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1. INTRODUCCION

1.1. ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento es un proceso que esta asociado a un deterioro progresivo en las
funciones celulares, tisulares y las relacionadas con los 6rganos. En muchos casos, ha
sido descrito como la coleccion de cambios que reducen la longevidad de un individuo
(Kolovou, G.D., et al., 2014). Por tanto, podria considerarse que los procesos que

inducen el envejecimiento, disminuyen la longevidad.

1.2. LONGEVIDAD

La investigacion en torno al envejecimiento y la longevidad ha cobrado interés debido al
incremento en la media de la esperanza de vida, lo que ha elevado el porcentaje de los
individuos de edad avanzada dentro de la poblacion (Weinert, B.T. y Timiras, P.S.,
2003). Hace dos siglos, la esperanza de vida humana estaba por debajo de los 40 afios,
mientras que hoy en dia, en los paises desarrollados, se han llegado a superar los 80 afios
(http://www.mortality.org).

Se han descrito diferentes factores que influyen en la longevidad de un individuo: los
factores ambientales y los factores genéticos. En relacion a los factores ambientales, es
importante mantener una forma de vida saludable, es decir, tener una dieta equilibrada,
hacer ejercicio, etc. En cuanto a los factores genéticos, varios estudios realizados en
gemelos han demostrado que aproximadamente un 25-32% de la diferencia en la

esperanza de vida es debida a la variacion genética (lachine, 1., et al., 2006).

Hasta el momento, son muchos los estudios realizados analizando el componente
genético de la longevidad. La mayoria de estos estudios se han centrado en el anélisis de

variantes genéticas en genes codificantes (Tabla 1).



Tabla 1. Listado de los genes codificantes mas estudiados en relacion al proceso de envejecimiento-
longevidad. Tabla adaptada de Kolovou, G.D., et al., 2014. CDKN2A/CDKN2B, Inhibidores de la quinasa
dependiente de ciclina A y B. CETP, Proteina transportadora de colesteril ester. Via IGF, genes implicados
en la via del factor de crecimiento insulinico. Familia FOXO, Factores de transcripcion de tipo “Forkhead box
0". ACE, Enzima convertidor de angiotensina I. SIRT1, Sirtuina-1 deacetilasa dependiente de NAD. APOE,
Apolipoproteina E.

Gen Ejemplos de variantes estudiadas Referencias
CDKN2A/CDKN2B rs2811712 (Melzer, D., 2008)
CETP rs708272, rs5882 (Kolovou, G., et al., 2014)
Via IGF rs945649, rs3842755 (Soerensen, M., et al., 2012)
Familia FOXO rs2701893, rs12013673, rs7539614 (Kleindorp, R., et al., 2011)

ACE rs1799752 (Kolovou, G., et al., 2014)
SIRT 1 rs7896005 (Kim, S., et al., 2012)
APOE rs2075650 (Schupf, N., et al., 2013)

Hoy dia, gracias al Proyecto del Genoma Humano, sabemos que los genes que codifican
para proteinas constituyen solo aproximadamente el 1,5% de todo el genoma (Esteller,
M., 2011). En 2007, gracias al proyecto “ENCyclopedia Of DNA Elements” (ENCODE),
se supo que mas del 80 % de nuestro genoma se transcribe; existen al menos 22.411
ARNSs no codificantes (en inglés, “non coding RNAs” — ncCRNASs —) que participan en la
regulacién de al menos el 60 % de los genes codificantes para proteinas (Esteller, M.,
2011).

Los ncRNAs se clasifican por tamafio, de tal manera que se distinguen ncRNAs cortos,
largos y los de tamafio medio. Entre ellos, los ncRNAs largos, en inglés “long non
coding RNAs” (IncRNASs), son los que en los dltimos afios estdn despertando un gran

interés.

