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Resumen

La forma en que hoy dia estudiamos y entendemos la nutricién esta cambiando
profundamente gracias a los hallazgos y metodologias procedentes de la biologia
molecular. La nutrigenética caracteriza las distintas variantes del genoma humano
que influyen en la respuesta del organismo a los nutrientes. Entre estas variaciones
en la secuencia del DNA que pueden afectar la respuesta de los individuos a
nutrientes, enfermedades, bacterias, virus, farmacos, etc., se encuentran los
polimorfismos de un solo nucleétido o SNP; estos son una variacién en la secuencia
de DNA que afecta a una sola base de una secuencia del genoma, representan a
las variantes genéticas mas comunmente encontradas en el genoma humano. En
este contexto, existen dos SNP relacionados con la absorcion y metabolismo de la
vitamina E y los acidos grasos; el rs1527479 (T>C) en el gen CD36 y el rs675 (T>A)
en el gen APOA4 respectivamente. CD36 ha sido caracterizado como un
transportador de acidos grasos de cadena larga, relacionado con el reconocimiento
de un amplio rango de moléculas lipidicas, incluyendo la vitamina E y su absorcion
intestinal. La vitamina E posee entre otras funciones actividad antioxidante, evitando
asi la lipoperoxidacién. Estudios previos asocian concentraciones significativamente
bajas de vitamina E con el rs1527479, asi también, que los individuos con una
deficiencia del transportador CD36, presentan alta concentracion de triglicéridos y
baja de HDL. Respecto a la apolipoproteina A4 (APOA4), esta es sintetizada en el
intestino como componente de los quilomicrones y del HDL en respuesta a los
lipidos provenientes de la dieta, ademas de ser un activador de la LCAT; por lo que
una deficiencia en APOA4 esta relacionado con una disminucion de las HDL y una
elevacion del colesterol total. Reportes muestran que los portadores homocigotos
del alelo de riesgo (A) del rs675 presentan un aumento significativo en el nivel de
colesterol total y el LDL; ademas de que se relaciona con un aumento en la
concentracion de triglicéridos y una reduccion del cociente de lipoproteinas de
alta/baja densidad HDL/LDL; una disminucion de las HDL respecto a las LDL, se

relaciona con una alta susceptibilidad de aterosclerosis y riesgo cardiovascular.



El objetivo del presente trabajo fue determinar la frecuencia de los polimorfismos
rs1527479 de CD36 y rs675 de APOA4, asi como su relacion con las
concentraciones de vitamina E y el perfil de lipidos, en poblacion infantil mexicana
del Municipio de Chimalhuacan, Estado de México. Se seleccionaron 252 nifios de
entre 8 y 12 afios, se obtuvieron dos muestras de sangre periférica y registraron
medidas antropométricas. Se determinaron las concentraciones del perfil de lipidos
para todas las muestras y vitamina E en 98 sueros. Se extrajo el DNA por medio del
método de Miller y se genotiparon por PCR-TR (Applied Biosystems, EUA),
utilizando sondas TagMan. Se realizaron analisis estadisticos de acuerdo a un
modelo lineal general univariante, para evaluar la relacién de las concentraciones
séricas de vitamina E, HDL, LDL, VLDL, triglicéridos y colesterol total con los
polimorfismos de acuerdo a tres modelos de herencia por medio del software SPSS
22.0

Resultados: Se encontraron frecuencias genotipicas para el rs1527479 (T>C) de
TT:0.28, TC: 0.52 y CC: 0.20; para el rs675 (T>A) de TT: 0.64, TA: 0.29 y AA: 0.07.
Respecto a las frecuencias alélicas se encontraron el rs1527479 (T/C) 0.54/0.46 y
para el rs675 (T/A) 0.79/0.21. No se encontrdé desviacion al equilibrio de Hardy-
Weinberg en ninguno de los casos. A su vez se encontrd significancia estadistica
(p= 0.003 y 0.006) asociado a concentraciones bajas de HDL, con los modelos
dominante y aditivo respectivamente para el rs1527479. No se encontrd correlacion

con los parametros evaluados para el rs675.

Conclusiones: Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas en una
poblacion de nifios mestizo mexicanos, para el rs1527479 en CD36 y el rs675 en
APOA4. No hubo desviacién al equilibrio de Hardy-Winberg en ninguno de los
casos. El desarrollo del presente trabajo permitid relacionar el rs1527479 con una
reduccion significativa de la concentracion de HDL (p<0.050) en los modelos de
herencia aditivo y dominante. Para la variante rs675 del gen APOA4 no se encontrd
relacion con las concentraciones de HDL, LDL, VLDL, colesterol, triglicéridos y el
cociente HDL/LDL.



1.0 Introduccién

1.1 Gendmica nutricional
La forma en que hoy dia estudiamos y entendemos la nutricion esta cambiando

profundamente gracias a los hallazgos y metodologias procedentes de la biologia
molecular. Una de las principales consecuencias practicas derivada de esta nueva
area de estudio, sera disponer de los conocimientos necesarios para construir de
manera cientifica y sélida, recomendaciones dietéticas que permitiran disefiar una
mejor dieta, la mas adecuada y recomendada para la historia genética individual
(Lorenzo, 2011).

Gendémica nutricional
Interaccién genes-nutrientes
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Figura 1. Genémica nutricional: Interacciéon genes-nutrientes

Actualmente los objetivos de la gendmica nutricional son principalmente dos,

marcando dos campos de investigacion claramente diferenciados:

1. Entender cdmo los nutrientes que incorporamos con la dieta influyen en la
homeostasis celular, alterando la actividad génica, la produccion de proteinas
y/o la produccion de metabolitos (Nutrigenémica).

2. Caracterizar como las distintas variantes del genoma humano influyen en la
respuesta del organismo a los nutrientes, aumentando o disminuyendo el

riesgo de padecer enfermedades relacionadas con la nutricidon. El estudio y



caracterizacion de estas variantes, asi como las bases moleculares de dichas

predisposiciones, se denomina nutrigenética (Lorenzo, 2011).

1.2 Polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)
Entre estas variaciones en la secuencia del DNA que pueden afectar la respuesta

de los individuos a nutrientes, enfermedades, bacterias, virus, farmacos, etc., se
encuentran los polimorfismos de un solo nucleétido o SNP; estos son una variacion
en la secuencia de DNA que afecta a una sola base de una secuencia del genoma,
representan a las variantes genéticas mas comunmente encontradas en el genoma
humano. Una de estas variaciones debe darse al menos entre el 1-5% de la
poblacién para ser considerada como SNP; sino se llega al 1% se considera una

mutacion puntual (Sonestedt, 2009).

Los SNP constituyen hasta el 90% de todas las variaciones genémicas humanas y
aparecen cada 1, 300 bases en promedio, a lo largo del genoma humano; Debido a
su amplia distribucion, estos polimorfismos se localizan en cualquier parte de la
estructura de los genes y el genoma. Se consideran una forma de mutacion puntual
que ha sido lo suficientemente exitosa evolutivamente para fijarse en una parte

significativa de la poblacion de una especie (Fragoso, 2013).

En este contexto, la caracterizacion de factores genéticos involucrados en genes
clave para la absorcion de nutrientes o de su metabolismo, sera muy importante ya
que deberan ser tomados en cuenta para el disefio de intervenciones dietéticas que
tendran como base el conocimiento gendmico y las necesidades nutricionales de la
poblacién, que tienen como objetivo la prevencion del desarrollo de los efectos

metabdlicos resultantes (Martinez, 2005).

En esta tesis, se seleccionaron dos SNP para su estudio, con base en estudios
previos se han relacionado con el estado nutricional, especificamente con el
metabolismo de acidos grasos, estos son el rs1527479 del gen CD36 y el rs675 del
gen APOA4



1.3 Papel y funcion de las vitaminas
Ademas de sus componentes mayoritarios (proteinas, acidos nucleicos, glucidos y

lipidos) las células vivas contienen también vitaminas, sustancias organicas en
cantidades minimas (trazas). Aunque estas sustancias son vitales para muchas
formas de vida, su importancia biolégica se manifestd debido a que algunos
organismos no las pueden sintetizar, y deben adquirirlas, por tanto, son de

procedencia exogena (Valente, 2015)

La determinacion de las cantidades precisas de vitaminas exégenas que necesita
el hombre es siempre complicada, debido a que parte o toda la demanda de la
misma se obtiene gracias a la presencia de los microorganismo intestinales, que
sintetizan algunas de las vitaminas. Se descubridé que algunas de estas vitaminas
actuan como componentes fundamentales de algunas coenzimas, entre otras cosas
(Lehninger, 2005).

Las vitaminas se clasifican en dos grandes grupos, las hidrosolubles y las

liposolubles (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de las vitaminas. (Lehninger, 2005)

Tipo
Hidrosolubles Liposolubles
Tiamina Retinol
Riboflavina Colecalciferol
Acido nicotinico a-Toferol
Acido pantoténico Menaquinona
Piridoxina
Biotina
Acido fdlico
Cobalamina

Acido lipoico
Acido ascorbico




1.3.1 Generalidades de la Vitamina E
La vitamina E se presenta en la dieta como una mezcla de varios compuestos

estrechamente relacionados, es el término general usado para todas las formas
activas de tocoferoles y tocotrienoles. En forma natural existen ocho formas de
isdmeros (Figura 2), cuatro tocoferoles (a-, B-, y-, 6-tocoferol) y cuatro tocotrienoles
(a-, B-, y-, ©-tocotrienol); los ocho isémeros tienen un anillo aromatico, llamado
cromano, con un grupo hidroxilo y una cadena poliprenoide de 16 carbonos, si la
cadena poliprenoide es saturada corresponderan a los tocoferoles y si es insaturada
(tres dobles enlaces) a los tocotrienoles. (Jiang, 2014). EI mas activo y abundante
es el a-tocoferol. Se ha descubierto que los tocoferoles poseen actividad
antioxidante, es decir, que impiden la oxidacion de los acidos grasos insaturados
cuando se encuentran expuestos al oxigeno molecular, por lo que se dice que una
de las funciones del tocoferol es la de proteger a los acidos grasos insaturados
presentes en los lipidos de las membranas; normalmente, los productos de auto-
oxidacion de las grasas insaturadas no aparecen en los tejidos, pero en el caso de
deficiencia de tocoferol, son detectables en las grasas de depésito, en el higado y

en otros 6rganos (Lehninger, 2005).

