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RESUMEN

La obesidad actia como factor de riesgo para la Apnea del Suefio; estas dos
patologias severas, altamente prevalentes, no son diagnosticadas ni tratadas
adecuadamente. Asi mismo, no existe informacién acerca de las bases genéticas de
la obesidad y Apnea del Suefio en Colombia. Este trabajo tiene como objetivo,
identificar posibles SNPs asociados a obesidad y Apnea del Suefio, localizados en la
region codificante para proteina del genoma de una cohorte de individuos
colombianos. La asociacion genética, se determin6é realizando secuenciaciéon
exémica a una muestra constituida por 334 sujetos, diagnosticados previamente para
obesidad, y Apnea del Suefio por medio de polisomnografia. Aunque el analisis de
secuenciacién exdmica identifico variantes en regiones cromosémicas, asociadas
significativamente con obesidad y Apnea del Suefio, no se evidencioé ningln gen en
comun. Esta interrelacion se determind prediciendo la funcién conjunta de los genes
asociados con las dos entidades, a través de un algoritmo web, encontrando posibles
vias de sefializacion entre los genes asociados con las dos entidades, relacionadas
principalmente con procesos oxidativos. Los resultados obtenidos, abren paso al
conocimiento de la posible interaccidn de los genes asociados a la obesidad y Apnea
del Suefio en una cohorte colombiana. Se requiere de mas investigaciones para
determinar y confirmar el aporte de estos genes al desarrollo de la obesidad y Apnea
del Suefio dentro de esta poblacion.
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ABSTRACT

Obesity acts as a risk factor for Sleep Apnea; these two severe, highly prevalent
pathologies, do not have an adequate diagnosis and treatment. Likewise, there is no
information about the genetic basis of obesity and Sleep Apnea in Colombia. This
work aims to identify possible SNPs associated with obesity and Sleep Apnea,
located in the protein coding region of the genome of a cohort of Colombian
individuals. Genetic association was determined by performing exome sequencing in
a sample of 334 subjects, previously diagnosed for obesity, and Sleep Apnea through
polysomnography. Although exome sequencing analysis identified a handful of
variants within chromosomal regions significantly associated with obesity and Sleep
Apnea, none of the genes was evidenced in a common way. This relationship was
determined by predicting the joint function of the genes associated with the two
entities through a web algorithm, finding potential signaling pathways between genes
associated with obesity and Sleep Apnea, mainly related to oxidative processes. The
obtained results give way to the knowledge of the possible interaction of genes
associated with obesity and Sleep Apnea in a Colombian cohort. More research is
needed to determine and validate the contribution of these genes to the development

of obesity and Sleep Apnea within this population.
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1. INTRODUCCION

La obesidad es un problema mundial creciente, causado por la interaccion de
factores genéticos y medioambientales (Stevens et al 2012). Los factores
hereditarios, aunque ampliamente estudiados, pero no claramente dilucidados,
contribuyen de manera significativa a la presentacion de esta patologia, demostrando
un comportamiento étnico-dependiente (Hinney 2010). El pardmetro para determinar
la prevalencia de obesidad y sobrepeso es el indice de Masa Corporal (IMC); los
individuos obesos son aquellos con un IMC = 30 kg/m?. Es factor de riesgo para el
desarrollo de otras enfermedades crénicas como diabetes, enfermedad

cardiovascular, apnea del suefio, hipertension arterial, entre otras.

Asi mismo, la Apnea del Suefio (AS), el trastorno mas frecuente dentro del grupo de
alteraciones del suefio. Esta influenciado por diversos factores y asociado con altos
porcentajes de co-morbilidad y mortalidad (Khazaie et al 2011). Los resultados
obtenidos hasta el momento acerca de las bases genéticas, demuestran su

susceptibilidad y heterogeneidad (Liu et al 2011).

La asociacion entre obesidad y Apena del Suefio es compleja, y su interrelacion
genética estd poco documentada (Bhushan et al 2008, Schéafer et al 2002, Palmer et
al 2004). Recientemente, las técnicas de secuenciacion gendmica y exdmica se han
convertido en medios atractivos para estudiar la base genética de las enfermedades
complejas (aquellas causadas por variantes 0 mutaciones en mas de un gen, que no
siguen el modelo mendeliano de “un gen un fenotipo”) (Xiaojing et al 2013, Yang et al
2013, Need et al 2012). Estas metodologias tienen un gran potencial diagnéstico,
basado en el poder de prediccion de las frecuencias alélicas de las variantes
genéticas que afectan un determinado fenotipo (Grody et al 2013). Debido a que los
factores que afectan las frecuencias alélicas dentro las poblaciones, como la deriva
genética, la seleccién natural y la historia demogréfica, pueden alterar dicho potencial
predictivo; es necesario realizar una adecuada descripcion de la variacion genética
dentro de una poblacion/etnia, para poder garantizar su utilidad diagnéstica. La

secuenciacion del exoma, por ejemplo, es util para identificar de forma completa, las
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variantes dentro de las regiones del genoma que codifican para proteina; incluyendo

la cobertura de regiones intronicas y promotoras.

Teniendo en cuenta la complejidad y el gran impacto epidemiolégico que generan la
obesidad y la Apnea del Suefio a nivel mundial, el presente estudio tiene como
objetivo, identificar posibles SNPs asociados a estas dos entidades en una cohorte

de individuos colombianos, a través de secuenciacion exdmica.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Obesidad

2.1.1 Definicién y Epidemiologia

La obesidad es una patologia caracterizada por un exceso de grasa en el cuerpo. Se
diagnostica a través del indice de Masa Corporal (IMC), el cual se calcula, dividiendo
el peso de una persona entre el cuadrado su talla (Sweeting 2007). Con un IMC = 25
kg/m? un individuo es considerado con sobrepeso; mientras que, los casos de
obesidad se presentan con un IMC = 30 kg/m? (World Health Organization). En los
tltimos afos se ha observado un aumento considerable en el nimero de casos de
sobrepeso y obesidad en todo el mundo (World Health Organization); la proporcion
de adultos con obesidad aument6 entre 1980-2013 de 28.8% a 36.9% en los
hombres, y de 29.8% a 38.0% en mujeres (Ng et al 2014). Su prevalencia ha
aumentado también en nifios y adolescentes de paises en desarrollo, del 8.1% al
12.9% en nifios y del 8.4% al 13.4% en niflas (Ng et al 2014). Para el afio 2010 en
Colombia, la proporcién de casos de sobrepeso y obesidad en nifios y jovenes de 5 a
17 afios fue de 13.4% y 4.1%, respectivamente. La poblacion de 18 a 61 afos se
encontré en un 34.6% para sobrepeso y en 16.5% para obesidad; siendo la obesidad
mas prevalente en mujeres que en hombres (20.1% frente a 11.5%,
respectivamente) (Encuesta Nacional de la Situacién Nutricional en Colombia 2010 —
ENSIN).

