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ABSTRACT

A large part of the population suffers or has suffered from headaches at
some point in their lives. There are different types of headaches and they can
have different origins. Migraine can invalidate the daily activities of an
individual's life. Knowing more about this illness can help people who suffer
from it to improve their quality of life. One of the migraine triggers can be due
to the deficit of Diamine Oxidase (DAQO) enzyme, which is the responsible for

the degradation of histamine in our body.

This study aims to get further knowledge about the enzyme DAO and
know the symptoms that can generate the deficiency of this enzyme, and find
appropriate treatments to minimize migraine effects. Specifically, it includes a
study of the gene that encodes the such enzyme, centered on its sequences
in several species as well as the evolution of this gene over time. The final
goal was to make sure that It was really the deficiency of DAO that caused
the migraine episodes, and study some of the mutations and the hereditary

patterns of its deficiency.

For the manipulation of gene and protein sequences of enzyme, several
applications were used, which have made this research easier. From some
blood tests | have been able to analyze the enzyme DAO and its activity, as

well as the probability of having intolerance to histamine.

It has been possible to see that this deficit can be the cause of some
migraines even though sometimes the affected patient is not aware of it,
because these values are not frequently analyzed at medical consultations.
With the aid of a low histamine diet and some nutritional supplements the

effects of this deficit can be diminished.
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RESUMEN

Gran parte de la poblacion sufre o ha sufrido dolor de cabeza alguna vez
en su vida. De cefaleas hay de tipos diferentes y pueden tener origenes
diversos. La migrafia puede llegar a invalidar las actividades cotidianas de la
vida de un individuo. Conocer mas sobre esta enfermedad puede ayudar a
las personas que la sufren a mejorar su calidad de vida. Uno de los
desencadenantes de la migrafia puede ser debido al déficit de la enzima
Diamino Oxidasa (DAO), la encargada de degradar la histamina de nuestro

cuerpo.

El objetivo principal de mi trabajo ha sido profundizar en el conocimiento
de la enzima DAO y conocer los sintomas que puede generar sufrir un
déficit, pudiendo asi buscar los tratamientos adecuados para minimizarlo.
También ha sido llevar a cabo un estudio del gen que codifica la enzima de
la Diamino Oxidasa, haciendo asi una investigacion de sus secuencias en
varias especies y ver la evolucion de este gen a lo largo del tiempo. Y como
objetivo final, me he querido asegurar de que sea realmente la deficiencia de
la enzima el que me ha provocado los episodios de migrafa, y estudiar

algunas de las mutaciones vy el patrén hereditario de su deficiencia.

Para la manipulacion de las secuencias de gen y proteina de la enzima
DAO, he utlizado varias aplicaciones que me han facilitado esta
investigacion. A partir de unas analiticas de sangre hemos podido analizar la
enzima y su actividad, asi como, la probabilidad de tener intolerancia a la

histamina.

Ha sido posible ver que este déficit puede ser el causante de algunas
migrafias aunque a veces el paciente afectado no sea consciente de esto, ya
gue estos valores no son analizados de forma frecuente a las consultas
médicas. Con la ayuda de una dieta baja en histamina y con algunos

suplementos alimentarios podemos disminuir sus efectos.
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RESUM

Una gran part de la poblacié pateix o ha patit mal de cap algun cop a la
seva vida. De cefalees n'hi ha de tipus diferents i poden tenir origens
diversos. La migranya pot arribar a invalidar les activitats quotidianes de la
vida d'un individu. Conéixer més sobre aquesta malaltia pot ajudar a les
persones que la pateixen a millorar la seva qualitat de vida. Un dels
desencadenants de la migranya pot ser degut al déficit de 'enzim Diamino

Oxidasa (DAO), 'encarregat de degradar la histamina del nostre cos.

L’objectiu principal del meu treball ha estat aprofundir en el coneixement
de 'enzim DAO i conéixer els simptomes que pot generar patir-ne un déficit,
podent aixi buscar els tractaments adequats per minimitzar-lo. També ha
estat fer un estudi del gen que codifica 'enzim de la Diamino Oxidasa, fent
aixi una recerca de les seves sequencies en diverses espécies i veure
levolucié d’aquest gen al llarg del temps. | com a objectiu final, m’he volgut
assegurar de que sigui realment la deficiencia de 'enzim DAO el que m’ha
provocat els episodis de migranya, i estudiar algunes de les mutacions i el

patré hereditari de la seva deficiencia.

Per a la manipulacié de les sequéncies de gen i proteina de 'enzim DAO,
he utilitzat diverses aplicacions que m’han facilitat aquesta investigacié. A
partir d’unes analitiques de sang hem pogut analitzar 'enzim DAO i la seva

activitat, aixi com, la probabilitat de tenir intolerancia a la histamina.

Ha estat possible veure que aquest déficit pot ser el causant d’algunes
migranyes encara que a vegades el pacient afectat no en sigui conscient, ja
que aquests valors no son analitzats de forma frequent a les consultes
mediques. Amb [lajuda d’'una dieta baixa en histamina i amb alguns

suplements alimentaris podem disminuir els efectes d’aquest déficit.



EL DEFICIT DE LA DAO | LA MIGRANYA

INDEX

JUSTIFICACIO DEL TREBALL
INTRODUCCIO
QUE ES LA MIGRANYA?
1.1 COM ACTUA?
1.2. INTRODUCCIO A LA HISTAMINA | LA TIRAMINA
1.3. LES CAUSES
1.4. ELS SIMPTOMES
1.5. FACTORS DE RISC
1.6. EL TRACTAMENT
L’ENZIM DAO
2.1. RELACIO ENZIM DAO | HISTAMINA
2.1.1. LA HISTAMINA

2.1.2. RUTA DE LA HISTAMINA DINS DE L'ORGANISME. EL
METABOLISME

2.2. LALIMENTACIO ILA HISTAMINA
2.21.AUGMENT DE LA HISTAMINA EN ELS ALIMENTS

2.2.2. COM INFLUENCIEN ELS ALIMENTS EN L’AUGMENT
DE LA HISTAMINA

2.2.3. ELS ALIMENTS QUE BLOQUEGEN L’ENZIM DAO
2.2.4. SUPLEMENTACIO DE DAO
COS DEL TREBALL
OBJECTIUS
PART EXPERIMENTAL
Metodologia

ANALIS| DE LES SEQUENCIES DE GEN DE L’ENZIM DAO

10

11

13

17

18

19

20

20

22

23

24

27

30

31

31

34

35

37

37

38

38

38



EL DEFICIT DE LA DAO | LA MIGRANYA

1.1 Obtencié de sequiiencies de DNA i proteines de la base

de dades molecular Genbank.
1.2 Alineament de sequencies amb el programa BioEdit v7.2

1.3 Analisi de variabilitat i polimorfismes amb DnaSP
v6.12.03

1.4 Analisi filogenetica amb el programa MEGA X v10.05
ANALIS| DEL DEFICIT DE LA DAO
Resultats

1. RESULTATS DE L’ANALISI DE VARIABLITAT |
POLIMORFISMES

2. RESULTATS DE L’ANALISI FILOGENETICA AMB EL
PROGRAMA MEGA

3. RESULTATS DE LES ANALISIS DE SANG
Discussio
1. ANALISI DE VARIABILITAT IPOLIMORFISMES

2. ANALISI DE FILOGENETICA DEL GEN DAO EN
VERTEBRATS

3. ANALISI DE L’ACTIVITAT DE LA DAO EN UNA MOSTRA
DE SANG

CONCLUSIONS
BIBLIOGRAFIA

WEBGRAFIA

38

46

48

54

55

58

58

62

68

70

70

12

73

76

76

78



EL DEFICIT DE LA DAO | LA MIGRANYA

JUSTIFICACIO DEL TREBALL

Primer de tot m’agradaria explicar les meves motivacions per haver escollit el
tema del déficit de 'enzim diamino oxidasa (DAO) i la seva relaci6 amb la
migranya. Tenint en compte que m’agraden i m’interessen molt els temes
relacionats en les arees cientifiques i tecnoldogiques, com també m’interessa
molt tot el tema d’esport i salut relacionat amb 'alimentacio i I'exercici fisic, vaig
decidir orientar el meu treball de recerca a partir d’'una experiéncia personal
que es va iniciar fa 3 anys i en la que vaig poder descobrir I'existéncia d’un
enzim, anomenat DAO. També vaig descobrir les consequéncies d’una

malaltia, la migranya, molt patida per mala sort per una gran part de poblacio.

Fins que no vam trobar la solucio, prenent el complement de DAO i fent una
dieta lliure d’aliments que provoquen inflamacié, ho vaig passar molt
malament, invalidant-me episodis del meu dia a dia i sense que cap
medicament dels que els especialistes em donaven em fes cap efecte per
calmar la meva migranya. Per mi descobrir aquest enzim i veure que prenent
aguest complement em desapareixia el dolor, va ser un miracle. | estic tan
agraida que m’agradaria poder ajudar a altra gent que es pugui trobar en una
situacié semblant.

Per mi és tota una motivacié poder ajudar a difondre informacié sobre aquest
tema, podent aixi millorar I'estat de la gent que pateix migranya i pugui ser
provocada per un deficit del DAO sense estar-ne assabentada. Amb tan sols un
complement i evitant alguns aliments, poden millorar molt la seva qualitat de
vida. En el meu cas patrticular, el neurdleg no ens va dir en cap moment que
podia ser degut a aix0. La solucio ens la va aportar la medicina alternativa i una
dietista nutricionista. No obstant, recomano que si alguna persona afectada per
migranya llegeix aquest treball, prengui la meva experiencia com una orientacio
i en cap cas com a una solucié definitiva. La migranya pot ser deguda a una
gran varietat de factors i la seva resoluci6 ha de passar per mans d’un

especialista.
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Em faig les preguntes de com és i com funciona aquest enzim, com ha
evolucionat el gen que el codifica o de si aquest deficit de DAO podria ser
hereditari i per aquesta rad, m’agradaria investigar si realment el tinc ja que no
ho hem comprovat mai. Ho hem deduit ja que aquest complement DAO va ser
el que em va solucionar tots els dolors i les altres conseqiiéncies provocades

per la migranya.
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INTRODUCCIO

Tres de quatre persones tindran mal de cap en algun moment de la seva
vida. Aquest simptoma afecta persones de totes les edats, races, nivells

d’ingressos i zones geografiques.

El mal de cap també es coneix amb els termes cefalea o cefalalgia. El tipus
més comu és la cefalea tensional. Es causada per les tensions que es
produeixen en els musculs, com per exemple de les espatlles, del coll, del cuir
cabellut, o de la mandibula. En moltes ocasions es pot relacionar amb l'estres,
la depressid o lansietat, ja siguin causades per treballar molt, no dormir el
temps suficient, no tenir una bona rutina dels apats, o beure moltes begudes

alcoholiques.

Altres formes comunes de cefalees podrien ser la migranya o les causades
per una sinusitis. Es poden fer canvis en els habits de vida per reduir aquests

dolors i sentir-se millor.

La migranya és la cefalea primaria més important i més comuna, que

es caracteritza per'existéncia de crisis de cefalea recurrents i molt intenses.

10
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1.  QUE ES LA MIGRANYA?

La migranya és una malaltia neurologica que consisteix en mal de cap,
habitualment molt intens i incapacitant per a la persona que la pateix. Les
migranyes poden durar des de quatre fins a setanta-dues hores. Sén mals de
cap cronics que poden presentar-se només una o dues vegades a l'any, o tan

freqUentment com cada dia.

Pot desencadenar-se per l'accid de diversos estimuls com ara aliments
(formatge, vi negre, xocolata), olors intenses, llums brillants, canvis de temps,

alteracions del ritme del son, variacions hormonals o estres (Canal Salut, 2017).
Es freqlient que hi hagi antecedents familiars. Aquesta malaltia és tres vegades

més comuna en dones que en homes i, generalment, s'inicia abans dels trenta

anys i no més tard dels cinquanta.

El dolor és tipicament unilateral (fa mal una meitat del cap), de caracter
pulsatiu (com un batec), i pot anar acompanyat de nausees, vomits i intolerancia

ala llum i al soroll.

Es distingeixen dues varietats de migranya: amb aura i sense aura (Canal
Salut, 2017). L'aura és un conjunt de simptomes neurologics, generalment
visuals (llums rutilants o visié borrosa), que solen precedir el mal de cap i duren
entre quinze i trenta minuts. Altres manifestacions son els trastorns de la

sensibilitat i dificultats en I'expressié del llenguatge.

La migranya esta en la sisena posicié del ranquing de I'Organitzacié
Mundial de la Salut (OMS) de malalties neuropsiquiatriques que provoquen
discapacitat (Carrefio, 2011) En aquest sentit, pero la seva incidéncia a Europa

és forca menor que a escala mundial (Figura 1).

11
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Figura 1. Grafica basada en les dades de la OMS sobre els anys perduts
degut a la discapacitat produida per diferents les malalties neuropatiques en el
total de la poblacié analitzada (YLD). (Mathers, Boerma i Fat, 2004)

Més enlla de la vida laboral, la migranya té importants efectes en la
gualitat de la vida quotidiana. Ocasiona costos socioeconomics molt
elevats. Repercuteix en les relacions socials i familiars, el rendiment

escolar i, fins i tot, la permanencia al lloc de treball.

Els aspectes que son repercutits més negativament tenen relacio amb
l'assisténcia al treball, amb els estudis i amb el temps lliure. La migranya
pot provocar moltes dificultats en tots aquests aspectes. També pot
produir efectes adversos en la vida sexual, la situacié familiar o la carrera
professional. Fins i tot, pot arribar a causar dificultats en les amistats. En
el seguent grafic analitzen els efectes de la migranya en diferents

aspectes d’una poblacio de Suécia (Figura 2).

12
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Figura 2. Efecte de la migranya en aspectes importants de la vida. Adaptat de
(Jensen i Stovner 2008).

1.1 COM ACTUA?

La migranya és la consequéncia de l'activacio o irritacié de les fibres del
nervi trigemin. Es un dels 12 parells de nervis cranials que s’originen a la
base del cervell. Té tres branques que son les que transmeten la sensibilitat
del cap i condueixen les sensacions de les zones superior, mitjana i inferior

de la cara.

Aquest nervi capta informacio sensorial, térmica i nociceptora de la cara i
s’encarrega del moviment dels musculs encarregats de la masticacio (a la

Figura 3 es pot veure tota la zona relacionada per aquest nervi).

Es per aixd que el dolor de la migranya és intens i sobtat i pot apareixer
als ulls, a la mandibula, als llavis, a les genives, a les dents, al nas, al front o
el cuir cabellut.

13
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Les fibres que provenen de la primera branca, envolten els vasos
sanguinis localitzats a les meninges. Aquestes estan construides per
diferents capes de teixit que recobreixen tot el cervell. El cervell en sino és
el que fa mal, sind que son les estructures que el cobreixen les que causen
el dolor.

Durant un atac de migranya es produeix una inflamacié de les meninges

ja que les substancies inflamatories del trigemin sén alliberades.

A Maxillary zone

Ophthalmic zone

Mandibular zone

Broin blood vessel

Trigeminal Nerve

Figura 3. El nervi trigemin. A, Es mostra el nervi i les regions del cap que irradia. Font: https://neurohonors.wordpress.com/. B,Mostra
com es produeix el dolor. Font: amazon.com

Les meninges (Figura 4) estan constituides per diferents capes de teixit
gue recobreixen el cervell i hi arriben terminacions nervioses del dolor. En el
teixit nerviés del cervell no hi arriben aquest tipus de terminacions i, com he

comentat abans, no hi ha sensaci6 de dolor.

Pell Aponeurosi
I nn (it | Periosti

Os

Meninges

- Duramater

Aracnoide
Piamater

Figura4. Esquemade les meningesdel SNC, que son les
capessituadesentre l'os i I'encefal/medul-la espinal. Font:
Viquipedia.
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Durant un atac de migranya es produeix una inflamacié de les meninges
com a consequencia de lalliberament de substancies inflamatories del
trigemin. Aquesta inflamacié o “meningitis” no infecciosa és responsable de
provocar el dolor i fa que, quan movem el cap, el dolor empitjori 0 augmenti.

Per aguest motiu, estar en repos ens alleuja.

Hi ha diferents tipus de meningitis. La meningitis fungica, és deguda a la
propagacio d'un fong que entra dins del nostre organisme via inhalatoria i a
través del torrent sanguini arriba al sistema nervidés central. Diversos fongs
que es trobin en sols on hi ha materia en descomposicié ens poden causar
aquesta malaltia ja que entren dintre el nostre organisme per inhalaci6. No
€s una malaltia gaire frequent, pero es pot donar en persones que ja tinguin

el sistema immunitari compromes.

