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Resumen

L L

Las variaciones en el componente genético contribuyen de una manera
significativa a la sensibilidad al dolor. Por lo tanto es importante el estudio de la
susceptibilidad genética al dolor, dada la gran variabilidad interindividual en la
sensibilidad a estimulos nocivos diarios, en la capacidad para desarrollar sindromes de
dolor crénico y en las respuestas a los tratamientos analgésicos. Es de particular interés
conocer las variantes genéticas que presenta una poblacion de una region geografica
determinada, para facilitar el punto de partida para estudios posteriores de ligamiento y
de asociacion. Para ello en este trabajo apuntamos a conocer ¢ identificar variantes de
los genes COMT, MAO-A e ILIRN, que estan involucrados en la via de la sensibilidad
al dolor.

En este trabajo se analizé la variacion de cuatro marcadores: dos VNTRs,
MAO-A e ILIRN, y dos SNPs, rs4680 y rs4818 en la poblacion bonaerense y
misionera, a partir de sus frecuencias alélicas y genotipicas. Ademas se comparé la
variabilidad de estos polimorfismos entre ambas poblaciones, y se buscaron diferencias
con otras poblaciones del mundo descriptas en la bibliografia.

El material de estudio consisti6 en ADN aislado a partir de muestras de
hisopado bucal o sangre periférica. Mediante amplificacion por PCR y electroforesis en
geles de poliacrilamida o agarosa, se obtuvo para cada individuo analizado su
constitucion genotipica.

Los cuatro marcadores resultaron polimoérficos tanto en la provincia de Misiones
como en la de Buenos Aires. La distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas



mostraron resultados similares para ambas poblaciones en los cuatro marcadores
analizados. La mayor cantidad de variacién se observo dentro de cada poblacion.

No se hallaron diferencias marcadas en relacion con los datos bibliograficos
para otras poblaciones del mundo, principalmente comparadas con las poblaciones
europeas, por lo cual se concluye que la contribucién de comunidades amerindias
locales no ha tenido un efecto importante en las frecuencias alélicas de estos
marcadores.

Estos resultados podran contribuir a la conformacion de una base de datos para
su utilizacion en terapias paliativas futuras.

Introduccion

""el dolor trastorna y destruye la naturaleza

de la persona que lo siente"'.



Aristoteles.

La definicion de dolor mas utilizada como referencia es la expresada por la
Asociacion Mundial para el Estudio del Dolor (IASP): “Es una experiencia sensorial y
emocional desagradable, asociada a un dafo tisular, real o potencial, o descripta en
términos de dicho dafio”.

El dolor puede definirse también como una experiencia que todo ser vivo trata
de evitar y una alarma que nos ayuda a huir y alejarnos de la noxa provocadora de dolor
(Jornada PROMEDOLOR, 2008; Bataille, 1997). Es una sensacion dificil de definir
debido a la multiplicidad de fendémenos con los que puede estar relacionado:
experiencias fisicas, factores bioldgicos, psicologicos y sociales del individuo (Mogil,
1999), los cuales pueden condicionar la sensacion dolorosa; la consecuencia del estado
de dolor en mayor o menor grado influye en la posibilidad del individuo de desarrollar
sus actividades de manera normal, y en ello radica la importancia del estudio del
mismo.

Muchas veces la persona no posee un dafio tisular, pero percibe dolor, por lo
tanto el dolor deber ser considerado como una experiencia altamente subjetiva y con un

componente individual (Armero ef al., 2004).



Existen varias estrategias a la hora de clasificar el dolor, debido a que se puede
diferenciar segun su etiologia, la expectativa de vida del paciente, la region afectada, la
intensidad y el tiempo de duracion del dolor entre otras (Lopez Timoneda, 1996).
Clasicamente se han distinguido tres tipos de dolor: el dolor agudo, el dolor fisioldgico
y el dolor cronico, que se diferencian principalmente en el tiempo de evolucion. Por otra
parte, segun su origen, se puede dividir al dolor en somatico (nociceptivo) y neuropatico
(Armero et al., 2004). Estas dificultades para la caracterizacion y clasificacion del dolor

estan relacionadas con su complejidad, la cual involucra a varias areas de investigacion.

En la percepcion de la sensacion dolorosa participan el Sistema Nervioso
Central (SNC) y el Sistema Nervioso Periférico (SNP). El dolor desencadena una serie
de reacciones en ambos sistemas que permite la percepcion del mismo, con la finalidad
de disminuir la causa y limitar las consecuencias. Primero se produce la activacion y
sensibilizacién de los nociceptores periféricos; luego los mensajes nociceptivos son
transmitidos, modulados, e integrados en diferentes niveles del sistema nervioso que
van desde la periferia por via medular hasta los centros superiores (tdlamo, Cortex).
Estas vias por las cuales se transmite el mensaje doloroso estan sefializadas por

proteinas especificas, las cuales son codificadas por diferentes genes.

FACTORES BIOLOGICOS OQUE AFECTAN LA SENSIBILIDAD Y
TOLERANCIA DEL DOLOR

En los ultimos afios se ha observado que existen diferencias en la
sensibilidad y la tolerancia a la sensacién dolorosa, como asi también diferentes
respuestas a los farmacos analgésicos en los individuos (Armero et al., 2004).

Se ha demostrado en varias investigaciones que existen diferencias étnicas
en la clinica del dolor (Rahim-Williams et al., 2007), segun estudios que mostraron

diferencias en la sensibilidad y tolerancia al dolor en la comparacion entre individuos
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norteamericanos de origen africano y de origen europeo (denominados en la bibliografia
como “afro americanos” y “blancos”). Riley et al. (2002) han estudiado el dolor
cronico, reportando que los “afro americanos” presentan mayores niveles de
sensibilidad al dolor que los “blancos”. También se ha demostrado que pacientes “afro
americanos” presentaban mayores niveles de dolor en comparacioén con los “blancos” en
condiciones clinicas como glaucoma (Sherwood et al.,1998), SIDA (Breitbart et al.,
1996), migrafia (Stewart et al., 1996), dolor postoperatorio (Faucett ef al., 1994; White
et al., 1999) y dolor no especifico (Edwards and Fillingim, 1999). Otro trabajo sobre
tolerancia al dolor demostr6 que los “afro americanos” poseen una menor tolerancia al
mismo debido a alteraciones en los mecanismos endogenos reguladores del dolor

(Mechlin et al., 2005).

Se ha demostrado que las variaciones en el componente genético
contribuyen de una manera significativa a la sensibilidad al dolor. Por lo tanto es
importante el estudio de la susceptibilidad genética al dolor, dada la gran variabilidad
interindividual en la sensibilidad a estimulos nocivos diarios, en la capacidad para
desarrollar sindromes de dolor cronico y en las respuestas a los tratamientos

analgésicos (Mogil, 1999, 2004).

Los estudios genéticos asociados a la sensibilidad al dolor en humanos
incluyen principalmente dos tipos:
A) Estudios de ligamiento: se analizan patrones de herencia de cada uno de los genes
candidatos. Se requiere un fenotipo definido y familias con muchos integrantes, por Ej.
Estudios de pacientes con migranas.
B) Estudios de asociacién: se comparan frecuencias alélicas de genes candidatos en
poblaciones con diferentes fenotipos; estos estudios se realizan analizando variaciones
genéticas que se encuentran tanto en regiones codificantes como no codificantes

(Armero et al., 2004).
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Al margen de estas estrategias de andlisis, es de gran importancia conocer las
variantes genéticas que presenta una poblacion de una regidon geografica particular,
facilitando asi un punto de partida en los estudios de ligamiento y de asociacion. Este

trabajo apunta a conocer esta variacion.

GENETICA DE POBLACIONES

La genética de poblaciones se encarga de estudiar el comportamiento de los
genes en la poblacion mendeliana (Cook, 1979). Esta ultima se define como una
poblacion de individuos que pueden cruzarse entre si, compartiendo el mismo ntimero
de genes, los cuales se transmiten de generacidon en generacion segun las leyes de
Mendel. Segin el equilibrio Hardy-Weinberg una poblacion infinitamente grande
permanece invariable, sin ser afectada por las fuerzas como seleccion diferencial,
mutacion y migracion. Pero las poblaciones naturales si estan influenciadas por estas

fuerzas, sufriendo cambios en su composicion genética (Cavalli Sforza, 1981).

FRECUENCIAS GENICAS Y EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

Las diferentes variantes de un gen, llamadas alelos, difieren como resultado
de variaciones de tamafio o de secuencia y pueden aparecer con frecuencias diferentes
en las distintas poblaciones de una especie (Lewin, 1997).

La frecuencia alélica o génica, es la frecuencia de un determinado alelo en la
poblacion, como fraccion de todos los alelos posibles de un locus determinado (Cook,
1979). Es igual a la frecuencia de los homocigotos para el alelo considerado mas la
mitad de la frecuencia de los heterocigotos que portan dicho alelo.

Como el genoma humano estd compuesto por 23 pares de cromosomas
(individuos diploides), los genes localizados en ellos también se presentan en doble
dosis. Como excepcion a esto, los genes ubicados en la region especifica de los
cromosomas sexuales X e Y, como también la informacioén ubicada en el ADN
mitocondrial se encuentran en una sola dosis, es decir que los individuos son

hemicigotas para estos genes.
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Las frecuencias genotipicas estdn determinadas principalmente por las
frecuencias de los genes en la poblacion y denotan la proporcion de los distintos
genotipos presentes en la misma. Por lo tanto para la descripcion de la evolucion en una
poblacion es conveniente considerar los cambios en las frecuencias alélicas o génicas
(Cavalli Sforza, 1981).

El teorema de Hardy- Weinberg postulado en 1908 por G. H. Hardy y W.
Weinberg, formula que cuando una poblacion tiene un tamaifio muy grande y los
apareamientos ocurren al azar, y en ausencia de procesos de mutacion, seleccion y
migracion, la poblacion mantiene la variacion genética a su nivel inicial (Strickberger
1976, Cook 1979, Cavalli Sforza, 1981). De esta manera, las frecuencias alélicas y
genotipicas de un locus dado se mantienen constantes de una generacion a otra; esto es
equivalente a decir que se mantienen en equilibrio.

El modelo de Hardy-Weinberg explica que en una poblacion bajo estas
condiciones, para un locus simple que tenga dos alelos A y a, donde todas las gametas

sean viables, las frecuencias genotipicas siguen la ecuacion:

p*+2pqtq’
ptq=1 donde p representa al alelo A y q al alelo a.

