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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

A Adenina

AD Descarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos
ADN Acido desoxirribonucleico

ATP Adenosina trifosfato

CA Catecolaminas

Ca" Ion calcio

COMT Catecol-o-metil-transferasa

COMT-M Catecol-o-metil-transferasa asociada a membrana
COMT-S Catecol-o-metil-transferasa soluble

DBH Dopamina-p-hidroxilasa

DMSO Dimetil sulfoxido

DOPA Dihidroxifenilalanina

G Guanina

GABA Acido-y-amino butirico

ISSSTE Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los
Trabajadores del Estado

Kb Kilo bases

MAO Monoaminooxidasa

Met, M Metionina

Mg Ton magnesio

ml mililitros

Na® Ton sodio

ng nanogramos

Nlalll Enzima de restriccion obtenida de la bacteria Neisseria

lactamica
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pb pares de bases
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa (siglas en inglés)
PEGE2 Prostaglandina E2

PM peso molecular

PNMT Feniletanolamina-N-metil-transferasa
TH Tirosina hidroxilasa

Val, VvV Valina

VMAT Transportador de monoaminas

pl microlitros
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1. MARCO TEORICO
1.1. CATECOLAMINAS

El término catecolaminas designa a todos aquellos compuestos
que contienen el grupo catecol (orto dihidroxibenceno) y una cadena
lateral con un grupo amino®.

Las catecolaminas de mayor importancia fisioldgica son la
dopamina, noradrenalina y adrenalina, que participan en los
mecanismos integrativos, tanto neurales como enddcrinos. Por esta
razon, el sistema nervioso simpdatico y la médula adrenal conforman una
unidad anatémica y fisioldgica conocida como sistema simpatico-
adrenal®,

1.1.1.BIOSINTESIS.

La sintesis de catecolaminas se realiza a partir de la tirosina,
que puede sintetizarse en el higado a partir de fenilalanina o provenir
de la dieta. Consta de los siguientes procesos (Figura I):

a)  Hidroxilacion de la tirosina: proceso catalizado por la
enzima Tirosina-Hidroxilasa (TH), convirtiendo a la tirosina en
dihidroxifenilalanina (DOPA). Este proceso es el paso limitante
en la biosintesis de las catecolaminas, debido a que la TH se
encuentra “finamente” regulada®.

b)  Descarboxilacion: la DOPA se transforma en
dopamina, por una reaccion de descarboxilacion producto de la
actividad de la enzima Descarboxilasa de L-Aminoacidos
Aromaticos (AD). La dopamina, una vez formada en el
citoplasma, es transportada activamente al interior de las
vesiculas granulares, donde continfla la biosintesis de las
catecolaminas™.

c¢)  Hidroxilacion de Dopamina: por la actividad de la
enzima Dopamina-b-hidroxilasa (DBH), se produce Ia
hidroxilacion de la dopamina para dar lugar a la noradrenalina.
En la médula adrenal, 1a noradrenalina es liberada de los granulos
vesiculares al citoplasma, para continuar con la biosintesis*.

d)  Metilacion de la Noradrenalina: se lleva a cabo en el
nitrégeno del grupo amino de la noradrenalina por accion de la
enzima Feniletanolamina-N-Metil-Transferasa (PNMT), dando
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como producto la adrenalina, que luego de ser sintetizada es
transportada al interior de vesiculas granulares®

Qs

el ‘? ) e

Tirosina L-DOPA Dopamina -Nuradrena L- Adrenalma

&

Figura L. Via de sintesis de las catecolaminas. Tomado y modificado de
Velazquez, 2003.

1.1.2.ALMACENAMIENTO.

La mayor parte de las catecolaminas es almacenada en granulos
o vesiculas, tanto en células neuronales como en células cromafines de
la médula suprarrenal’ para garantizar su descarga regulada y evitar su
degradacion por la Monoaminooxidasa (MAQO) en el citoplasma
celular®.

Dentro de las vesiculas, las catecolaminas se encuentran
formando un complejo con ATP para ser liberadas en respuesta a un
estimulo. La captacion de las catecolaminas en estas vesiculas se
encuentra facilitada por un mecanismo de transporte activo que utiliza
el Transportador Vesicular de Monoaminas (VMAT’s), el cual,
acoplado con ATP, funciona como una bomba que mantiene un amplio
gradiente eléctrico. Cabe mencionar que este transportador se expresa
exclusivamente en las células neuronales®.

1.1.3.LIBERACION.

