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“El polimorfismo genético es un estado transitorio en el proceso de
fijacion de alelos neutros” (Motoo Kimura)
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RESUMEN

La monoamino oxidasa es una flavoproteina unida a la membrana mitocondrial
externa de tipo oxigeno oxidoreductasa que cataliza la desaminacion oxidativa de aminas
neurotransmisoras biogénicas y xenobioticas a sus aldehidos correspondientes. Desde su
descubrimiento en 1928, la monoamino oxidasa y sus isoenzimas A y B han sido dianas de
una amplia variedad de estudios, ya sea para dilucidar su perfil bioquimico y
farmacoldgico, o para asociarse con los trastornos psiquiatricos y neurodegenerativos mas
frecuentes en seres humanos desde una perspectiva genética, es decir, a través del estudio
de los polimorfismos mas significativos en los genes MAO A y MAO B. Los avances en
esta Ultima linea de investigacion respecto a la monoamino oxidasa proponen a los
polimorfismos uUVNTR de 1y 3 repeticiones de MAO Ay al SNP A644G de MAO B como
marcadores moleculares para asociacion con trastornos psiquiatricos. La genotipificacion
de polimorfismos y mutaciones puntuales por medio de técnicas genético-moleculares
permite determinar las variante alélica del gen MAO B que prevalece en una poblacion
control, generando bases de datos genéticos especificas de esa poblacion. En el presente
trabajo se llevd a cabo el analisis del SNP A644G por mediante amplificacion de la
secuencia limite del intrén 13 y el exon 14 del gen MAO B por PCR punto final a partir de
celulas extraidas del epitelio bucal de 30 individuos control (15 masculinos y 15
femeninos). La genotipificacion del SNP A644G se realizd por medio de PCR alelo
especifico y andlisis por secuenciacion de Sanger. Los resultados mostraron que mas del
96% de las muestras corresponden con el alelo A del gen MAO B por medio de AS-PCR,
mientras que por secuenciacion de Sanger el 100% corresponden con el alelo A del mismo

gen.

Palabras clave: monoamino oxidasa; genotipificacion; poblacion control.
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ABSTRACT

Monoamine oxidase is a mitochondrial outer membrane-bound flavoprotein of
oxygen-oxydoreductase type that catalyzes the oxidative deamination of xenobiotic and
biogenic neurotransmitter amines to respective aldehydes. Since its discovery in 1928,
monoamine oxidase and its isoenzymes A and B have been targets for a variety of studies,
either to elucidate its biochemical and pharmacological profile, or to associating with the
most common humans psychiatric and neurodegenerative disorders from genetic
perspective, that is to say, through the study of the most significance polymorphisms in the
MAO A and MAO B genes. Advances in this last line of research respect to monoamine
oxidase propose to the polymorphisms uVNTR of 1 and 3 repetitions of MAO A and SNP
A644G of MAO B as molecular markers for associating with psychiatric disorders.
Genotyping of polymorphisms and point mutations by means of molecular-genetic
techniques allows determining the allelic variant of the MAO B gen that prevails in a
control population, generating specific genetic databases of that population. In the present
work was carried out the A644G SNP analysis by means of amplification of the boundary
sequence from intron 13 and exon 14 of the MAO B gene by PCR endpoint from oral
epithelium cells of 30 control subjects (15 males and 15 females). A644G SNP genotyping
was performed by means of Allele-specific PCR and analysis by Sanger sequencing. The
results was showed that over 96% of sample correspond to the “A” allele of MAO B gene
by means of AS-PCR, whereas by Sanger sequencing 100% corresponds to “A” allele of

the same gene.

Key words: monoamine oxidase; genotyping, control subjects.
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APLICACION DE TECNICAS MOLECULARES PARA LA IDENTIFICACION DEL SNP A644G DE MAO B EN UNA
POBLACION CONTROL

1. MARCO TEORICO

1.1 Caracteristicas generales de la monoamino oxidasa

La Monoamino Oxidasa (MAQ) es una enzima del tipo oxigeno oxidoreductasa
(E.C. 1.4.3.4) que cataliza la desaminacion oxidativa de aminas neurotransmisoras
biogénicas y xenobidticas a sus correspondientes aldehidos, utilizando O2 como aceptor de
electrones y produciendo H20- (Bortolato et al., 2010; Edmondson et al., 2009).

RCH2NH: + Oz + H3O0* — > RCHO + NH4" + H20;

La MAO pertenece a una familia de flavoproteinas, ya que contiene una molécula
de flavin adenin dinucleé6tido (FAD) unido a un residuo de cisteina como cofactor redox; y
se encuentra localizada en la membrana mitocondrial externa (Walker et al., 1971;
Edmondson et al., 1993; Greenawalt & Schnaitman, 1970).

La enzima fue aislada por primera vez a partir de extractos de higado de conejo en
1982 por Mary Hare, quién la llamo tiramina oxidasa en referencia a su habilidad para
catalizar la conversion de tiramina en acido p-hidroxifenilacético (Hare, 1928).

1.2 Reaccion catalitica de la monoamino oxidasa

La reaccién quimica catalizada por la MAO requiere flavin adenin dinucle6tido
(FAD) como un cofactor redox y consiste en la conversion de las monoaminas a sus
aldehidos correspondientes, utilizando O. como aceptor de electrones (Figura 1). La accion
catalitica de la MAO se lleva a cabo en tres pasos principales (Edmondson et al., 1993;
Edmondson et al., 2009):

1. Después de la formacion del aducto FADox-sustrato monoamina, el cofactor es
reducido a su forma hidroquinona (FADH2), mientras que la amina es convertida a

la imina correspondiente.

Sergio Pérez Gutiérrez UMICH QFB MARCO TEORICO
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POBLACION CONTROL

Enz-FAD + RCH,NH, —> Enz-FADH2 + RCH=NH

2. Aun permaneciendo unida la imina a FADHo>, el cofactor es reoxidado a FAD, con

la conversion de oxigeno a peroxido de hidrogeno.

RCH=NH + FADH; + O —> RCH=NH + FAD + H20: :
3. Finalmente, la imina es hidrolizada espontaneamente al aldehido correspondiente y

amonio. Esta reaccion es el paso limitante de todo el proceso enzimatico.

RCH=NH + H30® ——— > RCHO + NH4"
(Bortolato et al., 2010; Bortolato & Shih, 2011; Edmondson et al., 2009).

Los aldehidos son principalmente oxidados a &cidos por la enzima aldehido
deshidrogenasa (ALDH), pero también pueden ser convertidos a alcoholes o glicoles por la
enzima aldehido reductasa (ALR), por lo que la MAO esta acoplada funcionalmente con
estas enzimas dependientes de NADP* (Tabla 1) (Bortolato et al., 2010; Bortolato & Shih,
2011).

Los subproductos generados por la actividad catalitica de MAO son especies
potencialmente neurotdxicas. El perdxido de hidrégeno es un potente oxidante que puede
desencadenar la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) e inducir dafio
mitocondrial y apoptosis neuronal. Bajo condiciones fisioldgicas, el potencial redox general
se mantiene en equilibrio por medio de las enzimas antioxidantes, tales como la superoxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa; sin embargo, altas concentraciones de amoniaco
(el otro subproducto de la reaccién) ha demostrado que disminuye la actividad de esta
enzima y conduce a la formacion de radicales superoxido. El estrés oxidativo inducido por
activacion de la MAO puede ser critico en los mecanismos patogénicos en los que esta
enzima ha sido relacionada, ya que conduce a dafio permanente en el sistema nervioso

central a través de muerte de neuronas y glia. Este mecanismo sienta las bases tedricas para

Sergio Pérez Gutiérrez UMICH QFB MARCO TEORICO
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la implicacion de MAO en la patofisiologia de ciertos trastornos neurodegenerativos, tal
como la enfermedad de Parkinson y otras demencias (Bortolato et al., 2010; Bortolato &
Shih, 2011).

Imine — Aldehvde + NH,"

E.FAD,
Mo, kOl -

ks [Imine]
k k3 .
EFAD, +35 ——ﬁA E.FAD, --§ — = E.FAD, 4--Imine
2
k;[Imine] %[02]
Imine E.FAD, -Tmine
Hydrolysis H,0,

Aldehyde + NH,"

Figura 1. Reaccion catalitica realizada por la MAO. Con la mayoria de los sustratos, ambas
enzimas siguen la via inferior. MAOB utiliza la ruta superior con la feniletilamina (PEA). Tomado
de Edmondson et al., 2007.

La MAO tiene un papel principal en la degradacion de aminas primarias,
secundarias y algunas aminas terciarias xenobioticas, que ejercen su toxicidad al afectar la
homeostasis cardiovascular y enddcrina, con lo que adicionalmente desempefia una
actividad citoprotectora. Un ejemplo de esta funcion protectora es la “reaccion del queso”,
una crisis vasoconstrictora (a menudo letal) causada por la absorcion de aminas
simpaticomiméticas en los alimentos fermentados (queso, vino, etc.) después de la
administracion de inhibidores irreversibles de la MAO (Bortolato et al., 2010; Bortolato &
Shih, 2011; Anderson et al., 1993).

Sergio Pérez Gutiérrez UMICH QFB MARCO TEORICO
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Tabla 1. Principales sustratos y productos del metabolismo ejecutado por la MAO acoplada
con la aldehido deshidrogenasa (ALDH) y la aldehido reductasa (ALR).

P o0 0
adlO
MAO ALDH ALR
NH, 0 0 OH
. Serotonina S-HIAAL 5-HIAA 5-HIET
= NH, 0 e OH
ol |5 | ot | o
Triptamina IAAL IAA IET
HO HH HOWG HDU\F{J HO OH
E Dopamina DOPAL DOPAC DOPET
c_c? OH OH OH OH
§ HG@/\/NH HO@)\:D HDQ)\FD H{J@/\/DH
3 oH
O | o HO HO HO
Norepinefrina DOPGAL DOMA DOPEG
HH, =0 -0 oM
<atile O
PEA PAAL PAA PET
NH -0 o OH
SRNe paliie o3 e gy
HO HO HO HO
Tiramina HPAL HPA HPET

La epinefrina no se enlista ya que sus metabolitos son los mismos que se indican para la
norepinefrina.  Abreviaciones: 5-HIAAL  (5-hidroxiindolaldehido), 5-HIAA (&cido 5-
hidroxiindolacético), 5-HIET (5-hidroxietanol), IAAL (indol-3-acetaldehido), IAA (acido indol-3-
acético), IET (indol-3-etanol), DOPAL (3,4-dihidroxifenilacetaldehido), DOPAC (4cido 3,4-
dihidroxifenilacético), DOPET (3,4-dihidroxifeniletanol), DOPGAL (3,4-
dihidroxifenilglicolaldehido), DOMA  (4cido  3,4-dihidroximandélico), DOPEC  (3,4-
dihidroxifeniletilenglicol), PEA (2-feniletilamina), PAAL (2-fenilacetaldehido), PAA (4cido 2-
fenilacético), PET (2-feniletanol), HPAL (4-hidroxifenilaldehido), HPA (&cido 4-
hidroxifenilacético), HPET (4-hidroxifeniletanol). Tomado de Bortolato & Shih, 2011.
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1.3 Isoenzimas de la monoamino oxidasa

La existencia de dos isoenzimas MAO fue inicialmente propuesta de acuerdo a un
nimero de datos experimentales que indicaban efectos neuroquimicos divergentes de
diferentes inhibidores. La MAO A fue definida como la isoenzima inhibida por bajas dosis
de clorgilina, mientras que la MAO B fue blogueada por concentraciones nanomolares de
(R)-deprenil. Las dos enzimas pueden ser separadas electroforéticamente. Esta distincion
fue acompariada por conclusiones sobre el espectro de afinidad por diferentes sustratos
monoaminas (Johnston, 1968; Knoll & Magyar, 1972; Shih & Eiduson, 1969; Youdim et
al., 1969; Bortolato et al., 2010).

