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Resumen

El trastorno por déficit de atencion con hiperactividad (TDAH) es el trastorno
neuropsiquiatrico mas comun en la infancia, con una prevalencia del 8 al 12% entre la poblacién
infanto-juvenil en todo el mundo, de los cuales el 50% mantiene los sintomas en la edad adulta.
Estos sintomas afectan gravemente a la vida social, académica y laboral del individuo. A pesar
de que la eficacia de los tratamientos farmacoldgicos actuales estd ampliamente demostrada en
ensayos clinicos (Wilens et al. 2005), un ndmero significativo de pacientes abandona el
tratamiento y existe una enorme variabilidad en la tolerancia y aceptacion del mismo, debido en
parte a factores genéticos (Stein y McGough 2008). Esta variabilidad también podria deberse a la
existencia de diferentes subgrupos dentro de la enfermedad, ya que los pacientes con TDAH
forman un grupo muy heterogéneo en cuanto a la presencia e intensidad de las manifestaciones

clinicas, siendo ademas frecuente la presencia de comorbilidades.

Este trabajo se plante6 con la finalidad de estudiar la asociacion entre polimorfismos
genéticos tanto con la variabilidad en la respuesta al tratamiento farmacolégico del TDAH como
con la heterogeneidad clinica presente en el trastorno. Todo ello con la intencién de desarrollar
una herramienta de genotipado con un alto grado de sensibilidad y especificidad para mejorar la
terapéutica del TDAH. Se elabordé un estudio descriptivo, observacional, de corte transversal

centrado en poblacién principalmente infanto-juvenil de origen espafiol.

Con el desarrollo de los dos estudios (piloto y completo) se observd que el empleo de chips
de genotipado es de gran utilidad para realizar estudios de asociacion de enfermedades
psiquidtricas, constituyendo ademds una potencial herramienta de aplicacién clinica, flexible a la
inclusion de nuevos polimorfismos de interés. Sin embargo, cuando se necesitd analizar un
namero alto de muestras y polimorfismos fue necesario recurrir a las técnicas de alta capacidad
de genotipado. Se encontraron numerosos polimorfismos asociados significativamente tanto con
el diagnéstico de TDAH como con los distintos fenotipos asociados analizados (buena o mala
evolucion, presencia o ausencia de comorbilidades...), apoyando la teoria de que el TDAH
agrupa a distintos procesos con mecanismos patogénicos proximos pero diferentes. Conocer
estas diferencias podria ayudar a aplicar un tratamiento personalizado a cada paciente. Por el
contrario, no se encontraron asociaciones directas entre los polimorfismos analizados y la

respuesta terapéutica a atomoxetina o metilfenidato.
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Introduccion

1. EL TRASTORNO DE DEFICIT DE ATENCION CON HIPERACTIVIDAD

El trastorno por déficit de atencion con hiperactividad (TDAH 6 ADHD de su nombre en
inglés Attention Deficit and Hyperactivity Disorder) es el trastorno neuropsiquiatrico mas comun
en la infancia. Se trata de un trastorno del comportamiento heterogéneo desde un punto de \sta

clinico y prondstico, que tiene su inicio en la infancia pero que evoluciona a lo largo de la vida.

Este trastorno, ha sido descrito popularmente desde la antigiedad habiendo quedado
reflejado a través de numerosos documentos literarios y artisticos. Personajes histéricos como
Thomas Edison, Leonardo Da Vinci y Albert Einstein, entre muchos otros, han sido citados por
exhibir el comportamiento clasico de una persona con TDAH. Sin embargo, la primera referencia
cientifica al trastorno es mas dificil de sefialar. Se ha postulado a Heinrich Hoffmann, psiquiatra 'y
escritor aleman, como el primer autor que describié inequivocamente a un nifio con TDAH a
mediados del siglo XIX. En su obra para nifios “Der Struwwelpeter” publicada en 1845 (Figura 1)
que consta de varias historias narradas en verso, muestra a un nifio con “mal comportamie nto”,

gque no es capaz de inhibir sus impulsos, muestra gran hiperactividad y no presta atencion.

Figura 1.- llustracién original de la obra literaria Der Struwwelpeter de Heinrich Hoffmann (1845),
libro que se postula como la primera referencia cientifica al TDAH, en el que se describe a un
nifio que padece los sintomas clasicos de este trastorno (falta de atencion e hiperactividad).

Después de Hoffmann, son cuantiosos los autores que hacen mencion a esta
sintomatologia, por ejemplo Bourneville en 1897 describe “nifios inestables”, caracterizados por
una inquietud fisica y psiquica exagerada y una actitud destructiva a las que se suma un leve
retraso mental. Demoor en 1901 también les hace referencia, precisando la dificultad constante
de movimiento y el déficit atencional. Mientras que Still en 1902 y Lafora en 1917 describen

detalladamente las caracteristicas clinicas del trastorno, afiadiendo las repercusiones sociales y
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escolares sobre los pacientes incluso en nifios sin déficit intelectual. Tras estas descripciones
clinicas, aparecen distintas teorias etioldgicas que se suceden hasta mediados del siglo XX,
relacionando dichas caracteristicas clinicas con encefalopatia traumatica o como secuela de la
encefalitis epidémica entre otras. Shilder en 1931 refiere la hipercinesia en pacientes con
antecedentes de sufrimiento perinatal, sefialando la base organica de esta patologia y realizando
una observacion que perdurard hasta nuestros dias. En 1932, Kramer y Pollnow describen el
“trastorno hipercinético”, mientras que en 1934 Kahn y Cohen proponen el término “sindrome de
impulsividad organica” que es sustituido en 1942 por Clements y Peters por el de “sindrome de
disfuncion cerebral minima”. Para finalmente, a partir de 1970, ser sustituido por el término de
“trastorno por déficit de atencién con hiperactividad” en base a los criterios de la Asociacion
Americana de Psiquiatria (AAP) y quedando recogido como tal en el Manual Diagnoéstico y
Estadistico de los Trastornos Mentales, actualmente en su cuarta edicion revisada (DSM-IV-TR)
0 como “trastornos hipercinéticos”, en la Clasificacién Internacional de Enfermedades, décima
ediciéon (CIE-10). En 1994 se actualizaron los criterios diagnésticos del TDAH y se definieron los
subtipos que se siguen utilizando actualmente: el subtipo inatento, el hiperactivo/impulsivo y el
combinado que seran descritos mas adelante. En referencia al tratamiento farmacolégico que se
aplica en el TDAH, la primera referencia literaria que se conoce sobre un tratamiento especifico
con psicoestimulantes en nifios con déficits atencionales y problemas comportamentales la

comunica Bradley en 1937 (Herreros et al. 2002).

La descripcién clinica del TDAH a principios del siglo XX se centr6 exclusivamente en nifios
y tuvieron que pasar mas de 70 afios hasta que, a partir de 1976 se publicaran los primeros
trabajos que anunciaran la validez diagnostica de este trastorno en adultos (Ramos-Quiroga et al.
2006). En la actualidad, esta aceptado que este trastorno se presenta también en adultos y cada
vez mas son mas las investigaciones que se centran en esta poblacion, ya que presentan
caracteristicas diagnosticas, sintomatolégicas, de presencia de comorbilidades y respuesta a
tratamiento propias y diferenciales de la poblacién infanto-juvenil, como se comentara en el

apartado de sintomatologia.

