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1. Justificacion personal para la realizacion de la presente Tesis

El Trastorno por Déficit de Atencion e Hiperactividad (TDAH) es un desorden psiquiéatrico,
multifactorial y complejo, que afecta la vida social, académica y familiar de las personas que
lo presentan. Aunque tiene su inici6 en la infancia, recientemente se ha reportado que muchos
de los pacientes contintian con los sintomas en la adolescencia y la vida adulta, etapas en la
que se asocia con problemas de adicciones y comportamiento antisocial. En conclusion, la

presencia de dicho trastorno afecta significativamente la vida de quienes lo padecen.

Algunos investigadores consideran que muchas de las conductas caracteristicas del TDAH se
encuentran asociadas con un rasgo de la personalidad conocido como “busqueda de lo
novedoso”. El polimorfismo que mas frecuentemente se ha asociado con estos fenotipos, se
propone que aparecio hace miles de afios, en la época de la migracion humana desde Africa
hacia otras regiones del planeta y por lo tanto estas caracteristicas parecen haber jugado un
papel importante en la evoluciéon humana. Sin embargo, se ha propuesto que en el entorno de
las sociedades modernas, estos mismos comportamientos (hiperactividad e impulsividad)
pueden afectar la vida de los individuos que los presentan. Asi, el proposito de desarrollar un
trabajo de tesis en relacion a la variabilidad genética asociada a un trastorno mental como el
TDAH, concuerda con mis intereses como Bidloga de intentar conocer las bases bioldgico-

moleculares de la conducta humana y sus implicaciones sobre los trastornos psiquiatricos.



II. Resumen en Inglés

Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is a clinically complex and multifactorial
psychiatric disorder of inattention, hyperactivity and impulsivity. Family, twin and adoption
studies suggest a genetic influence in the etiology of ADHD. Two variable number of tandem
repeats (VNTR) polymorphic systems have been frequently associated with this disorder: the
7 repeat (R) allele in exon 3 of the dopamine receptor D4 (DRD4) and the 10R allele located

in the 3" untranslated region (UTR) of the dopamine transporter (DATTI).

We conducted a case-control association study between ADHD and these polymorphisms in
a group of adolescent inhabitants of the metropolitan area of Mexico City. In addition, we
evaluated the interaction between these genes, the disorder and its associated psychiatric

comorbidities.

No positive association between ADHD and the 7R allele of DRD4 or the 10R allele of
DAT1 was observed; however, compared to controls, patients with internalized comorbidities
had a lesser frequency of genotypes with the 7R allele of DRD4 and the 10/10 genotype of
DATI. A logistic regression analysis showed that the simultaneous absence of the 10/10
DATI and 7/7 DRD4 genotypes predicts membership to the group of ADHD patients with

internalized comorbidities (e.g. Anxiety, Depression).

Our results highlight the importance of cross-ethnic research and the possibility of a distinct
genetic basis that underlies the type of comorbidities associated with ADHD. This result
should be considered in terms of the study design, and further replication is necessary in an

independent sample.



III. Resumen en espaiol

El Trastorno por Déficit de Atencion e Hiperactividad (TDAH) es un desorden psiquiatrico
complejo y multifactorial, que se caracteriza por inatencion, hiperactividad e impulsividad.
Las caracteristicas diagnosticas de este trastorno mental se comienzan a observar en la
infancia, en donde los pacientes presentan graves problemas en su vida social, familiar y
educativa. En las ultimas décadas se ha demostrado que el TDAH persiste en la adolescencia
y en la edad adulta, etapas en las que se asocia frecuentemente con problemas de adicciones y

comportamiento antisocial.

Es importante destacar que este trastorno psiquidtrico rara vez se presenta en su forma pura;
generalmente se presenta junto con otros desordenes mentales. Esta comorbilidad se puede
dar tanto con trastornos del espectro externalizado (i.e. el Trastorno Oposicionista Desafiante,
el Trastorno de Conducta) y/o trastornos del espectro internalizados (i.e. Trastornos del
estado de animo, cémo la Depresion Mayor o los Trastornos de Ansiedad). En este sentido,
se ha propuesto que el andlisis de las comorbilidades puede ayudarnos a definir distintos

subtipos clinicos del TDAH.

Hasta el momento no se conoce la etiologia de este desorden mental. No obstante, se
considera que debe existir una interaccion importante entre factores genéticos y ambientales.
Lo anterior se sustenta por los estudios en familias, en gemelos y en sujetos dados en
adopcion. A partir de los estudios en gemelos, se ha calculado que la heredabilidad de este
trastorno mental es de alrededor de 0.8; sin embargo, hasta el momento no se han identificado
fehacientemente los genes asociados al TDAH. En este sentido gran parte de la investigacion

se ha enfocado al analisis de genes candidatos.



A partir de estudios farmacologicos, de neuroimagen y en modelos animales, se ha sugerido
que los pacientes con TDAH presentan una disfuncién en el sistema de neurotransmision
dopaminérgico, que puede explicar parcialmente tanto algunos de los sintomas cardinales del
trastorno, como la eficacia terapéutica de los farmacos empleados en su tratamiento. Esta
evidencia en su conjunto sustenta la realizacion de estudios de la variabilidad genética de
diversas moléculas involucradas en este sistema de comunicacion neural. En particular, dos
polimorfismos del tipo de Numero Variable de Repetidos en Tandem (VNTR) se han
asociado frecuentemente con el TDAH: el alelo de 7 repetidos (R) del gen del Receptor a

dopamina D4 (DRD4) y el alelo de 10R del gen del Transportador de Dopamina (DAT1).

Es importante destacar que la mayoria de los estudios en los que se han encontrado estas
asociaciones han analizado poblaciones de origen caucasico y que las frecuencias alélicas
para ambos polimorfismos difieren significativamente entre distintos grupos étnicos.
Asimismo se ha reportado que el alelo asociado a un trastorno psiquiatrico puede variar de
acuerdo a la poblacion estudiada, y existe evidencia que sugiere que un mismo alelo o
genotipo puede tener efectos fenotipicos opuestos dependiendo del grupo étnico estudiado.

Todo lo anterior justifica realizar este tipo de analisis en distintas poblaciones.

El objetivo del presente estudio fue el de llevar a cabo un estudio de asociacion entre el
TDAH vy los dos polimorfismos previamente descritos. Para ello se analizo la variabilidad
genética del exon 3 del DRD4 y de la region 3™ no traducida del DAT; ademas se evaluo la
interaccion entre ambos polimorfismos en relacion con el diagnostico clinico de TDAH vy sus

comorbilidades.



No se observo la asociacion previamente reportada en poblacion caucasica, entre el alelo de
7R del gen DRD4 y el alelo de 10R del gen DATI con el TDAH. Sin embargo, por un analisis
de regresion logistica, encontramos que la ausencia simultanea del genotipo 7/7 del gen
DRD4 y del genotipo 10/10 del gen DATI esta asociada con la presencia del TDAH (p =
0.04). Ademas, en el andlisis de las comorbilidades, la ausencia de estos mismos genotipos
se asocia al grupo de pacientes TDAH con al menos un trastorno internalizado (grupos

internalizado + mixto) (p =0.01).

El presente estudio refleja la importancia de la investigacion genética en los diferentes grupos
¢tnicos y propone un modelo de interaccion genética para el TDAH. Asimismo, nuestros
resultados sugieren que los factores genéticos asociados al TDAH no necesariamente son

iguales de acuerdo a las comorbilidades presentes.



IV. Antecedentes

1. Genética y trastornos psiquiatricos:

Los estudios con familias, con gemelos y con sujetos dados en adopcion, han proporcionado
evidencia fehaciente de que los genes tienen un papel importante en la manifestacion de los
trastornos psiquiatricos [ Asherson y Curran, 2001; Kirley et al., 2002]. Estos padecimientos
presentan un patrén de herencia compleja, lo que indica que su etiopatogenia parece ser
explicada por la interaccion de multiples variantes genéticas con el ambiente [Merikangas y

Swendsen, 1997; Caspi y Moffitt, 2006].

Se han clonado multiples genes, cuyos productos son de gran relevancia para el
funcionamiento adecuado del Sistema Nervioso Central (SNC) [Nicolini et al., 1993; Oak et
al, 2000], en la secuencia de estos genes se han descrito una gran cantidad de variantes o
polimorfismos que pueden afectar la expresion y/o estructura de la molécula transcrita. Estas
variaciones en la secuencia del ADN pueden llegar a provocar un cambio en el
funcionamiento normal del SNC vy, por lo tanto, influir sobre los elementos emocionales,
cognitivos y conductuales que son cardinales en la expresion de los sintomas o rasgos

asociados a un tipo particular de trastorno psiquiatrico.

La forma en la que los genes producen este efecto es aun desconocida y a diferencia de los
trastornos mendelianos en donde un gen explica una enfermedad, en los padecimientos
complejos como los trastornos psiquiatricos, es necesaria la interaccién de varios genes con
el ambiente (Figura 1) [Merikangas y Risch, 2003; Baca y Orozco, 2004; Caspi y Motiff,
2006]. Asimismo, es importante tomar en cuenta muchas otras variables asociadas a los

trastornos heredables; como por ejemplo, la penetrancia (i.e. la frecuencia con la que una



variante genética se exprese en la poblacion), la pleoiotropia (i.e. la capacidad de un gen de
manifestar diferentes fenotipos simultdneamente), la expresividad (i.e. el grado de influencia
de un gen sobre un fenotipo), la poligénia (i.e. la contribucion simultanea de varios genes en
la presencia de un trastorno) y la epigenética (i.e. cambios no relacionados con la secuencia
del ADN que afecta la regulacion de la expresion genética, como la metilacion del ADN,
modificaciones histonicas, entre otras) [Guttmacher y Collins, 2002; Merikangas y Risch,
2003]. Aunado a todo lo anterior existe el problema de la alta comorbilidad (i.e. la alta
probabilidad de que dos o mads trastornos se presenten conjuntamente) presente en los
padecimientos psiquidtricos que pueden enmascarar las caracteristicas genéticas asociadas a

un trastorno en particular [Merikangas y Risch, 2003; Caspi y Motiff, 2006].

Padecimientos
complejos como
los trastorno
psiquidtricos

Figura 1: Estudio de las enfermedades complejas. Este esquema intenta reflejar la complejidad de los estudios
de genética psiquidtrica, debido a que ain no conocemos los factores que deben presentarse para que una o
muchas variantes genética generen un fenotipo como los trastornos mentales.



Especificamente, los genes que participan en el funcionamiento del sistema dopaminérgico
cerebral, han sido considerados como interesantes candidatos relacionados con la
manifestacion de diversas enfermedades mentales, como se describird con detalle mas
adelante. Entre los trastornos psiquiatricos asociados a una disfuncion de este sistema de
neurotransmision estan la esquizofrenia, el abuso de sustancias y el trastorno por déficit de
atencion e hiperactividad (TDAH) [Nicolini et al.,1993; Oak et al., 2000; Kirley et al., 2002],

siendo este ultimo padecimiento el que se abordaré en el presente trabajo.

2. Trastorno por Déficit de Atencion/Hiperactividad (TDAH)

2.1 Generalidades

El TDAH es el desorden psiquidtrico que se diagnostica més frecuentemente en los nifos,
con una prevalencia de por vida del 7 al 17% en la poblacion mundial [Khan y Faraone,
2006; Stefanatos y Baron, 2007]. Se ha reportado que entre 3 al 5% de los nifios en edad
escolar de nuestro pais desarrollan este trastorno [Ortiz-Luna y Acle-Tomasini, 2006]. En la
ciudad de México, un estudio epidemiolédgico reciente indica que la prevalencia de por vida

segun el reporte del adolescente es de al menos del 2.4% [Benjet ef al., 2008].

El TDAH ha sido definido como un padecimiento de aparicidon en la infancia. Sin embargo,
recientemente se ha reportado que del 50 al 80% de los nifios afectados siguen manifestando
los sintomas en la adolescencia y la vida adulta [ Faraone y Biederman, 2002; Spencer ef al.,

2002; Comings et al., 2005; Stefanatos y Baron, 2007].

Las caracteristicas clinicas cardinales para establecer el diagnostico del TDAH son la

inatencion, la impulsividad y la hiperactividad motora [ Stefanatos y Baron, 2007; Swanson et



al., 2007]:

Inatencién: Se caracteriza por dificultad en concentrarse. Estos pacientes se distraen
facilmente con pensamientos, sonidos y objetos irrelevantes. Su rendimiento varia
dependiendo de la naturaleza de la actividad que se les ha pedido realizar, es decir, ponen
atencion de manera automatica a actividades que les gusta realizar, pero les es complicado
atender a detalles de planeacion y organizacion, al igual que llevar a cabo algunas tareas en
un tiempo definido y aprender cosas nuevas.

Impulsividad: Estos individuos tienen dificultad en pensar antes de actuar, responden a
preguntas antes de que éstas se les hallan formulado por completo y se impacientan al esperar

su turno para realizar alguna actividad.

Hiperactividad: A estos sujetos les es dificil mantenerse sentados por largo tiempo, se
mueven continuamente en sus asientos, juegan con sus lapices, menean sus pies y tocan todo
lo que encuentran. Son inquietos y nerviosos. Generalmente brincan de una actividad a otra

tratando de hacer mas de una cosa a la vez.

Es importante destacar que segun la clasificacion basada en el DSM IV-R (de sus siglas en
inglés: Diagnostic and Statistical Manual of Mental disorders IV revised, American
Psychiatric Association) (Figura 2), para tener un diagnostico solido es necesario presentar 6
0 mas sintomas de falta de atencidén y/o hiperactividad-impulsividad, por lo menos durante 6
meses, con una intensidad que es inadecuada en relacion con el nivel de desarrollo

[ Stefanatos y Baron, 2007; Swanson et al., 2007].

Estos sintomas en conjunto generan graves problemas en la vida social, familiar y académica

de los pacientes [Faraone y Biederman, 2002; Spencer et al, 2002; McGough, 2005;



Bierderman et al., 2006; Stefanatos y Baron, 2007]. Ademas, en los jovenes y en los adultos
afectados se afiaden problemas de adiccion y comportamiento antisocial [Faraone y

Biederman, 2002; Spencer et al, 2002; Stefanatos y Baron, 2007].

Criterios del DSM-IV para el diagn0stico de Trastorno por Déficit de Atencion e Hiperactividad.