Estudios previos mostraron que la MAO A tiene una elevada afinidad por la
serotonina (5-HT) (120 veces més alta que la MAO B) y, en menor grado, por la
norepinefrina (NE); mientras que la MAO B es la principal enzima del catabolismo de PEA
y bencilamina. La oxidacién de la dopamina (DA), triptamina y tiramina es realizada por
ambas isoformas de la MAO, pero la contribucion relativa de cada isoenzima parece variar
en gran medida en relacion a la especie y al tejido en consideracién. Por ejemplo, mientras
que el metabolismo de DA es mediado principalmente por la MAO B glial en humanos,
primates y otros mamiferos, sélo se metaboliza por la MAO A en ratones bajo condiciones
basales y por ambas isoenzimas en concentraciones elevadas. Por ultimo, la DA siempre se
metaboliza por la MAO A en ratas independientemente de las concentraciones. Las dos
isoenzimas no tienen especificidad de sustrato absoluta, ya que en ausencia de una su
isoforma homodloga puede desaminar una cierta cantidad de los sustratos monoamina no
preferidos. (Fowler et al., 1982; Bortolato & Shih, 2011; Garrick & Murphy, 1980; Cases et
al., 1995; Fornai et al., 1999; Chen, 2004).

1.4 Estructura molecular de la monoamino oxidasa

La diferente naturaleza molecular de las dos isoenzimas MAO fue inequivocamente

demostrada en 1988, con la clonacion del cDNA de los genes MAO A y MOA B humanos.
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La comparacion de las secuencias de aminoacidos deducidas para las dos isoenzimas
indicé que ambas comparten 70% de identidad de secuencia, consistiendo de 527 y 520
aminoacidos, y con pesos moleculares de 59.7 kDa y 58.8 kDa, respectivamente. Las dos
isoenzimas estan constituidas por dos polipéptidos diferentes y no son la misma proteina
diferencialmente modificada. MAO A es monomeérica mientras que MAO B es dimérica.
Entre las isoenzimas MAO de mamiferos y otras especies hay tres regiones altamente
conservadas, las cuales incluyen un dominio de union a sustrato/inhibidor, un dominio de
unién covalente a FAD y un dominio C-terminal a-hélice transmembrana (Figura 3) (Bach
et al., 1988; Hsu et al., 1988; Shih et al., 1999; Son et al., 2008).

La elucidacién de la estructura de la MAO se realizd por medio de cristales de
difraccién de ambas enzimas, siendo la organizacion de la MAO A mas dificil de dilucidar
que la de la MAO B. El reporte inicial de la estructura de la MAO B vy las estructuras
posteriores de este enzima dieron lugar a nuevos conocimientos respecto al sitio activo
(Edmondson et al., 2007; Binda et al., 2002; Binda et al., 2003).

1.5 Localizacion y distribucion anatéomica de la monoamino oxidasa

La localizacién de las isoenzimas MAO en el sistema nervioso central y en
diferentes tejidos periféricos ha sido estudiada en diversas especies utilizando numerosos
enfoques complementarios, tal como el uso de inhibidores enziméticos,

inmunohistoquimica, autoradiografia e hibridacion in situ (Bortolato et al., 2010).

Debido a que la MAO esta unida a la membrana mitocondrial externa, esta presente
en la mayoria de las células, excepto en las células sanguineas rojas. Sin embargo, el patrén
de distribucion de MAO A y MAO B es muy distinto. En humanos, la MAO es expresada
en higado, pulman, intestino delgado y cerebro. Especificamente, la MAO A esta altamente
expresada en fibroblastos y en placenta, mientras que la MAO B es la Unica isoenzima
expresada en plaquetas y en linfocitos (Greenawalt & Schnaitman, 1970; Bortolato et al.,
2010; Bond & Cundall, 1977; Dahlstroem & Fuxe, 1964; Donnelly & Murphy, 1977;
Grimsby et al., 1990).
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Figura 2. Estructura de la MAO. A) La estructura de la MAO puede ser dividida en dos
dominios: extramembrana (amarillo y rojo) y de unién a membrana (azul). ElI dominio
extramembrana puede ser dividido a su vez en dos dominios, la regién de unién a FAD (amarillo) y
la de unidn a sustrato/inhibidor (rojo). En color negro puede apreciarse la molécula de FAD y en
verde la correspondiente a harmina. Tomado de Son et al., 2008. B) Diagrama de liston del dimero
de la MAO B. EI monémero A esta en la derecha y el monémero B esté en la izquierda. Las letras
N y C indican los extremos N-terminal (Lys 4 en ambos mondmeros) y C-terminal (Thr 500 en el
mondmero A e lle 496 en el monémero B), respectivamente. Los residuos 4-460 se indican en
color rojo, y el extremo C-terminal (residuos 461-500) en color verde. El dimero estd anclado a la
membrana mitocondrial externa a través del extremo C-terminal y los residuos vecinos de cada
mondmero. El cofactor FAD esta indicado en una representacion de esferas y barras en color
amarillo. La region limite de la membrana esta indicada por una linea gruesa de trazos para
propésitos ilustrativos y no esta destinada para definir la profundidad exacta de la insercion de la
proteina dentro de la membrana. Tomado de Binda et al., 2002.

Aunque el cerebro exhibe elevadas concentraciones de las dos isoenzimas MAO, su
localizacion regional y celular especifica es también muy diferente. La MAO A se
encuentra predominante en neuronas catecolaminérgicas, en particular en el locus ceruleo,
nacleo accumbens y en los complejos hipotalamico y mamilar. En contraste, la MAO B se
encuentra en el soma de neuronas serotoninérgicas, células histaminérgicas y astrocitos. La
importancia funcional de la distribucion de las isoenzimas MAO en el cerebro no esta del

todo clara, considerando la especificidad de sustrato de cada una de ellas; por ejemplo, la
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localizacion de la MAO B en neuronas serotoninérgicas esta aparentemente en desacuerdo
con la evidencia que muestra que la serotonina es metabolizada principalmente por la MAO
Ay que la inactivacion de esta misma isoenzima, pero no la MAO B, resulta en niveles
mejorados de serotonina. Se ha planteado la hipotesis de que una proteina MAO A puede
ser sintetizada en el cuerpo celular de neuronas serotoninérgicas y segregarse a las
terminales de los axones, para explicar las discrepancias en la localizacion cerebral de las
isoenzimas MAO. Esta idea es apoyada por el descubrimiento de que la expresion de MAO
B es abundante en el soma de las neuronas serotoninérgicas, pero completamente ausente
en las mitocondrias de sus axones terminales (Figura 2). Se ha propuesto que la principal
funcion de la MAO B en neuronas serotoninérgicas puede ser la eliminacion de aminas
extrafias, y de esta manera limitar su acceso a las vesiculas sinapticas y contribuir a la
pureza de la 5-HT sindptica ( Jahng et al., 1997; Luque et al., 1995; Saura et al., 1994;
Westlund et al., 1988; Cases et al., 1995; Grimshy et al., 1997; Mousseau & Greenshaw,
1989; Bortolato et al., 2010; Arai et al., 2002; Youdim et al., 2006).
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Figura 3 Compartimentacion hipotética de la MAO A y la MAO B en neuronas
serotoninérgicas. La localizacion de MAO B (representada como una forma semi ovalada en el
cuadro izquierdo) esta limitada a la mitocondria del cuerpo celular y dendritas de neuronas
serotoninérgicas. Inversamente, la MAO A (esquematizada como una forma eliptica en la
mitocondria del cuadro derecho) puede ser distribuida principalmente en las terminales sinapticas,
donde puede metabolizar a la 5-HT después de su recaptura operada por el transportador de 5-HT
(5-HTT). Tomado de Bortolato et al., 2010.
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1.6 Genética de la MAO B

1.6.1 Localizacion cromosomica del gen MAO B

Estudios preliminares con anticuerpos sugirieron que los genes MAO se
encontraban localizados en el cromosoma X en un nimero de especies de mamiferos. En
1989, los genes MAO A y MAO B humanos y de ratones fueron localizados en sitios
adyacentes al locus Xp11.23 (Figura 4) y fueron detectados en pacientes con enfermedad de
Norrie (Kochersperger et al., 1986; Pintar et al., 1981; Lan et al., 1989; Levy et al., 1989;
Derry et al., 1989; Sims et al., 1989).

1.6.2 Organizacion del gen MAO B

Por medio de la utilizacion de fragmentos especificos de cONA de las isoenzimas
MAO, los genes MAO A y MAO B fueron aislados de librerias especificas del cromosoma
X 'y se determind que ambos genes estan localizados en el locus Xpl11.23 con una
orientacion contraria. Estudios posteriores encontraron que estos dos genes estan
constituidos de 15 exones y 14 intrones y que tienen idéntica organizacion exon-intron
(aproximadamente 70% de identidad de secuencia) y abarcan por lo menos 60 kb (Figura
5), lo que sugiere que ambos genes derivan de la duplicacién de un gen ancestral comun
(Derry et al., 1989; Ozelius et al., 1988; Grimsby et al., 1991).
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Figura 4. Organizacion del cromosoma X. La linea roja vertical indica el locus Xp11.23 en el que
se localiza el gen MAO B. Tomado de NCBI.
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El gen MAO B se compone de 122,865 pb y su secuencia codificante tiene una
longitud de 1563 pb (NCBI: NG_008723.1). De manera interesante, los productos del exon
12 (sitio de union covalente a FAD) tanto de MAO A como de MAO B comparten 93.9%
de identidad de aminoacidos. La secuencia de aminoacidos de MAO B humana y de rata es
altamente conservada en ambas especies, aproximadamente 88.3% de identidad. La fuerte
conservacion de la secuencia de aminoacidos de esta isoenzima entre especies de
mamiferos puede reflejar presion evolutiva para mantener la funcién fisioldgica especifica
de la MAO B (Grimshy et al., 1991; Bach et al., 1988; Ito et al., 1988; Shih et al., 1999).

Xpl11.23
MAOA MAOB

12 34 67-10 11-15 15-121-9 865 32 1
A ——H - H—H——- -

o
al

Figura 5. Localizacion y organizacion de los genes MAO en el cromosoma X. Las barras
verticales indican los exones y las barras horizontales a los intrones. Las flechas indican la
orientacion de los genes. Modificado de Balciuniene et al., 2002.

