Factores asociados al desarrollo de la Enfermedad de Alzheimer: perspectivas

epigenéticas. Revision sistematica.

Alejandra Isabel Marin-Serna

Natalia Osorio-Quintero

Asesor:
Miguel Angel Mendivil

Microbiélogo y Bioanalista, MSc., PhD

Trabajo de grado para obtener el titulo de:

Microbiologia y bioanalisis.

Universidad de Antioquia.
Escuela de Microbiologia y Bioanalisis
El Carmen de Viboral

2020



Resumen:
Introduccion: La enfermedad de
Alzheimer (EA) es la principal causa de
demencia a nivel mundial, su desarrollo
puede ser de origen plurietioldgico, por lo
cual la epigenética en esta enfermedad ha
cobrado importancia debido a que
muchos de los factores de riesgo pueden
generar cambios en la estructura del
DNA. Objetivo: Realizar una revision
sistematica de factores que puedan estar
relacionados con cambios epigenéticos en
la EA.

Metodologia: Revision sistematica de
factores  epigenéticos  asociados al

desarrollo de Alzheimer. Se aplico el

protocolo de busqueda PRISMA con

criterios de  inclusidén,  exclusion,
evaluacion metodologica y
reproducibilidad.

Resultados: Se identificaron 3559

articulos, de los cuales 33 fueron
finalmente incluidos en la revision.
Conclusion: Se ha identific6 que
diferentes factores epigenéticos pueden
llegar a favorecer la neurotoxicidad, el
dafio oxidativo y apoptosis de células
neuronales; ademds de pueden contribuir
a la metilacion del DNA, la formacion de
placas seniles y pérdida sindptica en la
corteza cerebral presentes en la EA. El
control de estos factores puede llegar a
jugar un papel protector para el desarrollo
de EA.

Palabras claves: Enfermedad de

Alzheimer, contaminacioén, metabolismo,

tabaquismo.

Abstract
Introduction: Alzheimer's disease (AD)
is the worldwide Ileading cause of

dementia. Its development can be fue to



plurietiological origins, therefore the
epigenetics in this disease has gained
importance because many of the
associated risk factors can generate
changes in the structure of DNA.
Objective: To perform a systematic
review of the factors that may be related
to epigenetic changes in AD.
Methodology: this is a systematic review
of epigenetic factors associated with AD
development. In this study was applied

the ~ PRISMA search protocol with

criteria ~ for  inclusion,  exclusion,
methodological evaluation and
reproducibility.

Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la
principal causa de demencia a nivel
mundial ) que afecta principalmente a
persona mayores de 50 afios, siendo un

aumento de la edad directamente

Results: it were identified 3559 articles
and from these, 33 were finally included
in the review.

Conclusion: It has been identified that
different epigenetic factors may favor
neurotoxicity, oxidative damage and
apoptosis of neuronal cells; They can also
contribute to DNA methylation, the
formation of senile plaques and synaptic

loss in the cerebral cortex present in AD.

keywords: Alzheimer Disease, pollution,

metabolism, smoking.

proporcional a mayor porcentaje de casos
que se presentan y se caracterizada por la
disminuciéon 'y progresivo deterioro
conductual, cognitivo y del

funcionamiento global del individuo ©@.

Segtn la OMS, de los casos reportados de



demencia a nivel mundial, entre un 60% y
70% pertenecen a EA, cerca de 47
millones personas la padecen y cada afio
se reportan aproximadamente 9,9
millones de casos nuevos ©. En
Colombia, no se tienen estudios recientes
sobre la prevalencia de la enfermedad. Un
estudio de 2003 realizado por Pradilla et
al indicaba que en ese afio era cerca de
1,3% en individuos mayores de 50 afios,
una cifra que puede  variar
significativamente a la realidad que se

enfrenta la poblacion 17 afios después 4.

La EA inicia con un deterioro cognitivo
leve en el que el paciente presenta
trastornos de memoria episddica y fallas
del juicio, posteriormente pueden
presentarse eventos variados defectos del
lenguaje,  apraxias, sindrome de
Gerstmann; que lentamente van llevando

a la postracion ©. Clinicamente se

observa una disminucién de la

transparencia  cortical,  despoblacion
neuronal subcortical, fibrosis de las
membranas aracnoides y piamadre que
recubren el encéfalo y la médula espinal,
espacios entre los surcos cerebrales,
palidez y pérdida de peso del cerebro;
pero las dos principales caracteristicas

que la definen son: las placas seniles (PS)

y los ovillos neuro-fibrilares (ONF) .

