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Resumen

Introduccion: la dopamina B-hidroxilasa cataliza la conversion de dopamina
en norepinefrina y es blanco promisorio de intervenciones farmacologicas.
Polimorfismos del gen DBH son responsables de las diferencias individuales en
el tono dopaminérgico y adrenérgico de los sistemas nervioso central y autonomo.
Ya que las mutaciones defectuosas de la enzima y sus frecuencias varian entre
las etnias, se justifican los estudios conducentes a la caracterizacion genotipica y
fenotipica de la enzima en mestizos colombianos.

Meétodos: determinamos las frecuencias de los alelos -2073C>T, -970C>T, 444A>G
y 1603C>T del gen DSH en 143 adultos sanos, rasgos mestizos, ambos sexos y no

consanguineos. La genotipificacion se hizo por PCR-real time y minisecuenciacion
(SnaPshot).

Resultados: las frecuencias de los genotipos polimorficos fueron: -2073C>T (CC
61,5%, CT 32,9%, TT 5,6%), -970C>T (CC 49,6%, CT 43,4, TT 7%) y 444A>G
(AA 42%, AG 41,2%, GG 16,8%). Las tres mutaciones estan en desequilibrio de
ligamiento (D’=1) pero no se sustituyen mutuamente (1><0,8). 15 personas (10,5%)
tuvieron haplotipo de triple homocigoto nativo (CC/CC/AA).

Conclusion: nuestras frecuencias alélicas se asemejan a las reportadas en otros
grupos mestizos latinoamericanos.
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Caracferization of dopamine f-hydroxylase
gene in the Colombian Mestizo Population

Abstract

Introduction: dopamine - hidroxylase catalyzes the conversion of dopamine to
norepinephrine and it is a promising target for pharmacological inventions. DBH
gene polymorphisms are responsible for individual differences in dopaminergic
and adrenergic tone of the central and autonomic nervous systems. Since defective
enzyme mutations and their frequencies vary among ethnic groups, it is justify the
studies leading to the genotypic and phenotypic characterization of the enzyme in
Colombian mestizos.

Methods: we determined the frequencies of the alleles -2073C>T, -970C>T,
444A>G and 1603C>T DPH gene in 143 healthy adults, mestizo features, both
sexes and nonconsanguineous. PCR-real time and minisequencing (SnaPshot)
tecnhiques were used for the genotyping.

Results: the frequencies of polymorphic genotypes were: -2073C>T (CC 61,5%,
CT 32,9%, TT 5,6%), -970C>T (CC 49,6%, CT 43,4, TT 7%) and 444A>G (AA
42%, AG 41,2%, GG 16,8%).The three alleles are in linkage disequilibrium (D'=1)
but they do not replace each other (1><0,8). 15 people (10,5%) had the homozygous
triple native haplotype (CC/CC/AA).

Conclusion: our allelic frequencies are similar to those reported in other Latin
American mestizo groups.

Key words
Dopamine B-Hydroxylase; Pharmacogenetics; Genotype; Genetic polymorphism.
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Caracterizagdo do gene da dopamina
B-hidroxilasa em populacdo mestica

Resumo

Introdugdo: a dopamina f-hidroxilasa catalisa a conversio de dopamina em
norepinefrina e ¢ alvo promissor de intervengdes farmacologicas. Polimorfismos
do gene DPH sao responsavéis pelas diferengas individuais no tom dopaminérgico
e adrenérgico dos sistemas nervoso central e autonomo. Como as mutagdes
defeituosas da enzima e suas frequéncias variam entre as etnias, se justificam
os estudos conduzentes a caracterizagdo da e fenotipica da enzima en mestigos
colombianos.

Meétodos: determinamos as frequencias alelos -2073C>T, -970C>T, 444A>G
e 1603C>T do gene DFH em 143 adultos sdos, tragos mestigos, ambos sexos e
ndo consanguineos. A genotipificagdo se fez por PCR-real time e minisequéncia
(SnaPshot).

Resultados: as frequéncias dos genotipos polimorficos foram: -2073C>T (CC
61,5%, CT 32,9%, TT 5,6%), -970C>T (CC 49,6%, CT 43,4, TT 7%) e 444A>G
(AA 42%, AG 41,2%, GG 16,8%). As trés mutagdes estdo em desiquilibrio de
ligamiento (D’=1) mas ndo se substituem mutuamente (1><0,8). 15 pessoas (10,5%)
tiveram haplotipo de triple homocigoto nativo (CC/CC/AA).