1.6.3 Organizacion del promotor MAO B

Utilizando unas series de secuencias flanqueantes 5’ ligadas al gen de la hormona de
crecimiento humano, la secuencia de DNA responsable para la activacion de la
transcripcion de los genes MAO A y MAO B fue identificada. Se encontrd que la actividad
méaxima del promotor para los genes MAO A y MAO B esta en las regiones -260/-60 y -
246/-99, respectivamente. Aungue ambas regiones promotoras son ricas en guanina-
citosina (GC) y comparten aproximadamente 60% de identidad de secuencia, contienen una
organizacion distinta de los elementos cis, que pueden explicar la expresion diferencial de
los genes MAO A y MAO B. El nucleo promotor de MAO B consiste de dos grupos Spl

superpuestos separados por un elemento CACCC (Figura 7). La diferente organizacién de
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los promotores de los genes MAO A y MAO B puede ser la razdn de su diferente expresion
tisular y celular especifica (Zhu et al., 1992; Wong, 2002; Shih et al., 1999).

ctggggcqggactctttgaagtoctaggtgacctetecgeccaggeaceegeectoecey  -260

gycctggget gcdgagotgogagegggogeggtiggcoctgogetycacecggectgecty -200

Spl Sp CACCC
——
cgcgt[a_ggcggg]ﬂggchgggctchcgtccgggctcccqggqctggtaatatagcggct -140
Spl S&pl Spl TATA

cgeegaggegetggtgeacgggggcagegegcageaggcedacgggeaggcgggeggget -80
ggctggeacgcaggact gggatcgaggcccagaaaacggageagegggeaccagggagge 20
ctggaacggggrgagegecATG

+1

Figura 6. Secuencia del promotor del gen MAO B humano. La adenina del codén ATG del sitio
de inicio de la transcripcion esta marcada con +1. Los elementos reguladores potenciales estan
subrayados y marcados en negrita. Tomado de Wong et al., 2001.

1.6.4 Transcripcion y traduccion del gen MAO B

La expresion de la MAO B humana es activada por PKC y por la via de
transduccion de sefiales de MAPK, donde los genes c-Jun y Egr-1 parecen ser los Gltimos
objetivos de esta regulacion (Figura 8); pero es disminuida por metilacion. Un papel clave
en la regulacion de la expresion de ambos genes es realizado por la familia de factores de
transcripcion Spl (Wong, 2002; Wong et al., 2003; Wong et al., 2001; Zhu et al., 1994).

Anteriormente se mostré que la region promotora de MAO B -246/-99 contiene dos
grupos de sitios Spl superpuestos, un elemento CACCC y una caja TATA. El anélisis de
nueve mutaciones dirigidas a un sitio de la region -246/-99 revel6 que ambos grupos de
sitios de unién Spl contribuyen positivamente, mientras que el elemento CACCC
contribuye negativamente a la actividad transcripcional. Un andlisis de intercambio de geles

demostro que en adicion a Spl, Sp3 puede interactuar con ambos grupos de union Spl, sin
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embargo, una sobre expresion de Sp3 puede reprimir la actividad del promotor, por lo que
la unidn a los sitios superpuestos Spl por varios miembros de la familia Sp es importante
para la regulacién de la expresion del gen MAO B (Chen, 2004; Wong et al., 2001).
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Figura 7. Via de sefializacion celular propuesta para la regulacion de la expresion del gen
MAO B. Las cinasas indicadas con un cuadro parecen no estar involucradas en el via principal. Las
lineas continuas conectan cinasas individuales en la via de transduccion de sefiales, mientras que las
lineas punteadas parecen no ser importantes para la activacion de MAO B inducida por Forbol-
miristato-acetato (PMA). Tomado de Wong, 2002.

1.7 Polimorfismos

El desarrollo de la genética y la biologia molecular ha permitido identificar y
caracterizar regiones del DNA vy genes que intervienen en diversas enfermedades.
Generalmente, la secuencia de DNA de la mayoria de los genes que codifican proteinas esta
conservada; sin embargo, dicha secuencia, pese a ser practicamente idéntica, presenta
variaciones. Estas variaciones se denominan polimorfismos, los cuales confieren diversidad
a la poblacion y son la consecuencia de mutaciones o cambios en la secuencia de DNA que

han ocurrido durante la evolucién y que no han sido eliminados a través de las
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generaciones. La mayoria de las variaciones en la secuencia de DNA no tienen un efecto
claro sobre la funcion del gen o de la proteina que codifican, mientras que otras pueden
alterar en diferente medida su funcionamiento. Muchos autores utilizan los términos
mutacion y polimorfismo sin ninguna distincién. Por convencién, en los estudios de
genética humana, cualquier variante genémica con una frecuencia en la poblacion inferior
al 1% se denomina mutacion, y, aquellas con una frecuencia superior al 1% se denominan

polimorfismos (Mansego et al., 2007; Feuk et al., 2006).

1.7.1 Principales variaciones en el genoma humano

La publicacion de la secuencia del genoma humano en el 2001, no solo puso de
manifiesto la secuencia de pares de bases que componen el DNA, la cartografia y un
namero reducido de genes (mapa genético), sino que también report6 una gran cantidad de
variantes genéticas comunes. Un hallazgo muy importante que resalt6 la importancia de la
variacion genomica humana fue la gran similitud entre dos genomas humanos, en los que se
observo que comparten un 99.9% de identidad en su secuencia, mientras que el resto
constituye la variabilidad genética y fenotipica entre individuos (Ramirez-Bello et al.,
2013).

La variabilidad genomica puede presentarse de varias formas, incluyendo
polimorfismo de nucledtido unico (SNP, por sus siglas en inglés), numero variable de
repeticiones en tandem (VNTR, por sus siglas en inglés; p.ej. mini y micro satélites),
presencia o0 ausencia de elementos transposables (p.ej. elementos Alu) y alteraciones
estructurales (p.ej. deleciones, duplicaciones e inversiones). Basicamente, todas estas
alteraciones se diferencian en funcion del nimero de nucle6tidos o bases implicados
(Figura 9), pueden afectar a grandes regiones cromosomicas Y ser visibles por técnicas de
citogenética (trisomias, translocaciones, perdida de fragmentos cromosomicos, etc.), 0 bien
pueden afectar sélo a unos cuantos nucleotidos, los cuales pueden ser detectados por

técnicas de genética molecular ( Freeman, 2006, Mansego et al., 2007).
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1.7.2 Polimorfismo de nucleétido unico (SNP)

Los SNP’s son las formas mas frecuentes de variacion en el DNA, corresponden al
cambio minimo que este puede presentar, ya que consiste en la sustitucion de un nucle6tido
por otro, lo que implica un cambio de secuencia basado en una perdida y adiciéon que
conlleva a una sustitucién de nucledtidos. Este grupo de alteraciones son los polimorfismos
mas ampliamente investigados, asi como los primeros identificados, y constituyen la mayor
parte de variacion en el genoma con mas de 11.5 millones de SNP’s reportados en el
genoma humano, alcanzando una distribucion de aproximadamente un SNP por cada 100-
300 nucledtidos. La variabilidad genética se ha relacionado principalmente con los SNP’s,
y éstos con la susceptibilidad a padecer diversas enfermedades comunes. Asi, estos
polimorfismos representan los marcadores genéticos mas ampliamente distribuidos en el

genoma humano (Mansego et al., 2007; Madsen et al., 2007; Ramirez-Bello et al., 2013).

1pb I‘U’NTR I 1/Dg I CNV I VC

SNP I 1D I SRT
10 pb I I
100 pb

1 kb

10 kb

100 kb

1 Mb

10 Mb

100 Mb

Figura 8. Distribucion de los distintos tipos de polimorfismos a lo largo del genoma humano.
Las flechas verticales expresan el rango de tamafio aproximado que implica cada variacion. El eje
de coordenadas estd representado en escala logaritmica del ndmero de nucleétidos. SNP:
polimorfismo de nucle6tido Unico; 1/D: polimorfismos de insercion y delecion; STR: repeticiones
breves en tandem; VNTR: nimero variable de repeticiones en tandem; I/Dg: polimorfismos de
insercion y delecion grandes; CNV: variacion del nimero de copias; VC: variaciones
cromosémicas; Mb: megabases. Tomado de Mansego et al., 2007.
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1.7.3 Clasificacion de los SNP’s

De acuerdo con su importancia funcional y su amplia localizacion, ya sea en la
estructura del gen o del mRNA de los genes que sintetizan proteinas, los SNP funcionales
se han dividido en SNP codificantes (cSNP), que pueden o no alterar la estructura de las
proteinas y consecuentemente su funcion; en SNP reguladores (rSNP), que tienen
implicaciones funcionales sobre los niveles de expresion génica; y en SNP estructurales @
(srSNP), los cuales alteran la traduccion de los mRNA, el “splicing”, la eficiencia de los
potenciadores de “splicing” y la estabilidad de los mRNA (Figura 11) (Ramirez-Bello et al.,
2013).

SNP funcionales
Cromosoma 1 GAGGTTCAAAATTGGTCGTACTCCGTAAATC
Cromosoma 1 GAGGTTCAAAATTAGTCGTACTCCGTAAATC
Cromosoma1GAGGTTCAAAATTAGTCGTACTCCGTAAATC

Niveles de Traduccion, corte y
i0 empalme, estabilidad

Figura 9. Clasificacién de los SNP funcionales. Los SNP funcionales se dividen en tres grupos: a)
cSNP codificantes, si alteran la estructura y funcién de la proteina); b) rSNP, si afectan a la
expresion génica, y ¢) srSNP si afectan a la estructura de los mMRNA genes que sintetizan proteinas.
Tomado de Ramirez-Bello et al., 2013.

Sergio Pérez Gutiérrez UMICH QFB MARCO TEORICO



APLICACION DE TECNICAS MOLECULARES PARA LA IDENTIFICACION DEL SNP A644G DE MAO B EN UNA
POBLACION CONTROL

La expresion genética es un fendmeno bioldgico de vital importancia para el
crecimiento, diferenciacién, apoptosis y desarrollo de cada una de las células y de los
organismos en un determinado espacio y tiempo. Dicho proceso depende de elementos cis
reguladores encontrados en las regiones promotoras de los genes, especificamente en el
ndcleo y en los elementos proximos del promotor. Ademéas de las diversas secuencias
consenso cis unidas en el promotor, existen también diversas proteinas que acttan en trans
tales como factores de transcripcion, proteinas reguladoras de la transcripcion que no se
unen al ADN, ARN polimerasa Il, y otros elementos que modulan la expresion genética de
manera tejido especifica. Diversos reportes han documentado que las diferencias en la
expresion entre un sujeto y otro pueden modificar el fenotipo en enfermedades complejas
(Ogbourne & Antalis, 1998; Kininis et al., 2007; Naar et al., 2001; Hernandez-Romano et
al., 2009).

1.7.4 Polimorfismos en el gen MAO A

La secuenciacion del gen MAO A permitio la caracterizacion de sus variantes y la
influencia de cada una de ellas en la regulacion conductual. Entre las numerosas variantes
alélicas identificadas, cuatro polimorfismos han sido principalmente estudiados como
potenciales biomarcadores/factores de riesgo para trastornos psiquiatricos. De los cuatro
polimorfismos mas significativos del gen MAO A (Tabla 2), el polimorfismo uVNTR ha
sido el més estudiado. Seis variantes de este UWNTR han sido caracterizadas en base a su
diferente nimero de repeticiones (2, 3, 3.5, 4, 5 y 6); en particular, los alelos de 3
repeticiones (3R) y 4 repeticiones (4R) son los mas comunes en la poblacion mundial. La
variante 4R ha sido asociada a una elevada actividad transcripcional y enzimatica, y
diversos estudios han mostrado que portadores de este alelo tienen niveles elevados de
acido 5-hidroxiindolacético en el fluido cerebroespinal, asi como tambien un alta
prevalencia de trastorno de panico y depresion mayor, acompafado de una respuesta pobre
al tratamiento cronico con fluoxetina. Por otro lado, la variante de 3R ha sido relacionada

con una disminucion de la actividad catalitica en fibroblastos y con un alto riesgo para
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rasgos conductuales relacionados a los sintomas del sindrome de Brunner, llamado también

agresividad impulsiva y antisocial de la personalidad (Bortolato & Shih, 2011).

