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Resumen

Palabras clave

Introduccion: El gen dopaminérgico catecol-o-metil transferasa (COMT), tiene un
polimorfismo funcional Val**®"*Met que da lugar a variantes de la enzima que cataliza
la o-metilacion de las catecolaminas activas, participando en el metabolismo de las
drogas y neurotransmisores, como la L-dopa, norepinefiina, epinefrinay dopamina y, por
consiguiente, puede asociarse a condiciones neuropsiquidatricas. Objetivos: Determinar
las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Val*®'®Met del gen COMT en
sujetos saludables de una poblacion mixta peruana y establecer las implicancias para
el estudio genético de enfermedades y otras condiciones neuropsiquiatricas. Diserio:
Estudio descriptivo, observacional, transversal. Lugar: Centro de Investigacion de
Bioguimicay Nutricion ‘Alberto Guzman Barron’. Facultad de Medicina, Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Participantes: Ciento seis personas, hombres y mujeres,
clinicamente saludables, sin enfermedades neurologicas ni mentales u otra patologia
similar, voluntarios con consentimiento informado, sin relacion de parentesco, todos
residentes en Lima, cuyas edades fluctuaban entre los 18 y 50 asios. Intervenciones:
Extraccion del ADN genomico a partir de células de epitelio bucal, segun metodologia
estandar. Amplificacion mediante la PCR con primers especificos y digestion con
la enzima de restriccion Nlalll. Deteccion de fragmentos de restriccion de longitud
polimorfica (RFLP) por electroforesis en gel de poliacrilamida al 6%, tefiido con nitrato
de plata. Principales medidas de resultados: Frecuencias genotipicas y alélicas del gen
COMT en poblacion mixta peruana. Resultados: Se encontro las frecuencias genotipicas
Met/Met=0,0661, Val/Met=0,5094 y Val/Val=0,4245, siendo la distribucion consistente
con el equilibrio de Hardy-Weinberg (X? =3,0317, g.l.=1, p >0,05). Las frecuencias
alélicas encontradas fueron alelo Val=0,68 y el alelo Met=0,32. Conclusiones: EI
genotipo heterocigoto Val/Met y el alelo Val del gen dopaminérgico COMT son los
mds frecuentes en esta poblacion mixta estudiada. Este polimorfismo Val**®"®Met, en
interaccion gen-gen y gen-medioambiente, debe ser considerado en los estudios de
genética neuropsiquiatrica, tanto en poblaciones mixtas como en nativas.

Catecol o-metiltransferasa, polimorfismo genético, alelos; neurologia, psiquiatria.

Vall%®158Met polymorphism in the catechol-o-
methyl transferase (COMT) dopaminergic gene in
mestizo Peruvian population and its importance in
neuropsychiatric studies

Abstract

Introduction: Dopaminergic catechol-o-methyl transferase
(COMT) gene has a functional polymorphism Val**®"®Met

1 Centro de Investigacion de Bioguimica y Nutricion. Facultad de
Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima, Perd.

2 Facultad de Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
Lima, Per(.

that originates enzyme variants that catalyze o-methylation
of active catecholamines and participates in drugs
and neurotransmitters metabolism including L-dopa,
norepinephrine, epinephrine and dopamine and thus may
be associated to neuropsychiatric conditions. Objectives:
To determine COMT gene genotypes and alleles frequencies
in mestizo Peruvian population healthy subjects and its
importance in neuropsychiatric genetic studies. Design:
Descriptive, observational, transversal study. Setting:
Alberto Guzman Barron Biochemistry and Nutrition
Research Center, Faculty of Medicine, Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Participants: One hundred
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and six healthy subjects, male and female volunteers with
informed consent, without family relationship or mental
and neurological disorders as determined by clinical
assessment, all Lima residents, aged between 18 and 50
years. Interventions: Genomic DNA was extracted from
buccal epithelium cells to 106 individuals seemingly healthy,
previous informed consent, using standard methodology.
We typed using polymerase chain reaction (PCR) of the
relevant region followed by digestion with Nlalll enzyme
and polyacrilamyde gel electrophoresis and silver nitrate
stain. Main outcomes measures: COMT gene genotypes
and alleles frequencies in mixed Peruvian population.
Results: We found frequencies Met/Met genotype=0,0661,
Val/Met genotype=0,5094, and Val/Val genotype=0,4245,
distribution consistent with Hardy-Weinberg expectations
(X?=3,0317, g.1.=1, p >0,05). Alleles frequencies were Val
allele=0,679 and Met allele=0,321. Conclusions: Val/Met
heterozygote and Val allele were significantly more common
in the mixed Peruvian population. In gene-gene interaction
and gene-environment Val**®"8Met polymorphism must be
considered in neuropsychiatric genetic studies in both mixed
and native populations.

