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Deteccion de polimorfismos en el gen
GRINI del receptor ionotropico de
glutamato activado por NMDA en una
poblacion de Bogota
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Resumen

El receptor ionotrépico de glutamato activado por N-metil-D-aspartato (iGluR-NMDA)
esta conformado por tres tipos diferentes de subunidades NR1, NR2A aDy NR3Ay B
codificadas por los genes GRINI, GRIN2 y GRIN3. Dado que la variabilidad genémica de
los GRIN esté estrechamente asociada con la historia genética de la poblacion analizada, era
necesario realizar un estudio detallado del gen GRIN/ en la poblacién colombiana. Por ello,
en este trabajo se identificaron polimorfismos presentes en laregiéon 5’-UTR y en el exén
6 del gen GRINI, en 101 muestras de sangre de cordon umbilical de recién nacidos sanos
del Hospital Universitario San Ignacio de Bogotd, y se encontré que el polimorfismo
A1970G con una frecuencia del alelo menor de 28,21%, no difiere de las poblaciones de
caucdsicos y nativos americanos. El polimorfismo G1140A, con una frecuencia del alelo
menor de 1,49%, no mostré diferencias estadisticamente significativas con la poblacion de
Taiwan. El polimorfismo A1160G sélo mostré una forma alélica.

Palabras clave: GRINI, N-metil-D-aspartato, polimorfismo, receptor ionotrépico del
glutamato.
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Title

Polymorphism detection in gene GRIN 1 of
ionotropic glutamate receptor activated by NMDA
of a population from Bogota

Abstract

The ionotropic glutamate receptor activated by N-
methyl-D-aspartate is composed by three different
kinds of subunits NR1, NR2A to D and NR3A
and B, which are codified by GRINI, GRIN2 and
GRIN3 genes. Since the GRIN genomic variability
is closely related to the genetic history of the studied
population, it was necessary to develop a detailed
study of the frequency of the polymorphisms of
the gene GRIN-1 in Colombian population. The
main goal of this research was to identify
polymorphisms present in 5°-UTR region and exon
6 of gene GRIN1, among 101 samples of umbilical
cord taken on filter paper of healthy newborns at
the University Hospital San Ignacio in Bogota. It
was found that polymorphism A1970G with minor
allele frequencies of 28.21%, doesn’t differ
significantly from the frequencies in Caucasian and
native American populations. Polymorphism
G1140A with minor allele frequencies of 1.49%
did not show any significant statistic difference
with the Taiwan population. Polymorphism
A1160G just showed one allelic form, the A allele.

Key words: GRIN1, ionotropic glutamate recep-
tor; N-methyl-D-aspartate; polymorphism.

Introduccion

El receptor ionotrépico de glutama-
to activado por N-metil-D-aspartato
(iIGluR-NMDA), participa en practica-
mente cualquier proceso que ocurra en
el sistema nervioso central y el perifé-
rico. Dada su diversidad, actda en
muchas funciones neuronales bdsicas,
tales como la transmisién sindptica
rdpida, la migracién neuronal, la pro-
liferacién y la excitabilidad, la forma-

cién de la sinapsis, la estabilidad y la
potenciacién a largo plazo[1,2].

En el sistema nervioso central par-
ticipa en los procesos de aprendizaje,
memoria, plasticidad, diferenciacion,
migracién de la célula neural y
apoptosis. Ademds, en los eventos de
indole farmacolégica, se ha demostra-
do su intervencion en excitotoxicidad,
drogadiccidén y alcoholismo[3]. El
iGluR-NMDA ha sido asociado, y en
muchos de los casos confirmado ex-
perimentalmente, como un actor fun-
damental en una gran cantidad de
procesos fisiolégicos, farmacolégicos,
patolégicos y psiquidtricos. Juega un
rol particularmente importante en va-
rias enfermedades neuropsiquidtricas,
como la enfermedad de Alzheimer[4],
la enfermedad de Huntington[5], la
enfermedad de Parkinson[6], la
esquizofrenia[7], la epilepsia[8], el
dolor crénico[9], la ansiedad[10], las
alteraciones depresivas[11] y algunas
dependencias a firmacos[12] y al al-
cohol[13]. También, se ha propuesto
su participacion en el sindrome de
Rett[14-17], el autismo[18, 19] y en
el sindrome de muerte infantil subi-
ta[20].

Los hallazgos de la farmacologia,
de los estudios post mértem, de las
intervenciones clinicas y los modelos
animales, indican que los receptores
de N-metil-D-aspartato (NMDA) pue-
den desempefiar un papel importante
en la esquizofrenia, puesto que la dis-
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minucién en la funcién del iGluR-
NMDA se puede relacionar en su
fisiopatologia[21, 22].