Conclusdo: nossas frequéncias alélicas se assemelham as lembradas em outros
grupos mesticas latino-americanos.

Palavras Chave
Dopamina Beta-Hidroxilasa; Farmacogenética; Genotipo; Polimorfismo Genético.
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Introduccion

La enzima dopamina f-hidroxilasa
(DPH) pertenece a la familia de las
monooxigenasas dependientes de acido
ascorbico, existe en forma soluble (73
kDa) o unida a membranas (77 kDa)
dependiendo de la ausencia o presencia
de un péptido senal. Esta presente en las
vesiculas sinapticas del sistema nervioso
central (SNC), de la médula adrenal y de
las neuronas simpaticas posganglionares,
donde cataliza la hidroxilacion oxidativa
de DA en NE (1). Al convertir DA en
NE, la enzima no solo conecta el sistema
dopaminérgico con el adrenérgico, sino
que garantiza el adecuado balance de los
dos sistemas, lo cual le permite participar
en el control de numerosas funciones
fisiologicas y jugar un papel esencial en
el normal funcionamiento del Sistema
Nervioso Central (SNC) (2, 3) y del
Sistema Nervioso Auténomo (SNA) (4).
Por estas razones la enzima representa
un blanco promisorio de intervenciones
farmacologicas.

El gen DSH que codifica la enzima, fue
clonado y mapeado en el cromosoma
9924, tiene un tamafio aproximado
de 23 Kb y se compone de 12 exones
que codifican para una proteina de
603 aminoacidos (NCBI, secuencia de
referencia GenBank NC 000009.11).
Dicho gen es polimoérfico y algunos de
sus alelos producen enzima con actividad
defectuosa, razon por la cual en todos los
grupos étnicos estudiados se encuentran
individuos con actividad de la enzima
normal, intermedia o baja, indicativo de
una herencia codominante (5). Aunque
no todas las investigaciones han obtenido
los mismos resultados, existen reportes
que asocian polimorfismos del gen DSH
con desordenes mentales (esquizofrenia,
depresion, déficit de atencion e

hiperactividad)  (6-11),  enfermedad
de Alzheimer (12), enfermedad de
Parkinson (13), migrafia (14, 15),
conducta agresiva y susceptibilidad a la
drogadiccion (16-19), alterada respuesta
inmune-neuroendocrina al estrés (20-22),
hipertension arterial y aumento del riesgo
cardiovascular (23-25) y finalmente,
puesto que la deficiencia de la enzima
provoca pérdida del balance entre DA y
NE, también se ha reportado respuesta
alterada a farmacos relacionados con las
vias biosintéticas de catecolaminas (26-
28).

Aunque la  prevalencia  alélica
varia ampliamente entre las etnias,
confiriéndole a cada variante distinta
importancia en cada poblacion, los alelos
mejor estudiados y con mayor evidencia
de sus asociaciones con reduccion de la
actividad enzimatica son: 1) rs1989787
(-2073C>T), situado en la region del
promotor, altera la transcripcion; 2)
rs1611115 (-970C>T), wubicado en
la region del promotor, trastorna la
transcripcion y es el polimorfismo que
mas afecta la actividad de la enzima
(reduce ~10 veces la actividad plasmatica
de la enzima); 3) rs1108580 (444A>G),
situadoenelexon2;4)rs6271 (1603C>T),
situado en el exon 11 (29-32).

En este estudio nos propusimos
establecer la existencia, la prevalencia y
las interacciones de los alelos rs1989787,
rs1611115, rs1108580 y rs6271 del gen
DfH en mestizos colombianos. Tales
polimorfismos han sido identificados
como importantes desde el punto de vista
fisiologico, patologico y farmacogenético
en otros grupos étnicos. Los resultados
de la caracterizacion del gen y su enzima
contribuiran a la identificacion de los
procesos fisiopatologicos involucrados
en varias enfermedades psiquiatricas,
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neurologicas y cardiovasculares, asi
como en la respuesta a medicamentos
utilizados en tales condiciones. Este tipo
de investigaciones genera la informacion
necesaria para el empleo de firmacos mas
acorde con el perfil farmacogenético del
mestizo, evitando la prescripcion basada
en datos obtenidos en grupos étnicos
distintos al nuestro.