(1) o (2):

(1) seis (o mas) de los siguientes sintomas de desatencion
han persistido por lo menos durante 6 meses con una
intensidad que es desadaptativa e incoherente en rela-
co6n con el nivel de desarrollo:

Desatencicn

(a) a menudo no presta atencion suficiente a los de-
talles o incurre en errores por descuido en las ta-
reas escolares, en el trabajo o en otras actividades

(b) a menudo tiene dificultades para mantener la
atencién en tareas o en actividades ludicas

(¢} amenudo parece no escuchar cuando se le habla
directamente

(d) a menudo no sigue instrucciones y no finaliza
tareas escolares, encargos, u obligaciones en el
centro de trabajo (no se debe a comportamiento
negativista o a incapacidad para comprender ins-
trucciones)

(e) amenudo tiene dificultades para organizar tareas
y actividades

(f) a menudo evita, le disgusta o es renuente en
cuanto a dedicarse a tareas que requieren un es-
fuerzo mental sostenido (como trabajos escolares
o domésticos)

(g) amenudo extravia objetos necesarios para tareas
o actividades (p. ej., juguetes, ejercicios escolares,
lapices, libros o herramientas)

(h) amenudo se distrae facilmente por estimulos irre-
levantes

(i)  amenudo es descuidado en las actividades diarias

(2) seis (0 mas) de los siguientes sintomas de hiperactivi-
dad-impulsividad han persistido por lo menos durante
6 meses con una intensidad que es desadaptativa e in-
coherente en relacion con el nivel de desarrollo:

Hiperactividad

(a) amenudo mueve en exceso manos o pies, o se re-
mueve en su asiento

(b) a menudo abandona su asiento en la clase o en
otras situaciones en que se espera que permanez-
ca sentado

() amenudo corre o salta excesivamente en situacio-
nes en que es inapropiado hacerlo (en adolescen-
tes o adultos puede limitarse a sentimientos sub-
jetivos de inquietud)

(d) a menudo tiene dificultades para jugar o dedicar-
se tranquilamente a actividades de ocio

(e) a menudo «estd en marcha» o suele actuar como
si «tuviera un motor»

(f)  amenudo habla en exceso

Impulsividad
(g) a menudo precipita respuestas antes de haber
sido completadas las preguntas
(h) a menudo tiene dificultades para guardar turno
(i) amenudo interrumpe o se inmiscuye en las activi-
dades de otros (p. e]., se entromete en conversa-
ciones o juegos)

B. Algunos sintomas de hiperactividad-impulsividad o desaten-
c6n que causaban alteraciones estaban presentes antes de
los 7 afios de edad.

C. Algunas alteraciones provocadas por los sintomas se presen-
tan en dos 0 méds ambientes {p. e]., en la escuela [o en el tra-
bajo] y en casa).

D. Deben existir pruebas claras de un deterioro clinicamente
significativo de la actividad social, académica o laboral.

E. Los sintomas no aparecen exclusivamente en el transcurso
de un trastorno generalizado del desarrollo, esquizofrenia u
otro trastorno psicotico, y no se explican mejor por la pre-
sencia de otro trastorno mental (p. e]., trastorno del estado
de animo, trastorno de ansiedad, trastorno disociativo o un
trastorno de la personalidad).

Codigos basados en el tipo:

F80.0 Trastorno por déficit de atencion con hiperactivi-
dad, tipo combinado [314.01]: si se satisfacen los Criterios
A1y A2 durante los Ultimos 6 meses

F90.8 Trastorno por déficit de atencion con hiperactivi-
dad, tipo con predominio del déficit de atencion [314.00]: si
se satisface el Criterio A1, pero no el Criterio A2 durante los
Ultimos 6 meses

F80.0 Trastorno por déficit de atencion con hiperactivi-
dad, tipo con predominio hiperactivo-impulsivo [314.01]: si
se satisface el Criterio A2, pero no el Criterio A1 durante los
ultimos 6 meses

Nota de codificacion. En el caso de sujetos (en especial adoles-
centes y adultos) que actualmente tengan sintomas que ya no cum-
plen todos los criterios, debe especificarse en «remision parcial»,

*Tomado del DSMIV-R

Figura 2:Criterios diagnodsticos del DSMIV para el TDAH y sus diferentes



2.2 Comorbilidad en el TDAH

El TDAH se presenta muy frecuentemente junto con otros trastornos psiquiatricos,
caracteristica a la que se le denomina comorbilidad (Tabla 1) [Rappley, 2005; Faraone y
Biederman, 2002; Stefanatos y Baron, 2007; Acosta ef al., 2008]. Se ha estimado que entre el
60-90% de los nifios y adolescentes con TDAH presentan al menos otro trastorno

psiquiatrico, y alrededor del 20%, 3 o mas [Stefanatos y Baron, 2007].

La comorbilidad se puede dar con trastornos del espectro externalizado [DSMIV-R;
Stefanatos y Baron, 2007], los cuales se caracterizan por conductas desadaptativas que
alteran el ambito en el cual el individuo se desenvuelve, afectando negativamente la relacion
con las personas que rodean al paciente. Estds caracteristicas permiten identificar de forma
relativamente sencilla la presencia del trastorno, debido a que los sujetos asisten a consulta
referidos por maestros o familiares. Entre estos desdrdenes mentales encontramos el
Trastorno de Conducta (TC) y el Trastorno Oposicionista Desafiante (TOD) [Sarason y

Sarason, 2006].

Los pacientes con TDAH también pueden presentar comorbilidad con trastornos del espectro
internalizado [DSMIV-R; Stefanatos y Baron, 2007]. En este caso, las caracteristicas del
desorden psiquiatrico no son necesariamente evidentes para la personas que rodean al
paciente; es por lo anterior que su presencia muchas veces se pasa por alto. Los ejemplos mas
comunes son los Trastornos de Ansiedad o los Trastornos Depresivos [Sarason y Sarason,

2006].

Algunos pacientes pueden presentar comorbilidad tanto con trastornos del espectro

externalizado como con desordenes internalizados, y en este caso se les clasifica dentro del



subgrupo con comorbilidad mixta [DSMIV-R; Stefanatos y Baron, 2007].

Tabla 1: El TDAH es un trastorno que puede coexistir con otros trastornos mentales; algunos

de ellos se presentan en la siguiente tabla.

Trastorno con los
que presenta
comorbilidad el
TDAH.

Sintomas de TDAH, que
pueden causar confusion.

Sintomas ajenos al
TDAH, que definen la
comorbilidad.

Dificultad para realizar un
diagnostico correcto.

Trastorno
oposicionista
desafiante

Comportamiento
inadecuado, sobre todo en lo
que respecta a seguir reglas.
Incapacidad para cumplir
ordenes.

Rebeldes o desafiantes,
mas que presentar una
incapacidad para
cooperar.

El comportamiento
desafiante se asocia con una
alta actividad motora.
Presencia de mala relacion
con padres y maestros
dificulta determinar los
esfuerzos por obedecer.

Trastorno de
conducta

Comportamiento
inadecuado.

Enfrentamiento con quien
hace cumplir la ley y con los
sistemas legales.

Ausencia de
remordimientos.
Intencién para danar,
agresion y hostilidad.
Conducta antisocial.

Las peleas y huidas pueden
ser razonables en situaciones
sociales adversas.

Falta de atencion e

Preocupacion excesiva

Trastorno de inquietud. y/o miedos. La ansiedad puede causar un
ansiedad Obsesiones y/ aumento en la actividad
Dificultades con los compulsiones. motora y falta de atencion.
cambios. Pesadillas.
Sentimientos Puede ser complicado
Trastorno Irritabilidad. generalizados y diferenciar la depresion,
depresivo Impulsividad. persistentes de cuando se presenta por
Desmoralizacion. irritabilidad o tristeza. fracasos repetidos

relacionados con el TDAH

Adaptado de Rappley, 2005.

Finalmente, es importante destacar que se ha propuesto que la formacion de subgrupos a

partir de las comorbilidades presentes en el TDAH, puede ayudarnos a definir distintos

subtipos clinicos del trastorno [Biederman et al., 1992; Jensen et al., 2001].

2.3 Etiologia del TDAH

Aunque las causas del TDAH son ain desconocidas, el consenso general favorece la idea de

que la herencia y la exposicion a factores ambientales adversos influyen en la etiopatogenia

del trastorno [Kirley et al., 2002; Acosta, 2007; Swanson et al., 2007].



Dentro de los factores ambientales que se han reportado asociados a la presencia de TDAH
[Faraone y Biederman, 2002; Swanson et al., 2007; Acosta, 2006], se proponen, entre otros:
el bajo peso al nacimiento, tabaquismo en la madre durante el proceso de gestacion, la
exposicion al plomo durante el desarrollo [Faraone y Biederman, 2002; Swanson et al.,
2007], el bajo consumo de hierro [Konofal et al., 2005] y disfuncion familiar [ Stefanatos y
Baron, 2007]. Sin embargo, ninguno de éstos ha demostrado por si mismo tener un efecto

predictor del trastorno [ Spencer et al., 2002; Stefanatos y Baron, 2007; Swanson et al., 2007].

Asimismo, un estudio que analizé factores pre y perinatales asociados al TDAH encontrd que
la presencia de este trastorno mental en los padres era la variable que generaba el mayor
incremento en el riesgo para desarrollar TDAH [Spencer et al., 2002] (Figura 3), lo que

indica que podria existir un factor hereditario importante.

Resultados de OR en un modelo de Regresion Logistca de los factores
prey perinatales asociados al TDAH vs controles

TC en los padres
TDAH en los padres

K de los padres

Sketus socioeconémico
Sajo peso alnacimieno
Exposicén a Drogas
Sxposicidn alalcohol

—
|
j—
Edad de lza madre al nacmient | ]
—
] |
—
I
—

BExposicién alcgamo

Adecuada de Spencer et al., 2002

Figura 3: Factores pre y perinatales asociados al TDAH. Muestra que el factor mas importante
es el de tener al menos un padre con TDAH. Abreviaciones: TC: trastorno de conducta,
TDAH: Trastorno por Déficit de Aterncién/hiperactividad, 1Q: Coeficinte intelectual.



2.4 Heredabilidad del TDAH:

Los estudios en familias, en gemelos y en sujetos dados en adopcioén nos permiten valorar la
influencia de los genes en diversos trastornos y enfermedades [Spencer et al., 2002;Baca y

Orozco, 2004; Merikangas and Risch, 2003].

Por ejemplo, se ha mostrado que los familiares de primer grado de pacientes con TDAH
tienen un riesgo de 4 a 5 veces mayor de presentar este desorden mental en comparacion con
individuos normales [Stefanatos y Baron, 2007; Thapar et al., 2007]. Sin embargo, estos
datos no so6lo podrian explicarse por causas genéticas, sino también por un ambiente familiar
compartido [Merikangas and Risch, 2003; Acosta, 2007]. En apoyo a la primera posibilidad
se incluye la observacion de que los medios hermanos de pacientes con TDAH criados juntos
tienen menor probabilidad de desarrollar el trastorno que los hermanos biologicos de los
pacientes con TDAH, lo que indica que la agregacion en familias de los desordenes mentales

no resulta exclusivamente de un ambiente familiar compartido [ Thapar et al., 2007].

Por otro lado, se han realizado varios estudios en sujetos dados en adopcion. Estos estudios,
se basan en el hecho de que los hermanos bioldgicos comparten al menos el 50% de su
variabilidad genética, y por lo tanto tienen un mayor riesgo de presentar el trastorno, en este
caso TDAH, que aquellos que son hermanos adoptivos y que aunque no presentan relacion
bioldgica alguna con el sujeto afectado comparten el mismo ambiente familiar [Faraone et
al., 2005; Acosta, 2007]. Varios estudios han encontrado que la tasa de prevalencia del
TDAH es mayor entre los parientes biologicos de nifios con TDAH (padre y hermanos
biologicos) con respecto a la tasa de prevalencia de los familiares no bioldgicamente
relacionados de los mismo nifios adoptados con TDAH (18% vs 6%) [Sprich et al., 2000;

Faraone et al., 2005; Acosta, 2007; Thapar et al., 2007].



Finalmente, los estudios en gemelos monocigdticos se basan en el hecho de que estos
individuos comparten el 100% de la carga genética. Por lo tanto, si este trastorno es heredable
tendrian mayor probabilidad de que ambos presenten el desorden que los gemelos
dicigoticos, quienes solo comparten el 50% de la variabilidad de su material genético (Figura
4) [Faraone y Biederman, 2002; Faraone et al., 2005; Acosta, 2007]. Lo anterior ha sido
corroborado en varios estudios donde se muestra que la concordancia para el fenotipo
diagnostico de TDAH en gemelos monocigéticos es del 50-80% mientras que para los

gemelos dicigéticos es del 30-40% [Thapar et al., 1999; Heiser et al., 2004].
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Figura 4: Estudios en gemelos. En la imagen de la izquierda se muestra como los gemelos
monocigéticos provienen de un solo évulo fecundado y por lo tanto son genéticamente idénticos y los
gemelos dicigoticos provienen de la fecundacion de 2 6vulos distintos y por lo tanto son genéticamente
difernetes. En la imagen de la derecha se observa como los distintos factores pueden influir sobre
fenotipos especificos, en hermanos gemelos monocigéticos y dicigéticos.

A partir de los estudios en gemelos es posible obtener el estadistico de heredabilidad, que se
define como la proporcion de la variacion fenotipica asociada a la variacion genética en una
muestra especifica con un contexto ambiental y con una composicion genética determinada

[ Vitzthum, 2003]. Con respecto al TDAH se ha reportado una heredabilidad que varia segin



el estudio entre el 0.6 y 0.9 (Figura 5) [Faraone y Biederman, 2002; Khan y Faraone, 2006;
Acosta, 2007]. Estos datos indican que aunque la variabilidad genética puede explicar una
parte importante de la etiologia de este desorden mental, existen otras variables no bioldgico-
genéticas, como son los factores ambientales previamente mencionados [Bayes et al., 2005;

Comings et al., 2005].
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Figura 5: Heredabilidad estimada para el TDAH. Grafica compuesta a partir de 20 estudios de gemelos

2.5 Genética del TDAH

2.5.1 Genes asociados al TDAH

Si bien es sabido que la etiologia del TDAH presenta un componente genético importante, se
desconocen los genes asociados al trastorno. Sin embargo, se propone que la arquitectura
genética de este desorden mental es altamente compleja y poligénica [ Asherson, 2004; Bayes

et al., 2005; Comings et al., 2005].