2.1.2 Etiologia

La obesidad se desarrolla por un desequilibrio entre la ingesta y quema de calorias,
condiciones que son Unicas para cada individuo. Los factores ambientales y
genéticos contribuyen a esta diferencia. El estilo de vida es una variable ambiental
clave gue afecta la obesidad; por ejemplo, comer en exceso, la ingesta continua de

alimentos ricos en grasa, y una reduccion en la actividad fisica se asocian
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positivamente con ella. Los factores genéticos, por otra parte, aunque importantes,
no son de identificacion sencilla y muestran efectos altamente especificos a una
poblaciéon (Tan et al 2014). La importancia de esto reside en el hecho de que los
factores hereditarios en conjunto representan el 40-70% de la variacion en fenotipos
relacionados con obesidad (Herrera et al 2011).

2.1.3 Estudios genéticos relacionados con obesidad

Como se menciond anteriormente, la investigacion referente a las bases genéticas
de la obesidad (usando por ejemplo: Estudios de Asociacién de Genoma Completo-
GWAS; por sus siglas en inglés, y secuenciacién exémica) (Below et al 2014, Angeli
et al 2011), demuestra el importante papel que ejerce este factor para determinar
cudles individuos dentro de una etnia, son mas susceptibles a desarrollarla en
respuesta a un entorno particular. Al hacer una revision de la literatura (meta-analisis
y revisiones) (Anexo C) acerca de estudios genéticos de asociacion, realizados en
diferentes poblaciones, se puede evidenciar que hasta el momento se han
identificado un amplio nimero de variantes (Polimorfismos de Unico Nucledtido —
SNPs; por sus siglas en inglés) relacionadas con obesidad, IMC o perimetro
abdominal, dentro de genes que codifican para proteina, como: Fat Mass and
Obesity Associated (FTO), Mitochondrial Carrier 2 (MTCH2), Neuronal Growth
Regulator 1 (NEGR1), Melanocortin 4 Receptor (MC4R), Glucosamine-6-Phosphate
Deaminase 2 (GNPDA?2), SEC16 homolog B (S. cerevisiae) (SEC16B), Brain-Derived
Neurotrophic Factor (BDNF), Phosphotriesterase Related (PTER), Transmembrane
Protein 18 (TMEM18) y Leptin Receptor (LEPR) (Robiou-du-Pont et al 2013, Kulyté et
al 2011, Cauchi et al 2009); resaltando el comportamiento de la susceptibilidad
genética dentro de las distintas etnias. Por ejemplo, FTO (16q12.2), que fue el primer
gen identificado a través de GWAS (Frayling et al 2007, Scuteri et al 2007), muestra
una asociacion significativa con obesidad e IMC en Mexicanos, Europeos, Chinos e
Hispano/Afro-Americanos (Zhao et al 2014, Mejia-Benitez et al 2013, Huang et al
2011).

17



Se referencian algunos estudios adicionales, no incluidos en la sabana de busqueda

de literatura de meta-analisis y revisiones.

2.2 Apnea del Suefio

2.2.1 Definicién y Epidemiologia

Un rasgo particular asociado con la obesidad es la Apnea del Suefio (AS). Este
trastorno se caracteriza por episodios repetitivos de cese parcial o total del flujo de
aire durante el suefio. Es diagnosticado cominmente con la ayuda de una
polisomnografia. Esta consiste en la grabacion de los cambios fisiolégicos que se
producen durante el suefio (Olejniczak et al 2003), y determina el nimero de Apneas
e Hipoapneas por hora de la persona (IAH: indice de Apnea-Hipoapnea). De acuerdo
con el indice se clasifica como Leve (IAH >5-15), Moderada (IAH >15 - 30) y Severa
(IAH > 30) (Sleep-related breathing disorders in adults 1999). Es reconocida como un
problema mundial, que ocurre con mayor frecuencia en hombres de mediana edad,
principalmente de las poblaciones americanas e hispanas. La prevalencia de AS en
nifios oscila entre el 1y 3%, en mujeres de mediana edad entre 2 a 4% y en hombres
de mediana edad entre 4 a 9% (American Academy of Sleep Medicine). Las co-
morbilidades de esta entidad incluyen: hipertension arterial, resistencia a la insulina y
enfermedad cardiovascular (Monahan et al 2011, Bengtsson et al 2010, Medical
Advisory Secretariat 2006). Asi mismo, estia asociada clinicamente con trastornos
cognitivos, deterioro en la calidad de vida, y accidentes de transito, producto de la
somnolencia (Roth et al 2010). En nifios afecta el aprendizaje y la conducta (Naseem
et al 2011).

2.2.2 Tipos

Dependiendo del mecanismo que lo ocasione, puede ser de tipo Obstructivo o
Central (Ludka et al 2011).

18



2.2.2.1 Apnea Obstructiva del Suefio (AOS)

Se produce cuando los tejidos blandos alrededor de la via aérea superior colapsan,
obstruyendo parcial o completamente el flujo de aire. Esto provoca descensos en la
saturacion de oxigeno y despertares transitorios, que dan lugar a un suefio no

reparador. Se caracteriza por la presencia de ronquidos y somnolencia diurna.
2.2.2.2 Apnea Central del Suefio (ACS)

Sucede por una alteracién en el area del Sistema Nervioso Central encargada de
controlar la respiracion. Es menos frecuente y se caracteriza por ausencia de sefial

respiratoria y de esfuerzo respiratorio durante periodos cortos.

2.2.2.3 Apnea Mixta del Suefo (AMS)

Esta forma de apnea habitualmente comienza como Central y termina con un

componente Obstructivo.