Key words: Catechol o-methyltransferase; polymorphism,
genetic, alleles; neurology,; psychiatry.

INTRODUCCION

Las enfermedades neuropsiquiatricas represen-
tan un problema de salud en el mundo moderno.
El Pert no es ajeno a esta problematica mundial
y esto se hace mas complejo, porque nuestro pais
no desarrolla una adecuada politica de salud neu-
rologica y mental. Una estrategia para enfrentar
las enfermedades en general y, en particular, las
neurolégicas y mentales, es estudiando el aspecto
genético molecular a nivel individual y poblacional.
Actualmente, uno de los genes mas estudiados en
enfermedades neuroldgicas y mentales es el de la
catecol-o-metil transferasa (COMT), gen dopami-
nérgico que tiene un polimorfismo funcional que
da lugar a variantes de la enzima, que cataliza la
o-metilacién de las catecolaminas biolégicamente
activas y es el mayor componente del metabolismo
de las drogas y neurotransmisores, tales como la L-
dopa, dopamina, norepinefrina y epinefrina, siendo
mayor su actividad en la corteza frontal (%).

La enzima catecol-o-metil transferasa (COMT,
EC 2.1.1.6) cataliza la transferencia de un grupo
metilo de la coenzima S-adenosil-metionima (SAM)
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a uno de los grupos hidroxilo de las catecolaminas,
en presencia de magnesio, para degradarlas. Es la
principal enzima de los mamiferos involucrada en
la degradacion metabdlica de la dopamina liberada
(mas de 60% de la degradacion metabdlica de la
dopamina en la corteza frontal) (1).

La enzima es codificada por el gen COMT,
en el cromosoma 22, tiene dos alelos polimér-
ficos (Val=Valina o H=High o G=Guanina, y
Met=Metionina 0 L=Low o A=Adenina) y da
lugar a 3 genotipos: Val/Val (HH=actividad en-
zimatica alta), Val/Met (HL =actividad enzimatica
media) y Met/Met (LL =actividad enzimatica baja).
Los polimorfismos del gen COMT determinan la
actividad de la enzima COMT vy la capacidad de
degradar o inactivar las catecolaminas. Por ello,
factores genéticos que afecten la funcién de COMT
podrian también afectar la funcién dopaminérgica

(.

En detalle, este gen contiene una mutacion -re-
ciente en términos evolutivos- en la que una guani-
na (G) es reemplazada por una adenina (A) y que
en la proteina se manifiesta por la presencia de una
metionina (Met) en vez de una valina (Val), en el
codén 108 (forma soluble de la COMT) o el codén
158 (forma unida a la membrana de la COMT);
por eso, la denominaciéon Val'®158 Met. La enzi-
ma que contiene metionina es inestable a 37° C
y su actividad es 4 veces menor con respecto a la
enzima que contiene valina. Los alelos Met y Val
son codominantes y los individuos heterocigotos
tienen una actividad enzimética que es intermedia
con respecto a los individuos homocigotos. La alta
actividad relacionada con el alelo Val produce un
mayor catabolismo de la dopamina y en contraparte
el alelo Met se relaciona con un menor catabolismo,
lo cual puede estar asociado con diferentes condi-
ciones y caracteristicas neuropsiquiatricas (!-3).

Este polimorfismo funcional del gen, por otro
lado, se ha demostrado es variable en las distintas
poblaciones humanas, y su estudio en relacién a en-
fermedades neuroldgicas, mentales y caracteristicas
complejas en poblaciones saludables est4 relaciona-
do con las diferencias en las frecuencias alélicas y
genotipicas de los diferentes grupos raciales, como
por ejemplo algunas poblaciones africanas, donde se
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ha demostrado que el alelo de baja actividad -alelo
Met- es menos comun, o en poblaciones turcas, que
son las mismas que las poblaciones caucésicas, pero
diferentes a las orientales (+°).

