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Combinacion de genotipos DRD4

y DAT1 constituye importante factor
de riesgo en miembros de familias de
Santiago de Chile con déficit atencional
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Combination of DRD4 and DAT1
genotypes is an important risk factor for
attention deficit disorder with hyperactivity
families living in Santiago, Chile

Background: Attention deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is a
common, highly heritable neurobiological disorder of childhood onset, characterized by
hyperactivity, impulsiveness, and/or inattentiveness. Aim: To search for possible associations between
dopamine receptor D4 (DRD4) and dopamine transporter 1 (DAT1) polymorphisms and ADHD in
Chilean families. Material and methods: We extended a previous family-based discordant sib pair
analysis that included 26 cases diagnosed according to DSM-IV criteria and 25 controls (healthy
siblings of cases), adding 14 cases and 11 controls. Results: Both loci, individually classified as
homozygotes or heterozygotes for the DRD4 7-repeat and DAT1 10-repeat alleles, did not exhibit
genotype frequency differences between affected children and their healthy siblings. However, the
simultaneous presence of both DRD4 7-repeat heterozygosity and DAT1 10 allele homozygosity was
significantly higher (22.5%) in cases (40), compared with (2.8%) unaffected siblings (36), with an
odds-ratio of 10.16. Conclusions: The genotype combination DRD4/7 heterozygotes and DAT 1/10
homozygotes is a high risk factors in Chilean families for ADHD. Increased density of dopamine
transporters in ADHD brains, along with abundance of 7-repeat D4 receptors in prefrontal cortex,
which is impaired in ADHD patients, make the observed gene-gene interaction worthy of studies to
understand the functional basis of ADHD (Rev Méd Chile 2008; 136: 719-24).
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| sindrome de déficit atencional (SDA) es una

de las condiciones neuropsiquiatricas infanti-
les de mayor prevalencia, afectando en poblacio-
nes europeas entre 3% y 7,5% de los nifios de
edad escolar. Los estudios indican que la base del
SDA se encuentra en una disfuncién de la neuro-
transmision dopaminérgica hacia la corteza pre-
frontal y los ganglios basales, y el tratamiento
psicoestimulante (primera linea en SDA) se basa
en la facilitacién de la liberacion o inhibicion de la
recaptacion de dopamina. EI componente genéti-
co es relevante, alcanzando su heredabilidad
alrededor de 80%, segun estudios comparativos
de gemelos mono y dicig6ticos. Esto ha llevado al
estudio de genes dopaminérgicos como factores
de riesgo de SDAL

Estudios recientes han revelado que al menos
dos polimorfismos genéticos del sistema dopami-
nérgico, un receptor y un transportador (DRD4/7
y DAT1/10), estan asociados al sindrome de déficit
atencional con hiperactividad (SDAH)13. La fre-
cuencia de presentacion de estos alelos en Santia-
go de Chile es intermedia entre los valores
obtenidos en poblaciones europeas e indigenas,
como era de esperar considerando su composi-
cién genética®. El gen DRD4/7 exhibe una fre-
cuencia de 0,27, mientras que el gen DAT1/10 se
presenta con una frecuencia de 0,74 en esta
ciudad. Las frecuencias en poblaciones europeas e
indigenas son para DRD4/7 de 0,15y 0,61 y para
DAT1/10 de 0,52 y 1,00, respectivamente®. A su
vez, debido a la asociacién entre genes indigenas
y estrato socioecondmico, la frecuencia de presen-
tacion de estos genotipos debe ser mayor en los
grupos socioecondmicos mas bajos?.

En un trabajo previo utilizando el método de
hermandades discordantes con base familiar (dis-
cordant sibpair method) encontramos que el pri-
mero de estos alelos se encontraba levemente
asociado al SDAH (p <0,05) en la poblacién de
Santiago, sin embargo, la asociacion con el gen
DAT1/10 no alcanzé niveles de significacion®.
Posteriormente, en un andlisis diferente, que
comprendid el estudio de la asociacién conjunta
de genotipos de los mismos genes con el SDAH,
obtuvimos como resultado una asociacion alta-
mente significativa de los genotipos heterocigoto
del gen DRD4/7 y homocigoto del gen DAT1/10.
La probabilidad (prueba exacta de Fisher) de que
esta asociacion ocurriera al azar fue de 0,0096 lo

gue se tradujo en una razén de desigualdad (odds
ratio) OR =12,717. Con la finalidad de validar
estos resultados, que sin duda eran importantes,
puesto que abrian la posibilidad de realizar un
diagnostico precoz de riesgo de SDAH en la
poblacién de Santiago, aumentamos el nimero de
familias estudiadas. Esta comunicacién tiene por
objetivo dar a conocer y discutir los nuevos
resultados.

