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Estudio de la variabilidad genética del DRD4
y del DAT1 en individuos habitantes
de la Ciudad de México

Gabriela Ariadna Martinez-Levy,! Corina Benjet,2 Magdalena Briones-Velasco,’
Amado Pérez-Molina,! Andrés Nani,! Carlos Sabds Cruz-Fuentes!

SUMMARY

Family, twin and adoption studies suggest that genetics plays an im-
portant role in the etiology of many psychiatric disorders. It has been
proposed that the dopaminergic brain system could be affected in
schizophrenia, substance abuse and attention deficit hyperactivity dis-
order. The most studied genes are two VNTR polymorphic systems;
one located in the exon 3 of the dopamine D4 receptor (DRD4) gene,
and the other in the 3" untranslated region of the dopamine trans-
porter (DAT1 or SCLA6A3) gene. It has been reported that allele fre-
quencies of these polymorphisms varied between populations and this
could affect the results in the association studies. Due to the previous
findings, the objective of the present study was to determine the allele
frequencies of DRD4 and DAT1 in an epidemiological sample of the
adolescent population of México City. We found that the frequencies
presented in our study were in between those reported for Caucasians
and those reported for the American Indigenous population, this result
are consistent with Euro-Indigenous inbreeding that has occurred in
Mexico. Moreover, the results presented in the present study could
explain the lack of consistency in the association analysis and make
necessary fo develop these investigations in our population.

Key words: DAT1, DRD4, association, HWE.

ANTECEDENTES

Multiples estudios con familias, con gemelos y con sujetos
dados en adopcién han proporcionado evidencia fehacien-
te de la influencia genética en los trastornos psiquiatricos.'?
Estos presentan un patrén de herencia no mendeliana, com-
pleja, con posible penetrancia incompleta y expresividad
variable, que sugiere la accion conjunta de multiples genes
de efecto moderado o discreto con factores ambientales.>*
En la actualidad se conoce la estructura y localizacién
de maltiples genes cuyos productos de expresiéon son fun-
damentales para el funcionamiento adecuado del Sistema

Articulo original

RESUMEN

Existe evidencia fehaciente de la influencia genética en los trastor-
nos psiquidtricos y se ha propuesto que el sistema dopdminergico
cerebral puede ser uno de los afectados en diversos trastornos como
la esquizofrenia, el abuso de sustancias y el trastorno por déficit de
atencién e hiperactividad. En este sentido, los sistemas genéticos mds
estudiados son 2 VNTRs; uno localizado en el exén 3 del gen del Re-
ceptor a dopamina D4 (DRD4) y el otro en la regién 3" no traducida
del transportador a dopamina (DAT1 o SCL6A3). Se ha reportado
que las frecuencias alélicas de estos polimorfismos difieren significati-
vamente entre poblaciones y que esto puede afectar los resultados en
los estudios de asociacién. Debido a lo anterior, el objetivo del pre-
sente trabajo fue determinar las frecuencias alélicas del DRD4 y del
DAT1 a partir de una muestra epidemiolégica de la poblacién adoles-
cente de la Ciudad de México. Las frecuencias alélicas reportadas en
el presente estudio son intermedias a las reportadas en caucdsicos y
poblaciones indigenas de América, lo que concuerda con la historia
de mestizaje ocurrida en México. Estds diferencias pueden ayudar a
explicar la falta de consistencia en diferentes estudios de asociacién
y hacen necesario realizarlos en poblacién mexicana.

Palabras clave: DAT1, DRD4, asociacién, HWE.

Nervioso Central.> La variabilidad en estos genes puede
afectar la expresion y/o estructura de la molécula transcrita
y por lo tanto influir sobre los elementos emocionales, cog-
nitivos y conductuales que son cardinales en la expresién
de los sintomas o rasgos asociados a un tipo particular de
trastorno psiquiatrico.