Hay dos estrategias generales para detectar que genes contribuyen a la etiologia de las
enfermedades. Estas son el denominado ligamiento o enlace génico y los estudios de
asociacion alélica [Faraone y Biederman, 2002; Thapar ef al., 2007]. En ambos casos lo que
se busca es identificar regiones genéticas y/o genes que influyen sobre el riesgo a desarrollar

una enfermedad [Baca y Orozco, 2004; Borecki, 2005].

2.5.2 Estudios de ligamiento genético:

Los estudios de ligamiento estdn basados en los eventos recombinacion que ocurren durante
la meiosis, en donde la probabilidad de que dos areas genéticas en la secuencia de un mismo
cromosoma se transmitan de forma conjunta a través de las generaciones depende de la

distancia fisica que existe entre ellos (Figura 6) [ Ardlie et al.,2002].

Estos andlisis se realizan en individuos relacionados biologicamente, ya sean hermanos o
pedigries extensos y se evalia el ligamiento entre marcadores polimorficos del ADN y el
estatus afectado dentro de la familia. Los marcadores que muestran una fuerte cosegregacion
con la enfermedad se asume que estan en ligamiento (Figura 6). [Ardlie er al., 2002;

Merikangas y Risch, 2003; Baca y Orozco, 2004; Borecki, 2005].

La evidencia estadistica de ligamiento se mide como LOD score, que es el logaritmo base 10
de la probabilidad de que 2 loci se encuentren ligados entre la probabilidad de que no haya
ligamiento. Convencionalmente se ha considerado que cuando el LOD score es mayor a 3 se

dice que existe ligamiento [Baca y Orozco, 2004; Borecki, 2005].
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Figura 6: Esquema que explica los estudios de ligamiento genético. En estos estudios se

analizan familias en las que se cosegregan un conjunto de alelos de la enfermedad estudiada,
véase del lado izquierdo como si dos locus se encuentran cercanos (Ay B) pueden heredarse
conjuntamente a la siguiente generacion.

Existen pocos estudios de ligamiento genético para el TDAH. En ellos se han reportado

varias areas cromosomicas que muestran un enlace significativo en las regiones 4 q13.2, 5

pl3,5q33.3, 11 q22 y 17 pl1, siendo esta ultima la Unica area que se ha replicado en mas de

un estudio (Tabla 2) [Heiser et al., 2004; Comings et al., 2005; Thapar et al., 2007].

Tabla 2: Muestra el LOD obtenido en los estudios de ligamiento del genoma completo en pacientes con TDAH.

Poblacion
Cromosoma Alemania Colombia Utrecht Los Angeles Los Anglés (USA)
ASP Familias (Holanda) (USA) y Utrecht (Holanda)
(N= 155" (N- 16) ASP ASP ASP
(N=164)° (N=308)" (N=424)°
5pl3 2.55 3.67
5pl7 2.57
6ql2 3.30
7pl3 3.04
15ql5 3.54
16 p13 3.73
17 pl1 1.42 3.63

* Heiser et al., 2006, ® Arcos Burgos et al., 2004, ° Bakker et al., 2003 Ogdie et al., 2004, ® Ogdie et al., 2006. ASP= Affected sib pairs.

Tomado de Thapar et al., 2007.




La falta de replicacion de los estudios de ligamiento genético parece deberse, entre otras
razones a que las enfermedades complejas no tienen un modo de herencia simple. Se ha
discutido que es mas probable que existan varios loci genéticos relacionados con el trastorno;
sin embargo, estos loci a diferencia de las enfermedades mendelianas tendrian un efecto
fenotipico muy discreto que limita su identificacidon por el bajo poder analitico que tiene los
estudios clasicos de ligamiento [Risch y Merikangas, 1996; Merikangas y Risch, 2003; Baca

y Orozco, 2004].

2.5.3 Estudios de asociacion

En contraste con el nimero limitado de estudios de ligamiento, se han publicado multiples
reportes de asociacion alélica en relacion al TDAH [Khan y Faraone, 2006: Acosta et al.,
2007]. En sintesis, los estudios de asociacidon examinan si una o mas variantes genéticas
localizadas en la secuencia de genes candidatos estan relacionados con la presencia de un
fenotipo especifico a nivel poblacional, a diferencia de los estudios de ligamiento que
evaliian la cosegregacion de un marcador con la enfermedad entre los miembros de una

familia [ Baca y Orozco, 2004; Borecki, 2005].

Una de las principales razones por la que los estudios de asociacion se llevan a cabo con
mayor frecuencia, es que como se observa en la tabla 4, se ha reportado que el tamaio de
muestra necesario para encontrar ligamiento genético es mucho mayor que el que se necesita
para los estudios de asociacion, y esto se hace mas evidente cuando el riesgo relativo de un
genotipo (y i.e. la probabilidad de que un individuo con un genotipo particular presente la
enfermedad) disminuye, como ocurre en el caso de las enfermedades complejas [Risch y

Merikangas, 1996].



Tabla 3: Comparacion entre los estudios de ligamiento y de asociacion.

y P Y N' P(Tr-A) Het N°
(ligamiento) (asociacion)
4.0 0.01 0.520 4260 0.800 0.048 1098
0.10 0.597 185 0.800 0.346 150
0.50 0.576 297 0.800 0.500 103
0.80 0.529 2013 0.800 0.267 222
2.0 0.01 0.502 296,710 0.667 0.029 5823
0.10 0.518 5382 0.667 0.245 695
0.50 0.526 2498 0.667 0.500 340
0.80 0.512 11,917 0.667 0.267 640
1.5 0.01 0.501 4,620,807 0.600 0.025 19,320
0.10 0.505 67,816 0.600 0.197 2218
0.50 0.510 17,997 0.600 0.500 949
0.80 0.505 67,816 0.600 0.286 1663

y= Riesgo relativo de un genotipo, p= Frecuencia del alelo de riesgo, Y= Probabilidad de compartir alelos N'= Numero de familias
requeridas para realizar el estudio, P(tr-A)= Probabilidad de transmitir el alelo de riesgo Het= Heterocigocidad, N’= Numero de casos y

controles necesarios para realizar un estudio de asociacion.
Adaptado de Risch y Merikangas 1996.

Uno de los disefios metodologicos empleados en los estudios de asociacion es la prueba de

desequilibrio de transmision (TDT), que evalua la frecuencia en que un alelo es transmitido

de padres heterocigoto a los individuos afectados dentro de una familia [Spielman et al.,

1993; Baca y Orozco, 2004; Borecki, 2005]. Si alguno de los alelos estudiados se transmite

de los padres hacia los hijos afectados con mayor frecuencia a lo esperado por el azar,

entonces se obtiene un dato positivo de asociacion [Baca y Orozco, 2004; Borecki, 2005].

Es importante destacar que estos estudios so6lo pueden detectar asociacion si el marcador

alélico se encuentra ligado al locus de la enfermedad y por lo tanto esta metodologia es

considerada como una prueba tanto de ligamiento como de asociacion [Baca y Orozco,

2004].

Entre los problemas que presentan este tipo de estudios es que es necesaria la participacion de

los trios (padre, madre y sujeto afectado), ademés de que al menos uno de los padres debe ser

heterocigoto para que la familia sea informativa [Spielman et al., 1993]. Lo anterior complica




la obtencion de tamafios de muestra grandes y limita el poder analitico de los mismos

[Spielman et al., 1993, Evangelou et al., 2006].

Otra estrategia, a la que se recurre comunmente es la de casos y controles, en donde
comparan las frecuencias de un marcador genético en una muestra de individuos con el
fenotipo afectado (i.e. casos), en comparacion con una muestra de sujetos no afectados (i. e.
controles) y se investiga la ocurrencia simultanea de este marcador con la enfermedad a nivel
de la poblacion [ Ardlie et al., 2002; Baca y Orozco, 2004; Borecki, 2005]. En este segundo
caso es importante tener cuidado en definir adecuadamente al grupo de controles para evitar
problemas de estratificacion poblacional es decir, diferencias en las frecuencias alélicas entre
casos y controles debidas a diferencias en la ancestria de la poblacion y no a la asociacion de
los genes con la enfermedad, y por lo tanto son proclives a resultados falsos positivos

[Merikangas y Risch, 2003; Borecki, 2005; Evangelou et al., 2006].

Los genes candidatos son preferentemente seleccionados con base en la posible relevancia
biologica de los mismos en el trastorno o enfermedad a estudiar [ Acosta et al., 2007]. Estos
se pueden seleccionar a partir de todo el conjunto de datos obtenidos a través de la
investigacion previa relevante al trastorno de interés. En el caso del TDAH los principales

datos provienen de estudios farmacoldgicos, en modelos animales y de neuroimagen.

Por ejemplo, la experiencia clinica indica que medicamentos como el metilfenidato o las
anfetaminas reducen de forma eficiente los sintomas principales del TDAH. Esta eficacia
terapéutica se asocia muy probablemente al efecto farmacoldgico inhibitorio que estas
moléculas tienen sobre la recaptura de la dopamina en la neuronas presinapticas [Kirley et

al., 2002; Diaz-Heijtz et al., 2006], lo cual tenderia a incrementar la influencia inhibitoria de



este neurotransmisor en la corteza prefrontal y las estructuras subcorticales [Kirley et al.,
2002; Faraone y Biederman, 2002], mejorando con ello la atencion y disminuyendo la
distraccion e hiperactividad en los pacientes [ Faraone y Biederman, 2002; Diaz-Heijtz et al.,
2006]. Es importante destacar que estos medicamentos también pueden afectar, aunque en

menor grado, al sistema noradrenérgico [Kirley et al., 2002].

Adicionalmente, los estudios en modelos animales han encontrado que una alteracion del
sistema dopaminérgico central de ratones recién nacidos, por efecto de la administracion de
la 6-hidroxidopamina, genera hiperactividad motora en estos mismos ratones en su etapa
juvenil [DiMaio et al., 2003]. Ademas, ratones knockout para el gen que codifica al
transportador de dopamina (DAT) muestran hiperactividad [Avale et al., 2004], mientras
que ratones a los que se les inactiva el gen del receptor a dopamina D4 (DRD4) presentan
tanto una disminucion en la actividad locomotora, como una reduccion en la expresion de
conductas relacionadas con la curiosidad por estimulos novedosos, lo cual se ha postulado
puede reflejar la hiperactividad/impulsividad exacerbada presente en un grupo importante de

pacientes con TDAH [Rodriguiz et al., 2004].

Por otro lado, estudios de iméagenes cerebrales en sujetos con TDAH han mostrado que éstos
presentan una disminucion en el volumen y la actividad metabolica de la corteza prefrontal
derecha [Faraone y Biederman, 2002; Fan et al., 2003; Arnsten, 2006], area neuroanatomica
que se ha asociado con la regulacion de la atencion y la inhibicién del procesamiento de
estimulos irrelevantes [Fan et al, 2003]. Asimismo, otros estudios han reportado una
disminucién en el tamafio y la actividad metabdlica del nucleo caudado [Faraone y
Biederman, 2002; Fan et al, 2003], area que se encuentra profusamente inervada por el

sistema dopaminérgico [ Arnsten, 2006; Carboni-Roman, 2006; Swanson et al., 2007].



Como se puede inferir a partir de los datos anteriores, se ha propuesto que en el TDAH existe
una alteracion en la transmision dopaminérgica [Spencer et al., 2002; Acosta, 2007]. Por lo
anterior, en los estudios de asociacion se han empleado de manera frecuente genes que
codifican para proteinas relacionadas con este sistema de neurotransmision (Tabla 4)

[Faraone y Biederman, 2002; Arnsten, 2006; Diaz-Heijtz, 2006].

De todos los estudios de asociacion con genes candidatos, los resultados mas consistentes se

han encontrado con polimorfismos localizados en los genes que codifican para el DRD4 y el

DATI [ Dulawa et al., 1999; Comings et al., 2005; Todd et al., 2005; Li et al., 2006].

Tabla 5: Genes candidatos que se han encontrado asociados al TDAH, en diferentes estudios.

Simbolo Nombre completo Sistema de neurotransmisén
DRD2 Receptor a dopamina D2 Dopamina
DRD3 Receptor a dopamina D3 Dopamina
DRD4 Receptor a dopamina D4 Dopamina
DRD5 Receptor a dopamina D5 Dopamina

SCL6A43 (DATI) Transportador a dopamina Dopamina
DBH Dopamina {3 hidroxilasa Catecolaminas
MAO-Ay MAO-B Monoamino oxidasa Ay B Catecolaminas
SCL6A44 (SHTT) Transportador de serotonina Serotonina
SHTRIA Receptor a serotonina 1° Serotonina
5HTRIB Receptor a serotonina 1B Serotonina
TPH Triptofan hidroxilasa Catecolaminas
ADRA2 Receptor a noradrenalina 2? Adrenalina
ADRA2[ Receptor a noradrenalina 2B Adrenalina
SCL6A42 (NET) Transportador de noradrenalina Adrenalina
GNIR24 Receptor de glutamato 2* Glutamato
SNAP 25 Proteina asociada a sinaptosoma 25 Otros

Tomado la revision de Fraone et al., 2005.

2.6 Asociacion entre el DRD4 y el DAT1 en pacientes con TDAH

2.6.1 Receptor a Dopamina D4 (DRD4)

El DRD4 pertenece al subgrupo de los receptores de membrana que tienen una alta afinidad

para el transmisor dopamina [Van Tol et al., 1991; Oak et al., 2000]. Esta molécula forma



parte de la familia de proteinas con 7 dominios transmembranales que interactian con
proteinas G para activar o inactivar a la adenilato ciclasa [Van Tol, et al., 1991; Oak et al.,
2000]. En particular, el DRD4 forma parte de la sub familia de receptores dopamina tipo 2,

los cuales se acoplan a proteinas Gi que actuan inhibiendo la actividad de la adenilato ciclasa

(Figura 7) [Oak, et al., 2000; D"Souza et al., 2004].

Figura 7: Estructura hipotética del receptor a dopamina D4. En esta imagen se observa que el receptor tiene 7 dominios
transmembranales y como la proteina G inhibidora se acopla al receptor en el tercer segmento intracelular.