Las enfermedades neurolégicas que estin re-
lacionadas con actividad dopaminérgica y, por
tanto, al gen COMT y a las enzimas que metilan
catecolaminas, son los trastornos de Alzheimer,
Huntington y Parkinson, las cuales han sido estu-
diadas en poblaciones europeas, asidticas y norte-
americanas ("!1).

En enfermedades mentales, como la esquizofre-
nia, se ha establecido asociacién del gen COMT y
sus variantes enzimaticas con ciertos endofenotipos
de la funcién cognitiva y memoria, principalmente
con los genotipos que tienen el alelo Val. Tam-
bién, estd involucrado en la respuesta diferencial a
los farmacos utilizados en esta enfermedad ('>').
También, este polimorfismo ha sido asociado a otras
patologias, como alcoholismo, conducta agresiva,
problemas de aprendizaje, la respuesta diferencial a
los neurofarmacos, estrés, psicosis, adiccion, sensi-
bilidad al dolor, entre otras, y ciertas caracteristicas
neuropsicologicas en sujetos saludables (13-1619),

La importancia en neuropsiquiatria de este
polimorfismo radica en su influencia en el sistema
dopaminérgico, pero no necesariamente como un
factor genético tinico, sino en su interaccién con
otros neurogenes y con factores medioambienta-
les (%9).

Los estudios sefialan, de manera directa o indi-
recta, que el polimorfismo en el gen COMT puede
estar asociado, en interaccién con otros genes y
factores ambientales, con el riesgo para ciertos
estados neuropsiquiatricos (condiciones clinicas o
endofenotipos), ademas de estar involucrados con
caracteristicas neuropsicolégicas en personas salu-
dables. Es de interés conocer cudl es la distribucion
de este polimorfismo genético dopaminérgico en
la poblacién peruana, empezando por la poblacion
general. Nuestra poblacion, caracterizada por su
diversidad y mestizaje, debe ser estudiada bajo el
enfoque moderno de la genética molecular. Este
primer estudio representa una etapa previa para
establecer asociaciones de condiciones neuropsi-
quiatricas con marcadores genéticos moleculares.

METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo, observacional,
transversal. Los participantes en la investigacion
fueron 106 personas (40% hombres y 60% mu-
jeres), clinicamente sanos, voluntarios, sin rela-
cién de parentesco, saludables, sin enfermedades
neurolégicas ni mentales u otra patologia similar,
determinados por apreciacién clinica, todos resi-
dentes en Lima, cuyas edades fluctuaban entre los
18 y 50 afios.

Los participantes firmaron el consentimiento
informado, que incluye la finalidad de la inves-
tigacion, condiciones, procedimiento, riesgos y
beneficios, confidencialidad de los resultados y
datos de los investigadores.

Para el estudio se extrajo el ADN genémico a
partir de células del epitelio bucal (hisopado bucal),
siguiendo el procedimiento estdndar reportado por
Martinez (*), las cuales fueron lisadas en buffer y
tratadas con proteinasa K (10 mg/ml), a 56° C, por
24 horas. Se determiné los genotipos de la enzima
COMT con la técnica RFLP (digestion con enzima
NIlalll), después de amplificaciéon por PCR con
primers especificos (Comt 1: 5 CTCATCACCAT-
CGAGATCAA 3" yComt2: 5" CCAGGTCTGA-
CAACGGGTCA 3’), segtn lo informado por Egan
(»), Malhotra (**) y Lachman (!") y estandarizada
de acuerdo a las condiciones del laboratorio de
Biologia Molecular, CIBN, Facultad de Medicina,
UNMSM. Se empled 5 ng/mL de ADN, 2,5 mM
dNTP, 25 mM Cl,Mg y las siguientes condiciones:
38 ciclos, 3 min, desnaturalizacién inicial a 94°
C; 12”7 a94°C, 25” a 60°C, 30” a 72°C, para la
fase de extension inicial, seguido de 5 min, a 72°C,
para la extension final.