La liberacion de catecolaminas se produce por el mecanismo de
exocitosis. El estimulo fisiologico para su liberacion es provocado por
el neurotransmisor acetilcolina, el cual es liberado en las terminales
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nerviosas simpaticas que inervan a la médula adrenal. La acetilcolina,
actuando sobre receptores Ilamados nicotinicos, produce la
despolarizacion de la membrana celular aumentando su permeabilidad
al Na'. Esto produce un cambio conformacional en las proteinas de la
membrana plasmatica, permitiendo el ingreso de Ca** al interior (Figura
II). De esta manera se considera que el aumento de Ca* intracelular
desencadena la secrecion de catecolaminas por un mecanismo de
exocitosis que implica el adosamiento de las vesiculas electrodensas
entre si y con la membrana plasmatica; produciéndose una fusion de las
mismas y descargando todo el contendido soluble del granulo al espacio
extracelular® (Figura III).

El proceso de liberacion de catecolaminas esta sometido a
miltiples influencias reguladoras, de caracter facilitador e inhibidor’.

o Facilitadores: angiotensina, acetilcolina (a ciertas
concentraciones), adrenalina mediante receptores B y el acido-
y—aminobutirico (GABA) mediante receptores GABAA’.

o Inhibidores: prostaglandina E2 (PGE2), péptidos
opioides, acetilcolina, dopamina, adenosina y GABA a través de
receptores GABAF’.

Canal de Ca®* 2+ +
operado por Ca Na Receptor

Colinérgico
Nicotinico

voltaje

Y g Y

Ca** Na*

Figura II. Receptor colinérgico nicotinico. Tomado y modificado de Brandan
NC, Llanos IC, Ruiz D, Rodriguez AN, 2010.
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Terminacion nerviosa

ijanglilo B Células
simpatico ’/ cromafines
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.

Epinefrina

o norepinefrina /

Figura III. Liberacion de catecolaminas adrenales. Tomado y modificado de
Brandan NC, Llanos IC, Ruiz D, Rodriguez AN, 2010.

Vaso sanguineo

1.1.4.INACTIVACION.

La inactivacion de las catecolaminas se lleva a cabo mediante
tres procesos, que son:

a) Captacion neuronal o captacion 1: es un proceso muy
rapido, cuya eficiencia en los tejidos es proporcional a la
densidad de la inervacion simpatica. Es un proceso de transporte
a través de membrana, saturable y que requiere energia®.

b)  Captacion por tejidos extraneuronales o captacion 2:
este proceso carece de especificidad, es independiente de la
presencia de Na" y Ca'? extracelulares y no es inhibido por
cocaina. Todas las CA son sustratos aptos para este tipo de
captacion que no se relaciona con elementos nerviosos, sino con
otras células. Es bloqueado por corticosteroides, por los
metabolitos O-metilados de las catecolaminas y por f-
haloalquiminas, un grupo de drogas bloqueantes irreversibles de
los receptores adrenérgicos o”.
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c) Transformacion metabdlica (Figura IV): en
este proceso intervienen principalmente dos enzimas, la catecol-
O-metiltransferasa (COMT) y la monoaminooxidasa (MAO). La
MAO es una enzima oxidativa mitocondrial que actia en la
cadena lateral; se encuentra en neuronas y en células no
neuronales. Su actividad se centra en la fraccion citoplasmatica
de las monoaminas no protegidas en el interior de las vesiculas.
La COMT es una enzima de la fraccion soluble citoplasmatica e
incluso puede estar asociada a la membrana celular, pero no se
encuentra  ligada  particularmente a las  neuronas
catecolaminérgicas. Produce metilacion en el grupo m-hidroxilo
del nucleo catecol transfiriendo el radical metilo de la S-
adenosilmetionina. Precisa Mg para su actividad®.
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Figura IV. Metabolismo de las catecolaminas por accion de la COMT y la
MAO. Tomado y modificado de Katzung y Masters AJT, 2013
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1.2. CATECOL - O - METILTRANSFERASA (COMT)
1.2.1.ENZIMA

La catecol — O — metiltransferasa (COMT), es una enzima cuya
funcion es la inactivacion de catecolaminas mediante la transferencia
de grupos metilo de la S-adenosilmetionina al grupo hidroxilo ubicado
en la posicién meta de la molécula®.

Se trata de una enzima citoplasmica de la que existen dos
formas diferenciadas en base a su localizacion subcelular, la forma
soluble (COMT-S) y la forma asociada a membrana (COMT- M)".

Desde la década de los noventas, se ha investigado mas a fondo
la actividad de la enzima y su relacion con algunas enfermedades, de
esta manera, con ayuda de la medicina genomica, se han detectado
variantes en el gen que codifica para la enzima'.

1.2.2.GEN COMT.