El radioligando [*’H] NGD 94-1 (2-[4-(2-fenil-1 H-imidazol-5-yl) metil] -1- piperazinil]
pirimidina, que se ha reportado como altamente especifico para la proteina DRD4, ha
permitido detectar la presencia de este receptor predominantemente en areas cerebrales como
la corteza, el septum, el hipocampo, la amigdala y el hipotdlamo. Estos resultados son
similares a la distribucion reportada para este receptor por técnicas de hibridacion in situ e
inmunohistoquimica en diferentes mamiferos [Oak et al., 2000]. Asimismo la expresion del

ARNm del DRD4 se ha reportado en la médula, la corteza prefrontal, el mesencéfalo, el



estriado, la amigdala y en los ganglios basales [ D*Souza et al., 2004; Marsden, 2006].

Es importante recordar que en los pacientes con TDAH se ha encontrado una disminucion en
el volumen y actividad metabdlica de areas cerebrales como la corteza prefrontal y los
ganglios basales [Faraone y Biederman, 2002; Fan et al., 2003; Arnstern, 2006] que, como
mencionamos, se encuentran inervadas por el sistema dopaminérgico y se ha reportado la
presencia del DRD4 en estas areas cerebrales [Oak et al., 2000; D'Souza et al., 2006;

Mariden, 2006].

El gen que codifica para el DRD4 muestra una gran homologia con los genes DRD2 y DRD3.
Fue identificado por Van Tol y colaboradores en 1991, en la busqueda de una molécula que
presentara mayor afinidad que los otros receptores por el antipsicético atipico clozapina. Por
analisis de “Northen Blot” se detect6 que el ARNm de este gen tiene un peso de 5.3 kilobases
y esta constituido por 4 exones [Van Tol et al., 1991]. En 1992 se describi6 su localizacion
en el cromosoma 11 pl15.5 [Gelernter et al., 1992]. El sitio de inicio de la transcripcion del
gen DRD4 se encuentra de 400-500 pares de bases (pb) antes del inicio de la traduccion y su

secuencia promotora comienza una kilobase antes del codon de inicio [Oak et al., 2000].

En su secuencia se han descrito diversos polimorfismos asociados a la enfermedad, dentro de
los cuales destaca un polimorfismo localizado en el tercer exon, que esta formado por
secuencias repetidas en tandem (VNTR) de 48 pares de bases. EI nimero de repetidos en esta
region varia de 2 a 11, siendo los mas frecuentes en orden decreciente los alelos de 4, 7 y 2R

(Figura 8) [Oak et al., 2000; D"Souza et al., 2006].

Asimismo, es importante mencionar que las frecuencias alélicas de este polimorfismo,



difieren de forma importante entre las poblaciones (Tabla 5) [Chang et al., 1996; Chen et

al.,1999; Vyeira et al., 2003].

Tabla 5: Frecuencia de los diferentes alelos del exén 3 del gen DRD4 en diversas poblaciones.

DRD4 N
Poblacién 2R [ 3R [ 4R [ R | 6R | 7R | 8 | 9R [ 10R
EUROPA
Daneses 0.09 0.08 0.67 0 0 0.14 0.02 0 0 32
Fineses 0.06 0.15 0.69 0.02 0 0.06 0.02 0 0 33
Europa 0.12 0.06 0.57 0.02 0.01 0.21 0.01 0 0 88
central
Ttalianos 0.10 0.03 0.69 0.01 0.01 0.15 0.01 0 0 471
Alemanes | 0.07 0.03 0.70 0.03 0.01 0.15 0.01 0 0 197
Ingleses 0.04 0.07 0.61 0 0.01 0.26 0.01 0 0 88
Total 0.10 0.05 0.69 0.01 0.01 0.15 0.01 0 0 1351
INDIGENAS SUDAMERICANOS (Amazonia)
Quechua 0 0 0.41 0 0.14 0.45 0 0 0 22
Indigenas
de 0 0 0.23 0 0.15 0.62 0 0 0 13
Colombia
Karitiana 0 0 0.39 0 0 0.60 0.01 0 0 54
Surui 0.13 0 0.15 0.01 0 0.71 0 0 0 67
Ticuna 0.02 0 0.20 0 0 0.78 0 0 0 64
Zord 0 0 0.36 0 0 0.64 0 0 28
Xavante 0 0 0.32 0.04 0.04 0.43 0.18 0 0 28
Gaviao 0.03 0 0.28 0 0 0.69 0 0 0 29
Wai Wai 0.02 0 0.52 0.05 0.18 0.23 0 0 0 28
Total 0.03 0 0.29 0.01 0.03 0.61 0.02 0 0 333
CHILE

Santiago | 006 | 001 | 059 [ 002 | 005 [ 027 [ 001 [ 00 [ o0 [ 100

Tomada de Vyeira et al., 2003

Por otra parte, como se observa en la figura 8, la secuencia de nucleodtidos en este VNTR
indica que podria existir un cambio en el tamafio de la tercera asa intracelular de la proteina;
es importante destacar que, por su similitud con los transportadores monoaminérgicos y
posible origen evolutivo, es muy probable que en esta area el receptor entré en contacto con
proteinas G inhibitorias (Figura 7) [Oak et al., 2000; Wong et al., 2000]. Aunque los estudios
in vitro no muestran que el tamafio de la tercera asa intracelular tenga un efecto importante
con respecto a la actividad funcional del receptor, si indican que pueden existir diferencias
discretas en el perfil farmacoldgico dependiendo del nimero de repetidos [Ashgari et al.,
1995; Jovanovic et al., 1999; Wong et al., 2000], por lo que se propone que debe existir una

respuesta diferencial de acuerdo al polimorfismo presente en el exon 3 [Wong et al., 2000].
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Figura 8: Variabilidad en el exén 3 del gen DRD4 y su efecto sobre la estructura de la proteina. Un VNTR de més repetidos podria
reflejarse en un proteina con el tercer bucle intracelular de mayor tamaiio .

1.6.2 Transportador de Dopamina 1 (DATI):

El gen del SCL6A3 o también llamado DATI codifica para una proteina con 12 dominios
transmembranales, que regula la recaptura de dopamina del espacio sinaptico, y es el
principal mecanismo propuesto para terminar la neurotransmision dopaminérgica (Figura 9)
[Fuke et al., 2001; Torres et al., 2003; Jucaite et al., 2006]. E1 DAT1 es una proteina de tipo
simporte que transporta a este neurotransmisor junto con dos moléculas de Na" y una de Cl al
interior de la neurona presinaptica. La energia que requiere para llevar a cabo su funcion

proviene de una bomba Na+/K+ ATPasa a la que se encuentra acoplada [Fuke et al., 2001,

Torres et al., 2003 ].
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Figura 9: Esquema hipotético de las proteinas transportaderas de monoaminas. En esta imagen se observa el
esquema hipotético de los transportadores monoaminérgicos como DAT, se propone estin constituidos por 12
dominios transmembranales y que sus extremos amino y carboxilo se encuentran el espacio intracelular.

Mediante experimentos de hibridacion in situ se ha detectado la presencia abundante del
ARNm de este transportador en el area tegmental ventral y en la sustancia negra del cerebro
de rata [Torres et al., 2003]. En estudios con radioligandos se ha encontrado la presencia de
este transportador en el estriado, el tdlamo, el hipotalamo, el nicleo caudado y el putamen
[Jucaite et al., 2006]. Es importante recordar que algunas de estas areas posiblemente se
encuentran afectadas en los pacientes con TDAH [Faraone y Biederman, 2002; Fan et al,

2003; Arnstern, 2006].

Por otro lado, los niveles de este transportador no parecen ser constantes a lo largo de la vida,
ya que en estudios de imagenes cerebrales in vivo, que utilizan ligandos selectivos para
DAT1, han mostrado que los niveles de este transportador disminuyen con la edad [ Torres et

al., 2003]. Asimismo, la densidad de esta proteina parece verse afectada en varios desordenes



cerebrales, como la enfermedad de Parkinson, la depresion mayor, la enfermedad de
Huntington, la esquizofrenia y el TDAH [Jucaite et al., 2006; Torres et al., 2003]. Ademas,
se ha reportado que este transportador tiene alta afinidad por los psicoestimulantes como el
metilfenidato y las anfetaminas [Torres ef al., 2003] que, como se menciond, mejoran los

sintomas presentes en los pacientes con TDAH [Kirley et al., 2002].

El gen que codifica para el DATI se localiza en la region 15.3 del brazo corto del cromosoma
5. Este mide alrededor de 65kb y se divide en 15 exones. Se han descrito varios
polimorfismos en su secuencia, siendo uno de los mas estudiados el VNTR de 40 pb
localizado en el ex6n 15 y ubicado en la region 3" no traducida del gen (Figura 10) [Kang et
al., 1999; Fuke et al., 2001; Torres et al., 2003]. El nimero de repetidos varia de 3 a 13, y se
ha reportado que los alelos mas comunes son los de 10 y 9 repetidos [Fuke et al., 2000;
Torres et al., 2003]. Al igual que en el caso anterior, las frecuencias alélicas de este
polimorfismo varian significativamente entre las poblaciones (Tabla 6) [ Kang et al.; 1999,

Vyeira et al., 2003].
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Figura 10: Esquema del gen DATI. En la figura se observa que este gen esta constituido por 15
exones, en 1a 3" traducida hay un polimorfismo tipo VNTR de 40pb que se repite de 3 a 13 veces,
siendo las variantes mas comunes las de 9 y 10 repetidos, representadas en la imagen.



Tabla 6: Frecuencia de los diferentes alelos de la region 3'UTR del gen DAT1 en diversas poblaciones.

Poblacion | DATI.3 | DATL.5 | DAT1.7 [ DAT1.8 | DAT1.9 | DATL.10 [ DATI.11 | DATL.12 [ DATI.13 [ N

EUROPA
Griegos | 0 0 0 0 0.38 0.52 0.10 0 0 21
Rusos 0 0 0 0 0.11 0.88 0.02 0 0 33
Ingleses | 0 0 0 0.01 0.25 0.74 0.01 0 0 295
Italianos | 0 0 0 0 0.33 0.66 0.01 0 0 84
Total 0 0 0 0 0.26 0.72 0.01 0 0 433
INDIGENAS SUDAMERICANOS
Colombia | 0 [0 [0 [0 [0 [ 1.00 [0 [0 [0 [ 27
CHILE
Santiago | 0 [0 [0 [ 0.01 [023 o074 [ 0.03 [0 [0 [ 100

Tomada de Vyeira et al., 2003

Debido a que este VNTR se localiza en la region 3" no traducida del gen, no se espera que
pudiera cambiar la secuencia y estructura de la proteina; sin embargo, es posible que esta
variabilidad pudiera afectar los niveles de expresion del DATI modulando la expresion o
degradacion del ARNm y/o la eficiencia de la transcripcion [Fuke et al., 2001; Mill et al.,
2005]. Algunos estudios tanto in vivo como in vitro han reportado un mayor nivel de
expresion del DAT! en individuos que presentan el alelo de 10R [Heinz et al., 2000; Fuke et
al., 2001; VanNess et al., 2005]. Empero, no todos los datos han sido consistentes. Por
ejemplo, Jacobsen y cols. [2000] encontraron en un estudio in vivo, que los individuos
homocigotos al alelo de 10R mostraron menor union del ligando al DATI que los que
presentaban al menos un alelo de 9R. Otro estudio in vitro no encontro relacion alguna entre
la presencia de algun genotipo en particular y los niveles de unién al DATI [Mill et al.,

2005].

Aunque no esté claro si este polimorfismo afecta la expresion del transportador, los estudios
anteriores sugieren que ¢€sta y/u otra variante genética, con la que se encuentre en
desequilibrio de ligamiento, esta relacionada con la regulacion de la expresion de la proteina

DATI [Jacobsen et al., 2000; Fuke et al., 2001; Mill et al., 2005].




Finalmente, es necesario mencionar que la ausencia del gen que codifica para el DAT genera
ratones hiperactivos [Avale et al., 2004], caracteristica inherente al TDAH, por lo que
cambios en los niveles sinapticos generados por la alteracion en la eficiencia de captura de

este neurotransmisor podrian estar asociados al trastorno.

2.6.3 Relacion entre el TDAH y los polimorfismos tipo VNTR de los genes

DRD4 y DATI:

Varios metanalisis indican que existe una asociacion discreta pero significativa entre el alelo
de 7R del gen DRD4 [Faraone et al., 2001; Mabher et al., 2002; Li et al., 2006] y el alelo de
10R del gen DATI [Faraone et al., 2005; Yang et al., 2007] con el TDAH. Sin embargo,
estos estudios se han realizado principalmente en poblaciones de origen caucésico, tanto de
Estados Unidos como de Europa [Faraone et al., 2001; Maher et al., 2002; Faraone et al.,

2005; Li et al., 2006; Yang et al., 2007].

Como se mostrd en las tablas 5 y 6, las frecuencias alélicas de ambos polimorfismos difieren
significativamente entre poblaciones [Chang et al., 1996; Kang et al., 1999; Vyeira et al.,
2003] y se ha reportado que el alelo asociado a la enfermedad puede variar de acuerdo al
grupo ¢étnico estudiado, como se reportd con el alelo de 2R del gen DRD4 en poblacion
asiatica [Leung et al., 2005] y con el alelo de 9R del gen DAT1 en poblacion india [Das et
al., 2007]. Ademas, existe evidencia de que el efecto de un alelo o genotipo especifico no es
exactamente el mismo en los diferentes grupos étnicos [ Williams et al., 2003, Popper et al.,

2007], lo cual hace de sumo interés realizar este tipo de analisis en distintas poblaciones.