També hi ha la meningitis virica. En aquest cas és causada per un virus,
ja sigui enterovirus, virus de I'herpes simple, virus transmesos per mosquits
o VIH. En funcié de quin sigui el virus que causa la malaltia es pot propagar
de maneres diferents. Els simptomes que causen son rigidesa del coll, febre
i mal de cap. Si es tracta d’'una meningitis virica, els simptomes, en la
majoria dels casos, no son tan intensos com en la bacteriana. L’origen (viric
0 bacteria) el podem saber fent una puncio lumbar del liquid cefaloraquidi i

analitzant-lo.

La meningitis bacteriana és causada pel bacteri Neisseria meningitidis,
I'dnic reservori del qual és 'ésser huma. Es a dir, és un bacteri que només
pot sobreviure dins de I'ésser huma. Una part de les persones que tenen
contacte amb aquest microorganisme son colonitzades a la nasofaringe i son
portadores asimptomatiques del mateix. Només en un 1% d’aquestes
persones es produeix la malaltia. Es transmet per via aeria, per contacte
directe amb la persona a través de petites gotes respiratories, o per contacte
directe amb les secrecions nasals i faringies de la persona infectada. L’inici
d’aquesta malaltia és sobtat amb cefalalgia, febre, vomits, fotofobia i

alteracié del nivell de consciéncia.

Finalment, la meningitis no infecciosa, la responsable de la migranya,

€s causada per trastorns que no son infecciosos, farmacs o vacunes. Els

15
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més frequents sén aquells trastorns que causen inflamacio, com quan el
sistema immunitari ataca els teixits del propi cos en els trastorns

autoimmunitaris.

Neuropéptids
Neurokinina A @ SubstanciaP [l CGRP

- Vasodilatacié
- Inflamacié neurogénica

Receptors 5-HT

Gangli
trigeminal

Vasodilatacié
meningeal

Receptors 5-HT

Receptors 5-HT

Activacio

Transmissié i inal
central de dolor trigemina

Figura 5. El dolor es localitza a les membranes que envolten el cervell, és a dir a les
meninges, on s'ubiquen les terminacions sensitives (anomenades nociceptors) del nervi trigemin.

Autors figura: Neus Fabregat i Victor Obach.

La migranya, com he dit abans, és la cefalea primaria més important i
mes comuna, que es caracteritza per l'existéncia de crisis de cefalea

recurrents i molt intenses.

Les cefalees es classifiquen de la segient manera:

e Primaries — com la migranya, la cefalea de tipus tensional,
cefalalgies autonomiques trigeminals i altres cefalees no causades

per lesions del sistema nervios.

e Secundaries — com a consequencia de malalties o trastorns
que afecten el cervell, dolors facials o atribuides a trastorns
psiquiatrics.

e Neuropaties cranials doloroses i altres dolors facials — aqui hi

ha la neuralgia del trigemin.
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1.2. INTRODUCCIO A LA HISTAMINA | LA TIRAMINA

La histamina i la tiramina sén dos compostos que s’han relacionat amb
les migranyes. Aquests, pertanyen al grup de les amines i deriven
d’aminoacids que ajuden en la regulacié de la pressio arterial. Davant una

crisi migranyosa, es produeix l'alliberament d’aquestes substancies.

Molts aliments, com les nous, el iogurt o el coco, els contenen. Els que
son lliures d’aquestes amines son els ous, les verdures, les sopes, els

llegums, la carn i el peix frescos.

Per metabolitzar aquesta histamina i tiramina, 'organisme compta amb
Fenzim diamino oxidasa (DAO), situat a lintesti prim. Si n’hi ha grans
quantitats o n’hi ha una manca, pot generar efectes adversos com els mals
de cap. Sobretot, en el moment en que no es produeixen els suficients
enzims neutralitzadors de la histamina, els nivells elevats d’aquesta
amina en el torrent sanguini augmenten la vasodilatacio de les artéries i

poden provocar els atacs de migranya.

A la Figura 6, podem observar com gracies a 'enzim DAO, la histamina
pot ser metabolitzada per poder-se eliminar per lorina sense cap

inconvenient.

2 , Metabolismo de la histamina

3 ) Excrecion de la histamina

Figura 6. El metabolisme de la histamina. Font: Pagina web Dr. Healthcare.
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1.3. LES CAUSES

La migranya és causada en el moment que hi ha alts nivells d’histamina
provocats per un excés d’estrogens en sang, o pel déficit de 'enziim que
permet metabolitzar 'excés d’histamina, el DAO. Aix0 pot ser causat a partir
de factors genétics, factors hormonals, factors ambientals o per l'estil de
vida.

Un 70% de les persones que pateixen la malaltia tenen antecedents
familiars. Per tant una causa molt comuna pot ser associada als factors

geneétics.

Degut a l'augment dels nivells d’estrogens que hi ha abans de la
menstruacié, sén moltes les dones que pateixen migranya en tota la seva
vida fertil, i deixen de patir-la en arribar a la menopausa. Els medicaments
hormonals com els anticonceptius orals i la terapia de substitucio hormonal,
també poden empitjorar les migranyes. Algunes dones, pero, troben que les
seves migranyes es produeixen amb menys frequéncia en prendre aquests

medicaments.

Els canvis bruscs de la pressié atmosférica, també s'han associat com

una causa frequent de la migranya.

Finalment, els aliments i begudes que son rics en tiramina, com la
xocolata, embotits, platans, formatges curats, café, cervesa, vi negre,
alcohol, cafeina o farmacs vasodilatadors, també poden desencadenar

crisis de migranya.

A part de tots aquests, I'estrés a la feina o a casa, els estimuls sensorials
com les llums brillants i la lluentor del sol, els sorolls forts, les olors fortes
(perfum, pintura, fum de segona ma i altres), canvis de son (falta de son o

dormir massa) i I'esforg fisic intens, també poden causar la migranya.
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1.4. ELS SIMPTOMES

Les migranyes que sovint s’inicien a la infancia, a 'adolescéncia o a la
primera edat adulta, poden progressar a través de quatre etapes: prodrome,

aura, atac, post-drome. Tot i aix0, no tothom passa per les quatre.

PRODROME

Un o dos dies abans d’'una migranya, es comencen a notar els canvis
subtils que adverteixen d’una proxima migranya. El restrenyiment, el canvi
d’humor de depressio a euforia, els desitjos alimentaris, la rigidesa del coll,

Faugment de la set i la miccio, i el fregar freqlientment.

AURA

Hi ha persones que l'aura se’ls hi produeix abans o durant les migranyes.
Aquest simptoma, reversible del sistema nervidés, sol ser visual. Alguns
exemples de l'aura de la migranya serien els fenbmens visuals, com veure
formes, taques brillant o flaixos de llum. També la perdua de la visio,
sensacions d’agulles en un bra¢ o una cama, debilitat o adormiment a la cara
0 a un costat del cos, dificultat per parlar, sorolls auditius o mduasica, i

sacsejades o altres moviments incontrolables.

Cada simptoma sol comengar gradualment, s’acumula al llarg de diversos

minuts i té una durada de 20 a 60 minuts.

ATAC

La migranya sol durar de quatre a setanta-dues hores si no és tractada.
La freqiéncia amb qué es produeixen les migranyes varia d’'una persona a
una altra. Durant 'atac es pot tenir dolor generalment a un costat del cap,
perd sovint a banda i banda, sensibilitat a la llum, al so i de vegades a

I'olfacte i al tacte, i nausees i vomits.

19



EL DEFICIT DE LA DAO | LA MIGRANYA

POSTDROME

Després d’un atac de migranya, pots quedar confés o, fins i tot, excitat. El

moviment sobtat del cap pot provocar el dolor de nou breument.

1.5. FACTORS DE RISC

Hi ha factors de risc que et fan més propens a tenir migranyes.

e La historia familiar. Si hi ha parents propers amb migranya,

també hi ha moltes possibilitats de desenvolupar-la.

e |’edat. Les migranyes poden comencar en qualsevol edat, tot i
que la primera es produeix sovint durant ladolescéncia. Les
migranyes acostumen a augmentar durant els 30 anys, i a poc a poc

es fan menys greus i s6n menys freqients en les decades seguents.

e EIl sexe. Les dones tenen tres vegades més de probabilitat de

patir la malaltia.

e Els canvis hormonals. Per a les dones que tenen migranyes,
els mals de cap poden comencar poc a poc després de l'inici de la
menstruacié, a causa de la variacio dels nivells d’estrogens. També
poden canviar durant 'embaras o la menopausa. Les migranyes

generalment milloren després de la menopausa.

1.6. EL TRACTAMENT

La migranya no es pot curar. Tot i que si que pot desaparéixer amb la
menopausa o millorar al llarg dels anys. Hi ha tractaments que si son els

adequats poden alleugerir el dolor o prevenir-ne I'aparicio.

Es pot optar pel tractament no farmacologic, o pel farmacologic (Canal
Salut, 2017).
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TRACTAMENT NO FARMACOLOGIC

Es important que I'afectat intenti identificar i evitar els desencadenants

especifics de la seva migranya. La fisioterapia pot ser Util en alguns casos.

Apart d’aquests tractaments, una altra manera eficag i que ajuda en la
millora de la migranya és el seguiment d’'una dieta que millori els nivells
d’estrogens i la funcionalitat hepatica. També, el seguiment d’una dieta baixa
en histamina, utilitzar la suplementaci6 del DAO si hi ha una manca de
enzim, seguir un horari regular de menjars, i disminuir 'estrés, ajudaran

molt en la disminuci6 del dolor i 'aparicio de la migranya.

TRACTAMENT FARMACOLOGIC

Aqui, s’han de diferenciar dos grups de medicaments. Els simptomatics,

que s’utilitzen per alleugerir el dolor. Destaquen els antiinflamatoris,
paracetamol, ergotamina i els seus derivats. L’altre tipus son els preventius,

gue intenten evitar-ne l'aparicié. S’indiquen quan la migranya és molt
frequent o no respon adequadament al tractament simptomatic. Destaquen
alguns antidepressius, antihipertensius, antagonistes del calci, antiagregants,
i antiepiléptics.

L’eleccié d’aquests tractaments 'ha de fer i controlar un metge. Es

important evitar 'automedicacié per prevenir l'aparici6 de cefalea cronica

diaria, que es desencadena per abus de medicaci6 analgesica.
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2. L’ENZIM DAO

La histamina és una amina biogénica que regula moltes funcions
fisiologiques de l'organisme. Pot actuar a nivell dels organs periférics o a
nivell de sistema nervids central com a neurotransmissor. La desregulacio
d’aquesta amina es relaciona amb importants processos cronics. Quan la
histamina es troba elevada de manera cronica en el cos, es parla de

histaminosis.

La histamina es pot elevar per diferents mecanismes. El més important €s
degut a les sensibilitzacions a determinats aliments. Altres serien, per
exemple, les al-lergies, menjar aliments rics en histamina o patir sensibilitat a
altres estimuls com la llum, el soroll, les olors, els canvis de temperatura i

substancies quimiques.

En el metabolisme de la histamina hi ha una substancia important que és
la diamino oxidasa (DAO). Es un dels enzims que regula els nivells
d’aquesta amina en el nostre cos. Hi ha un percentatge de persones que
poden tenir un déficit de DAO amb el que s’accentuaria el seu problema

d’excés d’histamina.

Tenir un déficit de DAO o una Sindrome de Sensibilitat Central (SSC), o
una histaminosis cronica, no és el mateix. Es important diferenciar-ho. La
SSC és una malaltia que provoca hiperresposta i que es manté en el temps
malgrat la desaparicio de [lestimul i déna lloc a una simptomatologia
complexa i variada, que es tradueix en una o més d’aquestes malalties;
fatiga cronica, fibromialgia, cefalea... Podem tenir problemes amb la
histamina, pero cap déficit de DAOQ, i a linrevés, podem tenir un déficit de
DAO que pot estar empitjorant el problema d’excés d’histamina (SHC
Medical, 2013).

Segons uns estudis realitzats per “SHC Medical’, el 26% dels pacients
amb SSC, i per tant amb histaminosis cronica, tenen un deficit de DAO
moderat, i tan sols un 7,6% tenen un déficit sever de I'enzim. Per tant,

Fenzim DAO no és el més important ni determinant dins d’aquest quadre.
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Segons l'estudi de l'investigador Joan lzquierdo, un alt percentatge de
persones que pateixen migranya hi tenen el deficit DAO associat (Izquierdo,
2013). Pero, també cal tenir en compte que no totes les migranyes estan
causades per una desregulacio de la histamina, ni totes les persones amb

SSC tenen migranya.

2.1. RELACIO ENZIM DAO | HISTAMINA

La deficiencia de DAO produeix una alteracié en el metabolisme de la
histamina alimentaria que apareix quan l'activitat enzimatica de la diamino
oxidasa (DAO) és baixa. Es a dir, quan per alguna raé hi ha una deficiéncia
important en I'activitat funcional de I'enzim principal en el metabolisme de la

histamina.

El desequilibri entre la histamina ingerida i la histamina alliberada de les
cél-lues d’emmagatzematge de la histamina i la capacitat de degradacio de
la histamina condueix a 'acumulacié d’histamina en el plasma. Aleshores

activa l'aparicio d’efectes adversos per a la salut.

En persones sanes, la histamina que es pren amb els aliments es degrada
rapidament per 'enzim diamino oxidasa (DAO), pero les persones amb baixa
activitat funcional de DAO tenen el risc de patir intolerancia a la histamina o

histaminosis alimentaria.

A diferéncia de l'al-lergia alimentaria, 'aparicio de simptomes o efectes
adversos no esta relacionada amb la ingesta d’aliments especifics: no
nomeés es pot relacionar amb una gran varietat d’aliments amb diferents
continguts d’histamina, també es poden presentar simptomes fins i tot

despreés de la ingesta de productes amb baixos nivells d’histamina.

La deficiencia de 'enzim DAO pot causar efectes adversos en el nostre

organisme (Figura 7).
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Sistema Respiratorio Congestion nasal, asma u

Sistema Cardiovascular / Hipotension, hipertension y arritmias

Sistema Epitelial Urticaria, piel atopica, psoriasis

Migrafa, cefaleas, resaca, mareos,
Trastorno de Déficit de Atencion e
Hiperactividad (TDAH)

Sistema Nervioso Central

DAO ~NNNED- : - GEED -0

Sindrome del Intestino irritable,
estrenimiento, saciedad,
dolor de estémago, vomitos

Sistema Digestivo

Fibromialgia, dolores musculares
Sistema Muscular

@
! Sistema Oseo Dolores osteopaticos

Figura 7. Esquema dels efectes adversos causats pel deficit DAO. Font: Pagina web Dr.
Healthcare.

No és necessari que es manifestin tots els simptomes, tot i que la majoria
de les persones amb baixa activitat funcional de DAO presenten una mitjana
de tres d’aquests simptomes, sent la migranya el que predomina. Més
concretament, el 20% dels pacients presenta 1 o 2 d’aquests simptomes
associats, el 41,3% dels pacients presenta 3 o0 4 d’aquests simptomes i el

33,8% en presenta més de 5 (International Society of DAO Deficiency,
2018).

2.1.1. LAHISTAMINA

La histamina és una molécula derivada de la histidina, un aminoacid

essencial. Es produeix per descarboxilacié* mitjangant 'enzim L-histidina
descarboxilasa.

*DESCARBOXILACIO: reaccié quimica en la qual un grup carboxil és eliminat d’'un compost quimic en forma
de dioxid de carboni (CO2).
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La histamina té moltes funcions fisiologiques i fisiopatologiques. Participa
en la regulacié de la circulacio sanguinia local, en la permeabilitat capil-lar, la
contraccio i la relaxacié dels musculs i vasos sanguinis llisos, secrecié d’acid
clorhidric a l'estdmac, respostes d’hipersensibilitat immediata, processos
al-lergics i inflamatoris com a part de la resposta immunologica a patogens
externs, la curacio de teixits, i la seva accié6 també s’ha observat com a

neurotransmissor en el sistema nerviés.

La histamina és produida per tots els éssers vius i és un component
natural dels teixits. La principal font de histamina és el cos huma. La
histamina s’elabora a partir d’histidina (Figura 8). S’emmagatzema en els
granuls secretors dels mastocits, que son cél-lules del sistema immunitari
gue es troben als teixits, i dels basofils, que sén cél-lules granulades de la
sang. A causa de determinats estimuls, s’allibera per exocitosi. Després de
fer la seva funcio fisioldgica, s’excreta a través de lintesti, sent degradada
en passar per la mucosa intestinal per la diamino oxidasa, expressada per

les cél-lules d’aquest teixit.

© CO,

H o6 - NH,
w7 / /\/\/
@ \ R (P

aNHg L-histidina-descarboxilasa \N If
/

H H
I-histidina Histamina
(zwitterion)

Figura 8. Sintesi de la histamina a partir de la histidina. Autor; Dr. José Manuel Lopez

Tricas,2020.