Materiales y métodos

Individuos. Para la identificaciéon de los
polimorfismos del gen DSH se enrolaron
143 voluntarios (para un estimativo de
10% de individuos homocigotos mutados
del alelo rs1611115, de acuerdo con la
frecuencia en poblacion colombiana, con
d=0.05, se aplica la formula: n = z2pq/
d? = (1.96)* X 0.1*0.9/0.05* =138,3),
con edades entre 16 y 44 afios, de rasgos
fenotipicos mestizos, de ambos sexos, no
consanguineos entre si y clinicamente
sanos. Fueron excluidas las personas
que consumian medicamentos y las
mujeres embarazadas. Una vez firmado
el consentimiento informado, a cada
voluntario se le registraron sus datos
personalesy se le tomé muestra de mucosa
bucal para su respectiva genotipificacion.
Este protocolo fue aprobado por el
Comité de Bioética de la Universidad

Tecnoldgica de Pereira, en la categoria de
investigacion con riesgo minimo, seguin
el articulo 11 del literal b de la resolucion
No. 008430 de 1993 del Ministerio de
Salud de Colombia.

Genotipificacién. Se llevo a cabo en el
Laboratorio de Genética Médica de la
UTP. Previa extraccion del ADN obtenido
mediante CHELEX-100 a partir de células
bucales, se procedio a la amplificacion de
cuatro fragmentos del gen DBH en el cual
estan incluidos los SNPs a ser estudiados.
La PCR de los fragmentos se hizo en un
volumen total de § pl, que contenian 2
ul  de DNA gendmico, 4 pl QIAGEN
Multiplex PCR Master Mix y 0,8 de la
mezcla de primers 2 uM (cuadro 1).
Para la amplificacion de los fragmentos
se utilizd un termociclador automatico
(DNA Thermal Cycler MJ Research) con
los siguientes parametros: un paso inicial
de calentamiento por 11 min a 95°C,
seguido por 30 ciclos de amplificacion
consistentes en  desnaturalizacion a
94°C por 20s, annealing/extension a
59°C por 3 min y una extension final a
60°C por 20 min. El exceso de primers y
nucleodtidos se removio adicionando 1 uL
de ExoSAP-IT (Amersham Pharmacia)
a 2,5 ul del producto amplificado e
incubando a 37°C por 45 min, seguidos
de 15 min a 85°C. Usando este producto

Cuadro 1. Tipificacion del gen DPH. Primers para amplificacion de fragmentos
y sondas para reacciones SBE.

SNP Forward (5'-3') Reverse (5'-3') Sonda (53

131989787 §-GCTGTTGGTCTTTGGCGTAT-3' §"-TCTGGGGTCATATCCTGCTC-3' 5'-CTAGGCGCTGGGTTGAAA
(-20730T) G¥

isl611115 §"-ACAGGAGGGAAAAGGAAGGA-Y  §™-ACAGGACCTTTGCCATCATC-3' §"-CTCTCTCAGCTGCCCTCAGT
(9700T) CTACTTG-¥

151108580 §"-CCTGACCCTGCTTTTCAAGA-Y §"-CCATCCTCCTTGGCTTTCTC-Y’ §"-CTCTCTCTCTCCCCAAGGAT
(444A>G) TACCTCATTGA-Y'

136271 §"-GTCCGTGTCTCAGCAGTTCA-3’ §™-AGTGCTTTTGCCAGCAGTTTY' §"-CTCTCTCTCTCTCTCTGTTC
(1603C>T) CCTGGAACTCCTTCAAC-3'
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de pre-amplificacion como plantilla se
efectuaron las reacciones de multiplex
para la deteccion de los SNPs, utilizando
el método de minisecuenciacion o
extension de sondas (SBE, single base
extention).

Lareaccion SBE se realizo en un volumen
total de 6 pl, los cuales contienen 2 pl
del producto de pre-amplificacion, 1 ul
de SNaPShot Reaction Mix (Applied
Biosystems), 1,5uldelamezcladeprimera
SBE con concentracion 0,2 uM (cuadro 1)
y 1,5 ul de agua desionizada. Los tubos se
pusieron en un termociclador automatico
(DNA Thermal Cycler MJ Research) para
su amplificacion por 30 ciclos, usando las
siguientes condiciones: desnaturalizacion
a 96°C por 10 s, annealing a 55°C por
5 s y extension a 60°C por 30 s.2 pl
del producto de la reaccion SBE se
mezclaron con 9 pl de Hi-Di formamida
y 0,5 GeneScan-120 Liz internal size
standard (Applied Biosystems) y se
analizaron por electroforesis capilar (CE,
capillary electrophoresis) usando el ABI
Prims 3100-Avant Genetic Analyzers
(Applied Biosystems), con capilar de
36 cm de longitud y polimero POP-4
(Applied Biosystems), con el modulo de
corrida SNP36-POP-4. Los datos fueron
analizados por el color de los picos y
el tamafio de los fragmentos, mediante
el software Genemapper v3.2 (Applied
Biosystems).

