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Resumen

Introduccion. Al convertir dopamina en norepinefrina la dopamina
B-hidroxilasa (DBH) regula el tono dopaminérgico y adrenérgico. Los alelos
rs1989787, rs1611115 y rs1108580 del gen DBH se asocian con actividad
deficiente de la enzima y por eso evaluamos sus influencias sobre variables
cardiovasculares clinicas, bioquimicas y farmacoldgicas. Métodos: A 44
voluntarios sanos con los haplotipos triple homocigoto nativo (CC/CC/AA),
triple heterocigoto (CT/CT/AG), doble homocigoto mutado (TT/CC/GG)
y homocigoto mutado para el rs1611115 (CC/TT/AA) les medimos presion
arterial sistolica (PAS), presion arterial diastolica (PAD) y frecuencia cardiaca
(FC) en posicion decubito, sentado, de pie, bajo estimulo de frio, con la
maniobra de Valsalva y post ingestion de clonidina; adicionalmente medimos
actividad enzimdtica por espectrofotometria y concentraciones séricas de
dopamina y norepinefrina por ELISA. Resultados: Edad promedio 21,6+3,5
anos, 54,5% mujeres. No hubo diferencias de PAS, PAD y FC obtenidas
bajo diferentes condiciones; s6lo encontramos cambios significativos en los
descensos de la PAS y la PAD postingestion de clonidina. No hubo relacién de
las variables clinicas, bioquimicas y farmacoldgicas mencionadas con los alelos
rs1989787 y rs1108580, pero los portadores del alelo mutado T del rs1611115
si tenian frecuencias cardiacas estadisticamente inferiores a los portadores del
alelo nativo C. La actividad enzimatica y las concentraciones de dopamina
y norepinefrina no se correlacionaron con las variables cardiovasculares,
pero se encontr6 correlacion directa entre la actividad de la enzima vy las
concentraciones de norepinefrina. Conclusion: El polimorfismo -970C>T del
gen DB H es el inico asociado con menores frecuencias cardiacas en portadores
del alelo mutado T.

Palabras clave: dopamina -hidroxilasa, farmacogenética, polimorfismo
genético.
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Abstract

Introduction. To the converting dopamine in norepinephrine the enzyme
dopamine B-hydroxylase (DPH) regulates dopaminergic and adrenergic
tone. The alleles rs1989787, rs1611115 and rs1108580 of the gene DBH are
associated with deficient activity of the enzyme and thus the influence of
these SNPs in clinical, biochemical and pharmacological variables related
with the cardiovascular system was evaluated. Methods: 44 healthy volunteers
with homozygous triple native (CC/CC/AA), triple heterozygous (CT/CT/
AG), double mutated homozygous (TT/CC/GG) and mutated homozygous
haplotypes for the rs1611115 (CC/TT/AA) were subjected to measurements
of systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP) and heart rate
(HR) in the positions prone, sitting, standing, under cold stimulus, with the
Valsalva maneuver and after clonidine ingestion; additionally the enzymatic
activity of the DBH and the concentrations of dopamine and norepinephrine
were determined by spectrophotometry and ELISA, respectivelly. Results: The
average age of the group was 21.6+3.5 years, and 54.5% were women. There
were no differences in SBP, DBP and HR obtained under different conditions;
we only found significant changes in SBP and DBP decrease after clonidine
ingestion. There were no associations between clinical, biochemical and
pharmacological variables with the rs1989787 and rs1108580 alleles, however,
carriers of the mutant allele T of the rs1611115 had heart rates statistically
lower than the native C allele carriers. Neither enzymatic activity nor dopamine
and norepinephrine levels were correlated with cardiovascular variables, but a
direct correlation between enzyme activity and norepinephrine concentrations
was found. Conclusion: The-970C>T polymorphism of DBH gene is the only
one associated with lower heart rates in carriers of the mutated allele T.

Key words: dopamine (-hydroxylase, pharmacogenetics, genetic
polymorphisms

Introduccion

La enzima dopamina B-hidroxilasa (DPH) estd presente en las vesiculas sindpticas del sistema nervioso central (SNC), de la médula adrenal y de
las neuronas simpédticas posganglionares, donde cataliza la conversion de dopamina (DA) en norepinefrina (NE) (1). Esta funcién de la enzima
es clave en el adecuado balance de los circuitos dopaminérgico y adrenérgico, tanto en el Sistema Nervioso Central (SNC) como en la porcion
Simpatica del Sistema Nervioso Auténomo (SNA) (2).