Ademads, el receptor tiene un sitio
de unidén especifico y no competitivo
para la fenciclidina, la MK-801 y la
quetamina. Los cambios de compor-
tamiento inducido por la fenciclidina
simulan los observados en pacientes
esquizofrénicos, incluyendo tanto los
sintomas positivos como los negati-
vos[23]. Con certeza se conoce que
los medicamentos bloqueadores del
NMDA, disefiados para el tratamiento
de la neurotoxicidad, producen movi-
mientos o ataques prolongados, indu-
ciendo psicosis en los pacientes[23],
lo que afirma también la relacion del
receptor con la esquizofrenia.

El iGluR-NMDA es un complejo
macromolecular multimérico, confor-
mado por diferentes subunidades de-
nominadas NR1, NR2A-D y NR3A y
B[24]. Estas subunidades estan codi-
ficadas por los genes GRINI, GRIN2
y GRIN3. Se ha detectado que algu-
nos polimorfismos en el gen GRINI,
localizado en el cromosoma 9q34.3 de
este receptor, presentan asociacion con
la esquizofrenia y se acepta la asocia-
cién de éstos con el déficit de aten-
cién e hiperactividad, aunque no se
conoce el efecto sobre el iGluR-
NMDA[25-28].

Por otro lado, dado que la variabi-
lidad gendémica de los GRIN esté es-

337

trechamente asociada con la historia
genética de la poblacién analizada, se
hace necesario realizar un estudio de-
tallado del gen GRINI en la poblacion
bogotana sana. Por ello, el objetivo
principal de este trabajo fue identifi-
car polimorfismos presentes en la re-
giéon 5’-UTR y en el ex6n 6 del gen
GRINI en el receptor ionotrépico de
glutamato activado por N-metil-D-
aspartato en una poblacién colombia-
na sana. Esto se realiza utilizando
técnicas estdndar de reaccion en ca-
dena de la polimerasa (PCR), polimor-
fismos de longitud de fragmentos de
restriccién (RFLP) y electroforesis, en
muestras de sangre de cordén umbilical
de recién nacidos sanos, tomadas en
papel de filtro.

Material y métodos

Poblacion de estudio

Se estudiaron muestras de 101 re-
cién nacidos sanos del Hospital Uni-
versitario San Ignacio de Bogota. La
poblacién tuvo como origen los nifios
del estudio de malformaciones congé-
nitas que sirven de control sano de
dicho estudio.

Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se realiz6 a
partir de muestras de sangre de cor-
doén umbilical (nifios recién nacidos)
en papel de filtro Schleicher &
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Schuell®. Se extrajo por el método
modificado de Polski er al.[29], el cual
utiliza el reactivo Chelex-100® (Bio
Rad Laboratories). Se visualizé la ca-
lidad del ADN en geles de agarosa al
1,5% en solucién tampén TBE 1X.

Amplificacion de ADN

Para la amplificacién de las regio-
nes seleccionadas, se utilizaron los
iniciadores descritos por Hung et
al.[30] y Martucci et al.[31], y los di-
sefiados empleando los programas
Primers3[32] y Web Primer (tabla 1).
La reaccién de PCR se llevé a cabo en
un volumen final de 20 pl que conte-
nia entre 20 y 50 ng de ADN, 10 mM
de HCI, 50 mM de KCI, 2,5 mM de
MgCl,, 4 mM de cada deoxinucleétido
trifosfato, 5 UM de cada uno de los
iniciadores y 5 unidades de Taq
polimerasa.

La PCR se realizé en un termoci-
clador Biorad® con un programa que
consiste en una desnaturalizacidn ini-

cial a 95°C, seguida por 35 ciclos a
95°C por 20 segundos, 60°C para los
de 5‘'UTR y 60,5°C para el exén 6 por
20 segundos, 72°C por 20 segundos y
una extension final a 72°C por cinco
minutos.

Corte con enzimas de restriccion

Los productos amplificados se di-
girieron adicionando dos unidades de
enzima (tabla 1), las cuales se obtu-
vieron empleando el programa Reba-
se[33], 10 ul del producto de PCR y 2
ul de solucién tampén de digestion
10X, y se incubaron de acuerdo con
la temperatura correspondiente a cada
enzima. Los productos se visualizaron
en geles de poliacrilamida 30:1 al 12%.