Una de les principals funcions de la histamina endogena és la seva

intervencio en el sistema immunitari, produint reaccions al-lergiques..

L'actuacio de la histamina dins del nostre cos no és especifica, ja que hi
ha quatre tipus de receptors de la histamina (H1, H2, H3, i H4) en diferents

arees.
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e EI tipus H1 esta situat a la membrana de les cél-lules
musculars llises, als vasos sanguinis, bronquis i al tracte intestinal, al
teixit de conduccié cardiaca, en algunes cel-lules secretores i en les
terminacions nervioses sensorials. ElI gen que el codifica es troba en

el brag curt del cromosoma 3 (3p).

e Els receptors H2 es troben principalment a la membrana de les
cel-lules parietals a la mucosa gastrica, a les cél-lules dels vasos
sanguinis, a les cel-lules miocardiques i al nus sinusal, als basofils i
als mastocits on actuen com autoreceptors. Son codificats per un gen

gue es troba en el brag llarg del cromosoma 5 (5q).

e Dels H3 n'hi ha una baixa densitat, per0 s’ha detectat la
presencia d’aquest tipus en diversos teixits d’organs com el pulmd,
lestobmac, l'intesti i el pancrees. El seu gen es troba en el brag curt del

cromosoma 20 (20p).

e Els H4 estructuralment sén molt semblants als receptors H3,
perd codificats en un lloc diferent (a la regié 11.2 del brac llarg del
cromosoma 18, (18q 11.2)). Tenen una distribucido més amplia fora del
sistema nerviés central: medul-la 0ssia, monocits, limfocits,
granulocits, melsa, fetge i colon. Estimulen la quimiotaxis directament
d'eosinofils i cel-lules encebades, i indirectament de neutrofils i de
limfocits T. Probablement en un futur es puguin trobar formes de
modificar l'accié d'aquests receptors per disminuir la inflamacié en la

resposta al-lergica.

El sistema nerviés central (SNC) té els tres receptors a les neurones

histaminérgiques.

La segona font d’histamina és la derivada dels aliments i pot representar

més problemes, ja que la seva regulacié depen de la persona. Si es produeix

alguna alteracié del seu metabolisme i no es mantenen les concentracions

normals d’histamina en sang (50-70 mg / I), la lliure circulacié6 d’aquesta

amina en concentracions altes desencadena efectes indesitjables, com

migranya, fibromialgia, astenia i atopia.
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2.1.2. RUTA DE LA HISTAMINA DINS DE L’'ORGANISME.

EL METABOLISME

En el metabolisme de la histamina, 'enziim DAO hi té un paper
important. La histamina és degradada per aquest enzim per convertir-se en
N-acetil aldehid imidazol. L’activitat enzimatica baixa fa que es produeixi una
acumulacié d’amina a les céllules de la mucosa intestinal. Aleshores, la
histamina que prové de l'aliment i que generalment es considera normal, no
es metabolitza, augmenta la seva concentracié a la llum intestinal i es

produeix I'absorcio transepitelial d’aquest excés d’histamina exdgena.

Tots els aliments, des del moment que entren per la cavitat oral, estan
compostos per substancies nutritives que requereixen metabolitzacio per a la
seva posterior absorcié o excrecié. La histamina, molécula que es troba en
tots els aliments, ja siguin d'origen animal o vegetal, també ha de ser

metabolitzada per poder-se eliminar per I'orina sense inconvenient.

Es coneixen dues rutes importants del metabolisme de la histamina en els

éssers vius, on participen els enzims histamina-N-metiltransferasa (HMT) i

diamino oxidasa (DAO) (Figura 9).

Histidina
CHy-CH-NH,-CO0H

H"'

Histidina

descathonilasa
2101y
Histamina
_H;-CH;-NH,
DA HMT
oy -
W i)
H

Figura 2. Les duesrutes importants del metabolisme de la
histamina. Font: international Society of DACD Deficency,
2018
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Degradacié per la Histamina-N-metiltransferasa (HMT o HNMT)

L’'enzim HMT és el que degrada la ——
histamina en el teixit hepatic, perd també S SN COoR
s'expressa en molts altres teixits encara
gue en menor quantitat. Molts estudis

estableixen una escassa relaci6 de la

HMT en el metabolisme de la histamina Histamina
en la mucosa intestinal, ja que la seva — — T, Nemctihitamine
. . , « , . . . H H !
activitat és  gairebé insignificant B
e o -
comparada amb [activitat de [l'enzim o
DAO (F|gures 10 i 11) H-metilimidazal acetaldehtd
L’enzim HMT modifica l'anell de la H- W

CH;
ADH

AcH-metilimidazol acétic
CHy-COO0OH

producte, N-metilhistamina, es :

transforma per la monoamino oxidasa e "

(MAO) en N-metilmidiazol acetaldehid i . 10, 12 degradacis per1a Histamina N-metitransferasa. Font
International Society of DAQ Deficency, 2018

histamina. Després, gran part del

finalment enzim aldehid
deshidrogenasa (ADH) el transforma en acid N-metilimidazol acétic (Figura
10).

La histamina-N-metiltransferasa és una proteina citosolica i per tant
nomeés pot degradar la histamina a l'espai intracel-lular de les cél-lules. La
seva capacitat per metabolitzar la histamina és menor a la ruta de la diamino
oxidasa, la qual juga un paper en la inactivacio i eliminacié de la histamina
extracel-lular. Les patologies relacionades amb elevada concentracio

d’histamina en sang s’associen al déficit de DAO i no de HMT.

HMT

( s

O Realiza la degradacion de la histamina mayoritariamente  w.metimistamina | HMT
el tejido hepat oo S

V- »
Esta presente en muchos otros I« i pero en { s

N ‘tshlﬂ Aarod acetabde b

CH, CHO
N "
Es una proteina citoso 3 con actividad oM,
exciusivamente Intracelu :
Ac. Nomebibrmdag dl(.ﬁk:o
CH,CO0M

N "
CH,
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EL DEFICIT DE LA DAO | LA MIGRANYA

Degradacio per la diamino oxidasa (DAO)

La histamina pateix una
desaminacié oxidativa catalitzada
per la DAO. Els productes sén I'acid
imidazol acetic i el seu ribosid. Els
dos metabolits de la ruta de la

histamina, l'acid imidazol acétic i
lacid N-metilimidazol acetic (de la
ruta de la HMT) tenen poca activitat i

son eliminats perl'orina (Figura 12).

La DAO és lenzim amb major
rellevancia en el metabolisme de la
histamina. També té una petita
participaci6 en el teixit hepatic.

Majoritariament es localitza en

l'epiteli intestinal, zona on

s’absorbeix la histamina i la DAO

Histidina
CHy-CH-MH-COO0H

Histidina H
descathonilasa
Gy

Histanina
CHy-CHy-NH,
HMT
——
N

. ) DA
H-imidazol acetilaldebad —agumme—m————

CHy-CHO H
H
H H
H
ADH

Ac, Imidazclacétic

CHy-CHO
N )
H

Fibésit Ac. Imidazolacétc

CHyCOOH
H- W
Eibosa

Figura 12. La degradacid per la Diamino Oxidasa (DAQ). Font: International
Saociety of DAQ Deficency, 2018).

realitza la seva degradacio. La DAO localitzada al fetge controla el pas de la

histamina cap a la circulacio sistemica i quan es troba en el ronyd, on també

hi trobem la DAO, degrada la histamina reabsorbida en el tabul proximal.

DAO

-CHO
N N
H
Rib Ac. N-I P
CMH,-COOM
N- N
Ribosa

. Principal enzima en el metabolismo de la histamina

alimentaria

Esta presente en la mucosa intestinal, los rifones
la placenta, el timo, las vesiculas seminales

y en menor medida en el higado

Interviene en el metabolismo de la histamina

extracelular y el control de su
biodisponibilidad

Figura 13. Funcions de I'enzim DAO. Font: Dr. Healthcare 29



EL DEFICIT DE LA DAO | LA MIGRANYA

2.2. L’ALIMENTACIO | LA HISTAMINA

La dieta s’ha de considerar tenint en compte tant la quantitat d’histamina
gue contenen cada un dels aliments, com també els que siguin capacos
d’alliberar-ne 0 que continguin altres amines, com putrescina o cadaverina,
gque competeixen amb la histamina per ser degradades per la DAO.
Agquestes amines les podem trobar en productes fermentats, com el

formatge, alcohol, carns, o vegetals (Figura 14).

Inhibicion del sustrato

700
—@—  Histamina
600 - Putrescina /r"/‘\\
-5— Cadaverinag '/' \
T 500 F
.,-,' .4 Fspermidion ’/ \.
::'-' Faperming [ 9
Ry e \
E 300
=
S 200
=
£ 100
0 —
1 10 100 1000

Contracion de aminas [uM|
Figura 14. Podem observar les amines més competitives amb la histamina per ser

degradades per la DAO, la putrescina i la cadaverina. Font: International Society of
DAO Deficiency.

Les substancies del grafic (Figura 14) es poden mesurar a partir de la
sang del pacient. Ens mostra la inhibicié de 'accié de la DAO per competicio

de cada substrat.

La histamina i les altres amines sén biogeniques, i aquestes es formen

en els aliments a partir d'uns aminoacids precursors, per l'accio de 'enzim
descarboxilasa que prové dels microorganismes. La histamina prové de la

histidina, la cadaverina de la lisina i la putrescina de 'ornitina i I'arginina.
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2.2.1. AUGMENT DE LA HISTAMINA EN ELS ALIMENTS

S’han de complir certes condicions per a que la histamina pugui acumular-
se dins dels aliments. Hi ha d’haver el creixement dels microorganismes amb
activitat descarboxilasa, hi ha d’haver aminoacids precursors, i que les
condicions ambientals siguin propicies per la sintesi i l'activacido de les

descarboxilases.

Aixi doncs, si volem que aquestes amines, en el nostre cas la histamina,
apareguin als nostres aliments, és més facil si estan crus, que no hagin estat
emmagatzemats i refrigerats correctament, o si es produeix la fermentacio.
En el moment en que couem els aliments, passen a contenir una menor

quantitat d’histamina i altres amines com la tiramina.

També hi ha moltes bacteries que poden contaminar el menjar i que sén
productores d’histamina. D’aquesta manera, l'activitat de la histidina
descarboxilasa, que és la responsable de la produccié de la histamina,

continua encara que mori el microorganisme.

2.2.2. COM INFLUENCIEN ELS ALIMENTS EN L’AUGMENT
DE LA HISTAMINA

Existeixen aliments rics en histamina, com per exemple el peix blau, amb
unes xifres de 15 a 20 mg/kg. N’hi ha altres que soén alliberadors de la
histamina, com el cas de l'alcohol, citrics, kiwis, salsa de tomaquet, porc,
maduixes, marisc... Alguns altres bloquegen 'enzim DAO, com el cas de
lalcohol. | finalment, hi ha aliments rics en altres amines bidgenes com la
cadaverina o la putrescina que interactuen més rapid amb la DAO. Son el

formatge, la cervesa o el vi (Figura 15).

31



EL DEFICIT DE LA DAO | LA MIGRANYA

[ Alimento

Contenid
(mg/kg)

Berenjena 26
Aguacate 23
Bebidas alcoholicas nd-13
(v:;:o tinto, vino nd - 21
anco, vino nd- 63
espumoso, cerveza nd -2
embotellada)
Carnes curadas
(beicon, chorizo,
salchicha, fuet, nd-330
sobrasada)
Carne cocida nd-5
(jamén dulce)
Champagne 67
Col blanca 10-200
fermentada (Xucrut)
Espinacas 20- 30
Harina de trigo nd-5
y arroz
Queso de cabra nd - 87,1
" Queso curado nd - 162,1
Queso emmental 10 - 500
Queso fresco nd-5
Queso rallado nd - 5564
Queso rocafort nd - 2000
Yogurt nd-13
Legumbres (lentejas, nd- 10
garbanzos y judias)
Leche cruda nd - 3899

nd = no detectado

DAO D :: -

Alimentos ricos en histamina

Contenido
(mg/kg)

Setas y champinones nd-18
Carnes curadas nd - 10
{jamon salado)

Carne fresca
(ternera, cerdo) nd-4
Judias nd-2
Leche pasteurizada nd- 162
olivas nd-2
Pescado azul nd - 1.500
semiconservas
Pescado fresco nd - 19,75
Pescado azul fresco nd - 10
(atan, sardina)
Pescado congelado nd 894
Pescado azul fresco nd-2
y congelado
Productos vegetales nd - 2.300
fermentados
(derivados de soja)
Zumos de frutas nd-15
Tomate (fresco, salsa) 05-8
Vinagre 500
Vinagre de Sidra 20
Vinagre balsamico nd - 4,000
Chocolate nd- 05

Figura 15. Taula amb el contingut deis aliments que son rics en histamina. Font: Dr.

Healthcare
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Els aliments els podem distingir segons si produeixen una acumulacio
d’histamina a I'organisme, o si afavoreixen la seva concentracié encara que

no siguin rics en histamina.

La culpa, perd, no la tenen els aliments, excepte si és el cas d’una
intoxicacié per histamina que pot aparéixer en productes com la tonyina. El
problema esta en la persona ja que moltes vegades tenen déficit DAO o es
secreta un excés d’histamina enddgena. Per aix0, I'inica manera d’evitar els
simptomes relacionats amb l'augment de la histamina és la indigestio
d’alguns aliments, controlant els que en tenen. A part d’aixd, també s’han de
considerar aquells aliments que bloquegen 'enzim DAO, o els que alliberen
la histamina.

El peix és limplicat en la majoria de processos de intoxicacié per
histamina, sobretot la tonyina, el bonitol o verat. Poden arribar a tenir
concentracions de fins a 500 mg/kg per peix. Després del peix, va el

formatge, molt implicat en alguns quadres clinics per histamina.

L’acumulacié de la histamina en els aliments la podem controlar seguint
una bona higiene alimentaria per limitar la contaminacié dels aliments per
microorganismes aminogénics. La temperatura i el temps sén el major factor
de risc per a la formacié de la histamina. Per tant, refrigerar els aliments a

temperatures vora els 0° pot ser el métode més efectiu.

Segons la seva fermentacio o conservacio, les quantitats de histamina en
els aliments varia. Les carns i peixos, o aliments i begudes elaborats per
fermentaci6 o maduracid, poden presentar uns valors meés alts de histamina

ja que es deterioren microbiologicament amb facilitat.

Els nivells d'histamina en els aliments es consideren baixos si presenten
concentracions de fins a 5 mg/kg de menjar, es consideren moderats de 5-20

mg/kg, i per sobre de 20 mg/kg es considera elevat.
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2.2.3. ELS ALIMENTS QUE BLOQUEGEN L’ENZIM DAO

Es tracta d'un grup d'aliments en el que destaquen les begudes
alcoholiques; les destil-lades (com els licors, per exemple), el vi, la cervesa i
el cava (begudes fermentades). Les begudes alcohodliques contenen unes
amines bidogenes que sén la histamina, la cadaverina o putrescina. Quan es
degrada l'alcohol, produeix una serie de metabolits (com l'acetaldehid) que
competeixen amb els metabolits de la histamina (com el N-imidazol) per
lenzim aldehid deshidrogenasa, implicat en la degradacié de l'alcohol i la
histamina. Els metabdlits de I'alcohol actuen més rapid, de manera que els
metabolits derivats de la histamina s’acumulen i arriben a inhibir la DAO,

augmentant la histamina de la sang.

Aix0 produeix la ressaca, amb cefalea, nausees, vomits,... que soOn
simptomes deguts a la histamina encara que la persona expressi la DAO de

manera normal.

Alguns altres bloquejadors de la DAO serien el cafe, el té, el cacau, i les

begudes energetiques.

Una vegada s’ha diagnosticat el nivell d’histamina, cal indicar els aliments
que s’haurien de consumir segons el seu contingut d’histamina. La seguent
taula (Figura 16) ens mostra el contingut d’histamina en els diferents
aliments.
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aumentos | BSSRGREGHEE | Contenido medio Atocontenido
Licteos Queso fresco Mantequilla Leche, yogur, quesos fermentados
Avena, arroz, resto . Pan con levaduras artificiales. Pizza
Cereales Trigo
cereales industrial
Legumbres Todas Soja
Manzana, meldn
Frutas sandia, melocoton, Fresas, platano Citricos, kiwi
ciruela
Calabacin, espinaca,
Verduras Frescas - P Col fermentada
berenjena o tomate
Marisco. atun y anchoas en consernva
Pescado Pescado blanco Pescado azul
Salmdn ahumado
Jamén cocido o de
Carnes Fresca. Pollo , pavo. ! Embutidos, cerdo
pa'ﬂ:\
Huewvos Yema Clara cocida Clara cruda
Aceite de oliva o Cacao y frutos secaos
Grasas girasol Mantequills {nueces, cacahuetes)
Zumos citricos,
Bebidas Te verde te negro,bebidas Bebidas alcohdlicas
energéticas
Reposteria casera, Bolleria industrial,
Dulces sdulcorantes Mermelada artcar refinada
i hi Wi | i |
Otros Especias, y . ierbas Vinagre de manzana inagre ba. samico, mostaza, salsa de
aromdticas soja, curry, glutamato

Figura 16. Taula amb la quantitat d'histamina dels aliments. Font lnternational Society of
DAQ Deficiency.