1.7.5 Polimorfismo de nucledtido unico A644G en el gen MAO B

Varios polimorfismos en el gen MAO B han sido descritos (Tabla 3). Siete de diez
polimorfismos de nucledtido Unico (SNP por sus siglas en inglés) en este mismo gen han
sido identificados en poblaciones afroamericanas pero no fueron detectados en caucasicos y
asiaticos. El Unico SNP encontrado en toda la poblacién humana es el dimorfismo A/G
(A644G) en la secuencia del intrén 13 (rs1799836), localizado a 36 pb rio arriba del exon
14, es decir, en el limite del intron 13 y el exén 14 (Figura 10) (Sobell et al., 1997; Ho et
al., 1995; Kurth et al., 1993).

Tabla 2. Polimorfismos més significativos en el gen MAO A.

. . o Variacion :
Polimorfismo Localizacion nucleotidica Trastorno asociado
Repeticion de ,
dinucleétido LML C

VNTR Exon 1 23 pb Desorden bipolar

RFLP’s Fnu4H1
y EcoRV
1.2 kb rio arriba Desorden de panico,
uVNTR ' 30 pb depresion mayor y
del promotor .
sindrome de Brunner

Tomado de Bortolato & Shih, 2011.
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Tabla 3. Polimorfismos de nucledtido Unico mas significativos en la secuencia del gen
MAO B.

Localizacién del sitio Variacion L
o o Frecuencia alélica
de transcripcion nucleotidica
rs2283729 63,640 CIT 0.28
rs3027452 83,893 CIT 0.20
rs1799836 113,683 G/A 0.47

Tomado de Kim et al., 2006.

al

yr) - ™~ [ | - [y}

o o [a) ™= M - e S L B R L | - - m Mmoo (L) [t i | m

™ i~ ] IR | - — A A A A M - =1 = ™ i~ m = ] [ A e o
[ d (Y] O g 0l L e T I B K R o [n)) [ Y | ol [y [} o O (5| d
o i jr8 jTE-T o o Q_EILQ_ oo OO o [apy o o fay fay [ay o o O o [ay [y

101112 13 14 15

—————— T
——

Intrones

J
GAGCAGATTAGAAGRAAGATGGTGTC [A/G] CTTTTGCTATTTCCAGIGTGITCT

Exones

Figura 10. Caracteristicas del gen MAO B. a) Localizacion del gen MAO B en el cromosoma X.
b) Organizacién exén-intrén del gen MAO B y localizacion del SNP A644G. c¢) Punto de ocurrencia
de la sustitucion de adenina por guanina en el SNP A644G.
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1.8 MAO By trastornos psiquiatricos y conductuales

1.8.1 Descubrimientos clinicos

Niveles anormales de la actividad de la MAO que fueron reportados en estudios de
varios trastornos mentales, tal como la depresion, esquizofrenia y Alzheimer, en conjunto
con el descubrimiento de variaciones en los genes asociados a los cambios en la actividad
cerebral y plaguetaria y la habilidad de las MAO para metabolizar neurotransmisores,
sugiere su participacion en la etiologia de rasgos conductuales humanos y trastornos
neuropsiquiatricos (Grimsby et al., 1991; Balciuniene et al., 2002; Garpenstrand et al.,
2000; Jakubauskiene et al., 2012).

La actividad de la MAO B incrementa con el envejecimiento en el cerebro humano.
Debido a que la MAO B se localiza predominantemente en células gliales un incremento
grande de la MAO B puede ser atribuido a la proliferacion de estas células. EI aumento de
la oxidacion de la DA por MAO B en el adulto mayor puede ser asociado con la pérdida de
neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra, que subyace a la enfermedad de Parkinson.
De hecho, pacientes con enfermedad de Parkinson presentan elevada actividad de MAO B
en la sustancia negra (Fowler et al., 1980; Levitt et al., 1982; Westlund et al., 1985; Shih et
al., 1999).

1.8.2 Descubrimientos preclinicos

Por medio de la creacion de cepas de ratones knockout MAO B se ha proporcionado
evidencia de las consecuencias fenotipicas de los deficits de esta isoenzima. De acuerdo a
la baja afinidad de la MAO B para 5-HT, los ratones deficientes de esta isoenzima
mostraron Unicamente cambios significativos en los niveles cerebrales de la PEA
(particularmente en el nucleo estriado), y estuvieron acompafiados por desinhibicion
conductual y alteraciones en la respuesta relacionada al estres y ansiedad. Sin embargo, los

niveles de los neurotransmisores monoamina principales (5-HT, NE y DA) fueron
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comparables con los observados en ratones de tipo silvestre. Dada la implicacion de la PEA
en la regulacion de las funciones de la DA y la relevancia de la DA en la desinhibicién
conductual y ansiolitica, es posible que la DA desempefie una funcién importante en las
caracteristicas conductuales de los ratones MAO B knockout (Grimsby et al., 1997
Bortolato et al., 2009; Bortolato & Shih, 2011).

1.9 Procesamiento del mRNA

Usualmente los sitios ramificacion en los pre-mRNA estan localizados entre 18 a 40
nucleotidos rio arriba del sitio aceptor de splicing. La mayoria de los genes eucariotas
contiene intrones, que son eliminados por splicing de RNA. El reconocimiento de exones y
splicing requiere de la presencia de sitos de empalme basicos “clasicos”, tal como el punto
de ramificacion, la secuencia de polipirimidina y los sitios de empalme. La eficiencia de los
procesos de splicing puede ser afectada por la presencia de elementos auxiliares y
moduladores en algunos exones e intrones. Variaciones de un solo nucledtido en la
secuencia de RNA puede modular el splicing alternativo o la eficacia del splicing al afectar
la maquinaria de splicing basal o los factores de regulacién de interaccién splicing de pre-
MRNA con RNA. Las proteinas SR contienen uno o mas motivos de reconocimiento N-
terminal de RNA y dominios C-terminal consistentes principalmente de residuos alternos
de serina y arginina (S/R). Se cree que los dominios SR de las proteinas SR reclutan
factores de splicing para el espliceosoma a través de multiples interacciones entre proteinas
con otros factores de splicing. Los potenciadores de splicing son sitios a los que las
proteinas activadoras de splicing se unen, incrementando la probabilidad de que un sitio
cercano sea utilizado como un punto de splicing. Los potenciadores de splicing pueden
estar presentes tanto en exones como intrones (ESE e ISE, por sus siglas en inglés). La
mayoria de las proteinas activadoras que se unen a ISE o ESE son miembros de la familia
de proteinas SR, tal como las proteinas que contienen motivos de reconocimiento de RNA
y dominios ricos en serina y arginina (SR). Se sabe que el aumento de union de proteinas

SR facilita la incorporacién de los componentes de la maquinaria de splicing basal. La
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eliminacion de intrones de algunos pre-mRNA se produce méas rdpido que otros. Los
eventos de splicing més lentos son los factores limitantes en la formacion del mRNA. La
mayoria de los genes humanos contiene intrones, la mayoria de los pre-mRNA se somete a
splicing, y una alteracion de los patrones normales de splicing puede causar o modificar
una enfermedad humana. (Jakubauskiene et al., 2012; McCullough & Berget, 2000;
Heinzen et al., 2008; Hull et al., 2007; Manley & Tacke, 1996; Wang & Burge, 2008;
Hertel et al., 1997; Yue & Akusjarvi, 1999; Wetterberg et al., 1996). @
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2. ANTECEDENTES

Los estudios de casos y controles proporcionan un método eficiente para evaluar
asociaciones entre genes candidatos y enfermedades complejas porque arrojan informacion
solida acerca de factores de riesgo ambientales, bioquimicos o genéticos después de que ha
ocurrido la enfermedad de interés. La utilizacion de un grupo control en los ensayos de
asociacion evita obtener conclusiones erroneas al comparar los resultados de la variable que

se investiga (Flores-Alfaro, 2012).

A través de los afios, el SNP A644G de la MAO B ha sido investigado en varios
estudios de casos y controles en diferentes razas humanas, principalmente en asociacion
con trastornos de caracter psiquiatrico, pero los resultados has sido poco concluyentes hasta
ahora (Parsian et al., 2004). La identificacion de un polimorfismo de nucle6tido Unico en el
intron 13 del gen MAO B se asoci6 con la enfermedad de Parkinson (Kurth et al., 1993).
Aunque la sustituciéon de adenina por una guanina en la secuencia limitante del intron 13
con el exdn 14 del gen de la MAO B no cambia la secuencia de aminoacidos, se asocio con
variacion en la actividad enzimaética (Balciuniene et al., 2002). En plaguetas, se observo
que la actividad de la MAO B es alta en portadores del alelo G comparado con los
portadores del alelo A (Garpenstrand et al., 2000). En contraste, la actividad de la MAO B
en el cerebro humano se relacion6 con altos niveles de mMRNA del alelo A (Balciuniene et
al., 2002). En el 2005, un estudio de casos y controles para asociar polimorfismos en los
genes MAO A y MAO B demostré que el SNP A644G de MAO B no esté involucrado en
el etiologia de la migrafia, y ademas, indico que la frecuencia alélica en los grupos control
es A>G para las mujeres y G>A en hombres (Filic et al., 2005). En el 2007, el genotipo A
de MAO B se relaciond con un riesgo de dos veces mayor para el inicio temprano de la
enfermedad de Parkinson comparado con controles sanos (Bialecka et al., 2007). Un afio
mas tarde, se determind al alelo G como un factor de riesgo para desarrollar esquizofrenia
en mujeres de una poblacion espafiola (Gasso et al., 2008). De manera similar, un estudio
realizado en poblacion Han de China en 2011, para asociar los polimorfismos rs6323 de
MAO A, rs1799836 de MAO B vy el haplotipo rs6323T-rs1799836G con esquizofrenia,
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identifico al alelo G de MAO B como un factor de susceptibilidad para esquizofrenia en
toda la poblacion estudiada, mientras que el haplotipo rs6323T-rs1799836G so6lo es un
factor de riesgo para la poblacion femenina. En todos los grupos estudiados la frecuencia
alélica de A644G fue A>G (Wei et al., 2011). En el afio 2012, Jakubauskiene y
colaboradores examinaron el impacto de A644G en el proceso de maduracion del mRNA
del gen MAO B; el estudio demostré que A644G en el gen de MAO B plaquetaria regula la
formacion del mRNA. Ademas, encontraron que este SNP no provoca cambios en la
secuencia codificante, tampoco afecta los sitios aceptor y donador de splicing y que el alelo
A es removido con mayor eficacia que el alelo G, ya que el nucleétido de adenina
involucrada en el SNP aumenta la capacidad de montaje del complejo espliceosomal a una
etapa temprana, por lo que las proteinas SR interactian con mayor eficiencia y como
consecuencia se lleva a cabo una eliminacion mas efectiva del intron. Los pre-mRNA del
alelo G del gen MAO B requieren de una cantidad mayor de proteinas SR para estimular el
proceso de splicing.