La vitamina E es absorbida pasivamente en conjunto con otras vitaminas
liposolubles en el tracto gastrointestinal, y a continuacion es empacada en los
quilomicrones; es la primera linea de defensa, seguida por el selenio contra la

peroxidacién de los lipidos contenidos en las membranas celulares.

R | /
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Figura 2. Estructura de los isémeros de la vitamina E en su forma natural



Los tocoferoles actuan como antioxidantes al romper la cadena de reacciones de
los radicales libres, previniendo la propagacion de estos en las membranas y en las
lipoproteinas del plasma, este papel deriva de su estructura molecular, ya que al
formarse los radicales peroxilo (ROQO"), reaccionan 1000 veces mas rapido con la
vitamina E (Vit E-OH), que con los AG poliinsaturados. El grupo hidréxilo de los
tocoferoles reacciona con el radical peroxilo para formar el correspondiente
hidroperoxido del lipido y el radical tocoferil (Vit E-O-), esté radical reacciona con la
vitamina C (u otro donador de hidrégenos), regresando a la vitamina E a su estado
reducido (Engerlking, 2014)

1.3.2 Importancia de la vitamina E en el desarrollo
La deficiencia de vitamina E es rara en humanos, debido a que se presenta casi

exclusivamente de manera hereditaria, por una condicion adquirida de la habilidad
de absorberla, o la presencia de desérdenes en su metabolismo. Esta deficiencia
durante el desarrollo esta relacionada principalmente con sintomas neurolégicos
incluyendo ataxia cerebelar, neuropatia periférica y miopatia; esto debido a que al
jugar un papel en la estabilizacion de las membranas aunado a su papel
antioxidante, una disminucién en la concentracion de esta vitamina se ha
relacionado en el mecanismo neuronal del dafio debido a reacciones hiperoxidativas

aceleradas en los AG insaturados en la membrana de fosfolipidos (Kuroiwa, 2009).

A su vez puede resultar en anemia debido a dafio oxidativo causando fragilidad de
los eritrocitos, degeneracion muscular, esteatosis y retinopatia (Engerlking, 2014).
Si la deficiencia de vitamina no es tratada, se ha relacionado a edades mas tardias
con el desarrollo de ceguera, enfermedades cardiacas, dafio nervioso permanente
y dificultad para pensar, asi como con enfermedades involucradas con procesos
oxidativos como cancer, diabetes, cuadros infecciosos, envejecimiento, etc.,
(Devlin, 2011) ademas de que algunos reportes sugieren que también causa
infertilidad (Mahdi, 2014).



1.3.3 Fuentes de Vitamina E
Las principales fuentes de vitamina E son los aceites vegetales como los de maiz y

de soya, asi como el germen de trigo y la margarina.

1.3.4 Absorcion, metabolismo y distribucion
La absorcion de tocoferoles depende de los mismos factores que la digestion y

absorcidon de lipidos a nivel intestinal, siendo esenciales para este proceso la
presencia de sales biliares y enzimas pancreaticas. La vitamina E es transportada
a la mucosa intestinal y una vez dentro de la luz intestinal es incorporada a los
quilomicrones los cuales son transportados en la circulacion linfatica; sélo una
pequeina parte de la vitamina E consumida es transportada directamente a la

circulacion portal (Morrison, 2015).

El promedio del porcentaje de absorcién de la vitamina E consumida en la dieta (0.4-
1 mg) es entre 50 y 70%. Sin embargo la eficiencia de la absorcion puede disminuir
cuando se consumen mayores cantidades de tocoferol. Un incremento de los acidos
grasos poliinsaturados de la dieta, o la administracion conjunta de vitamina E con
sales ferrosas o resinas captadoras de acidos biliares, interfieren con la digestion y

absorcion de la vitamina E (Jiang, 2014).

Los tocoferoles son distribuidos en el plasma con las lipoproteinas, la mayoria de la
vitamina E esta presente en el plasma humano en las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y en las de alta densidad (HDL) (Kuroiwa, 2009).

Los compuestos de vitamina E se encuentran concentrados en sitios donde haya
abundantes acidos grasos, especialmente en estructuras de las células que
contienen membranas de fosfolipidos. Los tejidos con mayor contenido de lipidos
tienden a tener mayor contenido de vitamina E; en la sangre la cantidad de lipidos
es determinante de la concentracién de vitamina E circulante. La mayoria de los
tejidos incorporan vitamina E, pero el higado es el principal depésito del que se
puede movilizar rapidamente. El tejido adiposo también acumula vitamina E
continuamente y puede secuestrarla; y aunque este tejido constituya una gran
reserva de vitamina E, el tocoferol presente en los adipocitos no esta disponible

para otros tejidos con facilidad (Havlik, 1996).



1.3.5 Suplementacién de los alimentos en México
En México existe la Norma Oficial Mexicana NOM-086-SSA1-1994, titulada “Bienes

y Servicios. Alimentos y bebidas no alcohdlicas con modificaciones en su
composiciéon. Especificaciones nutrimentales”, que fue creada con la premisa de
que “Las ciencias médico-biolégicas comprueban dia a dia la correlacién que existe
entre la salud y la alimentacion; debido a esto en nuestros tiempos se elaboran en
grandes cantidades alimentos y bebidas no alcohdlicas con modificaciones en su
composicién por disminucién, eliminacién o adicién de nutrimentos con la finalidad
de contribuir a evitar deficiencias y prevenir excesos perjudiciales para la salud.
Como consecuencia se hace necesario establecer especificaciones nutrimentales a
las cuales deben sujetarse dichos productos” (NOM-086-SSA1-1994).

En esta norma se define a un suplemento alimenticio como un producto a base de
hierbas, extractos vegetales, alimentos tradicionales, deshidratados o concentrados
de frutas, adicionados o no, de vitaminas y minerales, que se puedan presentar en
forma farmacéutica y cuya finalidad de uso sea incrementar la ingesta dietética total,

complementarla o suplir algunos de sus componentes (NOM-086-SSA1-1994).

Se incluye a las vitaminas: acido ascoérbico, niacinamida, riboflavina, tiamina,
vitamina A, vitamina E, vitamina Bs, vitamina B12, pantotenamida, acido fdlico,
vitamina D, vitamina Ky biotina; enfatizando en que los limites minimos y maximos
permitidos para la adicion, fortificacion y enriquecimiento de alimentos y bebidas no
alcohdlicas sera del 5 al 100% por porcion de la ingesta diaria recomendada,
siempre y cuando el aporte del nutrimento en las condiciones normales o usuales
de consumo, no sobrepase la ingestion diaria recomendada (Cofepris, 1996).

Tabla 2. Ingesta diaria recomendada establecida por el Instituto Nacional de la
Nutricion "Salvador Zubiran" (Cofepris, 1996)

Edad Vitamina E (mg)
Ninos de 0 a 11 meses 34
Ninos de 1 a 3 anos 6
Mayores de 3 anos 10




A pesar de los enormes avances y esfuerzos que en general ha realizado México
en los ultimos afos, la deficiente utilizacidn de diversos nutrientes sigue siendo una
de las principales causas de muerte de 2.6 millones de nifios cada ano (un tercio de
las muertes infantiles) y deja millones mas con deficiencias fisicas y mentales de
por vida. Esta situacion afecta significativamente a todo el territorio mexicano,
poniendo de manifiesto la necesidad de aumentar los esfuerzos de promover una
dieta saludable y equilibrada en todos los grupos de edad, con especial hincapié en

nifos, nifas y adolescentes (OMS, 2013).

Existe un amplio interés en la prevencién de algunas condiciones y enfermedades
cronicas principalmente cancer y enfermedad cardiaca, por lo que muchos de los
esfuerzos estan enfocados hacia la efectividad de los componentes de la dieta como
agentes importantes en esta prevencion. En este sentido en el campo de la nutricién
se han focalizado investigaciones con el fin de estudiar el efecto antioxidante de
diversos nutrientes asi como también sus posibles efectos pro-oxidantes (Hayek,
1995). Esto debido a que a largo plazo la malnutricion favorece la aparicion de
enfermedades metabdlicas, tales como la DT2, debido a que se ha encontrado que
los sindromes clinicos secundarios de la desnutricion aguda que tienen un origen
temprano en la vida, llevan consigo efectos metabdlicos resultantes que pueden
persistir en la vida adulta. Las personas en esta condicion tienden a tener secrecion
de insulina significativamente mas baja y mayor intolerancia a la glucosa (Boyne
Michael, 2014) conduciendo a DT2, la cual es la principal causa de muerte en
adultos, la primera causa de demanda de atencién médica y la enfermedad que
consume el mayor porcentaje de gastos en las instituciones publicas (UNICEF,
2015).