Per tant, en el cas de tenir migranya degut a un augment d’histamina

exogena, podriem evitar tots aquells aliments amb elevat contingut
d’histamina durant unes setmanes, i segons I'evolucié tornar-los a incloure a
poc a poc i progressivament. També es pot ajudar utilitzant suplements de
vitamina C o B, que ajuden a augmentar 'activitat de la DAO. Tot i aix0, s’ha

comprovat que el més efectiu és seguir una dieta lliure d’histamina.

2.2.4. SUPLEMENTACIO DE DAO

En estudis sobre la migranya, s’ha comprovat que donant un suplement
de DAO es milloren els simptomes. En aquests estudis s’utilitzen unes
capsules de DAO. Aquestes fan que augmenti la seva concentracio a l'intesti
prim i, per tant, la capacitat de degradar la histamina. Amb aix0, s’accelera el
processament en el tub digestiu de la histamina present en els aliments, que

és la desencadenant de tots els simptomes.
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Els estudis destaquen que el suplement de DAO no elimina totalment la
simptomatologia, pero si que es millora la qualitat de vida dels pacients, en
el cas de la migranya. Per tant, destaquen que el millor benefici és utilitzar el
suplement DAO juntament amb la dieta baixa en histamina.

A la segient Figura es pot observar com la suplementaci6 de DAO pot

disminuir la simptomatologia produida per 'augment d’histamina.

Effect of DAO supplementaticn (n « 43)

e==gr==helly ache —— stdomiral ocamps i llatulence
== darrhea . 24y ATTI DRI
i
1% -
LR
> \_
.“..;' (319 -
BT Y \“:\\- ~
a
S s -
(S8
1% a3
1%
I -
ra supplementabian DAD supplementation

Figura 17. L'efecte del suplement DAO sobre la simptomatologia de la migranya. Font: Adran Aduela.
Com.
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COS DEL TREBALL

OBJECTIUS

En aquest treball m’he proposat consta dels segtients objectius:

1. Buscar informacio a la base de dades molecular del Centre
Nacional d’Informacié de Biotecnologia (NCBI) sobre la localitzacio
cromosomica i les caracteristiques estructurals del gen que codifica la
DAO.

2. Estudiar la variabilitat de les sequencies del gen DAO en
diverses especies de vertebrats i comprovar si I'evolucié del gen es
correspon amb la filogénia de les espécies estudiades. Es a dir,
m’agradaria arribar a saber la importancia d’aquesta proteina en el
nostre cos i I'evolucié que ha tingut aquest gen al llarg del temps, si hi
ha hagut grans variacions o no. També poder observar la variabilitat

del gen en espécies molt diferents.

3. Estudiar algunes de les mutacions i el patr6 hereditari de la
deficiencia de la DAO a través d’algunes proves realitzades a
membres de la meva familia. D’aquesta manera podria assegurar-me
de que sigui realment la deficiencia de la DAO el que m’ha provocat

els episodis de migranya.

4. Ampliar els meus coneixements sobre el gen DAO i que aixo
em permeti ajudar a la gent que pateix el deficit de DAO i no n'és

conscient, en aquest cas, especialment la meva familia.
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PART EXPERIMENTAL

Metodologia

1. ANALISI DE LES SEQUENCIES DE GEN DE L’ENZIM
DAO

1.1 Obtenci6 de sequeéencies de DNA i proteines de la base de dades
molecular Genbank.

Per estudiar I'evolucié del gen DAO he obtingut sequéncies corresponents

a diferents espécies utlitzant la pagina web  “Genbank”

(https:/Amww.ncbi.nim.nih.gov/genbank/, Figura 18). Es tracta d'una pagina

oficial i gratuita on hi podem trobar totes les sequencies publicades de gens,
de proteines i de genomes, que hi han. Sén totes publiques. Qualsevol
estudi de biologia molecular que es dugui a terme, obligatoriament ha de
dipositar la sequéencia en aquesta base de dades per a que pugui ser
publicat.

& ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

nes: policias  [BY Imatge Paula Soler...

GenBank Nucleotide  ~ e
GenB:

ank w | Submit w | Genomes w | WGS w | Metagenomes w | TRA v | TSA w | INSDC w | Other w

COVID-18 is an emerging. rapidly evolving situation
Get the Istast pubiic hesith informstion from COG: htps: WMV COMNSVIUS GOU
Gettne NIH:
Find NCBI d clinical

GenBank Overview GenBank Resources

What is GenBank?

Search GenBank

Update GenBank Records

of the GenSank flat file

tellen 43 thew have suhmitterd NCAI is

Figura 18. Genbank, la pagina web que he utilitzat per obtenir les
sequéncies del gen.
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Per a cercar les sequéncies del gen DAO, m’he assegurat de que estigui
posada l'opcié “nuclecotide” al costat esquerre del cercador de Genbank. A
continuacié, com que m’interessa trobar la sequéncia d’aquest gen en
lespécie humana, he introduit en el cercador “D-amino acid oxidase" AND
‘Homo sapiens”. A continuacié he anat a “orthologs”, on se m’han obert un

gran llistat de diverses especies.

SEARCH THE TAXONOMY TREE 245 genes for: Craniata
Enter taxonomic name
el N
vertebrates [ ] oselected.
Species Gene Architecture aa
O Homo sapiens DAQ o 347
human D-amino acid oxidase
O Musm Dao [0 —— 345
house D-amino acid
O susscrofe DAC o—————» 347
Pig D-amino acid oxidase
[m] Dao [0 S—— 346
D-amino-acid oxidase
a 368
D-aminc-acid oxidase
o DAG o= g 351
D-amino acid oxidase
0O Mocaco mulatte DAQ o 347
Rhesus monkey D-amino acid oxidase
O  Canis lupus familiaris DAOD 358
dog D-amino acid oxidase
BefSen transerints (31 BefSen nateing (21 Acchiterture

Figura 19. La llista despecies que et surt després de clicar “orthologs”.

En el cas de la nostra espécie, clicant sobre “Homo sapiens”, apareixen
diferents informacions: la longitud del gen (1694 nucleotids) o la classificacié
taxonomica de la nostra espécie, des del gran domini que és Eucariota fins

al genere, en aquest cas, Homo (Figura 20).

Homo sapiens D-amino acid oxidase (DAQ), mRNA

NCBI Reference Sequence: NM_001917.5
FASTA  Graghics

Goto: (@

LOCUS NM_g@1917 1694 bp mANA  linear PRI @4-JUL-2028

(0AGY, mRNA.

DEFINITION Homo sapiens D-amine acid oxidase
NM_8@1917
NM_891917.5

VERSION

KEYWORDS

SOURCE
ORGANISH

REFERENCE
AUTHORS

Figura 20 Informac:ons que et u;urten al clicar “Homo

sapiens”.
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Més avall hi apareix la sequencia del gen:

1 gcactccagt ccgggctggc ggacagaggg ctggaaacaa gacgctccag aatcaggagc

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

ttccecctecag

tttggtactt

gtccaccgcee

ggtctacgcg

gccctacctt

ctatctcctg

gggctacaac

atttcggaag

ccacacaagc

tgagagggga

aggcgcagac

cctgctgcag

cattctcacc

ccagacagtt

ccaggaccac

aagaattatt

agaacagctt

ctacgggctc

cctggaagaa

gctgcectece

ataagccatt

caaagtcagt

cctctacctt

ttcagaagaa

ggaggataat

aaaagtcctg

tctggctatg

aatgctggaa

gaaatagcat

ccggctgctg

ctctgcatcc

gaccgcttca

tctgacccca

agccatgtcc

ctcttccatg

ctgaccccca

ctaattctgg

gtgaagttct

gtgattgtca

ccaggccggg

catgacccag

actcttggag

aacaccattt

ggtgaacgaa

cgcactggac

accatccact

aagaaattgt

Ccccacaagaa

gcttctcect

gcctggagaa

ctctgggtet

aggacagctc

tgaggctaag

cagcaaagac

gaactctttt

caga

cctgtgtccece

caatgcgtagt

atgagcgcta

ccccactcac

acaacccaca

attctcccaa

aagccattcce

gagagctgga

agggaaagaa

tccagcggaa

actgcactgg

ggcagatcat

agagaggcat

gcatcttcca

gggaaggctg

ctggcttecg

cttcaaacac

ggggatgtgce

ccagaatgcc

ctcccttete

cacttctttce

gggttcagcc

ggcattataa

agaaaatcaa

taacctgatt

aactatctga

gcccagagca

cgcactgcag

ggtggtgatt

ccactcagtc

caccaccgac

ggaggcggac

cgctgaaaac

ggacccttecc

tatgttccca

ctatctacag

agtggagtct

ggtatgggct

gaaggtggac

ctacaattcc

gttgggaaac

ctgcagactg

gccagtacge

agaggtcatc

cctggaggca

accatcccac

ccctcagceca

ctcaaagaag

caacatgggg

agaacagctg

agaggccaac

acaagttgta

tgttgtttaa

cccatgaatg

ttgtctggtc

ggagcaggag

ctgcagccac

gtggctgeeg

tggagccaac

ctgggcctgt

tggaaggaca

gattacggct

tggctgactg

tttgaggagg

ggggcgctac

gccccttgga

ccgtacatca

tggagtgaac

gagcccacac

ccccagattce

cacaactatg

gccaagctct

ctctgaagac

atgaatcaat

catgaggtga

cccctecteat

aggctgtcat

tgcccagagc

ctaacatatt

cccagtgcett

ccatgacaca

tctccagceag

tcatcgggct

tggacataaa

gcctctggea

agacctttga

tcctaatcte

cagttctggg

atggctggtt

aaaggttaac

tggcaagaga

aacgagaccc

tgaagcactt

tcccagggac

taaacaatat

tgaagaatgc

ggctagaaag

gccatggagg

ttgggagaat

tccagtgact

gtgctcctte

gagaaagcca

cactgaaatc

tccatgagtce

cacagaaaat

aaaggttctg

gctaaaccta

aatctgagaa
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Tot i haver-nos dit anteriorment que s’ha obtingut a partir d'una molecula
de RNA, podem veure que la sequencia €s de DNA ja que té timina (T) en
comptes d’uracil (U). Aixd és degut a que s'utilitza com a conveni la
sequencia de DNA de la cadena no motlle, tal com a la Figura 21 es pot

veure.

Nontemplate strand

‘l‘l'l'
ACERCTCACTCATTING

L L S R
-

T C( (

DNA RNA polymerase Template strand

Figura 21. L'esquema mostra les dues cadenes complementaries del DNA, que son les blaves, ila bombolla de transcripcié (zona
taronja). U'RNA polimerasa esta sintetitzant '/RNA missatger. La cadena utilitzada per 'RNA polimerasa com a motlle per fer 'RNA
missatger és la de sota, I'orientadade extrem 3’ al 5". Aleshores, la que hauria de sortir al Genbank és la rosa, pero hi apareix la
blava, la sequénciadel DNA orientada de 5" a 3’ o cadena no motlle. Aixd és degut a que aquesta web inclou seqliéncies de DNA.
Tot i aixd, tan sols hi ha el petit canvi de la timina per Furacil.

Un tros més amunt de la sequencia nucleotidica del gen, hi apareix la
sequéncia proteica de I'enzim DAO. Cada lletra d’aquestes representa un
aminoacid.

“"MRVVVIGAGVIGLSTALCIHERYHSVLOQPLDIKVYADRFTPLTT

TDVAAGLWQPYLSDPNNPQEADWSQQTEDYLLSHVHSPNAENLGLFLISGYNLFHEAT

PDPSWKDTVLGFRKLTPRELDMFPDYGYGWEFHTSLILEGKNYLOWLTERLTERGVKFEF

QORKVESFEEVAREGADVIVNCTGVWAGALQRDPLLOPGRGQIMKVDAPWMKHEILTHD

PERGIYNSPYIIPGTQTVTLGGIFQLGNWSELNNIQDHNTIWEGCCRLEPTLKNARI I

GERTGFRPVRPOIRLEREQLRTGPSNTEVIHNYGHGGYGLTIHWGCALEAAKLFGRIL

EEKKLSRMPPSHL"
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Si tornem a la sequéncia nucleotidica original de 1694 nucleotids que hem
vist abans, hem de saber que no tota correspon a aquesta sequencia
proteica. Tot i que les regions introniques han estat eliminades i, per tant, hi
gueden els exons, encara hi resten fragments no codificants.

promoter
) Iss ’
§ > Exon | Exon 2 w Exon 3 R}
DNA
‘ gt ng 'y ag
Tramacription lactor
Dinding shter I'ranscription downstream
TAT A b W
COAAT-hen ) |
Eton ) Exon 2 Expn 3 Primary
transcri
awy | _a
2 ™ 4 / (wga s nag) g
\ \\. v 4 y / cleayage
N X Splicing / /. polyA ke
\ \ \ ‘ ) f signal
\ \ /
\ y, /
YUTR
e Mature
$'CAP mRNA

Start codon

aug Stop codon

== (upamaa wag) cleavage
I'ranslation site

Protein

Figura 22. Podem observar les diferents parts que hi ha en una seqiéncia d'un gen que inclou les regions exéniques (verd) i les
introniques (groc). Una vegadael gen es transcriu, s'obté un RNA heterogeninuclear (RNAhnN) o transcrit primari immadur. Durgnt
el procés de maduracid, elsintrons sén eliminats. Si ens mirem la cadena de RNA ja madura (la 3ra comencant per dalt), la regié
codificant (CDS), és a dir, la part de la seqliéncia que porta la informacié per als aminoacids esta limitada en els extrems per upa
regié 5 UTR i per una regié 3'UTR, les quals no es tradueixen a proteina. Simplement sén unes part de 'RNA que I'hi dongn
estabilitat i també F'ajuden a sortir del nucliiarribar al citoplasma. Font: biostars.org

Per tant, per fer les analisis, he utilitzat la sequencia de la regi6 CDS
(Figura 23).

ORIGIN

1 geactccagt cCgEEcTERe EEACILACER CTERAIICAD GACHCTCCIR SATCIZEIEC
61 tTCCCCTCag GAaatagecat CCTETETCCC CECACTRCAg TTETCTEETC TCTccageag
P S A AT AR (T tAT L P L gCR Rt gEtggtgatt ggagcaggag tcatcgggct]
fE st ccaccgee ctctgeatce atgagogeta ccactcagtc ctgcagecac tggacataa
P Mgt ctacgcg gACCECttca CCCCACtcac CAcCaccgac GtERCtECcy ECCtctggc
ElBWgccctacctt tetgacccca acaacccaca ggaggcgEac tEEAagccaac agacctttg
Wl ctatctcctg agocatgtce attctcccaa cgotgaaaac ctgggectgt tcctaatctd
S Meggctacaac ctcttccatg aagccattce ggacccttce tggasggaca cagttctges)
EEEMlatttcggaag ctgaccccca gagagetgga tatgttccca gattacgget atggetggtt]
B8 ccacacaage ctaattctgg agggasagaa ctatctacag tggctgactg aaaggttaac
EOWtgagagggga gtgasgttct tccagcggaa agtggagtct tttgaggagg tERCaagag:
EOMMaggcgcagac gtgattgtca actgcactgg gRtatggEct gEEECECtac aacgagaccd
PPPMlcctgctgeag ccaggccgge gEcagatcat gaaggtggac gocccttgga tgaagoactt
[EMMcattctcace catgacccag agagaggeat ctacaattcc ccgtacatca tcccagggad
EC M ccagacagtt actcttggag geatcttcca gttgggasac tggagtgaac taaacaatat]

RN ccaggaccac aacaccattt ggg NN
gl 22527t tatt gatgaacgaa ctg NSRS
BCF Magaacagett cgeactggac ctt

1081
1141
e
1261
i3
1381
1441
15e1
1561
1621
1681

ctacgggetc
cctggaagaa
getgectece
atasgceate
caaagtcagt
cctctacctt
ttcagaagaa
geaggataat
aaaagteetg
tctggetatg
aatgetggaa

accatccact
aagaaattgt
cccacaagaa
gereereece
gectggagaa
ctctgggtet
aggacagete
tgaggetaag
cagcaaagac
gaactcrtte
caga

(344
cac
eeegl
g8¢
aga
tay
aac
gec

/gene_synonys="DAM0; DAMOX; OXDA™
JEC_numbers" 1.4.3.3 "

/codon_start=1

/product="D-amino-acid oxidase"

/protein_id=" NP 091908 .3 *

/db_xrefs"CCOS: CCDS9122.1 ~

/db_xref="GenelD: 1618 *

/db_xref="HGNC: HGNC:2671 *

/db_xref="MIM: 124059 *

/translations"MRVWVIGAGVIGLS TALCIHERYHSVLQPLOIKVYADRFTPLTY
TOVAAGLWQPYL SOPNNPQEADWSQQT FDYLLSHVHSPNAENLGLF LI SGYNLFHEAT
POPSWKDTVLGF RKLTPRELDMF POYGYGWFHTSLILEGKNYLQWL TERLTERGVKF F
QRKVESF EEVAREGADVIWNC TGVWAGAL QROPLLQPGRGQ IMCVDAPWMICHF ILTHD
PERGIYNSPYIIPGTQIVILGGIFQLGNWSELNNIQUHNT INEGCCRLEPTLKNARLT
GERTGFRPVRPQIRLEREQURTGPSNTEVIHNYGHGGYGL T IMWGCAL EAAKLFGRIL
EEKKLSRMPPSHL™

You are bace: NCBI > DNA & RNA > Nucleotide Da

Figura 23. Sequéncia del gen amb la part CDS subratllada. 42
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A continuacid, he copiat aquest fragment de sequéncia i 'he exportat al
programa BioEdit Sequence Alignment Editor V7.2

(https://bioedit.software.informer.com/). Abans, perd, m’he apuntat el punt on

comenga (5 ATG, corresponent al codd d’inici AUG) i acaba (TGA-3’
corresponent al codé STOP UGA) la sequéncia CDS.