A nivel mundial mayoria de los casos de
EA con esporadicos cuyo origen puede
ser plurietiologico, por lo ya no se espera
encontrar s6lo mecanismos biologicos,
sino la asociacion de factores genéticos,
ambientales, fisiologicos y patoldgicos
en donde hay una interaccion entre estos
factores y genes de susceptibilidad que
ain no es completamente entendida.
Como consecuencia de esto, la
epigenética en esta enfermedad ha
cobrado importancia debido a que

muchos de los factores de riesgo pueden



generar cambios en la estructura del DNA
en un tejido especifico que a lo largo de la
vida que pueden volver susceptible a una
persona ®%. Los cambios epigenéticos en
la EA son provocados por la metilacion
del DNA y las modificaciones de la
cromatina, como la fosforilacion, la
acetilacion o la ubiquitilacion de las
histonas 9. Por lo anterior, nuestro
estudio se basa recopilar la asociacion a
partir de estudios realizados en Ia
literatura de factores que puedan estar
relacionados con cambios epigenéticos en
la EA, como la contaminacion ambiental,
estrés post traumatico, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades

metabolicas, microbiota intestinal y el

tabaquismo.

Metodologia

Tipo de estudio: Revision sistematica de

la literatura.

Protocolo de busqueda y seleccion de
estudios: Para la busqueda y seleccion de
los articulos se siguieron las etapas de
identificaciéon, tamizacion, eleccién e
inclusion descritas en la guia PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic

reviews and Meta-Analyses)

Identificacion: Se realizé una busqueda
de articulos en las bases de datos
PubMed, Scielo y Science Direct;
garantizando la exhaustividad y la
especificidad combinando el término
“alzheimer” con microbiota intestinal,
contaminaciéon ambiental, enfermedad
cardiovascular, enfermedad metabdlica,
estrés  post-traumatico, victimas de
guerra, drogadiccion, drogas, cigarro y
tabaquismo, restringidos a titulo/resumen.
Cerrando la busqueda en noviembre del
2019. Los articulos se exportaron al
gestor de referencia Zotero, con el fin de

eliminar duplicados.



Tamizacion: En esta etapa se leyeron los
resumenes de todas las publicaciones y se
aplicaron los siguientes criterios de
inclusion: a) ser articulos originales; b)
publicaciones en seres humanos; c) que
estudiaran enfermedad de alzheimer
(EA); y d) estar en idioma inglés o
espafiol.

Eleccion: Luego de la etapa anterior, a
los articulos seleccionados se les realizo
la lectura del texto completo y se
aplicaron los siguientes criterios de
exclusion: a) articulos que no presentaran
datos del numerador o denominador; b)
que no estuvieran disponibles en texto
completo; c) que evaluaran pruebas
diagnodsticas o tratamientos; y d) que no
estudiaran factores epigenéticos asociados
al desarrollo de la enfermedad de
alzheimer.

Inclusion: con los articulos incluidos se

construy6 una base de datos en Microsoft

Excel en la que se extrajo la informacion:
autor, afio de publicacion, pais, namero
de pacientes con “Alzheimer” con
microbiota  intestinal, contaminacion
ambiental, enfermedad cardiovascular,
enfermedad metabolica, estrés
post-traumatico, victimas de guerra,
drogadicciéon,  drogas, cigarro y
tabaquismo. Recoleccion  de la
informacion: La busqueda y seleccion de
las investigaciones fue realizada por los 3
investigadores para garantizar
reproducibilidad.

Analisis de la informacion: El analisis
de los resultados se realizd de manera
cualitativa mediante una lectura critica
evaluando cada factor epigenético y su
asociacion con la enfermedad de
Alzheimer. Esta sintesis descriptiva que
ayudo a identificar y comprender las ideas

de cada autor y sus resultados expuestos

en cada articulo.



Resultados

En la busqueda se identificaron 3559
articulos de los cuales se eliminaron 490
duplicados, 2271 por no cumplir criterios
de inclusién y 765 por cumplir con los
criterios de exclusion. De esta manera, se
incluyeron 33 articulos en la sintesis
cualitativa (Figura 1).