1.1. DESCRIPCION CLINICA

1.1.1.  SINTOMATOLOGIA

Los pacientes con TDAH tienen dificultades en la atencion mantenida y no terminan las
tareas asignadas, distrayéndose frecuentemente. Ademas, pueden mostrar comportamientos
impulsivos, tener una actividad excesiva e inapropiada en el contexto en que se encuentran, y
presentar una gran dificultad para inhibir sus impulsos. Estas tres caracteristicas (hiperactividad,
impulsividad e inatencion) se encuentran estrechamente relacionadas y lo mas frecuente es que

los sujetos diagnosticados con TDAH las presenten todas en mayor 0 menor grado, variando
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ademas segun su edad y grado de desarrollo (Dopheide y Pliszka 2009). Todos estos sintomas

afectan gravemente a la vida social, académica y laboral del individuo.

Se han descrito diferencias en relacion al sexo, ya que parece que este trastorno presenta
una menor incidencia en nifias, siendo éstas predominantemente de tipo inatento. De hecho los
puntos de corte que se utilizan para diagnosticar el TDAH en las escalas neuropsicolégicas son
diferentes para nifios y nifias (Servera y Cardo 2007). Sin embargo, en estudios realizados en
poblacién adulta la prevalencia entre varones y mujeres se iguala o incluso llega a
descompensarse, lo que podria indicar la existencia de sesgos diagnésticos, ya que los sintomas
de inatencion en las nifias pasarian mas desapercibidos que los hiperactivos-impulsivos en los

nifos.

Como se ha comentado anteriormente, la sintomatologia varia a lo largo de la vida. Estudios
de seguimiento indican que los nifios con TDAH tienen un menor rendimiento escolar, repiten
curso con mas frecuencia y tienen 3 veces mas probabilidades de ser expulsados del colegio
(Benito-Moraga 2008), siendo también proclives a sufrir un mayor nimero de accidentes y mas

graves.

En la adolescencia y juventud estos problemas escolares y la tendencia a sufrir accidentes
continlan, pero ademas muestran mas conductas delictivas (un 48% de arrestos en estos
pacientes frente a un 20% en grupo control). Surgen también nuevas conductas peligrosas, como
el abuso de sustancias y relaciones sexuales de riesgo. Estos pacientes tienen mas
probabilidades de haber mantenido sus primeras relaciones sexuales antes de los 15 afios.
Ademas, suelen tener mas parejas sexuales y utilizan menos métodos anticonceptivos, por lo
gue las enfermedades de trasmision sexual y los embarazos durante la adolescencia se

presentan también con mayor frecuencia que en el resto de la poblacién (Benito-Moraga 2008).

Todos estos factores suponen un importante obstaculo para el desarrollo y la maduracion
del individuo. Si ademas, los sintomas de inatencién e hiperactividad persisten durante la vida
adulta, como ocurre en un 50%-40% de los casos, se habla de una prevalencia de la enfermedad
en la poblacién adulta de entre el 3% y el 4%, aumentan considerablemente los problemas
sociolaborales y de mantenimiento de la estabilidad emocional (Benito-Moraga 2008). Los
adultos con TDAH estan menos satisfechos con sus vidas, cambian mas veces de parejay de
trabajo y sufren mas problemas psicolégicos (baja autoestima, ansiedad, depresién, estrés...)
(Valdizan y lzaguerri-Gracia 2009), sin mencionar las comorbilidades frecuentes en este trastorno
de las que hablaremos mas adelante. Las manifestaciones clinicas que aparecen de forma
caracteristica en los adultos son: dificultad en la concentracién, memoria limitada a corto plazoy
poca memoria en general, desorganizacién, impulsividad, frustracién, baja autodisciplina y

habilidades sociales disminuidas. Los pacientes adultos con TDAH suelen manifestar
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principalmente sintomas de inatencién y de impulsividad ya que se ha descrito que la

hiperactividad disminuye con la edad y se restringe a un sentimiento mas subjetivo de inquietud.

Ademas de todo ello, hoy en dia los casos de TDAH en poblacién adulta estan
infradiagnosticados, ya que durante mucho tiempo se ha creido que era un trastorno Gnicamente
propio de niflos y adolescentes, por lo que no reciben el tratamiento adecuado y la

sintomatologia esta muy presente (Valdizan y Izaguerri-Gracia 2009).

La Figura 2 muestra un dibujo esquematico de la evolucién clinica del TDAH a lo largo de la
vida, comenzando en la nifiez y finalizando en la edad adulta. Se cita la sintomatologia clinica

caracteristica y los problemas asociados en cada etapa en los recuadros superiores e inferiores.

Problemas académicos Problemaslaborales
Dificultadessociales Relacionessociales
Baja autoestima Baja autoestima
IMPULSIVIDAD Conductasdisociales Abuso de sustancias
HIPERACTIVIDAD Abuso de sustancias Accidentes
PR OLAR ADOLESCENCIA ADULTO
ESCOLAR JUVENTUD

|_\

Problemas académicosy
laborales
Dificultadessociales
Baja autoestima

Abuso de sustancias
Accidentes

Figura 2.- Ewolucion clinica del TDAH a lo largo de la vida. Adaptado de Buitelaar et al. 2003.

Ademas de la evolucién que experimenta a lo largo de la vida, se trata de un trastorno
clinicamente muy heterogéneo. No est4 Unicamente determinado por la diferente severidad de la
sintomatologia que ha sido descrita previamente, si no que son muy frecuentes los trastornos
comoérbidos como se describirdn méas adelante en el apartado 1.1.4 (Steinhausen 2009). Del
mismo modo, es importante destacar que las manifestaciones clinicas y ewlucion de esta
sintomatologia estan influenciadas ademas por factores ambientales y sociales. Factores tan
diversos como una dificil situacién familiar, bajo nivel sociocultural, una alimentacién concreta o
incluso unas condiciones determinadas en el parto se han descrito como asociadas a un mayor
riesgo de padecer TDAH o con una mayor severidad y peor evolucion de la sintomatologia
(Biederman 2005).
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Esta heterogeneidad en las manifestaciones clinicas asi como la presencia de distintas
comorbilidades en distintos pacientes podria sugerir que dentro del diagnéstico de TDAH se
estan incluyendo en la actualidad distintos procesos con mecanismos patogénicos proximos pero
diferentes. Quiz& si fuésemos capaces de diferenciar entre estos grupos de pacientes se les

podria aplicar un tratamiento especifico en cada caso y el prondstico mejoraria.

1.1.2. DIAGNOSTICO

El diagnostico de TDAH se basa en el examen de las caracteristicas clinicas y del historial
familiar del individuo, habiéndose convertido en un diagnéstico de exclusion de otras patologias,
no existiendo en la actualidad ningin parametro fisico-quimico medible que facilite y asegure
dicho diagnostico, a pesar de ser considerada por la AAP como una enfermedad de origen
neurolégico. Tampoco se conoce ningun parametro clinico o prueba analitica que permita
predecir cual va a ser la progresion del nifio a partir del momento del diagndstico ni si va a
desarrollar o no comorbilidades o cual va a ser su respuesta al tratamiento recibido (Faraone et
al. 1998; Herreros et al. 2002).