El gen COMT se localiza en el cromosoma 22q11.2 (Figura V);
se compone de seis exones de los que solo cuatro son codificantes.
Tiene aproximadamente 27 Kb y codifica dos transcritos a partir de dos
promotores, COMT-M de 1.5 Kb y COMT-S de 1.3 Kb.°

El gen que codifica a COMT, tiene dos alelos polimorficos
(Val=Valina o H=High o G=Guanina, y Met=Metionina o L=Low o
A=Adenina) y da lugar a 3 genotipos: Val/Val (HH=actividad
enzimatica alta), Val/Met (HL=actividad enzimatica media) y Met/Met
(LL=actividad enzimatica baja). '
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Chromosome 22

22q11.22-23

MB- S-
287 15737865 W
A *G I ATG A11'G Val *Met T?A

T H H 1A
P1

A Ay 1 o
M N 1 ([ ) 1.5kb

AUG UGA

C 01 | ' b 1.3kb

Figura V. El gen COMT Yy sus transcritos. Los asteriscos indican algunos
polimorfismos conocidos. Tomada y modificada de Bray NJ y cols. 2003.

P2

1.2.2.1.  POLIMORFISMOS DEL GEN COMT

El gen COMT presenta una serie de variantes polimorficas de
una sola base (SNP) definidas por cambios en un codon de su secuencia
de ADN. Algunas de estas variantes, debido a cambios significativos en
los aminoacidos codificados conducen a variantes de la proteina con
una distinta capacidad funcional.®

La mayoria de estos polimorfismos se localizan en regiones no
codificantes o no alteran la secuencia de aminoéacidos en la proteina
sintetizada.

Debido a que el unico SNP que ocasiona un cambio en la
secuencia de aminoacidos de la enzima COMT es el rs4680, que
promueve la sustitucion de valina (V) por metionina (M), se propone la
evaluacion de la frecuencia en que se presenta dicho polimorfismo en
la poblacion, esto debido a que se ha relacionado con una gran variedad
de padecimientos tales como: cancer, dolor cronico, esquizofrenia,
depresion, etc.
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El polimorfismo V158M se considera como el mas importante
en cuanto a la variacion de la actividad enzimatica, sin embargo,
algunos otros polimorfismos conocidos del gen COMT han sido
descritos como posibles reguladores de esta actividad, aunque con una
relevancia cuantitativamente menor. Algunos de estos son rs737865
(localizado en el intron 1), rs165599 (en la region flanqueante 3°) y
rs2097603 (en la region promotora P2). Mientras que los dos primeros
podrian ejercer una funcion reguladora en la trascripcion a ARN
mensajero °, 1s2097603 se ha propuesto como otra posible variante
funcional °.
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Tabla 1. Relacion de enfermedades y polimorfismos del gen COMT

Polimorfismo de Enfermedad con la que se relaciona.
COMT

rs4680 Susceptibilidad a padecer
Esquizoftrenia, dolor cronico, anorexia
nerviosa, trastorno obsesivo
compulsivo (TOC), Cancer de mama.

rs4633 Susceptibilidad a padecer
Esquizofrenia, dolor cronico.

rs4818 Susceptibilidad a padecer
Esquizofrenia, dolor cronico.

156267 Susceptibilidad a padecer
Esquizoftrenia, dolor cronico.

156269 Dolor cronico.

rs165599 Susceptibilidad a padecer
Esquizofrenia.

rs1800706 Susceptibilidad a padecer
Esquizofrenia.

152097603 Dolor croénico.

15737865 Susceptibilidad a padecer
Esquizofrenia.

Informacion obtenida de Craddock N, Owen M J y O’donovan M C,

2006.

1222. COMT VI58M (rs4680)

Para entender de una mejor manera lo que buscamos en el
analisis de las muestras donadas, es necesario conocer un poco mas
acerca del polimorfismo de interés.

El polimorfismo 1rs4680, localizado en el exén 4 de Ia
secuencia, aparece de forma predominante en humanos’. Consiste en
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una sustitucion de una guanina por adenina, que se traduce en una
sustitucion de valina por metionina la posicion 158 de COMT- M. Este
cambio supone una diferencia sustancial en la funcidon enzimatica
debido a que metionina es un aminoacido hidréfilo, mientras que valina
es hidrofobo; dicha variacion conduce a un cambio conformacional de
la proteina COMT de tal manera que las formas Met158 sean menos
termoestables, por lo que muestra menor actividad a temperatura
fisiologica’.

Puesto que estos alelos son codominantes, en estudios
neurogenéticos, se ha demostrado que los individuos homocigotos para
el alelo Met158 tienen una actividad de COMT un tercio menor que los
individuos homocigotos para el alelo Vall158, de tal manera que los
individuos heterocigotos presentan una actividad intermedia. Esto
explica lsa distribucion trimodal de los niveles de actividad de la enzima
COMT *°.

