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RESUMEN

Introduccion: el cancer gastrico es una de las neoplasias de mayor interés en el mundo por
su incidencia y mortalidad asociada. Se consideran tres factores relacionados con la ocurrencia
del carcinoma gastrico: infeccidn por Helicobacter pylori, susceptibilidad genética del huésped
y factores ambientales.

Objetivo: evaluar los polimorfismos C677T, A592C y T819C vy factores de riesgo en pacientes
con cancer gastrico del municipio San José de Cucuta.

Métodos: aplicacion de encuestas para detectar factores de riesgo, determinacién de infecciéon
por Helicobacter pylori, genotipificacion de polimorfismos mediante PCR-RFLP y analisis
estadistico.

Resultados: el andlisis de factores de riesgo en los pacientes del grupo de casos mostrd un
consumo de tabaco, alcohol, y sal en el 68,8%, e infeccion por Helicobacter pylori de 75%; se

determind que el 68,8% tenian antecedentes familiares de cancer y el 75% enfermedades
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gastricas preexistentes. El grupo control presentd un consumo de alcohol y tabaco inferior al
de los pacientes del grupo de casos, alto consumo de verduras (64%) y valor similar de
infeccién por Helicobacter pylori (80%). El analisis del polimorfismo C677T mostré mayor
frecuencia en los pacientes del grupo de casos y grupo control para el alelo salvaje; los
polimorfismos A592C y T819C presentaron mayor frecuencia del alelo mutado en los pacientes
del grupo de casos y grupo control. El polimorfismo C677T no evidencié asociacidon significativa
con la probabilidad de cancer gastrico. Los polimorfismos A592C y T819C no registraron
diferencias significativas entre los pacientes del grupo de casos y grupo control.

Conclusidén: aunque no se observaron diferencias significativas en las variantes genéticas, al
evaluar los factores ambientales se detectaron distintos patrones entre los pacientes del grupo
de casos y grupo control, lo cual probablemente explicaria la ausencia de la enfermedad en

individuos sanos.

Palabras clave: cancer gastrico, IL-10, MTHFR, polimorfismo de nucledtido simple, PCR-RFLP.

ABSTRACT

Introduction: gastric cancer is one of more concern neoplasms around the world due to its
incidence and associated mortality. Helicobacter pylori infection, host genetic susceptibility and
environmental factors are considered the causes of gastric carcinoma occurrence.

Objective: to evaluate the C677T, A592C and T819C polymorphisms and risk factors in
patients with gastric cancer in the municipality of San José de Cucuta.

Methods: application of surveys for determining risk factors, detection of serologic response
to H. pylori infection, genotyping of polymorphisms using PCR-RFLP and statistical analysis.
Results: the analysis of risk factors in the cases showed consumption of tobacco, alcohol, and
salt in 68.8% and H. pylori infection in 75% of cases; 68.8% had a family history of cancer
and 75% had preexisting gastric disease. The control population had lower consumption of
alcohol and tobacco comparing to the cases group, high consumption of vegetables (64%) and
similar value of H. pylori infection (80%). Analysis of the C677T polymorphism revealed
predominance of the wild-type allele in both cases and controls with no evidence of association
with the developing of gastric cancer; the polymorphisms A592C and T819C presented higher
frequency of the mutated allele in both groups, with no significant differences between cases
and controls.

Conclusions: although no significant differences were observed in the genetic variants,
different patterns were detected between cases and controls regarding the evaluation of
environmental factors, which would probably explain the absence of the disease in healthy

individuals.

Keywords: gastric cancer, interleukin-10, MTHFR, single nucleotide polymorphism, PCR, RFLP.
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INTRODUCCION

El cancer gastrico (CG) constituye la tercera causa de muerte por cancer en ambos sexos a
nivel mundial. Colombia junto a Japdn, Costa Rica, Singapur, Corea y Chile son considerados
los paises con las tasas mas altas; en Colombia en el 2014 presentd una tasa de mortalidad de
10,28 por cada 100 000 habitantes!. Segun el Instituto Nacional de Cancerologia, en Colombia
se exhibe entre el 2007 al 2011, 5 955 pacientes del grupo de casos de CG, con 2 938 muertes
registradas, se presenta una alta mortalidad en los departamentos de Narifio, Boyaca,
Cundinamarca, Tolima, Bogota y Santander; y mortalidad alta-moderada en los departamentos
de Antioquia, Valle y Norte de Santander?. Yepes y colaboradores en el 2015, reportan un
promedio de 15 pacientes por semestre entre el 2007 y 2011 en el Municipio de San José de

Clicuta, Norte de Santander, Colombia3.