Figura 1: Flujograma de seleccion de

articulos

Estudios identificados en
las bases de datos
n=3559

Eliminacién de duplicados
n=490

Estudios incluidos para
revision del resumen No incluidos por:
n=3069 1) No son articulos originales n = 1253
ii) No son estudios en humanos n = 363
iii) No estudian enfermedad de alzheimer = 602

iv)  No cumplen criterio de idioma n = 53

] [ Tamizacién ] [ Identiﬁca:i(’m]

Estudios para revision

en texto completo n= Excluidos por:

798 i) No presentan datos del numerador o
denominador n = 39
ii) No esta disponible en texto completo n =321

iii) Evaltan pruebas diagnoésticas y
Tratamientos: n =101
iv) No estudian factores epigenéticos

Estudios incluidos para
sintesis cualitativa de la
informacion

asociados al desarrollo del alzheimer n =304

n=33

[ Inclusion ] [Elecci(m

Los articulos incluidos se realizaron en
paises como Suecia, Japon, China, Paises

Bajos, Francia y Australia y EE.UU.

teniendo un mayor nuamero de

investigaciones (42%).

Tabla 1: Distribucion geografica de los

e
articulos
Tabla 1: Distribucion geogrifica de los articulos
Factor Autor Afio Lugar n Edad
Wu 2019 Multicentrico 415 ~ 74,7 =5 89 afios
= Ott 1998 Paises bajos 6870 ~ 695(9.1) afios
g Durazzo 2012 EE. UU. 186 75,9 £ 48 afios
z-: Letenneur 1994 Francia 3770 > 65 afios
- Rusanen 2011 EE. UU. 21123 ~ 58 afios
5 Reitz 2007 Paises bajos 6868 > 55 afios
Debanne 2000 EE. UU. 238 > 50 afios
Murr 2014 Canada 670 > 65 afios
Hsu 2017 ‘China 1436 > 65 afios
Rasgon 2011 EE. UU. 50 50 - 65 afios
Wysocki 2012 EE. UU. 22 84 afios
= Rantanen 2014 Filandia 3293 ~ 40 anos
E Watts 2012 EE. UU. 148 ~ 75,2 afos
§ Littlejohns 2014 EE. UU. 1658 ~73.6
] Gustafson 2003 Suecia 382 70-88 afios
ﬁ Holm 2017 Suecia 5347 ~ 69 £ 6 afios
Luchsinger 2007 EE. UU. 918 > 65 afios
Scarmeas 2006 EE. UU. 1984 ~ 76,3 (6,6) anos
Tan 2003 EE. UU. 1026 54-85 afios
Matsuzaki 2010 Japon 135 =40
Morris 2014 EE. UU. 264 =74
Bos 2019 EE. UU. 433 ~ 683
é Lopez 2017 Rumania 273 65839
5 Shah 2012 Japon 667 589(44)
2 Karlsson 2017 Suecia 13231 > 80
e Eriksson 2010 Suecia 2,287 =50
5 Kivipelta 2005 Suecia 1449 65 a 79 anos
Inchsinger 2005 EE 1L 1138 ~ 762
8
g
B Wu 2015 china 259 = 60 afios
o
=
E Mohamed 2018 Austraulia 164 ~73.7 = 6.2 afios),
Zg McCartney 2018 Escocia 5100 ~ 48,51
2 g Kimm 2011 Corea 848,505 = 40
E & Peskind 2014 Multicentrico 320 ~572[10]
Abreviaturas:
TEPT: estres postraumdtico, EE.UU. : Estados Unidos, ~: Media, > : Mayor , = Mayor o Igual