En particular, los genes y sus productos de expresién
proteicos, que participan en el funcionamiento del sistema
dopaminérgico cerebral, han sido considerados como inte-
resantes candidatos relacionados con la manifestaciéon de
enfermedades mentales, como la esquizofrenia, el abuso de
sustancias y el trastorno por déficit de atencion e hiperacti-
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vidad (TDAH). Entre los genes mas estudiados, relaciona-
dos con este sistema de neurotransmision, se encuentran el
receptor a dopamina D4 DRD4 y el transportador de dopa-
mina (DAT1).>5¢

El gen DRD4 codifica para una proteina transmembra-
nal perteneciente al subgrupo de receptores dopaminérgi-
cos tipo 2, y es miembro de la familia de las proteinas G
inhibidoras unidas a receptores. Se han detectado altos ni-
veles del RNA mensajero de esta proteina en la médula, la
corteza prefrontal, el mesencéfalo, la amigdala y en los gan-
glios basales.”

Este gen se localiza en la region subtelomérica del brazo
corto del cromosoma 11 y esta constituido por cuatro exo-
nes. En su secuencia se han descrito diversos polimorfismos,
entre los cuales destaca en particular un sistema polimoérfico
localizado en el tercer ex6n, que estd constituido por secuen-
cias repetidas en tandem (VNTR) de 48 pares de bases (pb).®
El ntmero de repetidos en esta regién varia de dos a 11,
siendo la variedad de cuatro repetidos la méas comuan.®’

En particular, el alelo de 7R se ha asociado con diversas
enfermedades mentales, como la esquizofrenia, el TDAH y
el abuso de sustancias, asi como con rasgos especificos de la
personalidad como la “btsqueda de la novedad”.®”

Por otro lado, el gen DAT1 codifica para una proteina
con 12 dominios transmembranales, regula la recaptura de
dopamina del espacio sindptico y es el principal mecanismo
propuesto para terminar la neurotransmisiéon dopaminér-
gica.'” Se ha descrito que los niveles de este transportador
disminuyen con la edad y que la cantidad de este receptor
se encuentra afectada en varios trastornos mentales, como
la enfermedad de Parkinson, el sindrome de Gilles de la
Tourette, la depresiéon mayor y el TDAH." Asimismo, es
uno de los blancos moleculares principales de drogas como
la cocaina y las anfetaminas."

El gen que codifica para el DAT1 se localiza en el cro-
mosoma 5, en la region 15.3 del brazo corto, mide alrededor
de 65kb y se divide en 15 exones. Se han descrito varios poli-
morfismos en su secuencia; uno de los mas estudiados es un
VNTR de 40 pb localizado en la region 3" no traducida del
gen.'®2 El ntimero de repetidos varia de 3 a 13, y se ha re-
portado que el alelo més comtn es el de 10 repeticiones.'*"
Este alelo comtn se ha asociado con diversos trastornos psi-
quiatricos, como abuso de sustancias y el TDAH."

Es importante destacar que las frecuencias alélicas de
ambos polimorfismos varian significativamente entre po-
blaciones" y que el alelo de riesgo reportado para algin
trastorno mental puede variar de acuerdo con la poblacién
estudiada.’

Esto hace de sumo interés conocer las frecuencias alé-
licas de estos polimorfismos en la poblacién mexicana para
en un futuro poder realizar estudios de asociacién con dife-
rentes trastornos psiquidtricos, en especifico el TDAH, que
se ha asociado consistentemente con el alelo de 7R del gen
DRD4 y el de 10R del gen DAT1.617%
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MATERIAL Y METODO

Este estudio se realizé de acuerdo con los principios éticos
descritos en la Declaracion de Helsinki y fue aprobado por
los comités Cientifico y de Etica del Instituto Nacional de
Psiquiatrica Ramoén de la Fuente Muhiz (INPRFM), localiza-
do en la Ciudad de México.

Sujetos

Las muestras se obtuvieron de adolescentes que habitan en
la zona metropolitana de la Ciudad de México, quienes par-
ticiparon en un estudio epidemioldgico realizado reciente-
mente por el INPRFM, y que tuvo como objetivo estimar la
prevalencia de las enfermedades mentales que se presentan
de manera mas frecuente en esta etapa del desarrollo.”