También se han reportado efectos especificos de género de esta variante del gen
MAO B en diferentes fenotipos, por ejemplo, un estudio de casos y controles con bases
familiares encontré una asociacion entre el SNP A644G de MAO B con la enfermedad de
Parkinson en mujeres pero no en hombres (Kang et al., 2006). En un estudio realizado en el
afio 2007 para relacionar el SNP A644G de MAO B con la respuesta a tratamiento con
paroxetina y mirtazapina en pacientes con depresion mayor, se demostrd que las mujeres
homocigotas A/A tienen un respuesta mas destacada que las portadoras homocigotas G/G y
heterocigotas A/G, mientras que en hombres no se encontrd vinculacion entre A644G y la
respuesta al tratamiento antidepresivo (Tadi¢ et al., 2007). En el 2012 en la ciudad de
México, un estudio de casos y controles para asociar al polimorfismo uVNTR de MAO-A'y
el SNP A644G de MAO-B con sintomas positivos y negativos en pacientes con
esquizofrenia, mostré una relacion de la variante de 3 repeticiones del uWVNTR de MAO A
con el aplanamiento afectivo; mientras que para el gen MAO-B, encontrd una asociacion
del SNP A644G con el mismo sintoma, siendo mayor en pacientes femeninas con genotipo
GG (Camarena et al., 2012).
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El presente trabajo parte de un proposito inicial de obtener las frecuencias
genotipicas y alélicas de los polimorfismos mas significativos de los genes MAO A 'y MAO
B y relacionarlos con trastornos psiquiatricos, comenzando con la genotipificacion de
poblaciones control. En el 2012, Rojas-Gonzélez determind las frecuencias genotipicas y
alélicas para las variantes de 3 y 4 repeticiones del uVNTR del gen MAO A en una
poblacion que contempld 102 individuos control (48 femeninos y 54 masculinos) en edad
de 20 a 50 afos, reclutados en la Facultad de Psicologia de la Universidad Michoacana de
San Nicolas de Hidalgo por medio de una historia clinica y valoracién psiquiatrica por
medio de la MINI (Mini Entrevista Neuropsiquiatrica Internacional), obteniendo para el
género femenino una frecuencia alélica de 3R > 4R y para el género masculino una

frecuencia alélica mayor de la variante 4R que de la variante 3R.
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3. JUSTIFICACION

En México, las enfermedades mentales constituyen un problema importante de
salud publica debido al incremento de su prevalencia con el paso de los afios. De acuerdo
con datos del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramoén de la Fuente”, uno de cada cuatro
mexicanos de entre 18 y 65 afios de edad ha padecido un trastorno mental en algun
momento de su vida. Esta alza en la prevalencia de los trastornos mentales hace
indispensable la bdsqueda de marcadores moleculares y establecer metodologias eficaces
para diagndstico clinico de estos padecimientos. Diversos estudios de casos y controles en
tematica de genética y biologia molecular proponen a los polimorfismos uUVNTR de 1y 3
repeticiones de MAO Ay al SNP A644G de MAO B como marcadores moleculares para el
diagndstico de trastornos psiquiatricos, asi como también, determinar la susceptibilidad de
la poblacién general a estos padecimientos. La genotipificacion de polimorfismos y
mutaciones puntuales en poblaciones particulares permite determinar la variabilidad
genética intra e interpoblacional, suscitando la generacion de bases de datos genéticos

especificos de esa poblacion, y la predisposicion a una enfermedad.
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4, HIPOTESIS

La determinacion de las variaciones alélicas del gen MAO B en una poblacion
control es posible por medio de técnicas moleculares de amplificacion y andlisis de
secuencias de DNA.

5. OBJETIVOS

5.1 General:

o Determinar por medio de técnicas genético-moleculares las variantes alélicas del

gen MAO B que prevalece en una poblacion control.

5.2 Especifico:

e Determinar el polimorfismo de nucleétido Unico (SNP) presente en el limite del
intrén 13 y el exdén 14 del gen MAO B.

Sergio Pérez Gutiérrez UMICH QFB HIPOTESIS
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Poblacion control

La poblacion control consistio de 102 muestras de individuos a los que se les
recluto, entrevisto y diagnostico como individuos control en la Facultad de Psicologia de la
Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo utilizando la herramienta de
diagnostico mental conocida como mini entrevista neuropsiquidtrica internacional (MINI,
por sus siglas en inglés) y que accedieron a colaborar con el proyecto por medio de la firma
de un consentimiento informado. El diagnostico de los pacientes fue realizado por
estudiantes pasantes de la facultad de Psicologia bajo la supervision del D. en C. Esteban
Gudayol Ferré. El tamafio de muestra que se utilizé para la genotipificacion del A644G de
MAOB consti6 de treinta muestras equitativas en género, 50% de origen femenino y 50%

de origen masculino.

7.1.1 Criterios de inclusion

e Diagnosticado como mentalmente sano.

e Sujetos de ambos sexos.

e Edad entre 20 y 50 afios.

e Escolaridad minima: secundaria concluida.

e Aceptar participar en el estudio y firma del consentimiento informado.
7.1.2 Criterios de no inclusién

e Antecedentes de enfermedades del sistema nervioso central con posibilidad de
alteracion neuropsicoldgica tales como epilepsia, meningitis e hidrocefalia.

e Presencia 0 antecedentes personales de otras enfermedades psiquiatricas.

e Presencia de enfermedad sistémica descompensada asociada a alteracion
cognoscitiva (Ej.:diabetes, hipertension, hipertiroidismo).

e Obesidad morbida.
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e Presencia de trastornos sensoriales de tipo visual y/o auditivo (hipoacusia
grave/ceguera).
e Uso de farmacos de accion central.

e Embarazo.

7.1.3 Criterios de eliminacion

e Abandono voluntario del estudio.

e Dificultad para localizar al paciente después de una fallida extraccion de DNA.

7.2 Extraccion de DNA

La extraccion del DNA genomico utilizado en este trabajo fue realizado por Rojas-
Gonzélez (2012), siguiendo las indicaciones del manual de Puregene Buccal Cell Core Kit
B® de QIAGEN®. Este emplea un detergente anionico y un estabilizador de DNA para
lisar la membrana celular y nuclear, una enzima digestora de RNA, sales para excluir las
proteinas contaminantes y una solucién de hidratacion de DNA para preservar el material

genético recién extraido.

El proceso de extraccion se describe de la siguiente manera: primeramente se
realizaron 10 raspados del epitelio de las paredes laterales de la cavidad oral de los
pacientes por medio de un cepillo bucal perteneciente al kit de extraccion antes
mencionando, procurando no tocar los dientes y la lengua. Posteriormente, la base del
cepillo se colocd en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se le adicioné 330 pL de solucién de
lisis celular para liberar el material intracelular, enseguida se adicion6 1.5 uL de proteinasa
K para lisar la membrana del nucleo celular y asi poder liberar el DNA. Después de la
incubacion a la que se sometié la muestra para liberar todo el material intracelular, se
agregd 1.5 pL de solucion de RNAsa A para hidrolizar el RNA presente. Continuando con
el procedimiento, se afiadieron 100 pL de solucion de precipitacion de proteinas para
deshidratar y romper los puentes de hidrogeno de las moléculas proteicas y asi poder

separarlas por centrifugacion. Enseguida, el sobrenadante se agregé a un tubo Eppendorf de
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1.5 mL, al cual se le depositdé previamente 300 pL de isopropanol frio para remover la
concentracion residual de sales y promover la precipitacion del DNA hasta ahora libre; y
0.5 pl de solucion de glucégeno para favorecer este Gltimo propdsito. Cuando se obtuvo el
pellet de DNA, se le eluyd en 300 pL de etanol al 70% para lavarlo, este solvente se
elimind por evaporacion en un Termoblock durante 5 minutos a 65°C. Al concluir este
tratamiento, se agrego 20 L de solucion de hidratacion de DNA para que éste obtuviera su
estructura primaria y disolverlo; para este propdsito, la solucion se incubo toda la noche a
27°C con agitacion de 55 rpm en el Termoblock. Al transcurrir el tiempo de incubacion, se
realiz6 el andlisis de la integridad del DNA gendmico extraido a través de ensayos de
electroforesis con geles de agarosa al 1%. Una vez extraido el DNA, se procedié a
cuantificar su concentracion en cada una de las muestras por espectrofotometria, para lo
cual se realizaron diluciones 1:50 y se utilizé la funcion dsDNA (DNA de doble cadena)
del equipo a una longitud de onda de 260 nm (UV), obteniendo resultados en unidades de

ng/pL.

7.3 Genotipificacion del SNP A644G de MAO B

7.3.1 Cuantificacion de DNA

La determinacion de la concentracion del DNA extraido se realiz6 por medio de un
espectrofotometro modelo BioPhotometer® de la marca Eppendorf® y de cubetas para
DNA UVette® 220-1600 nm de la misma compafiia, utilizando la funcion dsDNA (DNA
de doble cadena) y una longitud de onda UV de 260/280 nm, para lo cual se prepararon
diluciones 1:50 (1 pL de DNA gendmico en 49 pL de agua libre de nucleasas) de cada una

de las muestras, obteniendo los valores de esta magnitud en ng/pL.

Para expresar la concentracion de DNA en unidades de pg/pL se emple6 el valor

registrado en la absorbancia de 260 nm en la siguiente férmula:

_(A) (50) (50 pg/mL)

L
H8/U 1000 pL/mL
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Donde:

A = Absorbancia registrada a 260 nm.

50 = Factor de dilucion de la muestra.

50 pg/mL = Concentracion estandar de DNA a 260 nm por cada unidad de densidad optica
en una celda de 1 cm de longitud.

1000 pL/mL = Factor de conversién de volumen.

La importancia de este calculo radica en la pequefia cantidad de DNA que debe
utilizarse para los ensayos de reaccién en cadena de la polimerasa.

7.3.2 Oligonucleotidos

El gen codificante para MAOB puede incluir un polimorfismo de cambio de una
base nucleotidica (SNP por sus siglas en inglés) en el intrén 13; localizado a 36 pb rio
arriba del limite entre el intron 13 y el exdn 14, que involucra la sustitucion de una Adenina
por una Guanina A644G (Kurth et al., 1993) por lo que el gen MAOB existe en dos formas
alternativas o alelos, A y G. Con esta informacion se buscé la zona donde tiene lugar esta
sustitucion de bases y se disefiaron los oligonucleétidos que permitan su identificacion
(Figura 11). Para esto se utiliz la secuencia reportada en la base de datos de NCBI con
clave de acceso NG_008723. En base a esta secuencia se puede establecer que el amplicén
correspondiente con la isoforma A tendrd una longitud de 125 pb, mientras que el de la

isoforma G se constituira de 193 pb (Figura 12) (Rojas Gonzélez, 2012).

7.3.3 Determinacion del SNP A644G de MAOB por AS-PCR

Para los ensayos de PCR Alelo especifico (AS-PCR) se utilizaron treinta muestras
de la poblacion control general. Las cuales se seleccionaron de acuerdo a los pardmetros de
calidad de extraccion (concentracién de DNA igual o mayor a 2 ng/uL) determinados por
cuantificacion espectrofotométrica a 260 nm, y procurando igual proporcion de muestras

masculinas y femeninas. Las mezclas de los ensayos de AS-PCR se realizaron utilizando
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12.5 pL de Multiplex PCR Master Mix, perteneciente al Multiplex PCR kit de QIAGEN®,
el cual consta de cinco unidades por microlitro de HotStarTag DNA polimerasa, 3mM de
MgClz, KCI, (NH4)2SO4, y los DNTP’s; 0.8 uM de cada uno de los oligonucledtidos
indicados en la figura 13; 0.2 ug de DNA gendmico y agua libre de nucleasas hasta
alcanzar un volumen de 25 pL (Tabla 4). La amplificacion del A644G de MAO B por AS-
PCR se llevd a cabo en un termociclador modelo Gradient Palm-Cycler™ marca Corbett

RESEARCH® el cual se programé a las condiciones que se muestran en la Tabla 5.