2.2.3 Factores de Riesgo - Estudios genéticos relacionados con Apnea del Suefio

Al igual que la obesidad, es una patologia compleja determinada por factores
genéticos, ambientales y del crecimiento-desarrollo (Casale et al 2009). EIl
componente genético es significativo, atribuyéndosele el 35-40% de la variacion
dentro del fenotipo (Redline et al 2000). Aungque sus bases genéticas no han sido
claramente dilucidadas (Palmer et al 2003, Redline et al 2000), los acercamientos en
esta area, demuestran la presencia de diferencias étnicas en el modo de herencia
(Buxbaum et al 2002). El conocimiento de los genes involucrados en diferentes
razas, contribuye al entendimiento de los mecanismos mediante los cuales el
fenotipo incrementa la susceptibilidad genética para AS. Resultados del estudio
familiar de Cleveland (estudio epidemiologico-genético més grande de la Apnea del
Suefio a nivel mundial, Redline et al 1995), sugieren que los Afroamericanos tienen
mayor riesgo de AOS que los Caucasicos, debido a un exceso en los tejidos blandos

de las vias aéreas superiores, que reduce el paso de aire. A diferencia de los
19



Asiaticos, donde al parecer la aparicion de AOS esté fuertemente influenciada por las

caracteristicas craneofaciales (Cakirer et al 2001).

Asi mismo, los resultados de la literatura revisada (Anexo D) obtenidos a partir de
GWAS, estudio de genes candidatos, entre otros; demuestran la agregacion familiar
(existe cuando los familiares de un individuo afectado corren un mayor riesgo de
padecer la enfermedad que los familiares de un individuo no afectado) y
predisposicion genética de la Apnea del Suefio (Huang et al 2014). El primer estudio
de genes candidatos de AOS (52 seleccionados), realizado en familias Europeo-
Americanas y Afro-Americanas, identific6 asociaciones significativas entre AOS y
fenotipos intermedios como, obesidad, inflamacién y control ventilatorio (Larkin et al
2010).
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3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La ingesta excesiva de calorias, acompafiada de una vida sedentaria, en conjunto
con las variaciones genéticas de cada persona, son factores que promueven el
crecimiento de tejido adiposo y la obesidad. Durante los udltimos afios se ha
observado un aumento considerable en la prevalencia de la obesidad en adultos y
nifios, convirtiéndose en uno de los principales problemas de salud publica en el
mundo (Morabia et al 2006). Asi mismo, algunas de las alteraciones metabdlicas
ocasionadas por esta entidad, dentro de las que cabe mencionar: dislipidemia, estrés
oxidativo, resistencia a la insulina y disfuncion endotelial, se convierten en factores
de riesgo para el desarrollo de patologias como: diabetes, apnea del suefio y

enfermedad cardiovascular (Basi¢ et al 2012).

La Apnea del Suefio es una entidad frecuente, relacionada con la obesidad, que
presenta una etiologia multifactorial, en donde varios genes, al parecer, interactian
con factores medioambientales. Esta asociada igualmente con desordenes
cardiovasculares, metabdlicos, gastrointestinales y neuropsicolégicos severos, que
repercuten en altos costos socioecondmicos para la poblacion (Drager et al 2013);
existe una fuerte evidencia en la literatura, del alto porcentaje de pacientes que no
son diagnosticados (Rajagopalan 2011), esto ocasiona un incremento en la morbi-
mortalidad de las enfermedades anteriormente mencionadas, e impide las acciones
de atencion primaria. Por esta razon, la investigacion actual esta dirigida a lograr un
adecuado diagnostico y manejo terapéutico de las personas que la padecen
(Bbhning et al 2011).

Debido al gran porcentaje de subdiagndstico de AS en Colombia, y la falta de
conocimiento de la obesidad como factor de riesgo, se disefid un proyecto de
investigacion para identificar posibles marcadores genéticos asociados con obesidad
y AS (Polimorfismos de Unico Nucleétido — SNPs), localizados en la fraccion exdmica

del genoma de una cohorte de individuos colombianos.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL:

Identificar posibles SNPs asociados a obesidad y Apnea del Suefio, en una cohorte

de individuos colombianos, a través de secuenciacién exdmica.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Predecir la relacion entre los genes asociados a los fenotipos obesidad/AS por

medio de una red de co-expresion.

e Predecir la relacion entre los genes asociados a los fenotipos obesidad/AS por

medio de una red de interaccion.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Disefio de la Investigacién

Este es un estudio analitico de corte transversal, realizado en conjunto con el Centro
de Investigaciones Odontologicas (CIO) de la Pontificia Universidad Javeriana y el
Hospital Universitario San Ignacio (HUSI).

5.2 Poblacion de estudio

Un subgrupo de 340 individuos de origen Colombiano se incluyé en este estudio.
Estos sujetos constituyen la cohorte de estudio del programa de investigacién en
curso: "Prevalencia y pruebas diagnésticas de Trastornos de Suefio, y su relacion
con riesgo Cardiovascular en Colombia, a diferentes altitudes”, financiado por
COLCIENCIAS. Todos los participantes fueron diagnosticados para AS con una
polisomnografia nocturna practicada en la Clinica del Suefio del Hospital
Universitario San Ignacio (HUSI). La informacién acerca de historial médico, uso de
medicamentos y habitos de suefio, se obtuvo a través de cuestionarios individuales.
El peso se determiné con una balanza digital y la altura con un metro portatil; el IMC
fue calculado como se indic6 en el Marco Teodrico. El estudio fue aprobado por el
Comité de Etica del Hospital Universitario San Ignacio y de la Facultad de Medicina
de la Pontificia Universidad Javeriana. Se obtuvo el consentimiento de todos los

individuos.

5.3 Fenotipos Clinicos

Los pacientes fueron clasificados de acuerdo a un IMC = 30 kg/m2 como obesos, y a
un IAH > 5 eventos/h en la polisomnografia como AS positivo, en cuatro subgrupos:

obeso AS; obeso no-AS; no-obeso AS; no-obeso no-AS.
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5.4 Muestras de ADN

Las fuentes de ADN fueron: sangre y saliva. Las muestras de sangre se tomaron a
208 individuos utilizando tubos EDTA Vacutainer™ (BD, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.).
Para los 132 pacientes restantes, se obtuvieron muestras de saliva utilizando los
tubos de recoleccion Oragene* DISCOVER (OGR-500) (ADN-Genotek Inc., Ottawa,
ON, Canadd). Todas las muestras de sangre y saliva se tomaron una vez que los

sujetos dieran su consentimiento informado.