En Sudamérica no se obtuvieron articulos
de investigaciones respecto a estos
factores epigenéticos evaluados que
pueden influir en el desarrollo de la EA,
lo cual, evidencia la poca informacion
que se pudiera tener al respecto

en Colombia. De los 33 articulos



incluidos, 7 (21%) eran estudios en
poblaciéon expuesta o no al tabaquismo
que presentaron entre ellos un 71,4% de
asociacion al EA; 14 (44 %) articulos en
los que se evaluaron diferente
enfermedades metabdlicas en las que
alrededor de un 64% de estas
investigaciones tuvieron asociacién con
EA; 7 (21%) estudios que evaluaron la
asociacion con enfermedades
cardiovascular, en las que el 85% si
presenta la asociacion con EA; 3 ( 9%)
evaluaban todos los factores en una
poblacion; 1 (3%) evalu6 la exposicion a
contaminacion ambiental y 1 (3%) evalud
entre participantes del estudio con el
mismo evento desencadenante de estrés-
postraumatico, en ambos factores se
presentd la asociacion con el riesgo de
EA. Todos los estudios fueron

cohortes 0

investigaciones de

longitudinales, que permitian concluir

durante un periodo de tiempo Ila
asociacion de los diferentes riesgos
expuestos anteriormente y el desarrollo de
la EA. (Tabla 1).

Respecto al consumo de cigarrillo, las
publicaciones presentan diversos
resultados. Algunos estudios reportan que
no hay relaciéon entre el consumo de
cigarrillo y el desarrollo de EA Y, pero
admiten posibles sesgos por los métodos
de evaluacion del factor de riesgo en los
participantes del estudio. Otros relacionan
el consumo de cigarrillo con mayor riesgo
de desarrollar EA (*'9, También se
observd en estudios de neuroimagen que
los fumadores presentaban una mayor
tasa de atrofia en regiones cerebrales
asociadas con el desarrollo de EA 9,
hipometabolismo de la glucosa vy

deterioro de la memoria "9, En el caso de

consumo de tabaco, se observo un riesgo



significativamente menor de desarrollar
EA 17,

En cuanto a la contaminacion ambiental,
en la publicacion se encontrd una relacion
entre la exposicion al material particulado
de 10 um (PM10) y al ozono y un riesgo
significativamente mayor de desarrollo de
EA, resaltan los autores que como posible
consecuencia  de una  respuesta

inflamatoria  desencadenada por la

exposicion a estas moléculas !®),

Un estudio realizado en hombres
veteranos de la guerra de Vietnam, en
aquellos con trastorno de estrés
post-traumatico se encontr6 un aumento
del péptido B-amiloide en corteza frontal,
temporal, parietal, anterior y posterior del
cerebro que se relacionaba con una mayor

probabilidad de desarrollo de EA ),

En el caso de los factores de riesgo

vascular en general, las publicaciones

indican que cuando los factores evaluados
se relacionaban entre si mayor era el
riesgo de los pacientes de desarrollar EA
@922 En una de las publicaciones, se
sugiere que estos factores mejoran la
neurodegeneracion 'y  aumentan el
deterioro cognitivo so6lo en individuos que
ya tienen péptido B-amiloide y proteina
Tau anormales y no en aquellos con solo
proteina Tau anormal ®. Ademas, estos

factores se relacionaron con una

aceleracion de la metilacion del DNA #9,

Todas las publicaciones revisadas en
temas de diabetes, resistencia a la insulina
y sindrome metabdlico, en diferentes
poblaciones, asociaron las alteraciones
del metabolismo de la glucosa,
hiperglicemia e hiperinsulinemia con
mayor riesgo de desarrollo de placas
amiloides, disminucion de volimenes del
hipocampo y mayor probabilidad de

desarrollar EA *2. En cuanto al



sobrepeso, una publicacion asociaba un
IMC >25.0 en mujeres caucasicas de la
tercera edad con un mayor riesgo de
desarrollo de EA en los proximos de 10 a

18 afios @9,

La mayoria de las publicaciones sobre
hiperlipidemia relacionan los niveles altos
de colesterol total, triglicéridos y
colesterol LDL con el desarrollo de EA
en la edad avanzada ©'>% Un estudio de
cohortes relacionaba los niveles de
colesterol total aumentados con el
desarrollo de demencia vascular pero no
con EA (34,35). En el caso de OxLLDL, se
encontr6 que puede ser predictor de
desarrollo de EA en hombres con
antecedentes de enfermedad
cardiovascular ©®. Adicionalmente, otra
publicacion indicaba que la
hiperlipidemia y la hipertension arterial se

relaciona con niveles plasmaticos mas

altos de AB-40 y AB-42, asi como una

mayor probabilidad de angiopatia
amiloide cerebral en los pacientes
estudiados ©7. Respecto a la hipertension
arterial, en una de las publicaciones se
encontrd que se asociaba con mayor tasa
de deterioro cognitivo en las primeras

etapas de la EA ©7,

Otras publicaciones que evaluaban el
impacto de la dieta, relacionaban
reduccion gradual del riesgo de desarrollo
de EA con una mayor adherencia a la
dieta mediterrdnea en los pacientes

estudiados ©¥

y un riesgo mayor en
personas con deficiencia de 25 (OH) D

(Vitamina D) ®. (ANEXO 1)

Discusion.