En condiciones ideales, y ya que no existe una prueba diagndstica concluyente, se seguiria
un protocolo diagnéstico en el que primero se realizaria una entrevista con los padres y el
nifio/paciente adulto, en la que se tratan cuestiones como la edad de comienzo, evolucién de la
sintomatologia, antecedentes personales (enfermedades neurolégicas, embarazo y parto...),
antecedentes familiares de TDAH u otros trastornos psiquiatricos y de la situacion social y
familiar del individuo. Posteriormente, se realizaria una exploracién fisica completa que incluiria
un examen neuroldégico completo. A continuacion, se realizaria una evaluacién complementaria
en la que se hablaria con profesores, se analizaria el rendimiento escolar, se evaluaria el
coeficiente intelectual y se realizarian una serie de estudios psicolégicos e incluso
neurorradiol 6gicos-analiticos segln sospecha. Se realizaria un diagnostico etiolégico en el que
se trataria de identificar si existe un origen organico de la patologia o se trata de un trastorno
idiopético. Finalmente, se realizaria el diagnoéstico diferencial con otros trastornos médicos,

neurdélogicos y factores ambientales.

Sin embargo el diagndstico planteado de esta forma es inviable para la aplicaciéon rutinaria
en clinica por el tiempo, esfuerzo y costes econémicos que ello implicaria, por lo que para la
orientacion diagnéstica y su clasificacién, los clinicos emplean generalmente los criterios
descritos en el manual DSM-IV-TR para, entrevistdndose con el paciente y sus padres, poder
realizar el diagnéstico. También se utiliza el manual CIE-10, aunque éste muestra una menor

universalizacion y empleo, lo que dificulta la comparacion con otros estudios.
A continuacién, se muestran los criterios diagndsticos para el TDAH tal y como se describen

en el DSM-IV-TR, donde los sintomas se dividen en 2 grupos: Desatencién que consta de 9

items e Hiperactividad e Impulsividad juntos, que ambos suman 9 items también. Segun el
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manual DSM-IV-TR, deben presentarse 4 o0 mas sintomas de los descritos, durante al menos 6
meses y algunos de ellos ya presentes antes de los 7 afios, en dos o mas ambientes (por
ejemplo en la escuela y en casa). Deben existir pruebas de un deterioro social/académico y que
todo esto no pueda ser explicado por otros trastornos. Por definicion, el diagnostico de TDAH no
puede hacerse si los sintomas suceden en presencia de un trastorno generalizado del desarrollo,
esquizofrenia u otro trastorno psicético, o si se adaptan mejor a otro trastorno psiquiatrico. En los
préximos afios entrard en vigor la nueva version de este manual diagndstico, el DSM-V y algunos
de estos criterios se pueden ver modificados de alguna forma, por ejemplo, se ha propuesto
aumentar el numero de sintomas de impulsividad o eliminar el sindrome autista o el trastorno

generalizado del desarrollo como criterios excluyentes de TDAH.

Los criterios diagnoésticos actuales son los siguientes (DSM-IV-TR, puntos A-E):

A.l. Seis 0 méas de los siguientes sintomas de desatenciéon han persistido por lo menos
durante 6 meses con una intensidad que es desadaptativa e incoherente en relacién con el
nivel de desarrollo:

Falta de atencién

a. a menudo no presta atencién suficiente a los detalles o incurre en errores por descuido en las
tareas escolares, en el trabajo o en otras actividades

b. a menudo tiene dificultades para mantener la atencion en tareas o en actividades ludicas

c. a menudo parece no escuchar cuando se le habla directamente

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

e. a menudo tiene dificultad para organizar tareas y actividades

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

g. a menudo extravia objetos necesarios para tareas o actividades (como juguetes, trabajos
escolares, lapices, libros o herramientas)

h. a menudo se distrae facilmente por estimulos irrelevantes

i. a menudo es descuidado en las actividades diarias

A.2. Seis 0 mas de los siguientes sintomas de hiperactividad-impulsividad han persistido
por lo menos durante 6 meses con una intensidad que es desadaptativa e incoherente en
relacién con el nivel de desarrollo:

Hiperactividad

a. a menudo mueve en excesos las manos o los pies 0 se remueve en el asiento

b. a menudo abandona su asiento en la clase o en otras situaciones en las que es inapropiado
hacerlo

c. a menudo corre o salta excesivamente en situaciones en las que es inapropiado hacerlo (en
los adolescentes o adultos puede limitarse a sentimientos subjetivos de inquietud)

d. a menudo tiene dificultades para jugar o dedicarse tranquilamente a actividades de ocio

e. a menudo 'esta en marcha' o actiia como si 'tuvera un motor'

f. a menudo 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. @ menudo interrumpe o0 se inmiscuye en las actividades de otros (p. €., se entromete en
conversaciones o juegos)
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B. Algunos sintomas de hiperactividad-impulsividad o de desatencidn que causaban alteraciones
estaban presentes antes de los 7 afios de edad.

C. Algunas alteraciones provocadas por los sintomas se presentan en dos 0 mas ambientes (p.
€j., en la escuela [0 en el trabajo] 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 psicético y no se explican mejor por la presencia de otro
trastorno mental (p. e€j., trastorno del estado de animo, trastorno de ansiedad, trastorno
disociativo o trastorno de la personalidad).

Existen varias escalas neuropsicoldgicas validadas para el diagnéstico del TDAH de uso
comin en clinica que se basan en los criterios del DSM-IV-TR anteriormente descritos. Las mas
aplicadas en la actualidad son: Conners Adult ADHD Diagnostic Interview for DSM-IV, Entrevista
para TDAH de Barkley, ADHD Rating Scale-IV y ADHD Symptom Rating Scale. Todas ellas
sitian puntos de corte diagnoésticos diferentes para nifios y nifias, también hacen distinciones
segun la edad del paciente, ya que la sintomatologia asociada a la hiperactividad se ha descrito
que disminuye con la edad (DuPaul et al. 1998a). A continuacién, la Tabla 1 muestra una escala
de calificacion ADHD-IV-versién del progenitor a modo de ejemplo de este tipo de escalas. En
este caso, la contestaria directamente el progenitor/tutor del menor que se sospeche que pudiera
padecer el trastorno, evaluando si ese comportamiento se da nunca, rara vez, algunas veces,
con frecuencia o con mucha frecuencia en su hijo/tutelado. Finalmente se sumarian los puntos
obtenidos individualmente y se evaluaria en funcién del sexo y la edad si ese individuo es
diagnosticado o no con TDAH. Si se tratara de un adulto se le ofreceria una version similar pero

autoaplicada, es decir, la contestaria el mismo individuo.

En un pequefio porcentaje de los casos diagnosticados puede existir una patologia concreta
gue esté justificando de forma directa el comportamiento observado, por ejemplo en la
encefalopatia postraumatica o la resistencia generalizada a la hormona tiroidea. Se consideraria
en estos casos que el TDAH es de base organica y se les prestaria un tratamiento especifico (en
estos pacientes la respuesta a estimulantes es menor) al mismo tiempo que presentarian un
prondstico comportamental y atencional diferente al de los casos de TDAH idiopatico en los que
la causa es desconocida. Algunos autores creen que el término TDAH deberia aplicarse

exclusivamente al de naturaleza idiopatica pero actualmente engloba a ambos.