Se extrajo el ADN a partir de sangre usando el kit de aislamiento, UltraClean® Blood
DNA Isolation Kit (Non-Spin) (MO BIO Laboratories, Inc., CA, EE.UU.); con un
minimo de modificaciones en el protocolo del fabricante (Anexo A). La recuperacion a
partir de muestras de saliva se realizé con el kit de purificacién, preplT-L2P
Purification Kit (ADN-Genotek Inc., Ottawa, ON, Canadd); siguiendo las notas del
protocolo del fabricante para asegurar un material genético de alta calidad. La
concentracion y calidad de cada muestra de ADN se midid6 con NanoDrop® (ND-
1000 Spectrophotometer), se prepararon alicuotas a una concentracion final de 50
ng/Ul. para su posterior envio a los servicios de secuenciacion (descripcion de los

requisitos de las muestras de DNA en Anexo B).

5.5 Secuenciacién del exoma

La secuenciacion exomica de cada muestra de ADN se llevdo a cabo en el
Departamento de Gendémica del Hospital Infanti de Cincinnati (Center for
Autoimmune Genetics and Etiology (CAGE) - Cincinnati Children’s Hospital Medical
Center). Los datos se generaron a través de la plataforma Illlumina (lllumina HiSeq
2000 platform generating paired-end, 100-base long reads), que provee una
secuenciacion masiva y mayor rendimiento en la produccion de datos. Previo al paso
de secuenciacion, se construy6 una libreria BAC utilizando el kit de captura exémica
Nextera (Nextera Rapid Capture Exome kit - lllumina). Una vez completada la etapa
de secuenciacion para cada exoma enriquecido, los archivos idat correspondientes

se guardaron para su posterior andlisis bio-informético.
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5.6 Identificacion de SNPs y Analisis de datos

Todas las lecturas exdmicas generadas por cada individuo fueron alineadas con la
secuencia referencia del genoma humano (version 37.68); disponible en el
navegador Santa Cruz de la Universidad de California. Estas alineaciones se
realizaron utilizando BWA (Li et al 2010). Posteriormente, se utilizd el programa
SAMtools (Li et al 2009) para crear los archivos de secuencia de cada individuo,
necesarios para la identificacion de las variantes. Las variantes (SNPs) de la cohorte
completa fueron identificadas con Genome Analysis Tool Kit (McKenna et al 2010,
DePristo et al 2011).

El paso de “SNP call” (es decir, identificar en cada sujeto, las posiciones de los
nucleétidos con dos alelos diferentes) se realiz6 con CASSI (Cincinnati Analytical
Suite for Sequencing Informatics). Este analisis se llevd a cabo en un cllster
computacional basado en Linux CCHMC700. Para cada “SNP call’ se calcul6 la
frecuencia de sus dos alelos segregantes. Siguiendo una evaluacién de control de
calidad, se removieron SNPs debido a: (i) baja tasa de identificacién, (ii) alelo de
menor frecuencia (MAF), y (iii) violacién del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). Por
ultimo, se ejecut6 otro punto de control por medio de un Analisis de Componentes
Principales (ACP), con el fin de identificar los sujetos con ascendencia genética mas
disimil y excluirlos del estudio, evitando asi, asociaciones equivocadas entre las

variantes y etnias diferentes (Price et al 2010).

Después de excluir los SNPs que no pasaron los controles de calidad anteriormente
mencionados, asi como los sujetos genéticamente disimiles, la asociacion entre cada
genotipo/SNP y el rasgo de interés se determind con un modelo de Regresién
Logistica. Para cada prueba de asociacion se obtuvo el valor de P y Odds Ratio (OR)
con el programa PLINK (Purcell et al 2007).

El resumen de la metodologia usada en este estudio se provee en la Figura 1 y de

los pasos de la secuenciacién exémica en la Figura 2.
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Seleccién de individuos. | S5 ( Diagnosticados para obesidad y AS. ]

Toma de muestras: — .
sangre o saliva. D [ Previa firma del Consentimiento Informado. ]
Extraccién de ADN. > [ Requisitos de calidad y cantidad solicitados. ]
Envio de muestras a D Center for Autoimmune Genetics and Etiology (CAGE) -
secuenciacion del exoma. Cincinnati Children’s Hospital Medical Center.

Secuenciacién con D lllumina HiSeq 2000 platform generating paired-end,
lllumina. 100-base long reads.

Analisis de datos.

Resultados preliminares.

Figura 1. Diagrama de flujo que resume la metodologia utilizada en este estudio.

SECUENCIACION

% i Construccion de libreria. [ Nextera Rapid Capture Exome kit - lllumina. ]
EXOMICA - lllumina D pid:sap

Secuenciacién de cada exoma.

Obtencién de archivos idat.

Alineacién de lecturas exémicas con la D [

. 9 BWA: Burrows-Wheeler Aligner. ]
secuencia referencia. 2 i Al

Creacidn de los archivos de secuencia de cada D [

individuo. SAMtools. ]

“SNP call”. Control de calidad para remover
SNPs. D [ CASSI: Cincinnati Analytical Suite for Sequencing Informatics. ]

Anélisis de Componentes Principales: excluir
sujetos con ancestro disimil.

Asociacion SNP/entidad: Regresion Logistica; D [

PyOR. PLINK: Whole genome association analysis toolset. ]

Figura 2. Diagrama de flujo que describe los pasos de la secuenciacion exémica.
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6. RESULTADOS

6.1 Poblacion de estudio

La secuenciacion exémica se llevd a cabo en 334 (correspondiente al 98% de los
sujetos) de las 340 muestras enviadas inicialmente; las cuales cumplieron con los
requisitos de calidad de ADN.

6.2 Fenotipos Clinicos

De acuerdo con la clasificacion fenotipica, la distribucion de la poblacién disponible
dentro de los subgrupos demostr6 un mayor niumero de hombres no obesos que
presentaban AS (35.3% del total). Asi mismo, el porcentaje de sujetos obesos AS
positivos, fue mayor comparado, con los obesos no-AS, para ambos géneros. El
resumen de las frecuencias en los subgrupos fenotipicos se proporciona en la Figura
3.