En este estudio se puede evidenciar que
en poblacion Sudamericana hay un déficit
en la investigacion en factores
epigenéticos asociados al desarrollo de

enfermedad de Alzheimer. ya que, aunque



en América se obtuvieron 14 articulos,
todos fueron realizado en EE.UU. por lo
que este estudio revela la necesidad de
realizar nuevos estudios con poblacion
sudamericana donde los factores tanto de
habitos en el estilo de vida ylas
condiciones de salud que se pueden
desarrollar son diferentes, por lo que
podria verse aumentada o disminuida su

asociacion con EA.

De igual manera se logrd observar que
factores adquiridos en el estilo de vida o
condiciones en la salud de los pacientes
contribuyen al desarrollo de enfermedad
de Alzheimer. En los pacientes fumadores
se ha encontrado que estos tienen una
mayor riego de desarrollar EA, la cual se
ve aumentada con el nimero de paquetes
de cigarros consumidos ¥ ya que el
humo que se genera durante el consumo
del cigarro contiene radicales libres que

genera mayor dafio oxidativo mediante la

produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) causando una degradacién
de las células neuronales a través de la
formacion de peroxidos orgéanicos que
pueden disminuir o bloquear la sintesis de
proteinas, modificaciones oxidativas de
las bases, deleciones, fragmentaciones,
modificacion de las interacciones
DNA-proteinas, reordenamientos
cromosomicos y desmetilacion de
citosinas del DNA 349, En otros estudios
el tabaquismo se asocid con deterioro de
la memoria, atrofia del hipocampo e
hipometabolismo cerebral de glucosa,
pero no con el desarrollo con EA pese a
que el hipometabolismo produce alcalosis
intracelular, un deterioro en la obtencion
energética de las células, disminuye los
acidos grasos presentes en las membranas
celulares, dafiando la célula y los

o (15.1641)

procesos sinaptic , por lo cual es



necesario que estudios posteriores ayuden

a esclarecer esta hipotesis.

Estudios han relacionado la exposicion
subcronica a material particulado en el
aire con un aumento en el estrés y dafio
oxidativo enddgeno sufrido en el DNA de
las personas expuestas, causando dafio
neuropatoldgico en personas que no son
portadoras del gen APOE ***  El
impacto que este dafio pueda tener
también se ve relacionado con los
polimorfismos genéticos en los genes
involucrados en el  metabolismo,
desintoxicaciéon y reparacion del DNA;
que en condiciones normales mantienen
un equilibrio en el ambiente neuronal
pero que al verse afectados favorece el
dafio oxidativo a un nivel toxico para la

neurona al disminuirse o perderse las

defensas antioxidantes que estas producen

(44)

El estrés postraumatico en veteranos de
guerra se ha relacionado un aumento
citoquinas proinflamatorias, quimiocinas
y mediadores como triptasa, histamina,
IL-1B, TNF-0, IL-6, CCL2, IL-8, ROS,
CRH y MMP; que contribuyen a procesos
de neurodegeneracion a través de
neurotoxicidad causada por procesos
inflamatorios activados principalmente en
las microglias que provocan
desmielinizacion, dano y muerte axonal y
neuronal *%49_ Asi mismo, los factores
de riesgo cardiovascular, las diabetes, la
hiperlipidemia, la hipertension y la edad
promueven una disminucion generalizada
de la metilacion del DNA, junto con un
aumento de la hipermetilacion localizada
en promotores especificos “”. Estudios
realizados en ratones, encontraron una
desregulacion especifica de la acetilacion