Una vegada he localitzat l'inici i la terminacié de la sequéncia CDS, he
anat a dalt de tot de la pagina de Genbank que conté la sequéncia i he clicat
on posa “FASTA”. D’aquesta manera he obtingut la part de la sequéncia

corresponent a la regié CDS, 'he copiati passat cap al BioEdit.

Homeo sapiens D-amino acid oxidase (DAO), mRNA

NCEI Reference Sequence: NM_001917.5
GenBank  Graphics

sNM_B81917.5 Homo sapiens D-amino acid oxidase (DAD), mANA

GCACTCCAGT COGGGC TRRCGRACAGAGHGE TRGAAACAAGACGE TCCAGAATCAGGAGE TTCCOCTCAG
AT AGCATCCTGTG T OO GCAC TGCAGT TATCTRGTCTC TCCAGEAGTT TG TACT TCCGGETGRETG
CAATGLGTETGGTGaTGATTGEAGCAGGAGTCATCAGGC TATCCACCACCCTCTECATCCATGAGCGLTA

Figura 24. Sequéncia de la regi6 CDS del gen

sencera.

Per poder obtenir les sequencies d’altres espécies he tornat a la pagina
anterior, on hi havia tota la llista de diverses espécies i e fet una tria de les
que volia estudiar a partir del seu nom cientific i del grup de vertebrats al
gual pertanyen(Taula 1, Figura 25). A continuacié he clicat en la fletxa de la
dreta de tot (marcat a la Figura 25) i se m’ha desplegat un menu on hi ha
varies sequencies de DNA (esquerra) i la seva equivalent de proteina
(dreta).
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Figura 25. A, La fletxa marca la pestanya que s’ha de desplegar. B, Menu on hi trobem les seqliéncies del DNA a

Nom vulgar Nom cientific Ordre Codid’accés
(Accession
number)
Humans Homo sapiens Primats NM_001917.5
Ximpanzé Pan troglodytes Primats AY398971
Ximpanzé Pan paniscus Primats XP_003832565.1
pigmeu
Oranguta Pongo abelii Primats XP_024111820.1
Macaco Macaca mulatta Primats XP_001103664.3
Porc senglar Sus scrofa Artiodactyla M27089
Vacal/toro Bos taurus Artiodactyla XP_015330977.1
Ovella Ovis aries Artiodactyla XP_027812452.1
Os bru Ursus arctos Carnivora XP_026370843.1

horribilis
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Panda gegant Ailuropoda Carnivora XM_034639423.1
melanoleuca
Gos Canis lupus Carnivora XP_022266251
Gat domestic Felis catus Carnivora XP_006938717.2
Rata negra Rattus rattus Rodentia XM_032886623.1

Uombat comu

Vombatus

ursinus

Diprotodontia

XP_027720826.1

Coala Phascolarctos Diprotodontia XP_020863714.1
cinereus
Cuco Cuculus canorus Cuculiformes XP_009558761.1
Falco pelegri Falco peregrinus Falconiformes XP_005236585
Cigne negre Cygnus atratus Anseriformes XM_035565767.1
Gall bankiva Gallus gallus Galliformes XP_015131013.1
Al-ligator Alligator Crocodilia XP_014454032.1
america mississippiensis
Llangardaix Lacerta agilis Squamata XM_033169378.1
pirinenc
Tortuga verda Chelonia mydas Chelonia XM_007058330.2
Granota Xenopus Anura XM_031898383.1
tropicalis
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Llampresa de Petromyzon Petromyzontifo XM_032947067.1

mar marinus rmes

Taula 1. Llistat espécies estudiades pel gen DAO.

1.2 Alineament de seqgiéncies amb el programa BioEdit v7.2

Un cop oberta l'aplicacio Bioedit (https://bioedit.software.informer.com/),
he seleccionat l'opcid “New sequence” i hi he enganxat la sequéncia
sencera. He marcat que és una sequéncia de DNA i li he posat un nom:
“‘Homo sapiens DAO NM_001917.5". Aquest numero és el codi de Genbank
que ens pot servir de referencia si volem tornar a buscar la mateixa

sequencia a la base de dades molecular.

Una vegada fet aixd, he seleccionat “Apply and close”. Per poder editar la
sequéncia he marcat l'opcié “edit”, on hi posa “mode”. Llavors he intentat
localitzar les regions que wull eliminar, les 5’ i 3° UTR, de manera que quedi
la CDS.

El meu objectiu en aquesta part ha estat obtenir la sequéncia del gen en
diferents espécies i veure com ha evolucionat al llarg de la historia. Per
exemple, si és una proteina molt important, s’ha de preveure que en
espécies molt diferents no hi hagi gaire variacid. Potser, fins i tot ens podem
trobar en algun cas concret d’espécie que evolucioni molt rapid. Aixd déna
molta informacié de sobre com aquesta proteina ha evolucionat al llarg de la
historia del grup d'organismes que analitzem, i també ajuda a veure la
importancia fisiologica que pot tenir.

A continuacié, he buscat la sequéncia del gen d’una altre espécie al

Genbank, posant al cercador el nom cientific de I'espécie i anant a “Fasta”.

Un cop ja he tingut la sequéncia de DNA, he seguit el mateix procediment
gque amb l'anterior i 'he copiat al Bioedit, a sota de la de IlHomo sapiens

(Figura 26).
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}* File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA  World Wide Web  Optiens  Window  Help

=0
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ATGCGTGETEETEETGATTGEAGCAGGRAGTCATCGEGCTGTCCACCGCCCTCTGCATCCATGAGCGCTACCACTCAGTCCTGCAGCCACTGGACATARAGETCTE

Pan troglodyGGCTGTCCACCGCCCTCTGCATCCATGANNNCTACCACTCAGTCCTGCAGCCACTGGACATARRGGTCTACGCEGRACCGCTTCACCCCACTCACCRCCACCGRL

Figura 26. Les dues sequéncies de gen d’espécies diferents col-locades al Bioedit.

Un cop he tingut les sequéncies del gen introduides al Bioedit, m’he
assegurat de que es corresponguin a les mateixes posicions l'una de l'altre.
Per aixd he seleccionat les dues sequéncies, anant a l'opcié “Accessory
Application” i “ClustalWw Multiple alignment” (Figura 27). El clustal és un
programa que té el Bioedit que serveix perqué les sequéencies quedin
completament alineades. A continuacié seleccionem “Run ClustalWW”. Ara ja
estan alineades. Finalment, he anat repetint aquest procediment amb totes

les altres sequéncies de les altres espécies que he estudiat.
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Figura 27. A, Les dues seqliéncies seleccionades. B, Seleccid de “Accessory Application”. C, Seleccid de "Clustalw Multiple alignment”.
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Una vegada alineades les sequéencies de totes les espécies, he volgut
observar com de semblants o diferents sén unes especies de les altres. Aixi
doncs, he clicat la icona de lletres i puntets que hi ha entre totes les eines.
D’aquesta manera hi ha lletres que desapareixen i només ens quedem amb

les lletres de la cadena on hi trobem la variabilitat, indicant les posicions
polimorfiques (Figura 28).

Mumbering Mask: M|
:2[zaTGAT Tres—

c [CATCAT [T¢:

TTTTlTTTT

View conser
D i

Figura 28. A, Icona que s'ha de clicar. B, Les lletres iguals a la seqliéncia principal han desaparegut, i les que tenen mutacions s’han
mantingut.

1.3 Analisi de variabilitat i polimorfismes amb DnaSP v6.12.03

Un cop fets els alineaments del gen i de la proteina amb el Bioedit, els he
estudiat millor analitzant la gran varietat de mutacions que contenen. He
utilitzat I'aplicacio “DnaSP (http://www.ub.edu/dnasp/)”. Primer de tot me
he instal-lat (Figura 29).

Launch
‘é;aDna_$Q§-é§‘

Oy

Figura 29.
Aplicaci6  DnaSP

instal-lada.
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Una vegada instal-lada, he hagut de tornar a obrir les seqiiéncies de gen i
de la proteina amb el Bioedit ja que per analitzar-les amb el DnaSP
necessitava passar-les a format FASTA. Per tant dins del Bioedit he obert
lalineament de sequencies del gen, he anat a “save as”, i on hi posa “tipus
de fitxer” he seleccionat 'opcié de “Fasta (*.fas, *.fast, *.fsa)”. Finalment he

clicat “Desa”. Després he repetit el mateix amb I'alineament de proteines.

Una vegada he tingut els fitxers amb el format correcte, ja el he pogut
estudiar amb el DnaSP. Per tant, he obert I'aplicacié i he seleccionat on hi
diu “File”, “Open Data File...”. Una vegada oberta, ens ha sortit un seguit
d’informacions: niumero de nucledtids que té la sequéncia (1378), total de
sequéncies analitzades (24) i altres dades sobre el fitker que no sén

rellevants pel meu estudi (Figura 30).

DraSPv. 61200 ove

Figura 30. Informacié que surt al obrir el fitxer de sequiencies amb el
DnaSP.

A continuacio, he tancat aquest requadre i he anat cap a “Data”. He clicat
Fopcié “Format”. Se m’ha obert un altre requadre. Aqui m’he assegurat que
tingués marcada les opcions “DNA”, “Diploid” i “Autosome”. Un cop he

verificat que esta bé, he clicat “OK”.

Nucleotide Sequence Format X

Data File: C:\..\Alineament sequéncies de gen DAO 2 final fas

Nucleotide Sequence Chromosomal Location
& DNA & Autosome
 RNA " X chromosome

" Y chromosome
" Z chromosome

Genomic State " W chomosome
" Prokaryotic

@ Diploid " Mitochondrial
" Haploid (" Chloroplast

If you want to store this information, save (or export) the active data file

as a NEXUS file format
| Cancel | OK 49

Figura 31. Requadre amb les opcions “DNA”, “Diploid” i “Autosome”

marcades
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7 i

Llavors he tornat a clicar “Data”, i dins d’aqui “Assign Coding Regions”. En
aquest requadre li he marcat al programa que és una regio codificant, és a
dir, és una regié que porta informacié per sintetitzar una proteina. Comenca
en la posicido numero 1 i acaba en la 1378. A sota dona l'opcié a marcar si
correspon 0 no al primer nucleotid del primer triplet, és a dir, el primer codé
és IATG i si les altres sequéncies comencen per ATG podem dir que totes
comencen pel primer triplet del gen i per un nucleotid de desoxiadenosina
monofosfat (A). Per tant he marcat I'opcido “1”. Finalment cliquem “OK”
(Figura 32).

Protein Coding Regions >
Active Data File: C:\.\Alineament segléncies de gen DAD 2 final fas

Selected region

From site: 1 to: 1378

{* Assign the selected region as a protein coding region
Set the codon position of the first site

f* 1 2 3

" Assign the selected region a5 & non-coding region

If wou want to store this information, save (or export) the active data file

as a NEXLS file format
Cancel | DK

Figura 32.Requadre amb on indica la posici6 on

comenga i acaba la cadena, i I'opcié “1” marcada.

He tornat a anar a “Data”, a 'opci6 de “Assign Genetic Code”. Aqui, per si
vull després fer una analisi a nivell de proteines, li he dit que el codi genetic
que faig servir és el del genoma nuclear universal, 'opcié “Nuclear
Universal” que ja ve per defecte. A l'esquerra del requadre hi ha les
equivaléncies entre els triplets i aminoacids que els hi corresponen (Figura
33).
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(uvuree [T
UUC Phe UCC Ser
UUA Leu LCA Ser
UG Leu UCG Ser
CUU Leu CCU Pro
CUC Leu CCC Pro
CUA Leu CCA Pro
CUG Leu CCG Pro
AU lle ACU Thr
ALC lle ACC Thr
ALA lle ACA Thr
ALG Met ACG Thr
GUU Val GCU Ala
GUC Val GCC Ala
GUA Val GCA Ala
GUG Val GCG Ala

UAUTyr  UGU Cys
UACTyr  UGC Cys
UAAStop  UGAStop
CAUHs  CGUAm
CACHs  CGCAmg
CAAGH  |CGAAmg
CAGGn  |CGG Am
AAUAsn  AGU Ser
AAC Asn  AGC Ser
AMALlys  AGAAg
MGlys  AGG A
GAU fsp | GGU Gly
GACAsp  GGC Gly
GAAGL  GGAGY
GAGGU  GGGGly

Genetic Code for: Alineament seqiéncies de gen DAO 2 final fas

Current Genetic Code:
MNuclear Universal j

OK

Figura 33. Requadre amb I'opcié “Nuclear Universal” marcada, i a

la part esquerra les equivaléncies entre els triplets i aminoacids que

els hi corresponen.

Després d’haver fet tots aquests passos, ja he donat les ordres

necessaries al programa perque analitzi les sequencies correctament.

Seguidament he anat cap a “Display”, i he clicat 'opcié “View data”. Se

m’ha obert una pestanya amb totes les espécies que he posat a la columna

esquerra, amb les seves respectives sequencies. En aquest alineament, es

marca amb punts les posicions nucleotidiques que soén idéntiques a la

sequencia de referencia humana. Si la lletra o part de la seqiiencia no hi és

perqué falta s’hi posa una ratlla, i si hi ha una lletra, indica un canvi de

nucleotid (polimorfisme) respecte la seqiencia humana (Figura 34).

Una altra informacié que s’obté de la Taula és que per cada tres bases

ens mostra 'aminoacid corresponent a la sequéncia humana (a la primera

fila).

. |
as3ccrsTio/o T alus ualtTcclals e ac oA s T claTclclcsc s Tccace s
AN
c G
c T T
c c AREE
c c OREE
c a ORBG C
c
c
c c » A
= . NEAG =
cle & AENCANNAAG al.lr
c Cle c c c c o c T
C A [4 Ccle c cl.l.T o T T
1|
lecied posibon Genom Select Sites/Codons.
i [ |

some: Chidl

#3: Droscehila subobscur

Figura 34. Taula de les diferents espécies amb les seves respectives sequéncies. Utilitza punts, lletres o

ratlles perindicar-nos les diferéncies de cada seqléncia respecte la “"Homo sapiens” , que és la humana, i la

que s'utilitza com a referéncia
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Seguidament he tancat aquesta pestanya i me n’he anat cap a fer

lanalisis. Per fer-ho, he clicat “analysis”,

i “Polymorphic Sites...”.

L’hi he dit

que ens ha d’incloure totes les 24 sequéncies (n=24) i tota la longitud. He

clicat “OK”.

Polymorphic Sites, Options

Diata Set:

All Included Sequences in = 24)

Region to Analyze

From site: | to: 1378

Cancel |

OK

Figura 35. Requadre amb Il'opcié “All Included

Sequences (n=24) marcada, i també la longitud

de la sequéncia.

Un cop he clicat OK, surt un requadre. M’ha sortit una dada a “Total

number of sites” que és un 858. Aquest nombre vol dir que de les 1378

posicions, que és el nombre que ens mostra a sobre d’aquest i inclou tots els

llocs que tenim (“lletres, guions i interrogants”), doncs aqui posa només

aquelles posicions que es sap del cert que hi hauna A, T, G o C. En les que

hi ha hagut delecions no es tenen en compte (Figura 36).

H oupuct: a degen DAO 2 finalfas

Polymorphic Sies.