353% Género
B Femenino
. Masculino

1207

1007

80

60

Recuento

204

obeso AS obeso no-AS no-obeso AS  no-obeso no-AS

Fenotipos

Figura 3. Distribucion de frecuencia de los fenotipos obesidad/Apnea del Suefio.
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6.3 Secuenciacion exémica, identificacion de SNPs y Analisis de datos

Se obtuvo un promedio de 94.5 millones de lecturas (rango 80-115 milliones) por
individuo, con wuna profundidad de 106 veces en las regiones objetivo.
Aproximadamente, el 98% de estas lecturas fueron alineadas con la secuencia

referencia.

Inicialmente fueron identificados 542.585 SNPs. 29 SNPs fueron removidos por una
baja tasa de identificacion (> 0,95), 294.604 fueron considerados como raros con
muy baja frecuencia (MAF> 0.01), y 527 SNPs adicionales, no cumplian el supuesto
de HWE (P> 0,00001); para un total de 247.425 SNPs (tiles. Adicionalmente, el ACP

resulté en la exclusién de 55 sujetos.

El andlisis genético identific6 17 SNPs notablemente asociados con la obesidad
(p<4.83E™); distribuidos en 10 cromosomas diferentes. Las variantes, rs1350016 y
rs4381763, ambas ubicadas en el cromosoma 2, estuvieron cerca de alcanzar el
umbral de significancia exémica (Figura 4). Asi mismo, se identificaron 8 genes

asociados significativamente con riesgo de obesidad (Tabla 1).
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Figura 4. Grafico de los SNPs exdmicos asociados con Obesidad. Cada punto representa
un SNP, con su ubicacién gendmica en el cromosoma correspondiente (eje X; cada barra de color
representa un cromosoma) y el nivel de asociacién (eje Y). Se indican: umbral de significancia de

. . h . ) -8 . "o . . £ .
exoma-completo (linea roja discontinua; P <5 x 10 )5 y significancia sugerente (linea azul sdlida; P <5
x10").
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Tabla 1. SNPs asociados significativamente con Obesidad. CHR: cromosoma; bp: pares de bases -
regién genémica; MAF: alelo de menor frecuencia; P < 0.05; Context: contexto genémico.

CHR SNP bp Minor MAF MAF Major P-value 0Odds Ratio Gene Context
Allele cases controls Allele
2 151350016 199402357 A 0.09877 0.013%4 G 2.856-07 7.75
3 152292662 63897215 A 0.2125 0.07371 G 7.78E-07 3.391 ATXNT intronic
8 154373152 51558988 A 0.2531 0.1016 G 1.22€-06 2.996 SNTGL intronic
5 156554850 14251518 A 0.4074 0.2151 G 1.31E-06 2.508 TRIO intronic
12 152130405 25589842 G 0.08125 0.00996 A 1.38E-06 8.79
2 rs4381763 201776988 C 0.2875 0.1255 A 1.50E-06 2.812 ORC2 Intronic
6 rs16890289 159846743 A 0.06173 0.003984 C 1.61E-06 16.45
1 rs16917401 92076873 A 0.0679 0.005976 G 1.84E-06 12.12
2 rs4674529 221241860 G 0.4679 0.2669 A 2.33E-06 2415
11 exm2259907 91873636 G 01173 0.0259 A 2.33E-06 4.998
23 151009386 151521190 C 0.2193 0.06571 A 2.92E-06 3.994
8 159298367 82441040 A 0.2469 0.1016 c 2.92E-06 2.899 FABP12  non-coding intronic
4 151353854 31158565 G 0.1437 0.03984 A 3.41E-06 4.046
3 kgp8600449 119500664 A 0.09259 0.01594 G 3.50E-06 6.301 NR1I2 Sutr
6 15926657 159463452 A 0.1235 0.02988 G 3.58E-06 4.573 TAGAP Intronic
13 156561935 58039801 G 0.08642 0.013%4 A 4.58E-06 6.689
EFHCL coding-
6 exm555531 52343899 G 0.104% 0.02191 A 4.83E-06 5.233 NONSynonomous

Un total de 17 SNPs reveld alta asociacion (P <4.70E%) con AS. Sin embargo
ninguno se encontré por encima del umbral establecido de significancia (Figura 5,
Tabla 2). Estos SNPs se localizaron en 10 cromosomas diferentes, con una
tendencia de enriquecimiento en el cromosoma 17. Los 5 SNPs asociados al
cromosoma 17 se encuentran dentro de la misma regiéon genémica (BP, Tabla 2) aun
en diferentes genes. Igualmente, se identificaron 12 genes asociados

significativamente con riesgo de AS (Tabla 2).
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Figura 5. Gréfico de los SNPs exédmicos asociados con Apnea del Suefio. Cada punto representa un
SNP, con su ubicacién gendmica en el cromosoma correspondiente (eje X; cada barra de color
representa un cromosoma) y el nivel de asociacion (eje Y). Se indican: umbral de significancia de
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exoma-completo (linea roja discontinua; P <5 x 10 ), y significancia sugerente (linea azul sélida; P <5
x107).
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Tabla 2. SNPs asociados significativamente con Apnea del Suefio. CHR: cromosoma; bp: pares de
bases - region gendémica; MAF: alelo de menor frecuencia; P < 0.05; Context: contexto gendémico.

CHR SNP b Minor MAF MAF Major P-value 0Odds Ratio Gene Context
P Allele cases controls Allele
17 exm2253003 39983849 G 0.1045 0.2432 C 2.54E-06 0.3632 NTSC3B coding-synonomous
12 exm989046 21391976 C 0.02489 0.1091 A 5.10E-06 0.2084 SLCO1B1 coding-
NONSYynonomous
17 rs9303319 40022809 A 01029 0.2358 G 8.75E-06 0.3715 KLHL11 Supstream
2 rs6754561 224839696 G 04796 0.3018 A 1.19€-05 2132 SERPINE2 3downstream
17 rs3816122 40058212 G 0.1005 0.2252 A 1.47€-05 0.3842 ACLY intronic
15 rs6497103 94225523 A 05045 0.3288 C 1.73E-05 2078
8 rs1735176 146074281 A 0.175 0.3198 G 2.42E-05 0.4511 ZNF7 3downstream
1 exm9852 6635306 A 0.03409 0.1171 G 2.86E-05 0.2661 TASIR1 coding-
NONSYyNnonomous
9 rs10732688 140581700 [= 04658 0.2973 A 3.20E-05 2061 EHMT1 intronic
10 rs1329173 91949422 A 0.3103 0.4808 G 341E05 0.486
5 rs10045458 169486815 A 0.1086 0.2297 G 3.56E-05 0.4085 DOCK2 intronic
17 exm1323023 39983808 C 01 0.2182 G 3.59E-05 0.3981 NT5C3B coding-
nonsynonomous
17 exm1323024 39983820 G 0.09955 0.2162 A 4.04E-05 0.4008 NT5C3B coding-
nonsynonomous
9 rs7846724 12818692 A 01581 0.2955 G 4.24€-05 0.4511 LURAPIL intronic
6 exm542229 36275458 A 0.2353 0.3874 G 4.30E-05 0.4866 PNPLAL coding-
NoNSynonomous
6 rs4713956 36275458 A 02353 03874 G 4 30€E-05 0.4866
12 rs17095872 45811112 A 0.06335 0.1622 C 4.70E-05 0.3494 ANOG intronic