De forma interesante, no ha sido posible identificar un
polimorfismo similar a este en ninguna otra especie animal, incluyendo
primates, existiendo en estos sélo la forma Val158'" y en roedores una
forma Leu (con una leucina en esa posicion, un aminoacido ain mas
hidrofobo que Valina), de una actividad aun mayor que las formas
Vall58 o Met158 ?'. Se ha sugerido que estos datos podrian indicar, por
tanto, que el alelo ancestral es el Vall58 o de alta actividad, siendo el
alelo Met158 tnico de la especie humana. Por otro lado, la presencia
del alelo Met158 también se asocia a fenotipos en desventaja, como una
respuesta emocional desadaptada® o incluso mayor frecuencia de
cancer de mama'®, lo cual explicaria la persistencia de ambos alelos y
las diferentes distribuciones en distintos grupos humanos, que estarian
basadas en fuerzas selectivas dependientes de variables contextuales y
ambientales.
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1.3. POLIMORFISMOS DE COMT Y SU RELACION CON EL
DOLOR

Encontrar una definicion precisa del dolor ha sido una
tarea compleja, ya que nada puede definir el conjunto de
matices sensoriales y afectivos que induce una experiencia
dolorosa. El dolor es el motivo principal de consulta en la
mayoria de las especialidades médicas, ademas, como sintoma
fundamental, es la clave principal que nos indica que algo no
funciona bien en el organismo .

Segun el comité de taxonomia de la Asociacion
Internacional para el Estudio del Dolor, IASP (por sus siglas en
inglés), el dolor se define como “una experiencia sensorial o
emocional desagradable asociada a un dafio tisular real o
potencial”®.

Otra definicion mas cercana a la practica clinica, afirma
que el dolor “es una experiencia perceptiva sensitiva
desagradable acompafiada de una respuesta afectiva, motora,
vegetativa e incluso de la personalidad”®.

Como hemos visto, COMT es una de las enzimas
metabdlicas de catecolaminas, actuando como un modulador de
la neurotransmision dopaminérgica. Cuando existen diferentes
niveles de la actividad de COMT, los cuales responden a los
diferentes genotipos del gen COMT (polimorfismo V158M), se
pueden apreciar cambios importantes en las funciones
regulatorias de las neurotransmisiones, incluyendo el receptor
opioide p*.

En modelos animales, se ha observado que la actividad
disminuida de COMT, asociada al genotipo Met/Met en el gen
COMT, reduce el contenido neuronal de péptidos de encefalina
e induce en compensacion, un incremento de las
concentraciones de los receptores opioides L en varias regiones
del cerebro. En contraparte, un incremento en la actividad de
COMT, asociada al genotipo Val/Val, resulta en el efecto
opuesto sobre el receptor p =
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La presente investigacion servira para determinar la frecuencia
de la variante genética VIS8M del gen COMT en la poblacion
mexicana; el cual se sabe que presenta codominancia alélica.

3. JUSTIFICACION

La enzima Catecol-O-metiltransferasa (COMT) interviene de
forma significativa en la inactivacion de las catecolaminas y Catecol-
estrogenos, de forma que, en presencia del ion magnesio, transfiere el
grupo metilo de S-adenosil-L-metionina al sustrato correspondiente y
secundariamente en la sintesis de neuropéptidos '. Por tanto, su
actividad se relaciona con los trastornos de ansiedad, la migrafia, la
adiccion a la nicotina y las respuestas alteradas en el metabolismo de
algunos farmacos antidepresivos, asi como la sensibilidad al dolor en
personas sanas '°.

En este sentido, recientemente se ha estudiado un polimorfismo
localizado en la posicion 472 del gen COMT, el cual consiste en una
sustitucion de una Guanina por una Adenina que se traduce en la
sustitucion de Valina por Metionina en la posicion 158 de la proteina.
Puesto que estos alelos son codominantes, se ha demostrado que los
individuos homocigotos para el alelo Met158 tienen una actividad de
COMT un tercio menor que los individuos homocigotos para el alelo
Vall 58, de tal manera que los individuos heterocigotos presentan una
actividad intermedia. Como se muestra en la Figura VI, se ha reportado
que la distribucion alélica de este polimorfismo varia notablemente en
diferentes poblaciones de distinto origen étnico, presentandose los
niveles mas altos de heterocigosidad del gen en poblacién europea,
manteniéndose en éstas una frecuencia alélica de cerca del 50%,
mientras que en el resto de poblaciones hay una menor heterocigosidad
y un predominio del alelo Val158 *'.
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Figura V1. Distribuciéon mundial de los alelos del polimorfismo V158M de
COMT. Obtenida de la base de datos ALFRED (The ALlele FREquency
Database), disponible en URL: http://alfred.med.yale.edu/alfred/index.asp

