la
Comisién de Bioética del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC).

Pruebas bioquimicas y genéticas

A cada sujeto se le tomaron 10 ml de sangre por
venopuncion en el antebrazo después de un ayuno
de 12 a 14 horas, con el fin de hacer pruebas
bioguimicas, el analisis hematolégico completo y
la extraccion del ADN (para estas dos Ultimas se
utilizé como anticoagulante el EDTA-Na, al 15 %).

Se determinaron la glucemia y el perfil lipidico,
empleando los reactivos y protocolos de Bayer
Corporation (2000) (33) con el equipo Analizador
Express 550°. La medicion de la glucemia se incluy6
en una segunda fase del trabajo de campo, razén
por la cual no se contd con este valor para todos los
participantes. El analisis hematolégico se hizo en
un contador automatizado (contador Coulter).

El aislamiento del ADN se hizo mediante el método
de extraccion salina de Lahiri y Nurnberger (34),
estandarizado en el Laboratorio de Genética
Humana del Instituto Venezolano de Investiga-
ciones Cientificas. Para la identificacion de los
polimorfismos genéticos se utilizé la técnica de
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reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En el
cuadro 1 se muestran los oligbmeros y las enzimas
de restriccion utilizadas para cada polimorfismo de
nucledtido simple estudiado. Se empleé el método
descrito por Saiki, et al. (35), con modificaciones
para una mezcla de PCR de 15 pl de volumen
final. Las digestiones con enzimas de restriccion
se ajustaron a las especificaciones técnicas del
fabricante, para un volumen final de 10 pl, utilizando
la cantidad minima requerida de enzima durante un
tiempo de incubacién de 16 horas. La asignacion
de los genotipos se efectudé mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida 29: 1 al 8, 10y 12 %
segun los tamafios de los fragmentos. El revelado
se hizo por tincion con nitrato de plata (36). El error
técnico en la asignacién de genotipos se descarto
usando siempre muestras de control con genotipos
conocidos (control positivo) y un control sin enzima
(control negativo), en cada digestion. También,
se hicieron controles de calidad aleatorios de
un porcentaje de muestras (10-15 %) para cada
SNP, con el fin de replicar resultados luego de la
asignacion definitiva. No se hizo secuenciacion.

Fenotipos asociados al sobrepeso, la
obesidad y el riesgo de enfermedades
crdnicas no transmisibles

Se tomaron las medidas antropométricas de peso,
talla y circunferencias de cintura y de cadera segun
los protocolos del Programa Biolégico Internacional

Genética y enfermedades crénicas en adultos venezolanos

(37), utilizando una balanza clinica Detecto-Medic®
y una cinta métrica.

Se calcul6 el IMC y se clasificé a cada sujeto de
acuerdo con los criterios de los National Institutes
of Health (NIH) (38) y la Organizaciéon Mundial de
la Salud (OMS) (1), con base en las categorias de
peso normal (18,5<IMC<24,9 kg/m?), sobrepeso
(25<IMC<29,9 kg/m?) y obesidad (IMC = 30 kg/m?).
Para clasificar el riesgo de padecer enfermedades
cronicas, se utilizaron el indice cintura-cadera y
la circunferencia de cintura (39,40). Los criterios
fueron los siguientes: niveles de riesgo alto para los
hombres, indice de cintura-cadera mayor o igual a
1,0 y circunferencia de cintura mayor de 102 cm,
y para las mujeres, mayor o igual a 0,85 y mayor
de 88 cm, respectivamente (30). Como indicador
de la adiposidad corporal se calculé el indice de
conicidad (41,42), que aln no cuenta con puntos
de corte para los niveles de riesgo.

Las categorias de clasificacién para definir las
dislipidemias fueron las del Adult Treatment Panel
[l (ATP 1ll) (43,44) y el Consenso Venezolano de
Lipidos (45), que definen el riesgo alto para el
colesterol total como igual o mayor de 200 mg/dl,
para triglicéridos, como igual o mayor de 150 mg/dl,
para el colesterol de lipoproteinas de alta densidad
(colesterol HDL), como menor de 40 mg/dl, y para
el colesterol de lipoproteinas de baja densidad
(colesterol LDL), como igual o0 mayor de 130 mg/dl.

Cuadro 1. Oligbmeros y enzimas de restriccion utilizadas para el analisis de los polimorfismos genéticos estudiados en el estado Sucre

Polimorfismos Oligomeros?® (5°— 3°) Tamaio del Enzimas de Referencias
1: Izquierdo; 2: derecho producto restriccion ®