En el aio 1986 Robertson D et al (3) describieron un raro sindrome de deficiencia congénita de dopamina B-hidroxilasa, caracterizado por
disminucién del tono adrenérgico y deficiente regulacion cardiovascular (bradicardia y marcada hipotensién ortostdtica), respuestas atipicas a
medicamentos que acttian a través del SNA (no baja la presion arterial con clonidina y propranolol), con concentraciones plasmaticas elevadas de
dopamina e indetectables de norepinefrina (Dopamine Beta-Hydroxylase Deficiency - GeneReviews™ - NCBI Bookshelf.mht). La base genética de
dicha deficiencia enzimatica no ha sido dilucidada por completo y, debido al pequeiio numero de individuos diagnosticados con este desorden, no
ha sido posible establecer correlaciones entre fenotipos especificos y mutaciones del gen DSH.

El gen que codifica la enzima DPH fue clonado y mapeado en el cromosoma 9q34, tiene un tamafio aproximado de 23 Kb y se compone de 12 exones
que codifican para una proteina de 603 aminodacidos (NCBI, secuencia de referencia GenBank NC_000009.11). Dicho gen tiene polimorfismos
que producen enzima con actividad defectuosa, razon por la cual en todos los grupos étnicos estudiados se encuentran individuos con actividad
de la enzima normal, intermedia o baja. Algunos estudios asocian ciertos alelos del gen DSH con desdrdenes mentales (esquizofrenia, depresion,
déficit de atencion e hiperactividad) (4-8), enfermedad de Alzheimer (9), enfermedad de Parkinson (10), migrafia (11), conducta agresiva y

27 Rev. Méd. Risaralda 2015; 21 (2): 27-31



susceptibilidad a la drogadiccion (12-15). Por otro lado, dado el papel
clave del sistema monoaminérgico en el funcionamiento del SNA,
también se ha explorado la asociacién de polimorfismos del gen DFH
con variables cardiovasculares (presion arterial, frecuencia cardiaca,
gasto cardiaco, etc) y factores de riesgo cardiovascular (16-19). Por
ultimo, puesto que la deficiencia de la enzima provoca pérdida del
balance entre DA y NE, también se ha reportado respuesta alterada a
farmacos relacionados con las vias biosintéticas y los mecanismos de
accion de catecolaminas (20-24).

Aunque la prevalencia alélica gen DBH varia ampliamente entre
las etnias, confiriéndole a cada variante distinta importancia en
cada poblacion, los alelos mejor estudiados y con mayor evidencia
de sus asociaciones con reduccion de la actividad enzimdtica son:
1) rs1989787 (-2073C>T), situado en la region del promotor, altera
la transcripcion; 2) rs1611115 (-970C>T), situado en la region del
promotor, altera la transcripcion y es el polimorfismo que mas afecta
la actividad de la enzima; 3) rs1108580 (444A>G), situado en el exén
2;4) rs6271 (1603C>T), situado en el exén 11 (18,25-27).

Dado el papel clave dela dopamina p-hidroxilasa en el tono adrenérgico
del sistema cardiovascular, esta enzima es el foco de atencion de
estudios encaminados a clarificar la fisiopatologia de trastornos como
la hipertension, la cardiopatia isquémica y la insuficiencia cardiaca,
pues se sabe que la excesiva actividad simpatoadrenal estd implicada
en la patogénesis de dichas enfermedades (27,28). En un estudio
realizado por nuestro grupo (29) determinamos las frecuencias
de estos cuatro alelos del gen DBH en una muestra de 143 adultos
colombianos, de rasgos fenotipicos mestizos, de ambos sexos y
clinicamente sanos. El rs 6271 resulté monomorfico entre nosotros,
asi que las prevalencias alélicas, genotipicas y haplotipicas reportadas
se refieren a los polimorfismos rs1989787, rs1611115 y rs1108580.
Los resultados del mencionado estudio los utilizamos como insumo
para reclutar los voluntarios de esta investigacion, pertenecientes a
los grupos haplotipicos triple homocigoto nativo (CC/CC/AA), triple
heterocigoto (CT/CT/AG), doble homocigoto mutado (TT/CC/GG)
y homocigoto mutado para el rs1611115 (CC/TT/AA).

En este estudio nos propusimos evaluar en qué magnitud los
polimorfismos mencionados del gen DBH se expresan fenotipicamente
en una serie de variables clinicas, bioquimicas y de respuesta a
farmacos, todas ellas relacionadas con la actividad simpética del
sistema cardiovascular.