Los IncRNAs son moléculas de ARN de mas de 200 nucle6tidos que no codifican
proteinas (Qureshi, I.LA. y Mehler, M.F., 2013), pero que sin embargo, ejercen funciones

de regulacion (Figura 1).
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Figura 1. Funciones de los IncRNAs (Sana, J., et al., 2012). Afectan positivamente o negativamente a la expresion de
un gen (1) inhibiendo la unién de la ARN polimerasa Il o (2) induciendo la remodelacién de la cromatina; (3) bloquean el
reconocimiento de las zonas de “corte y empalme” (splicing) por el espliciosoma, hibridandose al pre-ARNm; (4) generan
ARNSs pequerios de interferencia; (5) silencian la funcion de microARNS, uniéndose a ellos; (6) modulan la actividad de una
proteina, uniéndose a ella; (7) participan en la organizacion estructural de la célula; (8) alteran la localizacion de las

proteinas en la célula y (9) afectan a los procesos epigenéticos.

Los IncRNAs acttan en procesos como la proliferacion, diferenciacion, quiescencia,

senescencia, respuesta celular a estrés o a agentes inmunogénicos, y muchos otros que

pueden resultar relevantes en la biologia del envejecimiento y longevidad (Tabla 2).

Tabla 2. Listado de IncRNAs reguladores de procesos que se ven alterados en el proceso de envejecimiento.

Funcion Ejemplos de IncRNA Referencias
- ; MALAT1 (Tripathi, V., et al., 2013)
Controlar la proliferacion y senescencia
ANRIL (Kotake, Y., et al., 2011)
. . . ANRIL (Yap, K.L.,etal., 2010)
Controlar los cambios epigenéticos
Xist (Abdelmohsen, K., et al., 2013)
TERC (Samper, E., et al., 2001)
Controlar la funcién del teldmero
TERRA (Porro, A, et al., 2014)
Modular la funcién de las células madre linc-RoR (Loewer, S., et al., 2010)
_ MEG3 (Ying, L., etal., 2013)
Afectar en la proteostasis
HOTAIR (Yoon, J.H., et al., 2013)
Afectar en la comunicacion intercelular linc-RoR (Takahashi, K., et al., 2014)




El IncRNA ANRIL (Antisense Noncoding RNA in the INK4 Locus), también conocido
como CDKN2B-AS1, regula la expresion de CDKN2A y CDKN2B (Kotake, Y., et al.,
2011). Tanto ANRIL como los genes que regula, se encuentran en la regién 9p21 (Figura
2b), regidn que ya ha sido relacionada con diversas patologias asociadas a la edad, como
es el caso de las enfermedades cardiovasculares (Broadbent, H.M., et al., 2008), la
diabetes de tipo 2 (Broadbent, H.M., et al., 2008), cancer (Turnbull, C., et al., 2010),
Alzheimer (Emanuele, E., et al., 2011) o debilidad en pacientes de edad avanzada
(Melzer, D., et al., 2007). Este hecho hace interesante el estudio del IncRNA ANRIL en

relacién con la edad.

ANRIL, IncRNA que consta de 126,304 kb, se transcribe en la direccion opuesta a los
genes CDKN2A y CDKN2B. En total, contiene 19 exones; el primer exon se encuentra
en el promotor del gen CDKN2B vy el Gltimo exdn contiene un sitio de poliadenilacion
(Figura 2).
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Figura 2. (a) Cromosoma 9 ; (b) region 9p21 ; (c) IncRNA ANRIL. Se muestra la posicion de los tag-SNP

estudiados en este trabajo, los cuales se encuentran en la region promotora de ANRIL, concretamente, en el
primer intron. Los 19 exones se ven representados por barras verticales. Informacion adquirida de Genome
Browser (https://genome.ucsc.edu/).



Son varios los estudios de variantes genéticas que se han realizado en ANRIL. Por
ejemplo, se ha desmostrado que el tag-SNP rs2811712 estd relacionado con una
reduccién de la discapacidad fisica en edad avanzada; en concreto, se observa una
reduccion del 50% de los casos de discapacidad severa en pacientes de 65-80 afios,
comparando los homocigotos para el alelo comdn (AA) y los homocigotos para el alelo
menor (GG) (Melzer, D., et al., 2007).

En esta linea, hay estudios que demuestran que rs1333049 esta asociado a la longevidad,
en la poblacion esparfiola (Pinos, T., et al., 2014) e italiana (Emanuele, E., et al., 2010).
Este SNP se encuentra a 4410 bases corriente abajo de ANRIL, por lo que se cree que
podria modular este proceso de envejecimiento. Ademas, este SNP estd completamente
asociado a la susceptibilidad frente a las enfermedades cardiovasculares, por lo que se
cree que variantes genéticas que aportan proteccion frente a estos trastornos, los cuales
son las causas de mortalidad mas comunes, son més abundantes en individuos longevos
(Congrains, A, etal., 2015).