LEP rs2167270 1: GCCCCGCGAGGTGCACACTG 204 pb MspALl | (52)
2: GAGCGCGCCGGGGCCTTAC

LDLR rs885765 1: CTGTTTGGAAGGTGCTGGTTG 185 pb Taq | *
2: TGCCTGTAATCCGCGCTACT

LDLR rs688 1: TCTCCTTATCCACTTGTGTGTCTAG 190 pb Hinc Il (60)
2: CTTCGATCTCGTACGTAAGCCACAC

LDLR rs5925 1: GTCATCTTCCTTGCTGCCTGTTTAG 228 pb Ava ll (61)
2: GTTTCCACAAGGAGGTTTCAAGGTT

LDLR rs55903358 1: CAATCTTGTCGTTGATGG 591 pb Msp | *
2: GAACTCAAGTGATCCAGCTC

LDLR rs5742911 1: CAATCTTGTCGTTGATGG 591 pb Nco | *
2: GAACTCAAGTGATCCAGCTC

APOA4 rs5095 1: TAGGATCCACATATGTAAAC 171 pb Xba | (56)
2: GTCTTTCTGAAACGTATTAG

APOAA4 rs675 1: AGAAGTCACTGGCAGAGC 435 pb Hinf | *
2: TCCTCAAGTTCATACCAGAA

APOA4 rs5110 1: AGAAGTCACTGGCAGAGC 435 pb Fnu4H | *
2: TCCTCAAGTTCATACCAGAA

aTodos los oligbmeros se mandaron a sintetizar en la casa comercial Qiagen-Operon Technologies, Inc.

bLas enzimas de restriccion utilizadas fueron de la casa comercial New England Biolabs.

*Los oligbmeros se disefiaron con los programas Primer 3 y DNAman.
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Caracteristicas biodemograficas, habitos y
estilo de vida

Los participantes respondieron un cuestionario
con informacion sobre sus caracteristicas bio-
demogréficas (edad, sexo, lugar de nacimiento),
sus héabitos y estilo de vida (tabaquismo, consumo
de alcohol y actividad fisica), sus antecedentes
médicos personales y familiares (cardiovasculares,
hipertension, diabetes, dislipidemias), y su estrato
socioeconomico, para su clasificacion segun el
método de Graffar-Méndez-Castellano (46).

Andlisis estadistico

Se utiliz6 el programa Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS)®, version 21,0 (47).
Se calcularon las frecuencias para las variables
biodemograficas, habitos, estilo de vida, IMC
y riesgo de enfermedades crdnicas segun los
indicadores antropométricos y bioquimicos. Se
obtuvieron medias y desviaciones estandar para
las variables cuantitativas hematolégicas, bioqui-
micas y antropométricas discriminadas por sexo.
Se evaluaron las diferencias entre uno y otro sexo
para dichas variables mediante la prueba t de
Student después de la transformacion logaritmica
de cada una en caso de no cumplirse las asunciones
de ‘parametricidad’ (sic.) (normalidad).

Se determinaron las frecuencias genotipicas y
alélicas para cada polimorfismo por frecuencias
absolutas (48) en todos los sujetos y en los grupos
clasificados segun el valor del IMC (normal: <25
kg/m?; alto: sobrepeso y obesidad: IMC>25 kg/
m?). Se calcul6 el equilibrio de Hardy-Weinberg en
cada grupo y para cada polimorfismo mediante la
prueba de ji al cuadrado con el programa MAXLIK
y con base en el método de méaxima verosimilitud
descrito por Reed y Schull (49). Luego, se evalu6
la asociacién entre genotipos y alelos segun IMC
0 sexo, utilizando la prueba de ji al cuadrado o el
estadistico exacto de Fisher segun el nimero de
individuos en cada genotipo.

También, se construyeron tablas de contingencia
para probar la asociacion entre los genotipos
de cada polimorfismo (ancestral con relacion a
portadores del alelo variante) y las categorias de
riesgo con base en el indice cintura-cadera, la
circunferencia de la cintura, el colesterol total, los
triglicéridos, el colesterol HDL, y el colesterol LDL
(riesgo bajo Vs. riesgo alto), mediante la prueba
de ji al cuadrado, el test exacto de Fisher y las
relaciones probabilisticas de riesgo (odds ratio, OR)
con sus correspondientes intervalos de confianza.
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Mediante el analisis de la varianza (ANOVA),
se determind la diferencia entre los promedios
de las variables bioquimicas y antropométricas
para los distintos genotipos de los nueve
polimorfismos analizados por separado. Cada
una de estas variables se controlé previamente
frente a la edad, el sexo, el tabaquismo y el
consumo de alcohol, los habitos de caminata y
de ejercicio, y los antecedentes de enfermedades
en la familia, usando modelos multivariados
(regresion lineal mdltiple). Cuando los andlisis de
varianza evidenciaron la existencia de diferencias
significativas, se efectuaron pruebas post hoc,
como la prueba de comparaciones mdltiples de
Bonferroni, para determinar entre cuales genotipos
habia diferencias estadisticamente significativas.
En los casos para los cuales no se encontro
homogeneidad de varianzas, se calcularon las
pruebas estadisticas de Games-Howell, de Welch
y de Brown-Forsythe. También, se hicieron prue-
bas no paramétricas (Kruskal-Wallis, mediana
y Jonckheere-Terpstra, o U de Mann-Whitney),
utilizando para los célculos los residuos de las
regresiones (variables corregidas).