Tres mil cinco sujetos de entre 12 y 18 afnos fueron eva-
luados cara a cara por un entrevistador entrenado en el uso
del CIDI-CAPI (Composite International Diagnostic Interview-
Computer Assisted Personal Interview) en su version adaptada
para adolescentes. Esta entrevista generé un diagnostico
psiquiétrico, basado en los criterios del DSM-IV-R y el CIE-
10. Aquellos individuos que no cumplieron con los criterios
para algtn trastorno mental fueron escogidos como no ca-
sos. De este grupo se seleccionaron de manera aleatoria 116
individuos.

Anadlisis molecular

Se obtuvo una muestra de enjuague bucal de los individuos
participantes y el ADN se extrajo con ayuda del Kit PureGe-
ne de Gentra para la purificacion del ADN.

La amplificacién del VNTR localizado en el exén 3 del
gen DRD4 se llevé a cabo utilizando los primers reportados
por Lichter? y las condiciones descritas previamente por
Aguirre.” Para el caso del VNTR localizado en la region 3°
no traducida del DAT1 se utilizaron los primers y el protoco-
lo reportados previamente por Kang et al. (1999).2

La determinacién del tipo de alelo se obtuvo de la elec-
troforesis en geles de agarosa. El tamafo de los alelos se es-
tableci6 comparando las bandas presentes en los geles con
marcadores de peso molecular y/o con algunas muestras
previamente secuenciadas. Dos investigadores distintos
realizaron en forma ciega la lectura de los geles de agaro-
sa y la mayoria de las muestras fueron amplificadas por lo
menos dos veces con el objetivo de asegurar su correcta ge-
notipificacién. Los resultados dudosos no se incluyeron en
el analisis.

Andlisis estadistico
El equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) se analiz6 con la

subrutina del programa HW incluido en el paquete estadis-
tico LINKAGE.Z
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Cuadro 1. Frecuencias alélicas del polimorfismo tipo VNTR localizado en el exén 3 del gen DRD4 para diversas

poblaciones humanas.

2 3 4 5 6 7 8 9

Caucdsicos 0.09 004 0.67 001 0.02 0.16 0.01 0.01 Chen et al., 1999,
Vyera et al., 2003

Asidticos 0.15 0.01 079 003 002 001 000 0.00 Chenetal, 1999

Africanos 0.03 0.00 0.83 0.00 0.02 0.11 0.00 0.01 Chenetal, 1999

Indigenas americanos  0.03 0.00 0.29 001 003 060 0.02 0.00 Vyeraetal, 2003

Chilenos 0.06 0.01 059 002 005 027 001 0.01 Vyeraetal, 2003

Este estudio 0.03 0.01 058 002 001 035 0.00 0.00

RESULTADOS DISCUSION

De los 116 individuos que conformaron la muestra, sélo se
obtuvieron los genotipos de 84 muestras para el DRD4 y 113
para el DATI.

Las frecuencias genotipicas (datos no mostrados) de
ambos polimorfismos estuvieron en equilibrio de Hardy-
Weinberg (DRD4: y*=4.18 g.1.=15 p=0.997; DAT1: %*=0.095
g.1.=1 p=0.757).

Las frecuencias alélicas observadas en el presente es-
tudio se muestran en los cuadros 1 (DRD4) y 2 (DAT1), asi
como su comparacion con las frecuencias presentes en otras
poblaciones.'*

Con respecto al gen DRD4, se observa que al igual que
en la mayoria de las poblaciones, a excepcién hecha de los
asiaticos, los alelos de 4 y 7 repetidos representan el 80-90%
de la diversidad alélica.

En particular, la frecuencia del alelo de 7R del gen
DRD4, que se ha asociado a diversos trastornos psiquiatri-
cos, es mayor en nuestra poblacién (35.1%), que la reporta-
da para caucasicos (18%), pero mucho menor a la reporta-
da para diversas poblaciones indigenas de América Latina
(60%) (cuadro 1).

Con respecto al gen DAT1, encontramos que en com-
paracion con las poblaciones caucésicas existe un aumento
del alelo de 10R en nuestra poblacién (85.4% wvs. 70%). Esto
contrasta con lo reportado para poblaciones indigenas de
Sudamérica, donde este alelo es practicamente el tinico pre-
sente (95-100%) (cuadro 2).