—
2= e )

frout Deta Fle C Mmdew\[)rbllnﬁn
Number of sequences: 24 Number of sequences used

Selected rogon 111378 Number of stes: 1378

Total rumber of stes mxchudng stes weh Qaos / msang data) 858

yamwwa’m« 520
anable monomomiic) stes: 254

vnueomw stes: 604 (Total number of mutations: 1059)

Sngleton vaable stes: 133

Pcmdmun tul

s:mwv-uuuetwovm 100
Ste postions: 2 14 101 100 106 212 233 237 252 254 255 267 275
281 299 302 315 318 320 236 338 362 377 389 293 397 354
5554‘5!‘9-‘52-!9 498 506 507 517 530 553 554 564 582
1 944 558 1006 1014 1034 1051 1080 1103 1104 1111 1126
11371158 1163 1169 1181 111 1153 1209 1222 1224 1225 1232 1233 1236
1238 1241 1247 1250 1251 1254 1256 1263 1265 1266 1271 1272 1274 1275
1287 1288 1289 1301 1307 1310 1312 1313 1318 1319 1321 1327 1228 1330
1332 1334 1266
P, mntllmtmvm:r 1”5
3793100 WC?‘C%‘&\;”?HZM?!SZ 6
4

550 560 863 566 571 575 577 560 586 533 603 61 351
925 927 540 343 346 49 950 952 958 961 368 577 362 34
995 1017 1019 1020 1022 1023 1025 1038 1039 1042 1056 1057 1060 1066
1067 1068 1069 1074 1078 1083 1090 1054 1097 1058 1102 1105 1107 1109
11121113 1118 1124 1125 1127 1134 1138 1139 1145 1146 1148 1152 1153
1157 1160 1167 1178 1184 1186 1189 1190 1195 1217 1237 1243 1257 1258
1270 1252 1233 1295 1298 1302 1303 1305
-lnlhvevn-m A
Ste 7 108 152 155 312 317 326 355 361 370 &46 452
‘71 52059 SGSW‘QJS’%S 1073 1081 1136 1172 1214 1221 1223
1264 1257 1322 1225
P, riomative

ooy stes Bhree varare:
o postons. 13 153 156 SO?C B 29233?#32“2 5247 248
25928326‘”65682692"23"‘9230!3&176

Figura 36. Requadre on t'informa de les posicions on hi

pots trobar timines, guanines, citosines, i adenines.
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A continuacié he anat a “Analysis”, dins de “DNA Polymorphism”. Aqui he
indicat al programa si a I'hora de calcular els valors que em sortirien, volia
incloure 0 no les posicions on hi han delecions (guions). Si wull que n'hi
hagin, clico a “Nuc. Diversity (gaps/missing data)’, i si no les wull incloure,

aleshores no selecciono aquesta opci6. De moment no I'he clicat (Figura 37).

DMA Polymorphism, Options X
Data Set: |NI Included Sequences (n=24) j
Region to Analyze Sliding Window
¥ Compute
Gin to: 1378 Wwindow length: 100 sites

Step size: 25 sites

Excluding sites with gaps

A

Cancel ‘ Ok

Figura 37. Requadre on he indicat si volia o no incloure les delecions a

I'hora de calcular els valors de polimorfisme.

Després, he marcat la pestanya on hi diu “Compute”, dins d’ "Sliding

Window”, i “OK”. M’ha sortit dos nous requadre.

Després d’aixo, he tornat a “Analysis®, on diu “Synonymous and
NonSynonymous Substitutions...” ja que també m’interessa per obtenir més
informacions de les sequéncies i em facilita i m’ajuda amb l'estudi de la seva
variabilitat. Se m’han obert dues pestanyes noves on m’indiquen els canvis

sinonims i no sinonims de les sequencies.
Un canvi sinonim és que hi ha una mutacio en el DNA perd no implica
canvi d’aminoacid.

Un canvi no sinonim sera un canvi en la sequéncia del DNA, pero que

implicara canvi d’aminoacid.
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1.4 Analisi filogenetica amb el programa MEGA X v10.05

Una vegada he fet totes les analisis necessaries amb el DnaSP, he
continuat amb el programa “MEGA X” (https://www.megasoftware.net/),
una altra aplicacié que m’ha servit per obtenir informacié filogenética de les

sequencies del gen DAO.

He entrat al programa MEGA X, he clicat “File”, “Open a file”, i he obert el
document. Un cop obert, demana si s’ha d’alinear o no la sequéncia. He
posat “Analyze” directament ja que les sequéncies ja les teniem alineades
del Bioedit.

Després m’ha sortit un requadre on m’he assegurat de que la informacio
que ens dona dels interrogants (posicions indeterminades), guions
(delecions) i punts (posicions idéntiques a la sequéncia de referéncia) era
correcta, i seguidament he marcat “Nucleotide Sequences”. Per acabar he
clicat “OK”.

A continuacio, l'aplicacio pregunta si aquestes sequencies de DNA sén

regions codificants, és a dir, si codifiquen per una proteina. He marcat “Yes”.

Finalment m’ha demanat quin codi genétic wull utilitzar. He marcat
“Standard” (Figura 38).

would you liketo 0... X [ ellirmation X

.0" Analyze or Align File? '.0' Protein-coding nucleotide sequence data?

|._-Align | Analyze | W Yes | © No |

Data Options Select Genetic Code - o
Add Delete View Stal
Nucleotide Sequences Missing Data ? SELECT A GENETIC CODE
D s & Standard
rotein Sequences € Vestebrate Mitochondrial
Pairwise Distance € Invertebrate Mitochondrial
H © Yeast Mtochondnal
AI Ignment Gap © Mold Matochondnal
Identical Symbol . (* Protozoan Matochondrial
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Figura 38. Ordenat de la A a la D de les pestanyes que sens

obren quan seleccionem el fitxer.

A continuacié he anat a “Models” i he clicat on posa “Compute Nucleotide

Composition”. He marcat l'opcié “Yes” de la pestanya que se m’ha obert i

54



EL DEFICIT DE LA DAO | LA MIGRANYA

s’ha obert un nou requadre. Aqui 'aplicacié permet guardar els resultats al
disc dur ( si I'hi dic ), o els ensenya en un fitxer Excel, marcant I'opcié

“‘Display Results”.

A continuacié, he canviat d’apartat i he anat cap a “Phylogeny’. El
programa permet escollir entre diferents algorismes de reconstruccié

filogenética (Maximum Likelihood, Neighbor-Joining...).

He escollit el métode de Neighbor-Joining ja que és més rapid d’analitzar.
Dins de “Construct/Test Neighbor-Joining...”, he clicat “Yes”, i s’ha obert una
pestanya. Primer de tot m'he mirat que a “Test of Phylogeny’ estigués
marcada l'opcié de “Bootstrap method”. Després m’he fixat en el valor 500.
Aix0 vol dir que fara aquest analisi 500 vegades, o els cops que I'hi posi.
Aix0 serveix perque si ho féssim només un cop podria ser que ens sortis un

resultat a 'atzar. Per tant, he posat “500”.

Aquest analisis agafa les sequéncies, elimina unes guantes posicions a
I‘atzar i t'analitza i et treu I'arbre. Llavors ho va fent i te n’elimina unes altres
fins a 500 vegades. Finalment fa un recull de tots els 500 arbres que m’ha
fet, els posa en un de sol i em diu de cada agrupament que hi ha la seva

robustesa estadistica.

Tota la resta de dades de moment les he deixat iguals i he clicat a “OK”.
Amb pocs segons m’ha calculat 500 arbres i he obtingut un arbre consens de

tots plegats.

1. ANALISI DEL DEFICIT DE LA DAO

Per tal de poder assegurar-me si tinc o no el deficit de DAO, ja que
anteriorment no m’ho he mirat, m’he informat de la manera de saber-ho.
També m’interessaria poder aconseguir saber si familiars meus el tenen o
no, per poder buscar resposta a una de les preguntes inicials, sobre si el

déficit de la DAO és hereditari o no.

Buscant i cercant per internet, he trobat un seguit d’informacions i pautes

gue m’han permés saber que si que és possible.
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Hi ha dues maneres d’analitzar-ho, mitjangant un test de saliva o una
analisi de sang. El primer, consisteix en un estudi genétic no invasiu de
lactivitat de la DAO. Es tracta d’un test que realitza un genotipat d’alta
sensibilitat de les variants genetiques meés rellevants del gen AOC1 (DAO) a

partir d’'una mostra de saliva (Dr. Healthcare).

Es pot realitzar tant a casa com a la farmacia, no fa mal, i pot indicar a la
vegada la probabilitat de l'existéncia de variants genétiques associades al
deficit de la DAO dins de la familia, degut a la seva naturalesa probablement

heretable.

Els nivells dexpressi6 de la DAO presenten una gran variacio
interindividual. Pel gen que codifica la proteina DAO/ABP1 (AOC1), s’han
descrit variants de tipus SNP (variants d’'un sol nucleotid), algunes d'elles
associades a nivells reduits de lactivitat de la DAO. En aquest test

s’analitzen 3 d’aquestes variants de lAOC1.

Després d’informar-me del test de saliva, he volgut trobar més informacio
sobre l'analisi, de manera que he anat a una farmacia propera a la meva
zona i he tingut la sort de parlar amb una especialista en medicina alternativa

i complementaria.

Ella m’ha informat molt més sobre les possibilitats que tinc per fer-me
aquesta prova. Per mesurar 'activitat de 'enzim DAO també es pot fer una
analitica. Té un cost d’'uns 80€ aproximadament, i a la farmacia no es pot fer,
ja que cal fer-la en un laboratori d’analisis. Amb aquesta analitica em poden
dir el grau d’activitat que tinc d’aquest enzim (que és el responsable de

degradar la histamina).

Si lactivitat surt normal, no hi ha problemes de resposta histaminérgica
(mals de cap, picor, urticaries, etc.). Com menys activitat tingui, més

histamina acumulada hi ha al cos i per tant, més simptomatologia.

El test de saliva si que els puc fer a la farmacia a través d’un laboratori de
genética com Synlab o similars, a diferéncia de 'analisi de sang. Tot i aixo, la
farmaceutica m’ha informat de que amb el test de saliva pots saber si tens

deéficit de 'enzim DAO, en canvi si ho mires en sang pots saber a més a més
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la seva activitat. Es a dir, amb la mostra de sang pots precisar molt més el

diagnostic.

Després he trucat als laboratoris CERBA per tal d’informar-me més sobre
la prova i assegurar-me que aquests laboratoris pels quals treballa el
Gabinet Medic de la meva zona realitzen aquesta prova. M’han dit que havia
d’enviar un correu demanant aquesta informacié i el seu cost. M’han respost

amb les informacions seguents (Figura 39).

DIAMINOXIDASA (DAO) ACTIVIDAD, SUERO  CODIGO PRUEBA: 16868
Métado: Radioinmunoandlisis.
Montaje: Plazo de entrega:12
Muestra: 1 mi Suero (-8 2C - Congelar)
Transporte: Temperatura congelada.
Interpretacién:
Actividad Reducida DAQ: 40.00 - 80.00
Actividad Normal DAO :  Sup.a 80.00
Actividad muy Reducida DAO: inf.a 40.00

PRESUPUESTO:

16868 DIAMINOXIDASA (DAO) ACTIVIDAD, SUERC 8003-8009 - PRIVAT BARCELONA 136,00

9988 Extraccion y Proceso Privada 8003-8009 - PRIVAT BARCELONA 6,00

Figura 39. Informacié que m'ha proporcionat els laboratoris CERBA sobre les proves
del deficit DAO.

Aquesta analitica no es realitza a través de la seguretat social. Es
coneixen varies analitiques que diuen que miren el nivell d’enzim DAO, per
només una d’elles determina quina és l'activitat funcional de I'enzim en el
plasma en aquell precis moment, és a dir, si realment la quantitat que tenim
d’enzim és activa o no. Les unitats de l'analitica son en HDU/ml (unitats
degradants de l'histamina) o U/ml. En canvi, altres analitiques miren el nivell
total de I'enzim en el torrent sanguini (la concentracid), sense tenir en

compte si aquest té funcio biologica.

S’han detectat casos en que l'analitica ha donat falsos resultats. Per aixo,
recomanen complementar lanalitica amb l'estudi genétic molecular que
identifica variants seleccionades del gen que codifica la proteina DAO/ABP1
(AOC1).
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Per tant, sabent tot aixo, he decidit fer-me les proves mitjancant una
analisi de sang. Aixi d’aquesta manera també podré saber lactivitat de

Fenzim, fet que em permetra ampliar encara més la meva recerca.

Com que fer les analitiques a tota la familia €s una mica dificil degut al
temps i a alguns altres factors, la meva intencié és fer-la a un membre de
cada generacio de la meva familia (jo, la meva mare i la meva avia) per
poder tenir més dades i poder saber amb més fiabilitat si pot ser hereditaria

0 no.

Per tant, he anat al Gabinet Medic de la meva zona per tal de poder-me’ls
fer. Alla, he hagut de donar el document amb les opcions marcades del que

m’havien d’analitzar als laboratoris.

Al cap de dues setmanes he sabut els resultats.

Resultats

Després de tot aquest procés he aconseguit extreure una serie de
resultats.

Amb l'aplicacié DnaSP i a partir de les sequéencies que he buscat i alineat

amb l'ajuda del Genbank i el Bioedit, he obtingut el segtent.

1. RESULTATS DE L’ANALISI DE VARIABILITAT |
POLIMORFISMES

He obtingut aquesta taula que em mostra un seguit d’informacié que m’ha
ajudat a entendre la variabilitat de la seqiiéncia del gen DAO. Es a dir, el
nombre de mutacions, de llocs invariables (llocs on la lletra que hi ha en els
humans és la mateixa per a totes les especies), la diversitat nucleotidica,
llocs polimorfics (tots els llocs on hi ha mutacions)... tal com es mostra a la
Taula 2.
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Ndmero total de 520
posicions
nucleotidiques que
inclouen delecions
Llocs invariables 254
Llocs polimorfics 604
Tipus de llocs on hi
poden haver mutacions
Singletons (si 133
només hi ha una sola
mutacié entre totes les
especies en una
posici6 nucleotidica
determinada):
Llocs on tenen 471
informacio
parsimoniosa (si tenim
més d’'una mutacidé en
una columna)
Llocs on hi ha dues
mutacions
Singletons 100
Parsimonioses 175

Llocs on hi ha tres
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mutacions
Singletons 31
Parsimonioses 172
Llocs on hi ha quatre
mutacions
Singletons 2
Parsimony 124

Taula 2: Parametres de variabilitat de la seqgiéncia del gen DAO

extrets de l'analisi amb DNAsp.

El nimero total de mutacions que hi ha en les sequéncies del gen DAO
analitzades és de 1059, i la diversitat nucleotidica (Pi) és de 0,25750. Aquest
parametre indica la quantitat de variacié que hi ha amb les sequéncies que
estic analitzant. Fa una mitjana del nombre de mutacions comparant cada
parell de seqlencies i en treu aquest valor. Si aquest valor €s proper a 1 hi

ha molta més diversitat, i si €s proper a 0 menys diversitat.

La variabilitat que hi ha al llarg de la seqliéncia del gen es resumeix a
continuacio. Entre la posicio 1 i 272, la diversitat nucleotidica (Pi) és de
0,2772 i més 0 menys es manté igual entre la posicio 153-297. Pero entre la
posicié 323-422, baixa (Figura 40).

_d Output: Table of: Alineament sequéncies de gen DAO 2 fin... @

DNA Polymorphism UCSC Graph I DnaSP Graph ‘

Pi Theta S {»]
0,27721  0.20352 76
027018 |0.17842 67
030272 |0.19816 74
027333 10.18477 69
025322 |0,17942 67
0.25036 | 0.18477 69
021174  |0,16067 60
023518 |0.16603 62
0.23616 | 0.16603 62
0.23768  |0.17138 64
0.25536 | 0,18745 70
025960  |0.19013 7
025112 |0,18745 70
025554  |0,18210 68
0.23913  |0.16335 61
0.21040  [0.149%6 56
0.23014  [0.14728 55
022786 |0,14461 54
0.26496 | 0,16335 61

026417 |0,16603 62 60
0.26801  |0.17674 66 | v

Figura 40.Taula que ens mostra la variabilitat que hi ha al

llarg de la seqiiéncia del gen.
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He clicat a “DnaSP Graph” i surt un grafic d’aquestes dades. Relaciona
per cada posicio la diversitat nucleotidica que hi ha. A I'eix de les x ens posa
la longitud del gen, i a I'eix de les y el valor de Pi. Com més elevat és el valor
de Pi, més canvis/ mutacions hi ha. Com menys elevat, menys mutacions. La
primera part de la sequéncia d’aquest gen és forga variable i després hi ha
algunes parts que la variabilitat baixa. | cap al final torna a pujar. Es a dir,
linterval de posicions de la sequencia que és més variable és el de [1100-
1200] aproximadament. Al contrari, l'interval de posicions de la sequéncia

gue és menys variable és el de [600-950] aproximadament (Figura 41).