Para la amplificacion y deteccion del
polimorfismo rs1989787 se empled
la metodologia Real Time PCR. Con
esta técnica se localizd y amplificod un
segmento del ADN para ser detectado
simultdneamente con una sonda marcada
con fluorescencia especifica para el SNP,
con el siguiente codigo de la casa Applied
Biosystem, C 12020327 10 (cuadro
1). Cada reaccion de PCR se realizd

en un volumen de 25 pul conteniendo
12,5 pl Genotiping Master Mix, 0,625
ul de primer y 0,8 pl del DNA extraido
mediante CHELEX-100. En cada PCR se
utilizaron controles positivo y negativo.
La amplificacion y deteccion se realizo en
el equipo SmartCycler, con las siguientes
condiciones: un calentamiento inicial de
95°C durante 60 s, seguido por 60 ciclos
que consisten en 15 s a 92°Cy 60 s a
60°C. De acuerdo con la visualizacion en
el software Smartcycler se identifico la
presencia del SNP nativo o mutado.

Manejo estadistico. Las frecuencias alé-
licas se calcularon a partir del numero
observado de cada alelo. El equilibrio de
Hardy-Weinberg se establecid mediante
la prueba Chi cuadrado. Los andlisis hap-
lotipicos se hicieron con el programa Hap-
loview, version 3.32. Los demas analisis
estadisticos se realizaron con el software
SPSS 19 para Window, se utilizaron inter-
valos de confianza del 95%.

Resultados

La variante alélica rs6271 fue monomorfi-
ca en nuestra muestra y se descarta para
los analisis subsiguientes. En el cuadro 2
se presentan las distribuciones alélicas y
genotipicas delos 143 mestizos estudiados
(41,3% hombres; edad: 20£3,6 afos) y
los valores de Hardy-Weinberg de los
tres genotipos analizados, en tanto que
en el cuadro 3 se encuentran agrupados
los diferentes haplotipos hallados, con
sus respectivas frecuencias. El cuadro 4
muestra la variabilidad interétnica de los
tres polimorfismos del gen DSH (31,33:
catalogo de variacion genética humana
del proyecto 1000 Genomas). Los tres
SNPs (rs1989787, rs1611115 y rs1108580)
estan en fuerte desequilibrio de ligamiento
(D’=1,0 para todas las combinaciones),
pero no son Tag SNP entre ellos (r°<0,8
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Cuadro 2. Frecuencias de los alelos y genotipos DBH en mestizos colombianos (n=143).

Polimorfismo Genotipo Alelos
n frecuencia (IC 95%)1  HWE? n frecuencia (IC 95%)"

rs1989787 CC:88 0,615 (0,538-0,699) 0,67 C:223 0,780 (0,731-0,825)
CT:47 0,329 (0,252-0,406) T: 63 0,220 (0,175-0,269)
TT: 8 0,056 (0,021-0,098)

rs1611115 CC:71 0,496 (0,413-0,587) 0,70 C:204 0,713 (0,661-0,766)
CT:62 0434 (0,357-0,524) T: 82 0,287 (0,234-0,339)
TT:10 0,070 (0,028-0,112)

rs1108580 AA: 60 0,420 (0,336-0,503) 0,07 A: 179 0,626 (0,570-0,682)
AG:59 0,412 (0,336-0,496) G: 107 0,374 (0,318-0,430)
GG:24 0,168 (0,112-0,231)

1: Intérvalo de confianza del 95%.

para todas las combinaciones), es decir,
no se representan entre si (figura 1).