El CG es una enfermedad multifactorial, que resulta de la combinacién de factores
ambientales, alteraciones genéticas y de la infeccidon por Helicobacter pylori?. Se observa una
asociacién entre el consumo general de sal y un aumento de riesgo, debido al dafio directo
sobre la mucosa gastrica y la formacién de compuestos cancerigenos*. Por otra parte, se
encuentra que un alto consumo de frutas y hortalizas representan un efecto protector frente el

riesgo de padecer CG>.

Variantes alélicas especificas de diferentes genes se asocian con un mayor riesgo para
desarrollar CG®. Dentro de los polimorfismos de nucledtido simple (SNPs) relacionados con la
carcinogénesis gastrica se encuentra el SNP C677T del gen MTHFR que codifica para la enzima
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), el cual se vincula con una mayor susceptibilidad a
CG, debido a que la mutacidon disminuye la actividad de la enzima MTHFR, llevando a una
hipometilacion del ADN y a la expresidn de oncogenes’. También se relaciona con el riesgo de
CG, los SNPs A592C y T819C de la region promotora del gen de la interleucina 10 (IL8)8,
debido a su implicacién en las respuestas de estrés celular, inflamacién y persistencia de la

respuesta inmunologica®.

El caracter multifactorial del CG lleva a considerar las posibles interacciones entre los factores
ambientales, bacterianos y del huésped, con el fin de determinar sinergismo o antagonismo
entre ellos. La presencia de estas interacciones estd comprobada, las cuales estan
condicionadas por la presencia de SNPs en genes participantes en procesos relevantes para la
carcinogénesis gastrica, ejemplo, la respuesta inflamatoria, la proteccion contra el dafio
oxidativo y reparacién del ADN3. De igual manera, la dieta puede considerarse un factor de
riesgo (o protector) en pacientes infectados con determinadas cepas de H. pylori, denominadas

de alto riesgo por sus factores de virulencia'®.
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El propdsito de esta investigacion fue determinar la presencia de los SNPs C677T del gen
MTHFR y A592C y T819C del gen IL-10 y factores ambientales para establecer su posible
influencia en la susceptibilidad de padecer de CG en una poblacién diagnosticada del municipio

de San José de Cucuta, Colombia.

METODOS

Esta investigacion comprendié un disefio de estudio observacional y analitico del tipo pacientes
de grupo de casos y grupo control, donde la muestra fue seleccionada en funcién de la
presencia o ausencia de CG. Posteriormente en cada grupo se determinaron los SNPs en los
genes IL-10 y MTHFR vy factores de riesgo de la enfermedad a los que estuvieron expuestos los

pacientes.

El estudio se realiz6 durante seis meses en 16 pacientes del grupo de casos (nivel de confianza
del 95% y margen de error de 5%, de acuerdo con lo reportado por Yepes y colaboradores en
el 20153) con diagndstico confirmado de CG mediante endoscopia y estudio de patologia y 25
pacientes del grupo control con endoscopia y estudio de patologia negativo, del municipio de
San José de Cucuta. A las personas participantes se les tomd muestra de sangre y se les

solicito diligenciar el consentimiento informado y una encuesta.

La encuesta fue elaborada segun el modelo expuesto por WHO (2005) ! se determinaron las
caracteristicas demograficas (edad, sexo), habitos y estilo de vida (consumo de tabaco,
alcohol, frutas y verduras, sal, alimentos ahumados, productos embutidos y enlatados) y
antecedentes médicos personales y familiares (enfermedades del estdbmago y cancer familiar)
de los participantes. La encuesta fue validada por un experto en metodologia y un experto en

el area cientifica.