La correccion de Bonferroni para multiples com-
paraciones (50), se aplicé en todas las pruebas
estadisticas con el fin de minimizar la probabilidad
de cometer un error de tipo | (51).

Resultados

La caracterizacion de los individuos segun las
variables hematoldgicas, bioquimicas y antropo-
métricas, se muestra en el cuadro 2.

Segun se refleja en el cuadro 3, se traté de un
grupo mayoritariamente joven, perteneciente a
los estratos socioecondémicos pobre y medio. El
90,7 % afirmo no tener antecedentes personales
de enfermedad, pero si familiares (51,4 %), pues
uno o varios parientes (principalmente padres,
abuelos y tios) presentaban una o mas afecciones.
Los sujetos en su mayoria informaron ser “no
fumadores” (74,8 %); en cuanto al alcohol, en la
categoria “no tomador” se registré el 66,9 % de los
sujetos, porcentaje que incluia a quienes lo con-
sumian de forma ocasional, llamados “bebedores
sociales” (47,5 %), y quienes nunca lo consumian
(19,4 %). El 62,8 % de los participantes indico
que si hacia caminatas, y mas de la mitad respondio
gue no practicaba ningun deporte (61,2 %).

En cuanto al IMC, el 41 % de los individuos
se clasific6 como normal; solo cinco mujeres
presentaron valores menores de 18,5 kg/m?, lo que
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Cuadro 2. Parametros hematoldgicos, bioquimicos y antropométricos en individuos mestizos del estado Sucre, Venezuela

Sexo masculino Sexo femenino
Variable n Minimo Maximo Media DE n  Minimo Maximo Media DE p?
Edad (afios) 76 18,00 55,00 29,93 8,285 65 18,00 65,00 32,49 11,147 0,213
Hemoglobina (g/dl) 76 12,00 16,70 14,87 0,87 68 10,90 14,10 12,89 0,76  <0,0001
Hematocrito (mg/dl) 76 37,10 51,00 45,24 2,68 68 32,80 43,80 39,66 2,55  <0,0001
Glucemia (mg/dl) 45 66,00 108,00 88,16 8,30 40 65,00 98,00 78,53 7,85 <0,0001
Colesterol total (mg/dl) 76 117,00 271,00 197,89 35,56 68 118,00 340,00 198,31 45,55 0,840
Triglicéridos (mg/dl) 76 30,00 394,00 110,64 66,11 68 16,00 328,00 94,00 57,52 0,063
Colesterol HDL (mg/dl) 76 4,00 84,00 42,71 13,39 68 20,00 90,00 46,91 14,11 0,073
Colesterol LDL (mg/dl) 76 46,00 200,00 132,18 33,77 68 52,00 280,00 132,57 40,27 0,909
Colesterol LMBD (mg/dl) 76 6,00 79,00 22,14 13,24 68 3,00 66,00 18,82 11,54 0,064
Peso (kg) 76 53,00 110,30 78,637 12,510 68 40,000 104,500 64,890 13,289 <0,0001
Talla (cm) 76 158,00 187,00 171,70 6,23 68 140,50 179,00 159,30 6,88  <0,0001
Circunferencia de 76 48,00 116,00 90,26 12,43 68 58,00 109,00 83,62 11,67 0,002
cintura (cm)
Circunferencia de 76 52,00 114,00 93,76 10,14 68 75,00 117,00 9530 11,01 0,418
cadera (cm)
IMC (kg/m?) 76 19,23 35,81 26,61 3,58 68 17,54 34,99 25,52 4,65 0,065
indice de conicidad 76 0,69 1,41 1,22 0,12 68 1,03 1,36 1,20 0,07 0,410
indice de cintura-cadera 76 0,58 1,10 0,96 0,09 68 0,73 1,10 0,88 0,07 <0,0001

2Valor de p para la diferencia entre los promedios de uno y otro sexo (prueba t de las variables transformadas logaritmicamente), nivel de significacion:
p<0,003 después de la correccion de Bonferroni. Los nimeros en negrilla corresponden a los valores de p significativos.
DE: desviacion estandar

Cuadro 3. Caracteristicas biodemograficas, habitos y riesgo de padecer enfermedades crénicas no transmisibles segun indicadores
bioquimicos y antropométricos en los sujetos evaluados del estado Sucre

n % Variables bioquimicas n %

Sexo Riesgo segun colesterol total

Sexo masculino 76 52,8 Riesgo bajo (<200 mg/dl) 81 56,3

Sexo femenino 68 47,2 Riesgo alto (=200 mg/dl) 63 43,8
Grupo etario Riesgo segun triglicéridos

18 a 29 afios 72 51,1 Riesgo bajo (<150 mg/dl) 121 84,0

30 a 39 afos 43 30,5 Riesgo alto (=150 mg/dl) 23 16,0

40 a 49 afos 20 14,2 Riesgo segun colesterol HDL

50 a 65 afios 6 4,3 Riesgo bajo (=40 mg/dl) 89 61,8
Estrato socioeconémico Riesgo alto (<40 mg/dl) 55 38,2