Por lo mencionado anteriormente, este trabajo busca determinar
la frecuencia de la variante genética V158M del gen COMT en una
muestra de la poblacion mexicana, de tal manera que los resultados
obtenidos serviran como referencia o base para estudios de asociacion
con el dolor créonico, enfermedades neuropsiquiatricas e incluso con
algunos tipos de cancer.
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4. HIPOTESIS
Si tomamos en cuenta que la poblacidbn mexicana esta
compuesta de diferentes linajes a partir de los cuales existen una gran
variedad de mestizajes, y con base en los datos de investigaciones
previas en Europa, Asia y Sudamérica, entonces:
a. El genotipo homocigoto para valina (G-G) del gen
COMT, tendra una frecuencia de 46 a 48%
b.  El genotipo homocigoto para metionina (A-A) del gen
COMT, tendra una frecuencia de 2 a 4%
c. El genotipo heterocigoto (A-G) del gen COMT tendra
una frecuencia de 50%

5. OBJETIVOS
5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de la
variante genética V158M (rs4680) del gen COMT en una
muestra de la poblacion mexicana (donadores de sangre del
CMN 20 de Noviembre ISSSTE), con el fin de conocer y
analizar si estas son similares a las presentadas en otras
poblaciones mundiales, asi como establecer precedentes para
futuras investigaciones acerca de este polimorfismo.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

o Genotipificar la variante genética V158M del gen
COMT en una muestra de la poblacion mexicana.

o Analizar la frecuencia genotipica y alélica en una
muestra de la poblacion mexicana.

o Establecer precedentes para futuros estudios de
asociacion a enfermedades cronicas.
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6. METODOLOGIA
6.1. TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio descriptivo, observacional y transversal.
6.2. MUESTRA

La muestra probabilistica corresponde a ciento veintisiete
individuos en total, todos ellos donadores de sangre del banco de sangre
del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” del ISSTE. La muestra
obtenida fue la recolectada en un periodo de aproximadamente cuatro
meses, en el cual se invitd a los donadores a participar en el estudio.

6.2.1. TAMANO DE LA MUESTRA

Para obtener el tamafio de la muestra probabilistica, se
realizaron los siguientes calculos:

2
Muestra sin ajustarn’:  n’ = i— donde: S*=p (1-p) y V*

2
es la varianza poblacional, que se establece como el error estandar con
el que se estima trabajar.

Por tanto, utilizando como probabilidad (p) el estimado de 4.0%
para el alelo Met158 y un error estandar de 0.015, se obtiene:

. 0.04(1-004) 00384
" T TT00152 0.000225

n/

=170.66

Muestra ajustada n: n= donde: N es el total de

T 140’ /N
donadores (poblacion total)

Sustituyendo los valores en la formula anterior, se obtiene:

B 17066 ~  170.66  170.66
" 1+17066/500 1+034132 134132

= 127.23

Nota: se toma como poblacion total 500 donadores, esto es
porque se obtuvo dicha cantidad de muestras en un periodo de cuatro
meses, de las cuales se selecciond una muestra probabilisticamente
representativa de la poblacion mexicana.
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6.3. CRITERIOS DE SELECCION

a) Criterios de inclusion

e Individuos sanos en calidad de donadores de sangre que deseen
participar voluntariamente en el estudio

e Ambos sexos

e Mayores de edad

e  Que firmen el consentimiento informado
b)  Criterios de exclusion

e Historia personal y/o familiar de alguna enfermedad cronica
relacionada con el polimorfismo a estudiar (dolor cronico,
enfermedades neuropsiquiatricas, cancer).

c) Criterios de eliminacion
e No se obtuvo ADN
e  Muestras de ADN de mala calidad

6.4. RECLUTAMIENTO DE DONADORES

Los donadores fueron reclutados en el banco de sangre del
Centro Médico Nacional “20 de noviembre”.

Cada uno de los donadores que aceptaron participar en el
proyecto firmé un consentimiento informado disefiado para tal fin
cumpliendo con lo indicado en el Reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacion para la Salud, Titulo Quinto,
Capitulo Unico. (Apéndice 1).

Los donadores que cumplieron con los criterios de inclusion
fueron incorporados a la investigacion, luego de la firma del
consentimiento informado.



6.5. METODOS DE LABORATORIO
6.5.1. DIAGRAMAS DE FLUJO
6.5.1.1. SELECCION DE SUJETOS DE ESTUDIO
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6.5.1.2.