Se empled la prueba inmunoenzimatica indirecta para la deteccion de anticuerpos IgG frente a
Helicobacter pylori a partir de muestras de suero sanguineo usando el kit HELICOBACTER
PYLORI ELISA 1gG de la casa comercial Vircell Microbiologists. EI ADN genémico humano se aisld

con el empleo del kit comercial UltraClean® Blood DNA de la casa comercial MoBio, de acuerdo

con el protocolo descrito por el fabricante.
Genotipificaciéon por PCR-RFLP
El SNP C677T del gen MTHFR y los SNPs A592C y T819C de la region promotora de la IL-10

fueron identificados mediante reaccidon en cadena de la polimerasa y polimorfismos de longitud

de fragmentos de restriccion (PCR-RFLP). La PCR se realizdé en un volumen final de 50 yl que
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contenia: 1 X buffer de reaccion para la enzima Taq, 1uM de cada iniciador, 1U de Tag ADN

polimerasa y 2 pl de ADN.

Para el SNP C677T se emplearon los iniciadores C677TF CGAAGCAGGGAGCTTTGAGGCTG vy
C677R AGGACGGTGCGGTGAGAGTG, con un programa de amplificacién con desnaturalizacién
inicial de 94 °C por 5 min, seguida de 35 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 67 °Cy 30 seg a
72 °C, y una extensidn final a 72°C por 10 min. El producto esperado se digiere con la enzima
Hinf I'?. Para los SNPs A592C y T819C se emplearon los cebadores A592C-F
GTGAGCACTACCTGACTAGC, A592C-R CCTAGGTCACAGTGACGTGG, T819C-F
TCATTCTATGTGCTGGAGATGG y T819C-R TGGGGGAAGTGGGTAAGAGT, con un programa de
amplificacidon con desnaturalizacion inicial de 95 °C por 5 min, seguida de 35 ciclos de 40 seg a
95 °C, 1 min a 58 °C y 40 seg a 72 °C, y una extensién final a 72°C por 10 min. Los productos
esperados se digieren con la enzima Rsa I para el SNP A592C y la enzima Mae III para el SNP
T819C!3. Los productos amplificados y digeridos fueron visualizados en geles de agarosa al

2%, tefiidos con GelRed™ de la casa comercial Biotium.

Para el andlisis estadistico, establecer la asociacion potencial entre los SNPs y el estatus
clinico, se utilizé el programa estadistico SPSS version 19; se calcularon las frecuencias alélicas
y genotipicas para la muestra en estudio; se determinaron la razén de productos cruzados (RP)
y sus intervalos de confianza de 95% de los factores de riesgo en regresion logistica binaria
simple.

La presente investigacion fue aprobada por el Comité de Etica de Investigacién del Hospital
Universitario Erasmo Meoz del municipio de San José de Cucuta, Norte de Santander,

Colombia.

RESULTADOS

La edad promedio observada en los pacientes grupo de casos fue de 61,8 (12,9) afos y en el
grupo control de 63,5 (11,3) afos, con un promedio similar en ambos grupos. El 68,8% de los
pacientes del grupo de casos correspondié a hombres y el 31,2% a mujeres. El consumo de
cigarrillo fue mayor en los pacientes del grupo de casos, con el 68,8%, mientras que en el
grupo control fue de 20%. El consumo de alcohol fue de 68,8% en pacientes del grupo de
casos y 36% en el grupo control. El alto consumo de sal estd presente en el 68,8% de los
pacientes del grupo de casos y en el 52% del grupo control. En la mayoria de pacientes del
grupo de casos y grupo control predomina el alto consumo de verduras (50% y 64%,

respectivamente).

El 68,8% de pacientes del grupo de casos y el 24% del grupo control tienen antecedentes

familiares de cancer, de los cuales el 54,4% de pacientes del grupo de casos corresponden a
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CG, mientras que el 16,7% en el grupo control. El 75% de pacientes del grupo de casos y el
12% del grupo control presentan enfermedades en el estdbmago, fue la gastritis la mas
frecuente en ambos grupos (75% y 66,7% en los pacientes del grupo de casos y control,
respectivamente). La mayoria de los pacientes del grupo de casos y grupo control presento

resultado positivo para infeccion por H. pylori, 75% y 80%, comparativamente.

Se realizaron las PCR correspondientes para los SNPs MTHFR C677T, IL-10 A592C e IL-10
T819C, posteriormente partiendo de los productos amplificados, se realizé la digestion

enzimatica para cada SNP (fig. 1).