A partir del teorema de Hardy-Weinberg podemos expresar las distribuciones
genotipicas en una o varias poblaciones que se encuentren en equilibrio en términos de
sus frecuencias alélicas y genotipicas (Cavalli Sforza, 1981). De este modo, los cambios

en las frecuencias alélicas reflejan el proceso de evolucién en una poblacion (Wright,

1969).

EVOLUCION DE LAS FRECUENCIAS ALELICAS

Las frecuencias alélicas o génicas de una poblacién cambian con el tiempo
debido a la accion de fuerzas que dirigen la evolucion; estas fuerzas son: las
migraciones, la deriva genética, la seleccion natural y las mutaciones.

La migracion consiste en el intercambio de individuos entre poblaciones,

este intercambio puede retrasar el proceso de diferenciacion entre las poblaciones

12



ocasionado por la deriva genética, y el efecto amortiguador depende de la cantidad de
individuos que migran (Cavalli Sforza, 1981).

Las migraciones pueden ser causadas por: causas bioldgicas, naturales o
culturales. El cambio que se producira en una poblacién a causa de la migracion va a
depender tanto del nimero de inmigrantes como del tamafio de la poblacion receptora.
Los movimientos migratorios pueden realizarse de forma brusca y rapida (invasiones) o
bien llevarse a cabo lenta y difusivamente (infiltracion) (Valls, 1985).

La deriva genética consiste en la fluctuacion al azar de las frecuencias
alélicas y es el resultado de la acumulacion de fluctuaciones aleatorias debidas al
muestreo gamético, para formar la siguiente generacion (Cavalli Sforza, 1981). El paso
de alelos se da a través de las gametas que estan sujetas a un sesgo que dependerd del
numero de progenitores contribuyentes a la formacion de la generacion siguiente. Una
poblacion pequefia sufrird grandes fluctuaciones en la mayoria de sus genes, mientras
que una grande estara sometida a una menor fluctuacion, resultando en un efecto menor
de la deriva genética.

La seleccion natural es una fuerza que permite la adaptacion, y por lo tanto
la supervivencia de individuos a un ambiente determinado. Se produce a partir de
determinadas condiciones de un medio ambiente que favorece o dificulta - es decir,
selecciona - la reproduccion de cada organismo de la poblacion segin sean sus
peculiaridades, y por ello es la tnica fuerza evolutiva que tiene una consecuencia

adaptativa directa.

Las mutaciones se producen al azar, y su destino depende de su efecto en el
individuo portador. Por medio del proceso selectivo, se favorecen los individuos con
mutaciones utiles, reproduciéndose de forma diferencial y dejando mayor descendencia,
en cambio se eliminan los que poseen mutaciones desfavorables. Ademads, existen
mutaciones en el ADN que no producen cambios en el fenotipo, son las denominadas
silenciosas y neutras, ya que no afectan a la supervivencia del individuo, y por ello
escapan de la seleccion natural; sélo actuaria sobre ellas la deriva genética (Kimura
1985; Bittles and Neel, 1994; Lewin, 2001).

Un gen mutante puede ser favorecido por seleccion (o por deriva génica)
pudiendo de esta forma incrementar su frecuencia en la poblacién (Cavalli Sforza,

1981). Sin las mutaciones, la evolucion muy pronto se detendria. Pero el destino de las
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mutaciones ocurridas depende de las otras fuerzas evolutivas, las cuales pueden afectar

la frecuencia alélica de un alelo presente en una poblacion (Cavalli-Sforza ef al., 1996).

POLIMORFISMOS GENETICOS

Se define como polimorfismo genético a la coexistencia de multiples alelos
en un locus (Lewin, 2001). El polimorfismo afecta tanto a regiones codificantes del
genoma como regiones no codificantes. La distincion entre mutacion y polimorfismo
no suele ser clara. Cominmente se asocia a la mutacion con situaciones excepcionales,
patologicas, en cambio cuando hablamos de polimorfismo, nos referimos a las
variaciones genéticas comunes, estables y nada o poco perjudiciales en la poblacion
(Luque Cabrera, 2002). En sentido estricto, una regioén es llamada polimérfica si la
variante mas frecuente estd presente en la poblacion con una frecuencia menor o igual al
99% (Lewin, 2001).

Los polimorfismos genéticos pueden estudiarse por medio de técnicas
moleculares estableciéndose marcadores genéticos, los cuales corresponden a un gen,
una region de un gen, o una region no génica.

La gran gama de marcadores genéticos incluye:

1- La longitud de los fragmentos de restriccion: o RFLP (restriction fragment length
polymorphism), los cuales son secuencias especificas de nucle6tidos en el ADN que son

reconocidas y cortadas por enzimas de restriccion y varian entre los individuos.

2- Polimorfismos con repeticiones en tandem: estos incluyen los VNTR (variable
number of tandem repeats), también llamados minisatélites, que generalmente se dan
en secuencias de ADN no codificante, y poseen repeticiones de entre 10 y 200pb. El
polimorfismo reside en el distinto numero de unidades de repeticiébn que presenta un
individuo, y los alelos se nombran de acuerdo con la cantidad de repeticiones que
llevan. Entre estos polimorfismos también se incluyen los microsatélites o STRs (short
tandem repeats), con repeticiones en tandem muy cortas, entre 2 y 8 pb, donde el
polimorfismo también estd dado por la cantidad de unidades repetidas que se presentan

en el locus (Luque Cabrera, 2002).
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3- También existen regiones variables en el genoma en las cuales se da una variacion en
la secuencia del ADN que afecta a una sola base. Son los llamados polimorfismos de un
solo nucledtido o SNP (single nucleotide polymorphism). Algunos autores incluso
consideran que los cambios de unos pocos nucledtidos, como también pequeinas
inserciones y deleciones pueden ser consideradas como SNP (Gibson and Muse, 2004),
pero estos polimorfismos son mas generalmente denominados In/Dels
(insertion/deletions). Los SNP que se localizan dentro de una secuencia codificante,
pueden ser sindnimos si no modifican la secuencia de aminoacidos, y no-sinébnimos
cuando modifican las secuencia aminoacidica (Luque Cabrera, 2002).

Los polimorfismos pueden ubicarse tanto en cromosomas autosémicos como
sexuales (X e Y) pero estos ultimos tienen un comportamiento diferente en la
heredabilidad de sus genes. Los cromosomas sexuales divergieron a partir de simples
cromosomas autosomicos hace unos 300 millones de afios y estuvieron sometidos a un
posterior proceso de diferenciacion (Lahn and Page, 1999).

El  cromosoma X se presenta en doble copia en la mujer (sexo
homogamético), y en una sola dosis en el hombre (sexo heterogamético), por ello si un
gen o una region no génica se encuentra solo en el cromosoma X, el individuo varon
solo presentara un alelo, heredado de su madre; en cambio si es mujer, el locus en
cuestion se comportara como si fuera autosémico.

Los marcadores del X en los varones generan un haplotipo, que es una
asociacion de los alelos observados para dos o mas marcadores de ADN en un sistema
que no recombina. Esta caracteristica la comparte con el genoma mitocondrial y con el

cromosoma Y ( Lewin, 2008).

POBLACION ARGENTINA
Argentina es un pais que ha recibido varias oleadas migratorias, desde
diferentes partes del mundo. En la etapa precolombina Argentina aun poseia su
poblacion aborigen, pero con el correr de los afios esto fue cambiando rapidamente con
las invasiones espafiolas y la llegada de inmigrantes a diferentes puntos del pais.
Oleadas inmigratorias: En el periodo colonial ocurrieron dos
acontecimientos importantes, el primero de ellos entre los siglos XVI a XVIII, fue la

llamada conquista espanola, durante la cual llegaron al pais principalmente hombres
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espafioles; también en esta época se produjo en otros sectores del continente la
colonizacién portuguesa.

El segundo acontecimiento se produjo entre los siglos XVII y XVIII con la
entrada forzada al pais de esclavos africanos. En la etapa colonial se produjeron
mestizajes entre espafioles, portugueses, africanos e indigenas, pero los africanos fueron
drésticamente reducidos en la poblacion argentina debido, en parte, a que fueron
utilizados como “carne de cafion” en las guerras civiles (Avena et al, 2006), y también
afectados por las epidemias. Entre los afios 1850 y 1950 nuestro pais recibié una
cantidad considerable de inmigrantes de diferentes partes del mundo, pero
principalmente europeos. Casi la mitad de estos inmigrantes fueron italianos (45%) en
tanto que los espafioles fueron un tercio. Hubo también contribuciones significativas de
franceses (3,6%), polacos (2,7%), rusos (2,7%), turcos (2,6%), alemanes (2,3%), judios
(1-2%), ucranianos, britanicos (1,1%), portugueses (1%), yugoslavos (0,7%), suizos
(0,7%), griegos, irlandeses, galeses, holandeses (0,2%), belgas (0,4%), croatas, checos,
daneses (0,3%), estadounidenses (0,2%) y suecos (0,1%)
(http://www.mininterior.gov.ar/migraciones/museo/index.html). ~También hubo un
nimero considerable de inmigrantes de paises no-europeos, principalmente
provenientes de Siria, El Libano, Armenia
(http://www.mininterior.gov.ar/migraciones/museo/index.html). Ya a mediados del siglo
XX empezaron a darse migraciones internas y latinoamericanas de paises fronterizos y
Pertl, introduciendo el componente indigena. De esta manera se estd reduciendo lenta
pero sostenidamente el porcentaje del componente europeo en la composicion étnica de
la poblacion. (Avena, 2006). Pero debido a la magnitud del aporte europeo el mismo

continuara siendo predominante.

En menor medida encontramos a comunidades arabes (integradas
principalmente por descendientes de sirio-libaneses)
(http://es.wikipedia.org/wiki/Composici%C3%B3n_%C3%A9tnica_de Argentina),
judias (que es la tercera mas importante en el continente), armenias, japonesas, chinas (
llegados a nuestro pais en la década del *70), surcoreanas y laosianas, estas ultimas dos
comunidades empezaron a llegar al pais en la década del ‘90. La comunidad japonesa

se encuentra en nuestro pais desde 1920 aproximadamente. En general las comunidades
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asiaticas son las que participan en menor medida en el mestizaje de la poblacion,

especialmente la japonesa.

POBLACION BONAERENSE

Se encuentra formada principalmente por descendientes de comunidades
europeas, y la contribucién mas importante fue de las comunidades espafiola e italiana
llegada principalmente durante la gran ola de inmigracion europea (1850-1950).