1.4 Las lipoproteinas y su importancia en el metabolismo de los lipidos.
Los lipidos y las proteinas se asocian de manera no covalente para formar

lipoproteinas, las cuales son complejos unidos en una relacién relativamente fija;
que funcionan en el plasma sanguineo como vehiculos de transporte para los

triacilgliceroles y el colesterol (Hovsepian, 2015)

1.4.1 Estructura de las lipoproteinas
Los lipidos, como fosfolipidos, triacilgliceroles y colesterol, son apenas solubles en

solucidon acuosa, por ende, se transportan por la circulacion como componentes de
lipoproteinas, particulas similares a micelios globulares que presentan un centro no
polar de triacilgliceroles y ésteres de colesterilo rodeados por un revestimiento

anfifilo de proteinas, fosfolipidos y colesterol (Devlin, 2011)

Centro hidrofébico:
trigliceridos y ésteres
de colesterol

El colesterol no
esterificado (anfipatico)
“= se ubica en la superficie

Proteinas: se unen a
receptores celulares y
tienen funcion enzimatica

Fosfolipidos: sus
cabezas polares se /
exponen en la superficie

Figura 3. Estructura de una lipoproteina (Modificado de Lehninger 2005).



1.4.2 Clasificacion de las lipoproteinas.
Las lipoproteinas se clasificaron en cinco categorias amplias sobre la base de sus

propiedades funcionales y fisicas (Tabla 3) (Nelson, 2007).

1.0Quilomicrones, que transportan triacilgliceroles y colesterol exdgenos

(aportados en forma externa; en este caso, de la dieta) desde los intestinos

hasta los tejidos.

2-4. Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad

intermedia (IDL) y lipoproteinas de baja densidad (LDL), un grupo de particulas

relacionadas

que

transportan

triacilgliceroles y colesterol

enddgenos

(producidos de manera interna) desde el higado hasta los tejidos (el higado

sintetiza triacilgliceroles a partir del exceso de hidratos de carbono)

5. Lipoproteinas de alta densidad (HDL), que transportan colesterol endégeno

desde los tejidos hasta el higado.

Tabla 3. Clasificacion de lipoproteinas de acuerdo a su composicion (Nelson,

2007)
Densidad Clase Diametro % De % De % De % De
(g / ml) (nm) proteina | colesterol | fosfolipidos | triglicéridos
>1.063 HDL 15.05 33 30 29 4
1.019- LDL 18-28 25 50 21 8
1.063
1.006- IDL 25-50 18 29 22 31
1.019 VLDL
0.95- VLDL 30-80 10 10 18 50
1.006
<0,95 Quilomicrones | 100-1000 <2 8 7 84
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Figura 4. Esquema de la sintesis y metabolismo de lipoproteinas. CETP proteina de
transferencia de ésteres del colesterol (transfiere ésteres del colesterol de las LDL y HD La los
remanentes de lipoproteinas ricas en triglicéridos; AGL, Acidos grasos libres; HL, lipasa
hepatica (hidroliza los AG de fosfolipidos y triglicéridos); LCAT, lecitin colesterol acil tranferasa
(transfiere AG de la lecitina al colesterol para formar éster de colesterol); LPL, lipoproteina
lipasa (hidroliza AG del esqueleto del glicerol en triglicéridos); MTP, proteina de transferencia
microsomal (une lipidos con Apo B). Flechas blancas indican rutas de secrecion. Flechas
negras indican rutas catabdlicas (con tiempos medios de residencia para apo-B48, apo A-l, y
apo B-100, respectivamente. (Modificada de Bisgaier CL, 1983)

Las particulas de las lipoproteinas sufren un procesamiento metabdlico continuo
(Figura 4), de modo que tienen propiedades y composiciones variables; cada una
de ellas contiene proteinas, fosfolipidos y colesterol sélo suficientes como para
formar una monocapa de un espesor aproximado de 20 A de estas sustancias sobre
la superficie de la particula. Las densidades de las lipoproteinas aumentan con el
diametro decreciente de las particulas, porque la densidad de su revestimiento

externo es mayor que la de su centro interior (Voet, 2006).



1.4.3 Importancia de las HDL en el buen funcionamiento cardiovascular
Las HDL tienen en esencia la funcion opuesta de las LDL: eliminan el colesterol de

los tejidos; estas se ensamblan en el plasma a partir de componentes obtenidos en
gran parte por medio de la degradacion de otras lipoproteinas. Las HDL circulantes
extraen su colesterol de las membranas de la superficie celular y lo convierten en
ésteres del colesterol por medio de la accion de LCAT, enzima activada por
APOA1/4, por lo tanto, HDL funciona como eliminador del colesterol (Shahid, 2015).

Algunos estudios epidemioldgicos indican que las concentraciones plasmaticas
elevadas de HDL se correlacionan con firmeza con una baja incidencia de
enfermedad cardiovascular. Las mujeres tienen concentraciones de HDL mas altas
que los hombres y también menos enfermedad cardiaca. Muchos de los factores
que disminuyen la incidencia de enfermedad cardiaca también tienden a aumentar
la concentracién de HDL, como lo son ejercicio extenuante y pérdida de peso, por
el contrario, el habito de fumar cigarrillos se relaciona inversamente con la
concentracion de HDL (Shahid, 2015).

También hay una correlacion inversa firme en los seres humanos entre el riesgo de
aterosclerosis y la concentracion plasmatica de APOA1, uno de los componentes
proteicos principales de las HDL junto con APOA4, necesario para su ensamblaje
(Voet, 2006).

APOA4 esta involucrada en la remodelacién y ensamblaje de las particulas HDL, lo
que significa que participa en el proceso biolégico de la adquisicion, pérdida o
modificacion de una proteina o lipido dentro de una particula de lipoproteina de alta
densidad, incluyendo la hidrélisis de los triglicéridos por la lipasa hepatica (Agrawai,
2010)



15 CD36
El gen CD36 esta ubicado en el cromosoma 7, region 7q11.2, tiene 18 exonesy 17

intrones. Codifica para CD36, llamado a su vez receptor de trombospondina, es una
glicoproteina de 88 kDa, fue originalmente descrita como un receptor en plaquetas
que pertenece a la familia de receptores scavenger clase B, es expresado en un
amplio rango de células vy tejidos, incluyendo células del endotelio microvascular,
monocitos y macrofagos, células dendriticas, adipocitos, queratinocitos, musculo
cardiaco y esquelético, microglia, Creticulocitos, plaquetas, hepatocitos, intestino,

entre otros; y que se une a diversos ligandos (Jay, 2015)

Ha sido mejor caracterizado como un transportador de AG de cadena larga,
involucrado en diferentes procesos biolégicos como angiogénesis, inflamacion,
metabolismo de lipidos, aterosclerosis y activacion de plaquetas. Es receptor de un
amplio rango de moléculas lipidicas, incluyendo el colesterol, vitamina E,

provitamina A, entre otros (Li, 2015).

Ademas de AG, CD36 se une a lipoproteinas nativas y actua en la recaptura de
esteres del colesterol, facilitando la recaptura por parte de macréfagos de las
lipoproteinas de baja/alta densidad oxidadas y colesterol. Se ha demostrado que el
CD36 de monocitos/macrofagos tiene un papel critico en el desarrollo de lesiones
ateroscleroticas por su capacidad de unirse y promover la endocitosis de LDL
oxidadas (oxLDL), este proceso resulta en la activacion de monocitos y su

diferenciacion hacia macréfagos y células espumosas (Parra-Rojas, 2014).

Recientes estudios han involucrado a este receptor en la captura del a-tocoferol por
las células intestinales y su distribucion en diferentes tejidos especificos, en cuyo
caso las concentraciones de vitamina E son moduladas por factores dietéticos,
estrés oxidativo (puede disminuir las concentraciones de Vit. E) y genéticos como
lo son polimorfismos en genes involucrados en el metabolismo de vitamina E vy
lipoproteinas (Mahdi, 2014).



1.5.1 rs1527479
La variante rs1527479 T>C, ubicada en el intrén 4, en la posicion 7:80643252, da

como resultado un transportador CD36 deficiente (NCBI, 2015).

El SNP se ha asociado a concentraciones significativamente bajas del a-tocoferol,
a su vez, los resultados sugieren que esta involucrado con su absorcion intestinal y

uso en tejidos de esta vitamina (Borel, 2011).

En pacientes con una deficiencia en CD36 se han visto diferentes fenotipos, entre
los que se encuentran concentraciones elevadas de triglicéridos en ayunas, baja
concentracion de HDL, hiperglicemia en ayunas, resistencia a la insulina e
hipertension, datos similares encontrados en sindrome metabdlico. Posteriormente
se reportd que la acumulacién de estos fenotipos metabdlicos no se debe a la
deposicion de grasa visceral en el abdomen, sino a resistencia a la insulina o a un

deficiente metabolismo de lipoproteinas y acido grasos libres (Kawase, 2012).

Como resultado de sus multiples ligandos y funciones, CD36 puede impactar en una
variedad de condiciones ligadas al sindrome metabdlico, incluida la diabetes,

resistencia a la insulina, inflamacién y aterosclerosis (Agrawai, 2010).



1.6 APOA4
El gen APOA4, esta localizado cromosoma 11, en la region 11923, contiene 3

exones separados por dos intrones (NCBI, 2015).