Materiales y métodos

Voluntarios y disefio. De acuerdo con los resultados del anterior estudio
de genotipificacion DSH, en el que determinamos las frecuencias de
los alelos -2073C>T (rs1989787), -970C>T (rs1611115) y 444A>G
(rs1108580) en una muestra de mestizos colombianos (29), enrolamos
en esta investigacion personas con los siguientes haplotipos de los
tres polimorfismos estudiados: i) triple homocigoto nativo (CC/
CC/AA, n=14); ii) triple heterocigoto (CT/CT/AG, n=15); iii) doble
homocigoto mutado (TT/CC/GG, n=7, ya que no encontramos
individuos homocigotos mutados para los tres polimorfismos); iv)
homocigoto mutado uUnicamente para el rs1611115 (CC/TT/AA,
n=_8). Una vez explicado el protocolo y firmado el consentimiento
informado, a cada voluntario se le practicaron las siguientes pruebas:
i) frecuencia cardiaca y presion arterial en posicion decubito (5
minutos), sentado y de pie (cada 2 minutos por 6 minutos); ii)
frecuencia cardiaca y presion arterial durante la maniobra de Valsalva
(30); iii) efecto presor al frio (frecuencia cardiaca y presion arterial en
reposo e inmediatamente después de la inmersiéon de las manos en
agua helada durante 1 minuto (31); iv) frecuencia cardiaca y presion
arterial 1% a 2 horas después del consumo de una dosis de 150 ug de

clonidina (tiempo del efecto pico del farmaco: 1-3 horas); v) niveles
plasmadticos de dopamina y de norepinefrina en estado basal; vi)
actividad plasmatica de la enzima DPBH en estado basal. El estudio fue
doble ciego, en cuanto que ni los sujetos de investigacion ni quienes
participaron en la realizacion de las pruebas clinicas o de laboratorio
conocian los genotipos de los voluntarios. Todos los participantes
estaban clinicamente sanos y no tenian antecedentes de enfermedad
cardiovascular, en particular de hipertension, bradicardia severa
o arritmias. Se excluyeron personas menores de edad, con historia
de alergia a clonidina, que consumieran medicamentos y mujeres
embarazadas.

Concentraciones de dopamina y norepinefrina. La determinaciéon de
los niveles plasmaticos de DA y NE se hizo mediante pruebas de
ELISA, en un laboratorio clinico debidamente acreditado.

Determinacion de la actividad de la enzima dopamina f-hidroxilasa. A
cada voluntario se le tom¢ una muestra de 4 mL de sangre en tubo con
citrato como anticoaugulante. El plasma se obtuvo por centrifugacion
a 5000 X g por 10 min y se almacené a -20°C hasta el momento del
andlisis. La actividad de la enzima se establecié por modificacion del
meétodo de Nagatsu et al (32), basado en la capacidad de la DBH para
catalizar la conversién de tiramina a octopamina, la cual luego es
oxidada a p-hidroxibenzaldehido y medida por espectrofotometria.
Las concentraciones de los reactivos fueron las propuestas por
Bonifécio et al (33), excepto para NEM. La mezcla de reaccion inicial
contenfa 6 ml (200 mM) de acetato de sodio a pH 5, 1,5 ml (10 mM)
de fumarato de sodio a pH 5, 1,5 ml (10 mM) de ascorbato, 1,5 ml (1
mM) de pargilina, 4,5 ml (0,3 mM) de NEM, 15 unidades de catalasa 'y
6 ml de agua desionizada; para la preparacion de la muestra problema
se afladieron 25 pl de plasma humano. Se continué afadiendo 100
ul de tiramina (25 mM) a todos los tubos y se mezclé agitando en el
vortex. Luego de incubar por 60 min a 37°C en un bafio con agitacion
se detuvo la reaccién con 200 pl de acido preclérico al 20%, se agit6
en vortex y se centrifugé durante 1 min a 3500 rpm (microcentrifuga
Fisher Brand), a temperatura ambiente para precipitar proteinas. El
sobrenadante se paso a las columnas de intercambio i6nico Oasis
HBL, previamente preparadas (se acondiciona el cartucho con 4 ml de
metanol seguidos de 5 ml de agua ultrapura, todo ello con un caudal
de unos 3 ml/min, y se centrifugd a 300 rpm por 30 s (en centrifuga
Beckman DYNAT III), quedando asi la octopamina en la columna,
la cual luego se eluy6 mediante la adicién de 2 porciones de 1 mL de
NH,OH 4 N. Al eluato se le afladieron 200 pl de NalO, al 2% para que
se produjera la oxidacion de la octopamina a p-hidroxibenzaldehido.
Después de 6 min se afiadieron 200 pl de Na,S O, y se agit6 en vortex.
Laactividad de la enzima DPH se reporta como pmoles de octopamina
formados por minuto a partir de una solucion de tiramina, por litro
de plasma a 37°C (umol.min'.L"), utilizando el método descrito por
Mustapic et al (34).