También encontramos en menor medida colonias y comunidades de
franceses, alemanes, polacos, judios, arabes, coreanos, chinos, vietnamitas y japoneses,
paraguayos, bolivianos y uruguayos
(http://es.wikipedia.org/wiki/Composici%C3%B3n_ %C3%A9tnica_de Argentina,
http://www.paginal2.com.ar/2001/suple/No/01-07/01-07-05/NOTA1.HTM). Las
ultimas tres comunidades mencionadas han crecido en los ultimos afios: segun el censo
del 2001, la comunidad paraguaya cuenta con unos 325.000 habitantes en el Gran
Buenos Aires mientras que la comunidad boliviana, la segunda en cantidad de
extranjeros, cuenta con 233.000 individuos distribuidos en las grandes ciudades del
pais. La comunidad uruguaya ocupa la sexta posicion en cantidad de individuos
contando con 118.000 inmigrantes, la mayoria residiendo en Buenos Aires.

Una oleada inmigratoria relativamente reciente en el pais pero que estd
creciendo aceleradamente, es la comunidad peruana que habita en la ciudad de Buenos
Aires. Por ultimo, la comunidad brasilera es muy pequefia, alcanza 35.000 inmigrantes
y la gran mayoria se encuentran en Buenos Aires. Existen también otras comunidades

latinoamericanas pequefas, entre las que se destacan los ecuatorianos, colombianos y

cubanos.
POBLACION MISIONERA

La provincia de misiones hasta la llegada de los espafioles estuvo poblada en
su gran mayoria por nativos guaranies

(http://www.misionesvive.com.ar/historia_misiones.html) pero al igual que otras
provincias de la argentina, ha sufrido oleadas inmigratorias; las dos corrientes

principales fueron: la colonizacidon oficial, principalmente al sur de la provincia
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(Apostoles, Concepcion de la Sierra, Santa Ana, San Ignacio), los inmigrantes
provenian del imperio austro-hingaro, eran polacos y ucranianos.

La segunda oleada inmigratoria se denomind “colonizacion privada” y
estuvo formada por inmigrantes predominantemente alemanes, los cuales llegaron a la
provincia luego de la primera guerra mundial, se ubicaron y fundaron las ciudades de El
dorado, Montecarlo, Puerto Rico y San Alberto; también se produjo una colonizacién
privada espontanea o secundaria, realizada por familiares y amigos de colonos ya
asentados en la provincia; estos nuevos inmigrantes se situaron en la zona de las sierras
centrales, originando las ciudades de Oberd, Aristobulo del Valle, Campo Viera, Campo
Grande, Dos de mayo, San Vicente y Leandro N. Alem. También Misiones recibid
inmigrantes, pero en menor cantidad de Rusia, Austria, Finlandia, Noruega, Italia,
Dinamarca, Suecia, Paraguay, Suiza, Brasil, El Libano, Francia, Inglaterra, Espana y
Siria.

Luego de la segunda guerra mundial, llegaron a la provincia inmigrantes
japoneses a las zonas de Garuhapé, Jardin América y Oasis. Y en los ultimos afios
llegaron inmigrantes provenientes de Laos, Corea del Sur y de Taiwan

(http://www.misiones.gov.ar/historia/HistoriaContemporanea.htm ).

GENES ANALIZADOS
COMT= GEN DOPAMINERGICO CATECOL-O-METIL TRANSFERASA

Se ubica en el brazo largo del cromosoma 22, en la posicion
22ql11.21-q11.23, y codifica la enzima catecol-o-metil transferasa (Figura 1). Esta

enzima es importante para el mantenimiento de la homeostasis regulando la degradacion
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de neurotransmisores como las catecolaminas (dopamina, norepinefrina y
noradrenalina). Actia catalizando la transferencia de un grupo metilo de la coenzima
S-adenosil-metionina (SAM) a uno de los grupos hidroxilo de las catecolaminas en
presencia de magnesio para degradarlas, y su mayor actividad se da en la corteza frontal
del cerebro. Su participacion en la reduccion de la dopamina liberada es una de las mas
importantes en los mamiferos (Nackley et al,, 2006; Huerta et al., 2007).

En este gen encontramos un polimorfismo de gran interés biomédico que
afecta a la capacidad de degradar o inactivar las catecolaminas, es un polimorfismo de
punto (rs4680), con dos alelos, guanina (G) y adenina (A) que generan un cambio de un
aminodcido en la proteina COMT. Cuando tenemos guanina, se presenta en la proteina
el aminoacido valina, y cuando tenemos adenina, se produce el cambio de la valina por
una metionina en el codon 108 (forma soluble de COMT) o en el codéon 158 (forma
unida a la membrana de COMT), denominandose Val108/158Met. Con estos dos alelos
se generan tres genotipos posibles: Val/Val (actividad alta de la enzima), Val/Met
(actividad media, debido a que los alelos Met y Val son codominantes) y Met/Met
(actividad baja), por lo tanto el genotipo Va/Val produce un mayor catabolismo de los
neurotransmisores y, en su contraparte, el genotipo Met/Met se relaciona con un menor
catabolismo. Esto puede asociarse con diferentes condiciones y caracteristicas
neuropsiquiatricas, incluyendo el grado de sensibilidad al dolor. En consecuencia, los
individuos que portan la sustitucion tendran una mayor actividad de neurotransmision
dopaminérgica, resultando en un menor nivel de encefalinas y una disminucion de la

produccion de opioides endogenos (Zubieta et al., 2003; Huerta et al., 2007).

También existen otros polimorfismos en el gen COMT: SNPs rs6269, rs4633
y 154818 que se encuentran en desequilibrio de ligamiento con el SNP Vall08/158Met,
formando asi haplotipos, y aumentando de esta manera la variabilidad del gen

(Diatchenko et al., 2005; Vargas-Alarcon et al., 2007). En este trabajo se analizaron el
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SNP rs4680 y el rs4818. En este ultimo se produce un cambio de citosina por guanina,
pero no se produce un cambio aminoacidico (Leul36Leu).

Este gen es importante en la neuropsiquiatria debido a su participacion en el
sistema dopaminérgico, pero el mismo no actia solo sino en conjunto con otros

neurogenes y con factores medioambientales.

Figura 1: proteina Catecolaminatransferasa humana.

Tomado de http://www.pdb.org/pdb/home/home.do

MAO= MONOAMINO OXIDASA

Las monoamino oxidasas A y B (MAO-A/B) son enzimas localizadas en la
membrana mitocondrial externa, pero codificadas en el genoma nuclear a nivel del
cromosoma X. Se encuentran ubicadas en el brazo corto de este cromosoma, en la
posicion Xpl11.23 y Xpl11.24 y estan presentes en la mayoria de los tipos celulares
(Chen et al., 1991, Sabol et al., 1998). Son flavoproteinas que catalizan la desaminacion
de varias monoaminas como los neurotransmisores y también de algunas aminas

exogenas.

La MAO-A es nuestra enzima de interés (Figura 2), la misma es expresada
en altos niveles en neuronas catecolaminérgicas (Fowler et al., 1987; Thorpe et al,

1987) desaminando a los neurotransmisores serotonina, norepinefrina (noradrenalina),
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epinefrina (adrenalina) y a la dopamina (Erdal et al., 2003). De esta manera los inactiva
utilizando el oxigeno para eliminar un grupo amino del neurotransmisor, resultando el
correspondiente aldehido y amonio; por ello, también se presume que puedan influir en
la sensibilidad al dolor (Metzler, 1989).

En el gen MAO-A se encontraron varios polimorfismos, como el VNTR en
el primer intrén (Hinds et al., 1992), una repeticion dinucleotidica en el segundo intrén
(Konradi et al., 1992), una sustitucion de G por T en la posicion 1700 y una sustitucion
de T por C en la posicion 1460 (Brunner et al., 1993), sin embargo ninguno de estos
parece afectar a la actividad o niveles de expresion de MAO-A (Sabol et al., 1998).
No obstante se ha encontrado un VNTR en el promotor que influye en la transcripcion
del mismo, este VNTR se encuentra localizado 1,2Kb aguas arriba de la secuencia
codificante del gen y consiste en una secuencia de 30pb de longitud presente en 2, 3, 3.6
4 o 5 repeticiones (Sabol ef al., 1998). Los alelos con 3 repeticiones contribuyen a una
baja actividad de la enzima, mientras que los alelos con 3.6, 4 y 5 repeticiones presentan

una alta actividad (Erdal et al., 2003).

Figura 2: monomero de MAO-A humana insertada en la membrana externa de la

mitocondria. Tomado de http://www.pdb.org/pdb/home/home.do

IL1RN= ANTAGONISTA ENDOGENO DEL RECEPTOR II.-1
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La interleuquina 1 (IL-1) pertenece a una superfamilia de citoquinas que
lleva su nombre (Vélez-Castrillon et al., 2004), esta implicada en varios procesos como
la inmunorregulacidn, inflamacion, neurodegeneracion y neurorregeneracion (Licinio et
al., 1999). Se han encontrado 10 moléculas ligandos del receptor de IL-1, tres con
funciones agonistas (IL-1alfa, IL-1beta, e IL-18) y un antagonista, IL-1RN, el cual se
une al receptor de IL-1 inactivandola e impidiendo la transcripcion del mismo. Este
antagonista inhibe asi los efectos mediados por esta citoquina, la cual aumenta durante
los procesos inflamatorios (Vélez-Castrillon et al., 2004).

El gen de este antagonista denominado ILI-RN se encuentra en el
cromosoma 2, en la posicion 2q13-q14.2. En el intron 2 del gen se encuentra un VNTR
polimorfico, formado por una secuencia de 86pb de longitud (Tarlow et al., 1993; Yu et
al., 2007) que se repite 2, 3, 4 ,5 o 6 veces (Lee et al., 2004; Witkin et al., 2002). El
alelo que presenta 2 repeticiones ha sido asociado con una disminucion en la funcion
del receptor IL1-Ra (Santilla ez al., 1998) y se ha asociado con procesos inflamatorios
cronicos, enfermedades autoinmunes y dolor. Ademds, se ha descripto que los
individuos con el alelo 2 en homocigosis padecen de lupus eritomatoso (Huang et al.,
2002) sindrome de Sjorgren (Perrier et al., 1998) y psoriasis (Coork ef al., 1997) con

una frecuencia mucho mayor que los individuos que no portan dicho alelo.

A

Hipotesis %
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HIPOTESIS

El presente analisis fue realizado bajo el supuesto de que existen diferencias
en la composicion genética de las poblaciones bonaerense y misionera, considerando
esta ultima con un indice migratorio menor, a diferencia de la bonaerense que sufre un

proceso de flujo génico mucho mas elevado.

Asimismo, se espera encontrar frecuencias alélicas distintas de las europeas
para algunos marcadores a causa de la posible influencia de comunidades autdctonas
locales, principalmente en la provincia de Misiones, mientras que en la provincia de
Buenos Aires, la tasa creciente de inmigrantes de paises limitrofes hace esperar también

un cambio en las frecuencias alélicas con respecto a las comunidades de origen europeo.