Estrato I-11 19 24,4 Riesgo segun colesterol LDL

Estrato Il 24 30,8 Riesgo bajo (<130 mg/dl) 66 45,8

Estrato IV-V 35 44,9 Riesgo alto (=130 mg/dl) 78 54,2
Tabaquismo Variables antropométricas

Ejr;l;r;]::(e);fumador 12: ;gg Clasificacion segun IMC
Consumo de alcohol ’ Peso normal (<24,9 kg/m?) 59 41,0

Sobrepeso (25,0-29,9 kg/m?) 56 38,9

Tomador a6 sl Obesidad (230 kg/m? 20 201

No tomador 93 66,9 Obesidad (230 kg/m?) . '
Habito de caminar Rle_sgo segln circunferencia de de cintura

Si 81 628 R!esgo bajo (<102 cm; <88 cm) 113 78,5

No 18 37'2 .Rlesgo altp (§>;02 cm; ©>88 cm) 31 21,5
Habito de hacer ejercicios ’ Rle_sgo segln indice cintura-cadera

Si 25 388 R!esgo bajo (£<1,0; 9<0,85) 67 46,5

No n 61.2 Riesgo alto (4=1,0; 9>0,85) 77 53,5

Estrato socioecondmico I: clase alta; Il: clase media-alta; lll: clase media-media y media-baja; IV: clase baja (pobreza relativa), y V: pobreza critica.
Tabaquismo, fumador: >1 cigarrillo al dia. Consumo de alcohol, tomador: frecuencia diaria, dia de por medio, semanal y mensual; no tomador:
frecuencia ocasional o nunca. Habito de caminar y hacer ejercicios, solo se tomé en cuenta la respuesta afirmativa o negativa.

corresponde a bajo peso, pero, en concordancia tuvo sobrepeso y el 20,1 % presentd obesidad.
con los objetivos del trabajo, estas participantes se  Es decir que segun este indicador del estado nutri-
incluyeron en el grupo con IMC normal. El 38,9 % cional, mas de la mitad de los sujetos evaluados
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(59 %) padecia malnutricién por exceso. En cuanto
a los indices relacionados con la distribucion
de la grasa corporal, segun el indice cintura-
cadera, 53,5 % estaba en riesgo alto de padecer
enfermedades cronicas y, segln la circunferencia
de cintura, el 21,5 %. Segun la clasificacién del
perfil lipidico, los individuos evaluados estaban en
riesgo alto de padecer enfermedades cronicas no
transmisibles: 54,2 % por el colesterol LDL; 43,8 %
por el colesterol total, 38,2 % por el colesterol HDL,
y 16 % por los triglicéridos.

La distribucion de las frecuencias genotipicas
masculinas y femeninas para cada uno de los
nueve polimorfismos estudiados, no resultaron
significativamente diferentes (no se presentan los
datos), razén por la cual no se discrimind por sexo
en el analisis.

Ocho de los polimorfismos estudiados se encon-
traron en equilibrio de Hardy-Weinberg para todos
los subgrupos y grupos totales (no se presentan
los datos); el tnico subgrupo en el que no se hallé
equilibrio fue el de los individuos con IMC normal
para el polimorfismo LEP rs2167270 (x?=4,875, un
grado de libertad). Es probable que esta falta de
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equilibrio por déficit de heterocigotos G/A 'y exceso
de homocigotos A/A, se deba a que el tamafio de
la muestra era relativamente pequefio (n=59) y a
un error propio del muestreo (sesgo involuntario),
luego de haberse descartado el error técnico en la
asignacion de genotipos.

Las frecuencias genotipicas y alélicas de los
nueve polimorfismos se comportaron de forma
similar entre los grupos con IMC normal e IMC alto
(cuadro 4); en consecuencia, la asociacion de los
genotipos o alelos con algun fenotipo especifico
de IMC, no result6 estadisticamente significativa.

En cambio, la evaluacién de la asociacion entre
los genotipos de cada variante y alguna de las
categorias de riesgo debido al indice cintura-
cadera, la circunferencia de la cintura, el colesterol
total, los triglicéridos, el colesterol HDL o el coles-
terol LDL, revel6 un resultado estadisticamente
significativo luego de la correccion de Bonferroni
para el polimorfismo rs5742911 del gen LDLR, en el
cual se encontrd asociacion entre los homocigotos
del alelo ancestral (A/A) y la categoria de riesgo
alto para el colesterol HDL, con un OR de 2,944
(IC,.,, 1,446-5,996) (cuadro 5).