118501 GACAGTTCCT CTGATGTCAT CCCTATTTGA GGTGTGITCA TAACTATTAA AATTTATCCT
118561 AACCCTRAATCE ATTGGAACCT CTTATACCAC AGGAGAAAGA CCTTTTGGCG CCTCTTARAG
118621 GTTGTATGGA GTGTTCTGEC CTTTACCTTG GTGTTTTTGA TGGATATCTC AAGAGACAGT
118681 TACTTAGTCC TTTAGGGAGC AGATTAGAAG AAAGATGGTG TCACTTTTGC TATTTGCCAG
118741 TGTGTTCTTT CATTTCAGAT CCTGCATGCC ATGGGGAAGA TTCCAGAGGA TGAAATCTGGE

118801 CAGTCAGAAC CAGACTCTGT GGTAGGCTAT GTTTTATTTC ATGAAATTAG ATATCTTTTC

Connotacion Oligonucleétido Posicion .en Longrit.ud Tama.u".io de
secuencia (nucleotidos) amplificado
MAO B Forward New 118556-118581 26 263 pb
Wild Type (Alelo A) 118694-118723 30 125 pb
MutantReverse (AleloG)  118723-118747 25 192 pb
MAOB Antisense 118795-118818 24 263 pb
A Sitio del SNP A644G 118723

Figura 11. Secuencia nucleotidica del limite del intrén 13 y el exén 14 del gen MAO B,
localizacion del SNP A644G (rojo), secuencia Yy localizacion de cada uno de los
oligonuclettidos empleados para los ensayos de PCR Alelo especifico (AS-PCR). Las flechas
indican la direccion de amplificacion y alineamiento de cada uno de los oligonucleétidos disefiados
para el ensayo de PCR alelo especifico para determinar el alelo presente en las muestras. Wild Type
y Mutant Reverse consideran el nucledtido en posicion 118723 en su estructura; siendo adenina
para el primero y citosina para el segundo por ser complementario a la guanina que involucra el
SNP A644G. Secuencia tomada de NCBI con clave de acceso NG_008723.

Sergio Pérez Gutiérrez UMICH QFB MATERIALES Y METODOS



APLICACION DE TECNICAS MOLECULARES PARA LA IDENTIFICACION DEL SNP A644G DE MAO B EN UNA
POBLACION CONTROL

M A G
—
—
—
—
—
L
—
—
— — 263 pb
— — 192 pb
— 125 pb

Figura 12. Patrones electroforéticos teéricos generados por los oligonucle6tidos disefiados. A:
amplicones esperados para el alelo A del gen MAO B. G: amplificados esperados para el alelo G.
En ambos casos se espera una banda control de 263 pb generada por los oligonucle6tidos MAO B
Forward New y Mutant Reverse. M: marcador de peso molecular.

7.3.4 Analisis por electroforesis de los amplificados de A644G de MAOB
obtenidos por AS-PCR

Al concluir el programa de amplificacion, se procedio al analisis de los productos
por medio de electroforesis en gel de agarosa. La concentracion de agarosa empleada en la
elaboracion de los geles fue del 3%; para ello se utilizo 0.69 g de agarosa UltraPure™ de
Invitrogen™ vy se disolvid en 30 ml de buffer TBE 1X UltraPure™ de Invitrogen™. Una
vez obtenido el gel, la camara de electroforesis se llené con buffer TBE 1X hasta la linea
indicada. En todos los analisis se dispuso el volumen de reactivo indicado en la Tabla 6. La
separacion de los amplificados se llevo a cabo con un voltaje de £ 95V durante 120

minutos. Finalmente, para revelar los amplicones, el gel se sumergio en una solucion de
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bromuro de etidio al 0.01% durante 15 minutos. La captura de las imagenes
correspondientes se llevo a cabo con el software fotodocumentador ChemiDoc™ de BIO-
RAD®.

Tabla 4. Protocolo para mezcla de reaccion de los ensayos AS-PCR.

Reactivo Volumen empleado  Concentracion final

12.5 uL

1uL 0.8 uM
1puL 0.8uM
c.b.p.

variable

Volumen final:

Tabla 5. Programa empleado para los ensayos de AS-PCR.

Temperatura (°C)

15 minutos
Desnaturalizacion 94 1 minuto
Alineamiento 64 45 segundos 30
Extension 72 30 segundos
72 10 minutos 1
4 0 -
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Tabla 6. Reactivos empleados para los analisis electroforéticos.

Reactivo Concentracion  Volumen empleado
Marcador de peso
1 png/10 pL 1uL GeneCraft®

molecular 100 pb
Buffer de carga Blue _

. 10X 0.5puL Invitrogen™
Juice®
Amplificados de AS-PCR Variable 5puL

Las concentraciones son las indicadas en el stock de cada uno de los productos.

7.3.5 Amplificacion del fragmento control de MAOB por PCR punto final

Los ensayos de PCR punto final se elaboraron utilizando 12.5 pL del Multiplex
PCR Master Mix de QIAGEN® el cual contiene cinco unidades por microlitro de
HotStarTag DNA polimerasa, 3 mM de MgClz, KCL, (NH4)2SOa, y los DNTP’s; 0.8 pM
de cada uno de los oligonucledtidos Forward y Reverse (Ver figura 13), 0.2 ug de DNA
genomico y agua libre de nucleasas hasta alcanzar un volumen final de reaccién de 25 L,
como se observa en la Tabla 7. Se emplearon 20 muestras de DNA gendmico para
amplificar la region donde ocurre la sustitucion del nucle6tido de adenina por uno de
guanina que involucra el SNP A644G de MAO B. La amplificacion del A644G de MAOB
por PCR punto final se llevo a cabo en un termociclador modelo Gradient Palm-Cycler™
marca Corbett RESEARCH® el cual se programé a las condiciones que se muestran en la
Tabla 8.

7.3.6 Analisis por electroforesis de los amplificados de A644G de MAOB
generados por PCR punto final

Los reactivos y condiciones de estos ensayos son similares a los empleados para los
analisis de los amplificados obtenidos por AS-PCR, tal como se indica en la Tabla 6.
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Tabla 7. Protocolo para mezcla de reaccion de PCR punto final.

Reactivo Volumen empleado  Concentracién final

variable

Volumen final:

Tabla 8. Programa empleado para los ensayos de PCR punto final.

Temperatura (°C) Tiempo Ciclos

95 15 minutos 1
Desnaturalizacion 94 1 minuto
Alineacion 64 45 segundos 35
Extension 72 30 segundos
72 10 minutos 1
4 0 i

7.3.7 Purificacion de productos de PCR punto final

Posteriormente los amplicones se purificaron de acuerdo a las indicaciones del
QIAquick PCR Purification Kit® de QIAGEN®. Este kit emplea una membrana de silice
para unir el DNA en presencia de un buffer con un alto contenido de sales y posteriormente
eluirlo con un buffer de bajo contenido en sales o agua.
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7.3.8 Secuenciacion de los fragmentos control del A644G de MAOB

La secuenciacion de DNA permite identificar polimorfismos y mutaciones
puntuales de una forma mas precisa que la AS-PCR. El proceso de secuenciacion se realizo
en las instalaciones de la Unidad de Servicios Genomicos del Laboratorio Nacional de
Genomica para la Biodiversidad LANGEBIO-CINVESTAYV Unidad Irapuato utilizando el
método de dideoxi de Sanger.

7.4 Analisis de datos

Los resultados de la secuenciacion se analizaron a través de los software
bioinfoméaticos FinchTV 1.4.0 de Geospiza, Inc. y CLC Sequence Viewer 7.0 de
QIAGEN®. EIl primero permite visualizar los electroferogramas y exportar la secuencia a
un archivo de texto en formato FASTA. El segundo permite comparar y analizar de manera

mas detallada las secuencias previamente exportadas con FinchTV.
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8. RESULTADOS

La identificacion de las variantes alélicas del gen MAO B se llevo a cabo mediante
la amplificacion de la secuencia limitante entre el intron 13 y el exdn 14 del mismo gen, a
partir del DNA genomico de células del epitelio bucal de 30 individuos control
pertenecientes a una poblacidn general de 102 pacientes a los que se les recluto, entrevisto
y diagnostico como mentalmente sanos en la Facultad de Psicologia de la Universidad
Michoacana de San Nicoléds de Hidalgo, utilizando la herramienta de diagnostico mental
conocida como mini entrevista neuropsiquiatrica internacional (MINI, por sus siglas en
inglés) y que accedieron a colaborar con el proyecto por medio de la firma de un
consentimiento informado. Previo a los ensayos de amplificacion, las muestras se
cuantificaron por medio de un espectrofotometro modelo BioPhotometer® de la marca
Eppendorf®, obteniendo una concentracion de DNA igual y mayor a 2 ng/uL, como puede

verse en las Tablas 9 y 10.

Tabla 9. Cuantificacion de DNA para amplificacion de A644G de MAOB por PCR
punto final en muestras femeninas.

Muestras femeninas

Muestra | 1 |2 |3 |4 |56 |7 |8 91011 12 |13 |14]| 15

DNA
ng/pL

35(3231(31(30|73/49|50(44(80|28|20|20/|20|20

Tabla 10. Cuantificacion de DNA para amplificacion de A644G de MAOB por PCR
punto final en muestras masculinas.

Muestras masculinas ‘

Muestra | 1 |2 |3 |4 |5 |6 |78 |9 |10|11 |12 | 13 | 14 |15

DNA
ng/uL

5914442 4 136|23(22]22|22|22|505(13.1|{12.6(11.9|9.9
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Para la genotipificacion del SNP A644G de MAO B se realiz6 un primer ensayo de
AS-PCR con las condiciones utilizadas por Rojas-Gonzalez, 2012. Los resultados de
aportados por este ensayo inicial mostraron productos de amplificacion correspondientes
con el alelo A del gen MAO B.

& MAOB (263 pb)

f!’z

& MAOBa (125 pb)

Figura 13. Analisis electroforético del primer ensayo de AS-PCR. Los productos fueron
separados en un gel de agarosa al 1.8%. (Carriles 1-5: productos de AS-PCR, carril M:
Marcador de peso molecular de 100 pb).