Codifica para la apolipoproteina A4, la cual es una glicoproteina plasmatica, con un
peso molecular de 46,000 D, tiene 376 residuos de aminoacidos. Se sintetiza en los
enterocitos del intestino delgado posterior a una comida rica en grasas. La
apolipoproteina A4 representa el mayor constituyente proteico de las nuevas
lipoproteinas ricas en triglicéridos secretadas por el intestino (quilomicrones). El
incremento significativo en la sintesis y secrecion de APOA4 por el intestino durante
la absorcion de AG y la rapida disociacidon de esta proteina de la superficie de los
quilomicrones linfaticos durante el catabolismo de estas particulas, sugiere que
tiene un papel significativo en el metabolismo de los triglicéridos. Igualmente se ve
involucrada en la activacion de la lecitin-colesterol aciltransferasa (LCAT), y la
influencia de la reaccion de LCAT en la distribucion entre diferentes lipoproteinas
indica que también esta involucrada en el metabolismo del colesterol (Antonarakis,
1986).

APOA4 al ser secretada por los enterocitos hacia el fluido linfatico como un
componente de los quilomicrones en el estado de ayuno, existe normalmente tanto
en estado libre como en asociacidon con particulas HDL, esta involucrada en el eflujo
del colesterol a partir de tejidos periféricos, participa en el catabolismo de las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), formacion de las LDL y es clave en la
esterificacion del colesterol; por lo tanto es esperado que cambios estructurales en
APOA4 tengan una influencia sobre la concentracion de lipidos en el plasma
(Kamboh, 1997). APOA4 es secretada a la linfa mesentérica en los quilomicrones,
donde es intercambiada por la apolipoproteina C-Il (APOC-II) desde la lipoproteina
de alta densidad (HDL). APOC-II es un cofactor requerido para la actividad de la
lipoprotein lipasa (LPL), la cual lleva acabo la hidrdlisis de los triglicéridos contenidos
en los quilomicrones. Asi la APOA4 regula la depuracion de las lipoproteinas ricas

en triglicéridos de origen intestinal (Bisgaier CL, 1983).



1.6.1 rs675
La variante rs675 T>A, ubicada en el exdn 3, en la posicidon 11:116820950, es una

transversion intragénica, que da como resultado un cambio de sentido. Al ser una
mutacion de cambio de sentido causa que el aminoacido codificado sea otro, en

este caso el cambio se da en la posicion p.Thr347Ser (NCBI, 2015).

El fenotipo que ha sido asociado al rs675 es principalmente concentraciones
elevadas de triglicéridos en plasma y una reduccion del cociente de lipoproteinas
de alta/baja densidad (HDL/LDL) (Kiyomi, 2011). Mutaciones en APOA4 pueden
producir diferentes respuestas respecto a los lipidos de la dieta, asi Ostos y
cols.(2015), demostraron que los portadores del alelo p.347Ser depuraron mas
rapido las particulas de origen intestinal ricas en triglicéridos en individuos que
consumieron una dieta alta en grasa. Se conoce también que este polimorfismo
puede ser modulado a través de cambios en la dieta, estudios realizados por Jansen
y cols. (2013), demuestran que los individuos p.347Ser presentan un mayor
descenso en el colesterol total, LDL y APOB que los homocigotos para el alelo
p.347Thr, tras una dieta tipo NCEP1. (Kamboh, 1997)



1.7 Poblacion en estudio
Chimalhuacan es uno de los 125 municipios del estado de México, forma parte de

la zona Metropolitana de la Ciudad de México, esta ubicado en la zona oriente del
Valle de México, colindando al norte con el municipio de Texcoco, al sur con los
municipios de La Paz y Nezahualcéyotl; tiene una poblacion de 525,389 habitantes
segun datos del INEGI, la poblacion es producto de una mezcla de grupos étnicos

originarios de varias partes de la Republica (Chimalhuacan, 2015).

De los habitantes de este municipio 43.1% son menores de edad y 56.9% adultos;
una gran parte de la poblacion proviene de familias indigenas, el 2.7% de los adultos
habla alguna lengua indigena; en su mayoria los adultos en edad de trabajar tienen
un nivel de escolaridad basica. El tamafno promedio de los hogares es de 4.2
personas, de los cuales la mitad son nifos en edad escolar, asi como ambos padres
como sostén economico; hay un total de 614 escuelas de educacion basica y media
superior, con una alta tasa de desercidbn debido a causas principalmente
economicas (INEGI, 2015).



2.0Justificacion

Chimalhuacan es un municipio en el cual el 48% de la poblacion es menor de edad,
segun un estudio realizado por el Sistema Municipal para el Desarrollo Integral de
la Familia (DIF), 8 de cada 10 nifios que estudian en el nivel escolar basico
presentan desnutricion, por lo que es considerado el municipio urbano mas
marginado del pais. En este municipio existen alrededor de 200 primarias donde
acuden 82 mil alumnos, y 100 preescolares con una matricula de 40 mil nifios
(INEGI 2015).

Esto es de gran importancia debido a que durante la infancia y adolescencia es
necesario un aporte nutricional equilibrado y ejercicio fisico para obtener un estado
de salud adecuado, un crecimiento y desarrollo fisico 6ptimos; asi como ayudar al
establecimiento de habitos alimentarios saludables que permitan prevenir
problemas de salud futuros, debido a que la alimentacién constituye el factor
extrinseco mas determinante en el crecimiento y desarrollo del individuo durante la
infancia; esto aunado a que un individuo desnutrido se adapta a su ambiente
restringido en nutrimentos mediante un aumento lento del peso corporal sobre todo
en los periodos tempranos del desarrollo, ademas de ajustar su metabolismo a la
deficiente disponibilidad de nutrimentos. Se ha demostrado que deficiencias
nutricionales durante el desarrollo temprano se relacionan con diferentes
enfermedades en la vida adulta, principalmente relacionadas con el uso y tolerancia
a la glucosa, la resistencia a la insulina, hipertensién y dafio vascular, y otras mas

vinculadas con el sindrome metabdlico.

Por lo que el estudio de polimorfismos relacionados con la absorcion de nutrientes
y sintesis de moléculas relacionadas al metabolismo es indispensable para el
desarrollo de futuras medidas de intervencion que tienen como objetivo mejorar la

calidad de vida.



3.0Hipotesis
Se encontrara disminucion de las concentraciones de vitamina E, asi como cambios
en el perfil de lipidos en aquellos individuos portadores de los alelos de riesgo

pertenecientes a los polimorfismos rs1527479 del gen CD36 y del rs675 del gen
APOA4.



4.00bjetivo

4.2

X/
L X4

Objetivo general
Determinar si existe relacion entre los polimorfismos rs1527479 de CD36 y

rs675 de APOA4, con las concentraciones de vitamina E y perfil de lipidos en

poblacion infantil de Chimalhuacan.

Objetivos particulares
Determinar la frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo rs1527479 del

gen CD36, en nifios mexicanos.

Determinar la frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo rs675 del gen
APOAA4, en niflos mexicanos.

Determinar si existe relacion entre las variantes en estudio con las
concentraciones de vitamina E.

Determinar si existe relacion entre las variantes en estudio con el perfil de

lipidos.



5.0 Material y Métodos

La realizacion de este estudio se llevd a cabo con base en el protocolo aceptado
por el (Anexo 1).

5.1Poblacion de estudio
Nifos mestizos mexicanos de la escuela Emiliano Zapata del municipio de

Chimalhuacan, Estado de México, de edades entre 8 y 12 afos.

5.2 Obtencion de muestras y datos antropométricos
A cada uno de los individuos en estudio, asi como a sus padres se les pidi6 firmaron

sus respectivas cartas de consentimiento informado (Anexo 2). Posteriormente
contestaron un cuestionario para evaluar el estado de salud, nutricién y

antecedentes familiares para cada nifo.

Se obtuvieron 252 muestras de sangre periférica (4 mL), 2 muestras por nifio, en
tubos vacutainer con EDTA como anticoagulante para la obtencién de DNA y
determinacion de parametros bioquimicos; para la obtencidn de suero, 1 por nifo,

se utilizaron tubos vacutainer con gel separador libres de elementos traza.

Ese mismo dia se realizo el registro de las medidas antropométricas (peso, talla,

circunferencia abdominal y presién arterial); ademas

5.30btencion de DNA
A cada una de las muestras se les extrajo el DNA por el método de Miller.

5.3.1 Descripcion del método usado para la extraccion de DNA (Miller, 1988)
1. Se utilizan 4 mL de sangre total en tubos con anticoagulante (EDTA).

2. Se diluye en tubos de polipropileno para centrifuga de 15 mL, con 3 mL de
sacarosa tritdbn 2X (219 g sacarosa, Tris base 2.42 g, Triton 10 mL, pH 7.6).
e Lasacarosa ayuda a la permeabilizacion de las membranas de eritrocitos
por un desequilibrio osmaético.
e El tritdon disuelve proteinas integrales en medios acuosos.
e El tris base interactua con los lipopolisacaridos de la membrana celular,
lo que permite la permeabilizacion y ruptura de ésta.
3. Se realizan lavados de las células con una solucién de Sacarosa- Tritdn 1x,

hasta que el boton quede de un color rosa claro.



10.