1 2 3 4 5 6 7 89 1 2 34 5 678 9 10wn 2123456789101 1210

Fig. 1. Determinacién de los SNPs MTHFR C677T (a), IL-10 A592C (b) e IL-10 T819C (c)
mediante RFLP

a. MTHFR C677T. Lineas 1 a 4: pacientes del grupo de casos; linea 5: marcador de peso
molecular HyperLadder™ 100 bp; lineas 6 y 7: grupo control; linea 8: control positivo genotipo

homocigoto salvaje (CC); linea 9: control positivo genotipo heterocigoto (CT).

Las lineas 1, 2, 4, 6 y 7 evidencian al genotipo heterocigoto (CT) y la linea 3 al genotipo
homocigoto salvaje (CC). Producto sin digerir: 233 pb; producto digerido con Hinf 1: 176 y 57
pb. b. IL-10 A592C: Lineas 1 a 4: pacientes grupo casos; linea 5: Marcador de peso molecular
HyperLadder™ 100 bp; lineas 6 a 10: grupo control, linea 11: control positivo genotipo

homocigoto mutado (CC); linea 12: control positivo genotipo heterocigoto (AC).

Las lineas 1, 2, 8, 9 y 10 corresponden al genotipo homocigoto mutado (CC), y las lineas 3, 4,
6 y 7 al genotipo heterocigoto (AC). Producto sin digerir: 412 pb; producto digerido con Rsa I:
175 y 237 pb. c. IL-10 T819C: Lineas 1 a 5: pacientes del grupo de casos; linea 6: fago
lambda digerido con Hind III; linea 7: Marcador de peso molecular HyperLadder™ 100bp; linea
8: fago lambda digerido con Hind III y Mae III; linea 9: control positivo genotipo homocigoto

mutado (CC); linea 10: control positivo genotipo homocigoto salvaje (TT); linea 11: control
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positivo genotipo heterocigoto (TC); lineas 12 y 13: pacientes del grupo de casos. Las lineas 1,
3, 4, 5 y 13 evidencian al genotipo homocigoto mutado (CC) vy las lineas 2 y 12 al genotipo
heterocigoto (TC); Lineas 6 y 8 corresponden al fago lambda utilizado como control de la

digestién. Producto sin digerir: 209 pb; producto digerido con Mae III: 125y 84 pb.

En la determinacién del SNP C677T, el genotipo heterocigoto (CT) se presenté en el 69% de
los pacientes del grupo de casos y en el 76% del grupo control; el genotipo homocigoto

mutado (TT) se evidencid en dos de los individuos sanos.

Se estimaron las frecuencias alélicas y genotipicas para la muestra en estudio, observandose
una elevada frecuencia en pacientes del grupo de casos y grupo control para el alelo salvaje
(tabla I). En el SNP A592C, el 64% de los pacientes del grupo de casos presentaron el
genotipo homocigoto mutado (CC), a diferencia del grupo control en donde se observé que el
genotipo mas comun fue el heterocigoto (CT) 54% de los individuos. En ninguno de los dos
grupos se presento el genotipo salvaje (TT) y se observo elevada frecuencia del alelo mutado

en pacientes del grupo de casos y grupo control

Tabla I. Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs C677T, A592C y T819C

Frecuencias i
SNP Muestra L Frecuencias genotipicas X2
alélicas
C T CC CT TT 7,01
Grupo control
0,54 0,46 0,2916 | 0,4968 | 0,2116 p>0,001
C677T
Pacientes del grupo de 4,38 p
0,66 0,34 0,4303 | 0,4513 | 0,1183
casos >0,01
A C AA AC CC 2,14
Grupo control
0,27 0,73 0,0729 | 0,3942 | 0,5329 p>0,10
A592C
Pacientes del grupo de 0,82
0,18 0,82 0,0324 | 0,2952 | 0,6724
casos p>0,30
T C TT TC CcC 0,009
Grupo control
0,34 0,66 0,1156 | 0,4488 | 0,4356 p>0,90
T819C
Pacientes del grupo de 0,008
0,27 0,73 0,0729 | 0,3942 | 0,5329
casos p>0,90

Fuente: datos de la investigacion

Para el SNP T819C, el genotipo homocigoto mutado (CC) se present6 en el 53% de pacientes
del grupo de casos; mientras que en el grupo control, tanto el genotipo homocigoto mutado
(CC) y heterocigoto (TC), se presentaron en el 44%. Por otra parte, el genotipo salvaje fue

mas frecuente en el grupo control (12%) que en los pacientes del grupo de casos (7%) y se

493



Correo Cientifico Médico de Holguin
Polimorfismos en los genes MTHFR e IL-10 y factores de riesgo en pacientes con cancer gastrico del...

evidencié una mayor frecuencia del alelo mutado en pacientes del grupo de casos y grupo

control (tabla I).