Se obtuvo un amplificado de 109 pares de ba-
ses (pb) y la restriccién gener6é bandas de 86/23
pb (homocigotos Val/Val), bandas de 68/18 pb
(homocigotos Met/Met) y bandas de 86/68/23/18
pb (heterocigotos Val/Met), visualizados -solo las
bandas 86 y 68pb- por tincién con nitrato de plata,
previa electroforesis en gel de poliacrilamida al 6 %
(Figura 1). Finalmente, se calcul6 los porcentajes,
frecuencias genotipicas y alélicas, utilizando el pa-
quete estadistico SPSS y Programas para Genética
Poblacional.
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PM Carril1 Carril2 Carril 3

Carril4  Carril 5

100 pb

80 pb

Figura 1. Gel de poliacrialmida con tincién de plata, mostrando
las bandas correspondientes a los 3 genotipos COMT. Carriles
1, 2 y 5: homocigotos Val/Val (86 pb), carril 3: homocigoto
Met/Met (68 pb) y carril 4: heterocigoto Val/Met (86/68 pb).
PM=Marcador de peso molecular, pb=Pares de bases.

RESULTADOS

En la muestra de 106 personas evaluadas, se
encontrd 7 con genotipo Met/Met (frecuencia genoti-
pica Met/Met=0,07), 54 con genotipo Val/Met (fre-

cuencia genotipica Met/Val=0,51) y 45 con genoti-
po Val/Val (frecuencia genotipica Val/Val=0,42),
siendo la distribucion consistente con el equilibrio de
Hardy-Weinberg (X? = 3,0317, g.1.=1, p > 0,05).
Las frecuencias alélicas encontradas fueron: alelo
Val=0,68 y el alelo Met=0,32. Los resultados son
mostrados en la Tabla 1 (?>23).

Los resultados nos indican una relativa pre-
dominancia de individuos heterocigotos Met/Val
sobre los homocigotos Val/Val y de ambos, en
gran medida, sobre los homocigotos Met/Met. El
alelo Val es predominante en esta poblacion mixta
(mestiza) peruana.

DISCUSION

En el Pert, por su diversidad genética pobla-
cional y por la incidencia y prevalencia de enfer-
medades neurolégicas y mentales, es importante
estudiar genes con polimorfismos funcionales que

Tabla 1. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Val/Met del gen COMT encontradas en la muestra peruana
estudiada y las correspondientes a diferentes poblaciones del mundo. Basado en lo comunicado por Palmatier y col (*%),
DeMille y col (%) y en la base de datos ALFRED.

Poblacion N Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
Val/Val Met/Val Met/Met Val(HoG) Met(LoA)

Peruanos, poblacion mixta 106 0,42 0,51 0,07 0,68 0,32
Ticuna 67 - - - 0,78 0,22
Rondonian surui 46 - - - 0,70 0,30
Karitiana 55 - - - 0,99 0,01
Cheyenne 56 - - - 0,71 0,29
Pima Arizona 51 - - - 0,82 0,18
Maya Yucatan 53 - - - 0,45 0,55
Colombianos 168 0,78 0,20 0,02 0,88 0,12
Ghaneses 195 0,55 0,39 0,06 0,74 0,26
Kenianos 102 0,44 0,47 0,09 0,68 0,32
Rusos 48 0,29 0,40 0,31 0,49 0,51
Espafioles 113 0,31 0,50 0,19 0,57 0,43
Caucasicos, Inglaterra 265 0,22 0,47 0,31 0,45 0,54
Caucaésicos, EE UU 129 0,24 0,54 0,22 0,51 0,49
Caucasicos, Finlandia 35 - - - 0,47 0,53
Judios Ashkenazi 73 - - - 0,51 0,49
Melanesia 23 - - - 0,74 0,26
Micronesia 37 - - - 0,87 0,13
Asidticos, suroeste 99 0,29 0,43 0,27 0,51 0,49
Taiwaneses 125 0,53 0,44 0,03 0,75 0,25
Japoneses 153 - - - 0,71 0,29
Chinos 98 0,67 0,30 0,03 0,82 0,18
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permitan asociarlos a la predisposiciéon a enfer-
medades, pues de esa manera se podra tratarlas
adecuadamente en un contexto integral que incluya
el aspecto genético. Este enfoque es adoptado por
paises que, como el Perd, se caracterizan por su
mixtura, mestizaje o miscigenacién (*¥).