95%

Cuadro 4. Frecuencias genotipicas y alélicas de los nueve polimorfismos analizados en individuos del estado Sucre y clasificados

segun el IMC
Polimorfismos Genotipos IMC, n (%) Total Alelos IMC Total
0,
Normal Alto n (%) Normal Alto

LEP rs2167270 G/G 26 (41,1) 26 (30,6) 52 (36,1) G 0,61 0,56 0,58
GIA 20 (33,9) 43 (50,6) 63 (43,8) A 0,39 0,44 0,42
AIA 13 (22,0) 16 (18,8) 29 (20,1)

LDLR rs885765 A/A 54 (91,5) 71 (84,5) 125 (87,4) A 0,96 0,92 0,94
AIG 5 (8,5) 13 (15,5) 18 (12,6) G 0,04 0,08 0,06

LDLR rs688 CIC 16 (27,1) 36 (42,9) 52 (36,4) C 0,54 0,65 0,61
CIT 32 (54,2) 38 (45,2) 70 (49,0) T 0,46 0,35 0,39
TIT 11 (18,6) 10 (11,9) 21 (14,7)

LDLR rs5925 TIT 11 (19,0) 25 (29,8) 36 (25,4) T 0,47 0,55 0,51
TIC 32 (55,2) 42 (50,0) 74 (52,1) C 0,53 0,45 0,49
ciC 15 (25,9) 17 (20,2) 32 (22,5)

LDLR rs55903358 TIT 31 (54,4) 39 (50,0) 70 (51,9) T 0,75 0,73 0,74
TIC 23 (40,4) 36 (46,2) 59 (43,7) C 0,25 0,27 0,26
ciC 3 (53) 3 (3,8) 6 (4,4)

LDLR rs5742911 AIA 24 (42,1) 36 (46,2) 60 (44,4) A 0,64 0,70 0,67
AIG 25 (43,9) 37 (47,4) 62 (45,9) G 0,36 0,30 0,33
GIG 8 (14,0) 5 (6,4) 13 (9,6)

APOA4 rs5095 AIA 40 (67,8) 56 (65,9) 96 (66,7) A 0,83 0,83 0,83
AIG 18 (30,5) 29 (34,1) 47 (32,6) G 0,17 0,17 0,17
GIG 1 (1,7) 0 (0) 1 (0,7)

APOA4 rs675 AIA 44 (74,6) 65 (76,5) 109 (75,7) A (Tre) 0,86 0,88 0,87

(Tre367Ser) AIT 14 (23,7) 20 (23,5) 34 (23,6) T (Ser) 0,14 0,12 0,13
TIT 1 (1,7) 0 (0) 1 (0,7)

APOA4 rs5110 GIG 54 (93,1) 76 (89,4) 130 (90,9) G (GIn) 0,97 0,95 0,95

(GIn380His) GIT 4 (6,9 9 (10,6) 13 (9,1) T (His) 0,03 0,05 0,05

IMC normal: 24,9 kg/m?; IMC alto: sobrepeso y obesidad (=25 kg/m?)
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En el cuadro 6 se muestran las variables inde-
pendientes que resultaron significativas en la
regresion multiple hecha para corregir las medidas
antropomeétricas y bioquimicas.

En lo concerniente al ANOVA y las pruebas no
paramétricas, después de aplicar la correccién de
Bonferroni solo uno de los resultados se mantuvo
estadisticamente significativo: el correspondiente
a la diferencia entre el colesterol HDL del genotipo
rs5742911 del gen LDLR (cuadro 7), con promedios
de 41,50+14,81 mg/dl en los homocigotos A/A, de
45,00+£12,07 mg/dl en los heterocigotos A/G, y de
47,17+9,43 mg/dl en los homocigotos G/G.

Aungue no llegaron a ser significativos, vale la pena
destacar algunos resultados. En cuanto al IMC
corregido, en el rs2167270 del gen LEP el promedio
de los homocigotos del alelo ancestral (G/G) fue
de 25,04+4,20 kg/m?, el de los homocigotos A/A
fue de 25,87+4,08 kg/m?, y el de los heterocigotos
G/A fue de 27,02+4,08 kg/m2. Para cuatro de las
cinco variantes del gen LDLR estudiadas, también
se hallaron diferencias en el IMC corregido; los
polimorfismos rs688, rs5925 y rs5742911 presen-
taron mayores promedios para los genotipos
ancestrales, con valores de 26,86+4,12 kg/m? (C/C),
27,32+3,99 kg/m? (T/T), y 26,07+4,41 kg/m? (A/A),

Genética y enfermedades crénicas en adultos venezolanos

respectivamente, en contraste con los genotipos
homocigotos del alelo variante cuyos promedios
estuvieron entre 23 y 25 kg/m?2.

Otras variables antropométricas, como el indice
cintura-cadera, el peso y el indice de conicidad,
para estos polimorfismos del LDLR también tuvieron
mayores promedios en los genotipos homocigotos
ancestrales. Solo el rs885765 exhibié promedios
mas altos entre los portadores del alelo variante
(A/G), tanto para los indicadores antropométricos
de IMC y el indice de cintura-cadera, como de
triglicéridos y de colesterol LMBD. Los tres SNP del
gen APOA4 presentaron mayores promedios entre
los homocigotos ancestrales para las variables
antropométricas del indice cintura-cadera (rs5095)
y el indice de conicidad (rs675y rs5110).
Discusidn