Una vez mas, la dificultad diagndstica nos podria estar indicando que actualmente se estan
agrupando diferentes condiciones patolégicas proximas pero diferentes. En la edad adulta es
mas dificil, si cabe, el diagnoéstico de TDAH e incluso, como se ha mencionado anteriormente,
hasta hace poco se cuestionaba su existencia (Valdizan y Izaguerri-Gracia 2009). Los sintomas
descritos en los criterios del manual DSM-IV-TR no siempre pueden ser identificados claramente

en el adulto, ya que la hiperactividad puede ser considerada como un rasgo de la personalidad y
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no como un problema a tratar. De hecho, muchos pacientes que no fueron tratados de nifios
llegan a la consulta a partir de ser diagnosticado alguno de sus hijos con el trastorno o por
complicaciones con trastornos comoérbidos. Ademas, de acuerdo con el nivel de inteligencia de
cada individuo, se pueden haber desarrollado estrategias compensatorias que enmascaren el
trastorno o los propios trastornos comorbidos son los que enmascaran los sintomas de TDAH

(Valdizan y Izaguerri-Gracia 2009).

Tabla 1.- ADHD Rating Scale-lV de Calificacion de ADHD-IV-Version del Progenitor:
administrada y calificada por el investigador. Test que se les pasa a los progenitores de los nifios
de los que se sospecha que padecen TDAH. En la ADHD rating scale-IV, los criterios son
adaptados del DSMIV-TR. El progenitor rellena los diferentes puntos en base al comportamiento
del nifio en los dltimos 4 meses. Los sintomas de desatencidn se corresponden con los nimeros
impares y los sintomas hiperactivos/impulsivos estan representados por los nimeros pares. Los
puntos de corte para diagnosticar TDAH varian segun la edad y el sexo y son especificos para
cada escala. Existen versiones autoaplicadas para los pacientes mayores de edad asi como
versiones del progenitor y del profesor.

¢En qué medida han molestado a su hijo Nunca o Algunas Con Con mucha
desde la dltima visita? raravez veces frecuencia frecuencia
1. No presta mucha atencién a detalles o
. 0 1 2 3
comete errores por descuido, en tareas
escolares
2. Juega conmanos o pies 0 se retuerce ensu
silla 0 ! 2 3
3. Tiene dificultades en mantener la atencién
- . 0 1 2 3
en tareas o0 actividades de juego
4. Abandonasu asiento en la clase o en otras
situaciones en que debe permanecer 0 1 2 3
sentado
5. No parece escuchar cuando se le habla
X 0 1 2 3
directamente
4. Corretea o trepa excesivamente en 0 1 2 3
situaciones en que es inapropiado
7. No sigue por completo las instrucciones y
. ; 0 1 2 3
falla en terminar el trabajo
8. Tiene dificultad jugando o participando en 0 1 2 3
actividades de diversién en forma callada
9. Tiene dificultad organizando tareas y
. 0 1 2 3
actividades
10. Esta “siempre en movimiento” o actia 0 1 2 3
como si estuviese “movido por un motor”
11. Evita tares (ej: en la escuela o0 en casa) que 0 1 5 3

requieren un esfuerzo mental sostenido
12. Habla excesivamente 0 1 2 3
13. Pierde cosas necesarias para sus

- 0 1 2 3
actividades o tareas
14. Da respuestas a tontas y a locas antes de 0 1 2 3
que las preguntas sean completadas
15. Se distrae facilmente 0 1 2 3
14. Tiene dificultad esperando turno 0 1 2 3
17. Es olvidadizo en sus actividades diarias 0 1 2 3
18. Se entromete o interrumpe a otros 0 1 2 3
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1.1.3. SUBTIPOS DE TDAH

Segun los criterios diagndsticos recogidos en el manual diagnéstico DSM-IV-TR se
distinguen tres subtipos para el diagndstico del trastorno, el subtipo con predominio hiperactivo-
impulsivo, el subtipo con predominio de déficit de atencion (o inatento) y el subtipo combinado en

el que estan presentes sintomas de los dos subtipos anteriores (Herreros et al. 2002).

Los comportamientos derivados de estas caracteristicas se encuentran altamente
influenciados por la edad del paciente, ya que no es infrecuente que un nifio a lo largo de su
evolucién pase de un subtipo a otro. Por ejemplo, es comin que un paciente diagnosticado con
TDAH con subtipo combinado evolucione a un subtipo predominantemente impulsivo a medida
gue se desarrollan estrategias para focalizar su atencién, o que con la edad remita el
componente hiperactivo lo que hace que disminuyan el nUmero de casos de subtipo combinado y

aumente el de inatentos (Dafny y Yang 2006).

Los pacientes diagnosticados como subtipo inatento, presentan caracteristicas ansiosas, de
miedo y aprensién, y suelen ser confusos y poco atentos, lo que les lleva a una pérdida
importante de informacién. En las instrucciones orales o escritas cometen errores, pero que no
son debidos a la precipitacion. Se les relaciona con problemas de memoria pero en general no
correlacionan con ningun tipo de disfuncién cognitiva y sus cocientes intelectuales son similares
a los de sus contemporaneos. No suelen presentar comportamientos agresivos y tienen menos
problemas en establecer relaciones sociales que los sujetos pertenecientes a los otros subtipos
(Barkley 1998). La inatencidn incluye nueve sintomas, que son: incapacidad para prestar
atencion o tener cuidado con los errores, dificultad para mantener la atencién, no escuchar, no
finalizar, tener dificultad para organizarse, rechazo ante esfuerzos mentales sostenidos, perder

cosas, ser facilmente distraible y facilidad para los olvidos (Herreros et al. 2002).

Los pacientes pertenecientes al subtipo predominantemente hiperactivo-impulsivo, por el
contrario, suelen presentar mayores dificultades para relacionarse y establecer vinculos con sus
compafieros debido a las caracteristicas propias de este grupo. Se muestran inquietos, no
pueden permanecer sentados en situaciones que se espera que lo hagan (colegio), corren,
trepan de forma excesiva, hablan igualmente de manera excesiva mostrando grandes
dificultades para permanecer callados y actividad motora constante y muchas veces también
comportamientos agresivos. La adolescencia puede ser especialmente problematica para este
subtipo al interaccionar con conductas antisociales (Barkley 1998). La hiperactividad incluye seis
sintomas: inquietud, moverse del asiento, correr o trepar excesivamente, tener dificultades para
jugar quieto, estar siempre “como si tuviera un motor” y hablar en exceso. Por otro lado, los tres
criterios sintomaticos de la impulsividad son: responder sin pensar, tener dificultad para esperar

el turno e interrumpir y molestar a los demas con frecuencia (Herreros et al. 2002).
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En relacion al perfil combinado, solamente indicar que se encuentra implicada la
sintomatologia propia de los dos subtipos anteriores. Lo mas frecuente es que los sujetos
diaghosticados de TDAH los presenten todos en mayor o menor grado, aunque los
comportamientos derivados de estas caracteristicas se encuentran altamente influenciados por la
edad y el grado de desarrollo del sujeto por lo que, como se ha indicado anteriormente, pueden

variar a lo largo de la vida y con el tratamiento.

Una vez mas, esta heterogeneidad en las manifestaciones clinicas y la subdivisién en
distintos subtipos podria sugerir que dentro del diagndstico de TDAH se estan incluyendo en la
actualidad distintos procesos con mecanismos patogénicos cercanos pero diferentes. De hecho,
hay indicios que parecen indicar que la clasificacion en estos tres subtipos podria ser diferente en
la préxima version DSM-V, ya que se ha propuesto dejar como diagnéstico de TDAH Gnicamente
al subtipo combinado y asignar como trastornos diferentes a lo que actualmente se conocen

como subtipo inatento e hiperactivo/impulsivo.