6.4 Posibles redes genéticas subyacen la obesidad y AS

Aunque el listado de genes que demostré las mas altas asociaciones con obesidad y
AS no reveld ningun elemento en comun, la relacion genética entre estos dos
fenotipos podria darse en sus interacciones (genes que actian dentro de la misma
via metabdlica o el mismo proceso biol6gico). Esta posibilidad se investigd
sometiendo la lista de los 20 genes asociados, a una base de datos especializada en
interacciones genéticas reportadas. Después de haber realizado la consulta en
GeneMANIA (http://www.genemania.org) (Mostafavi et al 2008), se obtuvo una red

densa de genes con dos criterios principales: co-expresion e interaccion.

GeneMANIA (Gene Multiple Association Network Integration Algorithm) es una
aplicacién web flexible y de facil manejo, desarrollada en la Universidad de Toronto
(Donnelly Centre for Cellular and Biomolecular Research, University of Toronto), que
predice la funciébn de los genes en tiempo real (Warde-Farley et al 2010).
Introduciendo una lista de consulta, GeneMANIA la amplia identificando genes
funcionalmente asociados, usando bases de datos gendmicas y protedmicas,
disponibles y validadas (GEO, BioGRID, EMBL-EBI, Pfam, MGI Pathway Commons,
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NCBI, 12D, InParanoid7). Algunos de los datos de asociacion incluyen: interacciones
genéticas, vias de sefializacion, redes de co-expresion y co-localizacion, y similitud
de dominios proteicos. Asi mismo, este algoritmo reporta el peso, que indica el valor
predictivo de cada conjunto de datos obtenidos a partir de la consulta. Dentro de los
organismos disponibles para analizar, se encuentran: Arabidopsis thaliana,
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Escherichia coli, Homo sapiens,
Mus musculus y Saccharomyces cerevisiae (Molina-Navarro et al 2014, Vlasblom et
al 2014).

De acuerdo con la prediccion para este estudio, 17 de los 20 genes se encontraron
dentro de la red de co-expresiéon (Figura 6), y 12 de ellos en la red de interaccion
(Figura 7). Curiosamente, los genes FABP12, ANO6 y PNPLA1 permanecieron fuera
de las dos redes. En ambas redes, independientemente, se evidencié un ndmero
considerable de conexiones entre los genes asociados con los fenotipos

obesidad/AS, al igual que con los huevos miembros encontrados por GeneMANIA.
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Figura 6. Red de co-expresion (linea violeta) de los genes asociados con los fenotipos obesidad/Apnea
del Suefio. Las circunferencias de color gris oscuro indican los 20 genes asociados con los dos
fenotipos. Circunferencias de color gris claro corresponden a nuevos genes encontrados por
GeneMANIA, relacionados con el conjunto de genes introducidos. La diferencia en el tamafio de las
circunferencias y el grosor de las lineas, representa el peso de la co-expresién entre los genes; los
pesos se determinan automaticamente. El peso total de esta red es del 94.80 %.
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Figura 7. Red de interaccion (linea verde) de los genes asociados con los fenotipos obesidad/Apnea del
Suefio. Las circunferencias de color gris oscuro indican los 20 genes asociados con los dos fenotipos.
Circunferencias de color gris claro corresponden a nuevos genes encontrados por GeneMANIA,
relacionados con el conjunto de genes introducidos. La diferencia en el tamafio de las circunferencias y
el grosor de las lineas, representa representa el peso de la interaccién entre los genes; los pesos se
determinan automaticamente. El peso total de esta red es del 5.20 %.

pro

Al analizar la interrelacion genética en las dos redes simultaneamente, la cantidad de
elementos en comun fue menor y no en todos los casos los genes introducidos se
co-expresaban e interactuaban entre si. Este evento fue visto Unicamente en un
subgrupo de tres genes (Figura 8); el cluster formado por: Trio Rho guanine
nucleotide exchange factor (TRIO) (obesidad); Dedicator of Cytokinesis 2 (DOCK?2)
(AS) y ATP citrato liasa (ACLY) (AS).

Figura 8. Red de co-expresion (linea violeta) e interaccion (linea verde) de los genes TRIO,
DOCK y ACLY, encontrada por GENEMANIA. Las lineas violetas son mas gruesas, comparadas con las
verdes, indicando probablemente que la co-expresion entre los genes es mayor que la interaccion.
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TRIO (5p15.2). La proteina codificada por este gen, esté constituida por un dominio
serinal/treonina quinasa, y dos factores intercambiadores de nucleétidos de guanina
(GEF), dominios especificos para Rac y RhoA; este gen participa en distintas vias de
sefializacion que controlan la proliferacion celular (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7204).

El gen DOCK2 localizado en 5035.1, codifica para una proteina especifica de la
célula hematopoyética, indispensable para la quimiotaxis de los linfocitos, a través de
la activacion de Rac (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1794).

ACLY (17921.2), el ultimo de los genes involucrados en el cluster, cataliza la
formacion de acetil-CoA y oxaloacetato; la acetil-CoA desempefia un papel
importante en el metabolismo de la glucosa y los lipidos (NCBI,

http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/47).