Las frecuencias genotipicas y/o alélicas del gen
dopaminérgico COMT, encontradas en esta muestra
mixta peruana, son cercanas a las sefialadas para
algunas poblaciones africanas (Kenia, Ghana), asii-
ticas (taiwaneses y japoneses), nativos norteamerica-
nos (Cheyenne), sudamericanos (Rondonian surui),
y de Oceania (melanesios). Difieren principalmente
de las informadas para el alelo Met en poblacio-
nes colombianas, chinas, asiaticos del suroeste,
caucasicas (EE UU, Finlandia y Gran Bretaia),
judios Ashkenazi, espafioles, rusos y otros nativos
norteamericanos (maya Yucatdn, pima Arizona),
sudamericanos (Ticuna y Karitiana) y de Oceania,
los micronesios (Tabla 1 y Figura 2).

Como se aprecia, existen similitudes y diferen-
cias genotipicas y/o alélicas entre la poblaciéon mixta

peruana estudiada y las poblaciones de diferentes
partes del mundo, lo cual puede tener implicancias
en la prevalencia e incidencia en diversos trastornos
neuropsiquiatricos (**'°). Sin embargo, su efecto no
seria por su influencia dnicamente, sino porque inte-
racciona con otros neurogenes y estresores o factores
ambientales (*°).

La poblacién actual de Lima se caracteriza por
su mixtura (mestizaje o miscigenacion), debido a
la mezcla del componente étnico amerindio o in-
digena (nativo), caucdsico, asiatico y/o africano.
La migracién hacia la capital de diferentes grupos
provenientes de la costa, sierra y selva de nuestro
pais y en menor grado de otros paises, es un factor
asociado a este mestizaje. Es posible que en otras
regiones del Per, donde la influencia étnica ame-
rindia es mayor, las frecuencias de los alelos Val
y Met del gen COMT estudiado pueda ser distinta
y, por consiguiente, tener otras implicancias en la
genética neuropsiquiatrica, por ser este gen y las
variantes enzimaticas que codifica muy importantes
en el sistema dopaminérgico, especialmente de la
corteza frontal (+1>19),
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Figura 2. Frecuencias alélicas del polimorfismo Val/Met del gen COMT de la poblacion peruana mixta estudiada,
comparadas con las comunicadas para otras poblaciones del mundo.
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La predominancia del alelo Val y del genotipo
heterocigoto Val/Met encontrada en esta muestra
nos da un indicador o referencia de la distribucién
de este polimorfismo del gen COMT. Sin em-
bargo, su asociacién con caracteristicas clinicas
o endofenotipos, interactuando con otros genes
y factores ambientales, en enfermedades o esta-
dos como el Parkinson, esquizofrenia, psicosis,
estrés, hiperactividad, depresién, alcoholismo,
adiccién a las drogas, respuesta diferencial a
farmacos, sensibilidad al dolor, etc. y ciertas
caracteristicas cognitivas y neuropsicolégicas en
personas saludables, tal como se estudia en otras
poblaciones (8-9-12-14.16.18.20y - gon jnvestigaciones
pendientes en las subpoblaciones peruanas, tanto
mixtas como nativas.

Es necesario, por consiguiente, estudiar en
forma general las frecuencias alélicas de los
diferentes genes en nuestras subpoblaciones, ya
que, como sucede con el gen COMT (4222%), se
demuestra variaciones en diferentes poblaciones
del mundo. La variabilidad dentro de nuestra po-
blacién puede sesgar los resultados de los estudios
genéticos de asociacion (casos control, cohorte)
con enfermedades, especialmente en poblaciones
mixtas, como la peruana. Por eso, para evitar esta
situacidn, es importante caracterizar las distintas
subpoblaciones peruanas (mixtas asi como nati-
vas) utilizando métodos genético moleculares.

Concluimos que el genotipo heterocigoto Val/
Met y el alelo Val del gen dopaminérgico COMT
son los mas frecuentes en la poblacion mixta
peruana estudiada, dandonos un indicador o re-
ferencia de la distribucion de este polimorfismo,
por lo que, en interaccién con otros neurogenes y
factores medioambientales, debe ser considerado
en los estudios de genética neuropsiquiatrica, tan-
to en subpoblaciones mixtas como en nativas.
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