55! Graph from file: Alineament seqaéncies de gen DAQ 2 finalfas =N(ER =

Data  Chart

0.4 —Pi

T T T T T T T T T T
0 500 1000
Nucleotide Position

Figura 41. Grafic que relaciona la posicié amb la

diversitat nucleotidica.

He continuat analitzant altres parametres com per exemple els valors de
diversitat nucleotidica amb canvis sinonims i no sinonims. La Pi en canvis
sindnims és de 0,1922, i en els canvis no sinonims és de 0,2780. Per tant, hi

ha més mutacions en els canvis no sindbnims que en els canvis sinonims.

8 Output of: Alineament seqiéncies de gen DAO 2 final fas <=0

Syroaymeus and NonSyn. Subsstutions

~
ingut Data Fle: C:\. \Aineament sequéncies de gen D20 2final fos

Number of sequences: 24  Number of sequences used: 24

Selected regon: 1-1378  Number of stes- 1378

Total number of stes (exciudng stes weh gsps / missing data). 858

Number of codons analyzed: 278 (834 stes )

Total rumber of codons with algnment Gaps or missng data: 181
Genetic Code: Nuclear Universal
Proten Codng. and NonCoding Regions analyzed

Number of protein coding regions fexons). 1

Number of noncodng regions fntronic and flanking regions). 0
Protein coding region, from ste: 1 to 1378

Nuciectide Drversty

Thetala) / Number of mutations: n 2.

hamcm&om Total Number of st
Syr\cvvymeust(ess nssv sm-r-a-n
S:

NSS: 636,17
Pan 55 19650 NSS: 637,50
Pan SS: 196,50 NSS- 637,50
Paogo SS: 19417 NS 3
Macacs SS: 152.00 NSS: 642.00
SS: 15350 NS:

Bos SS: 197.83 NSS: 636
Ovis SS: 196.00 NSS: 638.00
Urs S5 199,33 NSS: 634
Ahsopoda Ss: 196.83 NSS: 637.1
o s§ 20300 Nss: e3100 61

N2 8 117

Flgura 42 Dades sobre els valors de diversitat nucleotidica amb

canvis sindnims i no sindnims.
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2. RESULTATS DE L’ANALISI FILOGENETICA AMB EL
PROGRAMA MEGA

L’analisi de la composicié nucleotidica m’ha donat el percentatge que hi
ha de timines, citocines, adenines i guanines per cada sequéencia de cada
espécie. Si hi hagués la mateixa quantitat de cada un dels nucleotids, hi
hauria d’haver un 25% de cada una. Perd a la Taula 3 es veu que no son

aquestes proporcions exactes.

En el primer cas, a la sequéncia de referéncia de 'Homo sapiens, per
exemple, tinc un 19,73% de timina , 28,63% de citosina , 25,19% d’adenina i

26,43% guanina . Hi ha una mica de desviacio, sobretot en la timina.

La taula amb totes les dades és la seglent:

U®) C A G
Homo sapiens DAO NM 001917.5 19,73 28,64 25,19 26,44
Pan troglodytes DAO XM 016924131.2 20,11 28,16 25,48 26,24
Pan paniscus DAO XM 003832517.3 20,11 28,25 25,38 26,24
Pongo abelii DAO XM 024256052.1 20,69 27,68 25,48 26,15
Macaca mulatta DAO XM 001103664.4 20,88 27,39 25,38 26,34
Sus scrofa DAO NM 214066.2 21,65 26,91 24,42 27,01
Bos taurus DAO XM 027566495.1 21,29 27,52 23,49 27,71
Ovis aries DAO XM 027956651.1 20,98 27,78 23,75 27,49
Ursus arctos horribilis DAO XM 20,78 27,78 23,47 27,97
026515058.1
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Ailuropoda melanoleuca DAO XM 21,40 25,82 25,14 27,63
034639423.1

Canis lupus DAO XM 022410543.1 21,60 27,79 23,75 26,85
Felis catus DAO XM 006938655.3 20,91 26,49 24,33 28,27
Rattus rattus DAO XM 032886623.1 21,71 27,76 23,34 27,18
Vombatus ursinus DAO XM 22,45 27,46 23,41 26,68

027865025.1

Phascolarctos cinereus DAO XM 22,93 27,07 23,41 26,59
021008055.1

Cuculus canorus DAO XM 009560466.1 20,02 28,45 22,13 29,41
Falco peregrinus DAO XM 005236528.2 20,11 27,68 23,08 29,12
Cygnus atratus DAO XM 035565767.1 16,49 31,12 20,39 32

Gallus gallus DAO XM 015275527.2 20,48 27,54 22,03 29,95
Alligator mississippiensis DAO XM 19,64 27,49 24,71 28,16

014598546.2

Lacerta agilis DAO XM 033169378.1 23,08 25,09 26,15 25,67
Chelonia mydas DAO XM 007058330.2 22,41 23,47 27,11 27,01
Xenopus tropicalis DAO XM 25,38 19,83 29,98 24,81

031898383.1

Petromyzon marinus DAO XM 22,04 26,43 23,38 28,15
032947067.1

Mitjana 21,12 27,06 24,35 27,47

Taula 3:Composicié nucleotidica de les sequéncies del gen DAO per a cada espécie analitzada.
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Amb aix0 he pogut veure el tipus de composicié que hi ha en cada cadena

de DNA de les diferents especies.

Per acabar, he obtingut els arbres filogenetics de les sequéncies de DNA

del gen DAO que es mostren a la Figura 43. En aquests arbres es mostren

les relacions filogenetiques de totes les espéecies que he analitzat (veure

Taula 1 de lapartat de Metodologia). A continuaci6 he comparat els arbres

per mirar si tots segueixen la mateixa estructura o hi ha diferéncies en la

posicié de determinades espeécies.

A

100 Ursus arctos hombiks DAO XM 026515058 1
Alluropoda melanoleuca DAO XM 034639423 1
Canis lupus DAO XM 022410543 1
Felis catus DAO XM 006938655.3
Sus scrofa DAO NM 214066 .2
Bos taurus DAO XM 027566495.1
Owis anes DAO XM 027956651 1
Macaca mulatta DAO XM 001103664 4
™ Pongo abein DAO XM 024256052 1
100 If Homo sapiens DAO NM 001917 5
¢ 4 Pan troglodytes DAO XM 016924131 2

10

% ' Pan paniscus DAO XM 003832517 .3
Rattus rattus DAO XM 032886623 1

— Vombatus ursinus DAO XM 0278650251
100 Phascolarctos cinereus DAO XM 0210080551

2

Xenopus tropicaks DAO XM 031898383 1
% A:g&t:;mssnssa piensis DAO XM 014598546 2
Cl mydas DAO XM 007058330 2
Lacerta DAO XM 0331693781
| —— Gallus gallus DAO XM 015275527 2

54

) Cygnus atratus DAO XM 035565767 1
‘;i_{: Cuculus canorus DAO XM 009560465, 1
100 Faico peregrinus DAO XM 005236528 2

0050

Petromyzon mannus DAO XM 032947067 1

Ursus arctos hormibilis DAO XM 026515058.1
Ailuropoda melanoleuca DAO XM 034639423 1

Canis lupus DAO XM 022410543 1
Felis catus DAO XM 0069386553

Sus scrofa DAO NM 214066 2

65 Bos taurus DAO XM 027566495 1

Owvis anes DAO XM 027956651 1

Macaca mulatta DAO XM 001103664 4

Pongo abela DAO XM 024256052 1

87

{Vombaus ursinus DAO XM 027865025 1
100 Phascolarctos cinereus DAO XM 0210080551

Pan paniscus DAO XM 003832517 3
55 Homo sapiens DAO NM 001917 5
Pan trog es DAO XM 0169241312
attus rattus DAO XM 032886623 1

Xenopus tropicaks DAO XM 031898383 1

Petromyzon marninus DAO XM 032947067 1
Algator mississippeensis DAO XM 014598546 2
Chelonia mydas DAO XM 007058330.2

Lacerta agilis DAO XM 033189378 1
[ Gallus gailus DAO XM 015275527 2

o7 Cygnus atratus DAO XM 035565767 1
‘T‘_{: Cuculus canorus DAO XM 0095604651
8 Faico peregrinus DAQO XM 005236528 2
—_—
0050
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% r Ursus arctos horribilis DAO XM 026515058 .1
Aduropoda melanoleuca DAO XM 034639423 .1
Canis lupus DAD XM 022410543 1
Felis catus DAO XM 006938655.3
- Sus scrofa DAO NM 214066 2
_{;805 taurus DAO XM 027566495 1
100 L= Owis anes DAO XM 027956651 1
Macaca mulatta DAO XM 001103664 4
Pongo abeln DAO XM 024256052 1
o5 | Homo sapiens DAO NM 001917 5
< “so Ly Pan troglodytes DAO XM 0169241312
3 100 ' Pan paniscus DAO XM 003832517 .3

- Rattus rattus DAO XM 032886623 1
— Vombatus ursinus DAO XM 0278650251
100 = Phascolarctos cinereus DAO XM 021008055 1
Xenopus tropscakis DAO XM 031898383 1
35 Albgator mississippiensis DAO XM 014508546 2
7‘[ > Chelonia mydas DAO XM 0070583302

| . Lacenta agiis DAO XM 0331693781
92 Gallus gallus DAO XM 015275527 2
100 Cygnus atratus DAO XM 035565767 1
RAST Cuculus canorus DAO XM 009560466, 1
100 “— Falco peregnnus DAO XM 005238528 .2

Petromyzon marninus DAO XM 032947067 1

Ll 100

010

Figura 43. Arbres filogenétics de les sequéncies de DNA estudiades. A:
Tenint en compte les posicions 1 i 2 de cada codd. B: Tenint en compte la
posicié 3 de cada codé. C: Tenint en compte totes les posicions de cada
codo.

Tot i que en aquests diagrames d’arbre he analitzat les mateixes
sequeéncies, en cada analisis no he tingut en compte totes les posicions

nucleotidiques.

En els tres arbres filogenétics obtinguts a partir de les sequéncies de DNA
del gen DAO he observat que les diferents espécies analitzades estan
incloses en el grup de vertebrats que els correspon.

En els arbres que inclouen les posicions 1 i 2 dels codons i totes les
posicions, a la base hi ha la sequencia del gen DAO de la llamprea
(Petromyzon marinus) (Figura 43A i C). En l'arbre basat en la tercera posicio
del codd, aquesta espécie de peix s’'uneix amb la granota africana (Xenopus
laevis) amb un suport de bootstrap baix (46) (Figura 43B). En els arbres
basats en les posicions 1 i 2 i les sequéncies completes, les sequencies de
reptils i d’aus s’agrupen amb valors de bootstrap elevats (92) (Figura 43A i
C). En canvi, en l'arbre basat en la posicié 3 del codd, la seva robustesa és
més baixa (boostrap de 59) (Figura 43B). Val a dir que en els tres casos,
aquest grup es divideix clarament en les branques corresponents a reptils

(langardaix [Lacerta agilis], tortuga marina [Chelonia mydas] i alligator
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[Alligator mississippiensis]) i aus (gallina [Gallus gallus], cigne [Cygnhus
atratus], cucut [Cuculus canorus] i falco pelegri [Falco peregrinus]). En els
tres arbres, els agrupaments de les aus tenen major robustesa (bootstraps
de 97-100) que els dels réptils (bootstraps de 43-54).

En els tres arbres, les sequencies de marsupials (uombat [Vombatus
ursinus] i el coala [Phascolarctos cinereus]) i placentaris (la resta de
mamifers) s’agrupen amb valors de bootstraps elevats (99,97,91) (Figura
43). Dins dels placentaris, comencant per la zona superior dels arbres, hi ha
els carnivors agrupats amb els artiodactils. En els arbres basats en les
posicions 1 i 2 i les sequéncies completes, tenen valors de bootstraps
elevats (92) (Figura 43A i C). En canvi, en l'arbre basat en la posicié 3 del
codo, la seva robustesa és més baixa (boostrap de 55) (Figura 43B). A
continuacio hi trobem els primats, que agrupats amb la resta de placentaris
(carnivors i artiodactils). En els arbres que inclouen les posicions 1 i 2 dels
codons i totes les posicions s’agrupen amb valors de bootstraps elevats (99 i
95) (Figura 43A i C). A diferéncia de 'arbre basat en la tercera posicié del
codo, que té una robustesa més baixa (bootstrap de 65). L’Unica espécie de
rosegador inclosa, la rata negra (Rattus rattus) queda unida externament
totes les espécies anteriors que he descrit. En els tres arbres les espécies de
placentaris s’agrupen amb valors de bootstraps molt elevats (100 i 99)
(Figura 43). En els tres casos, el grup es divideix clarament en les branques
corresponents a marsupials (uombat [Vombatus ursinus] i el coala
[Phascolarctos cinereus]) i placentaris (rosegadors (rata negra [Rattus
rattus]), carnivors (0s bru [Ursus arctos horribilis], panda gegant [Ailuropoda
melanoleuca], gos [Canis lupus] i gat domestic [Felis catus] ), artiodactils
(porc senglar [Sus scrofa], vaca [Bos taurus] i ovella [Ovis aries]) i els
primats (macac [Macaca mulatta], oranguta [Pongo abelii], humans [Homo

sapiens], ximpanzé [Pan troglodytes], xiimpanzé pigmeu [Pan paniscus])).

A continuacié he repetit el mateix procediment, perd amb la seqliéncia de

proteina. | I'arbre filogenétic que m’ha sortit és el seglent:

66



EL DEFICIT DE LA DAO | LA MIGRANYA

93 — Ursus arctos horribilis DAO XP 0263708431
33 Ailuropoda melanoleuca DAO XP 034495314 1
* Canis lupus DAO XP 022266251.1
80 Felis catus DAD XP 006838717 2

— Sus scrofa DAO NP 999231 1
g ' Bos taurus DAO XP 0274222961
100 Ovis aries DAQ XP 027812452 1
Macaca mulatta DAO XP 001103664.3
Pongo abelii DAO XP 024111820 1
Homo sapiens DAC NP 001908.3
Pan troglodytes DAQ XP 016779620.1
91 ' Pan paniscus DAQ XP 0038325651

99

99

—— Rattus rattus DAO XP 032742514 .1
{Vombatus ursinus DAQ XP 0277208261
63 100 Phascolarctos cinereus DAO XP 0208637141
54 Alligator mississippiensis DAQ XP 014454032 1
46~|—|: Chelonia mydas DAO XP 007058392 1
Lacerta agilis DAO XP 0330252691
100 Cuculus canorus DAQ XP 009558761 1
* — L Falco peregrinus DAO XP 005235351
100 Cygnus atratus DAO XP 0354216601
s?: Gallus gallus DAC XP 0151310131

Xenopus tropicalis DAO XP 0317542431
Petromyzon marinus DAO XP 032802958 1

_

nan

Figura 44. Diagrama darbre de proteina.

En larbre filogenétic obtingut a partir de les sequéncies de proteina del
gen DAO he observat que els agrupaments de les diferents espeécies
analitzades, s6n molt semblants als arbres filogenetics de les sequéncies de
nucleotids, tret d’algunes corresponents al anurs, réptils, aus i peixos que

canvien l'ordre dins dels seus grups corresponents.

En larbre de la sequéencia de proteina, les sequéncies de reptils i d’aus
s’agrupen amb valors de bootstraps elevats (95) (Figura 44). Son uns valors
similars als arbres de les seqiencies de DNA basats en les posicions 1i 2 i
les sequencies completes (Figura 43A i C). En canvi, sén diferents als de
larbre basat en la posicié 3 del codd, ja que la seva robustesa té un valor de
59 (Figura 43B).

Analitzant les sequencies dels mamifers, en la sequéencia de proteina, els
marsupials i els placentaris tenen una robustesa molt elevada (bootstrap 99).
En aquest cas, és similar als tres arbres de les sequencies del DNA, ja que

també tenen uns valors molt elevats (bootstraps 99,97 i 91) (Figura 43).