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, se plantea la hipdtesis de que la
desregulacion de ANRIL podria estar implicada en la longevidad humana, considerando
que esta desregulacion puede ser debida a variantes genéticas en la region promotora.
Por tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de las variantes genéticas

en el promotor del IncRNA ANRIL en la poblacion longeva.
Para ello, se presentan los siguientes objetivos especificos:

1. Seleccion de tag-SNPs que cubren la region promotora de ANRIL.
2. Determinacion de los SNPs asociados a la longevidad, mediante un estudio de

asociacion “caso-control”.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. POBLACION DE ESTUDIO

El presente estudio incluyé un total de 315 muestras de sangre periférica recogidas entre

los afios 2004 y 2007, procedente de 199 individuos menores de 34 afios y 116 mayores



de 90 afios, todos ellos espafioles. Todas las personas incluidas en el estudio aceptaron
participar voluntariamente en el mismo, con previa informacion de la finalidad y tras
firmar el correspondiente consentimiento informado. En los casos de los donantes

menores de edad, el consentimiento fue autorizado y firmado por sus padres.

3.2. SELECCION DE SNPs

Se seleccionaron un total de 4 polimorfismos de un solo nucleétido (“Single Nucleotide
Polymorphism” — SNP —) en el IncRNA ANRIL (Figura 2c) en la regién reguladora
5°UTR, todos ellos tagSNPs (12> 0,8).

Para ello, se utiliz6 la base de datos del proyecto Internacional HapMap (version #24;
http://www.hapmap.org) y el software Haploview v4.2
(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/) (Broad Institute, Cambridge, USA). Todos
los SNPs seleccionados tuvieron una frecuencia del alelo menor (MAF) mayor del 5%

(MAF>0,05) en poblaciones europeas y caucasicas (Tabla 3).

Tabla 3. Seleccion de SNPs.

SNP Localizacién Alelos * Freq. (HapMap-CEU)
rs2811712 chr9: 21988035 GI/A 0,071
rs3217992 chr9: 21993223 AG 0,374
rs1063192 chr9: 21993367 CIT 0,451
rs575427 chr9: 22001477 CIT 0,106

* El alelo con menor frecuencia se encuentra en primera posicion.

3.3. GENOTIPADO DE SNPs

El genotipado de los 4 tag-SNPs se realiz6 utilizando la tecnologia GoldenGate de
VeraCode, lllumina, en el Centro Nacional de Genotipado (CeGen-ISCII]I).

En primer lugar, la muestra de ADN se marca con Biotina o Estreptavidina (250ng de
ADN a 50 ng/uL). Esta marca sirve para que, posteriormente, se le unan los cebadores
especificos disefiados para cada SNP. En concreto, se disefian 3 cebadores: dos de ellos
son especificos para cada alelo del SNP (en inglés, “Allele-Specific Oligo”- ASO -); el
tercero, el cual contiene un cddigo que identifica cada SNP, hibrida unas bases corriente

abajo del locus del SNP (en inglés, “Locus-Specific Oligo”- LSO -). El siguiente paso es


http://www.hapmap.org/
http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/)%20(Broad

la extension de los ASOs hacia la LSO y posteriormente, se amplifica esta region
mediante una reaccion en cadena de la polimerasa (en inglés, “Polymerase Chain
Reaction” — PCR —) con cebadores universales. Estos estdn marcados con diferentes
sondas para cada ASO (Cy-3 y Cy-5). De esta manera, se puede identificar cada alelo del
SNP. Estos productos se hibridan en una matriz, permitiendo el analisis de cada SNP
mediante sefial fluorescente (Figura 3).

El éxito de genotipado para cada SNP se calculd con el software Haploview (v 4.2).