Objetivos
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OBJETIVO GENERAL
Identificar variantes de los genes COMT, MAO-A e IL1RN presentes en la

poblacion argentina, para su aplicacion futura en terapias paliativas.

OBJETIVOS PARCIALES
- Tipificar polimorfismos de los genes COMT, MAO-A e IL1RN en una muestra
numéricamente significativa de la provincia de Buenos Aires para estimar las

frecuencias de las diferentes variantes alélicas en esta provincia.

- Tipificar los mismos polimorfismos en una muestra de Misiones para estimar las

correspondientes frecuencias alélicas.

- Comparar la variabilidad de estos polimorfismos entre las dos poblaciones
estudiadas y entre éstas y otras poblaciones del mundo descriptas en la

bibliografia.

Materiales y métodos
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POBLACIONES ANALIZADAS

En este trabajo analizamos muestras de ADN pertenecientes a individuos
provenientes de las provincias de Misiones y Buenos Aires, particularmente de las
localidades de Montecarlo, Leandro N. Além, Posadas y Apostoles para Misiones vy,
para Buenos Aires, las localidades de La Plata, Vicente Lopez y San Fernando, ademas
de un grupo de muestras del Hospital Rivadavia provistas por el Dr. Jorge Schiaffi de la
Seccion de ginecologia del hospital. Las muestras provienen de individuos argentinos
que no se autodenominan como amerindios, con al menos dos de sus abuelos
provenientes de Europa. Las muestras provenientes del hospital consistieron en 3 ml de
sangre periférica, mientras que todas las demas muestras fueron hisopados bucales.

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Rivadavia, y
tanto las muestras hospitalarias como los hisopados fueron cedidos bajo consentimiento
informado.

En la tabla 1 se detallan el nimero de individuos estudiados y su

procedencia geografica.

Provincia Numero de individuos
Misiones 81

Buenos Aires 125

Total 206

Tabla 1. Procendencia y tamafios muestrales.

EXTRACCION DE ADN
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En la figura 3 se resume el modelo experimental seguido luego de la

obtencion de las muestras de material bioldgico.

3 p

A FENOL-CLOROFORMO
[EXTRACCION DE ADN I [(para sangre periférica)}
\ \ CHELEX

(para hisopado bucal)
[ PCR [ estandar ]
= [ alelo especifico. j

ELECTROFORESIS y lectura En gel de poliacrilamidﬂ
de bandas electroforéticas.
- - —

Calculo de frecuencias alélicas y haplotipicas;
estimacién de medidas de variabilidad,
calculo de distancias genéticas.

\_ y,

Figura 3. Diagrama de flujo del modelo experimental.

Para las extracciones de ADN a partir de hisopado bucal se utiliz6 la técnica
de Chelex 100® (Walsh ef al. 1991) (BIO-RAD Laboratories, CA, USA). La misma
consiste en suspender el hisopo en 1ml de agua destilada MQ® (Millipore, Bedford,
USA) estéril o PBS, agitar durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se retira el
hisopo, se centrifuga 10 minutos a 10000 r.p.m, y se elimina el sobrenadante; se agregan
200 pl de la resina Chelex al 5% al pellet, y se incuba 1 hora a 56°C, y luego 8 minutos a
98°C. Las muestras se almacenan a -20°C hasta su utilizacion.

Para las muestras de sangre periférica a partir de 3 ml de sangre fresca con
3,5 ml de anticoagulante glucosa citrato se efectudé una extraccion organica del ADN,

utilizando fenol y cloroformo (Sambrook et al. 1989).

MARCADORES ANALIZADOS
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Se analizaron dos marcadores minisatélites o VNTR:
e MAOA-pVNTR: es un repetido de 30pb, ubicado en el cromosoma X, en
posicion Xp11.23 (Sabol et al., 1998).
e ILI1-RN VNTR: es un repetido de 86pb, este gen se ubica en el cromosoma 2 en
la posicion 2q13-q14.2 (You et al., 2007; Tarlow et al., 1993).
También se analizaron dos mutaciones de punto (SNP) del gen COMT:
rs4680 y rs4818,ubicados en el cromosoma 22, en la posicion 22ql1.21-q11.23
(Vargas-Alarcon et al., 2007).

En la tabla 2 se detallan la ubicacién cromosdmica, la secuencia motivo
repetida, el tamafio en pares de bases y los alelos mas frecuentes observados en las

poblaciones humanas observadas.

Nombre Ubicacion Secuencia repetida | Tamaifio en pb Alelos
del Cromosomic |5'-3'
Marcador |a
rs4680 22ql1.21-ql1 68+23+18=109=A, A,G

23 86+23=109=G
rs4818 22ql1.21-ql1 180 C.G

23
IL1-RN-V |2q13-q14.2 * 240-584 2, 3, 4,5,
NTR G**
MAO-Ap |[Xpll.23 ACC(A/G/C)sG(C/T [179-266 2, 3, 3,6,
VNTR )s 4, 5 %%
Tabla 2.  Marcador analizado, ubicacion cromosdmica, secuencia motivo repetida,

tamafio en pares de bases, alelos mas
*

Secuencia

frecuentes de cada marcador analizado.

repetida:

ACATGGAACAACATCCAGGAGACTCAGGCCTCTAGGAGTAACTGGGTAGTGTGCATCCTGGG
GAAAGTGAGGGAAATATGGACATC
** Los alelos de ILI-RN denominados segin la cantidad de repeticiones que presentan
(Havemose-Poulsen et al., 2007)
*** Los alelos de MAO-A corresponden al nimero de repeticiones, esta nomenclatura fue asignada
basandonos en el trabajo de Yu y colaboradores 2005.

AMPLIFICACION MEDIANTE LA TECNICA DE PCR
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Para la amplificacion de las secuencias de ADN de interés se ha utilizado la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)(Figura 4). Esta técnica consiste en la sintesis
in vitro de una secuencia de ADN diana, la cual comienza con la alineacion de un par de
cebadores o iniciadores (primers) a la misma, a partir de ADN gendmico. Para la etapa
de sintesis se utiliza una enzima ADN-polimerasa termorresistente, que es capaz de
realizar numerosos ciclos de polimerizacion a 72°C. El resultado de la reaccion de PCR
es una multiplicacion geométrica del fragmento de ADN de interés (Mullis 1990; Erlich

etal., 1991).

PCR.: Reaccidn en cadena de la polimerasa
30 - 40 ciclos de 3 pasos:

m*m"km*‘h‘l‘b U Pasol: desnaturalizacion

1 minuto 940 C

Paso2: hibridadion
45 segundos 540 C

cebadores directo
¥ reverso

y f ) ! TR 5 paca3: extensid
L R >t =i s
| = = | =

- | I £

2 minutos 720 C
solo dNTP s

iy Vs 1R

Figura 4. Mecanismo de amplificacion de la técnica PCR Tomado de:
http://biodist.com/biologia_mol.html

Para el analisis de ADN repetido se amplificaron las repeticiones agrupadas
en tandem del minisatélite y para el SNP rs4680 la region donde se encuentra el cambio
y una pequefia region flanqueante a cada lado del cambio y de las repeticiones. Para el
SNP rs4818, se utilizd6 un cebador forward y dos cebadores reverse, estos ultimos
especificos de alelo, dado que cada uno de los cebadores reverse posee un nucleotido
terminal diferente, y complementario a un alelo determinado del polimorfismo en

cuestion. La secuencia de los cebadores utilizados se detalla a continuacion:
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Fw: 5°-CCA GGT CTG ACA ACG GGT CA-3’

Rw: 5’-ACA AGA ACG AAA CTC CAA CTC-3°
rs4818

Fw-G: 5°-TCG GGG TTG ATC TCG ATG GTG ATG-3”
Fw-C: 5°-TCG GGG TTG ATC TCG ATG GTC ATC-3’
Rw: 5°-GCA AGA TCG TGG ACG CCG TGA TTC AG-3°
MAO-ApVNTR

Fw: 5"-CAG CGC CCA GGC TGC TCC AGA AAC-3°
Rw: 5°-GGT TCG GGA CCT GGG CAG TTG TGC-3’
IL1-RN-VNTR

Fw: 5°-CTC AGC AAC ACT CCT AT-3’

Rw: 5’-TCC TGG TCT GCA GGT AA-3°

REACCIONES DE PCR

Para una reaccion de PCR de 10 pl finales se utilizaron:

e 1% buffer de PCR (50 mM de Tris-HCI pH 8, 100 mM de CINa, 0,1 mM de

EDTA, 1 mM de DTT, 50% de glicerol y 1% de Triton®X-100),

e 2 mM de Cl,Mg,
e (0,2 mM de dNTPs,

e 2.5 pmol de oligonucleodtidos cebadores,

e 0,25 U de Taq ADN polimerasa (Promega, Madison, USA) y

e 10ng de ADN o 3 ul de solucion de ADN obtenida mediante Chelex 100®.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador de marca MPI-02-Evo (La Plata,

provincia de Buenos Aires, Argentina).

En la tabla 3.a se especifica las condiciones de ciclado para el marcador rs4680.

| rs4680 | T° | Tiempo
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Desnaturalizacion inicial 94° 3 minutos
Desnaturalizacion 94° 12 segundos
Hibridacion (annealling)* 60°-57° 25segundos
Extension 72° 30 segundos
Extension final 72° 5 minutos

Total de ciclos: 38

3.a- rs4680 (modificado de Huerta et al., 2007).

En la tabla 3.b se especifica las condiciones de ciclado para el marcador

rs4818.

rs4818 T° Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94° 3 minutos
Desnaturalizacion 92° 45 segundos
Hibridacion (annealling)* 72°-66° 72 segundos
Extension 72° 72 segundos
Extension final 72° 10 minutos
Total de ciclos: 36

3.b- rs4818 (puesto a punto en nuestro laboratorio).
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En la tabla 3.c se especifica las condiciones de ciclado para el marcador MAO-A

pVNTR.

MAO-A pVNTR T Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94° 5 minutos
Desnaturalizacion 94° 30 segundos
Hibridacion (annealling)* 55°-52° 30 segundos
Extension 40 segundos
Extension final 72° 8 minutos
Total de ciclos: 38

3.c- VNTR-MAO-A (modificado de Huang et al., 2004).

En la tabla 3.d se especifica las condiciones de ciclado del marcador IL1-RN-VNTR.