Discusion

La DPH es una enzima con funciones
clave, ya que sintetiza norepinefrina a
partir de dopamina y de este modo regula
los tonos adrenérgico y dopaminérgico en
el SNC y en el SNA. Para cada individuo
la actividad enzimatica de la DBH es rela-
tivamente estable a lo largo de la vida y
los efectos de factores ambientales sobre
la actividad de la enzima son pequefios,

comparados con los factores genéticos: la
heredabilidad da cuenta de entre el 80 y

rs1108580
rs1989787
rs1611115

rs1989787
rs1611115 -

2: Equilibrio de Hardy-Weinberg.

el 90% de la variacion en la actividad de
la enzima, tanto en el plasma como en el
LCR (12, 29); este control genético sobre
la enzima explica que en cualquier po-
blacion las personas se pueden categori-
zar como de actividad enzimatica normal,
intermedia o baja.

Los desequilibrios de ligamiento encon-
trados entre los tres SNPs estudiados
concuerdan con los resultados de otros
estudios (9). Resulta interesante el ha-
llazgo que ninguno de ellos es Tag SNP
(figura 1) y por tanto los tres son insus-
tituibles y sumarian sus efectos sobre la
actividad de la enzima (34), lo que nos

rs1108580

Block 1 {5 ki)
1 2

Block 1 (5 kb)
1 2

L1 L2 D’ 12

rs1989787 rs1611115 1.0 0.114
rs1989787 11108580 1.0 0.455
rs1611115  rs1108580 1.0 0.247

Figura 1. Analisis de desequilibrio de ligamiento para los tres SNPs del gen DBH. Las figuras y
los datos fueron generados con el programa Haploview, version 3.32.
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Cuadro 3. Haplotipos DBH de los 143 mestizos colombianos sanos. El orden de nominacion de
los SNPs son: rs1989787 (-2073C>T), rs1611115 (-970C>T) y rs1108580 (444A>G).

Haplotipo Descripcion n (%)
CC/CC/AA 3 homocigotos nativos 15 (10,5)
CC/CT/AA, CC/CC/AG 2 homocigotos nativos + 1 heterocigoto 52 (36,3)
CT/CC/AG, CC/CT/AG 1 homocigoto nativo + 2 heterocigotos 23 (16,1)
CT/CT/AG 3 heterocigotos 19 (13,3)
CC/TT/AA, CC/CC/GG 2 homocigotos nativos + 1 homocigoto mutado 13(9,1)
CT/CC/GG 1 homocig. nativo + 1 heterocigoto + 1 homocig. mutado 13 (9,1)
TT/CC/GG 1 homocigoto nativo + 2 homocigotos mutados 8 (5,6)

permite predecir que a juzgar por las dis-
tribuciones haplotipicas halladas en la
muestra (cuadro 3), solamente el 10,5%
de nuestra poblacion tiene actividad nor-
mal de la enzima. Esta hipotesis de efec-
tos alélicos aditivos que expliquen la alta
variabilidad interpersonal en la actividad
de la DBH y por ende la diversidad de
sindromes en los cuales esta implicada la
enzima, solo puede confirmarse con estu-
dios disefiados para explorar las correla-
ciones genotipo-fenotipo (34) com/sch.
Pero la presencia y la prevalencia de los
polimorfismos asociados con cambios en
la actividad de la enzima, deben ser pri-
mero confirmadas en cada grupo étnico,
razon por la cual los estudios como este
constituyen el primer paso en la busqueda
de la influencia de los polimorfismos del

gen DPH, en respuesta a fAirmacos y en
una serie de desordenes neuropsiquiatri-
cos, potencialmente relacionados con la
actividad de la enzima dopamina beta-
hidroxilasa.

El perfil genético DSH de esta muestra,
representativa de mestizos del Eje Ca-
fetero, es similar al de otros grupos de
mestizos latinoamericanos (cuadro 4).
Ademas, si juntamos los cuatro grupos
mestizos reportados en el cuadro, nos
da una distribucion alélica (rs1989787:
0,748; rs1611115: 0,729; rs1108580:
0,586) que se aproxima mas a las de
negros y caucasicos, precisamente dos
de los tres grupos étnicos con los que el
mestizo latinoamericano estd emparen-
tado genéticamente.

Cuadro 4. Frecuencias de los alelos nativos de los tres polimorfismos del gen DPH
en diferentes grupos étnicos (referencias en el texto).

Grupo étnico 151989787 (-2073C) 181611115 (-970C) 151108580 (444A)
Caucasico Europeo 0,668 0,778 0,468
Africano 0,941 0,831 0,343
Oriental 1,0 0,816 0,864
Mestizo latinoamericano
México 0,788 0,652 0,689
Puerto Rico 0,782 0,791 0,555
Colombia
Medellin 0,642 0,758 0,475
Este estudio 0,780 0,713 0,626
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