Analisis de la informacion

Se calcularon las frecuencias
alélicas por el método de conteo de
alelos. El andlisis estadistico para eva-
luar la desviacién genotipica del equi-
librio de Hardy-Weinberg, se realizé

Tabla 1
Iniciadores y su correspondiente enzima para su polimorfismo especifico en
el gen GRINI

Sitio Polimorfismo Secuencia del iniciador Enzima

Exén6 A1970G Forward 3-GACGATGCTGCCACTGTATA-5 Hpall
Reverse 5-CGGTGATGITCTCCITCICG3

5UIR G1140A Forward 3-TGTGACCCCTGTGGGCACAT-Y Bsajl
Reverse 5-TACCCATCCCTCTGGTCCACAC3’

5UIR AlI60G Forward 3-TGTGACCCCTGTGGGCACAT-Y Hpall
Reverse 5-TTCACACCCTCAGCTITCCGC3’
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con el programa Genepop DOS ver-
sién 3.4 (http://genepop.curtin.edu.au/
genepop_opl.html). Las frecuencias
entre poblaciones se compararon con
el programa EpiCalc 1.02. Todos los
estadisticos de prueba se utilizaron
con un nivel de confianza del 95%.
Se calculd la distancia genética de NEi
(1972) y se agrupd con el algoritmo
UPGMA utilizando el programa
NTSYS versién 2.01.

Resultados y discusion

El polimorfismo A1970G ubicado
en el ex6én 6 genera un cambio silen-
cioso en el codéon P284P (34). Para el
genotipo AA, siendo éste el normal,
se obtienen dos fragmentos: uno de
251 pb y otro de 54 pb. La secuencia
que tiene el cambio del nucledtido
(GG) genera tres fragmentos de 192
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pb, 59 pb y 54 pb. Para la identifica-
cioén de los diferentes genotipos, las
bandas de 251 pb y 192 pb, que se
visualizan en un gel de poliacrilamida
30:1 al 12%, como se observa en la
figura 1.

Las frecuencias genotipicas y
alélicas de la poblacién estudiada se
observan en la tabla 2.

El valor de ji al cuadrado para la
poblacién de Bogota fue de 0,0155.
Para la misma poblacién, la fre-
cuencia del alelo G es de 28,21%;
no mostré diferencia estadisticamen-
te significativa con las poblaciones de
caucasicos y nativos americanos, y
difiere significativamente con las po-
blaciones de Ubaté, Colombia, de
afroamericanos, de asidticos y de ale-
manes (tabla 3).

; B os51pb

S— <« 192pb

w

Figura 1. Amplificacion y corte del segmento correspondiente al polimorfismo A1970G
(ex6n 6). (1) Fragmento sin digerir 305 pb. (2) Marcador de peso molecular 50 pb. (3)
Genotipo AA. (4) Genotipo AG. (5) Genotipo GG.
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Tabla 2
Frecuencias genotipicas y alélicas encontradas en el exén 6 polimorfismo A1970G
para la poblacién de Bogota

Genotipos
AA AG GG Total
Numero de individuos 47 51 3 101
Frecuencias genotipicas 0,47 0,5 0,03 1
Alelo
Frecuencias alélicas 0,7178 A
0,2822 G
Tabla 3

Frecuencia del alelo menor (A) del polimorfismo A1970G en la poblacion de Bogota y
su significancia, comparada con las diferentes poblaciones

Frecuencia del alelo menor (G) y nimero de personas

Total
Polimorfismo  Poblacién alelo menor  alelo mayor
G A p
A1970G Bogota 101 28,21% 71,79 %
Ubaté, Colombia (35) 17, 82,42% 0,013
Asiatica 0 100% 0,04
Caucasica 110 28,6% 71,40% 0,924
Alemana <0,1 99,90% 0,000000
Afroamericana 5,9% 94,10% 0,002
Nativa americana 25% 75,00% 0,55

En el dendrograma, estas relaciones
se observan en dos conglomerados. En
uno se relaciona la poblacién de Bo-
gotd con la de caucdsicos, la de nati-
vos americanos y la de Ubaté. Un
segundo conglomerado se forma con
las poblaciones de asidticos, alemanes
y afroamericanos, y se observa la dife-
rencia significativa tan grande que se
tiene con estas poblaciones (figura 2).