GENOTIPIFICACION
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6.5.2.TOMA DE MUESTRA

Con apoyo del personal del banco de sangre del Centro Médico
Nacional “20 de Noviembre”, ISSSTE, se extrajeron Sml de sangre de
sangre periférica, con vacutainer, anti coagulada con EDTA (Tubo con
tapa morada), con la finalidad de inhibir la participacion del ion calcio
(Ca™) en la cascada de coagulacion, sin afectar la morfologia de las
células hematicas. Posteriormente se almacenaron en refrigeracion a 4°

C.
6.5.3.EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN se llevo a cabo transfiriendo 500ul de
sangre completa anti coagulada (previamente homogeneizada) a un
tubo Eppendorf de 1ml, a la que se le adicion6 el mismo volumen de
solucion de lisis (solucion de cloruro de amonio/bicarbonato de amonio
10:1), se mezcld y se incubd a 4°C por 30 minutos. Una vez transcurrido
el tiempo, se centrifugd a 14,000 rpm durante 2 minutos, se decanto el
sobrenadante y se realizaron dos lavados con solucion de lisis y uno con
solucion salina fisiolégica (1ml). Terminados los lavados, se
resuspendio el boton en 570ul de solucion de NaCl 5mM, a la
suspension se le adicionaron 40l de SDS al 10%. La mezcla anterior
se agitd durante 5 minutos en el vortex y posteriormente se centrifugd
a 14,000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido se paso6 a
un tubo Eppendorfde 1 ml y se le adicionaron 600 pl de una mezcla de
Cloroformo—Alcohol isoamilico (49:1) y se mezcl6 en el vortex por 2
minutos, posteriormente se centrifugé a 14,000 rpm durante 6 minutos.

La fase organica (fase superior) se transfirid a un frasco con 4
ml de Etanol absoluto (pureza 100%) frio para favorecer la
precipitacion del ADN y se dejo a -20°C por 24 horas. Pasadas las 24
horas, se toma el ADN (grumo blanco-transparente) y se transfiere a un
tubo Eppendorf de 500ul que contiene 400pl de Etanol al 70% frio. El
contenido del tubo se centrifugdé a 14,000 rpm durante 6minutos, se
retird el sobrenadante y dejo evaporar el etanol a sequedad.

El boton seco obtenido se resuspendi6 en agua inyectable, entre
100 y 200pl, dependiendo del tamafio del boton.
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La extraccion de ADN se comprobé mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2%, la cual se corri6 a 80 volts por 20 minutos, con la
finalidad de observar la integridad del material genético (Fotografia I).

Fotografia 1. Electroforesis del ADN extraido de las muestras de sangre. Se
observa que hay material genético suficiente en la muestra.

6.5.4.CUANTIFICACION DEL ADN.

Para los fines de este trabajo, la concentracion mas adecuada de
ADN en las muestras tenia que ser mayor o igual a 50ng/ul. Por esta
razon, en muestras con concentracidén menor, se repitiod, un maximo de
dos veces, la extraccion del material genético.

La cuantificacion de las muestras se realizé con ayuda de un
micro espectrofotdometro UV NanoDrop® modelo ND1000 (Fotografia
I1), utilizando como blanco agua inyectable. Para llevar a cabo la
cuantificacion, se colocan en el equipo 2l de la muestra en el sensor,
que succiona la muestra y la analiza a una A de 230nm, traduciendo la
informacion, por medio de un software, para dar la concentracion y
pureza del material genético (Fotografia IV)
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Fotografia II. Espectrofotdémetro UV NanoDrop®ND-1000.

6.5.5.PCR (REACCION EN CADENA DE AL
POLIMERASA)

LaPCR esuna técnica que tiene como objetivo la amplificacion
(in vitro) directa, de un gen o fragmento de ADN especifico, por lo que
se requiere conocer la secuencia del fragmento o parte de ella. Consta
de tres procesos basicos que son: Desnaturalizacion, Hibridacion y
Replicacion®.

Para la presente investigacion, se realizo la técnica de PCR para
amplificar un fragmento del exéon 4 del gen COMT, por lo que se
recurrio a buscar la secuencia de dicho gen, especificamente del exon
antes mencionado en la base de datos Genebank, localizando asi la
secuencia donde se encuentra el polimorfismo rs4680 (V158M). Esto
con la finalidad de disefiar los oligonucleétidos, cuya funcion es ser los
cebadores o primers (Tabla 2) que delimitaron el fragmento que se
amplifico.
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Los reactivos utilizados en la PCR y las condiciones del
termociclador para llevar a cabo la reaccion, se muestran en la tabla 3 y
4, respectivamente.

Tabla 2. Oligonucledtidos cebadores de la PCR del fragmento
replicado.

rs4680 Fw 5’TAC TGT GGC TAC TCA GCT GT3’
rs4680 Rv 5’TGA AGC TGG TGT GAA CACCT3®

Tabla 3. Reactivos utilizados para realizar la PCR del fragmento.