de la histona H4-lisina 12 (H4K12),

ademas de una inhibicion del programa



de expresion del gen del hipocampo
asociado con la consolidacion de la
memoria ®*®. En el caso de la diabetes
tipo 2, se ha asociado negativamente una
metilacion del DNA en pares de bases
antes del promotor de la insulina, ademas
de hiperacetilacion de la histona 4 (H4) y
dimetilacion de la histona 3 (H3) en las
células B del pancreas “%. Estos
cambios pueden llevar a resistencia a la
insulina, la cual se relaciona con
afectaciones en el metabolismo del
péptido P-amiloide a través de la
inhibiciéon del glucogeno sintasa quinasa
3 (GSK3), favoreciendo la formacion de

placas seniles *,

Por otra parte el impacto de la dieta
mediterranea en el metabolismo puede
jugar un papel protector ©V, ya
que disminuye el riesgo de deterioro
cognitivo y EA, pues la adherencia a esta

disminuye los marcadores inflamatorios a

nivel plasmatico como la proteina C
reactiva (PCR), la cual aumenta en
presencia de placas seniles y la IL-6.
Ademés, los 4cidos grasos omega 3
consumidos en esta dieta, se incorpora de
acido eicosapentaenoico y el acido
docosahexaenoico  causando  efectos
antiinflamatoriosa  través de la
produccion de neuroprotectina D,. Por
otro lado, las vitaminas poseen un efecto
antioxidante reduciendo los niveles de
homocisteina y disminuye la
lipoperoxidacion y la apoptosis @®. Por lo
cual estudios han reportado que un déficit
en la Vitamina D se ha asociado con la
demencia ya que la enzima regula la
expresion génica neurotrofica y estimula
amiloides

los  macréfagos  placas

presentes en EA ¢

Diferentes estudios han reportado un
aumento de péptido P-amiloide en la

corteza cerebral 119 este péptido se



encuentra en bajas cantidades en el LCR
y en la sangre, pero a medida del
envejecimiento y de la exposicion a
diferentes factores va aumentando su
volumen ©?. Este aumento se asocia con
pacientes de EA, ya que este es el
principal componente de las placas
seniles en esta enfermedad, lo que
contribuye a la pérdida sinaptica en la
corteza cerebral. Pues Tiene la capacidad
de interactuar con la membrana neuronal
creando un canal, poro o interactuando
con los receptores 4acido NMDA
(N-metil-D-aspartico) que permiten el
ingreso del calcio y estimulando el dafio

) En la caso de

celular neuronal
B-amiloide se encontr6 que el riesgo de
desarrollar EA aumentaba
significativamente con niveles mas bajos
de B-amiloide en plasma ©7, ya que la

expresion de este tipo de proteinas

favorece su sobre-regulacion en el

sistema nervioso central ®¥. En pacientes
con EA esporadico se debe evaluar la
hipotesis de si estd sobre regulacion
podria estar relacionada con algin
proceso de

hipermetilacion 0

desmetilacion.

Conclusion.

Se ha identificado que diferentes factores
de riesgo como la contaminacion
ambiental, enfermedad cardiovascular,
enfermedad metabolica, estrés
post-traumatico y tabaquismo; pueden
llegar a favorecer la neurotoxicidad, el
dafio oxidativo y apoptosis de células
neuronales; ademds de que contribuyen a
la metilaciéon del DNA, la formacion de
placas seniles y pérdida sindptica en la
corteza cerebral presentes en la EA. Y

aunque esta enfermedad aun no tiene

ningin tratamiento disponible, se puede



inferir que el control de estos factores en
la vida cotidiana, pueden llegar a jugar un
papel protector para el desarrollo de EA.
Por otro lado, no se encontraron articulos
que relacionen la microbiota y el
desarrollo de EA, por lo que seria un tema
con un amplio campo para ser estudiado
por profesionales de la salud debido al
impacto en el desarrollo o en la
prevencion de enfermedades con las
cuales no se relacionaban que en los

ultimos anos se ha ido descubriendo.

Limitaciones

Entre las principales limitaciones de este
estudio se destaca la no inclusion de
articulos Publicados en idioma diferente
al inglés espanol. Ademés de la gran
cantidad a la que no se lograron acceder
ya que no se encontraban disponibles en
texto completo. Ademds el no incluir
mutaciones o metilaciones en el DNA en

la busqueda inicial pudo significar que

algunos datos que son de importancia y
que podrian cambiar los resultados
obtenidos en este andlisis no se

incluyeron o tuvieron en cuenta.
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