En este sentido, existen pocos reportes en poblacion latinoamericana. Por ejemplo, un estudio



en Colombia, en la poblacion Paisa de la region de Antioquia, encontrd asociacion con el
alelo de 7R del gen DRD4 en un disefio de familias [ Arcos-Burgos et al., 2004]. En Brasil se
reportd asociacion positiva con el alelo 7R del gen DRD4 en el andlisis de casos y controles,
aunque la asociacion fue negativa si el modelo era en familias; en este mismo estudio no se
encontr6 asociacion con el alelo de 10R del gen DATI para ninguno de los 2 modelos. Es de
destacar que estos investigadores realizaron un andlisis de interaccidon y encontraron un
aumento de la presencia combinada de los genotipos con al menos un alelo de 7R (7+) del
DRD4 y 10/10 del DATI en el subgrupo clinico de pacientes TDAH con mayores niveles de
hiperactividad e impulsividad con respecto a los que presentaron mdas problemas de
inatencion [Roman et al., 2001]. Otro estudio de hermanos no afectado en familias chilenas
no encontrd asociacion ni con el alelo de 7R del gen DRD4 ni con el alelo de 10R del gen
DATI; sin embargo, en el analisis de interaccion genética se encontrd una mayor presencia
del genotipo 7+ de DRD4 y el genotipo 10/10 de DATI en los hermanos afectados con
respecto a los hermanos no afectados [Carrasco et al., 2006]. En conclusion, los pocos
estudios en poblaciéon latinoamericana proponen un modelo de interaccion genética entre el
DRD4 'y DATI; empero, los datos no han sido del todo consistentes y es necesario replicarlos

en otras poblaciones.

2.6.4 Relacion entre las comorbilidades del TDAH y los polimorfismos tipo

VNTR de los genes DRD4'y DATI:

El estudio de las variantes polimorficas aqui descritas, con respecto a la presencia de
comorbilidades en el TDAH ha sido muy pobre. Hasta nuestro conocimiento, s6lo tres
estudios han reportado asociacion positiva entre el alelo de 7R del gen DRD4 en pacientes

con TDAH que presentaron comorbilidad con trastornos externalizados -e.g. trastorno de



conducta y trastorno oposicionista desafiante- [Rowe et al., 2001; Holmes et al., 2002; Kirley
et al., 2004]. Esto concuerda con un estudio de familias realizado en poblacion turca, en el
que se encontrd que los pacientes que no presentaban el alelo de 7R eran mas ansiosos y
depresivos que aquellos que tenian por lo menos una copia de esta variante genética [ Tahir et

al., 2000].

Con respecto al DATI, hasta nuestro conocimiento, s6lo un estudio ha encontrado que
comparados con pacientes con TDAH que presentan trastorno de conducta, aquellos que no

lo presentan, muestran asociacion con 2 SNPs localizados en este gen [Zhou ef al., 2007].



¥. Justificacion .

Estudios en ﬁublaciunes de origen caucasico han encontrado una asociacitn discreta pero
significativa E]lt;l'ﬂ.ﬂl alelo de 7R localizado en el exdn 3 del gen DRD4 v el alelo de 10R
localizado en la region 3° no traducida (3UTR) del gen DATI, en sujetos con diagndstico

clinico de TDAH.

Debido a que las frecuencias de alelos y penotipos son diferentes entre poblaciones, los datos
anteriores no son directamente extrapolables a individuos de nuestra poblacién, por lo que
consideramos de sumo interés realizar este estudio en poblacion mexicana, algo que no se ha

reportado previamerte.

Asimismo, se considera que el TDAH es un trastorno multifactorial, ¥ en este sentido muchas
varigbles genéticas estarian asociadas al mismo. En consecuencia, resulta muy atractivo

empezar a estudiar Ia interaccién entre al menos estos 2 polimorfismos.

Finalmente, se ha reportado que las comorbilidades del TDAH se agregan en familias y que
estas caracteristicas nos pueden ayudar a definir subgrupeos clinicos del trastorno, lo que hace
importante analizarlas con respecto a las variantes genéticas asociadas a fenotipos clinicos

particulares,



V1. Objetivos

1. Objetivo General

* Determinar si existe asociacion entre los genes DRD4 y DATI con el TDAH y sus

comorbilidades.

2. Objetivos particulares

1. Determinar si existe asociacion entre los genes DRD4 y DATI con el TDAH en

pacientes del INP RF.

2. Determinar si existe asociacion entre los genotipos DATI y DRD4 con alguno de los
subgrupos formados a partir de las comorbilidades del TDAH en pacientes del INP

RF.

3. Estimar la posible interaccion entre el DRD4 y el DATI y su asociacion con el TDAH

y sus comorbilidades en pacientes del INP RF.



VII. Hipotesis

1. Los pacientes con TDAH mostraran un aumento en la frecuencia del alelo de 7R del

gen DRD4 con respecto a los controles.

2. Los pacientes con TDAH mostraran un aumento en la frecuencia del alelo de 10R del

gen DATI con respecto a los controles.

3. El analisis de interaccion mostrard que la presencia del genotipo con al menos un
alelo de 7R (7+) del gen DRD4 en conjunto con la presencia del genotipo 10/10 del

gen DATI correlaciona con el fenotipo de TDAH.

4. Las frecuencias de ambos alelos seran distintas de acuerdo al tipo de comorbilidades
presentes en los pacientes, y probablemente las asociaciones previamente reportadas

se encontraran con alguin subtipo especifico.



VIII. Consideraciones éticas

Dado que en este estudio se obtuvieron muestras de sujetos humanos, fue necesario que se

cumpliera con los criterios éticos descritos en la Declaracion de Helsinki.

El estudio fue aprobado por los comités de Etica e Investigacion del INP RF. Asimismo,
todos los procedimientos fueron realizados bajo el conocimiento y consentimiento escrito de

los sujetos de estudio.



IX. Materiales v Métodos

1. Sujetos

Entre febrero del 2002 y octubre del 2007 se reclutaron de la clinica de adolescentes del INP
RF 108 individuos (12-18 afios) que cumplieron con el diagndstico clinico de TDAH . El
proceso para la obtencion del diagnodstico principal y sus comorbilidades con trastornos

internalizados y/o externalizados, const6 de tres etapas principales:

Inicialmente, a los pacientes se les aplic la entrevista clinica estructurada, denominada
M.IN.I. KID (de sus siglas en inglés Mini International Neuropsychiatric interview for
children and adolescents), que genera entre otros, el diagnostico presuntivo de TDAH basado

en los criterios planteados por el DSMIV-R.

Posteriormente, un psiquiatra certificado documentd la historia clinica del paciente y la

corroborod con una entrevista realizada a los padres del mismo.

Finalmente, el diagnostico definitivo de TDAH y sus comorbilidades se obtuvo a través de la
aplicacion, por un psiquiatra especializado en adolescentes, del BPRS-C (de sus siglas en
inglés Brief psychiatric rating scale for children). En esta etapa, el diagnostico también fue

corroborado con una entrevista con los padres del paciente.

En resumen los criterios de inclusion para el grupo de casos fueron que los participantes
cumplieran con el diagnostico clinico del TDAH segun los criterios del DSMIV-R y si que
los sintomas del trastorno aparecieron antes de los 6 afos de edad. Los participantes fueron
excluidos del estudio si la presencia de otro desorden psiquidtrico podia explicar mejor los

sintomas reportados.



De 30 individuos con diagndstico clinico de TDAH se logro obtener la participacion de sus

padres en el andlisis genético.

Por otra parte, las muestras pertenecientes al grupo control se obtuvieron de individuos que
participaron en un estudio epidemiolodgico realizado recientemente por el INP RF, y que tuvo
como objetivo estimar la prevalencia de las principales enfermedades mentales en

adolescentes que habitan en la ciudad de México [Benjet ef al., 2008 ].

En este proyecto se evaluaron “cara a cara” 3005 sujetos de poblacion abierta de entre 12 y
18 anos. La evaluacion fue realizada por personal previamente entrenado en el uso de la
entrevista denominada CIDI-CAPI (de sus siglas en inglés Composite International
Diagnostic Interview — Computer Assisted Personal Interview), en su version adaptada para
adolescentes. EI CIDI-CAPI genera diagnosticos clinicos psiquiatricos de distintos trastornos
mentales, incluidos TDAH y sus comorbilidades, basado en los criterios descritos en el
DSMIV-R y el ICD-10 (de sus siglas en inglés International Statistical Classification of
Diseases and Related Health Problems). Los 1261 individuos que NO cumplieron con los
criterios para algin diagndstico psiquidtrico a lo largo de la vida fueron escogidos como no
casos. De estos, 883 proporcionaron muestra de ADN. A partir del grupo anterior se
seleccionaron para este analisis, 108 muestras de ADN pareadas por edad y sexo con el grupo
de casos; 8 muestras extra fueron seleccionadas aleatoriamente (10% de la muestra),
secuenciadas para las regiones polimoérficas de interés e incluidas en el analisis, con el

objetivo de disminuir posibles errores en la tipificacion.

En resumen los sujetos del grupo control no debian cumplir cumplieron con los criterios



diagnosticos para algin trastorno psiquiatrico. Los individuos fueron excluidos de este grupo
si no terminaron de contestar la entrevista o si sus padres no accedieron a participar en la

parte de entrevista a los padres, o si no se contaba con la muestra genética.

2. Analisis Molecular

Del grupo de pacientes y padres que participaron en la donacion de material genético, se
obtuvo por venopuncion una muestra de 5 ml de sangre y se extrajo el ADN por el método
convencional de fenol-cloroformo. En el caso del grupo control se obtuvo una muestra de

enjuague bucal y el ADN se extrajo con ayuda del Kit PureGene de la marca GENTRA®.

Ambos métodos de extraccion generaron ADN de alto peso molecular (= 23Kb) que permitid

la exitosa genotipificacion de las muestras, en la mayoria de los casos.

La amplificacion del VNTR localizado en el exon 3 del gen DRD4 se llevo a cabo utilizando
los primers reportados por Lichter y cols. [1993] y las condiciones descritas previamente en
nuestro laboratorio por Aguirre y cols. [2007]. Para el caso del VNTR, localizado en la
region 3° UTR del DAT]I, se utilizaron los primers y el protocolo reportados previamente por

Kang y cols [1999].

La determinacion de los alelos especificos para cada polimorfismo se obtuvo mediante la
separacion de los productos de amplificacion por medio de electroforesis en geles de agarosa
al 2%. El tamafio de los alelos se establecié comparando las bandas presentes en los geles con
marcadores de peso molecular, y/o con algunas muestras previamente secuenciadas. La

lectura de los geles de agarosa se realizo por 2 sujetos distintos, los cuales desconocian cual



era el estatus clinico de las muestras. En la mayoria de los casos, las muestras fueron
amplificadas por lo menos 2 veces con el objetivo de asegurar su correcta genotipificacion.

Aquellos resultados que fueron dudosos no se incluyeron en el analisis.

3. Analisis estadistico

El equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) se analizd con la subrutina HW del programa

LINKAGE [Ott, 1988].

Los frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas se compararon con el programa para analisis
estadistico SPSS version 11. Se les aplico la prueba no paramétrica de %” (o de Fisher, cuando
fue necesario), la cudl evaltia posibles diferencias en las proporciones presentes entre los
grupos a analizar. Por otro lado, para estudiar la interaccion entre el DRD4 y DATI se utilizo

el analisis de regresion logistica.

Para todos los andlisis se estimé el OR (razén de momios, de sus siglas en ingles Odds Ratio)
con un intervalo de confianza (CI) del 95%. Los valores se consideraron significativos
cuando la p era menor a 0.05. Posteriormente se aplicd la correccion de Bonferroni de
acuerdo al numero de alelos analizados (2) quedando el valor significativo (0.05/2= 0.025) de

p menor a 0.025.

Finalmente, en los 30 trios incluidos en el estudio se realizé el analisis de transmision de
alelos (la base de este analisis se explicd brevemente en la seccion III 2.5.3) con el programa

FBAT 1.7.3 (de sus siglas en inglés Family Based Association Test) [Lange ef al., 2003].



X. Resultados

1. Caracteristicas de los grupos de casos y controles

Al evaluar las variables de edad y sexo entre los grupos de casos y controles, no se

encontraron diferencias significativas: edad (t=0.59 p (2 colas)= 0.55) y sexo (x*=0.10 g.1.=1

p (2 colas) =0.75)

(Tabla 7).

Tabla 7: Datos de edad y sexo de los grupos de casos y controles.

Sexo Afios de edad
Masculino Femenino Media Desviacion
N (%) N (%) Estandar
Controles 105 (91.3) 11 (9.7) 14.2 1.1
Casos 99 (91.6) 9 (8.3) 14.3 1.3

Al analizar las comorbilidades psiquiatricas presentes en el grupo de casos, se encontrd que

48 pacientes presentaron, ademds de TDAH, trastornos de tipo externalizado (i.e. Trastorno

oposicionista desafiante, Trastorno disocial y Abuso de substancias), 27 de tipo internalizado

(i.e Distimia, Trastorno depresivo mayor, Fobias y Desoérdenes de ansiedad) y 26 de tipo

mixto (i.e tanto externalizados como internalizados). Sélo 5 sujetos no presentaron

comorbilidad psiquiatrica alguna. No se encontraron diferencias significativas entre los

grupos en cuanto a las variables de edad (ANOVA f=0.89 p=0.41) y sexo (x*=2.26 g.1.=2 p

(2 colas) =0.33) (Tabla 8).

Tabla 8: Datos de edad y sexo de los grupos del subrupos formados a partir de los trastornos comoérbido

presentes en el TDAH

Sexo Afios de edad
N(%) Masculino Femenino Media Desviacion
N(%) N(%) Estandar
Externalizados 48 (45.3) 44 (91.6) 4(8.3) 14.14 1.33
Internalizados 27 (25.5) 26 (96.2) 1(3.7) 14.28 1.21
Mixtos 26 (24.5) 22 (84.6) 4 (15.3) 14.53 1.03




2. Integridad del ADN:

De las 116 muestras obtenidas para el grupo de controles s6lo se obtuvieron los genotipos de
84 muestras para el DRD4 'y 113 para el DATI. De los 108 individuos con diagndstico clinico

de TDAH se logro6 obtener la amplificacion optima de 105 para DRD4 'y de 105 para DAT].

La disminucion en la eficiencia de tipificacion de las muestras control puede estar
relacionada con el origen bucal de las mismas. En nuestro estudio observamos que las
muestras de enjuague bucal no son homogéneas en cuanto a su calidad (Figura 11), y
detectamos que es necesario emplear ADN de muy buena calidad (poco degrado) para
amplificar el polimorfismo del gen DRD4, probablemente por la gran cantidad de GC que
existen en esta area cromosomica. Por otro lado, la amplificacion del DAT! fue posible ain
en muestras que estuvieran ligeramente degradadas. Finalmente, las muestras en las que el

ADN estaba muy degradado no amplificaron para ninguno de los polimorfismos (Figura 11).