Cuadro 2. Frecuencias alélicas del polimorfismo tipo VNTR localiza-
do en la regién 3" no traducida del DAT1 para diversas poblaciones
humanas.

T0R 9R Otros
Caucdsicos 0.70 0.29 0.01 Kangetal., 1999
y Vyera et al., 2003
Asidticos 0.91 0.06 0.03 Kangetal., 1999
Africanos 0.37 0.28 0.35 Kangetal, 1999
Indigenas 0.10 0.00 0.00 Kang etal, 1999
sudamericanos y Vyera et al., 2003
Chilenos 0.74 0.23 0.03 Vyeraetal, 2003
Presente estudio 0.85 0.15 0.00
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El objetivo del presente estudio fue describir las frecuencias
alélicas de dos sistemas polimorficos frecuentemente utili-
zados en los estudio de asociacién y ligamiento genético con
trastornos psiquiatricos.

Hasta nuestro conocimiento, éste es el primer reporte
de las frecuencias alélicas del polimorfismo tipo VNTR de
la region 3" no traducida del DAT1 en poblacién mexicana.
Por otro lado, los resultados obtenidos para el VNTR loca-
lizado en el exén 3 del gen DRD4 fueron similares a los pu-
blicados previamente por nuestro laboratorio, en un grupo
independiente de individuos adultos, sanos mentalmente,
que participaron como controles en un estudio de asocia-
cién con esquizofrenia.”

Es importante destacar que aunque el tamafno de la
muestra es relativamente pequerio, es suficiente para estimar
las frecuencias reales de una poblaciéon. Ademas, debemos
resaltar que las muestras provienen de un estudio epide-
miolégico, disefiado ex profeso, para obtener una muestra re-
presentativa tomando en consideracion los distintos grupos
de edad y nivel socioeconémico de la poblacién adolescente
de la Ciudad de México.

Las frecuencias genotipicas de ambos polimorfismos
estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg, lo que indica
que es poco probable que las diferencias encontradas se de-
ban a problemas de tipificacién®? y refuerza la idea de que
la poblacién estudiada es s6lo una, con lo que diminuye la
posibilidad de problemas por estratificacién poblacional

El hecho de que las frecuencias para ambos polimor-
fismos se encuentren intermedias entre las reportadas para
las poblaciones caucasicas e indigena de América esta en
concordancia con la historia de mestizaje ocurrida en nues-
tro pais desde la Colonia y muestra cémo esta conformada
genéticamente la poblacion urbana de la Ciudad de México.
Este comportamiento alélico es similar, por ejemplo, a lo que
se ha reportado para estos mismos genes en la poblacién ur-
bana de Santiago de Chile.”

Como se menciond anteriormente en poblaciéon cauca-
sica, los alelos de riesgo reportados para trastornos psiquié-
tricos como el TDAH son el de 7R del gen DRD4 y el de 10R
del gen DAT1.%%71 Es de destacarse que la frecuencia de
estos alelos fue mayor en nuestra poblacién. Esta caracteris-
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tica dificulta en todo caso el intentar replicar los resultados
obtenidos en la poblacién caucasica, ya que los tamafios de
muestras requeridos para observar diferencias entre grupos
de casos y controles se incrementa de manera importante.
Sin embargo, es necesario recordar que existen reportes
que indican que, dependiendo de la poblacién estudiada,
los alelos de riesgo pueden ser diferentes. En una poblacion
asiatica se encontrd que el alelo de 2R del gen DRD4 se en-
cuentra asociado al TDAH,'® mientras que en las poblacio-
nes caucasicas el alelo de riesgo es el de 7R.%""1?

En conclusién, determinar las frecuencias alélicas re-
presentativas de una poblacién de interés, para éstos y otros
polimorfismos, es un requisito indispensable para poder en-
tender el papel de los genes en los trastornos psiquiatricos.

Finalmente, los resultados del presente estudio propor-
cionan informacién sumamente relevante para generar un
disefio experimental adecuado de los futuros estudios de
asociacion genética.
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