Las variables antropométricas de peso, talla,
circunferencia de cintura e indice cintura-cadera
mostraron el dimorfismo sexual esperado para
sujetos adultos. La hemoglobina, el hematocrito y
la glucemia presentaron medias significativamente
diferentes entre uno y otro sexo, en tanto que las
variables del perfil lipidico no presentaron diferen-

cias significativas entre hombres y mujeres, y se
encontraron dentro de los limites de la normalidad,

Cuadro 5. Frecuencias de los genotipos del polimorfismo rs5742911 del gen LDLR segun categorias de riesgo para colesterol HDL

LDLR rs5742911 Riesgo segtn colesterol HDL, n (%) Total

Genotipos : - . n (%)
Riesgo alto (<40 mg/dl) Riesgo bajo (240 mg/dl)

AIA 33 (60,0) 27 (33,8) 60 (44,4)

AIG + G/G 22 (40,0) 53 (66,2) 75 (55,6)

Ji al cuadrado 9,096 (1 g.l.); p=0,003 Prueba exacta de Fisher p=0,003

OR 2,944 1Cos% 1,446-5,996

Genotipo ancestral: A/A. g.l.: grado de libertad. OR: odds ratio.

Cuadro 6. Variables bioldgicas y sobre estilo de vida significativas al corregir las medidas antropométricas y bioquimicas

Variable dependiente

Variables independientes significativas (p<0,05) para el modelo 2

Colesterol total
Triglicéridos

Colesterol HDL
Colesterol LDL
Colesterol LMBD

Peso

indice de masa corporal
indice de conicidad
indice de cintura-cadera
Circunferencia de cintura

Edad
Antecedentes familiares

Edad

Sexo

Edad, antecedentes familiares

Edad, antecedentes familiares
Sexo, antecedentes familiares, habito de hacer ejercicios
Antecedentes familiares, sexo
Habito de consumo de alcohol

Habito de consumo de alcohol, antecedentes familiares, sexo, habito de hacer ejercicios

a2Regresion lineal maltiple. Variables independientes consideradas: edad (continua); sexo (masculino, femenino); antecedentes familiares (tiene, no
tiene); tabaquismo (no fumador, fumador y exfumador); habito de consumo de alcohol (tomador, no tomador); habito de caminar (si, no); habito de

hacer ejercicios (si, no).
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Cuadro 7. Resumen de los resultados de las pruebas paramétricas y no paramétricas al comparar promedios de las variables

corregidas entre los diferentes genotipos

Polimorfismos Genotipos Variables ANOVA 2 Pruebas no paramétricas
LEP rs2167270 GIG (52) IMC p=0,056 (G/G — G/A) n.s.
GIA (63)
AJA (25)
LDLR rs885765 AJA (122)° IMC p=0,017 p=0,037 (M-W)
AIG (18) ICiCa p=0,020 p=0,020 (M-W)
Tg n.s. p=0,043 (M-W)
VLDL n.s. p=0,048 (M-W)
LDLR rs688 C/C (50)° IMC n.s. p=0,046 (J-T)
CIT (68)° ICiCa n.s. p=0,048 (J-T)
TIT (21)°
LDLR rs5925 TIT (34)¢ IMC p=0,056 (T/T — C/C) p=0,021 (J-T)
T/C (73)¢ Peso p=0,033 (T/T = C/C) p=0,020 (J-T)
C/C (31)¢
LDLR rs55903358 TIT (69) IC p=0,051 (T/T — C/C); n.s.
T/C (56) p=0,047 (T/C - CIC)
CIC (6)
LDLR rs5742911 A/A (60) IMC n.s. p=0,05 (Med)
AG (60) HDL n.s. p=0,005 (Med)
G/G (12)
APOA4 rs5095 AJA (96) ICiCa n.s. p=0,048 (M-W)
AIG+G/G (48)
APOA4 rs675 AJA (105) IC n.s. p=0,045 (M-W)
(Tre367Ser) AIT+TIT (34)
APOA4 rs5110 G/G (126) IC n.s. p=0,037 (M-W)
(GIn380His) G/T (13)

Se presentan los genotipos para cada polimorfismo, y el tamafio de cada subgrupo entre paréntesis; los valores de p para las pruebas estadisticas
paramétricas y no paramétricas con las variables antropométricas y bioquimicas corregidas por edad, sexo, tabaquismo, consumo de alcohol, habitos
de caminata y ejercicios, y antecedentes familiares para evaluar las diferencias entre los genotipos; n.s.: no significativo (p>0,05); variables: indice
de masa corporal (IMC), indice cintura-cadera (ICiCa), indice de conicidad (IC), triglicéridos (Tg), colesterol HDL (HDL), colesterol LMBD; prueba
paramétrica: andlisis de varianza de una via (ANOVA); pruebas no paramétricas: Kruskal-Wallis (K-W), prueba de medianas (Med), Jonckheere-

Terpstra (J-T), U de Mann-Whitney (M-W).