IL1-RN-VNTR T Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94° 2 minutos
Desnaturalizacion 93° 30 segundos
Hibridacion (annealling)* 59°-55° 1 minuto
Extension 72° 1 minuto
Extension final 72° 10 minutos
Total de ciclos: 38

3.d- IL1-RN-VNTR (modificado de Havemose-Paulsen et al., 2007).
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* En los sucesivos ciclos de la reaccion de PCR, se realizdé un descenso
gradual de la temperatura de hibridacion denominado “fouch-down”. Este tiene por
objeto establecer condiciones mas estrictas de amplificacion durante los primeros ciclos
de PCR, a fin de obtener un producto amplificado de alta especificidad y luego, en los
ciclos posteriores, las condiciones de hibridacion se relajan gradualmente para obtener
abundante producto, utilizando como molde al amplificado especifico de los primeros

ciclos.

DIGESTION ENZIMATICA

Los genotipos del SNP rs4680 se determinaron con la técnica RFLP, ya que
la variacion de la secuencia de ADN tiene como consecuencia un cambio en un sitio de
restriccion y asi genera segin este o no el sitio, fragmentos de diferente longitud
dependiendo del alelo presente (Luque-Cabrera, 2002). Los amplicones (=productos de
PCR) fueron digeridos por la enzima de restriccion Hsp9211, la cual posee el siguiente
sitio de corte:

5.CATG]|..3’

3..1GTAC...5.

Para la digestion con Hsp92Il se prepararon reacciones de 16ul finales
siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor (Promega Corp.). La reaccion
(10ul de mix de digestion + 6ul de amplicon) se incub6 durante 2 horas a 37°C, y luego
20 minutos a 65°C para inactivar la enzima.

Las bandas resultantes de la digestion fueron visualizadas por tincidén con

nitrato de plata, previa electroforesis en geles de poliacrilamida neutra.

ELECTROFORESIS:

Mediante la técnica de electroforesis se separan macromoléculas cargadas.
El desplazamiento de las mismas en un campo eléctrico se produce con velocidad
proporcional a su carga e inversamente proporcional a su tamafo.

Los soportes utilizados para electroforesis de fragmentos de ADN incluyen
geles de poliacrilamida, que separan fragmentos pequefios (aproximadamente 1 a
1000pb) y geles de agarosa que separan fragmentos de mayor tamafio y con menor

resolucion que los primeros (hasta 20kpb) (Luque-Cabrera, 2002).
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GELES DE POLIACRILAMIDA
Poliacrilamida neutra: Para el analisis de los fragmentos del SNP rs4680
obtenidos de la digestion enzimatica, se utilizaron geles de poliacrilamida neutros. Se
prepararon los geles neutros al 6% partiendo de:
e Arcrilamida-bisacrilamida 40%
e TBE (Tris-Acido borico 45SmM-EDTA ImM) 0,5X.
e Agua MQ
La electroforesis se realizd en una cuba electroforética acrilica (Aladdin,
USA) sembrando 6 pl de cada muestra con 2,5 pl de solucion de carga neutra. Esta
ultima contiene 0,25% de xileno cianol, 0,25% de azul de bromofenol y 30% de glicerol
en agua (Sambrook et al., 1989). Se utiliz6 el mismo Bufter de corrida (TBE 0,5X) que
para la preparacion del gel.Como control se utilizo una escalera de 100 pb 100 Marker®
(Biodynamics). Las corridas electroforéticas se realizaron a 40 Volt/cm y 20 Watt,

durante 1 hora.

Poliacrilamida desnaturalizante: Para el analisis del VNTR de MAO-A se
utilizaron geles de poliacrilamida, estos ofrecen gran poder de resolucion y se prefieren
para separar los alelos de marcadores minisatélites, que se diferencian entre si por unos
pocos pares de bases, generalmente menos de 100 (Sambrook et al., 1989).

Se prepararon geles de poliacrilamida desnaturalizante al 6% modificado de Sambrook
y colaboradores (1989), segun se detalla:
e Urea8 M
e Arcrilamida-bisacrilamida 40%
e TBE (Tris-Acido borico 45SmM-EDTA 1mM) 0,5X
e Agua MQ

La electroforesis se realizd en una cuba electroforética acrilica (Aladdin,
USA), sembrando entre 3 y 4ul de cada muestra con 2,5ul de solucion de carga
desnaturalizante. Esta ultima contiene 90% de formamida deionizada, 10mM de EDTA
pHS, 0,025% de xileno cianol y 0,025% de azul de bromofenol (Sambrook et al., 1989).
El Buffer de corrida utilizado fue el TBE 0,5X, el mismo que para el preparado del gel.
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Para determinar el tamafio molecular de las bandas, se utilizaron escaleras
comerciales GenePrint® y productos amplificados de individuos de referencia. Las
corridas electroforéticas se realizaron a 40 Volt/cm (1500 Volt) y 45 Watt, durante 3
horas.

TINCION DEL GEL

Se procedid a la tincion del gel de acrilamida con sales de plata para

visualizar las bandas electroforéticas. La técnica consistié en:

e fijacion en acido acético al 10% durante 20 minutos,

3 lavados de 2 minutos cada uno, con agua desionizada,

® tincidn con nitrato de plata ( AgNOs; )al 1%, durante 30 minutos,

lavado con agua deionizada de 10 segundos,

revelado en solucion 3% p/v de carbonato de sodio (CO;Na) y formaldehido al
0,15%; la reaccion de revelado se detiene con acido acético al 10% una vez que
las bandas de ADN en el gel se han tefido.

Posteriormente, se procedié a la lectura del gel e identificacion de los alelos

correspondientes a cada muestra.

GELES DE AGAROSA
Para el anélisis del VNTR de IL1-RN y el SNP rs4818 se utilizaron geles de

agarosa debido a que los amplicones fueron de facil resolucion. Se utiliz6 agarosa al 2%
(Promega Corp.) en solucion TAE 1X (Tris-Base 40mM; EDTA ImM pH 8) y
utilizando el mismo buffer para la posterior corrida. La tincion de los geles se realizo
con 10 ul SYBR-SAFE en 250 ul de Buffer TAE 1X. Para estimar el tamafio de los
fragmentos obtenidos, en el mismo gel se sembréo el marcador comercial

100-MARKER® (Biodynamics).
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CALCULOS ESTADISTICOS
FRECUENCIAS ALELICAS Y FRECUENCIAS GENOTIPICAS

Cuando se estudian poblaciones, un parametro importante son las
frecuencias alélicas o proporciones de los distintos alelos de un gen en una poblacion
(Strickberger 1976) pues el cambio genético de una poblacion se describe a partir del
cambio de sus frecuencias alélicas (Nei1 1987).

Las frecuencias alélicas se estimaron mediante el recuento de los alelos de
cada muestra, para cada locus (Li 1976) utilizando la siguiente férmula:

P=n/T

donde n; es el nimero de alelos i observados en la poblacion y T es la cantidad total de
alelos observados para un locus determinado.
El desvio estandar de las frecuencias alélicas es una medida de la desviacion
tipica de la distribucion de muestreo. Se calcula mediante la siguiente expresion:
o=/ Ipi(1-pn1/ N

donde N es el nimero de individuos de la poblacion.

Las frecuencias alélicas se graficaron utilizando el programa comercial
Prism 5.0.

Las frecuencias genotipicas corresponden a las proporciones de los distintos
genotipos de un locus en una poblacion. Para calcularlas, se contaron los diferentes
genotipos hallados en las dos poblaciones y se uso la formula:

Pi= nyN
Donde n; es la cantidad de veces que se observa el genotipo con alelos 1y j en la
poblacion.

El céalculo de frecuencias genotipicas se realizd para todos los marcadores,
excepto para los varones en el VNTR de MAO-A debido a que el mismo se encuentra
ubicado en el cromosoma X y sélo en las mujeres es diploide. En los varones presenta

un solo alelo, presentando haplotipos.

35



FRECUENCIAS HAPLOTIPICAS
Para el VNTR de MAO-A, se calcularon las frecuencias haplotipicas para
los varones analizados de las dos poblaciones; el calculo realizado fue el siguiente:
P=ny/N
Donde ni es la cantidad de veces que se observa el haplotipo i en una muestra de N

varones.

ESTRUCTURA POBLACIONAL
EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG:

Para estimar si las poblaciones analizadas mantienen sus frecuencias
genotipicas constantes de una generacion a otra, se ha evaluado su ajuste al equilibrio de
Hardy-Weinberg utilizando el programa Arlequin (Schneider et al.,, 2000), mediante un
test exacto, y utilizando cadenas de Markov (longitud 100.000). En el caso del VNTR de
MAO-A, esta estimacion se efectué solamente a partir de los genotipos femeninos por

ser los varones hemicigotas para este marcador, imposibilitando el calculo.

ALCULOS DE LA VARIABILIDAD POBILACIONAL
NUMERO DE ALELOS

Cuando se observa un nimero elevado de alelos, estamos ante un grado de
polimorfismo elevado (Nei, 1987). El calculo del nimero de alelos hallados se obtiene
contando el numero de alelos observados para cada locus y para cada muestra, y es una
forma sencilla de medir la variabilidad genética.

En el caso de polimorfismos multialélicos (mas de dos variantes alélicas) es
de importancia el calculo del mimero efectivo de alelos. Esta es una medida de
variabilidad poblacional que iguala el numero real de alelos s6lo cuando todos los alelos
tienen la misma frecuencia, siendo esta situacién la de maxima variacion para dicho
polimorfismo; de lo contrario, n, es menor que n. Por lo tanto, el n, refleja la disparidad
en las frecuencias de los distintos alelos, mostrando cuan variable es el marcador

analizado (Nei, 1987).
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El numero efectivo de alelos se define como el reciproco de la homocigosis
y se calcula mediante la siguiente férmula:
n, = 1
Xp,?
i=1
donde p; es la frecuencia alélica de cada uno de los n alelos observados.
Otra medida de variabilidad poblacional es el nimero medio de alelos (nx),
el cual se calcula sumando todos los alelos para cada marcador y dividiendo esto por el
numero de marcadores analizados. Esta estimacion es de interés para polimorfismos

multialélicos, como es el caso de los VNTR de MAO-A e IL1RN.

HETEROCIGOSIS OBSERVADA

Para cada marcador se ha calculado la  proporcion de individuos

heterocigotas de la poblacién mediante la siguiente formula:

H= n,N
donde n, es el numero de individuos heterocigotas observados en una muestra de N
individuos.
HETEROCIGOSIS MEDIA

Cuando analizamos varios marcadores en una misma poblacién, podemos
calcular la heterocigosidad media, mediante la cual podemos conocer el nivel medio de
variabilidad genotipica de dicha poblacion. Se calcula efectuando un promedio de los
valores hallados en cada muestra.