Finalmente, PNPLAL1 (Patatin-like Phospholipase Domain Containing 1) (6p21.31),
uno de los genes que permanecieron fuera de las dos redes (Figura 9). Mostr6é una
asociacion estadisticamente significativa con AS en el andlisis de secuenciacion
exémica (P: 4.30E™®) (Tabla 2). Se ha relacionado su funcién con el metabolismo de
los lipidos (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/285848).
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Figura 9. Co-expresion e interaccion del gen PNPLAL. El gen PNPLA1 (subrayado con linea
naranja) permanecio fuera de las redes de co-expresion (linea violeta) e interaccion (linea verde).
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7. DISCUSION

El presente trabajo, abordé en un primer nivel, la asociacion entre marcadores
genéticos (SNPs) y las entidades: obesidad y Apnea del Suefio, en una poblacién
colombiana. Este enfoque revel6 un nimero de variantes en genes que no estaban
asociadas anteriormente con cualquier fenotipo en otras poblaciones, ofreciendo una
nueva vision acerca de las agrupaciones y redes genéticas que pueden estar
involucradas con estos dos fenotipos concurrentes en Colombia. Del mismo modo,
los 20 genes aqui identificados (8 en obesidad y 12 en AS), estan poco descritos y
no han sido asociados previamente con estas patologias en Colombia, ni en ninguna

otra poblacion (Anexo E, Anexo F).

7.1 Obesidad vy Apnea del Suefio en Colombia

La distribucién de los dos fenotipos en la cohorte colombiana demostré un nimero
considerable de casos positivos de AS tanto en el subgrupo que presentaba
obesidad como en el que no la presentaba. En concordancia con la informacién
existente, la AS fue mas frecuente en hombres que en mujeres (Schwab 2005). Este
hallazgo apoya el reconocimiento de esta entidad como un grave problema de salud
publica. Debido a que los resultados obtenidos en este estudio son producto de un
primer intento hacia la busqueda de las bases genéticas de las dos patologias, no
son suficientes para establecer una asociacion fenotipo-genotipo definitiva; se
necesitan investigaciones adicionales que permitan dilucidar el papel de estos genes,

y de esta manera soportar la correlacion.
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7.2 Grupos de genes subyacen el puente genético entre obesidad y AS

Se encontré una posible interrelacién entre estos dos fenotipos a través de la co-
expresion y la interaccion de tres genes: TRIO asociado con la obesidad, DOCK2 y
ACLY con AS. Ninguno de los genes ha sido previamente asociado con obesidad,
AS o cualquier otro fenotipo.

TRIO actua sobre la via de sefalizacion JNK/p38. Hirosumi et al (2002) demostrd
gue JNK es un mediador crucial de la obesidad in vivo. Recientemente, los
resultados de Han et al (2013) revelaron el papel esencial de JNK en macréfagos
para el establecimiento de la resistencia a la insulina, inducida por obesidad e
inflamacién. El estudio de Zhang et al (2012) proporciond la primera evidencia sobre
el papel protector de JNK contra la obesidad inducida por la dieta, después de su
supresion selectiva en el tejido adiposo. Asi mismo, el estrés del reticulo
endoplasmatico y las vias de sefalizacibn asociadas, presentan un mecanismo
fundamental relacionado con la actividad inducida de JNK por la obesidad, la
respuesta inflamatoria y la resistencia a la insulina (Hotamisligil 2008). De igual
manera, los estudios referentes a DOCK2, han sefialado su papel como regulador
positivo de Rac (una familia Rho GTPasa pequefia). La familia Rho de GTPasas
pequefias, incluyendo Rac, ha demostrado estar intimamente asociada con la
organizacion del citoesqueleto de actina, asi como también, con los procesos
oxidativos. Estos procesos de estrés oxidativo estan mediados en gran parte por la
activacion de las vias JNK a través de la accion de Rac. Singh et al (2009) demostro
gue el estrés oxidativo es un mecanismo subyacente del trastorno del suefio en
pacientes con AOS. Suzuki et al (2006) proporcioné evidencia que relaciona la
ocurrencia de estrés oxidativo con AOS, y el papel de las especies reactivas de
oxigeno en los cambios cardiovasculares asociados con la AOS. De acuerdo con la
evidencia previamente mencionada, se construye la hipGtesis, acerca de la
interaccion entre los potenciales genes candidatos reportados en este estudio (TRIO-

DOCK), como posible vinculo entre obesidad y AS.
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Relacionado con lo descrito anteriormente, la correlacion entre los genes TRIO-
DOCK, se podria explicar teniendo en cuenta lo siguiente. Las pequefias GTPasas
de la familia Rho (Ras homélogo) controlan diversos procesos celulares, incluyendo:
remodelacion del citoesqueleto de actina, dindmica de los microtubulos, transcripcion
de genes, crecimiento y proliferaciéon celular, y metabolismo de fosfolipidos.
Funcionan como interruptores moleculares ciclando entre el estado inactivo
(cargadas con GDP) y el activo (cargadas con GTP); ciclo regulado por tres tipos de
proteinas: (i) Factores Intercambiadores de Nucleé6tidos de Guanina (Rho Guanine
nucleotide Exchange Factors - GEF), (i) GTPasa de Activacion de Proteinas
(GTPase Activating Proteins - GAP) vy (iii) Inhibidores de la Disociacion de Guanina
(Guanine Dissociation Inhibitors - GDI) (Schmidt et al 2014). TRIO pertenece a la
familia de las RhoGEFs, que se dividen en dos: (i) la familia de proteinas Dbl y (ii) la
familia de proteinas DOCK (DHR-2/CZH), recientemente identificada (Coté et al
2002). Se necesita investigacion adicional para dilucidar la forma exacta de su

contribucién a estas entidades.

Por otra parte, la relacién entre ACLY y obesidad puede demostrarse por el hecho de
gue este gen cataliza la generacién de acetil-CoA; un componente esencial de la
biosintesis endégena de acidos grasos y colesterol. Pearce et al (1998) demostrd
gue el colesterol en plasma y los niveles de triglicéridos se redujeron en presencia de
inhibidores de ACLY. Los resultados del estudio de MacDonald et al (2013)
suministré nueva evidencia sobre la importancia de ACLY en la sintesis de lipidos,

simultanea a la secrecion de insulina.