El polimorfismo G114A ubicado
en la region 5’-UTR, fue reportado por
Hung et al.[30] en pacientes esquizo-
frénicos de Taiwdn. Las muestras se
amplificaron y se logré conseguir un
fragmento de 248 pb. Para el genotipo
GG, siendo éste el normal, se tienen
dos fragmentos: uno de 197 y otro de
51 pb. La secuencia que tiene el cam-
bio del nucleétido (AA), es decir
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Figura 2. Dendrograma del polimorfismo A1970G ubicado en el ex6n 6.

homocigoto para el polimorfismo, no
genera corte, por lo cual se obtiene un
solo fragmento de 248 pb. Para la iden-
tificacién de los diferentes genotipos,
son suficientes las bandas de 248 y 197
pb que se visualizaron en un gel de
poliacrilamida 30:1 al 12%, como se
observa en la figura 3.

En Taiwdn, la frecuencia del alelo
menor fue de 2,1% en pacientes
esquizofrénicos y de 5,3% en los con-
troles. Para la poblaciéon colombiana
las frecuencias alélicas, tanto del alelo
mayor como las del menor, son
98,51% y 1,49%, respectivamente (ta-
blas 4 y 5). El valor de ji al cuadrado
para la poblacién de Bogota fue de
1,00, lo que se ajusta a los valores es-

perados para una poblacién en equili-
brio Hardy-Weinberg. Al comparar los
datos obtenidos, se observé que no
existe diferencia estadisticamente sig-
nificativa con la poblacién de Taiwan.
Ademads, es interesante saber que, se-
gtn la literatura citada, no existe otro
estudio que reporte este polimorfismo.

5’-UTR polimorfismo A1160G

Este polimorfismo evaluado sélo
mostrdé una forma alélica, el alelo A,
posiblemente por el tamafio de la
muestra o porque no es polimérfico
en esta poblacién. Dados los resulta-
dos con los restantes polimorfismos,
se podria asegurar que no es polimor-
fico en esta poblacién.
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248pb b 5 =

Figura 3. Amplificacion y corte del segmento correspondiente al polimorfismo G1140A
(5’-UTR). (1) Fragmento sin digerir 248 pb. (2) Genotipo GA, heterocigoto. (3) Genotipo
GG. (4) Marcador de peso molecular.

Tabla 4
Frecuencias genotipicas y alélicas encontradas en la region 5°-UTR polimorfismo
G1140A para la poblaciéon de Bogota

Genotipos
GG GA AA Total
Numero de individuos 98 3 0 101
Frecuencias genotipicas 0,97 0,03 0 1
Alelo
Frecuencias alélicas 0,9851 G
0,0149 A

Tabla 5
Frecuencia del alelo menor (A) del polimorfismo G1140A en la poblacion de Bogota y
su significancia, comparada con las diferentes poblaciones

Frecuencia del alelo menor (A) y nimero de personas

Polimorfismo Poblacién Total
n alelo menor alelo mayor
A G P
G1140A Bogota 101 1,49% 98,51%
Taiwan 189 3.71% 96,29% 0,211
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Conclusiones

Se estandarizé la extraccién de
ADN de muestras de sangre de cor-
dén umbilical en papel de filtro
Schleicher & Schuell®, y se obtuvo
un método rdpido, simple, de bajo
costo y que reduce el riesgo de conta-
minacién, debido a la escasa manipu-
laciéon de las muestras durante la
extraccion.

El polimorfismo A1970G, ubicado
en el ex6n 6, difiere significativamen-
te con las poblaciones de Ubaté, Co-
lombia, de afroamericanos, de asiticos
y de alemanes, y no difiere de las po-
blaciones de caucdsicos y de nativos
americanos. Con respecto al polimor-
fismo G1140A, ubicado en la regién
5’-UTR, no mostré diferencia estadis-
ticamente significativa con la pobla-
cién de Taiwén. El poder encontrar el
polimorfismo G1140A ubicado en la
regiéon 5°-UTR, en la poblacién de
Bogota es de gran interés, primero, por
ser la segunda poblacién estudiada en
la que se reporta y, segundo, porque
existe la posibilidad de que éste pue-
da, de alguna manera, ser candidato
para asociarse con alguna o varias de
las enfermedades con las cuales se re-
laciona el receptor ionotrépico del glu-
tamato activado por NMDA, por
ubicarse en la regién promotora del
gen GRINI. El polimorfismo A1160G,
ubicado en la regién 5’-UTR, evalua-
do en la poblacién de Bogotd, sélo
mostrd una forma alélica, el alelo A.
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Se recomienda aumentar el tama-
fio de la muestra para aumentar la
probabilidad de poder encontrar
otra forma alélica del polimorfismo
A1160G. Este estudio abre las puer-
tas para establecer asociaciones entre
las frecuencias encontradas en pobla-
cién sana y las muestras de pacientes
con enfermedades como enfermedad
de Huntington, enfermedad de Alzhei-
mer o esquizofrenia, entre otras.
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