H=Zh

b
k

donde 4; es la heterocigosidad de cada marcador en la poblacion en cuestion y £ es el

namero de marcadores analizados.

37



HETEROCIGOSIS ESPERADA O DIVERSIDAD GENICA POBLACIONAL

Segun el equilibrio de Hardy-Weinberg, los valores esperados de
heterocigosis se calculan como la unidad menos la suma de cuadrados de las frecuencias
alélicas:

He =1-X pPi ?
i=1

donde p; son las frecuencias alélicas de los n alelos observados.

COMPARACION DE LA VARIACION ENTRE LAS POBLACIONES
Cuando hablamos de variacion génica total de una poblacion, podemos
discriminar dos componentes de esta variabilidad:

e la variabilidad intrapoblacional, es la que se dad entre individuos de una misma
poblacion. Se calcula realizando la sumatoria de los valores de heterocigosis
observada en los distintos marcadores analizados.

V. dentro = ZH
e la variabilidad interpoblacional, generalmente es un componente de menor
magnitud que el anterior y mide la diferencia genética entre poblaciones.
V. entre = V. total — V. dentro

INDICE DE WRIGTH Fst

El Fst mide el grado de diferenciacion genética entre poblaciones,
comparando los valores de heterocigosis de las poblaciones tomadas en conjunto con la
heterocigosis de cada poblacion particular. El valor de Fst es equivalente al coeficiente
de diferenciacion génica Gst, y mide la proporcion de diversidad génica que esta
distribuida entre las poblaciones (Paz et al., 2003). Se calcula mediante la férmula:

Fst= XP,(1-P;). Fsti
XP;(1-P;)

donde Pi es la frecuencia ponderada de cada alelo y Fsti es una estimacion que
correponde al aporte que realiza cada alelo particular del marcador a la variabilidad entre

las poblaciones.
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El célculo de Fst se realiz6 mediante el programa Arlequin 2.00 (Schneider
et al., 2000) bajo la hipdtesis de neutralidad (ausencia de seleccion) y equilibrio
poblacional, usando un algoritmo de coalescencia adaptado de Hudson (1990). Para
calcular esta significancia se estima un valor P que se obtiene como la proporcion de
estadisticos Fst calculados al azar.

El valor de Fst puede tomar un valor que va de cero a uno, siendo Fst =0
indicativo de ausencia de subdivision dentro de la poblacion total, mientras que un valor
elevado de Fst indica una poblacion constituida por subpoblaciones que mantienen un
escaso flujo génico, lo cual hace que existan diferencias entre ellas. Al contrario del
valor de heterocigosis, este indice expresa una proporcion que es comparable entre los
distintos loci estudiados sin importar diferencias en el tamafio de las muestras analizadas

(Paz et al., 2003).

ANALISIS DE VARIANZA MOLECULAR = AMOVA

La estructura genética de la poblacion fue analizada por medio de analisis de
varianza molecular, utilizando el programa Arlequin 2.00 (Schneider et al., 2000). Este
programa utiliza un método de célculo basado en el andlisis de las frecuencias alélicas,
pero teniendo en cuenta el nimero de mutaciones ocurridas entre las distintas variantes
moleculares (pasos mutacionales). Dado que se analizaron muestras pertenecientes a
solo dos poblaciones, en el analisis de estructura no se definieron “grupos de muestras”,

sino que la contrastacion se limito al andlisis “dentro” y “entre” muestras (Schneider et

al., 2000).
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Resultados

Se presentan los resultados obtenidos para cada marcador obtenidos a partir
de las muestras bonaerense y misionera, incluyendo frecuencias alélicas y genotipicas,
ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg, nimero de alelos y estimacion de heterocigosis.
Posteriormente se presenta la comparacion de ambas muestras para conocer la variacion

existente entre las poblaciones de las dos provincias (AMOVA y Fst).

Polimorfismos del gen COMT: rs4680 y rs4818

El marcador rs4680 consiste en una mutacion de punto que lleva a un
cambio aminoacidico Val/Met, que fue analizado utilizando la enzima de restriccion
Hsp92II Con esta enzima se realizo la digestion de un fragmento amplificado de 109pb;
la restriccidon generd tres posibles combinaciones de bandas:

e bandas de 86 y 23 pb, que corresponden a los homocigotos Val/Val

e bandas de 68, 18 y 23 pb, para los homocigotos Met/Met

e bandas de 86, 68, 23 y 18 pb, en los heterocigotos Val/Met.

En los geles de poliacrilamida neutra fue posible visualizar las bandas de 86
y 68 pb, mientras que las bandas de tamafio pequefio al migrar con mayor velocidad,

escapan del gel no siendo posible su observacion (Figura 5).
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Figura 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida neutra, de los productos de restriccion
para rs4680 (E: escalera de referencia CienMarker, 68/86: A/G,68/68: A/A, 86/86:
G/G).

En la figura 6 y las tablas 4.a, y 4.b se presentan las frecuencias alélicas y
genotipicas obtenidas en Misiones y Buenos Aires para el marcador rs4680. Al analizar
las distribuciones alélicas, observamos que ambos alelos, A y G, presentaron una
distribucion similar en ambas muestras, siendo el alelo G, en un pequefio porcentaje
mas frecuente; lo cual se ve reflejado en la distribucidén genotipica, ya que el genotipo
mas frecuente tanto para la poblacion misionera y como para la bonaerense ha sido el

heterocigota A-G, y a continuacion el homocigota G-G.
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Figura 6. Frecuencias alélicas obtenidas para rs4680.
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Alelo Misiones Buenos
(60) Aires (107)

A 0,433+/-0,0 |0,481+/-0,0
45 34

G 0,566+/-0,0 |0,581+/-0,0
45 34

Tabla 4.a. Frecuencias alélicas obtenidas para rs4680 (entre paréntesis, tamafio

muestral).

Genotipo |Misiones Buenos
(60) Aires (107)

AA 0,116 0,168

AG 0,633 0,626

GG 0,25 0,205

Tabla 4.b Frecuencias genotipicas obtenidas para rs4680 (entre paréntesis, tamano

muestral).

En la comparacion de heterocigosis observadas y esperadas no se observaron

desajustes al equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 4.c), para el marcador rs4680.

Misiones Buenos Aires
Heterocigosis 0.64151 0.62766
observada
Heterocigosis esperada | ().49596 0.51320
valor P 0.04797  +/-10.02154
0.00063 +/-0.00044

Tabla 4.c Estimacion del ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg para rs4680 y rs4818.

Con respecto al marcador rs4818, también consiste en un SNP que a
diferencia del anterior, no genera un cambio aminoacidico en la proteina. Este marcador
de punto se analizé utilizando cebadores forward especificos de alelo con un cebador
reverse comun a ambas variantes. En los individuos homocigotas amplificara sélo uno
de los dos cebadores forward, mientras que en los heterocigotas habra amplificacion con
ambos cebadores. La ausencia o presencia de estas bandas se determin6 en geles de

agarosa 2% en buffer TAE 1X (Figura 7).
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En la figura 8 y las tablas 5.a, y 5.b se presentan las frecuencias alélicas y
genotipicas obtenidas en las muestras de Misiones y Buenos Aires para rs4818. Para
este polimorfismo se observo una gran diferencia en la distribucion alélica, ya que el
alelo G fue el doble mas frecuente que el alelo C, en ambas muestras, y los genotipos

hallados mas frecuentemente fueron el heterocigota G-C, y el homocigoto GG.
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Figura 8. Frecuencias alélicas obtenidas para rs4818.

G 0,623+/-0,038 0,632+/-0,030
C 0,376+/-0,038 0,368+/-0,030

Tabla 5.a. Frecuencias alélicas obtenidas para rs4818 (entre paréntesis, tamafio

muestral).

GG 0,345 0,344
GC 0,555 0,576
CcC 0,098 0,08

Tabla 5.b Frecuencias genotipicas obtenidas para rs4818 (entre paréntesis, tamafo

muestral).
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Para este marcador no se ha observado desequilibrio de Hardy-Weinberg

para ambas muestras (Tabla 5.c).

Misiones Buenos Aires
Heterocigosis 0.52830 0.56383
observada
Heterocigosis esperada | (0.49434 0.46860
valor P 0.55572  +/-{0.04333
0.00163 +/-0.00072

Tabla 5.c Estimacion del ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg para rs4818.

Cuando analizamos las varianzas entre y dentro de las poblaciones para
ambos marcadores, arrojo los siguientes resultados: varianza entre: -0,0008, varianza

dentro: 0,483, con valores de Fst de: -0,00165 y de P: 0.37048+-0.01431.

Polimorfismo del gen MAO-A: VNTR-MAO-A

La tipificacion de las variantes alélicas del VNTR-MAO-A se realizaron en
geles de poliacrilamida desnaturalizante, estas variantes estan dadas por el tamafio de
las repeticiones de la secuencia de 30 pb (Figura 9). Para la nomenclatura de los alelos
se utilizd la cantidad de repeticiones que presenta el VNTR de acuerdo con Yu y
colaboradores (2005) dado que las nomenclaturas alternativas propuestas en la
bibliografia resultan en una mayor confusion (Sabol et al. 1998, Deckert et al. 1999,
Glirsoy et al. 2008). Este polimorfismo presenta un alelo imperfecto que ademas de tres
repeticiones, contiene una unidad de repeticion incompleta adicional, de s6lo 18 pb, por

lo cual es llamado “3,6”(Yu et al. 2005).

turalizante.
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En la figura 10 y las tablas 6.a, 6.b, y 6.c se presentan las frecuencias
alélicas, genotipicas y haplotipicas respectivamente, obtenidas en misioneros y
bonaerenses para el VNTR-MAO-A. Dado que el gen MAO-A se encuentra ubicado en
el cromosoma X, las mujeres presentan genotipos (diploides) mientras que los varones,
al poseer un solo cromosoma X, presentan haplotipos; es por esto que los datos se
presentan desdoblados en las tablas 6.b y 6.c.