8.1 Genotipificacion del SNP A644G de MAO B por AS-PCR

Posterior al primer ensayo de AS-PCR con las condiciones utilizadas por Rojas-
Gonzaélez, se procedid a realizar los ensayos para determinar la forma alélica presente en el
DNA extraido de los pacientes control. Como se describe en materiales y métodos, se
utilizaron 30 muestras con una cantidad de DNA gendmico igual o mayor que 2 ng/uL,
siendo el 50% pertenecientes al género femenino y el otro 50% al masculino. Después se
realizaron analisis electroforéticos de los productos de AS-PCR. Se obtuvieron amplicones
de 263 pb en el 100% de las muestras, que son los esperados para el control de la prueba, y
en el 96% de las muestras se obtuvieron productos correspondientes con el alelo silvestre o

A del gen MAOB, el cual se distingue por un tamafio de 125 pb (Figuras 14 y 15).
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< 263 ph

€ 125 pb

o 263 pb

‘€— 125 ph
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< 263 pb

€— 125pb

Figura 14. Analisis electroforético de los amplicones del SNP A644G de MAOB obtenidos por
AS-PCR de muestras femeninas. Los fragmentos se separaron en un gel de agarosa al 2.3%.
Carriles 1-5: productos de AS-PCR, carril M: Marcador de peso molecular de 100 pb.
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125 pb

263 pb

&= 125pb

Figura 15. Andlisis electroforético de los amplicones del SNP A644G de MAOB por AS-PCR
de muestras masculinas. Los fragmentos de separaron en un gel de agarosa al 2.3%. Carriles 1-5:
productos de AS-PCR, carril M: Marcador de peso molecular de 100 pb.
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8.2 Genotipificacion del SNP A644G de MAO B por secuenciacion de
Sanger

8.2.1 Amplificacion del fragmento control de MAO B por PCR punto final

Se realizaron previamente veinte ensayos de PCR punto final empleando los
oligonucletdtidos MAO B Forward New y MAO B Antisense, con la finalidad de amplificar
el fragmento control de 263 pb que contiene el polimorfismo y que genera un buen
rendimiento. Los reactivos y los volimenes empleados de los mismos para estos ensayos de
PCR se indican en la Tabla 7 del apartado de materiales y métodos, asi mismo en esa
seccion en la Tabla 8 se indican las condiciones empleadas en el programa de PCR punto
final utilizado. Al finalizar la amplificacion los productos de la PCR punto final se
analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2.3%, obteniendo en todos los casos los

fragmentos esperados de 263 pb (Figura 16).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9

-‘ﬂ'...._ <—— 263pb

Figura 16. Andlisis electroforético de los productos de PCR punto final. (Carriles 1-9:
productos de PCR punto final, M: Marcador de peso molecular 100 pb).

8.2.2 Purificacion de productos de PCR punto final

La purificacion de los productos de amplificacion se realizé de acuerdo a las
indicaciones establecidas en el manual de QIAquick PCR Purification Kit® de QIAGEN®,
sin embargo, la elucién de los amplificados se realizé en el Buffer PE® perteneciente al
mismo Kit® debido a que en agua libre de nucleasas no se obtuvo evidencia después de
realizar la electroforesis posterior y tampoco después de someterlos a radiacion UV. Los
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productos PCR punto final purificados se analizaron en un gel de agarosa al 2.3%
utilizando el buffer de carga incluido en el kit de purificacion (Figura 17).

M 12 3 456 7 8 91011

BTTTTT T[] p—

Figura 17. Analisis electroforético de los productos purificados de PCR punto final.
Los amplificados se separaron en gel de agarosa al 2.3% a 95 V durante 120 minutos.
(Carriles 1-5: productos purificados de PCR punto final, M: Marcador de peso molecular
100 pb).

8.2.3 Secuenciacion de los fragmentos control de MAO B

Previo a la secuenciacion los productos purificados de PCR punto final se
cuantificaron por medio de un espectrofotémetro modelo BioPhotometer® de la marca
Eppendorf®, obteniendo concentraciones de DNA en un rango de 10 a 25 ng/uL. El
andlisis de los electroferogramas por medio de FinchTV 1.4.0 demuestra la presencia del
nucledtido de adenina involucrada en el SNP A644G en el 100% de las muestras
secuenciadas (Figuras 18 y 19). El analisis de alineamiento de las muestras secuenciadas
por medio de CLC Sequence Viewer 7.0 (Figura 20) confirma que las muestras

corresponden al alelo A 'y que ademas la poblacion es homocigota A/A para el gen MAOB.

Sergio Pérez Gutiérrez UMICH QFB RESULTADOS



APLICACION DE TECNICAS MOLECULARES PARA LA IDENTIFICACION DEL SNP A644G DE MAO B EN UNA
POBLACION CONTROL

A @ AT 4 48 T o T cENe T T T * & B T A 7 A 4 AT @8 a6 T @ T cgEle T T T T @ € T A 7¥

adiid

LAYV h e LS

Figura 18. Electroferogramas de los amplicones control del gen MAOB a partir de muestras
femeninas. La zona sombreada en color azul claro indica la presencia del nucleétido de adenina
(involucrado en el SNP A644G) correspondiente a la secuencia del alelo A del gen MAO B. Verde:
adenina; azul: citosina; negro: guanina; rojo: timina.

Sergio Pérez Gutiérrez UMICH QFB RESULTADOS




APLICACION DE TECNICAS MOLECULARES PARA LA IDENTIFICACION DEL SNP A644G DE MAO B EN UNA
POBLACION CONTROL

sl
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Figura 19. Electroferogramas de los amplicones control del gen MAOB a partir de muestras
masculinas. La zona sombreada en color azul claro indica la presencia del nucleétido de Adenina
(involucrado en el SNP A644G) correspondiente a la secuencia del alelo A del gen MAO B. Verde:
adenina; azul: citosina; negro: guanina; rojo: timina.
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Adenina 118723
(Alelo A)

A) JL

ORTTHGHAGH MHcHTGoTeT MARTTTIGNT RTTTGRRACT cToTTRTTIR
GATTRGHACH MAcATcoToT QARTTTIGET ATTTCREACT cToTTRTTIR
GATTHCHECH BAcKTcoTcT MABTTTTORT ATTTCHEACT croTTRTTTR
GHTTHCHACH BAcRTGoTGT BARTTTTCRT BrTTCRBACT cToTTRTTIA
GHTTHCHECH BRcKTGoTor MABTTTTCRT BTTTcREECT cTcTTRTITA
GATTHGHACH BHcRTcoTor BARTTTTORT BTTToRBAcT croTTRITTR
GRTTHGRACE BcRTGoTGT MARTTTTCRT RTTTGREBAGT cToTIRTTIR
clTTHoNNCH MHchTcoTor BBTTTICRT ATTTcBBNcT croTTRITTR
GRTTRGHACH MBcHTcoTeT MARTTTIGET ATTTCREACT cToTTRITIR
oHTTHcRACH MRckTcoror BARTTTTCRT ATTTGRRACT crcTTRTTIR
GRTTHGRNCE cRTGoTGT MABTTTTCRY BTTTGRBAGT cToTIRTTIR
GHTTHCRCH BAcKTcoTeT WARTTTTGRT BTTTcREACT cToTTRITIA
GRTTRGHAGH MBcKTcoToT MEBTTTIGET RTTTGRBACT cToTTRITIR
GATTHGHACH MAcATcoroT QBBTTTIGET ATTTORBACT GToTTRTTIR
HTTHCRACH WHcRTcoToT BABYTTTCRT MTTTCRBACT cTcTIRIITR
GRTTROHACH MBcATccTcT MARTTTIGET ATTTCRRACT CTCTTRTTTR
GHTTHCRACH ABcRTcoTor BABTTTTCRT RTTTcRBACT cToTTRTTTE
GRTTHGRHCE BHcRTGoTGT MARTTTTCRY BTTTcRBRGT croTIRTTIR
CHTTACHHCH MAcHTcoTeT BARTTTTORT ATTTREECT cToTTRITTR
GATTHCHECH MAcKTcGTOT MABTTTTONT ATTTCBEACT cTorTRITTR

Adenina 118723
(Alelo A)

B) ' J,
TTHoNNcE MEchTocTor MARTTTTGNT MrricBBNcT cictilitil
orTlchEch BicRTcorct BRBTTTTCET ArrTcBBcr cTcTﬁltTTH

clTTHoNuch MEcATcoTor MABTTTTCNT ArticlBAcY croTtli
orTHclBcl BichTcotcr BARTTTTNT ArrrollMor crorilriil
oRTTHcRAcH BBcRTccror BARTTTTGAT ATTroB@Mcr cronTdriTi

ohtnichic Bctcctor BinTTicht ArarcBicr cronrdnil
chTTHcREcH llclzcctcm =Ilritfc=7 Brrrcllcr cicTrliiT

tootct BABTTTTCAT HxtrclBdcr crorrdrrid
chriciicl Bicitcorct Bintnicht Iiriclllcz cretrlTT
cRTThcHNch BAcRTcorcT BARTTTTCRT ArrvclBdcr cToriliTil
oRTTcREcH RBchTcorct BARTTTIGHT AtrrclBécr crortdrinl
oRntholich MAchTccrct BABTTTToRT Arrnchdcr crorilitil
oRtThcRic RBcRTcorcr BRRTTTTcET ATTrolBdcr crontlriil
oRTTHcRNcH BBcRTccror BARTTTTGET AttroBBAct crontdriTi
chTThcHAch BAchTcorct BABTTTTCRT ArrichRAct cToriBTTTe
chTThcRAch MAcATcorcT MARTTTTCRT AricBldct croriliTTd
oRTTHHAGH BAcRTGoTcT BABTTTTRT BrrchBdcr creridiTil

Figura 20. Alineamiento de las secuencias obtenidas por el método dideoxi de Sanger de los
amplificados por PCR punto final de los fragmentos control del gen MAOB. a) Muestras

femeninas; b) Muestras masculinas.

Tabla 11. Genotipificacion de las muestras femeninas por AS-PCR y Secuenciacion de Sanger.

Genotipificacion por AS-PCR

sSEAE Alelo A Alelo G Alelo A Alelo G
01 + + N/U N/U
02 + + N/U N/U
03 + + + -
04 + + + -
05 + + + =
06 + + + -
07 + + + -
08 + + N/U N/U
09 + + + _
10 + aF + -
11 + IF + _
12 + aF + _
13 + + N/U N/U
14 + + N/U N/U
15 + IF + _

Genotipificacion por Secuenciacion

+: amplificado y alelo presente; -: amplificado y alelo ausente; N/U: no utilizado para los ensayos.
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Tabla 12. Genotipificacién de las muestras masculinas por AS-PCR y Secuenciacién de
Sanger.

Genotipificacion por AS-PCR Genotipificacion por Secuenciacion

Muestra

+ 4+ + + A+ o+

+ 4+ + 4+ o+

+: amplificado y alelo presente; -: amplificado y alelo ausente; N/U: no utilizado para los ensayos.
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9. DISCUSION

La monoamino oxidasa es una flavoproteina unida a la membrana mitocondrial
externa de tipo oxigeno oxidoreductasa que cataliza la desaminacion oxidativa de aminas
neurotransmisoras biogénicas y xenobioticas a sus aldehidos correspondientes. Desde su
descubrimiento en 1928 (Hare, 1928), la monoamino oxidasa y sus isoenzimas han sido
dianas de una amplia variedad de estudios, desde aquellos para dilucidar caracteristicas
bioquimicas propias de la enzima, hasta aquellos que procuran asociarla con los trastornos
psiquiatricos y neurodegenerativos méas frecuentes en humanos desde una perspectiva
genética, es decir, asociarla con estos padecimientos al estudiar los polimorfismos presentes
en los genes MAO A 'y MAO B. Los avances en esta Ultima linea de investigacion respecto
a la monoamino oxidasa proponen a los polimorfismos UVNTR de MAO A y SNP A644G
de MAO B como marcadores moleculares para asociacién con trastornos psiquiatricos.

La PCR alelo especifico es una técnica de biologia molecular que permite
discriminar entre los alelos que presenta un gen en especifico ya que se basa en la busqueda
de nucledtidos no complementarios en los extremos 3’ de los oligonucleotidos, es decir,
uno de ellos tiene le nucledtido 3 complementario para el gen normal, mientras que el otro
tiene el nucledtido 3’ complementario para el gen mutado, por lo que se amplifican los

alelos con una variante en especifico.