MATERIAL Y METODO

La evaluacién clinica, de los contextos familiar y
escolar, de los antecedentes mérbidos perinatales
y del desarrollo psicomotor de los pacientes con
SDAH que fueron referidos para estudio desde los
centros asistenciales Hospital Calvo Mackenna,
Hospital San Borja Arriaran y Clinica Las Condes,
se encuentra descrita en Carrasco y colsf. Breve-
mente, el diagnéstico de SDAH se realizd segln
DSM IV en la seccion “Trastorno con déficit
atencional y comportamiento perturbador”. El
comportamiento social se evalu6é a través de la
prueba de Conners para padres. A todos los
pacientes se les realiz6 la prueba de Wechsler
revisada (WISC-R) y se evalu6 cualitativamente su
conducta. Previo a su inclusién en este estudio,
los padres de los propositi firmaron un consenti-
miento informado. El protocolo correspondiente a
esta investigacion fue aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Chile.

El método estadistico utilizado para determinar la
asociacion entre los genotipos DRD4/7 y DAT1/10
por una parte, y el SDAH por otra, fue el de
hermandades discordantes con base familiar descrito
previamenteS. Este método, consiste en comparar
conjuntamente los genotipos de los casos con los de
hermanos no afectados que les antecedan o le sigan
en edad que son tomados como controles. De esta
manera se evita obtener resultados espureos debido
a estratificacion poblacional y se controlan factores
distorsionadores tales como nivel socioeconémico,
nutricion y aspectos psicosociales, entre otros, debi-
do a que casos y controles comparten el medio
ambiente familiar.

La tipificacién genético-molecular de la nueva
muestra incluy6 la toma de una alicuota de sangre
periférica por puncion venosa estandarizada, el
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aislamiento de linfocitos y la posterior extraccion
del ADN gendmico de cada paciente. Se utiliz6 la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para la amplificacién de regiones polimorfi-
cas conteniendo los VNTR (variable number of
tandem repeats) de los genes para el receptor de
dopamina DRD4 y el transportador DAT1. Este
procedimiento se llevo a cabo utilizando el proto-
colo descrito por Nanko y cols®. La genotipificacion
de cada paciente se realiz6 en forma directa, segin
la visualizacién en un gel de agarosa 2,5% tefiido
con bromuro de etidio de los productos de la
amplificacion anteriormente sefialados (Figura 1).

ResuLTADOS

En la Tabla 1 se sefialan los resultados correspon-
dientes a la muestra previamente reportada, es
decir 26 casos y 25 controles®?, mas 14 casos y 11
controles incorporados en el presente anélisis, lo

que da un total de 40 casos y 36 controles. Los 4
controles faltantes no se presentaron para la
obtencién de una muestra de sangre.

Al comparar las frecuencias genotipicas de
DRD4/7 en casos y controles se observa un leve
incremento en los casos (52% vs 48%), aunque esta
diferencia no alcanza significacion estadistica. Una
situacion semejante ocurre con DAT1/10, aunque en
este caso las diferencias son algo mayores (59% vs
41%) lo que podria indicar que la contribucién del
alelo DAT1/10 en combinacidon homocigoto es mas

Tabla 1. Comparacion de frecuencias de genotipos
dopaminérgicos entre casos y controles

Genotipos Casos  Controles
DRD4/7 + DAT1/10 9 1
Otros genotipos DRD4 y DAT1 31 35
Totales 40 36

A. DRD4

Figura 1. Genotipificacion para el receptor de dopamina tipo 4 (DRD4) y para el transportador de dopamina
tipo 1 (DAT1). La combinatoria numérica sefialada en cada carril representa el genotipo de cada individuo,
expresado en el nimero de repeticiones tipo VNTR. M: Ladder 100 pb.
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relevante. No obstante, al comparar las frecuencias
conjuntas de DRD4/7 y DAT1/10 en casos y contro-
les, se obtiene una diferencia altamente significativa
(prueba exacta de Fisher, p =0,0112). Esta diferencia
se traduce en una razén de desigualdad (OR)
=10,16) (95% IC =1,19-226,32) (Tabla 1).