Figura 3. Resumen del ensayo GoldenGate® (http://www.dkfz.de/gpcf/269.html, 11/06/2015)

3.4. ANALISIS ESTADISTICOS

Se realiz6 el analisis de asociacion, indicando los valores de “Odds Ratio” (OR) y los
intervalos de confianza del 95 %. El concepto de OR representa el cociente entre el
numero de veces que ocurre el suceso frente a cuantas veces no ocurre. Asi, un SNP con
un valor de OR>1 mostrara riesgo frente al fenotipo en cuestién, mientras que un valor
de OR<1 representard proteccion; el valor OR = 1 significa que existe la misma
probabilidad de que aparezca o no dicho fenotipo, por lo cual es signo de un SNP no
significativo. La comparacion de frecuencias genotipicas entre ambas poblaciones se
llev6 a cabo mediante el modelo de regresion logistica utilizando 4 modelos de herencia
genéticos diferentes: codominante, dominante, recesivo y aditivo. En el caso de la
comparacion de frecuencias alélicas, se llevd a cabo mediante el test de ¥, tomando un
nivel de significancia de 0,05. Los datos se procesaron utilizando la libreria “SNPAssoc”
para el software R (Version de R 3.0.3, “the R Foundation for Statistical Computing”).
Se evalu6 el y? para el equilibrio Hardy-Weinberg en la poblacion de menores de 34

anos.


http://www.dkfz.de/gpcf/269.html

4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACION DE LA MUESTRA Y SNPs

De cada individuo se recogieron datos de edad y sexo, lo cual se refleja en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas del estudio de poblacién.

Individuos < 34 afos Individuos > 90 afos
Numero, n 199 (63,17 %) 116 (36,83 %)
Edad (media) 20,78 £ 10,6 94 + 3,08
Sexo, n (%)
Femenino 86 (43,22 %) 85 (73,28 %)
Edad (media) 20,88 £ 10,53 94 £ 3,08
Masculino 113 (56,78 %) 31 (26,72 %)
Edad (media) 20,58 £ 10,55 93,84 + 2,93

En este trabajo se ha analizado la variabilidad genética del promotor del IncRNA ANRIL,
en concreto, se han genotipado los siguientes tag-SNPs: rs3217992, rs575427,
rs1063192 y rs2811712. El desequilibrio de ligamiento de estos se muestra en la Figura
4.
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Figura 4. Diagrama de desequilibrio de ligamiento del IncRNA ANRIL, en Haploview. Los bloques han sido
creados mediante un algoritmo (Gabriel, S.B., et al., 2002), basandose en el nivel de desequilibrio de ligamiento del
95 % de las comparaciones informativas. Se indican los tag-SNPs estudiados.



Como se puede apreciar, todos los tag-SNPs estudiados se encuentran en un mismo
blogue, por lo que se heredaran de manera conjunta a las siguientes generaciones. Los 4
tag-SNPs dan informacion de un total de 33 SNPs (r?> 0,8) (Tabla 5).

Tabla 5. SNPs asociados en alto desequilibrio de ligamiento a los tag-SNPs estudiados (r2 > 0,8)

tag-SNP SNPs asociados
rs17694555 rs2069422 rs1333035 rs2069426
rs2811712 rs3218018 rs3218002 rs1333034 rs598664
rs662463 rs17756311 rs3218005 rs17694572
rs575427 rs495490 rs1759417 rs12376000
rs3217992 rs10738604 rs3218020 rs10811641 rs545226
rs634537 rs1333037 rs679038 rs1360589
rs1412829 rs564398 rs1008878 rs573687
rs1063192
rs2157719 rs1556515 rs944801 rs543830
rs7030641 rs7865618

El éxito de genotipado fue superior al 98,5% en los 4 tag-SNPs analizados. Las

frecuencias genotipicas de la poblacion control estaban en EHW (p > 0,05).

4.2. ESTUDIO DE ASOCIACION DE LOS tag-SNPs Y LONGEVIDAD

El analisis de asociacién entre los genotipos de los tag-SNPs rs2811712, rs575427,
rs3217992 y rs1063192 y la longevidad no mostrd ningln resultado significativo (p >
0,05) (Tabla 6), es decir, no existen diferencias significativas entre las frecuencias
genotipicas de las poblaciones de individuos menores de 34 afios y mayores de 90.
Atendiendo a los valores obtenidos ajustados por sexo (Tabla 7), se observa que el valor
de p para el tag-SNP rs3217992 es menor que 0,05 para el modelo de herencia
codominante (p = 0,04638); sin embargo, no puede ser considerado significativo, ya que
el intervalo de confianza del OR incluye el valor 1, reflejando un mismo efecto del

genotipo en ambas poblaciones.