Se adiciona el buffer de lisis nuclear (10 mM Tris-HCI, 400 mM NaCl y 2 mM
Na2EDTA, pH 8.2).

e EIEDTA disddico secuestra cationes estabilizantes de la membrana.
Los lisados celulares se dejan toda la noche a 37 °C con 0.2 mL de SDS al 10%
y 0.5 mL de solucién conteniendo a la proteinasa K (1 mg proteasa K en SDS al
1% y 2 mM Na2EDTA).

e La proteinasa degrada proteinas aun en presencia de detergentes.
Después de la digestion se adiciona 1 mL de NaCl saturado (aproximadamente
6M) y se somete a una agitacion vigorosa por 15 segundos, seguido de una
centrifugacion a 2500 rpm por 15 min.

e El cloruro de sodio funge como la sal para precipitar a las proteinas

(salting out).
El botén remanente de las proteinas precipitadas se deja en el fondo del tubo y
el sobrenadante conteniendo el DNA es transferido a otro tubo de polipropileno
de 15 mL.
Se adicionan exactamente dos volumenes de etanol absoluto y se invierten los
tubos varias veces hasta la precipitacion del DNA.
Las hebras de DNA precipitado son removidas con pipetas pasteur selladas y
esterilizadas, y se deja secar.
El DNA es transferido a un tubo de microcentrifuga conteniendo 100-200 L de

H20 grado molecular, y se deja disolver en un bafio a 37 °C.

5.3.2 Cuantificacion de DNA y determinacion del grado de pureza
La cantidad de DNA obtenida posterior a la extraccion fue cuantificada en un equipo

Nanodrop 1000 Spectrophotometer de ThermoScientific (EUA) a 260 nm. La

contaminacion con proteinas se determin6é a 280 nm y se consideré una muestra

libre de contaminantes cuando la relacion 260/280 estaba entre 1.8-2.0.



5.3.3 Determinacion de integridad del DNA
Se determind el grado de integridad del DNA contenido en estas muestras, por

medio de electroforesis en geles de agarosa al 2%, con bromuro de etidio como
revelador. Se considerd que el material genético estaba integro y libre de impurezas
si en el patron de desplazamiento de la muestra se observaba solo una banda

perteneciente al DNA.

5.4Genotipificacidén de los polimorfismos seleccionados por PCR en tiempo
real
A partir la concentracion del DNA obtenido, se realizaron diluciones de cada una de

las muestras a 20 ng/ul (concentracion estandarizada), para poder someterse a la
genotipificacion de los polimorfismos seleccionados por PCR-tiempo real en un
equipo de Applied Biosystems Lifetechnologies (EUA) y sondas complementarias

de la misma casa comercial.
rs1527479: Numero de catalogo C__ 180395 _10
rs675: numero de catalogo C__ 2310409 30

5.4.1 Fundamento de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo
real y de las sondas TagMan

5.41.1 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica utiliza colorantes fluorescentes para medir la cantidad de producto
amplificado en tiempo real, permite que una pequena cantidad de DNA sea
amplificada muchas veces de una manera exponencial, en este caso es un

fragmento bien definido.

Requiere la cadena de DNA que contiene el fragmento a amplificar, dos oligos que
determinan el principio y el final de la regién a amplificar (pequefios 18-25bp), la Taq
polimerasa que copia la region a amplificar, los dNTPs para formar las nuevas
hebras de DNA, el buffer que provee al ambiente adecuado para la DNA-polimerasa

y un termociclador.



5.4.1.2 Etapas de la reaccién en cadena de la polimerasa
1. Desnaturalizacion: Separa las hebras de DNA, rompe puentes de
hidrégeno, la polimerasa actua a una temperatura de entre 94 y 96 °C,
dura de 1 a 5 minutos.
2. Alineacion: Se baja la temperatura para que los oligos y sonda se puedan
unir al DNA, dura de 1 a 2 minutos a 50 °C.
3. Extension: La polimerasa rellena los espacios de las cadenas faltantes,

la temperatura depende de la enzima.

5.41.3 Sondas TagMan

Una sonda TagMan es un oligonucledétido cuya secuencia es complementaria a la
region central del amplicdn, por lo general tiene una secuencia de 13 a 18
nucledtidos, el extremo 5’ tiene unida una marca fluorescente (reportero), el extremo
3’ tiene al apagador (quencher); si los dos estan unidos a la sonda, la fluorescencia
producida por el reportero es absorbida por el apagador; por tanto la fluorescencia
global es igual a cero, fendmeno llamado Fluorescent Resonant Energy Transfer
(FRET).

Las sondas tienen una mayor temperatura de alineamiento que los oligos, por tanto
en la etapa de alineamiento éstas se unen antes a la secuencia blanco, entonces
cuando la DNA polimerasa se une a extremo 3’ del primer e inicia la elongacion, en
su paso se encuentra con la sonda y la degrada por su actividad de exonucleasa
5'—3’, al ser degradada libera al reportero del apagador, se suprime el fendmeno
FRET vy la fluorescencia emitida es determinada por el sistema de deteccién del

instrumento.

La fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de sonda, que a su vez es
proporcional a la cantidad de templado generado, por lo que se permite visualizar el

incremento del amplicon a lo largo de la reaccién de PCR.



5.41.4 Genotipificacion
El uso simultaneo de dos sondas que difieren en su secuencia en un solo nucledtido
(SNP), marcadas con fluoréforos diferentes (Alelo 1 VIC, Alelo 2 FAM), es suficiente

para realizar una discriminacion alélica.

Tabla 4. Uso de dos sondas con diferente fluorescencia, para realizar la

genotipificacion

Genotipo Resultado
1/1 FAM

1/2 FAM / VIC
2/2 VIC

5.5Determinacién de pardmetros bioquimicos
Se determinaron los siguientes parametros bioquimicos por parte del laboratorio

central del Hospital Juarez de México:
e Glucosa

Fundamento: Método enzimatico de la glucosa oxidasa; utiliza dos enzimas de gran
especificidad, la hexocinasa que transforma la glucosa en glucosa-6-fosfato, y la
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, que transforma el éster de fosfato en 6-
fosfogluconato. EI NADH formado se mide por el incremento en la absorbancia a

340 nm, el cual es directamente proporcional a la concentracion de glucosa.

Hexocinasa

Glucosa + ATP ———— Glucosa — 6 — fosfato + ADP

Glucosa—6P—DH
Glucosa — 6 — fosfato —— > 6-fosfogluconato + NADH

e Colesterol

Fundamento: Método enzimatico; Se realiza un primer paso de hidrdlisis de los
ésteres del colesterol, posteriormente el colesterol libre (total) se oxida por accién
de la enzima colesterol oxidasa a 4-colesteri-3-ona, produciéndose
simultaneamente peroxido de hidrégeno. La 4-colesteri-3ona tiene un maximo de

absorcion a 240nm



e Triglicéridos

Fundamento: Método enzimatico; Una lipasa realiza la hidrélisis de los
triacilgliceroles formando acidos grasos libres y glicerol, este ultimo reacciona con
la glicerol-fosfato deshidrogenasa y se mide el NADH formado, que esta relacionado

con la cantidad de glicerol, midiendo la absorcion a 340nm.
e HDL
Fundamento: El ensayo se lleva a cabo en dos pasos

1. Eliminacién de las lipoproteinas no-HDL

Colesterol esterasa o
Esteres del colesterol Colesterol + Acidos grasos

Colesterol oxidasa
Colesterol + 0, 4colestenona + H,0,

Catalasa

2 H202 — 2 H202 + 02

2. Mediciéon de HDL

Colesterol esterasa .
Esteres del colesterol Colesterol + Acidos grasos

Colesterol oxidasa
Colesterol + 0, 4colestenona + H,0,

i L. Peroxidasa . L.
2H,0, + HDAOS + 4aminoantipirina — Quinonimina + 4H,0

HDAOS:N,N-bis (2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico acido pH 7.0

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracién de HDL

presente a 650nm.
e LDL
Fundamento: El ensayo se lleva a cabo en dos pasos.

1. Eliminacién de las lipoproteinas no-HDL



Colesterol esterasa o
Esteres del colesterol Colesterol + Acidos grasos

Colesterol oxidasa
Colesterol + 0, 4colestenona + H,0,

Catalasa

2 H202 — 2 H202 + 02

3. Mediciéon de HDL

Colesterol esterasa Lo
Esteres del colesterol Colesterol + Acidos grasos

Colesterol oxidasa
Colesterol + 0, 4colestenona + H,0,

. L. Peroxidasa . L.
2H,0, + TOOS + 4aminoantipirina — Quinonimina + 4H,0

TOOS: N-Etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-metilanilina

La intensidad de color formado es proporcional a la concentracion de LDL presente

en la muestra a 600nm.

5.5.1 Determinacién de vitamina E.
La determinacion de vitamina E no fue realizada por nuestro grupo de trabajo, se

mandaron las muestras de suero a un laboratorio privado, para su determinacion.

Para la evaluacion del estado de vitamina E, no se cuenta con un indice que refleje
con exactitud su consumo asi como tampoco sus depdsitos en el organismo. La
concentracion de tocoferoles totales en suero es el indice mas usado para medir el
estado nutricional de vitamina E, siendo de mayor precision la determinacion de los
isobmeros de vitamina E, a través del método de cromatografia liquida de alta

eficiencia.

La cuantificacion de la concentracion de alfa-tocoferol sérico se realiza por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC); segun el método desarrollado por el
International Vitamin A Consultive Group y estandarizado para vitamina A y vitamina
E, se utiliza la modalidad cromatografica conocida como cromatografia liquida de
fase reversa, la cual consiste en la particion de la muestra entre una fase

estacionaria hidrofébica (frecuentemente cadenas C-18 enlazadas covalentemente

> e | <



a particulas de silica) y una fase movil mas polar. La deteccidén de los componentes
separados por HPLC se realiza espectrofotométricamente. La cuantificacién de los
componentes se logra por comparacion de las alturas de los picos con las de los
estandares (analitico y estandar interno).La adicidén de un estandar interno (all trans

retinil acetato) ayuda a la correccion por pérdidas durante la extraccion y el analisis.