Esta evidencia preliminar, sefiala la posible correlacion entre los genes TRIO-
DOCKZ2; por el contrario, no existe alguna que sustente la correlacion de los genes
TRIO-ACLY (Figura 10). Se necesitan futuros trabajos que permitan establecer la
actividad del cluster aqui encontrado (TRIO, DOCK2, ACLY).
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Figura 10. Posible correlacién entre los genes TRIO, DOCK y ACLY. De acuerdo con la evidencia
revisada se construye esta gréafica, para suponer que la interrelacion entre los genes TRIO-DOCK?2 esta
dada posiblemente porque pertenecen a un mismo grupo funcional; pero no existe alguna que sustente

la los genes TRIO-ACLY.

Se han asociado polimorfismos en los genes de la familia Patatin-like Phospholipase
(PNPLA) con el aumento en la secrecion de insulina y obesidad. Goran et al (2010)
reporté el efecto de una variante en PNPLA3 en la grasa del higado de nifios y
adolescentes hispanos, y Johansson et al (2008) confirmé la asociacién entre
PNPLA3 y la obesidad en una poblacidon sueca. El presente estudio revelé una
variante en PNPLAL asociada significativamente con la AS. Sin embargo, como
PNPLAL1 permanecié fuera de las redes genéticas predichas por GeneMANIA; es

necesario confirmar como este gen provoca su efecto sobre la obesidad.

Adicionalmente, al incluir en el algoritmo de los 20 genes, algunos de los ya
reportados en obesidad, mencionados anteriormente (FTO, MTCH2, NEGR1, MC4R,
GNPDA2, SEC16B, BDNF, PTER, TMEM18 y LEPR); se encontré la relacién de dos
de estos, con uno de los miembros del cluster (DOCK2). FTO en co-expresion y
SEC16B en interaccion (Figura 11). FTO descubierta como la primera N6-metil-
adenosina (m°A) RNA desmetilasa, que cataliza la demetilacion de m°A en a-
cetoglutarato y Fe? de manera dependiente. Este gen estd asociado
significativamente con la obesidad (Wang et al 2011). Igualmente, ha demostrado
susceptibilidad para otros desordenes metabdlicos y cancer (Samaras et al 2010, lles
et al 2013, Kaklamani et al 2011). Por otro lado, el gen SEC16B (SEC16 homolog B
(S. cerevisiae)) (1g25.2) participa en la organizacion de zonas de transicion del
reticulo endoplasmatico, y exportacion  de proteinas (NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/89866). Por medio de GWAS, se le han identificado
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algunos SNPs que confieren susceptibilidad a la obesidad en Caucéasicos y
Japoneses (Hotta K et al 2009). De acuerdo con esto, y teniendo en cuenta que los
mecanismos de asociacion entre obesidad (FTO-SEC16B) y AS (DOCK2) no son
claros, se podria sospechar que el efecto entre estos genes, estaria dado por
procesos metabdlicos relacionados con el reticulo endoplasmaético, al igual, con los
epigenéticos. Del mismo modo, se requieren mas estudios que permitan esclarecer

su contribucion a las dos patologias.

Figura 11. Red de co-expresion e interaccion de los genes FTO y SEC16B y el cluster TRIO,
DOCK?2 y ACLY; hallada por GENEMANIA. FTO se encontré en co-expresion (linea violeta) con DOCK2
y SEC16B en interaccion (linea verde) con el mismo gen.

Emplear una aproximacién algoritmica a partir de un listado de genes candidatos, de
alguna manera informativos, permite en cierta medida resolver el conocido acertijo
genotipo-fenotipo; sin embargo, es un acercamiento, y mas preguntas surgen sobre

la interpretacion de estas relaciones.
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8. CONCLUSIONES

e Este estudio proporciona un nuevo catalogo de SNPs altamente informativos,
asociados con la obesidad y la Apnea del Suefio en una poblacion Colombiana. Asi
mismo, propone un conjunto de genes y procesos metabdlicos potencialmente

relevantes para comprender la progresion de los dos fenotipos en esta poblacion.

e Esta investigacion respalda la secuenciacion del exoma, como una opcién practica
para el diagnostico de enfermedades genéticas complejas, como la obesidad y
Apnea del Suefio.
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9. PERSPECTIVAS

e La utilidad de estos resultados va mas alla de su objetivo clinico inmediato,
pudiendo ser postulados como herramienta para entender cémo la variacion genética
gue surge dentro de las poblaciones, contribuye al desarrollo de estas entidades

mundialmente reconocidas.

e El siguiente paso de este trabajo es la genotipificacién exhaustiva de los genes
candidatos aqui reconocidos en una cohorte mas grande de individuos colombianos
obesos/AS, con el fin de validar su utlidad como predictores de las dos

enfermedades en esta poblacién.
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11. ANEXOS

ANEXO A. Modificaciones al protocolo del kit de asilamiento de ADN a partir de
sangre. UltraClean® Blood DNA Isolation Kit (Non-Spin) (MO BIO Laboratories,
Inc., CA, EE.UU.)

La recuperacion se hizo utilizando la capa leucocitaria en vez de sangre entera.

1. En un primer paso, para obtenerlo, todo el tubo de la muestra sangre se centrifugo
a 3000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente.

2. Con una pipeta, se retir6 cuidadosamente la capa leucocitos-plaquetas (buffy coat)
ubicada entre la interfase plasma/eritrocitos.

3. A partir de esta parte, hasta el paso 21, el protocolo de aislamiento de sangre
sigui6 siendo el mismo.

4. En el paso 22, las muestras se diluyeron en 50 pl de solucion G4.

ANEXO B. Requisitos de las muestras de DNA para el envio a los servicios de

secuenciacion exdmica.

e Calidad de ADN: pureza suficiente para proporcionar un A260/A280 = 1.8.

e Cantidad de ADN: 10 ul de cada muestra a 50 ng/ul (cantidad total: 500 ng). Las
muestras se diluyeron en la solucibn G4 (Tris in DNA Free Water) del kit de
aislamiento UltraClean® Blood DNA Isolation Kit (Non-Spin).

e Envio: las muestras de ADN cargadas en placas de 96 pozos y almacenadas en
hielo seco, fueron enviadas al Departamento de Gendmica del Hospital Infantil de
Cinccinati (Center for Autoimmune Genetics and Etiology (CAGE) of the Cincinnati
Children’s Hospital Medical Center, Cincinnati, OH, USA) para secuenciacion

exdmica y analisis de datos.
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