En la muestra estudiada no se evidencié asociacién significativa entre el SNP C677T vy la
probabilidad de padecer CG (p=0,70; RP= 0,60; intervalo de confianza, IC 95%: 0,04-8,17).
Los resultados para los SNPs A592C y T819C no se incluyeron en el analisis porque su
comportamiento fue similar entre grupos, sin diferencias significativas entre los pacientes del

grupo de casos y el grupo control.

DISCUSION

En este estudio no se observaron diferencias significativas en el analisis de las variantes
genéticas entre pacientes del grupo de casos y grupo control, sin embargo, si se detectaron
distintos patrones entre ambos grupos al evaluar los factores ambientales, lo cual podria
explicar la ausencia de la enfermedad en los individuos sanos: la expresién de los genotipos
asociados a CG estd condicionada por la interaccién con los factores ambientales, lo cual

justificaria la gran divergencia entre los estudios realizados en distintas regiones geograficas*~.

En la muestra estudiada no se evidencié asociacién significativa entre el SNP MTHFR C677T y
la probabilidad de padecer CG. En un estudio realizado en México con pacientes con CG distal,
se presentan resultados similares, concluyen que el genotipo 677TT es frecuente en la
poblacion mexicana y no se asocia con el riesgo de CG!“4, Esta falta de asociacidon también se

observa en poblacién europea y asiatical> 1,

La metilacion del ADN representa el principal mecanismo epigenético y cumple diversas
funciones, entre ellas, la supresion de la expresion de genes, aumento de la estabilidad
genomica, aporte en la funcion y desarrollo celular, entre otros; por lo que las alteraciones que

se puedan presentar en este proceso, constituyen mecanismos para el desarrollo de cancer?’.

Esta metilacion puede verse alterada por baja disponibilidad de folato, ocasionado por
deficiencia nutricional (considerado factor de riesgo potencial para carcinogénesis en el tracto
gastrointestinal) o por la presencia de SNPs en el gen MTHFR. La enzima MTHFR cataliza la
conversion de 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metilentetrahidrofolato, la cual proporciona el
grupo metilo para la remetilaciéon de la homocisteina a metionina, asegurando asi la provision
de s-adenosil-metionina (SAM), donante de metilo universal para reacciones de metilacion,
incluida la del ADN?®>,

Teniendo en cuenta el papel que desempenfa el folato proveniente de la dieta en los procesos

de metilacion, sintesis y reparacién de ADN, se puede considerar que su consumo adecuado en
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individuos portadores del alelo 677T contrarresta los posibles efectos de la actividad
disminuida de la enzima MTHFR, pues la produccién de desoxinucleétidos de novo a partir de
los grupos metilo suministrados por la dieta seria suficiente para la sintesis y reparacion del

ADN, generando una situacion mas favorable'8,

De esta manera, el consumo inadecuado de folato concomitante a la actividad deteriorada de
la enzima MTHFR podrian ser importantes factores de susceptibilidad al CG'°. Los alimentos
como las hortalizas, guisantes, frutas y jugos de citricos constituyen una importante fuente de
folatos. En la presente investigacion, se observd que el grupo control se relaciona con un alto
consumo de verduras (fuente de folato) lo cual podria representar un factor protector frente al
desarrollo de CG. Ademas, el bajo consumo de alcohol predominé en la mayoria de los
individuos sanos, condicién que también se podria considerar como un factor protector,
teniendo en cuenta que algunos estudios sugieren que el consumo de alcohol puede disminuir
la absorcion intestinal del folato e incrementar su excrecidn a nivel renal, elevando de esta

manera los requerimientos nutricionales 2% 21,

En una revisidon sistematica reciente que abarca estudios donde se evallan las interacciones
gen-dieta en diferentes regiones geograficas del mundo (Este de Asia, Europa y América) se
concluye que la diversidad en los habitos dietarios y la variabilidad en la frecuencia de las
variantes genéticas puede ser la causa de la alta tasa de incidencia de CG en ciertas regiones
geograficas. También menciona que en la mayoria de los estudios no se logra clarificar el
mecanismo especifico de la interaccion gen-dieta. Y ademas, se presentan limitaciones debido
al numero reducido de la muestra y la ausencia de poder estadistico que no permite explicar
por qué los resultados de los analisis de las interacciones entre polimorfismos y habitos

dietarios no alcanzan la significancia estadistica??.