Reactivo Volumen por reaccion.
O Mleeadar 74l
Buffer de MgCI2 2.5ul
dNTP’s 0.5ul
Primer Forward 0.25ul
Primer Reverse 0.25ul
DMSO 0.5ul
Go-Taq Polimerasa 0.1ul
DNA genémico 1ul
Volumen total 12.5 ul




37

Tabla 4. Condiciones a las cuales se llevo a cabo la PCR del fragmento
del exon 4 del gen COMT.

Condicion Tiempo Temperatura °C Ciclos
DesnaF u.ra.hzacmn 3 minutos 95 1
inicial
Desnaturalizacién | 30 segundos 95
Alineamiento 30 segundos 60 35
Extension 30 segundos 72
Extension final 5 minutos 72 1
Enfriamiento ') 4 1

La reaccion de PCR se realizO en un termociclador AXYGEN
(Fotografia III).

Fotografia III: Termociclador AXYGEN® MAXYGEN II

Al finalizar la reaccion, se comprobd la amplificacion del
fragmento por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 2%, la
cual se dejo correr durante 30 minutos a 80 volts.
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6.5.6.GENOTIPIFICACION.

La genotipificacion del polimorfismo V158M del gen COMT,
se realiz6 mediante la técnica de Polimorfismos en la Longitud de los
Fragmentos de Restriccion (RFLP), la cual consiste en la digestion del
producto de PCR con una enzima de restriccion, para ver los fragmentos
resultantes o fragmentos de restriccion del gen®.

El producto de PCR se someti6 a digestion con la enzima de
restriccion Nlalll, Neisseria lactamica (New England Biolabs). En
primer lugar se prepar6é una mezcla con buffer (1X) y la enzima, del
cual se agregaron 1.2ul (1.2 U) a 10ul del producto de PCR (total:
11.2ul). Acto seguido, se incubaron en un termoblock a 37°C durante
dos horas (temperatura a la que la enzima es activa).

Transcurrido el tiempo de la digestion enzimatica, se realizod
una electroforesis en gel de agarosa al 4.5%, el cual se dejo correr a 80
volts por un tiempo de 135 minutos para evidenciar los fragmentos
(bandas) que se espera obtener tras la digestion enzimatica, (Figura
VII).
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Figura VII. Genotipificacion del polimorfismo V158M del gen COMT por la
técnica de PCR-RFLP’s. La enzima NIalll, reconoce la secuencia
5 .. CATG.. &

3. BGTAC...5 encontrando asi dos o tres sitios de corte. Izquierda: se
muestra un esquema de los sitios de corte segun el genotipo. Derecha: se
muestra un esquema de los resultados esperados en la electroforesis en gel; 1.
Marcador de peso molecular de 50pb, 2. Resultados esperados por genotipo.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Con propdsito de conocer la frecuencia con que se presenta la
variante genética V158M del gen COMT en la poblacion mexicana, se
analizaron 127 muestras de ADN de donadores de sangre

Fotografia IV: Grafica de la concentracion de una muestra de ADN. Como se
observa en la esquina inferior derecha, se trata de una muestra con una
concentracion de 414.7ng/pl

Como se ha mencionado en la metodologia, todas las muestras
de ADN extraidas fueron cuantificadas, obteniendo concentraciones de
entre 50 y 500 ng/pl, con una relacion 260/280 de entre 1.78 y 1.82 la
cual es indicativa de buena calidad en el material extraido (Fotografia
V).

Con el ADN obtenido de la extraccion de cada una de las
muestras, se efectud la PCR para la amplificacion de un fragmento del
exon 4 del gen COMT, obteniéndose un fragmento de 235 pares de
bases (pb) que se muestran en la Fotografia V.
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PM 1 2 3 4 5

235
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Fotografia V. Electroforesis del producto de PCR (pPCR). En esta fotografia
observamos en el primer carril el marcador de peso molecular (PM) de 100
pb, seguido de los carriles 1-5, donde observamos el fragmento amplificado

de 235pb.

7.1. GENOTIPIFICACION

Con los productos de PCR que se obtuvieron, se procedio a la
digestion enzimatica, obteniendo los diferentes genotipos como se
muestra en la Fotografia VL
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Fotografia VI. Genotipificacion del polimorfismo V158M. PM. Marcador de
peso molecular. Muestras 1y 2, Heterocigotos (AG). Muestras 3 y 6,
Homocigotos de Valina (GG). Muestras 4 y 5, Homocigotos de Metionina

(AA).