Tabla 6. Resultados del andlisis estadistico de genotipos para los SNPs seleccionados. Ind, individuos.
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Modelo codominante Modelo dominante Modelo recesivo Modelo aditivo
SNP Genotipo | N (%) ind. <34 |N(%)ind.>90| OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p
rs3217992 GG 53 (26,9) 36 (31,3) 1,00 0,11742 1,00 0,40796 1,00 0,13292
AG 107 (54,3) 49 (42,6) | 0,67 (0,39 1,16) 0,81 (0,49 1,34) 1,00 1,06 (0,76 1,47)| 0,72504
AA 37 (18,8) 30 (26,1) 1,19 (0,63 2,27) 0,81 (0,49 1,34) 1,53 (0,88 2,64)
rs575427 TT 158 (79,4) 90 (77,6) 1,00 0,7771 1,00 0,7056 1,00 0,6115
CT 38 (19,1) 25 (21,6) 1,15 (0,65 2,04) 1,11 (0,64 1,94) 1,00 1,06 (0,64 1,76) | 0,8238
cC 3(1,5) 1(0,9) 0,59 (0,06 5,71) 1,11 (0,64 1,94) 0,57 (0,06 5,53)
rs1063192 TT 76 (38,8) 42 (36,5) 1,00 0,9208 1,00 0,6922 1,00 0,8377
CT 96 (49,0) 58 (50,4) 1,09 (0,66 1,80) 1,10 (0,68 1,77) 1,00 1,07 (0,76 1,52) | 0,6955
cC 24 (12,2) 15 (13,0) 1,13 (0,54 2,39) 1,10 (0,68 1,77) 1,07 (0,54 2,14)
rs2811712 AA 161 (80,9) 89 (77,4) 1,00 0,7598 1,00 0,4589 1,00 0,8752
GA 35 (17,6) 24 (20,9) 1,24 (0,69 2,22) 1,24 (0,71 2,17) 1,00 1,20(0,73 1,98) | 10,4810
GG 3(1,5) 2(1,7) 1,21(0,20 7,35) 1,24 (0,71 2,17) 1,16 (0,19 7,02)
Tabla 7. Resultados ajustados por sexo del analisis estadistico de genotipos para los SNPs seleccionados. Ind, individuos. Aj, ajustado por sexo.
Modelo codominante Modelo dominante Modelo recesivo Modelo aditivo
SNP Genotipo | N (%) ind. <34 | N (%) ind.>90 | OR (IC 95%) p. Aj. OR (IC 95%) p. Aj. OR (IC 95%) p.Aj. OR (IC 95%) p.Aj.
rs3217992 GG 53 (26,9) 36 (31,3) 1,00 0,04638 1,00 0,39597 1,00 0,05680
AG 107 (54,3) 49 (42,6) 0,63 (0,36 1,11) 0,79 (0,47 1,35) 1,00 1,10 (0,78 1,56) 0,57087
AA 37 (18,8) 30 (26,1) 1,32 (0,67 2,61) 0,79 (0,47 1,35) 1,76 (0,98 3,16)
rs575427 1T 158 (79,4) 90 (77,6) 1,00 0,5088 1,00 0,4949 1,00 0,4456
CT 38 (19,1) 25(21,6) 1,31(0,72 2,38) 1,23 (0,68 2,20) 1,00 1,12 (0,66 1,91) 0,6688
cC 3(1,5) 1(0,9) 0,45 (0,04 4,57) 1,23 (0,68 2,20) 0,42 (0,04 4,33)
rs1063192 1T 76 (38,8) 42 (36,5) 1,00 0,7788 1,00 0,9438 1,00 0,5152
CT 96 (49,0) 58 (50,4) 0,93 (0,55 1,57) 0,98 (0,60 1,62) 1,00 1,05 (0,73 1,52) 0,7850
cC 24 (12,2) 15 (13,0) 1,22 (0,56 2,69) 0,98 (0,60 1,62) 1,28 (0,62 2,64)
rs2811712 AA 161 (80,9) 89 (77,4) 1,00 0,8818 1,00 0,6171 1,00 0,9312
GA 35(17,6) 24 (20,9) 1,17 (0,63 2,14) 1,16 (0,65 2,09) 1,00 1,13(0,67 1,92) 0,6381
GG 3(1,5) 2(1,7) 1,12 (0,17 7,42) 1,16 (0,65 2,09) 1,09 (0,16 7,18)
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Analizando las frecuencias alélicas (Tabla 8), se puede observar que tampoco se ha
obtenido ningun valor significativo, reflejando que no hay una diferencia relevante en la
frecuencia de los alelos de cada tag-SNP estudiado comparando la poblacion de menores