En el analisis de este marcador se identificaron 5 alelos en ambas muestras,
la misma cantidad de alelos que ha sido reportados en la bibliografia (Sabol et al., 1998;
Deckert et al.; 1999; Yu et al., 2005; Giirsoy et al., 2008). La distribucion alélica resultd
similar para los alelos méas frecuentes (3 y 4) entre las dos poblaciones analizadas, pero
en la muestra de Misiones el alelo 3,6 resultd un poco mas frecuente que en Buenos
Aires, mientras que los alelos 2 y 5 solamente se hallaron en mujeres de la muestra de
Buenos Aires, en heterocigosis. De acuerdo con estos hallazgos, los genotipos

femeninos mas frecuentes fueron el heterocigota 3-4 y el homocigota 4-4 en ambas

provincias.
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Figura 10. Frecuencias alélicas obtenidas para VNTR-MAO-A

Alelo Misiones (78) Buenos Aires
(116)

2 0+/-0 0,005+/-0,005

3 0,396+/-0,043 0,431+/-0,037

3,6 0,031+/-0,015 0,005+/-0,005

4 0,571+/-0,044 0,551+/-0,037

5 0+/-0 0,005+/-0,005

Tabla 6.a Frecuencias alélicas obtenidas para VNTR-MAO-A (entre paréntesis, tamafo

muestral).
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Genotipo |Misiones Buenos Aires
(48) (60)

2-3 0 0,016

3-3 0,166 0,216

3-3,6 0,02 0

3-4 0,458 0,45

3,6-4 0,041 0

4-4 0,31 0,3

4-5 0 0,016

Tabla 6.b. Frecuencias genotipicas (mujeres) obtenidas para VNTR-MAO-A (entre

paréntesis, tamafio muestral).

Alelo Misiones (30) Buenos Aires
(56)

3 0,393 0,367

3,6 0,018 0,033

4 0,589 0,600

Tabla 6.c Frecuencias haplotipicas (varones) obtenidas para VNTR-MAO-A (entre

paréntesis, tamafio muestral).

En la comparacion de heterocigosis observadas y esperadas no se observaron
desajustes al equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 6.d), si bien las frecuencias alélicas

masculinas y femeninas no fueron idénticas.

Misiones Buenos Aires
Heterocigosis 0,520 0,483
observada
Heterocigosis esperada | 0,479 0,516
valor P 1,000+/-0,000 |0,637+/-0,001

Tabla 6.d Estimacion del ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg para MAO-A
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En el caso de las muestras masculinas, no es posible estimar el ajuste de este
marcador al equilibrio de Hardy-Weinberg ya que los varones son hemicigotas para la
informacion ubicada en la region especifica del cromosoma X. De la misma manera, no
puede calcularse heterocigosis observada, pero la diversidad génica, equivalente a la
heterocigosis esperada de los marcadores diploides, fue de 0,5071 +/- 0,0332 para los
varones bonaerenses y de 0,5218 +/- 0,0558 para los misioneros.

El andlisis comparativo entre las muestras de los varones de ambas
poblaciones mostr6 una variacion interna muy elevada dentro de las dos muestras, con
un valor de Fst muy bajo, de -0,02 (P=0,903). De la misma manera, los resultados del
analisis de varianza molecular (AMOVA) presentaron componentes de la varianza de
0,95 (dentro) y -0,02 (entre). Para el caso de las mujeres de ambas muestras misioneras
y bonarenses en el analisis de la varianza entre poblaciones se obtuvo un valor de
-0,006, y dentro de cada muestra un valor de 1,002, con un valor de Fst de -0,00678, y
un P de 0,66645+-0,0082, lo cual nos indica de que no existen diferencias entre las

muestras analizadas.

Polimorfismo del gen IL1RN: VNTR-IL1RN

Para este marcador, a partir de las reacciones de PCR se obtuvieron bandas
entre 240-500pb, las cuales se resolvieron en geles de agarosa 2% (Figura 11). Los
alelos hallados fueron 2, 4 y 5, denominados de acuerdo con la cantidad de repeticiones
que presentan.

En la figura 12 y las tablas 7.a, y 7.b se presentan las frecuencias alélicas y
genotipicas obtenidas en Misiones y Buenos Aires. En las muestras analizadas el alelo 4
fue el mas frecuente, al igual que el genotipo homocigota 4-4, el cual alcanza un valor

cercano a 1 sobre todo en los misioneros, haciendo a este marcador poco polimérfico.
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Figura 11. Electroforésis en gel de agarosa 2% del VNTR-IL1RN
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Figura 12. Frecuencias alélicas obtenidas para VNTR-IL1-RN.

Alelo Misiones Buenos Aires
(77) (104)

2 0,11+/-0,025 0,043+/-0,014

4 0,785+/-0,033 0,889+/-0,021

5 0,103+/-0,669 0,067+/-0,017

Tabla 7.a. Frecuencias alélicas obtenidas para VNTR-IL1-RN.
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Genotipo |Misiones Buenos Aires
(77) (104)

2-2 0,064 0,038

2-4 0,077 0,009

2-5 0,01 0

4-4 0,95 0,875

4-5 0,01 0,019

5-5 0,09 0,057

Tabla 7.b. Frecuencias genotipicas obtenidas VNTR-IL1-RN.

Se observaron desajustes al equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 7.c), en la
comparacion de heterocigosis observadas y esperadas. Cuando analizamos la varianza
entre poblaciones, obtuvimos un valor de 0,002, y dentro de cada poblacién un valor de

0,368. Los valores de Fst y P fueron de 0,007 y 0.26182+-0.0076.

Misiones Buenos Aires
Heterocigosis 0.10390 0.02885
observada
Heterocigosis esperada [ (0.36712 0.20443
valor P 0,000+/-0,000 |0.000 +/-
0.000

Tabla 7.c Estimacion del ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg para IL1IRN

Analisis de loci combinados

El nimero efectivo de alelos estuvo por debajo del numero de alelos
observados para ambos VNTR MAO-A y ILIRN en ambas poblaciones, dada la
preponderancia de uno o dos alelos de frecuencia elevada (alelo 4 en IL1, alelos 3 y 4 en
MAO-A)( Tabla 8). El nimero medio de alelos para los VNTR MAO-A ¢ ILIRN para
la muestra de Misiones fue de 3 alelos, y para la muestra de Buenos Aires fue 4 alelos,
ya que la poblacién bonaerense presentd mayor cantidad de alelos para el

VNTR-MAO-A.
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VNTR-MAO-A Numero efectivo de alelos |Numero total de
alelos

Misiones 1,004 3

Buenos Aires 1,006 5

VNTR-IL1RN

Misiones 1,004 3

Buenos Aires 1,085 3

Tabla 8. Numero efectivo de alelos, y niimero total de alelos de cada poblacion

analizada.

Para los VNTR MAO-A y IL1RN se presentaron valores de heterocigosis

media mayores en los misioneros en comparacion a los bonaerenses, en cambio para los

SNPs rs4680 y rs4818 el resultado fue inverso, con un valor levemente diferente entre

ambas poblaciones (Tablas 9 y 10).

Misiones

Buenos Aires

VNTR-MAO-A, VNTR-IL1RN

0,311

0,255

Tabla 9. Heterocigosis media de cada poblacion analizada para los VNTR MAO-A e

IL1RN.

Misiones

Buenos Aires

rs4680,rs4818

0,594

0,601

Tabla 10, Heterocigosis media de cada poblacion analizada para los SNPs rs4680 y

rs4818.
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Discusion iq

La actual poblacion de nuestro pais esta constituida en su mayoria por
descendientes de inmigrantes de diferentes partes del mundo, en su mayoria de
procedencia europea debido a dos grandes influencias migratorias de espafioles e
italianos. No obstante en los ultimos 30 afios el origen de los individuos que llegan a
nuestro pais ha cambiado notablemente, el indice inmigratorio apunta en su mayoria a
paises de nuestro continente que poseen un componente amerindio elevado como
Bolivia, Paraguay y Peru, pero también a paises tan diversos y de continentes tan
remotos como Africa y Asia (Corea del sur, China), es asi que actualmente conviven en
un mismo territorio individuos con gran diferencia de caracteristicas fisicas y culturales.
La contribucién indigena y africana se encuentra, de este modo en aumento y la europea
en descenso (Avena et al., 2006).

En este marco actual se planted el objetivo de constatar si esta variabilidad
de caracteres se expresa también a nivel genético, en particular en los genes que
codifican enzimas relacionadas con la percepcion del dolor; ya que estudios genéticos
han demostrado que la poblacion Argentina presenta aun un componente genético
caucasoide o europeo elevado, en el orden del 78-80%, un 15.8% indigena y un 4.3%
africano. (Avena et al., 2006; Seldin et al., 2006).

Corach publicod resultados en el ano 2005 de una investigacion realizada
desde el afio 1992, sobre un total de 12.000 individuos de 11 provincias, que indicaba
que el 56% de la poblacion Argentina tiene por lo menos un antepasado indigena
americano; de este porcentaje, un 10% de la poblacion tiene todos sus antepasados
indigenas mientras que el restante 46% comparte antepasados indigenas y no indigenas.
El 44% restante de la poblacion total, no tiene ascendencia indigena

(http://www.indigenas.bioetica.org/nota28.htm).
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Para lograr determinar si esta variable de origen poblacional conlleva una
modificacion en la composicion genética de los elementos que determinan la percepcion
del dolor tomamos como referencia las enzimas COMT y MAO-A que se encuentran
participando en la degradacion de neurotransmisores (Nackley et al., 2006, Huerta et
al., 2007, Erdal et al., 2003), los cuales participan de la transmisién de la sensacion
dolorosa. La sensacion de dolor se produce cuando llegan a distintas areas del SNC
estimulos que producen como resultado no sélo una respuesta refleja, sensacion
desagradable, sino también una respuesta emocional (Lopez Timoneda, 1996). En la
percepcion del dolor también influye la respuesta inflamatoria, frente a ciertas
afecciones, y con ésta la elevacion de ciertas interleuquinas, entre ellas, IL-1 y su
antagonista ILIRN, el cual regula la funcion de la primera, por ello el interés en el

estudio de su variacion genética.

La actividad enzimética de la enzima catecol-o-metil transferasa (COMT) se
encuentra regulada por cuatro cambios de tipo SNP: el rs4680, rs6269, rs4633 y rs4818,
formando haplotipos de baja sensibilidad al dolor (LPS), sensibilidad media (APS), y
alta sensibilidad al dolor (HPS). El haplotipo LPS, se asocia con una alta actividad
enzimatica, el APS con una actividad media, y el HPS con una menor actividad
enzimatica. En este trabajo se analizaron dos de los cuatro SNPs mencionados
anteriormente, rs4680 y rs4818.