En la Figura 45 es pot veure 'agrupament de les espécies, indicat amb el

nom, dels quals he estat parlant anteriorment.
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99 [ Ursus arctos horribilis DAO XM 026515058.1
A 99 Ailuropoda melanoleuca DAO XM 0346394231
 E— Canis lupus DAO XM 022410543.1
9214 FSells catufs %/A% m %2(1%%%635 o=
us scrofa ,

Bos taurus DAO XM 0275664951 | Artiodactils
Ovis aries DAO XM 027956661.1.)
Macaca mulatta DAO XM 001103664 .4 -
Pongo abelii DAO XM 0242560521

o9 | Homo sapiens DAO NM 001917.5
9oLy Pan troglodytes DAO XM 016924131.2
31 100 ' Pan paniscus DAO XM 003832517.3
Rattus rattus DAO XM 0328866231
Vombatus ursinus DAO XM 027865025.1 | | M |
1% L— Phascolarctos cinereus DAO XM 021008055.1 | Marsupials
Xenopus tropicalis DAO XM 031898383.1 | Anur
98 Alligator mississippiensis DAO XM 014598546.2
5| [ —— Cheloniamydas DAO XM 007058330.2 JReptlls
Lacerta agilis DAO XM 0331693781
92 —— Gallus gallus DAO XM 015275527.2 l
Aus

Carnivors

99

- Primats
Simis

I Cygnus atratus DAO XM 035565767 .1
ez"j': Cuculus canorus DAO XM 009560466.1
Falco peregrinus DAO XM 005236528.2
Petromyzon marinus DAO XM 032947067 1 Peix

010

95 —— Ursus arctos horribilis DAO XM 026515058.1
B 83 Ailuropoda melanoleuca DAO XM 034639423 1

Canis lupus DAO XM 0224105431
35 7% L— Felis catus DAO XM 006938655, 3

Sus scrofa DAO NM 214066.2 o
65 —|95 E Bos taurus DAO XM 027566495.1 | Artiodactils
100 QOvis aries DAO XM 027956651.1
— Macaca mulatta DAO XM 001 10@6_4._1 =
99 — Pongo abelii DAO XM 0242560521
93 |
99

Carnivors

Pan paniscus DAO XM 003832517.3 —_ ;
Homo sapiens DAO NM 001917.5 Simis Primats
Pan troglodytes DAO XM 016924131.2
Rattus rattus DAO XM 032886623.1 -
{Vombatus ursinus DAO XM 027865025.1 “
Phascolarctos cinereus DAO XM 021008055.1 | Marsupials
% Xenopus tropicalis DAO XM 0318983831 |Anur___
Petromyzon marinus DAO XM 0329470671 | peix
86 Alligator mississippiensis DAO XM 014598546 .2
—-|43 I Chelonia mydas DAO XM 007058330.2 Reptils
Lacerta agilis DAO XM 0331693781
59 — Gallus gallus DAO XM 015275527 2 =0
37 Cygnus atratus DAO XM 0355657671
'T‘ECUCUIUS canorus DAO XM 009560466.1
86 Falco peregrinus DAO XM 005236528.2

97

—_
0.050

Figura 45. Indica l'ordre al qual pertanyen les espécies. A, Arbre filogenétic de les sequencies
1i 2 de DNA del gen DAO. B, Arbre filogenetic de la seqiiencia 3 de DNA del gen DAO.
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3.RESULTATS DE LES ANALISIS DE SANG

Finalment, he pogut realitzar la prova del déficit DAO, mitjangant I'analisi

de sang només a la meva mare i a mi degut a la falta de temps, per tal de

comprovar si 'enziim s’expressa i quina activitat té. Els resultats obtinguts

son els seglents.

Resultat Interval del Interpretacio
resultat
Els meus 3,7 kU/L menys de 3,74 Alta incidencia
resultats kU/L d’intolerancia a la
histamina, activitat
molt reduida del
DAO
Els de la meva 8 kU/L De 3,74 a 1254 Probable
mare kUI/ incidencia

d’intolerancia a la

histamina

Taula 4. Resultats de l'activitat de la DAO a partir d'analisis de sang.

Els valors superiors a 12,54 kU/l determinarien INTOLERANCIA A LA
HISTAMINA POC PROBABLE

La seqiéncia genética del DAO es troba en un fragment localitzat en el

cromosoma 7 (7934-Q36) del genoma huma i esta compost per 5 exons i 4

introns.
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S’han trobat moltes diferencies entre la sequéncia d’exons i introns

d’aquest gen que son degudes al polimorfisme genétic.

Segons dades del Centre Nacional d'Informacio Biotecnologica (NCBI), hi
ha 85 variants d’'un sol nucleotid (SNP) localitzats i identificats en el gen
huma del DAO (AOC1). 17 d’aquests SNP es troben en els exons, dels quals
7 produeixen substitucié dels aminoacids, i poden causar alteracions en la

capacitat metabdlica de I'enzim.

De tots els polimorfismes que s’han trobat en la sequéncia del gen AOC1,
3 d’aquests produeixen baixa activitat enzimatica en la metabolitzaci6. Tenen
de referencia rs1015611, rs1049742 i rs1049793 (International society of
DAO deficiency).

Les persones que son portadores d’aquests polimorfismes presenten una
menor activitat de la DAO que els individus no portadors. Els estudis
indiguen que aquest tipus de polimorfismes ocorren amb una freqiencia
global aproximada del 10 al 13 percent, afectant especialment a dones de
mitjana edat. Altres polimorfismes estudiats de substitucié d'aminoacids en el

gen de la DAO no mostren canvis en la seva activitat enzimatica.

Discussio

1. ANALISI DE VARIABILITAT | POLIMORFISMES

L’apartat de 'analisi de variabilitat i polimorfismes m’ha servit per entendre
com ha canviat el gen DAO al llarg de 500 milions d’anys, des de l'aparicio
dels peixos més primitius (agnats). De la interpretacié del grafic obtingut a la
Figura 41, podem dir que la sequencia del gen DAO ha evolucionat de
manera diferent depenent de quina part es consideri. Hi ha parts més
conservades i regions que han variant més al llarg d’aquest temps, com les
dels intervals de les posicions de la seqiéncia [300-500] i [1000-1200]
aproximadament. La regid0 meés important pel bon funcionament de la

proteina i, per tant, la més conservada, dedueixo que és la del pic més baix
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de diversitat nucleotidica (0,2), localitzada al voltant de la posicié

nucleotidica 600 aproximadament.

A partir dels resultats que he obtingut de l'analisi de la composicio
nucleotidica sobre els quatre nucleotids, timina, citosina, adenina i guanina,
he pogut concloure el seguent. Tal com he dit anteriorment a I'apartat dels
RESULTATS, hauria d’haver obtingut un valor del 25% per a cada nucleotid
si hi hagués hagut la mateixa quantitat de cada nucleotid en cada sequencia
de les diferents espécies. Pero he obtingut tota una serie de percentatges de
cada nucleodtid en cada espécie diversos i diferents a un 25%, , com s’ha vist
en la Taula 2. Per exemple, en el cas de 'Homo sapiens eren : 19,73% de
timina , 28,63% de citosina , 25,19% d’adenina i 26,43% guanina.

He tingut en compte que aquests nucleodtids s’uneixen de dos en dos a les
cadenes complementaries de la seglent manera: timina amb adenina, i
citosina amb guanina. De manera que seguint aquesta relacio, hi hauria
d’haver la mateixa (o similar) quantitat dels dos nucleodtids de cada parella en
totes les especies. També he parat atencié en les possibles mutacions que
poden fer variar aquestes xifres, pero tot i aixo0 no vol dir que no hagin de

tenir uns percentatges similars.

En funcié que hi hagi més G/C o A/T té una certa relacié amb l'estabilitat
de la unié de les dues cadenes que formen la doble hélix de DNA. Es a dir, si
faig les sumes de G amb C i A amb T em surt que hi ha més contingut de
G/C, la qual cosa vol dir que aquesta sequéncia és més estable ja que la
unié d’aquestes dues bases es realitza amb tres ponts d’hidrogen i aixd pot
provocar que hi hagi menys mutacions. En canvi, la T i la A fan unions amb

dos ponts d’hidrogen i s6n més inestables.

En general tots tenen uns nombres semblants. Amb el cas de la timina i la
adenina, perd, amb diferéncies d’'un 1% fins a un 6%. Aixd, com he dit
abans, pot ser degut a mutacions diverses que hi poden haver en els gens a
causa de la inestabilitat dels dos ponts d’hidrogen que uneixen aquestes

base nitrogenades.

Amb la citosina i la guanina, en canvi, les diferéncies s6n molt menors i

tenen valors molt més semblants. Els percentatges entre les diferents
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especies varien d’'un 1% a un 2% aproximadament en la majoria dels casos.
Tot i aixd, nN'hi ha que quasi no varien, i contrariament n'hi ha un o dos que
varien fins a un 5%. En aquest cas, la major estabilitat és deguda a que fan
unions de tres ponts d’hidrogen, i per tant redueix el nombre de possibles

mutacions.

Per tant, podem considerar aquestes cadenes forca estables degut a la
major quantitat dels ponts d’hidrogen, ja que en quasi tots els casos hi ha
més quantitat de G/C que de T/A, encara que per poca diferencia els uns

dels altres.

2. ANALISI DE FILOGENETICA DEL GEN DAO EN
VERTEBRATS

La seglent part d’'on també

nhe pogut extreure molts [
resultats és amb les analisis Mones vell mon

Mones sudamerica

filogenétiques. La Figura 46

representa les relacions :AI
Perisodactils

filogenétiques dels principals

Carnivors

grups de vertebrats. El grup

Rosegadors

més ancestral és representat

Marsupials

pels peixos. A continuacio hi

Aus

l_
I‘ Reptils

trobem els amfibis, els reptils

i les aus. En el grup dels

mamiffers hi ha els marsupials A fanrs)

gue son el grup germa dels peves
placentaris(els rosegadors, _ _ . -

Figura 46. Arbre filogenétic de les especies.
els carnivors, els perissodactils, els

artiodactils, les mones de sud America, les mones vell mén i els simis).
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Comparant-ho amb els resultats dels arbres filogenétics obtinguts de les
sequencies de DNA i proteina del gen DAO (Figura 43), es pot veure que les
filogénies del gen segueixen el mateix patrdé que la filogénia de les espécies.
Sén unes filogénies consistents amb la de la Figura 46. En cas que no
'haguessin seguit, indicaria que la filogénia d’aquest gen seria independent
de la filogenia de les especies, és a dir, el gen i les especies haurien tingut

una historia evolutiva independent.

També he pogut observar que aquest gen és molt antic ja que apareix en
llamprees, que pertanyen al grup de vertebrats més antic conegut. Les
llamprees formen part del grup de peixos més primitiu que sén els agnats.
Els primers agnats van aparéixer fa uns 510 milions d’anys i van ser molt
abundants fins que la majoria de les seves espécies van desapareixer fa uns
370 milions d’anys. Per tant, aixd vol dir que fa 510 milions d’anys o més que
existeix el gen DAO. El fet que les llamprees el tinguin i siguin uns
representants tan primitius dins els peixos (agnats) demostra que el DAO es

un gen important en la historia evolutiva dels vertebrats.

3. ANALISI DE L’ACTIVITAT DE LA DAO EN UNA MOSTRA
DE SANG

Els resultats obtinguts en [l'analisi de sang podrien explicar una
determinada base genética ja que, en el meu cas, ha sortit una activitat

reduida de la DAO i ala meva mare una possible deficiencia de la DAO.

La causa principal de la disfuncié enzimatica de la DAO és per un origen
genetic. (ADD. Adriana Duelo Dietistas) La migranya no és hereditaria, ja
que el que s’hereta és el déficit de la DAO. No s’ha estudiat exactament
l'alteracié que rep l'enzim o qué és el que provoca la seva falta o baixa
activitat en els pacients amb migranya, pero podria estar relacionat amb el
polimorfisme genétic d’'un nucledtid de lenzim DAO (en els exons del
cromosoma 7 del gen AOC1 (DAO). Tenen de referéncia rs1015611,
rs1049742 irs1049793) .
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El valor que determina I'existéncia d’una activitat funcional baixa de DAO
es troba per sota dels 80 HDU/ml (Unitats de Degradacié d’Histamina).
Aquest nombre, s’ha arribat a comprovar que é€s el minim per a que es pugui
garantitzar el correcte metabolisme de la histamina per evitar els efectes

adversos, entre ells la migranya.

Hi poden haver diversos motius que portin a un deéficit d’aquest enzim, que
poden agreujar el déficit i fins a arribar als simptomes. Un dels factors pot
ser genetic, que com he dit anteriorment pot estar relacionat amb el
polimorfisme genétic, malgrat que no se n’hagi estudiat exactament

l'alteracio.

Un altre pot ser farmacologic, degut a alguns farmacs existents implicats
en el déficit o en la baixa activitat de 'enzim Diamino Oxidasa. El que fan és
bloguejar o inhibir enzims implicats en la metabolitzacié6 de la histamina,
sobretot la DAO, o alliberen histamina endogena. Aquest risc és de gran
importancia, ja que hi ha medicaments d’'us comu que hi estan involucrats

com per exemple el “naproxén’.

Per tant, a partir dels resultats de la meva analisi, podria ser que jo

hagués heretat el deficit de DAO de la meva mare.

Aquests resultats que he obtingut es podrien millorar. Degut a la falta de
temps, només he pogut fer 'analisi a dues persones, en canvi hagués anat
molt bé incloure més persones de la meva famiia en el treball. D’aquesta
manera hagués pogut precisar molt més a [I'hora d’extreure’n les

conclusions.

També hagués pogut comparar amb families que no tinguessin deficit
DAO ni migranya, que m’haguessin servit com a grup control del meu procés

experimental.

A part, amb un seguiment al llarg de tot 'any dels meus nivells de déficit
DAO m’hauria donat més informacié sobre la variabilitat temporal del déficit

d’aquest gen, si és que en té.

74



EL DEFICIT DE LA DAO | LA MIGRANYA

La meva experiencia personal va passar per moltes fases diferents.
Després d’unes quantes visites al neurdleg i de prendre uns quants
medicaments sense cap mena d’éxit, vam optar per intentar solucionar el
meu problema a través de la medicina alternativa. Primer de tot, van
comencgar variant la meva dieta alimentaria, eliminant alguns dels aliments
principals que causen inflamacié. Em van treure els lactics i derivats, blat,
sucres i soja. També les solanacies (patates, tomaquets, espinacs, bledes,
pebrot, alberginia...). Després em van fer prendre probiotics i desintoxicar el
fetge (amb “Hepatobiane”). Finalment per baixar els nivells d’histamina em

van receptar I'’Inmunorespir”.

La medicina alternativa em va fer descobrir 'enzim DAO. Fins que no em
vaig prendre el “Migrasin” (Figura 47), un suplement enzimatic indicat per al
maneig dietétic de la migranya i cefalees causades per déficit de la DAO, no
em va desaparéixer el mal. Només prenent-me el medicament i sense fer-me
cap analitica, vaig poder deduir la causa de les meves migranyes. | no ha
sigut fins ara, a consequencia del meu treball, que he pogut confirmar el meu
déficit de la DAO.

Hi ha tres possibles escenaris dins del meu gen que em poden produir el
deficit. Pot ser que el gen de la DAO no se m’expressi degut a mutacions a
la regid del promotor. També pot ser que el gen si que se m’expressi, pero
gue alguna mutacié em produeixi un codé STOP al llarg de la sequéencia del
gen, de manera que la proteina resultant sigui incompleta i no funcional. |
l'altre possible opcid és que el gen s’expressi, perd que alguna mutacié alteri
la conformacié del centre actiu de 'enzim de manera que no sigui afi a la

histamina.

Figura 47. Migrasin, restableix l'activitatde I'enzim DAO a nivell intestinal i
amb aix0 el correcte metabolisme de la histamina alimentaria, permetent el
maneig dietéetic dels simptomes. Conté extracte d'enzim Diamino Oxidasa

(DAO), cafeina i vitamines del grup B.
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CONCLUSIONS

Entre les diferents conclusions que es desprenen del meu treball de
recerca destaco:

e El gen DAO ha anat evolucionant al llarg de 500 milions d’anys,
des dels agnats primitius de principis del Paleozoic (representats en el
meu estudi per les llamprees-uns dels vertebrats més antics dels

coneguts).

e Les sequencies d’aquest gen son forgca estables degut a la
major quantitat de contingut de la parella guanina citosina entre les
quals es produeixen unions ftriples de pont d’hidrogen entre les
cadenes complementaries de la molécula de DNA. Per tant, aquest fet

fa disminuir la probabilitat de que hi hagi mutacions.

e Aquest gen i les espécies de vertebrats analitzades en el meu
estudi tenen una historia evolutiva dependent, ja que les seves

respectives filogenies segueixen el mateix patré.

e La migranya no és hereditaria, ja que el que s’hereta és el
deficit de la DAO. He pogut comprovar que tinc una activitat reduida
de la DAO i la meva mare una possible deficiencia. Aquests resultats
ens podrien explicar a partir d'una determinada base genética, i per
tant jo podria haver-lo heretat. El factor genétic pot estar relacionat

amb el polimorfisme genetic.

e Seguint unes pautes d’alimentacié i amb alguns suplements
alimentaris, pots minimitzar molt els simptomes del deficit DAO, entre
ells, la migranya. Aquests remeis em van ser de gran ajuda i n’estic
molt agraida. Per aquesta rad, amb aquest treball m’agradaria donar a
coneixer aquest gen i ajudar a les persones que probablement

pateixin aquest déficit, sense estar-ne assabentades.
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