Discusion

Nuestros resultados concuerdan con los hallazgos
informados en numerosos trabajos a nivel interna-
cional en lo que respecta a una leve asociacion
entre DRD4/7 y DAT1/10 con SDAH-3, En nuestra
investigacion, estas asociaciones no alcanzaron
significacion estadistica posiblemente debido al
tamafio muestreal o a la composicién genética de la
poblacién. No obstante, estamos en condiciones de
ratificar la existencia en Santiago de una fuerte
asociacion (razén de desigualdad, OR =10,16) entre
la frecuencia de presentacion del genotipo combi-
nado DRD4/7; DAT1/10 y SDAH. Esta asociacion es
suficientemente fuerte como para constituir un
importante factor de riesgo de desarrollar SDAH.
Hacemos notar que en nuestro estudio previo’ la
razon la desigualdad (OR) era aln mayor. Esta
asociacion, hasta donde sabemos, ha sido descrita
a nivel familiar por primera vez por nuestro grupo.
De acuerdo a nuestros resultados, la probabilidad
de presentar SDAH en miembros de familias con
este sindrome, portadores de los genotipos hetero-
cigoto DRD4/7 y homocigoto DAT1/10 en Santiago
seria de 90%, en circunstancias que la misma
probabilidad en caso de ser portador de otros
genotipos, correspondientes a los mismos genes,
seria de 47%, lo que implica que el ser portador de
la combinacion de genotipos descrita aumenta en
familias con SDAH en cerca de 100% la probabili-
dad de padecer este sindrome neuropsiquiatrico.
Aproximaciones conductuales y fisiologicas a
la sefializacién dopaminérgica sugieren la existen-
cia de dos modos de funcionamiento de este
neurotransmisor®. Por una parte se presenta un
alto pero transitorio (fasico) incremento de dopa-
mina (DA) a nivel sinaptico asociado a estimulos
sensoriales, causado por una respuesta explosiva
de las neuronas dopaminérgicas. Este modo de
respuesta esta gatillado por estimulos conductua-
les relevantes y en cuanto a su respuesta es muy
especifica. La respuesta dopaminérgica fasica es

impulsada por la activacion de las proteinas Gs
asociadas a los receptores D1/D5, que activan
interneuronas inhibitorias corticales como tam-
bién neuronas piramidales excitatorias. El resulta-
do neto es una inhibicién cortical generalizada en
circunstancias que simultdneamente se produce
una fuerte activacion de conjuntos neuronales
especificos. De este modo, ocurre un incremento
de la razon sefial-ruido y conjuntos activados se
hacen mas presentes. La sefializaciéon dopaminér-
gica fasica corresponde a estados conductuales
altamente focalizados en los cuales esta presente
en forma importante la motivacion.

Otro modo de transmisién consiste en la libera-
cién tonica, extrasindptica de DA por parte de
neuronas dopaminérgicas aisladas o bien a la
estimulacion presinaptica de terminales por aferen-
tes corticales. Este tipo de neurotransmision es
mediada por los receptores de alta afinidad D2/D4
ligados a Gi, que actian predominantemente inhi-
biendo interneuronas. En consecuencia, se produce
una activacion generalizada de circuitos corticales y
una disminucion de la razén sefial-ruido.

En el SDAH podria existir un desbalance a
favor del “estado t6nico” en donde predomina la
DA tdnica, y representaciones mdltiples se po-
drian activar a expensas de la actividad focalizada
que ocurre en la conducta motivada (“estado
fasico”). La medicacion con estimulantes podria
producir un incremento de DA fasico y estabilizar
mecanismos inhibitorios potenciando sélo algu-
nos circuitos de la memoria de trabajo. Sin
embargo, esta posibilidad esta en desacuerdo con
el hallazgo que el alelo DRD4/7, ligado al SDAH,
como hemos visto, codifica para un receptor
hipofuncionall®. Un receptor DRD4 defectuoso
disminuiria el “estado ténico”, favoreciendo inhi-
bicion general y concentracion. Es posible que en
estas condiciones existan mecanismos compensa-
torios generadores de una transmision tonica y un
“estado ténico” exacerbados. Esta posibilidad
debe ser explorada en trabajos futuros.