5.6Calculo de las frecuencias alélicas y genotipicas
Se determinaron cada una de las frecuencias alélicas y genotipicas de los
polimorfismos.

5.7 Determinacion del equilibrio de Hardy-Weinberg
El equilibrio de Hardy-Weinberg para cada polimorfismo fue determinado por medio

de la prueba de Chi cuadrada.

5.7Determinacién de larelacion entre los polimorfismos en APOA4y CD36
El efecto de los polimorfismos en APOA4 y CD36 en las concentraciones de

vitamina E y perfil de lipidos, fue estimado por medio de un modelo lineal general
univariante, codificando los genotipos encontrados para poder comparar a los
individuos que tienen la variante con los que no la tienen, se realizé el ajuste por
medio de las covariantes significativas (Edad, IMC, Género). Todos los analisis
estadisticos se llevaron a cabo usando el paquete de software SPSS 22.0 para

Windows.



6.0 Resultados

6.1 Demografia de la poblacion en estudio.
Se incluyeron en el estudio 252 nifios, de los cuales se recolectaron 252 muestras

de sangre, se les determiné un perfil bioquimico en el laboratorio central del Hospital
Juarez de México, y a 95 sueros se les cuantifico vitamina E; en el Grafico 1 se

observa que de los nifios participantes 46% fueron mujeres y 54% hombres.

46%

= Mujeres Hombres

Gréfico 1. Porcentaje de género de los nifios participantes

En la Tabla 5 se presenta la descripcion de los datos demograficos de la poblacién
en estudio; se utilizé el sistema z-score de la OMS el cual es una curva de
distribucion normal que va de -3 a 3, siendo el 0 el centro de la curva; se observa
que a pesar de que las medianas estan dentro de los valores de referencia y al
centro de la curva, existe a su vez un gran porcentaje de nifios que presentan datos

fuera de los valores de referencia.



Tabla 5. Mediana, cuartil 25 y 75 de los datos antropométricos y valores
bioquimicos de la poblacién en estudio, asi como el porcentaje de nifios fuera

de los valores de referencia.

Variable Mediana % de ninos fuera
(cuartil 25- de VR
cuartil 75)
N = 252
Edad (afios) 10.0 (9.0-11.0) | -
Talla (z-score) 0.0 (-1.0-0.5)
Peso (z-score) 0.8 (-0.2-1.6)
IMC (z-score) 1.0 (0.4-2.1)
Glucosa (70-100 mg/dL) 93 (89-96) 10.4 (>100
mg/dL)
Triglicéridos (50-150 88 (67.5-123) | 15.8 (>150mg/dL)
mg/dL)
Colesterol (< 200 mg/dl) 155 (137-169) | 4.3 (>200 mg/dL)
HDL (> 40 mg/dl) 46.3 (39.9-53.3) | 25.1 (<40mg/dL)
LDL (10-100 mg/dL) 92.4 (76.0- 31.7 (>100
104.8) mg/dL)
Creatinina (0.4-1.3 mg/dL) | 0.50 (0.50-0.60) 0
BUN (4-22 mg/dL) 10 (9-12) 0
Proteinas totales (5.7-8.2 8 (7.7-8.2) 0.4 (<5.7 g/dL)
g/dL)
Albumina (3.2-4.8 g/dL) 49 (4.7-5.1) 0.4 (<3.2g/dL)
N =95
Ratio Vitamina E/Lipidos
1.14 (0.85-1.44) | 20.1 (<0.80 mg/qg)
(>0.80 mg/g)




6.2Determinacion de integridad y pureza del DNA usado para la
genotipificacion
La determinacion de integridad del DNA se realizé por electroforesis en geles de

agarosa al 2%, con un tiempo de corrida de 45 minutos y voltaje de 80 Volts en cada
caso; a su vez la determinacion del grado de pureza se complementd con la
cuantificacion del DNA en un equipo Nanodrop a 260 nm, y posteriormente 280 nm
para evaluar la contaminacion por proteinas y/o solventes, se consideré una
muestra libre de contaminantes cuando la relacién 260/280 estaba entre 1.8-2.0.
Los geles de agarosa obtenidos de 64 muestras se muestran en la Figura 5, donde
se observa que el material genético esta integro y libre de impurezas, al verificar
que el patrén de desplazamiento de la muestra es de solo una banda perteneciente

al DNA sin fraccionar.

1234567 8 910111213141516 12345678 910111213141516

(17181920 21222324252627 282930 31 32 17181920 21222324 252627 282930 31 32

Figura 5. Geles de agarosa usados para la determinacién de integridad de 64

de las muestras.



6.3Gréfico de discriminacion alélica obtenido con la PCR-TR para CD36
y APOA4
La obtencién de genotipos se realizé usando el software de Applied Biosystems

(EUA), disenado y provisto por el fabricante, el cual muestra una grafica (Figura 6

y 7) de la discriminacion alélica. En cada corrida de la PCR-TR se determinaron 96

muestras con 3 controles negativos, hasta completar el total de muestras.
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Figura 6. Grafico obtenido de la discriminacién alélica realizada a 93 muestras para
CD36 con la PCR-TR
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muestras para APOA4 con la PCR-TR



6.4Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos
Con respecto a las frecuencias genotipicas encontradas para el rs1527479 en el

gen CD36, se observa en el Grafico 2 que la mayor frecuencia fue para el genotipo
heterocigoto con 51.98%, seguido del genotipo silvestre con 28.17% (TT) y en

menor medida el homocigoto para el alelo de riesgo en un 19.84% (CC).
60.00
CD36 (rs1527479)
50.00
40.00
30.00

20.00

10.00

0.00
Homocigoto: TT Heterocigoto Homocigoto: CC

Grafico 2. Frecuencias para el polimorfismo en CD36

En el caso de las frecuencias genotipicas encontradas para el rs675 en el gen
APOA4, se observa en el Grafico 3 que la mayor frecuencia fue para el genotipo
silvestre con 63.89% (TT), seguido del heterocigoto con 29.37% y en menor medida

el homocigoto para el alelo de riesgo con 6.75% (AA).
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Grafico 3. Frecuencias para el polimorfismo en APOA4

A su vez se determinaron las frecuencias alélicas para cada uno de los

polimorfismos, los resultados se muestran en la tabla 6, para el gen CD36

(rs1527478) se obtuvo una frecuencia de 54.17% para el alelo silvestre (T) y 45.83%

para el alelo de riesgo (C); para el gen APOA4 (rs675) una frecuencia de 78.57%

del alelo silvestre (T) y 21.43% para el alelo de riesgo (A).

Tabla 6. Frecuencias alélicas para los polimorfismos en CD36 y APOA4

Gen:CD36 (rs1527479)

Gen: APOA4(rs675)

Alelo Frecuencia Alelo Frecuencia
alélica (%) alélica (%)
T (Silvestre) 54 .17 T (Silvestre) 78.57
C (Riesgo) 45.83 A (Riesgo) 21.43

Para el rs1527479 existen reportados en el Hap-Map para poblacion mexicana

(estudio realizado en mexicanos residentes de Los Angeles California, EUA) una

frecuencia de 42% para el alelo T y 58% para el alelo C; para el rs657 no existen

frecuencia reportadas en mexicanos, solo existen para el caso de poblacion maya

en las cuales se encontrd 86.7% para T y 13.3% para A.



Los polimorfismos estudiados se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg (Chi

< 3.84) (Tabla 7).

Tabla 7.Determinacion del equilibrio de Hardy-Weinberg por medio de la
prueba Chi cuadrada.

CD36 (rs1527479)

Genotipo N Frecuencias alélicas
1T 71 p=0.54
TC 131 g= 0.46
CcC 50 Chi= 0.56*
Total 252
APOA4 (rs675)
Genotipo N Frecuencias alélicas
1T 162 p=0.21
TA 74 g=0.79
AA 16 Chi= 3.39*
Total 252
*Chi < 3.84

6.5Correlacion entre los polimorfismos y las concentraciones séricas
de vitamina E y el perfil de lipidos.
En la Tabla 6 se presentan los resultados del analisis estadistico para evaluar si

existe relacion entre el polimorfismo rs1527479 del gen CD36 con respecto a las
concentraciones de vitamina E, HDL, triglicéridos y colesterol, observandose que
hay una diferencia significativa entre los portadores de la variante con respecto a
los que no la portan (p<0.050) en las concentraciones de HDL con los modelos de
herencia dominante (p=0.003) y aditivo (p=0.006); los estadisticos descriptivos
muestran que los portadores de la variante de riesgo presentan una menor

concentracion de colesterol HDL.



Tabla 6. Relacion de las concentraciones séricas de Vitamina E, HDL,
triglicéridos y colesterol con el rs1527479 (CD36), de acuerdo a los modelos
de herencia.