7.2. FRECUENCIA GENOTIPICA

Las frecuencias y porcentajes se obtuvieron mediante
tratamiento estadistico de datos y se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Frecuencias y porcentajes de los genotipos obtenidos del

polimorfismo VI58M.
Genotipo Homocigoto Homocigoto Heterocigoto
Metionina Valina (GG) (AG)
(AA)
Frecuencia 5 59 63
Porcentaje 39 46.5 49.6
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En la grafica 1 podemos observar las frecuencias genotipicas
en la muestra analizada, siendo el genotipo heterocigoto (AG) el que se
presenta con mayor frecuencia y el genotipo homocigoto para
metionina (AA) el menos frecuente.

Grafica 1. Frecuencias genotipicas del polimorfismo V158M del gen
COMT.

Frecuencias Genotipicas
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60
50
40
30
20
10

HETEROCIGOTO HOMOCIGOTOVAL ~ HOMOCIGOTO MET
(VAL/MET O G/A) (G/G) (A/A)

En la grafica 2, podemos observar las frecuencias genotipicas, en
porcentajes, obtenidas de las muestras analizadas; de tal forma que se
aprecia un mayor porcentaje de muestras cuyo genotipo es heterocigoto
(AG) y el menor porcentaje del genotipo homocigoto para metionina
(AA).
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Grafica 2. Frecuencias genotipicas expresadas en porcentajes para el
polimorfismo V158M del gen COMT.
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7.3. FRECUENCIA ALELICA

Al igual que la frecuencia genotipica, se analizd la frecuencia
alélica en la muestra, obteniendo resultados similares a los reportados
en otras poblaciones. Una de las poblaciones mas estudiadas en cuanto
a este polimorfismo, es la espaifiola, en la cual se han reportado para el
alelo A (Met) una frecuencia de 35.2% y para el alelo G (val) una
frecuencia de 64.8%.

Tabla 6. Frecuencia alélica. Se muestra que las frecuencias alélicas son
similares a las presentadas en otras poblaciones.

Alelo A G

Frecuencia (%) 28.74 71.26
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De acuerdo con la tabla, podemos decir que, en comparacion
con la poblacion peruana'?, en México, las frecuencias alélicas son muy
similares, lo cual se debe al mestizaje espafiol-nativo que, al igual que
en Peru, presenta la gran mayoria de la poblacion mexicana.

En la grafica 3, se muestra una comparacion entre las
frecuencias alélicas obtenidas experimentalmente y para las cuales se
encontrd una y* de 1.31.

Grafica 3. Frecuencia alélica. Comparacion de la frecuencia alélica
obtenida experimentalmente.

Frecuencias alélicas

0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00
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8. CONCLUSIONES

De lo anteriormente expuesto y analizado, se concluye, que
mediante el método de PCR-RFLP’s se determinaron los genotipos
homocigotos (Met /Met y Val /Val) y heterocigoto (Val / Met).

Asimismo, la frecuencia genotipica presenta una clara
tendencia al heterocigoto Val/Met con una frecuencia de 49.6% de los
casos analizados, de tal manera que la enzima codificada con mayor
frecuencia, es la de actividad media para la poblacion mexicana. En el
caso de los homocigotos Met/Met y Val/Val, presentan una frecuencia
de 3.9 y 46.5% respectivamente, las cuales son relativamente
consistentes con las reportadas en distintas publicaciones y con las que
observamos en el anexo 2 y 3, sin embargo, los resultados obtenidos
indican que, al tratarse de una poblacién mestiza, quedan en la mediana
estadistica a nivel mundial.

Las frecuencias alélicas del gen dopaminérgico COMT,
encontradas en esta muestra, son cercanas a las sefialadas para algunas
poblaciones  africanas,  asiaticas, nativos  norteamericanos,
sudamericanos, y de Oceania. Difieren principalmente de las
informadas para el alelo Met.

Los resultados obtenidos en este proyecto, pueden ser
utilizados en futuros estudios de asociacion gen-enfermedad-
farmacoterapia, puesto que el polimorfismo puede influir en el
metabolismo de algunos farmacos de composicion similar a las
catecolaminas, lo que conlleva a un aumento o disminucion en la dosis
del farmaco dependiendo del tipo de enzima producida por el paciente.
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APENDICE A
Consentimiento informado.
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7

APENDICE B

Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo VI58M del
gen COMT encontradas en la muestra peruana estudiada y las
correspondientes a diferentes poblaciones del mundo. Basado en

lo comunicado por Palmatier y col, DeMille y col y en la base de

datos ALFRED.
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APENDICE C.

Grafico de frecuencias alélicas del polimorfismo V158M del gen
COMT de la poblacion peruana mixta estudiada, comparadas con
las comunicadas para otras poblaciones del mundo.
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