En el presente trabajo se aplicaron técnicas de biologia molecular basados en PCR,
en sus variantes alelo especifico y punto final; y secuenciacién por método de Sanger para
genotipificar el SNP A644G localizado en la secuencia del intron 13 del gen MAO B en
una poblacion control, los cuales fueron reunidos en la facultad de Psicologia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, obteniendo para el 100% de los casos
un genotipo correspondiente con el alelo A de este mismo gen. El primer paso para la
amplificacion del SNP A644G de MAOB por PCR fue la cuantificacion de DNA extraido
a partir de las células epiteliales bucales de la poblacion control, obteniendo una
concentracion de DNA igual y mayor a 2 ng/uL (Tabla 9 y 10). El segundo paso consistio
en la genotipificacion del SNP A644G de MAO B, y para ello realizo un primer ensayo de
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AS-PCR con las condiciones utilizadas por Rojas-Gonzélez, 2012. Los resultados del
andlisis electroforético muestran productos de amplificacioén correspondientes con el alelo
A del gen MAO B. Después de analizar los productos por electroforesis observamos un
buen rendimiento en los fragmentos amplificados de 263 pb por los oligonucledtidos
control (MAO B Forward New y MAO B Antisense) y uno bajo para los amplicones
generados por el alineamiento y amplificacion de los oligonucleétidos MAO B Forward
New y Wild Type (especifico con el alelo A), por lo que decidimos modificar los tiempos
de alineamiento y extensién empleados en el programa de AS-PCR de Rojas-Gonzalez,
2012; pasando de 1 minuto en ambos ciclos a 45 segundos y 30 segundos respectivamente,
como se puede observar en la Tabla 13. Las temperaturas de estos ciclos no se modificaron
ya que la Tm de los cuatro oligonucleétidos es muy semejante (oscilan entre 56.8 y 60.6
°C) y porque la especificidad del AS-PCR aumenta con la temperatura de alineamiento,
siendo 64 °C la temperatura maxima a la que pueden someterse los oligonucleétidos y 72

°C la temperatura a la cual la polimerasa alcanza su maxima actividad.

Tabla 13. Comparacion de los programas de AS-PCR para amplificacion del SNP A644G de
MAOB.

ONa One o ONaO Oone o
add
Temperatura Tiempo | Temperatura Tiempo
1) Activacion de la polimerasa 95° C B il 95°C il
Desnaturalizacion 94°C 1 min 94°C 1 min
2) Ciclos de Alineamiento 64°C 1 min 64°C 45 seg
PCR
Extension 72°C 1 min 72°C 30 seg
3) Extension final 72°C 10 min 72°C 10 min
4) Conservacion 4°C 0 4°C o

Se indican las modificaciones realizadas al programa empleado por Rojas-Gonzalez, 2012.
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Como se menciona en el péarrafo anterior, al modificar las temperaturas de
alineamiento y extension de los ciclos de AS-PCR, se obtuvo un buen rendimiento de los
productos amplificados por los oligonucleotidos control (MAO B Forward New y MAO B
Antisense); mientras que los generados por los oligonucle6tidos alelo especificos mostraron
una baja resolucién y solamente se obtuvo una banda, la cual corresponde con el alelo A.
En base a esta observacion se analiz6 las secuencias de los oligonucledtidos alelo
especifico, encontrando que estas no coinciden con la secuencia reportada para el gen
MAO B en NCBI. Esta disimilitud comprende nucledtidos que fueron sustituidos por otros
y algunos que no estan presentes en la secuencia de ambos oligonucleétidos (Figura 21). En
un principio sélo se contemplaba la genotipificacion de las muestras empleando Gnicamente
la técnica de AS-PCR, pero debido a la diferencia en la estructura nucleotidica de los
oligonuclettidos alelo especificos decidimos modificar la estrategia experimental,
adicionando ensayos de PCR punto final con la finalidad de obtener el fragmento control
que involucra la secuencia donde tiene lugar la sustitucion del nucleétido de adenina por
guanina en el SNP A644G en el intrén 13 del gen MAO B y posteriormente analizar sus
secuencias nucleotidicas por el método dideoxi de Sanger. Los ensayos de AS-PCR se
realizaron con el objetivo de observar la funcionalidad de los oligonucleétidos alelo
especificos pese a la diferencia de su estructura con la secuencia nucleotidica del intron 13
del gen MAO B.

La secuenciacion de DNA permite identificar polimorfismos y mutaciones
puntuales, por lo que la ultima etapa experimental de este trabajo consistio en aislar y
analizar el fragmento de 263 pb que se obtiene a través del alineamiento y amplificacién de
los oligonucledtidos Forward y Reverse, y poder determinar cuél de las dos isoformas del
gen MAO B estd presente en la poblacion control de este trabajo. El analisis de los
electroferogramas obtenidos de la secuenciacion de los amplificados de 263 pb generados
por PCR punto final por medio de los software bioinformaticos FichTV 1.4.0 y CLC
Sequence Viewer 7.0 permite identificar el nucledtido de adenina involucrado en el SNP
A644G en el 100% de las muestras secuenciadas (Figura 20 y 21), lo que permite aseverar

que las muestras corresponden al alelo A y que ademas la poblacion es homocigota A/A
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para el gen MAOB, confirmando los resultados por electroforesis en gel de agarosa de los
productos de amplificacién por AS-PCR.

5'-AGGGAGC AGATTA AAG AAAGATGATG  -3'
TP PR PR

118681 TACTTAGTCC TTTAGGGAGC AGATTAGAAG AAAGATGGTG TCACTTTTGC TATTTGCCAG

3’ -T AATGAAAACG AT ACGGTC
ACACAAG-5’

118741 TGTGTTCTTT CATTTCAGAT CCTGCATGCC ATGGGGAAGA TTCCAGAGGA TGAAATCTGG

Figura 21. Comparacion de las secuencias de los oligonucleétidos alelo especificos con la
secuencia del gen MAO B. Las flechas indican la secuencia correcta de los oligonucle6tidos Wild
Type para el alelo A (azul) y Mutant Reverse para el alelo G (verde), asi como la direccion 5°-3” de
estos en el gen MAO B. Las secuencias de los oligonucleétidos alelo especificos que se utilizaron
se indican en paralelo a la secuencia del gen. En negrita se indica los nucle6tidos que coinciden con
la secuencia disefio, en rojo los que se sustituyen; y con el mismo color y subrayado los ausentes en
el inserto. La coincidencia de nucleétidos se indica con las lineas verticales.

La presencia de los productos de amplificacion de un tamafio aproximado de 125 pb
(Figuras 14 y 15), es un hecho inusitado, ya que tedricamente no deberia generarse ningun
amplificado por oligonucle6tidos cuya especificidad no corresponde o esta modificada por
alteraciones en su secuencia nucleotidica. Una explicacion para este hecho pueden ser una
conjuncién de la coincidencia en un 83.3% de la secuencia del oligonucle6tido Wild Type
con la correspondiente del gen MAO B (NCBI: NG_008723) para este mismo
oligonucleotido, que permite su alineamiento pese a no poseer el nucledtido de adenina en
el extremo 3’ que corresponde con el alelo A; con la presencia de un nucleétido de timina
en el extremo 3’ del oligonucledtido Mutant Reverse en lugar de la citosina que
corresponde con la secuencia del alelo G del gen MAO B, por lo que también podria estar
alinedndose y generando producto de amplificacion con un tamafio menor de 200 pb. La
ausencia de producto amplificado en la muestra masculina namero 13 probablemente se

debe a un error en la manipulacién del oligonucleétido, ya que dentro de las muestras
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secuenciadas se encuentra ésta, y como puede observarse en la Tabla 12 corresponde con el
genotipo A/A del gen MAO B. A pesar de haber obtenido una genotipificacion fiable por
secuenciacion de los amplicones de 263 pb, estos datos no se pueden considerar relevantes
debido a que el pequefio tamafio de muestra excluye una interpretacion fiable de estos
resultados y da lugar a interpretaciones falsas positivas, por lo que se necesita realizar
repeticiones de estos ensayos en poblaciones mas grandes de grupos control y asi como

también en poblaciones de casos.

Dentro del ambito clinico, el polimorfismo A644G del gen MAO B y otras
mutaciones en su homoélogo MAO A se han relacionado con diversos padecimientos y
trastornos que involucran alteraciones en los sistemas de neurotransmision. En un principio
la monoamino oxidasa B se relaciond con trastornos mentales por la observacion de
cambios significantes en la actividad enzimatica de esta proteina en pacientes con diversos
trastornos psiquiatricos. MAO B se asocid principalmente con la enfermedad de Parkinson.
Estos analisis condujeron a la investigacion de los genes que codifican las dos isoenzimas
MAO, A y B. Los resultados de estos estudios proporcionaron evidencia de que existen
variantes en la secuencia de DNA de los genes MAO, y en conjunto con los
descubrimientos previos de niveles anormales de la actividad de la MAO vy la capacidad de
esta enzima para oxidar neurotransmisores apoyan la idea de la participacién de esta

proteina en la etiologia de muchos trastornos de caracter psiquiatrico.

Como ya se menciono, los estudios de asociacion del polimorfismo de nucleétido
unico A644G en la secuencia del intrén 13 del gen MAO B se basaron Unicamente en
observar la presencia de este SNP y los niveles de actividad enzimatica de MAO B en el
mismo individuo, ya sea control o paciente, pero hasta ahora los resultados son poco
concluyentes debido a que diversos factores, los resultados de estos estudios de asociacién
convergen en la puntualizacion de que las mujeres son mas propensas a padecer un
trastorno mental en alguna etapa de su vida ya que el gen que codifica para las enzimas
MAO se localiza en el cromosoma X y que la variacion alélica y genotipica del SNP
A644G es variable entre las diferentes poblaciones, por ejemplo, el estudio realizado en

Espafia por GassO y colaboradores y el realizado en poblacion Han de China por Wei y
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colaboradores, en los que se ha demostrado una relacion mas estrecha entre el polimorfismo
A644G de MAO B y esquizofrenia en mujeres ya que pueden ser portadoras del genotipo
de riesgo G/G como del haplotipo rs6323T-rs1799836G, que es consecuencia de le
presencia de dos cromosomas X en el genoma femenino, por lo que estudios posteriores
para relacionar este polimorfismo con algin trastorno deben considerar diferencias de
género y caracteristicas de raza ya que cada poblacion posee su propia variacion genética,
asi como también tamafios de muestra mayores para obtener niveles de variacion de
resultados adecuados que conlleven a la aplicacion de célculos estadisticos que permitan

obtener conclusiones mas fiables.
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10. CONCLUSION

Es posible obtener el genotipo de un individuo por medio de la utilizacion de
técnicas de biologia molecular. Destacando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR
por sus siglas en inglés) en su variante alelo especifico, que en conjunto con la
secuenciacion de fragmentos de DNA, permiten identificar las formas en los que se puede
presentar un gen, haciéndola una herramienta con alto nivel de fiabilidad para el
diagnostico por laboratorio de mutaciones y polimorfismo puntuales. Un tamafio de
muestra grande en estudios de asociacion con casos y controles permite obtener
variabilidad de resultados, lo que permite detectar diferencias entre grupos y obtener

conclusiones menos erréneas.
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