CD36 (rs1527479)
. Triglicéridos Colesterol
Vit E/L (mglg) HDL (mg/dL)
Modelo de | Genotipo | N=95 N= 252 (mg/dL) (mg/dL)
Media P Media P Media P Media P
110+ 50.37 + 98.62 + 158.21
l 29 | 036 4 10.27 35.65 +24.70
Dominante 0.23 0.003* 0.87 0.29
123+ 4462 + 100.11 + 151.74
Tcice 66 | 059 181 10.34 50.96 +24.15
1212 47.00 % 99.31 + 154.22
TrTC 7 | 056 202 10.97 4517 +25.61
Recesivo 0.78 0.06 0.27 0.97
1112 4360 + 101.11 % 151.56
cc 8 | 040 50 8.67 53.85 +18.58
110+ 50.37 + 98.62 + 158.21
l 29 | 036 4 10.28 35.65 +24.70
N 128+ 44.97 + .| 9973+ 151.81
Aditivo TC ag | 128% | 048 | 131 ST oooer | 9o | oas | 15181 | 06
1112 4369 + 101.11 + 151.56
cc 8 | 040 50 8.67 53.85 +18.58

*Diferencia significativa p<0.050



Enla

Tabla 7 se muestran los resultados del analisis estadistico para evaluar la relacion
de las concentraciones séricas de Vitamina E solo en los individuos deficientes a
ésta, esto debido a que el 21.0% de la poblacién analizada present6 deficiencia de
la vitamina, por lo que se traté de encontrar si la disminucion sérica se debe a la
influencia del factor genético o a un factor externo tal como una ingesta disminuida;
se observa que no se encontré diferencia significativa con ninguno de los modelos

de herencia.

Tabla 7. Relacion de las concentraciones séricas de Vitamina E en los
individuos donde se encontro deficiencia, con el rs1527479 (CD36).

CD36 (rs1527479)
Modelo de herencia | Genotipo | N=20 | Vit. E/L (mg/g)

Media p

Dominante TT 4 0.59+0.12 | 0.56
TC/CC 16 0.63+0.11

Recesivo TT/TC 16 0.64+012 | 0.37
CcC 4 0.59 £ 0.09

Aditivo TT 4 0.59+0.12 | 0.47
TC 12 0.65+0.12
CcC 4 0.58 + 0.09

*Diferencia significativa p<0.05



En la

Tabla 8 se presentan los resultados del analisis estadistico para evaluar la relacién
entre el polimorfismo rs675 del gen APOA4 con respecto a las concentraciones de
HDL, LDL, VLDL, triglicéridos y colesterol; de acuerdo a los modelos de herencia

evaluados no se encontro diferencia significativa en ninguno de los parametros

Tabla 8. Relacion de las concentraciones seéricas de HDL, triglicéridos y
colesterol total con el rs675 (APOA4), de acuerdo a los modelos de herencia.

APOAA4 (rs675)
Triglicéridos Colesterol VLDL
Modelode | o oo | | HOL(mgldL) | LDL(mgldl) | (mgar) (mgldL) (mg/dL)
herencia Media p Media p Media p Media p Media p
- w1 | 90.64 103.82 152.22 20.75
1046 s +46.82 +24.97 £9.35
Dominante w60 | %92 Fozgp | 015 0.79 0.16 0.85
Tana | oo | B 93 96.37 + 156.03 19.32
1000 o7 42,51 + 24.57 +8.48
A | 233 46.95 o114 101.67 152.91 20.34
1050 orsn +45.99 +2511 £9.17
Recesivo 0.30 0.12 0.82 0.10 0.33
AA o | 58 9828 94.53 + 162.05 18.95
074 so80 37.24 +19.99 +7.49
- o1 | 90.64 103.82 152.22 20.75
046 orsa +46.82 +24.97 £9.35
92.27
N 47.99 96.86 + 154.44 19.42
Aditivo TA 72 | 2o loso |+ |ot9 | REE Togs | 15 o8| 1992 | og7
22.35
an |19 | 528 98.28 94.53 + 162.05 18.95
075 070 37.24 +19.99 +£9.05

* Significancia estadistica p<0.05



En la Tabla 9 se presentan los resultados del analisis estadistico para evaluar la

relacion entre el polimorfismo rs675 con respecto a la relacidn sérica de HDL/LDL y

vitamina E; siendo el valor de referencia para este cociente entre 0.4-0.6; no se

encontré diferencia significativa con ninguno de los modelos de herencia.

Tabla 9. Relacion del cociente HDL/LDL y vitamina E con el rs675 (APOA4), de

acuerdo a los modelos de herencia.

APOA4 (rs675)

Modelo de . _ HDL/LDL Vit. E/L (mg/g)
herencia Genotipo | N =252 Media p [N=95 Media p
T 161 0.54 + 53 1.20 £
. 0.19 0.57
Dominante 0.77 0.77
TC/CC 91 0.55 + 49 1.19 +
0.20 0.49
TTTC | 233 | 95o°¢ 88 1194
. 0.19 0.54
Recesivo 0.85 0.90
cc 19 0.54 + v 1.22 +
0.20 0.44
0.54 + 1.20 +
i 161 0.19 53 0.57
ves 0.56 + 1.18 +
Aditivo TC 72 0.21 0.91 35 0.51 0.93
0.54 +
CcC 19 0.20 7 1.22 0.44

* Significancia estadistica p<0.05




7.0 Discusioén

La malnutricion en la poblacion sobre todo en la infantil genera importantes pérdidas
economicas al sector salud, y disminuye la calidad de vida de las personas que la
padecen. En la busqueda por determinar la relacion de dos variantes genéticas con
parametros bioquimicos y nutricionales previamente relacionados en otras
poblaciones, se planteo el presente proyecto con la finalidad de que en un futuro se

puedan mejorar las condiciones nutrimentales en poblacién infantil mexicana.

En este trabajo se busco la relacion de dos SNP (rs1527479 y rs675) con las
concentraciones séricas de vitamina E, HDL, LDL, VLDL, triglicéridos y colesterol

total en una poblacion infantil mestiza mexicana.

Se determinaron los parametros bioquimicos en el laboratorio central del Hospital
Juarez de México para las 252 muestras, con lo que se obtuvo la demografia de la
poblacién en estudio (Tabla 5), observandose que a pesar de su edad se
encontraron nifios con parametros alterados (respecto a los valores de referencia),
lo que nos habla de un desequilibrio nutricional en su entorno; a su vez en el Grafico
1 se presenta el porcentaje de nifios de acuerdo al género, observando un equilibrio

respecto a esta variable.

Las frecuencias genotipicas encontradas en el caso del rs1527479, fueron de 0.28
para el homocigoto silvestre, 0.52 para el heterocigoto y 0.20 para el homocigoto
con el alelo de riesgo; estas frecuencias resultaron parecidas a lo reportado en el
HAPMAP para poblacién mexicana residente de Los Angeles, California, que son
de 0.20, 0.44 y 0.36, respectivamente; esto al comparar con otras poblaciones

como la Africana, cuyas frecuencias son 0.70, 0.27 y 0.03, respectivamente.

Para el caso de las frecuencias genotipicas encontradas para la variante rs675, se
encontré para el homocigoto silvestre 0.64, el heterocigoto 0.29 y para el
homocigoto del alelo de riesgo 0.07; al comparar con otras poblaciones, se
encuentran frecuencias parecidas a las reportadas para la poblacion del norte de

Europa, las cuales son de 0.70, 0.23 y 0.03, respectivamente.



De acuerdo a las frecuencias alélicas reportadas en el HAPMAP, en el caso del
polimorfismo en CD36 (rs1527479), existe para poblacion mestiza mexicana
residente en Los Angeles, California, una frecuencia de 42% para el alelo Ty 58%
para el alelo C, para poblacién caucasica 46% y 54%, para la africana-americana
73% y 27%, y para orientales 74% y 26% de los alelos T y C respectivamente en
cada poblacion; al determinar la frecuencia de este polimorfismo en los nifios
mestizos mexicanos se encontr6 una frecuencia de 54% para Ty 46% para C (Tabla
) muy parecido a lo reportado previamente para las poblaciones mexicana y

caucasica.

Para la variante rs675 se reporta en el NCBI una frecuencia del 100% para el alelo
Ty 0% para el alelo A en poblacién japonesa, de 80% y 20% para poblacion europea
y de 92% y 8% para poblacion africana de T y A respectivamente. En este estudio
se encontré una frecuencia de 79% para T y 21% para A en la poblacién de nifios

mestizos mexicanos (Tabla 6).

Los polimorfismos estudiados se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg, lo

que nos indica la heterogeneidad genética de la poblacién (Tabla 7).

El gen CD36 codifica para un transportador de acidos grasos de cadena larga,
relacionado con la absorcién y transporte de vitamina E, estudios realizados por
Borel y cols. (2011), indican que los portadores del alelo de riesgo presentan
deficiencia de esta vitamina, asi mismo, encontraron un aumento significativo en la
concentracion de triglicéridos (p=0.006), estos estudios fueron realizados en
poblacién europea. Por otro lado Kawase y cols. (2012), reportaron que el fenotipo
encontrado en pacientes con una deficiencia en el transportador CD36, presentaban
concentraciones altas de triglicéridos y bajas de HDL. En este estudio se evalud en
nifos mexicanos la influencia del alelo de riesgo del rs1527479 con las
concentraciones de vitamina E, HDL, triglicéridos y colesterol, encontrando una
disminucion significativa del HDL (dominante p=0.003 y aditivo p=0.006) en los
portadores coincidiendo con lo reportado por Kawase y cols. (2012). No se encontrd
diferencia significativa para las concentraciones de vitamina E con ninguno de los

modelos de herencia evaluados. Sin embargo, es importante destacar que este



analisis se realiz6 solo con 95 determinaciones de vitamina E, por lo que seria
importante aumentar el tamafio de muestra en este caso; es de gran relevancia
puntualizar que se encontré una deficiencia de esta vitamina en el 21% de los nifios
de esta poblacion, considerando que una deficiencia de vitamina E es rara en
humanos, debido a que se presenta casi exclusivamente de manera hereditaria, o
la presencia de raros desordenes en su metabolismo; se podria pensar entonces
que la deficiencia de vitamina E se puede deber a una disminucion en la ingesta de
este micronutriente y no a la presencia del polimorfismo, por lo que en un siguiente

estudio podria evaluarse la ingesta de vitamina E en esta poblacion.