1.1.4. COMORBILIDAD PSIQUIATRICA

Como se ha mencionado en el apartado anterior acerca de la sintomatologia caracteristica
del TDAH, es importante destacar que la comorbilidad con otro tipo de trastornos psiquiatricos en
pacientes con TDAH es muy frecuente. Se estima en torno al 30% de los casos, lo que empeora
el pronéstico de evolucién de dichos pacientes. Ademas, el 47% de los individuos con
comorbilidad muestran mas de un trastorno comorbido (Artigas-Pallarés 2002; Shaw et al.
2007a), siendo estos trastornos en ocasiones mas incapacitantes que el propio TDAH y siempre
de suma importancia para el tratamiento y evolucion del paciente, ya que requieren una atencién
especial (Diaz Atienza 2006). Desde el punto de vista psiquiatrico, el tratamiento de los casos
con patologia comadrbida es mas complejo que el de aquéllos con TDAH como trastorno Unicoy a
veces, con peores resultados finales. Se deben hacer modificaciones farmacoldgicas importantes
gue en muchas ocasiones supone tener que optar por tratamientos de segunda o tercera linea en
el tratamiento del TDAH. Al mismo tiempo se ha visto que la presencia de trastornos psiquiatricos
es més frecuente en pacientes de TDAH que la proporcion en la poblacién en general (Cumyn et
al. 2009).

Hasta tal punto el TDAH presenta otros trastornos asociados, que muchos investigadores se
han llegado a cuestionar la existencia real del propio TDAH, indicando que podria tratarse de un
conjunto de condiciones patolégicas que comparten una serie de subgrupos etiolégicos cuya
evolucién podria ser diferente (Diaz Atienza 2006); esto iria en consonancia con los cambios

propuestos para el DSM-V.
Sin embargo, conviene diferenciar entre comorbilidad, sintomas secundarios Yy

complicaciones propias del TDAH. No es lo mismo un nifio con una depresién comorbida, es

decir, que ademas de TDAH muestre tristeza, llanto facil y problemas para dormir, que un nifio
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que debido a la sintomatologia propia del TDAH, es rechazado por sus compafieros de clase y
sufre por ello. Esto Ultimo seria una reaccion adaptativa secundaria (Spencer 2006). Ademas, a
veces la comorbilidad es una consecuencia/complicacion del propio TDAH. Es conocido que en
la evolucion del TDAH hay un mayor riesgo de desarrollar un trastorno disocial, consumo de

drogas o trastornos de la personalidad (Bukstein 2009).

Las verdaderas comorbilidades descritas mas frecuentemente son: trastornos del
aprendizaje, de ansiedad, afectivos, de conducta, tics y sindrome de Gilles de la Tourette y
abuso de sustancias entre otras (Bukstein 2009; Artigas-Pallarés 2003; Spencer 2006). En la
Figura 3 se muestran de forma esquematica algunos de los principales trastornos comorbidos
gue se describieron para una poblacion de nifios y nifias diagnosticados con el subtipo
combinado de TDAH. A los trastornos de conducta junto con las dificultades en el aprendizaje
escolar se les atribuye la repercusidon mas negativa sobre el tratamiento del TDAH y la evolucién

del paciente (Artigas-Pallarés 2003).

Trastorno
negativista
desafiante
40%

Tics
11%

TDAH sélo
31%

Trastornos
afectivos

Trastorno de
ansiedad
34%

Trastornos
de conducta
14%

Figura 3.- Grafico en el que aparecen representados algunos de los trastornos que mas
frecuentemente aparecen comérbidos al TDAH asi como los porcentajes en los que se
presentan: tics, trastorno de conducta, trastorno de ansiedad, trastorno afectivo y trastorno
negativista desafiante, adaptado de Jensen et al. (2001). En este estudio sélo tuvieron en cuenta
a nifos/as (en proporcion 80/20%) con TDAH subtipo combinado, con edades comprendidas
entre los 7 y los 9 afos.

Aungue la comorbilidad presenta una prevalencia alta en todos los subgrupos de TDAH, por
las investigaciones que se han realizado hasta el momento, parece que el subtipo combinado es
el que conlleva una mayor variedad, especialmente con los trastornos disociales, el trastorno

negativista desafiante y los trastornos ansioso-depresivos (Diaz Atienza 2006).
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El tipo de comorbilidad presente también se ha asociado al sexo en diversos estudios
realizados principalmente con adolescentes y adultos. Por ejemplo, en el estudio llevado a cabo
por Cumyn y colaboradores en una poblacion de adultos diagnosticados con TDAH se encontrd
gue, mientras que los varones son mas susceptibles de presentar trastornos de personalidad,
comportamientos antisociales y mayores tasas de abuso de drogas, las mujeres presentan tasas
mas altas de trastorno de pénico, trastornos alimenticios como anorexia y bulimia y trastorno

limite de la personalidad (Cumyn et al. 2009).

El nimero y tipo de comorbilidades presentes puede variar con la edad y con la evolucion
del paciente. Por ejemplo, en la adolescencia es cuando principalmente se desarrollan abusos de
sustancias, mientras que la poblacién adulta muestra en general una mayor presencia de

comorbilidades que la poblacién infantil (Valdizan y Izaguerri-Gracia 2009).

Ademas de las comorbilidades, existe un grupo de trastornos que resulta interesante
mencionar por su relacién con el TDAH, que es el de los fenotipos conductuales con TDAH.
Los fenotipos conductuales representan la conducta entendida desde la biologia. Es un concepto
relativamente moderno y se ha desarrollado a partir de los avances realizados en el campo de la
Genética molecular. Flint y Yule en 1994 definieron el fenotipo conductual como un patrén
caracteristico de alteraciones (cognitivas, motoras, sociales y linguisticas) que se asocian de
forma consistente a un trastorno concreto (Artigas-Pallarés 2002). En el caso de los conocidos
como fenotipos conductuales con TDAH, se trata de un conjunto de trastornos genéticos que
comparten las caracteristicas de tener retraso mental y un TDAH muy relevante. Cada uno de
ellos tiene ademas un fenotipo conductual y fisico propio. Los mas comunes son el Sindrome de
X fragil, el sindrome de Agelman, el sindrome de Williams, el sindrome velocardio facial y el
sindrome de Prader-Willi. Y debido a su elevada frecuencia se deben incluir también en este

grupo al sindrome alcohdlico fetal y los efectos fetales del alcohol (Artigas-Pallarés 2002).

Por dltimo, algunos investigadores afirman que, al menos en parte, la comorbilidad podria
ser en realidad un artefacto conceptual derivado de la forma en la que se han definido los
trastornos en el DSM-IV (Elia et al. 2009c). Puesto que el substrato biolégico no es unitario ni
esta delimitado en muchos trastornos, las definiciones y criterios diagndsticos se basan en
realidades observables que se han intentado clasificar. Sin embargo, las definiciones varian a lo
largo del tiempo y no se aceptan universalmente, sin mencionar el hecho de que tanto el TDAH
como la mayoria de los trastornos a los que se asocia no son entidades discretas, sino que se
trata de dimensiones conductuales que se distribuyen segln un modelo continuo donde a veces

es dificil establecer los limites (Artigas-Pallarés 2003).
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1.2. EPIDEMIOLOGIA

El TDAH, como se ha comentado, es el trastorno neuropsiquiatrico mas comun en la
infancia, teniendo una prevalencia descrita del 8 al 12% de la poblacién infanto-juvenil en todo el
mundo (Ribases et al. 2008), de los cuales mas del 50% mantiene los sintomas en la edad adulta
(Ramos-Quiroga et al. 2006). Las diferencias en los porcentajes se deben principalmente a
diferencias poblacionales, metodoloégicas y de criterios diagnosticos. Por ejemplo, se describe
una menor prevalencia en paises menos desarrollados pero posiblemente no sea debido a que
la prevalencia real del trastorno sea menor en estos paises, si no a que el TDAH esta siendo
infradiagnosticado. A su vez, es el primer trastorno psiquiatrico en ser diagnosticado y tratado
especificamente en nifios (Biederman 1992). En la tGltima década ha aumentado notablemente el
nimero de pacientes diagnosticados con TDAH a nivel mundial y como es légico, ha aumentado
también el interés cientifico y social sobre este trastorno, asi como han crecido
exponencialmente los estudios sobre posibles marcadores genéticos, tratamientos y evolucion de

estos pacientes (Nemoda et al. 2009).