Aspectos legales. Esta investigacion fue aprobada desde el punto
de vista técnico-cientifico y bioético por las respectivas instancias
académicas de la Fundacién Universitaria Autonoma de las Américas
y de la Universidad Tecnolégica de Pereira. El consentimiento
informado se diligencié de acuerdo con el articulo 11, literal b, de la
Resolucién 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia, en
la categoria de investigacion con riesgo minimo.

Manejo estadistico. Las variables cualitativas se presentan como
porcentajes y las cuantitativas como media+DE. Se emple6 la prueba
de Chi cuadrado para comparar variables cualitativas y las variables
cuantitativas se compararon mediante pruebas paramétricas o no
paramétricas, segin correspondiera; también se hicieron correlaciones
bivariadas. Valores de P<0.05 se consideraron significativos. Los datos
se procesaron y analizaron en el software SPSS for Window, v 19.0.
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Resultados
Participaron 44 voluntarios, de los cuales 24 (54,5%) eran mujeres; la edad promedio del grupo fue de 21,6+3,5 afos, sin diferencia entre los
géneros.

En el cuadro 1 se presentan los datos de presion arterial sistdlica (PAS), presion arterial diast6lica (PAD) y frecuencia cardiaca (FC) obtenidos
en diferentes condiciones clinicas; las maniobras de Valsalva fueron negativas. Solo encontramos cambios estadisticamente significativos en los
descensos de la PAS y la PAD post-clonidina.

Cuadro 1. Variables cardiovasculares obtenidas bajo diferentes condiciones clinicas.

Variable cardiovascular ~ Presion arterial sistolica (mmHg)  Presion arterial diastélica (mmHg)  Frecuencia cardiaca (latidos/min)

Dectbito 10749 6517 7249
Sentado 10510 64+7 739
De pie 105+9 656 74%9
Con estimulo de frio 109+13 6719 74+10
Post- clonidina 96+12 58+8 73+8

Al cruzar los valores de las variables cardiovasculares, de las concentraciones de dopamina y norepinefrina, y de la actividad de la enzima
DpH, con cada uno de los tres polimorfismos que conforman los cuatro haplotipos estudiados, no encontramos diferencias asociadas con los
alelos rs1989787 y rs1108580, pero si hallamos que los individuos portadores del alelo mutado T del rs1611115 tenian frecuencias cardiacas
estadisticamente inferiores a los portadores del alelo nativo C (Cuadro 2). Estas diferencias se conservan al comparar los haplotipos que contienen
el alelo T del rs1611115 (CT/CT/AG + C/T/A) con los no portadores de dicho alelo (C/C/A + T/C/G) (datos no mostrados).

No hallamos correlaciones entre la actividad dela enzima DBH ylas concentraciones de dopamina o norepinefrina con las variables cardiovasculares,
pero si existe correlacion directa entre las concentraciones de norepinefrina y la actividad de la enzima (Pearson=0,4; P=0,04).

Cuadro 2. Variables cardiovasculares, concentraciones séricas de norepinefrina (NE) y dopamina (DA) y actividad de la enzima DPH de portadores
del alelo mutado T del rs1611115 del gen de la DSH, comparados con los portadores del alelo nativo C.

SNP rs1611115 DEL GEN DSH

Alelo mutado T (heterocigoto + homocigoto) (n=23)  Alelo nativo C (homocigoto) (n=21) p

Presion arterial sistolica (mmHg)

decubito 10717 10710 0,81
sentado 10649 104+10 0,51
de pie 106+9 10510 0,68
con estimulo frio 10616 107+10 0,52
post-clonidina 95+12 96+13 0,78
Presion arterial diastdlica (mmHg)

decubito 6415 6619 0,44
sentado 6516 6619 0,74
de pie 6616 6417 0,38
con estimulo frio 67+10 67+8 0,83
post-clonidina 57+7 5949 0,48
Frecuencia cardiaca (latidos/min)

decubito 6918 759 0,037
sentado 70+8 7549 0,030
de pie 71£8 77£9 0,022
con estimulo frio 70+8 79+10 0,007
post-clonidina 7149 76+7 0,059
Concentracion de NE (pg/mL) 83478 175+198 0,157
Concentracién de DA (pg/mL) 1548 18+14 0,48"
Ac.thldid enzimatica (pmoles. 0,55+0,49 0.76£0.47 0.14'
min'.L1)