En otros estudios aun no publicados realizados en nuestro grupo de trabajo,
relacionados con esta poblacion, se encontré una alta prevalencia de sindrome
metabalico, por lo que son de gran importancia los hallazgos relacionados con este
gen, ya que los resultados de este estudio relacionan este polimorfismo con bajas
concentraciones de HDL, un elemento del sindrome metabdlico, CD36 al ser un
transportador de acidos grasos de cadena larga (colesterol, vitamina E, provitamina
A, entre otros), involucrado en diferentes procesos biolégicos como angiogénesis,
inflamacién, metabolismo de lipidos, activacion de plaquetas, asi como union a
lipoproteinas nativas, da como resultado de sus multiples ligandos y funciones, que
este polimorfismo en CD36 pueda impactar en una variedad de condiciones ligadas
al sindrome metabadlico, incluida la diabetes, resistencia a la insulina, inflamacion y

aterosclerosis.

LA APOA4 es sintetizada principalmente en el intestino como componente de los
quilomicrones y del HDL en respuesta a los lipidos provenientes de la dieta, ademas
de ser un activador de la LCAT y de participar, en la hidrélisis de los triglicéridos
contenidos en los quilomicrones. Asi la APOA4 regula la depuracion de las
lipoproteinas ricas en triglicéridos de origen intestinal y esta relacionada con una
disminucién de HDL y elevacion del colesterol total (Kiyomi, 2011). Estudios
realizados por Kamboh y cols.(1997), reportaron que los portadores homocigotos
del alelo de riesgo presentan un aumento significativo en el nivel de colesterol total

(p=0.04) y de LDL (p=0.03), sin embargo, es necesario mencionar que existe
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controversia en los resultados encontrados por diversos investigadores en cuanto
al fenotipo encontrado en los portadores de este polimorfismo. Por otra parte Kiyomi
y cols.(2011), reportaron igualmente un aumento en la concentracién de triglicéridos
y una reduccion del cociente de lipoproteinas de alta/baja densidad (HDL/LDL), el
cual se relaciona con una alta susceptibilidad de aterosclerosis y riesgo
cardiovascular, esto en poblaciéon sudamericana. En el presente estudio motivo de
la tesis, las concentraciones en el perfil de lipidos y vitamina E no fueron afectadas
por la presencia del polimorfismo rs675, asi como tampoco el cociente HDL/LDL,
pero si se encontré que el 25.1% de la poblacién tiene una disminucion en la
concentracion de HDL y 31.7% presentd un aumento del LDL, esto debido tal vez

a factores dietéticos o a otros SNP aun no identificados.

Elrs675 (Thr347Ser) en APOA4 al relacionarse principalmente con concentraciones
elevadas de triglicéridos en plasma y una reduccién del cociente de lipoproteinas
de alta/baja densidad (HDL/LDL), tiene una implicacién clinica importante con un
incremento del riesgo cardiovascular relacionado con la aterosclerosis ( (Kiyomi,
2011); ademas, en un estudio realizado por Ostos y cols. (2014) , encontraron que
los individuos portadores del polimorfismo Thr347Ser, poseen una menor respuesta
lipémica postprandial de las lipoproteinas ricas en triglicéridos de origen intestinal
posterior a la ingesta de alimentos, repercutiendo en la absorcién de las grasas,
dando como resultado un aumento de colesterol total y LDL. Sin embargo, los
individuos portadores del alelo de riesgo tienen una mayor susceptibilidad a
modificaciones en el perfil de lipidos en respuesta al tipo de dieta, esto es relevante
ya que esta informacién se puede usar para disenar medidas de intervencién
especificas en los portadores de la mutacion para prevenir o disminuir los efectos

negativos de las dislipidemias.

En este trabajo no se encontrd relacion de la variante rs675, con ninguno de los
parametros bioquimicos evaluados, esto podria deberse a la baja frecuencia del

alelo de riesgo en comparacion con el silvestre.



Todas las determinaciones realizadas con un modelo lineal univariante, acerca de
la relacidon de los polimorfismos genéticos respecto a los parametros bioquimicos

evaluados, fueron corregidos de acuerdo a la edad, IMC y género.

La determinacion de las frecuencias de los polimorfismos que modifican la absorcién
de nutrientes o el metabolismo de moléculas clave como lo son los lipidos, seran de
gran importancia dada la frecuencia en la poblacién; podrian sentar las bases para
disefiar estudios de intervencidén que tengan como objetivo desarrollar dietas y/o
suplementos que proporcionen a la poblacion los nutrimentos que puedan ser
aprovechados al maximo de acuerdo a los genotipos presentes, y que a partir del
conocimiento de la frecuencia de estos polimorfismos en la poblacion infantil
mexicana, como la ofrecida en este estudio, se puedan establecer medidas

nutricionales para evitar los efectos patoldgicos resultantes.



8.0 Conclusiones
Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas en una poblacion de nifios
mestizo mexicanos, para el rs1527479 en CD36 y el rs675 en APOA4. No hubo

desviacion al equilibrio de Hardy-Winberg en ninguno de los casos.

El desarrollo del presente trabajo permitio relacionar el rs1527479 con una
reduccion significativa de la concentracion de HDL (p<0.050) en los modelos de

herencia aditivo y dominante.

Para el alelo de riesgo del rs675 del gen APOA4 no se encontro relacion con las

concentraciones de HDL, LDL, VLDL, colesterol, triglicéridos y el cociente HDL/LDL.

La disminucion de la concentracion de vitamina E no fue relacionada con ninguno
de los dos polimorfismos en estudio, a pesar de encontrarse que el 21% de la
poblacién presentara deficiencia de la vitamina, por lo que se puede deber a

factores ambientales como una ingesta disminuida.

Dada la frecuencia encontrada de los alelos de riesgo en esta poblacion, y que se
conoce que éstos tienen una relacion con la absorciéon o metabolismo de vitamina

E y el perfil de lipidos, es necesario tomarlos en cuenta para estudios prospectivos.
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El {la} que suscribe de al"bus,
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Cuyo propdsito es conocer el estado de salud v nmutricion de los escolares del mumicipio de
chimalhu=acan, para lo cual se tomara la presidn arterial, talla, peso, circunferencia de cimtura v
cadera, asi coma una muestra de sangre (5 mL) para evaluar sus concentraciones de colesteral,
colesterol-HOL, triglicéridos, glucosa, insuling y hemoglobina. También respondere un cuestionario
por escrito sobre los habitos alimenticios de mi hijo.

Tenpo oonocimiento que este estudio se lleva a cabo por parte de una calaboracion entre la
Facultad de Quimica de la UNAM, el Hospital Judarez de Meéxico y los servicios de Salud del
Municipio de Chimalhuacan, Estado de Mexico.

Sa me ha informado de la importancia del estudio, asi como de los objetivos del mismo y de la
forma en gue se tomara k3 muestra de sanpre. Dandome la cportunidad para hacer preguntas
libremente y estando satisfecha [a) de (2 informacidn y respuestas.

Firrma de los padres del participante

Direccion:

Firma del investigador:

Testigo 1:

Testigo Z:




]
i

e
]

X I

.'.. Lﬁ"

SALUD

L% -

Ryl

UMIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

¥ EL HOSPITAL JUAREZ DE MEXICD

La Universidad Nacional Autonoma de Meéxico en colaboracion con el Hospital Judrez de
Meéxioo esta realizando un estudio de sindrome metabilico que induye la evaluadon de factores
de riesgo como el estado nutricional, obesidad y herendia en nifos de primaria del Estado de

Mexico.

DATOS GENERALES DEL ALUMMNO

MNombre

Lugar de

nacimienmto

Fecha de
nadmiento

Peso al macer

| Grado escolar

ANTECECENTES FAMILIARES

Padece o padeco de:
{marcar i con ¥ NO con X

Familiar

Lugar de

nacimiamto®

DIABETES

DBESIDAD

DISLIPIDENVILA®

HTA*

Padre

hadre

Abuelo
matemao

Abuela
matema

Abuelo
patemo

Abuela
matema

*Especificar el municipio o dudad y estado de nadmiento. Dislipidemia = niveles elevados de

olestarol o triglicéridas, bajos nivelss de oolesteral-HDL HTA = hipertensicn arterial

1.- i Tienes harmanos en tu escuela?

5 / NO

5i: nombre del hermane [a)

2 - i Ti o tus padres hablan otra lengua que no sea el espanol? Cual?




SOMATOMETRIA

Peso (Kg)

Talla {cm}

Circunferencia abdominal
{cm]

Presiom arterial 1
mmHg

Presiom arterial 2
mmHg

FRECUENCLA DE ALIMENTOS

Instrucciones: marque oon una X el espacdo donde indigque la frecuencia con que come ada

alimento de la lista.

ALIMENTO MEMNOS DE UNAVEZ A
L& SERAMA,

DS A CLUATRO WECES
A LA SEMANA

DIARIO [c=ntidad)

Arceite

Aderezos [comio
mayoneasa)

Cacahuates

Cafe

Cuilces, choozlates

Came roja

Frutas

Galletas

Guisados

Jugos de fiuta

Helado

Huevo

Leche o yogur

Leguminosas

Manteca

hdargarina

Pam dulce

Pam blamco o cereal

Papa, pasta o amoz

Pescado, atun, sardina

Pave o pollo

Oueco

Refresco

Tacos o tortas

Tamales
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