Figura 11: Gel de agarosa al 1% en el gue se corrieron las muestras de ADN obtenidas de enjuague bucal. En esta
imagen se observa la diferencia en la calidad de las muestras que amplificaron para DRD4 (cuadro de raya triple),
DAT] (cuadro de raya dobles) y que no amplificaron (cuadrode raya sencilla).



3. Discriminacion alélica:

Como se menciono6 en el apartado de metodologia, los alelos presentes en las muestras fueron

identificados en geles de Agarosa-Metaphor al 2% (1:1), como se observa en la figura 12.
Los alelos mas comunes para el DRD4 fueron en orden decreciente de frecuencia el de 4R, el
7R y el 2R y se identificaron gracias a su peso molecular 4R (492 pb) , 7R (636 pb) y 2R

(396 pb) (Figura 12)

Para el caso del DATI el alelo mas comun fue el de 10R cuyo peso molecular predicho fue

de 478pb, mientras que el alelo de 9R presentd un peso molecular predicho de 438pb (Figura

b.
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Figura 12: Geles de agarosa-metaphor 2% para detectar los alelos presentes en los genes estudiados y su relacién con el
marcador del peso molecular VIII de Roche a) Esquema del peso molecular que representan las bandas observadas con el
marcador de peso molecular VIII b) Gel para DATI, se marcaron con flechas las bandas que corresponden a los alelos 9 y

10 c) Gel para DRD4, se marcaron con flechas las bandas que corresponden a los alelos mas comunes, que son el de 2R, 4R
y7R.



4. Frecuencias alélicas del DRD4 y del DAT1 en poblaciéon

mexicana y su comparacioén con otras poblaciones:

Las frecuencias alélicas observadas en el grupo control para los dos polimorfismos
analizados se observan en las Tablas 9 (DRD4) y 10 (DATI). Estos datos se muestran en
relacion a las frecuencias reportadas en otras poblaciones [Chen et al., 1999; Kang et al.,

1999; Vyeraet al., 2003].

Con respecto al gen DRD4 se observo que al igual que en la mayoria de las poblaciones los
alelos de 4 y 7 repetidos representan del 80-90% de la diversidad alélica. Con respecto al gen
DATI, notamos que el alelo de 10R es el mds comin en todas la poblaciones, siendo las
poblaciones indigenas de América Latina en las que se encuentra un mayor incremento en la

frecuencia de este alelo (Tabla 10).

Tabla 9: Comparacion de las frecuencias alélicas (%) del polimorfismo tipo VNTR localizado en el exon 3 del
gen DRD4 en una muestra de controles mexicanos y su comparacion con diversas poblaciones.

DRD4 % 2 3 4 5 6 7 8 9
Caucasicos | 0.09 | 004 | 067 | 001 | 002 | 016 | 001 | 001 | Cheneral,1999 Vyera
etal.,2003.
Asiaticos | 0.15 | 0.01 | 0.79 | 0.03 | 002 | 001 | 0.00 | 0.00 Chen ez al,, 1999
Africanos | 0.03 | 0.00 | 0.83 | 0.00 | 002 | 0.11 | 0.00 | 0.01 Chen ez al., 1999
Indigenas | 031 00 | 020 | 0.01 | 003 | 060 | 002 | 0.00 Vyera et al., 2003
americanos
Chilenos 0.06 | 0.01 | 059 | 002 | 0.05 | 027 | 001 | 0.01 Vyera et al., 2003
Mexicanos 0.03 0.01 0.58 0.02 0.01 0.35 0.00 0.00 Presente estudio




Tabla 10: Comparacion de las frecuencias alélicas (%) del polimorfismo tipo VNTR localizado en la region
3 'no traducida del DAT! en una muestra de controles mexicanos y su comparacion con diversas poblaciones.

DATI % 10R 9R Otros
Caucasicos 0.70 0.29 0.01 Kang et al., 1999 y Vyera et al., 2003
Asiaticos 0.91 0.06 0.03 Kang et al., 1999
Africanos 0.37 0.28 0.35 Kang et al., 1999
Indigenas mayas 0.93 0.06 0.01 Kang et al., 1999
Indigenas colombianos 1.00 0.00 0.00 Vyera et al., 2003
Chilenos 0.74 0.23 0.03 Vyera et al., 2003
Mexicanos 0.85 0.14 0.00 Presente estudio

5. Asociacion de los genes DRD4 y DATA1, pacientes con TDAH y
sus comorbilidades

En los individuos control, las frecuencias genotipicas de ambos polimorfismos se encontraron
en HWE. Sin embargo, en el grupo de casos, y en particular en el subgrupo de pacientes con
TDAH que presentd comorbilidad con trastornos de tipo externalizado, las frecuencias no se

encontraron en HWE (Tabla 11).

Tabla 11: Analisis de equilibrio de Hardy Weinberg para los genotipos DRD4 y DATI.

DRD4 ex3 HWE DATI 3'UTR HWE
Controles N=84 =418 gl=15p=0.99 Controles N=113 %*=0.09 g.1.= 1 p=0.75
ADHD N= 105 %= 62.05 g.l.=15 p=0.00 ADHD N=105 =181 gl=1p=0.17

Externalizados N=48 %*=55.02 g.1.=15 p=0.00 Externalizados N=49 %*=0.00 g.1.=1 p=1.00
Internalizados N=26 x’=1.21gl=15p=0.99 Internalizaos N=27 =139 gl=1p=0.23

Mixtos N=26 %*=5.92 g1.=15 p=0.98 Mixtos N=25 ¥*=1.56 g.l.=1 p=0.21
Inter. + Mixt. N=52 =495 gl=15p=0.29 Mixtos N=52 ¥*=2.95 g.l=1 p=0.08

No se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar las frecuencias
alélicas y genotipicas entre los grupos de casos y controles (Tablas 12 a 15). Tampoco se

encontro la transmision preferente de algiin alelo en el estudio de familias (Tabla 16)




Tabla 12: Frecuencias genotipicas del DRD4 en los distintos grupos y subgrupos analizados.

DRD4
N | 24 | 26 | 27 | 34 | 35 | 36 | 37 | 44 | 45 | 46 | 47 | 57 | 67 | 77 | Valores estadisticos
(%)
Cont. | 2 0 3 1 0 0 0o | 30 | 2 2 | 31| 0o | 12
N=84 | (0.02) | (0.00) | (0.04) | (0.01) | (0.00) | (0.00) | (0.00) | (0.36) | (0.02) | (0.02) | (0.37) | (0.01) | (0.00) | (0.14)
TDAH | 6 1 1 1 1 1 1| o35 | o 4 | 44 | o 4 6 | 217 e 13 0201
N=105 | (0.06) | (0.01) | (0.01) | 0.01) | (0.01) | (0.01) | (0.01) | (033) | (0.00) | (0.04) | (0.42) | (0.00) | (0.04) | (0.06) | ¥ ' &= 12 P70
Ext. | 2 1 0 0 1 0 T I PO B 2 | 20 | o 3 4 | eole 19 o016
N=48 | (0.04) | (0.02) | (0.00) | (0.00) | (0.02) | (0.00) | (0.02) | (0.29) | (0.00) | (0.04) | (0.42) | (0.00) | (0.06) | (0.08) | *~ O~ 12 P
mt. | 2 0 0 0 0 0 o | 13| o0 1 9 0 0 N S
N=26 | (0.08) | (0.00) | (0.00) | (0.00) | (0.00) | (0.00) | (0.00) | (0.50) | (0.00) | (0.04) | (035) | (0.00) | (0.00) | (0.04) | X ~O-"&=7P=:
Mixt, | 1 0 0 1 0 0 0 6 0 1 15 | o ! U | i ol 10 92035
N=26 | (0.04) | (0.00) | (0.00) | (0.04) | (0.00) | (0.00) | (0.00) | (0.23) | (0.00) | (0.04) | (0.58) | (0.00) | (0.04) | (0.04) | X~ ' &= 0P
N 0 0 1 0 0 0 | 19 | o 2 | 24 | 0 1 2 | i) gim 952029
Newy | 0.06) | 0.00) | (0.00) | (0.02) | (0.00) | (0.00) | (0.00) | (0.36) | (0.00) | (0.04) | (0.46) | (0.00) | (0.02) | (0.04) '

*Los valores de p reportados para cualquier fila se obtuvieron a partir de la comparaciéon con el grupo control.




Tabla 13: Frecuencias genotipicas del DAT1 en los distintos grupos y subgrupos analizados.

DATI1 N(%) 10-10 10-9 9-9 Valores estadisticos
Controles N=113 82 (0.73) 29 (0.26) 2 (0.02)

TDAH N= 105 71 (0.68) 33(0.31) 1(0.01) %’=1.09 gl=2 p=0.55
Exteranlizada N=49 36 (0.74) 12 (0.25) 1(0.02) %’=0.12 gl= 1 p=0.93
Interanlizada N=27 17 (0.63) 10 (0.37) 0 (0.00) x’=1.77 gl=2 p=0.41

Mixta N=25 15 (0.60) 10 (0.40) 0 (0.00) %’=2.39 gl= 2 p=0.30
Inter. + Mixt N=52 32 (0.62) 20 (0.38) 0 (0.00) x’=3.13 gl=2 p=0.29

*Los valores de p reportados para cualquier fila se obtuvieron a partir de la comparaciéon con el grupo control

Tabla 14: Frecuencias alélicas del DRD4 en los distintos grupos y subgrupos analizados.

DRD4 N(%) 2 3 4 5 6 7 Valores estadisticos
C‘I’\‘I‘fgfs 5(0.03)| 1(0.01) | 98 (0.58) | 3(0.02) | 2(0.01) | 59 (0.35)

AT |80.04)] 40.02) | 1250:60) | 1(0.01) | 10(005) | 62(030) | %*=759 gl= 5 p=0.18
EXt?fI“jgzada 3003|2002 | 52054y | 1001 | 60006 | 32033 | *=688=5p=0.23
I“te{\?jggada 2004y | 00.00) | 38(0.73) | 0(0.00) | 1002 | 11021y | *=538=5p=038

%j‘;g 100.02)| 1(0.02) | 30(0.58) | 0(0.00) | 2(0.04) | 18035 | X =340gl=5p=0.64
I“te;;l;“’“' 3(0.03)| 1(0.01) | 68(0.65) | 0(0.00) | 3(003) | 20(028) | * ~4348l=5p=047

*Los valores de p reportados para cualquier fila se obtuvieron a partir de la comparaciéon con el grupo control.

Tabla 15: Frecuencias alélicas del DAT1 en los distintos grupos y subgrupos analizados.

DATI1 N(%) 10R 9R Valores estadisticos

C;‘:{‘;I;S 193 (0.85) 33 (0.15)

ITI:D?(I){S 175 (0.83) 35 (0.17) %*=0.35 gl= 1 p=0.55
Exte;n:a;:;zada 84 (0.86) 14 (0.14) %*=0. 005 gl= 1 p=0.94
Inte}r\?j;i;ada 44 (0.82) 10 (0.19) x’=0.51 gl=1p=0.47

11\\1/13? 40 (0.80) 10 (0.20) %’=0.90 gl= 1 p=0.34
Inte;.I :;;/Iixt. 84 (0.81) 20 (0.19) x’=01.13 gl= 1 p=0.29

*Los valores de p reportados para cualquier fila se obtuvieron a partir de la comparaciéon con el grupo control.




Tabla 16: Andlisis de desequilibrio de transmisién para DRD4 y DATI.

Alelo Frecuencia Familias S E(S) Var (S) Z P
DRD4 2 0.071 6 * * * * *
DRD4 4 0.601 18 21.0 21.5 6.25 -0.2 0.84
DRD4 5 0.020 1 * * * * *
DRD4 6 0.051 5 * * * * *
DRD4 7 0.257 16 11.0 10.5 4.25 0.243 0.80
DAT 1 10 0.77 12 16 15 3.5 0.535 0.59
DATI 9 0.23 12 8 9 3.5 -0.535 0.59

Es importante mencionar que, basados en estudios previos, esperdbamos encontrar un
aumento en la frecuencia de los alelos 7R del gen DRD4 y 10R del gen DATI en el grupo de
pacientes comparados con ¢l de controles [Faraone et al., 2001; Maher et al., 2002; Li et al.,
2006; Faraone et al., 2005; Yang et al., 2007]. Por el contrario, encontramos una disminucion

en la frecuencia de ambos alelos.

6. Analisis de interaccion genética entre el DRD4 y el DAT1 en
pacientes con TDAH y sus comorbilidades

Es importante recordar que los trastornos psiquiatricos, y en especifico el TDAH, son
considerados como trastornos complejos en donde debe existir la interaccion de multiples
variantes genéticas asociadas a la presencia del desorden mental. Debido a lo anterior,
decidimos evaluar la interaccion genética entre el DRD4 y el DATI. Para ello se realizd un
analisis de regresion logistica en el cual se valoro si la ausencia simultdnea del genotipo 7/7
del gen DRD4 y 10/10 del gen DATI ayuda a encontrar asociacion con la presencia del
diagnostico clinico de TDAH y/o con algin subgrupo formado a partir de las comorbilidades

presentes en este trastorno (Tabla 17).




El analisis de regresion logistica de los datos anteriormente mencionados muestra que la
ausencia de los genotipos 7/7 del gen DRD4 y 10/10 del gen DATI1 se asocian con la
presencia de TDAH (p=0.04) con un OR de 2.09 (95% I.C.= 1.02-4.66). Este resultado no se

mantuvo significativo después de la correccion por Bonferroni (p<0.025).

En el andlisis de las comorbilidades encontramos que la interaccion genética mencionada en
el parrafo anterior solo fue evidente en los pacientes TDAH que presentaron al menos un
trastorno internalizado comoérbido (grupo inter. + mixt.) (P=0.01) con un OR de 2.64 (95%
[.C.= 1.17-5.97). Es importante destacar que esta relacién se mantuvo significativa después

de la correccion por Bonferroni (p<0.025).

Tabla 17: Analisis de interaccion entre el DRD4 y DATI1 con respecto al TDAH y sus comorbilidades

DRD4 X DATI
b P OR 1C 95%
TDAH 0.73 0.04 2.09 1.02 - 4.66
Exteranlizados 0.48 0.27 1.61 0.68 —3.86
Internalizados 0.94 0.06 2.57 0.95-6.93
Mixtos 1.01 0.05 2.73 1.01-7.42
Inter+Mixtos 0.97 0.01 2.64 1.17-5.97

*El gen DRD4 fue analizado basado en la ausencia del genotipo 7/7,y el gen DATI fue analizado basado en la
ausencia del genotipo 10/10.