El transportador DAT1 estd concentrado en el
mesencéfalo y en el corpus striatum, y participa
en la recaptacion intrasinaptica de DA, regulando
los niveles de DA durante la sefializacion fasica. El
alelo DAT1/10 asociado al SDAH codifica para un
alelo hiperfuncional, que modula positivamente el
nivel de expresion génica del receptor. Esto
podria resultar en una captacion mas eficiente de
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DA en la sinapsis disminuyendo la prominencia
de la sefializacion féasica.

En trabajos anteriores habiamos sugerido que
de acuerdo con el modelo de Volkow y cols!?, los
alelos DRD4/7 y DAT1/10 podrian participar en
aspectos diferentes de un malfuncionamiento do-
paminérgico, en el sentido que uno, el alelo
DRDA4/7 del receptor DRD4, podria inducir una
respuesta subdptima y el otro, el alelo DAT1/10
del transportador DAT1/10, una respuesta excesi-
vamente eficiente, provocando de esta manera
una deplecién de dopamina en la regién perisi-
naptica. Esta hipétesis ha sido expuesta en el
presente trabajo en forma actualizada, dando un
sustento tedrico a nuestros hallazgos.

En las familias estudiadas no encontramos el
fenotipo homocigoto DRD4/7 debido, probable-
mente, a la baja frecuencia de presentacion del
alelo DRD4/7. Sin embargo, llamamos la atencion
sobre el hecho que los dobles homocigotos
DRD4/7; DAT 1/10, cuya frecuencia esperada
seria de 4%, podrian constituir un factor de riesgo
igual o mayor para desarrollar SDAH.

La frecuencia conjunta de los genotipos
DRD4/7 y DAT1/10 en la poblaciéon de Santiago
(area norte), deberia ser de 21% de acuerdo a
datos previos obtenidos por nuestro grupo®. La
misma frecuencia en poblaciones europeas es
bastante menor, alcanzando sélo 7%°. En nuestra
muestra de familias con SDAH la frecuencia de la
combinacion es de 13%, indicando su origen mas
europeo (Tabla 2).

Hemos sefialado previamente que las frecuen-
cias en poblaciones europeas e indigenas son
para DRD4/7 de 0,15 y 0,61 y para DAT1/10 de

0,52 y 1,00, respectivamente®. En consecuencia,
en Chile la frecuencia de presentacién de los
genotipos deberia ser mayor en los grupos so-
cioecondémicos mas bajos debido a la asociacion
entre genes indigenas y estrato socioeconémico
en la poblacién chilena®.

En consecuencia, el SDAH es probablemente
un problema de importancia en los estratos bajos
de Santiago, situacion que posiblemente pase
inadvertida debido a que el sindrome se diagnos-
tica con mayor frecuencia en nifios de estratos
socioecondémicos medio-alto y alto. La comorbili-
dad que existe entre el SDAH y conductas
adictivas es particularmente preocupante, ya que
si éste no es tratado oportunamente puede dar
origen a problemas adictivos y conductas antiso-
ciales.

Desde el punto de vista microevolutivo, cabe
mencionar que existe asociacion entre el SDAH y el
temperamento de tediofobia (novelty seeking)12-15,
Este temperamento, que también estaria asociado
al polimorfismo DRD4/718 ha sido igualmente
vinculado con conductas adictivas y antisociales!®.
No obstante, cabe destacar que se caracteriza
principalmente por una inclinacién hacia conductas
de alto riesgo, por una fuerte tendencia al liderazgo
y una cierta inestabilidad en la mantencién de
relaciones de pareja, que podria traducirse, desde
el punto de vista estrictamente bioldgico, en un
mayor éxito reproductivol’. Cabria preguntarse, en
el caso que nuestras consideraciones tuvieran
validez, si la alta frecuencia en las etnias originarias
de América de los genes estudiados asociados al
SDAH no estaria relacionada con este supuesto
éxito reproductivo.

Tabla 2. Comparacion de la frecuencia conjunta de heterocigotos DRD4/7 y homocigotos DAT1/10
en diferentes poblaciones a nivel mundial

Paoblacion en riesgo

Frecuencia conjunta de heterocigotos DRD4/7
y homocigotos DAT1/10

Europea

Muestra analizada
Santiago norte
Indigenas americanos

0,07
0,13
0,21
0,48
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