aCuando hay tres genotipos, se presentan entre paréntesis los valores de p para la prueba de comparaciones multiples post hoc de Bonferroni: pares
de genotipos que presentaron diferencias; ® Para IMC: A/A n=121, y para ICiCa: A/A n=125; ¢Para ICiCa: C/C n=52; C/T n=70; T/T n=21; ¢Para peso:
T/T n=29; T/C n=59; C/C n=26. Los nimeros en negrilla corresponden a un valor de p significativo luego de la correccién de Bonferroni.

excepto los promedios para el colesterol LDL,
que resultaron ligeramente altos. De la misma
forma, la media del IMC se ubic6 en la categoria
de sobrepeso. Como era de esperarse, la edad
y el sexo influyeron sobre la mayoria de las
variables cuantitativas estudiadas. La presencia
0 ausencia de antecedentes familiares de enfer-
medad tuvo un efecto importante en el ajuste de
las medidas originales, tanto bioquimicas como
antropométricas.

Las cifras de sobrepeso y obesidad para el
periodo 2008-2010 en el estado Sucre, estuvieron
entre las mas altas de Venezuela (4); los resultados
del presente estudio coinciden con esta alta
frecuencia de malnutricion por exceso, lo que,
aunado a la presencia de hipercolesterolemia
en la mitad del grupo evaluado, sugiere que los
habitantes de esta regidén podrian considerarse
vulnerables a las enfermedades cronicas o en
riesgo de complicaciones de otras enfermedades
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concomitantes como las cardiovasculares, la hi-
pertension arterial sistémica y la diabetes, entre
otras (3).

En la blusqueda de asociaciones entre las
variantes genéticas estudiadas con los fenotipos
de sobrepeso, obesidad y riesgo de padecer enfer-
medades crénicas no transmisibles, se encontré
que en el polimorfismo rs2167270 de LEP no
hubo asociacién de los genotipos y alelos con el
IMC (cuadro 4), lo cual también se ha descrito en
estudios en Finlandia (52) e Italia (53). Sin embargo,
cuando se analizaron los promedios corregidos de
las variables antropométricas y bioquimicas segun
los genotipos, se pudo observar que el IMC de los
sujetos heterocigotos G/A resulté mas elevado que
en los homocigotos de cada tipo, tendencia que
ya se ha reportado en un estudio previo (12), pero
solamente en mujeres obesas, probablemente
debido al desequilibrio de ligamiento de este SNP
con otros loci de LEP (12,13). Las mutaciones de



Biomédica 2016;36:78-90

las regiones codificantes en este gen son muy
poco frecuentes y producen una obesidad extrema
de inicio temprano; la mayoria de los polimorfismos
encontrados en la region 5’ no traducida (como
rs2167270), se encuentran en desequilibrio de
ligamiento con otras variantes que podrian tener
efectos directos sobre el fenotipo, pero el grado
de desequilibrio puede variar entre poblaciones o
tener mayor intensidad a medida que la cantidad
de grasa corporal aumenta (12).

En la presente investigacién solo se hallé signi-
ficacién estadistica para el rs5742911 del gen
LDLR en la asociacion del genotipo ancestral con
el alto riesgo debido al colesterol HDL, y para las
diferencias en los promedios corregidos de esta
misma variable bioquimica; los valores para el
colesterol HDL entre los genotipos formaron un
gradiente, en el cual los homocigotos ancestrales
A/A presentaron el promedio mas bajo, seguidos
de los heterocigotos A/G, en tanto que el promedio
mas alto fue el los homocigotos del tipo de la
variante G/G, comportamiento que podria sugerir
un efecto de dosis, es decir, una mayor tendencia
a la disminucion de los niveles de colesterol
HDL en la medida en que se presenta el alelo A
de forma heterocigota u homocigota. En este
sentido, los hallazgos de este estudio sugieren
gue este polimorfismo genético puede resultar
atil como indicador del riesgo de enfermedades
cronicas no transmisibles.

En el polimorfismo rs688 del gen LDLR, la mayor
frecuencia del alelo ancestral C entre los individuos
con IMC alto (cuadro 4), aunque no estadistica-
mente significativa, coincide con los resultados
de un estudio en australianos hipertensos (19).
Otra investigacion reporté estos hallazgos para el
rs688, y encontr6 asociacion para tres variantes
mas del LDLR (rs5925, rs55903358 y rs5742911)
en amerindios brasilefios (18). Las diferencias
de los resultados de los grupos amerindios y los
individuos del presente estudio, puede deberse a
gue los sujetos del estado Sucre provienen de una
poblacién mestiza con distintos grados de aporte
europeo, amerindio y africano (29-32), mientras
los sujetos estudiados por Mattevi, et al. (18),
pertenecen a cinco poblados indigenas de Brasil
con muy bajo o ningin grado de mestizaje con
criollos brasilefios.

El efecto funcional para estos SNP de LDLR no
se ha determinado con exactitud en la obesidad.
Tratdandose de cambios en el intron (rs885765) o
en regiones no traducidas del gen (rs55903358 y
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rs5742911), es posible que su papel sea regulador;
por su parte, los cambios dentro de los exones
(rs688 y rs5925) son sinénimos; sin embargo,
hay estudios que revelan su influencia sobre la
modulacién del proceso de corte y empalme del
gen, produciendo diferencias en los niveles del
colesterol LDL (54,55).