XI. Discusion

La variabilidad de los genes que codifican para proteinas del sistema dopaminérgico cerebral
ha sido objeto de estudio para comprender la etiologia del TDAH. Varios meta-analisis han
concluido que independientemente de la variabilidad en los resultados de los diferentes
estudios, los polimorfismos tipo VNTR localizados en el ex6n 3 del gen DRD4 y la region 3°
no traducida del gen DATI pueden tener un efecto discreto, en el riesgo a desarrollar TDAH
[Faraone et al., 2001; Li et al., 2006; Maher et al., 2002]. Sin embargo, la mayoria de estos
estudios de asociacion se han realizado en poblacidén caucdsica y muy pocos reportes se han
enfocado a la poblacion latinoamericana [ Arcos-Burgos et al., 2004; Carrasco et al., 2006;
Roman et al., 2001], siendo este el primer trabajo realizado en sujetos que habitan en la

ciudad de México.

1. Frecuencias alélicas de Ila poblacion control del presente
estudio, en comparacion con otras poblaciones

Hasta nuestro conocimiento, el presente estudio es el primero en reportar las frecuencias
alélicas para el DATI en poblacién mexicana. Por otro lado, los resultados obtenidos para el
DRD4 fueron similares a los publicados previamente por nuestro laboratorio en un grupo
independiente de individuos adultos, sanos mentalmente, que participaron como controles en

un protocolo de esquizofrenia [ Aguirre et al., 2007].

Aunque el objetivo del presente estudio no fue calcular las frecuencias alélicas de los
polimorfismos DRD4ex3 y DAT13'UTR en poblacion mexicana, consideramos que dado a
que nuestros datos provienen de un estudio epidemioldgico, disefiado ex profeso, para

obtener una muestra representativa, tomando en consideracion los distintos grupos de edad,
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sexo y nivel socioeconomico de la poblacion adolescente de la ciudad de México,
probablemente las frecuencias reportadas en el presente estudio sean cercanas a las
frecuencias reales de la poblacion que habita en la ciudad de México, por lo que podrian

servir de referencia para futuros estudios.

Las frecuencias genotipicas de ambos polimorfismos estuvieron en equilibrio de Hardy-
Weinberg, lo que indica que es poco probable que las diferencias encontradas se deban a
problemas de tipificacion [Hosking et al., 2004; Wigginton et al., 2005], asimismo sugiriere
que la poblacion estudiada es solo una [Salanti et al., 2005; Wigginton et al., 2005]. La
aplicacion de otras metodologias como los estudios de ancestria podrian ayudar a disminuir

los posibles problemas de estratificacion poblacional [Hinds et al., 2004].

Finalmente, en este estudio observamos que las frecuencias alélicas para ambos
polimorfismos tuvieron valores intermedios con respecto a las reportadas para las
poblaciones caucasicas e indigenas de América. Estos resultados estan en concordancia con
lo reportado previamente por Hinds y cols [2004], quienes mostraron mediante el analisis de
un conjunto amplio de marcadores polimorficos no ligados entre si, que la poblacién mestiza
de la ciudad de M¢éxico se constituye tanto el componente de ancestria caucésico como el

componente de ancestria indigena.

2. Asociacién entre DRD4 y DAT1 en pacientes con TDAH

No se encontr6 asociacion entre los alelos 7R del gen DRD4 y 10R del gen DATI con el
diagnostico de TDAH, como se habia planteado previamente en la hipdtesis; por el contrario,

encontramos una reduccidon en la presencia de estos alelos en el grupo de casos. Estudios
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previos realizados en América Latina tampoco encontraron asociacion con el alelo de 10R del
gen DATI, y como se describid previamente en la introduccion, los resultados con respecto a
alelo de 7R del gen DRD4, han sido inconsistentes [ Arcos-Burgos et al., 2004; Carrasco et

al., 2006; Roman et al., 2001].

Existen varias explicaciones para entender estos resultados. Una podria deberse a problemas
de estratificacion poblacional, que es uno de los riesgos del disefio de asociacion entre casos
y controles; sin embargo, esto parece poco probable, debido a que la muestra control se

encuentra en HWE [Salanti et al., 2005; Wigginton et al., 2005] .

Otra explicacion podria ser el bajo poder estadistico de este tipo de estudios cuando la
muestra no es muy grande (Faraone et al., 2005); sin embargo, es importante destacar que
muchos de los estudios donde se ha encontrado asociacion se han hecho con tamafios de
muestra similares. Asimismo, los alelos de riesgo propuestos para el TDAH en caucasicos
(7R del gen DRD4 y 10R del gen DATI) mostraron ser muy frecuentes en nuestra poblacion
control, lo que incrementa la posibilidad de cometer el error estadistico de tipo 2 (Falso
negativo). En este sentido, seria importante poder replicar los resultados del presente estudio

con otro grupo de individuos de la misma poblacién y con un tamafio de muestra mayor.

Finalmente, cabe la posibilidad de que los alelos de riesgo reportados en una poblacion no
fueran los mismos para otra poblacién, como se ha reportado con el TDAH con respecto al
alelo de 2R del gen DRD4 en poblacion asiatica (Leung et al., 2005) y al alelo de 9R de gen
DAT]1 en poblacion de la India (Das et al., 2007), tema que se discutird detalladamente mas

adelante en este trabajo.
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Por otro lado, aunque en los estudios de asociacion no es requisito reportar el andlisis de
HWE para el grupo de casos (Salanti ef al., 2005), llama la atencién que al hacerlo este grupo
se encontrara en desequilibrio. Esto se puede deber a muchos factores entre ellos, el que el
TDAH es un trastorno complejo, en donde la evidente heterogeneidad clinica observada en
términos de las comorbilidades asociadas al trastorno, podria estar sustentada en una
heterogeneidad de los factores asociados, incluidos los genéticos (Biederman et al., 1992;

Acosta et al., 2007; Ganizadeh et al., 2008).

Llama la atencidén que el tinico subgrupo que no se mantuvo en HWE fue el de pacientes con
comorbilidad externalizada. En este sentido, se ha reportado que el subtipo clinico con
comorbilidad con trastorno de conducta muestras caracteristicas particulares tales como
representar un fenotipo clinico mas severo; debido a lo anterior se ha propuesto como un
grupo distinto al resto de los pacientes que presentan TDAH (Holmes et al., 2002), por lo que
seria interesante reclutar el futuro mediato una muestra de mayor tamaio para poder analizar

estas caracteristicas.

3. Analisis de interaccion entre el DRD4 y el DAT1 en pacientes con
TDAH y sus comorbilidades

El TDAH muy probablemente tiene una naturaleza poligénica, sin embargo hay pocos
estudios que han analizado la posible interaccion entre dos o mas variantes genéticas. Esto

resulta particularmente interesante para intentar entender con mayor detalle la influencia de

los genes en el trastorno [ Spencer et al., 2002; Acosta, 2007; Swanson et al., 2007].

En este estudio observamos que la ausencia simultanea de los genotipos 7/7 del gen DRD4 y

13



10/10 del gen DATI se asocia con el fenotipo de TDAH. Este resultado contrasta con
estudios previos, en donde se encontré una asociacion entre la presencia simultinea del

genotipo 7+ de DRD4 y del genotipo 10/10 de DATI [Roman et al., 2001; Carrasco et al.,

2006] y con otro estudio en donde no se encontr6é ninguna asociacion [Qian et al., 2007]

En este sentido, se ha reportado que el efecto de las variantes genéticas puede variar en
funcion al bagaje étnico de la poblacion de interés. Por ejemplo, el genotipo SS del
transportador a serotonina (SHTTLPR) se ha asociado a la presencia de mayores niveles del
acido 5-hidroxi-indolacético (SHIAA: un indicador de los niveles de serotonina) en el liquido
céfalo-raquideo de individuos de origen afro-americano; en tanto, este mismo genotipo se ha
asociado a menores niveles de este metabolito en individuos de origen europeo-americano
[Williams et al., 2003]. En este mismo sentido, y con respecto al DRD4, se encontrd una
correlacion significativa entre los alelos cortos de este sistema polimorfico (es decir alelos de
2-4 R) con el comportamiento externalizado y cuidado parental negativo-intrusivo en
individuos afro-americanos, mientras que en individuos europeo-americanos esta misma
asociacion se encontrd con los alelos largos del gen (alelos de 5-7 R) [Popper et al., 2007].
Estas discrepancias se pueden explicar por estilos de vida distintos que pueden influir en los
regulacion de expresion de los genes o por diferencias genéticas entre los distintos grupos
étnicos, asociadas a patrones desiguales en el desequilibrio de ligamiento entre los

marcadores genéticos y el alelo de riesgo de la enfermedad.

Sin embargo, el resultado anterior no se mantuvo significativo después de la correccion de
Bonferroni, por lo que es probable que sea un falso positivo [ Sullivan, 2007] y por lo tanto
seria necesario intentar incrementar el tamafio de la muestra y evaluar si se mantiene la

asociacion.
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Por otra parte, resultd interesante observar que la ausencia de los genotipos 7/7 del gen
DRD4 y 10/10 del gen DATTI se asocia al subgrupo de pacientes con al menos un trastorno
internalizado, resultado que se mantiene significativo después de la correccion por
Bonferroni (p=0.01). Esta asociacion parece ser congruente con dos estudios previos, uno de
los cuales encontré que pacientes TDAH que no presentan el alelo de 7R DRD4 mostraron
ser mas ansiosos y depresivos que aquellos que portan por lo menos una copia de esta
variante genética [ Tahir et al., 2000]. En otro reporte, se observd que la variabilidad genética
en otras regiones del DAT1 se asocia a pacientes con TDAH que no presentaron trastorno de

conducta [ Zhou et al., 2007].

Hasta nuestro conocimiento, este es el primer estudio que analiza este tipo de interaccion
genética con respecto a las comorbilidades en el TDAH. Estos resultados sugieren que la
presencia de comorbilidades con trastornos internalizados en el TDAH representa una entidad
genética distinta, una idea que no ha sido suficientemente evaluada en la literatura
internacional, debido a que la investigacion se ha enfocado en el andlisis de las

comorbilidades externalizadas.

Asimismo, los resultados del presente estudio proponen que la variabilidad en el DRD4 y el
DATI son una causa comun a la presencia de TDAH con comorbilidad internalizada y mixta;
sin embargo, es importante mencionar que la interaccidon entre estos 2 genes probablemente
no es suficiente para el desarrollo del trastorno y es necesario evaluar la variabilidad en otros

genes, asi como factores ambientales adversos.

Por otro lado, el que la asociacion se haya encontrado en pacientes con TDAH que presentan

al menos un trastorno internalizado, puede deberse a que los genes analizados se encuentren
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también asociados a trastornos internalizados y que esta relacion sea independiente de la
presencia de TDAH. En este sentido, también sera importante analizar las frecuencias alélicas
y genotipicas de estos polimorfismos en pacientes con trastornos como la ansiedad y la

depresion.

Finalmente, es importante destacar que los resultados expuestos en el presente estudio deben

considerarse como preliminares y es necesario replicar estos datos en muestras

independientes y de mayor tamafio.
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XII. Conclusiones:

No se encontraron diferencias significativas entre el grupo de pacientes con TDAH vy

controles, lo que demuestra el valor de los estudios en diferentes grupos €tnicos.

Se encontraron diferencias significativas entre los grupos de casos y controles al hacer el
analisis de interaccion genética, lo que sugiere un efecto poligénico en la expresion de este

trastorno psiquiatrico.

Se encontraron diferencias significativas entre los controles y los grupos de casos con
comorbilidad internalizada y mixta, lo que sugiere que las comorbilidades del TDAH nos
ayudan a identificar distintos subgrupos clinicos y que probablemente cada uno esté asociado

a variantes genéticas distintas.

Lo anterior también sugiere que la heterogeneidad clinica esta asociada a heterogeneidad
genética y refuerza la idea de que mas de un gen esta involucrado en la etiologia de los

trastornos psiquiatricos.

Finalmente, es necesario realizar mayor investigacion para poder entender la influencia que
tienen los genes en el desarrollo de este trastorno psiquiatrico. Algunas de las propuestas se

mencionan en el apartado de perspectivas del presente trabajo.



XIII Perspectivas:

1.

Intentar replicar estos resultados en una muestra independiente.

Realizar estudios de interaccion gen-medio ambiente.

Estudiar si el efecto de las variantes genéticas asociado al TDAH en este estudios en
distintos trastornos internalizados, con el objeto de saber si esta asociacion depende

de la presencia del TDAH.

Por otro lado, seria importante investigar si existe un cambio en la expresion de estos
genes de acuerdo al polimorfismo que presenten, con el objetivo de intentar entender

como estas variantes genéticas afectan el fenotipo de un individuo.

Finalmente, se ha reportado que variantes en la secuencia de los repetidos del VNTR
del gen DRD4 estan mas asociadas con la presencia del TDAH que el alelo de 7R en
si, por lo que considero de sumo interés analizar estas secuencias en nuestra poblacion

de estudio.
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ABSTRACT

Attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD) is a clinically complex and multifactorial psychiatric dis-
order of inattention, hyperactivity and impulsivity. Family, twin and adoption studies suggest a genetic
influence in the etiology of ADHD. Two variable number of tandem repeats (VNTR) polymorphic systems
have been frequently associated with this disorder: the 7 repeat (R) allele in exon 3 of the dopamine
receptor D4 (DRD4) and the 10R allele located in the 3’ untranslated region (UTR) of the dopamine trans-
porter (DAT1). We conducted a case—control association study between ADHD and these polymorphisms
in a group of adolescent inhabitants of the metropolitan area of Mexico City. In addition, we evaluated the
interaction between these genes, the disorder and its associated psychiatric comorbidities. No positive
association between ADHD and the 7R allele of DRD4 or the 10R allele of DAT1 was observed; however,
compared to controls, patients with internalized comorbidities had a lesser frequency of genotypes with
the 7R allele of DRD4 and the 10/10 genotype of DAT1. A logistic regression analysis showed that the
simultaneous absence of the 10/10 DAT1 and 7/7 DRD4 genotypes predicts membership to the group
of ADHD patients with internalized comorbidities (e.g. anxiety, depression). Our results highlight the
importance of cross-ethnic research and the possibility of a distinct genetic basis that underlies the type
of comorbidities associated with ADHD. This result should be considered in terms of the study design,

and further replication is necessary in an independent sample.