En adultos, la prevalencia descrita y aceptada actualmente es en torno a un 4% a nivel
mundial. Sin embargo, hay autores que defienden que esta prevalencia es en realidad mas alta 'y
que se debe probablemente a que la poblacion adulta se encuentra infradiagnosticada ya que la
sintomatologia varia respecto a la descrita en la infancia, siendo |la hiperactividad el sintoma que
mas se reduce, como se ha comentado en el apartado de sintomatologia (Ramos-Quiroga et al.
2006).

En relacion al sexo, tradicionalmente se ha considerado que el TDAH afectaba mas a nifios
que a nifias. Si bien es cierto que el TDAH se diagnostica mas veces en individuos de género
masculino que femenino (en una proporcién estimada de 3:1), esto podria ser debido a que el
trastorno se presenta de forma diferente en varones adultos/nifios que en mujeres/nifias. Como
se ha comentado en el apartado de sintomatologia, las nifias tienden a comportamientos mas
inatentos y los nifios muestran mas sintomatologia de tipo hiperactivo/impulsivo (la proporcién es
de 4:1 en este subtipo), por lo que las nifias podrian pasar mas desapercibidas o confundirse con

otro tipo de trastornos como trastornos del aprendizaje o emocionales (Herreros et al. 2002).
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13.

HIPOTESIS NEUROBIOLOGICAS DEL TDAH

Actualmente la etiologia y fisiopatologia del TDAH se conocen parcialmente (Comings et al.

2000a; Tripp y Wickens 2009). A pesar de ello, existen una serie de evidencias que implicarian a

unos neurotransmisores en concreto (dopamina (DA), noradrenalina (NA) y serotonina (5HT)

principalmente) y a sus vias de sefalizacion en la etiopatogenia del trastorno. Estas evidencias

son las siguientes:

1)

2)

3)

4)

Se ha demostrado que existen diferencias en las dimensiones de los l6bulos
frontales, el nucleo caudado y el vermis cerebelar (evidencias morfolégicas) entre
sujetos diagnosticados con TDAH y sujetos controles sin enfermedades psiquiatricas

conocidas.

Se conoce que los neurotransmisores dopamina, noradrenalina y serotonina estan
inwlucrados en las llamadas funciones cognitivas superiores como son, la atencion,

concentracién, motivacion, interés y el aprendizaje de nuevas habilidades.

Ademas, se ha \isto que la disfuncidn de uno o varios de estos neurotransmisores
estd implicada en la etiologia del TDAH, especialmente si ésta se da en areas de la
corteza prefrontal y de los ganglios basales (Arnsten 2004). Prueba de ello es que el
tratamiento con farmacos que aumentan los niveles de estos neurotransmisores ha
demostrado ser eficaz con evidencias funcionales en un alto porcentaje de enfermos
(Spencer 2000).

Mediante la utilizaciéon de técnicas neuroanatémicas informatizadas se ha sugerido
gue existe un retraso en la maduracién cortical en pacientes de TDAH en
comparacion con nifios sanos y que este retraso es mas significativo en la regiéon

prefrontal (Shaw et al. 2007a).

En la Figura 4 se muestra un corte sagital de un cerebro humano en el que se identifican las

principales vias de sefializacion que se han implicado en el TDAH. A continuacion se van a

detallar cada una de las hipétesis que se barajan como implicadas en el desarrollo del TDAH:

Hipo6tesis dopaminérgica, noradrenérgica, serotoninérgica e hipotesis alternativas.
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Figura 4.- Esquema adaptado de Himelstein et al. (2000). Se muestra un corte sagital de un
cerebro estando marcadas las principales vias de sefializacion implicadas en el TDAH.

1.3.1.  HIPOTESIS DOPAMINERGICA

Como se ha mencionado anteriormente, la DA es uno de los neurotransmisores que se
describen como disminuidos en pacientes con TDAH, y la alteracién de sus vias de sefalizacion,
constituye una de las teorias méas aceptadas para explicar la etiopatogenia de este trastorno. La
DA es sintetizada en las neuronas dopaminérgicas a partir del precursor tirosina que es
transportado al interior de la neurona mediante una bomba transportadora activa, y alli es
convertido en DA gracias a la accion de dos enzimas (que también intervienen en la sintesis de
NA), la tirosinhidroxilasa (TH) y la dihidroxifenilalanina decarboxilasa (DOPA decarboxilasa 6
DDC). Posteriormente, es liberada al espacio sinptico donde interactuara con los receptores de
la neurona postsinaptica, de los que existen al menos cinco subtipos farmacolégicos (DRD1-5) y
varias isoformas moleculares mas, y parte de ella sera recaptada hacia la neurona presinaptica
por medio de unas proteinas especificas que funcionan como reguladores de retroalimentacion

negativa, los transportadores de DA (DATL).

En cuanto a su metabolizacién, la dopamina es destruida por los mismos enzimas que
degradan la NA (una similitud mas entre estos dos neurotransmisores), la monoaminooxidasa
(MAQ) y la catecol-O-metiltransferasa (COMT) (Stephen 2002). En la Figura 5 se muestra de
forma esquematica una neurona dopaminérgica estableciendo sinapsis con otra neurona en la

corteza prefrontal, regién del cerebro en la que abundan este tipo de sinapsis.
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PREFRONTAL CORTEX DOPAMINE-

DOPAMINE
IN SYNAPTIC

Figura 5.- Dibujo esquematico en el que se muestra una neurona dopaminérgica estableciendo
sinapsis con otra en la corteza prefrontal. Se observa la sintesis de DA en la neurona
presindptica, su captacion en la postsinaptica mediante el receptor dopaminérgico DRD4 y un
recaptador de DA en la presinaptica que capta el neurotransmisor sobrante (DAT1) (Castellanos
y Tannock 2002).

Cualquiera de estos receptores, recaptadores o los enzimas de la sintesis/destruccion de la
dopamina son potenciales dianas farmacoldgicas para el tratamiento del TDAH. Se puede
aumentar la cantidad de dopamina sintetizada o el tiempo de permanencia en el espacio
sinaptico, inhibiendo las enzimas que la degradan (MAO y COMT), activando las que la sintetizan

(THy DDC) o blogueando el recaptador de dopamina.