Para el gen APOA4, ninguno de los alelos o
genotipos de los tres polimorfismos estudiados
demostraron asociacion con alguna de las
categorias de IMC (cuadro 4), resultado que se
ha reportado previamente (56), o de las otras
clasificaciones para el riesgo de padecer enfer-
medades cronicas no transmisibles. Sin embargo,
el analisis de los promedios corregidos sugiere
que, para los indicadores de la distribucién de
grasa corporal (indice cintura-cadera e indice de
conicidad), los valores mas altos se hallaron entre
los sujetos con los genotipos ancestrales. El rs5110
(GIn380His) exhibié promedios de 1,22+0,104 para
el indice de conicidad en el genotipo ancestral G/G
(GIn/GIn) y de 1,19+0,077 para los heterocigotos
GI/T (GIn/His), lo que concuerda con la hipétesis
del perfil anti-aterogénico protector asociado con
la presencia del alelo variante His380, que es muy
poco frecuente, planteada por Fisher, et al., en un
amplio estudio de cohorte (24). La apolipoproteina
A-IV con His380 adopta una conformacién mas
estrechamente plegada, con mayor contenido de
hélices alfa y aparentemente tiene una mayor
afinidad por los fosfolipidos, lo cual podria permi-
tirle una penetracién mas profunda en la monocapa
de estos, y explicaria la mayor activacion de la
lecitina colesterol acil-transferasa (24).

Los resultados de este estudio, aun cuando
son preliminares, llevan a plantear si este grupo
mestizo del estado Sucre es un ejemplo de la
hip6tesis de Neel sobre el “genotipo ahorrador”,
la cual plantea que en la historia evolutiva del
hombre se favoreci6 la selecciébn de variantes
genéticas excepcionalmente eficientes para el
consumo Y utilizacién del alimento y para el ahorro
de energia, debido a las condiciones hostiles del
medio ambiente en esos momentos, y que, al
adoptar las condiciones del denominado estilo de
vida occidental, dicho sistema, que favoreci6 la
supervivencia en tiempos de hambruna, aumento
la vulnerabilidad ante trastornos metabdlicos
como la diabetes (57). En el estudio, en siete de
los nueve polimorfismos evaluados (rs688, rs5925,
rs55903358, rs5742911, rs5095, rs675, rs5110),
se observé una propensién al sobrepeso o la
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obesidad, a una mayor adiposidad abdominal y al
riesgo de enfermedades crénicas no transmisibles
en los genotipos ancestrales.

Las enfermedades complejas son el resultado
de interacciones entre causas ambientales y
genéticas; estas Ultimas se deben a polimorfismos
comunes que tienen efectos pequefios y aditivos,
lo cual representa una dificultad para detectar
asociaciones apreciables y lograr suficiente repro-
ducibilidad en distintas poblaciones (58,59).

Desde el punto de vista del componente ambiental,
la frecuencia de sobrepeso, la obesidad y los niveles
elevados de colesterol, seguramente también se
asociaron con los habitos alimentarios y un estilo
de vida sedentario en los sujetos del estudio.
La evaluacion de la frecuencia del consumo de
alimentos en 84 de los entrevistados, revel6 habitos
de consumo diario de grasas, aceites, azucar y
sal en sus comidas (no se presentan los datos).

Las respuestas disponibles sobre actividad fisica
se referian Unicamente a la practica de caminatas
y ejercicios, pero no a su frecuencia e intensidad,
debido a la resistencia de los participantes a
responder dichas preguntas, lo que implica que
esta posible relacion con los hébitos y el estilo de
vida debe considerarse en futuros estudios.

La principal limitacién de la presente investigacion
fue el namero de individuos evaluados, asi como
el tipo de muestreo (no probabilistico), pues
este restringe la posibilidad de hacer inferencias
precisas sobre la poblacion del estado Sucre.
Estas debilidades del estudio se debieron al
costo econémico y a las restricciones logisticas
para hacer un muestreo aleatorio con un tamafio
representativo. Sin embargo, el estudio constituy6
una primera aproximacion a la situacion del
problema planteado y permitié obtener resultados
importantes (como el polimorfismo rs5742911 del
gen LDLR), a pesar del tamafio de la muestra.

Por primera vez se caracterizaron en individuos
venezolanos originarios del estado Sucre estos
polimorfismos previamente publicados en la
literatura cientifica, utilizando el criterio genético
de los cuatro abuelos nacidos en el estado para
seleccionar a los sujetos de la muestra, lo cual
es de suma relevancia para garantizar la mayor
homogeneidad genética posible. Es importante
aumentar, en lo posible, el tamafio de la muestra
y continuar analizando variantes genéticas invo-
lucradas en las principales vias metabdlicas
relacionadas con el aumento o disminucion de
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la grasa corporal, con el fin de complementar el
conocimiento para el diagnéstico y el tratamiento
de grupos especificos de riesgo.
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