En el andlisis del rs4680, observamos que para ambas poblaciones los dos
alelos (A y G) que forman el polimorfismo presentaron una distribucion similar,
encontrandose una frecuencia levemente mayor para el alelo G, al igual que espafoles,
caucasicos de Estados Unidos e individuos del suroeste asiatico (Huerta et al., 2007).
La distribucion genotipica hallada también fue similar a estas ultimas poblaciones
mencionadas, siendo el heterocigoto A/G el genotipo mas prevalente y siguiendo a
continuacion el homocigoto GG. Con respecto a la actividad enzimadtica, los
heterocigotas presentan una actividad media, ya que ambos alelos son codominantes, los
homocigotos G/G una actividad alta, y los homocigotos A/A una actividad baja,
afectando asi a la degradaciéon o inactivacion dopaminérgica (Manisto et al., 1999;

Braver et al., 1999).
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El 154818 C/G parece influir en la variacion de la actividad de COMT, ya
que los haplotipos HPS y APS contienen el alelo C, mientras el haplotipo LPS, el cual
corresponde a una alta actividad de COMT, contiene el alelo G (Diatchenko et al.,
2005). En nuestras muestras misioneras y bonaerenses este SNP present6 frecuencias
alélicas similares, siendo el alelo G, el doble de frecuente que el alelo C, al igual que lo
descripto en la bibliografia para la poblacion de Europa central (Roussos et al., 2008).
Sin embargo, esta similitud no se encontr6 en las frecuencias genotipicas, donde el
genotipo heterocigota fue el mas frecuente para ambas poblaciones analizadas, mientras
que para Roussos, el genotipo mas frecuente fue el G/G. Los valores obtenidos en
nuestro estudio resultaron mas afines con los porcentajes de heterocigosis encontrados
en la poblacion espanola (Vargas Alarcon ef al., 2007).

Con respecto al equilibrio Hardy-Weinberg ambas poblaciones se ajustaron
al equilibrio, para ambos rs4680 y rs4818, confirmando que tanto en misioneros como
en bonaerenses no estan ocurriendo procesos de endogamia, independientemente de las

diferencias a nivel de genotipos diferentes.

Siguiendo en el andlisis de los marcadores, para el VNTR-MAO-A, los
resultados obtenidos también se han ajustado al equilibrio Hardy-Weinberg para ambas
poblaciones. En nuestro analisis hemos encontrado los cinco alelos citados en la
bibliografia (Deckert et al., 1999; Giirsoy et al., 2006; Sabol et al., 1998; Yu et al.,
2005) pero los alelos 2 y 5 se observaron s6lo en Buenos Aires. Estos alelos tampoco se
han encontrado en el estudio realizado por Sabol er al (1998) en los “latinos”
(corresponde a blancos-hispanos), pero si en las poblaciones italianas y alemanas
analizadas por Deckert et al. (1999), excepto el alelo 2 que no ha sido encontrado por
¢éste en la muestra alemana. El alelo 3,6 ha sido observado en mayor frecuencia en los
misioneros, este alelo tampoco ha sido encontrado en los “latinos” analizados por Sabol
et al. (1998). De manera que las diferencias observadas entre las dos provincias para
este marcador podrian deberse al diferente aporte inmigratorio ocurrido en sendas
regiones. Pero con respecto a las frecuencias alélicas y genotipicas han presentado
valores muy semejantes. Los alelos mas frecuentes fueron 3 y 4, al igual que las
poblaciones de blancos no hispanicos (asi llamados en la bibliografia), asiaticos,

habitantes de las islas del pacifico, latinos y afroamericanos (Sabol et al., 1998).
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Dado que el gen MAO-A se encuentra ubicado en el cromosoma X, las
mujeres presentan genotipos diploides mientras que los varones, al poseer un solo
cromosoma X, presentan haplotipos; por ello no se puede calcular la heterocigosis
observada para los hombres si la diversidad génica, que es equivalente a la heterocigosis
esperada de los marcadores diploides, y resultdé muy similar en ambos grupos
poblacionales.

Los genotipos mas frecuentes fueron el heterocigota 3-4 y el homocigota
4-4, para ambas poblaciones, demostrando que las mismas son muy parecidas entre si.

Con respecto a la actividad enzimatica de MAO-A, la misma se ve afectada
por la variabilidad de este VNTR, ya que el mismo se encuentra en el promotor del gen,
asi los diferentes alelos afectan a la transcripcion del mismo. Los polimorfismos que
lleven los alelos 3,6 y 4 transcriben de dos a diez veces més eficientemente que aquellos
que llevan los alelos 2, 3 o 5 (Sabol et al., 1998), otro autor propone que el alelo 3
contribuye a una baja actividad de MAO-A, y los alelos 3,6, 4 y 5 a una alta actividad
de la enzima, afectando asi a la degradacion de los neurotransmisores (Glirsoy et al.,

2008).

El tltimo marcador analizado fue un VNTR ubicado en el intron 2 del gen
de IL1-RN, que codifica el antagonista de IL1.

La IL-1 es una importante citoquina inflamatoria e inmunorreguladora, la
produccion elevada de la misma y su liberacion produce dafios patologicos
(Velez-Castrillon et al., 2004). También esta implicada en la neurodegeneracion y
neurorregeneracion (Licinio ef al., 1999). Durante los procesos inflamatorios aumentan
los valores de IL-1, y del antagonista del receptor de IL1, este tiene una funcidén
reguladora sobre el receptor de IL1 (Velez-Castrillon et al., 2004), actuando de forma
inhibitoria, debido a que se une y cubre al receptor de IL1, por ello la importancia de su
estudio, ya que una respuesta inflamatoria normalmente se relaciona con la percepcion
del dolor. Diversos estudios apoyan la idea de que el alelo 2 del VNTR-ILIRN, esta
relacionado con varias enfermedades inflamatorias que conllevan al dolor croénico,
como ser osteoartritis, artritis idiopatica juvenil, artritis reumatoidea, etc. (Maulenbelt et

al., 2004; Vencovsky et al, 2001; Grover et al., 2006).
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En nuestras poblaciones analizadas hallamos solamente tres de los cinco
alelos descriptos en la bibliografia (Lee ef al., 2004), estos tres alelos fueron: el alelo 2
llamado también proinflamatorio (que corresponde a dos repeticiones), alelo 4 (4
repeticiones) y alelo 5 (5 repeticiones). El alelo 4 fue el mas frecuente en ambas
poblaciones, y presentd una frecuencia alélica muy similar entre las mismas. Los
resultados obtenidos por Catanesi et al. (2005) para la poblacion amerindia, muestran al
alelo 2 con una frecuencia mayor que lo observado en las muestras objeto de este
trabajo.

En Misiones y Buenos Aires el genotipo prevalente fue el homocigota 4/4,
que en la poblacion misionera alcanzd una frecuencia muy cercana a 1, con un nivel
bajo de polimorfismo en esta poblacion.

Las poblaciones analizadas no se ajustaron al equilibrio Hardy-Weinberg,
suponemos que puede ser por la presencia de alelos nulos, lo cual se tendria que

corroborar mediante secuenciacion.

Con respecto a los valores de nimero efectivo de alelos para los VNTR
MAO-A y ILIRN, se observdé un numero efectivo bajo para las dos poblaciones
analizadas en comparacion con el nimero de alelos observados, ya que solamente uno o
dos alelos presentaron frecuencias mayoritarias (alelo 4 en IL1, alelos 3 y 4 en
MAO-A). Este hallazgo es coincidente con lo descripto en la bibliografia para otras

poblaciones del mundo (Deckert ef al., 1999; Arman et al., 2006; Worrall et al., 2007).

Los valores de heterocigosis media fueron mayores en los misioneros en
comparacion a los bonaerenses, para los VNTR-MAO-A y IL1RN, en cambio para los
SNPs rs4680 y rs4818 el resultado fue inverso, con un valor levemente diferente entre
ambas poblaciones. Esto indica una cierta diferenciacion entre ambas poblaciones,
aunque los valores del Fst no lo demuestran. De acuerdo con los valores de Fst y
AMOVA obtenidos, la mayor cantidad de variacion proviene de la heterogeneidad
interna de las dos poblaciones analizadas. En consecuencia, se descarta la importancia
de procesos de deriva genética, y de acuerdo al ajuste al equilibrio Hardy-Weinberg se
descarta el proceso de seleccion, actuando sobre estos genes. El principal factor
responsable de los resultados obtenidos es sin duda el proceso migratorio, con sus

particularidades en cada provincia.

55



El presente analisis fue realizado bajo el supuesto de que existen diferencias
en la composicion genética de las poblaciones bonaerense y misionera, considerando
esta ultima con un indice migratorio menor, a diferencia de la bonaerense que sufre un
proceso de flujo génico mucho mas elevado.

Asimismo, se esperaba encontrar frecuencias alélicas distintas de las
europeas para algunos marcadores a causa de la posible influencia de comunidades
autoctonas locales, principalmente en la provincia de Misiones, mientras que en la
provincia de Buenos Aires, la tasa creciente de inmigrantes de paises limitrofes hace
esperar también un cambio en las frecuencias alélicas con respecto a las comunidades
de origen europeo. Se analizaron individuos argentinos que no se autodenominan como
amerindios y tienen al menos dos de sus abuelos provenientes de Europa, esperabamos
encontrar un pequefio porcentaje de frecuencias no europeas; ya que dos de sus abuelos
No eran europeos.

Los resultados obtenidos mostraron sin embargo una cierta similitud
genética con poblaciones europeas, la cual debe ser confirmada mediante un analisis

mas extenso, con nimeros muestrales mayores.

En el futuro, los tratamientos terapéuticos para aliviar el dolor requeriran
conocer la dotacion genética del paciente a fin de seleccionar los farmacos adecuados
para un tratamiento eficaz. La informacion que se ha obtenido en el presente trabajo

brindara un aporte a dicho conocimiento.
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Conclusiones

LUSIONE

1- Los cuatro marcadores analizados resultaron polimoérficos tanto en la
provincia de Misiones como en la de Buenos Aires.

2- Las diferencias halladas entre ambas provincias no fueron muy marcadas;
los valores de heterocigosis fueron mas elevados para los misioneros en los marcadores
VNTRs, mientras que para los bonaerenses, los marcadores SNPs presentaron mayor
heterocigosis, lo cual sugiere la existencia de diferentes procesos migratorios ocurriendo
en la actualidad en las dos provincias.

3- No se observan diferencias marcadas en relacion con los datos
bibliograficos para otras poblaciones del mundo, por lo cual se concluye que la
contribucion de comunidades amerindias locales no ha tenido un efecto importante en
las frecuencias alélicas de estos marcadores.

4- Estos resultados podran contribuir a la conformacion de una base de datos

para su utilizacion en terapias paliativas futuras.
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En una segunda etapa de este trabajo se pretende:

e Aumentar el niumero de individuos a analizar e incorporar nuevos
marcadores.

® Analizar poblaciones de origen amerindio y europeo para su
comparacion.

® Analizar individuos con una patologia particular que incluya
manifestacion de dolor para realizar estudios de asociacion con marcadores
genéticos.
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