de 34 afios y la poblacién de mayores de 90.

Tabla 8. Frecuencias de los alelos en las poblaciones de controles y casos.

Individuos <34 afos Individuos >90 afios
SNP Alelo n° Frecuencia n° Frecuencia OR (IC 95%)
rs3217992 A 181 0,4594 109 0,4739 1,060 (0,755 1,488) | 0,7399
rs575427 C 44 0,1105 27 0,1164 1,059 (0,611 1,810) | 0,8962
rs1063192 C 144 0,3673 88 0,3826 1,067 (0,751 1,513) | 0,7315
rs2811712 G 41 0,1030 28 0,1217 1,206 (0,696 2,067) | 10,5085

5. DISCUSION

El incremento de la edad en la poblacién es un hecho en paises desarrollados, lo cual se
sabe que es debido en parte a factores genéticos. Se han realizado estudios que lo
demuestran, la mayor parte de ellas centradas en genes codificantes (Kolovou, G.D., et
al., 2014). Sin embargo, cada vez son mas los estudios realizados en regiones no

codificantes.

El IncRNA ANRIL se encuentra en la region 9p21, la cual es una de las dianas mas
importantes en los estudios relacionados con el proceso de envejecimiento. En este
trabajo, se ha realizado el estudio se asociacion de los tag-SNPs rs3217992, rs575427,
rs1063192 y rs2811712 localizados en la regién promotora de ANRIL. No se ha obtenido
ningun resultado significativo para ninguno de los tag-SNPs analizados, ni en genotipos
ni en alelos, es decir, no se aprecian diferencias relevantes entre la poblacion de

individuos menores de 34 afios y la poblacion de mayores de 90.

Existen estudios en los que se demuestra que la expresion del IncRNA ANRIL esta
inversamente correlacionado con la expresién de los genes codificantes de supresores de
tumores CDKN2A y CDKNZ2B; la sub-expresion de ANRIL hace que las células entren en
el proceso de senescencia y por tanto, envejezcan (Kotake, Y., et al., 2011). Aunque se

sabe que polimorfismos en la regién promotora pueden afectar en la expresion de un gen
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(Wu, H., et al., 2014), los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que
variantes genéticas en la region promotora de ANRIL no son responsables de la

desregulacion en su expresion.

Durante la realizacion del trabajo presente, Congrains, A., et al. (2015) publicaron un
estudio en el que se analizan 15 tag-SNPs de la region 9p21, de los cuales 10 se
encuentran en el INCRNA ANRIL. En este caso, emplearon dos poblaciones control
(individuos menores de 50 afios y septuagenarios) y una poblacion de casos formada por
centenarios, todos ellos pertenecientes de la poblacion japonesa. Dentro de los tag-SNPs
estudiados en esta publicacién, los SNPs rs3218020, rs2811712 y rs564398 se incluyen
en el trabajo presente. Al igual que en nuestro caso, tampoco se obtuvo ningln resultado
significativo para ninguno de ellos en relacién a la longevidad, por lo que este estudio

confirmaria nuestros resultados.
6. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que variantes genéticas en la region
promotora del InNcRNA ANRIL no contribuyen a la longevidad. Seria de gran interés
analizar otras variantes genéticas en otros INCcRNAs que se hayan visto desregulados en
el proceso de envejecimiento y longevidad, como es el caso de MALAT1, TERRA o
HOTAIR, entre otros.
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