": t de Student para muestras independientes.
f: Prueba no paramétrica de Mann-Whitney.
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Discusion

Al convertir DA en NE, la enzima DPH no solo conecta el
sistema dopaminérgico con el adrenérgico, sino que garantiza el
adecuado balance de los dos sistemas, jugando un papel clave en
el normal funcionamiento del SNC y del SNA. Por estas razones
la enzima se ha constituido en el centro de atencién de numerosas
condiciones relacionadas con enfermedades mentales, neuroldgicas y
cardiovasculares, asi como en un promisorio blanco de intervenciones
farmacologicas, tal como ha quedado demostrado recientemente con
el desarrollo de un nuevo grupo de antihipertensivos inhibidores de
la DBH (35).

Se sabe que la actividad de la enzima DPH cambia muy poco a lo
largo de la vida de cada individuo y que la influencia de factores
ambientales sobre dicha actividad es pequefia, comparada con los
factores genéticos, los cuales son responsables del 80 al 90% de la
variabilidad inter-personal en la actividad catalitica de la enzima;
este control genético sobre la enzima da como resultado que en
cualquier grupo humano se puedan encontrar personas con actividad
enzimatica normal, intermedia o baja (9,18).

Dado que los polimorfismos del gen DBH mas estudiados y con
mayor evidencia de su relacion con la actividad de la enzima DBH
son el rs1989787 (-2073C>T), el rs1611115 (-970C>T) y el rs1108580
(444A>G) (18,25,27), decidimos evaluar la influencia de cuatro
haplotipos conformados por estos tres SNPs sobre la PA y la FC
tomadas bajo diferentes condiciones, la actividad de la enzima y las
concentraciones basales de NE y DA. Contrario a los reportes citados,
los rs 1989789 y rs 1108580 no tuvieron influencia alguna en las
variables estudiadas, razon por la cual nos enfocamos unicamente en
el polimorfismo rs1611115, justamente la mutacion descrita como la
que mas disminuye la actividad de la enzima DH (36).

En el sindrome de deficiencia de la enzima DBH se reportan
concentraciones plasmaticas altas de dopamina (>100 pg/ml) y bajas
de norepinefrina (<25 pg/ml), todo lo cual se refleja en baja PA y FC
en posicion de pie, caida de la PA y elevacion de la FC durante la
maniobra de Valsalva, caida o no cambios de la FC bajo estimulo de
frio y poca respuesta hipotensora a la clonidina (3,37). Otros autores
también han hallado asociacién entre la actividad de la enzima y el
genotipo DBH (especialmente el -970C>T) aunque no siempre dicha
asociacion se expresa fenotipicamente (38,39). En nuestro estudio la
Unica asociacion hallada fue la del rs 1611115 con los portadores de
la variante mutada T (CT+TT), quienes tienen frecuencias cardiacas
significativamente inferiores a sus controles homocigotos nativos (CC),
no solo en reposo (dectbito y sentado), sino de pie y bajo estimulo
de frio; este hallazgo sugiere que, en comparacién con la presion
arterial, la frecuencia cardiaca es mds sensible a los cambios de las
concentraciones de NE. Ademas, pese a que las diferencias no alcanzan
significancia estadistica, queremos sefialar que las concentraciones de
norepinefrina (CC=175+200 pg/ml; CT=93+83 pg/ml; TT=34+18 pg/
ml) y la actividad de la enzima DBH (CC=0,76+0,46 micromoles.min-
1LY CT=0,65%0,49 micromoles.min'.L!; TT=0,16+0,09 micromoles.
min'.L') son nominalmente inferiores entre quienes portan uno o
los dos alelos mutados T, comparados con los nativos; estos hallazgos
estan en linea con numerosos reportes de estudios similares.
Asimismo, la correlacion directa y significativa entre la actividad de la
enzima y norepinefrina era de esperarse, pues a menor actividad de la
enzima menor el producto de la reaccion, aunque las concentraciones
halladas de dopamina no encajan en este analisis (Cuadro 2).

Laprincipal limitacion de esta investigacion es el tamaio relativamente
pequeno de la muestra, lo cual le resta potencia al estudio y podria
explicar la falta de significancia estadistica de algunos resultados.
Debemos advertir también que otros marcadores genéticos y otras

variables fisioldgicas no estudiadas deben estar influyendo en los
resultados obtenidos. Por ultimo, dado que no se hicieron estudios de
ancestria, no es posible excluir el sesgo de estratificacién poblacional,
sobretodo en un grupo de origen tri-étnico, como el mestizo
colombiano.
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