La hipétesis dopaminérgica del TDAH se apoya principalmente en los siguientes hallazgos
(Swanson et al. 2007):

e La lesibn de los sistemas dopaminérgicos en ratas se asocia a la presencia de

hipercinesia, déficit de atencion y de aprendizaje que mejoran con psicoestimulantes.
e EIl tratamiento mas efectivo para el TDAH es el metilfenidato (psicoestimulante que

aumenta los niveles de DA), y el bloqueo de los receptores de DA anula sus efectos

terapéuticos.
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e Estudios neurorradiolégicos funcionales muestran alteraciones en las vias
dopaminérgicas; mediante PET (Tomografia de Emision de Positrones) se ha

demostrado el bloqueo directo del transportador de DA con metilfenidato.

e Estudios genéticos demuestran la presencia de inserciones/deleciones y polimorfismos
de cambio de nucleétido en los receptores y transportadores de la DA a nivel cerebral, lo
que podria implicar variabilidad en la funcionalidad de dichos receptores (Brookes et al.
2006b).

Sin embargo también existen algunos datos contradictorios, como que no todos los
agonistas dopaminérgicos sean eficaces en estos pacientes o que incluso en algunos casos los

tratamientos psicoestimulantes se asocien a reacciones disforicas.

1.3.2. HIPOTESIS NORADRENERGICA

La NA también conocida con el nombre de norepinefrina (NE), se sintetiza en el terminal
nervioso de las neuronas noradrenérgicas a partir del aminoacido precursor tirosina, que se
transporta desde la sangre al sistema nervioso mediante un mecanismo de transporte activo.
Una vez dentro, sobre la tirosina actian secuencialmente tres enzimas: la TH, la DDC y la
dopamina-B-hidroxilasa (DBH). La NA resultante se almacena en vesiculas sinapticas hasta ser
liberada por un impulso nervioso. En estas neuronas la DA es solamente un precursor de la NA.
La TH es el enzima limitante de la velocidad de la reaccién y el enzima més importante en la

sintesis de NA.

Hay dos enzimas que realizan la degradacién enzimatica de la NA transformandola en
metabolitos inactivos: la MAO que se localiza principalmente en las mitocondrias de la neurona
presinaptica y la COMT que esta localizada fuera del terminal nervioso presinaptico. Ademas,
existe una bomba de transporte selectiva de NA (NET) que impide que la NA actle en la sinapsis
pero sin destruirla, y puede ser almacenada para actuar en un impulso nervioso posterior 0 bien

ser degradada enziméticamente.
Las neuronas noradrenérgicas son reguladas por multiples receptores de NA (a1, a2, B1,
B2...), existiendo subclasificaciones en base a las diferencias moleculares y farmacolégicas

(Stahl 2002).

La hipotesis noradrenérgica no tiene tantos puntos de apoyo como la dopaminérgica, pero

existen ciertas caracteristicas clinicas/experimentales que la justifican:

e Los psicoestimulantes que se usan para el tratamiento del TDAH activan también vias

noradrenérgicas.
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e La atomoxetina, inhibidor selectivo del recaptador de NA, obtiene resultados similares al

metilfenidato desde el punto de vista terapéutico.

e La eficacia de agonistas directos alfa-adrenérgicos (clonidina) se ha descrito en

numerosas ocasiones.

e Ennifios con TDAH se han encontrado unos niveles méas bajos de metoxihidroxifenilglicol

(MHPG), un metabolito central de la NA, que en nifios sanos.

e Tratamientos como los antidepresivos triciclicos o los inhibidores de la MAO (gque tienen

efectos adrenérgicos constatados), son utiles en el tratamiento del TDAH.

Sin embargo, los detractores de esta hipétesis afirman que el beneficio que obtienen los
pacientes de TDAH con este tipo de tratamientos se deben a su efecto sobre la 5HT o0 a la
mejoria de trastornos comérbidos entre otros, no porque la NA esté implicada directamente en la

sintomatologia del TDAH.

1.3.3. HIPOTESIS SEROTONINERGICA

La 5HT (serotonina 6 5-hidroxitriptamina) es sintetizada a partir del triptéfano en las
neuronas serotoninérgicas. El triptéfano es introducido del plasma a la neurona mediante una
bomba de transporte activo de triptéfano y se sintetiza la 5HT mediante las enzimas triptéfano
hidroxilasa (TPH) y la DOPA decarboxilasa de aminoacidos L-arométicos (DDC). Después es

almacenada en vesiculas sinapticas a la espera del impulso nervioso para ser liberada.

La 5HT es degradada por la MAO y convertida en un metabolito inactivo. Ademas, las
neuronas serotoninérgicas tienen una bomba transportadora presinaptica selectiva para la SHT

(SERT), de funcionamiento analogo a los transportadores de NA y DA descritos anteriormente.

Existen cuatro grandes categorias de receptores 5HT, cada una subdividida, a su vez, en
funcion de sus propiedades farmacoldgicas y moleculares. Ademas del transportador
serotoninérgico, hay un receptor principal presinaptico (5HT;p) y varios receptores
serotoninérgicos postsinapticos (5HT1a, 5HToa, SHT,c, SHT3, 5HT,... ) (Stahl 2002).

Esta es la hip6tesis con menor peso especifico de las tres. Algunos psicotropos que
intervienen en vias serotoninérgicas causan mejoria en pacientes de TDAH, pero este hecho
puede justificarse por el beneficio que éstos pueden causar en enfermedades comoérbidas al

TDAH y no en este trastorno en si.
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1.3.4. HIPOTESIS ALTERNATIVAS

Algunos autores defienden una posibilidad aln mas compleja y posiblemente mas acertada
en relacion a los hallazgos obtenidos, la hipétesis de mdltiples neurotransmisores. Mediante esta
hipétesis se intenta explicar que se produce una interaccion anormal entre varios
neurotransmisores. Postulan que probablemente sea la DA el neurotransmisor mas involucrado,
mientras que la NA, 5HT y GABA, actien como moduladores clinicos (Himelstein et al. 2000).
Esta hip6tesis explicaria la gran variabilidad existente en las manifestaciones clinicas del TDAH,

pero serian necesarios mas estudios que la confirmen.

Dejando los aspectos neuroldgicos a un lado, el TDAH se ha relacionado con la resistencia
generalizada a la hormona tiroidea. El 50% de los pacientes con esta resistencia muestran
sintomas compatibles con el TDAH, falta de atencidn e hiperactividad motora, causado por
alteraciones cerebrales durante el desarrollo fetal en estos nifios. De la misma forma se ha
observado una mayor prevalencia en nifios con desnutricion grave durante los primeros meses
de \ida, en nifios prematuros, nifios cuyas madres fumaban o ingerian alcohol durante la
gestacion; todo ello parece estar relacionado con un desarrollo del sistema nervioso central
(SNC) incompleto, aunque pueden afadirse factores ambientales y sociales a este hecho

(Faraone y Biederman 1998).

Por otra parte, la relacion entre los trastornos neuropsiquiatricos autoinmunes asociados con
infecciones estreptocécicas (Guilles de la Tourette y trastorno obsesivo-compulsivo) y la
hiperactividad, ha promovido nuevas hipétesis que relacionan al TDAH con bases
autoinmunoldgicas relacionadas con los estreptococos. Pero esto aln requiere mas estudios

para ser confirmado/desmentido, siendo de momento Unicamente una hipétesis.

Una vez mas, la naturaleza hetereogénea del TDAH como diagnoéstico psiquiatrico podria
estar provocando estos resultados confusos. La falta de homogeneidad en las poblaciones de
estudio ha llevado a concluir que una Unica causa es poco probable. El diagndstico podria estar
agrupando a multiples trastornos cada uno con su etiologia, por lo que estableciendo subgrupos
podrian obtenerse fenotipos maés refinados. Otra posibilidad es que una causa comun
subyacente (la cual no conocemos exactamente) seria capaz de exhibir diferentes

manifestaciones clinicas (Tripp y Wickens 2009).