© 2009 Published by Elsevier Ireland Ltd.

Attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD) is a common
childhood-onset psychiatric syndrome of hyperactivity, impulsivity
and impaired sustained attention. This disorder has a prevalence
of 4-12% in the school-aged population with 50-80% of patients
experiencing symptoms that persist through adolescence and into
adulthood [33]. Social dysfunction and skill deficits associated with
ADHD may have a significant impact on the labor and academic life
of affected individuals [1,8].

It has been estimated that 20-55% of ADHD patients express
other externalized psychiatric disorders (e.g. conduct disorder,
oppositional defiant disorder), whereas approximately 10-50%
express internalized (e.g. anxiety, depression) comorbidites, lead-
ing to the conceptualization of ADHD as a clinically heterogeneous
entity [2,17,33]. Furthermore, it has been reported that these char-
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Xochimilco 101, San Lorenzo Huipulco, Tlalpan CP 14370, México, D.F., Mexico.
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0304-3940/$ - see front matter © 2009 Published by Elsevier Ireland Ltd.
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acteristics are aggregated in families [7], leading to some authors
to propose that the study of these comorbidities may help in the
classification of different ADHD subtypes [7,13,22].

Attention-deficit hyperactivity disorder is regarded as a her-
itable, complex and multifactorial disorder that involves the
interaction of biological and environmental factors [1,35]. Phar-
macological studies, animal models and brain images have all
demonstrated that catecholamine neural pathways are relevant for
understanding the neurobiological basis of this disorder. Specifi-
cally, it has been proposed that alterations in the cerebral dopamine
system partially explain the cardinal symptoms and effectiveness
of pharmacological treatments [5,15,38]. Thus, genes encoding
dopamine-related proteins have been evaluated in relation with
ADHD [12,15,24].

In particular, two polymorphic systems have been the focus
of many published studies: a variable number of tandem repeats
(VNTR) in exon III of the dopamine D4 receptor gene (DRD4) and
the VNTR located on the 3’ untranslated region (3’-UTR) of the
dopamine transporter gene (SCL6A3 or DAT1) [15,16,35]. Several
metanalysis have concluded that the 7 repeat (R) allele of DRD4
yield a small but statistically significant effect towards the risk of

patients, Neurosci. Lett. (2009), doi:10.1016/j.neulet.2009.01.004
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developing ADHD [15,27,29]. The evidence suggesting an associa-
tion with the 10R allele of DATT1 is less consistent; one metanalysis
supports this association [39] while others do not [27,29].

It has also been suggested that ADHD is polygenic in nature
[15,18]. For this reason, interaction analyses may be used as a way
of better understanding how genes influence this disorder. To date,
only a few reports have explored the genetic interaction between
DRD4 and DAT1, as most studies have evaluated the independent
effect of these genes [10,19,31,32].

In this way, the aim of the present study was to explore the
possible interaction among the aforementioned genes, ADHD, and
the psychiatric comorbidities associated with this disorder.

This study was conducted in accordance with the ethical prin-
ciples of the Declaration of Helsinki and was approved by the
Ethics and Scientific Committees of the National Psychiatric Insti-
tute “Ramon de la Fuente” (INPRF) in Mexico City. All procedures
were performed with the adequate understanding and written con-
sent of the subjects.

One hundred and five individuals (12-18 years old) who met
diagnostic criteria for ADHD were recruited from the Clinic for Ado-
lescents at the INPRF.

A three-stage process was used to establish the ADHD diagno-
sis. The initial step included a clinical screening for any current
psychiatric disorder through the Mini International Neuropsychi-
atric interview for children and adolescents (M.L.N.I. KID), a short
structured interview that renders a presumptive diagnosis of men-
tal disorders based on Diagnostic Statistical Manual IV Revised
(DSMIV-R) criteria. Subsequently, a certified psychiatrist by way of
a clinical interview confirmed the diagnosis and documented other
relevant clinical issues of the patient. Lastly, a definitive diagnosis
of ADHD and associated comorbidities was obtained through the
application of the Brief Psychiatric Rating Scale for Children (BPRS-
C) by a child/adolescent psychiatrist. It is important to mention that
the parents of probands were also interviewed at the second and
third stages of evaluation in order to corroborate the clinical data.

Participants were excluded if the expressed symptoms were
better explained by the presence of another psychiatric disorder,
specifically pervasive developmental disorder.

The patients were divided into categories according to the
comorbidities identified: externalized, including patients with
oppositional defiant disorder, conduct disorder and substance
abuse (n=48); and internalized, including those expressing at least
one internalized disorder such as dysthymia, major depressive dis-
order, phobic and anxiety disorders (n=53). Five patients did not
present any comorbidity.

The control group included participants from a recent epi-
demiological survey of mental health in adolescents developed
by the INPRF [6]. Three thousand and five subjects (between the
ages of 12 and 18) living in the metropolitan area of Mexico City
were interviewed face to face by personnel trained in the use
of the Adolescent-Composite International Diagnostic Interview-

Computer Assisted Personal Interview (CIDI-CAPI). This inquiry
generates a Psychiatric diagnosis based on the DSM IV-R and ICD-
10 (International Statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems) criteria. The 1261 participants who did not ful-
fill diagnostic criteria for a psychiatric disorder were categorized as
non-cases. From the 883 DNA samples available, we chose the first
105 that were age and sex matched with the case group. Eleven
additional samples (10% of the sample) were randomly selected,
sequenced and included to minimize the loss of information due to
genotyping problems.

In addition, it was possible to obtain blood samples from the
parents of 30 probands, which were subsequently analyzed in a
family association study.

Blood samples from the patients were drawn by venopunction
and DNA was extracted by a conventional phenol-chlorophorm
method. For the control group, mouthwash samples were obtained
and DNA was extracted using the Puregene DNA purification Kit
(GENTRA).

Amplification of the DRD4 exon 3 VNTR was performed using
conditions reported by our group [3] and primers described by
Lichter [28]. The DAT1 3’-UTR VNTR was performed as reported by
Kang et al. [23]. Genotyping was determined through agarose gel
electrophoresis. In order to assure the correct length of the alleles,
bands were compared with standards of known molecular weight
and/or with the group of samples previously sequenced. Gels were
read in a blind fashion by two different evaluators. Almost all sam-
ples were genotyped at least twice in order to ensure their correct
identification; doubtful genotypes were excluded from the analysis.

Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was tested with the HW
subroutine of the genetic LINKAGE program [30].

Allele and genotype frequencies were analyzed with x2-test. A
logistic regression analysis was used to evaluate the independent
and interactive effect of the simultaneous absence of the 10/10
genotype of DAT1 and 7/7 genotype of DRD4 in ADHD patients
and associated comorbidities. These analyses were run with SPSS
software (v. 11). Bonferroni correction was then carried out for pos-
itive results and the significance level was set at 0.025 (0.05/2, two
polymorphic systems).

Finally, the transmission disequilibrium test (TDT) was per-
formed using the 1.7.3 version of the FBAT program [25].

Table 1 shows allelic frequencies for both polymorphic sys-
tems. As expected, genotype frequencies in control subjects were in
HWE (DRD4: x2=4.18, d.f.=15, p=0.997; DAT1: x2=0.095, d.f.=1,
p=0.757). Since our controls were derived from an epidemiologi-
cal study, the allelic data reflected in this group should approach to
the real frequencies for the adolescent population of Mexico City.
It is worth to note that the allele frequencies of the DRD4 polymor-
phism in exon 3 were comparable with our previous results in an
independent control group [3]. Moreover, to our knowledge, this is
the first report that documents the genetic variability of the DAT1
3’-UTR polymorphism in Mexicans.

Table 1

Allele frequencies of DRD4 and DAT1 in controls, ADHD patients, and the comorbidities associated with the disorder.

Polymorphism Alleles Statistics Alleles Statistics

22 3@ 4 51 6 7 10> 9°

Controls (n=384) 3.0 0.6 58.3 1.8 1.2 35.1 Controls (n=113) 85.4 14.6

ADHD (n=105) 38 19 595 05 48 295 x?=759,df.=5p=0.18,4/no4 ADHD (n=105) 833 167 x?>=035,d.f.=1,p=0.55
Fisher two side test p=0.833

Externalized (n=48) 3.1 21 542 10 63 333 x2=6.8,d.f.=5p=0234/no4 Externalized (n1=49) 89.0 143  x?=0.005,d.f.=1,p=0.94
Fisher two side test p=0.521

Internalized (n=52) 2.9 1.0 65.4 0 2.9 27.8 x%>=4.54,d.f.=5,p=0.47 4/no 4 Internalized (n=52) 80.8 19.2 x*>=0.81,d.f.=1,p=0.36

Fisher two side test p=0.25

Numbers in cells represent percentages. The statistical analyses showed correspond to the comparison between the groups represented in the corresponding row vs. controls.

2 DRD4 exon 3 VNTR 48 bp.
b DAT1 3'-UTR VNTR 40 bp.

patients, Neurosci. Lett. (2009), doi:10.1016/j.neulet.2009.01.004
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Table 2

The independent and interactive effect of DRD4 and DAT1 in ADHD and associated comorbidities.

DAT1 DRD4 DAT1 x DRD4*

b p OR 1C95% b OR 1C95% b p OR IC 95%
ADHD 0.23 0.42 1.26 0.78-2.26 1.01 0.05 2.75 0.98-7.67 0.73 0.04 2.09 1.02-4.66
Externalized —0.04 0.90 0.95 0.48-2.03 0.60 0.31 1.83 0.55-6.04 0.48 0.27 1.61 0.68-3.86
Internalized 0.50 0.15 1.65 0.82-3.31 1.42 0.06 416 0.83-19.4 0.97 0.01 2,64 1.17-5.97

DRD4 polymorphism was analyzed based on the absence of the 7/7 genotype, and DAT1 was analyzed based on the absence of the 10/10 genotype.

Based on previous reports, an excess of the 7R allele of DRD4 and
10R allele of DATT1 in patients compared to controls was expected.
We found instead no significant differences for allele and geno-
type frequencies between groups of comparison (DRD4 genotype:
x2=1718, d.f.=13, p=0.19; DRD4 allele: x2=7.59, d.f.=5, p=0.18;
DAT1 genotype: x%2=1.09, d.f.=2, p=0.57; DAT1 allele: x2=0.35,
d.f.=1, p=0.55). The family study did not show a preferential allelic
transmission for either of the genes (DRD4: z=0.535, p =0.59; DAT1:
z=0.2,p=0.8).

On the other hand, when the ADHD group was analyzed in terms
of other expressed comorbidities we observed a small decrement
of 7R allele of DRD4 and the 10R allele of DAT1 in addition to a
tendency towards an increasing number of 4R alleles in patients
with internalized comorbidities, Table 1.

A logistic regression analysis showed that the simultaneous
absence of the 10/10 genotype of DAT1 and 7/7 genotype of DRD4
predicts the presence of ADHD with internalized comorbidities
(b=0.974,p=0.01)with an OR 0f 2.649 (C195% 1.175-5.972), Table 2.

Genes that codify proteins involved in neural dopaminergic
pathways are interesting candidates for the study of ADHD. A
few metanalysis have concluded that, while important variabil-
ity occurs across studies, the DRD4 exon 3 and the DAT1 3/-UTR
polymorphisms render a small effect towards the risk of devel-
oping ADHD [14,39]. The majority of association studies have
evaluated Caucasian populations and there are few reports in
Latin—-Americans [10,19,32], making this the first study in subjects
of Mexican ancestry.

The allelic frequencies presented in this study were between
those reported for Caucasian and Indigenous groups across Latin
America (DRD4 [11], DAT1 [23]). These results support the obser-
vation that allelic frequencies of both polymorphic systems differ
widely across populations [11,23,37], and are in agreement with
recent data that show that the population of Mexico City represents
a genetic admixture of Caucasian and Indigenous groups [20].

The purported association between the 7R allele of DRD4, the
10R allele of DAT1 and ADHD was not observed in the present study.
Previous reports in Latin Americans have failed to show an associa-
tion with the 10R allele of DAT1, and the literature surrounding the
7R allele of the DRD4 is inconsistent [4,10,19,32]. Possible explana-
tions for this discrepancy include population stratification and the
elevated frequency of the risk allele in a relatively small sample. It
is also possible that particular genetic variants of specific pheno-
types (e.g. ADHD) differ across ethnic groups. This can be seen for
example with the association of the 2R allele of DRD4 and ADHD in
the Asian population [26], and the lack of association with the 10R
allele in the Chinese Han population [38].

To date, there are few studies that have evaluated the genetic
interaction between DRD4 and DAT1 in relation to ADHD. While
some studies have reported a positive interaction between the 7+
genotype of DRD4 and the 10/10 genotype of DAT1[10,19,32], others
such as Qian et al. did not find the same association [31].

On the other hand, only few reports have evaluated the genetic
influences of these polymorphic systems regarding ADHD comor-
bidities [21,24,36]. For example, an association between the 7R
allele of DRD4 and ADHD with externalized disorders has been
reported [21,24]. Additionally, a family-based study in a Turkish

population showed that patients without the 7R allele were more
anxious and depressed than those possessing at least one copy of
this variant [36].

In this sense, the present study showed that the simultaneous
absence of the 10/10 genotype of DAT1 and 7/7 genotype of DRD4
predicts membership to the group of patients with internalized
comorbidities. This finding raises the following question: does the
genetic variability associated with patients expressing internalized
comorbidities could differ from those who express solely external-
ized disorders? This is a proposal that has yet to be extensively
studied. Notwithstanding, a more parsimonious explanation could
be that our results represent a false positive association [34].

To our knowledge, this is the first study that explores an inter-
action between DRD4 and DAT1 in relation to ADHD and its
comorbidities; nevertheless, the results presented in this study
must be considered as preliminary and merit proper replication.

Future research that includes haplotype analysis of these genes,
especially for DAT1 [9], as well as psychosocial and adversity fac-
tors (e.g. family dysfunction, cognitive style of coping, parental
detachment, etc.) is warranted in order to fully understand this
heterogeneous, complex, and multifactorial disorder.
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