En el analisis de los SNPs A592C y T819C presentes en la region promotora del gen IL-10, no
se observaron diferencias significativas entre los pacientes grupo de casos y grupo control. Las
frecuencias genotipicas halladas en el estudio son comparables a las reportadas por Martinez
en un estudio realizado en una poblacién colombiana, cuyo resultado es la ausencia de relacién
entre el SNP T819C y el CG%3.

La comprensién actual de los polimorfismos genéticos y la susceptibilidad al cancer gastrico se
basa en gran medida en los estudios desarrollados en poblacién asidtica y caucasica (de
Europa y América del Norte). El origen étnico se propone como un factor de la modificacion del
riesgo de cancer?*. Considerando las observaciones realizadas por los anteriores estudios se
puede asumir que en Colombia existe gran variabilidad en la frecuencia de las variantes
genéticas, debido probablemente a la mezcla de poblaciones autéctonas y de inmigrantes®,
afiadido a la diversidad de costumbres en las diferentes regiones del pais, influenciadas por la

conservacién de tradiciones definidas por el medio geografico, las relaciones econdmicas y
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socioculturales, el acceso a productos y la representacion de lo que es alimento o comida. Esto
ultimo permite determinar que la nutricidon es un factor de riesgo relevante para desarrollar cancer
gastrico, especialmente cuando se tiene una dieta deficiente en proteinas, vitaminas e insuficiente

consumo de frutas y vegetales frescos?°.

Se considera que la infeccion por H. pylori es un factor importante que promueve el proceso
precanceroso, pues la inflamacién superficial causada por este microorganismo constituye la
etapa inicial del modelo de multiples etapas. Se estima que casi la mitad de la poblacién
mundial estd infectada con esta bacteria, sin embargo, la mayoria de las personas son

asintomaticas, y aproximadamente 1-3% desarrollan cancer?®,

En la presente investigacion se observd que la mayoria de pacientes del grupo de casos (75%)
y grupo control (80%) presentaron anticuerpos contra H. pylori, sin encontrarse asociacion
significativa de la infeccion con el riesgo de CG. Algunos estudios sugieren que los efectos de la
infeccion por H. pylori estdn determinados por alteraciones en el genoma del microorganismo,
asi como, por las condiciones ambientales que rodean el huésped. Un metanalisis realizado a
nivel de Latinoamérica describe algunas condiciones del agente bacteriano, como la presencia
de factores de virulencia y los origenes ancestrales (cepas europeas vs. cepas africanas) y en
relacién al huésped: los habitos alimenticios, considerados como la principal diferencia entre

las poblaciones infectadas por H. pylori, con alta y baja prevalencia de CG*.

Los resultados en este estudio deben evaluarse teniendo en cuenta sus limitaciones: el tamano
de la muestra empleado fue pequefio, lo que podria afectar el poder del anadlisis de la

asociacién de los polimorfismos genéticos con la presencia de CG.

CONCLUSIONES

En el andlisis de las frecuencias genotipicas se determiné que los SNP A592C y T819C
presentaban mayor presencia del genotipo homocigoto mutado que el homocigoto salvaje,
tanto en los pacientes del grupo de casos, como en el grupo control, pero sin diferencias

significativas.

En el analisis del SNP C677T se concluyd que aunque no hay relacion entre la presencia del
polimorfismo y el riesgo a desarrollar CG (RP=0,60), probablemente si existieron interacciones
entre los genotipos encontrados y ciertos factores ambientales, ejemplo, la interaccién gen-
dieta, que alteran la expresién de tales genotipos, por lo que seria conveniente la realizacion
de futuros estudios que abarcaran una muestra de mayor tamafo para evaluar con

profundidad estos factores ambientales y lograr una caracterizacion mas especifica de estos.
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