1.4. GENETICA DEL TDAH

Las enfermedades llamadas complejas son el producto de la combinacion de diferentes

factores, entre los que se encuentran tanto factores ambientales como genéticos o biolégicos. Es

decir, en este tipo de enfermedades, como es el caso del TDAH, la asociacion de ciertas

variantes genéticas con la enfermedad no es sencilla, ya que no tienen Unicamente caracter
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genético sino que estan influidas por factores ambientales en diferente grado. En el caso
concreto del TDAH esta ampliamente descrito que el factor ambiental tiene gran relevancia en el

desarrollo de la sintomatologia (Mill y Petronis 2008; Buschgens et al. 2008; Curtis y Patel 2008).

A nivel genético, el TDAH es una enfermedad compleja poligénica, lo que quiere decir que
no esté originada por la variacién de un Gnico gen, ya que muestra lo que se conoce como efecto
aditivo (se estiman de media en unos 10-30 cambios dispersos en el genoma). Se habla
entonces de variante de riesgo y no de mutacién causal, dicha variante de riesgo esta presente
tanto en personas sanas como enfermas, puesto que lo que condiciona el efecto es la
combinacidon de los alelos de todas las variantes y no la presencia de una sola, diriamos
entonces que el patron de herencia se ajusta a un modelo multifactorial (Klug et al. 2008). Este
modelo propone que muchos genes, comportandose cada uno de ellos de forma mendeliana,
contribuyen al fenotipo de un modo acumulativo o cuantitativo. De hecho, la mayoria de personas
tienen un ndmero intermedio de las variantes de riesgo lo que no significa que padezcan dicho

trastorno.

A continuacion se van a describir los diferentes tipos de estudios que se han llevado a

cabo para intentar dilucidar las bases genéticas del TDAH y los genes que han sido asociados.

1.4.1. ESTUDIOS FAMILIARES

Numerosos estudios familiares, de gemelos y de adopciones demuestran que los genes
juegan un papel muy importante en la etiologia del TDAH. Los estudios familiares evallan el
riesgo de padecer TDAH de un individuo si han sido diaghosticados otros miembros de la familia
previamente (Kollins 2009). Diversos estudios de este tipo indican que existe una elevada
prevalencia de TDAH entre los miembros de la familia de pacientes con este trastorno (Faraone
et al. 2004, 2005). En estudios retrospectivos se encontré que el riesgo de padecer TDAH entre
los padres de un nifio afectado estaba incrementado de 2 a 8 veces; lo mismo se ha visto que
sucede entre hermanos biolégicos (Faraone y Doyle 2000). Reciprocamente, el riesgo calculado
para un nifio de sufrir el trastorno si uno de los padres lo padece es en torno al 40-90 % (Brookes
et al. 2006a; Waldman y Gizer 2006). A este tipo de estudios familiares se les atribuye el principal
problema de no ser capaces de discriminar bien entre factores ambientales y genéticos,

pudiendo estar sobrevalorando la influencia genética.

Para corregir este defecto y discriminar el peso de estos factores (genéticos y ambientales)
en el origen y evolucién del TDAH, se han disefiado los estudios genéticos sobre gemelos. Este
tipo de estudios establecen las bases de un trastorno examinando la probabilidad de un nifio de
padecer un trastorno si sus gemelos ya lo padecen, conocida también como tasa de
concordancia (Kollins 2009). Si un trastorno es fuertemente genético por naturaleza, la tasa de

concordancia para los gemelos monocigéticos sera mayor en comparacion con los gemelos
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dicig6ticos. En la Figura 6 se muestra un meta-andlisis realizado con los datos de heredabilidad
del TDAH obtenidos en wintiln estudios de gemelos realizados en Australia, Suecia, Reino
Unido y Estados Unidos (Biederman et al. 2005). Este meta-analisis estima una heredabilidad
media del 74% en el TDAH, lo que indica la relevancia muy importante del background genético
en el desarrollo del trastorno. Este valor de heredabilidad es comparable al de otros trastornos
psiquiatricos (Kollins 2009).

Heredabilidad
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Figura 6.- Imagen obtenida de un metandlisis donde se muestran graficamente los datos de
heredabilidad obtenidos en diversos estudios genéticos sobre el TDAH realizados entre los afios
1973 y 2004 en gemelos de todo el mundo. Adaptada de Biederman 2005.

Un tercer tipo de estudio corresponde a los estudios de adopciones. Estos permiten analizar
el peso de factores genéticos-ambientales en la aparicion de TDAH y de trastornos relacionados.
Miden el riesgo genético para un trastorno comparando las tasas de dicho trastorno entre los
padres bioldgicos y los adoptivos de nifios con una condicion determinada (Kollins 2009). Este
tipo de estudios, a pesar de su dificil aplicacién, han apoyado la implicacion genética en el TDAH
al reflejar que los hermanos no bioldgicos tienen menor riesgo de presentar el trastorno que los

hermanos biol6gicos de un nifio con TDAH.

Por ultimo, los estudios familiares han demostrado también que gran parte de la variabilidad
del rasgo hiperactividad-impulsividad dentro del TDAH, en torno al 70-90 %, se debe también a
factores genéticos, pudiendo incrementarse dicha contribucion cuanto mas extrema sea la

manifestacion clinica de dicho rasgo (Herreros et al 2002).
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1.4.2. ESTUDIOS DE GENETICAMOLECULAR

Para mejorar los conocimientos sobre el origen del TDAH, se han utilizado también los
estudios de genética molecular, que incluyen algunos analisis de ligamiento a escala genémica
en familias, y sobre todo estudios de asociacion con genes candidatos. Ademas en los Ultimos
afios han tomado gran protagonismo los estudios de genoma completo 6 GWAS (de sus siglas
en inglés Genome Wide Association Studies). Estos Ultimos se han centrado en los sistemas de
neurotransmision relacionados con la fisiopatologia del trastorno o con la respuesta favorable a

psicofarmacos.

Antes de profundizar en este tipo de estudios, seria conveniente realizar una breve

descripcién de los términos genéticos que mas se van a mencionar en las proximas lineas:

e Polimorfismo.- Marcador de ADN que varia entre los diferentes individuos de una
poblacion. Para ser considerado un polimorfismo debe darse al menos en un 1%
de la poblacién; si se da en una frecuencia inferior se considera que es una
mutacion.

e SNP.- siglas del inglés Single Nucleotide Polymorphism. Se trata de un
polimorfismo de cambio de nucleétido (es un Unico nucleétido el que varia entre los
individuos de una poblacién), puede ser sustitucion de una base por otra, una
delecion o una insercion. Los SNPs representan mas del 90% de la variabilidad
genética y son de gran utilidad en estudios evolutivos y en la investigacion
biomédica.

e Haplotipo.- Una combinacion concreta de SNPs que se heredan de forma
conjunta.

e Secuencias repetidas (STR y VNTR).- Marcadores de ADN que consisten en un
nimero de pares de bases que se repiten en un niimero variable de veces entre
los distintos individuos de una poblacion. Si la repeticion es de 2 6 3 pares de
bases se les llama STRs (repeticiones cortas en tandem), si la repeticion abarca
entre 10 y 40pb se conocen como VNTRs (repeticiones en tandem de numero

variable).

Los estudios de asociacion miden la frecuencia de un marcador o polimorfismo dentro de
una poblacion, en contraste con los estudios de ligamiento que examinan la transmisidn conjunta
de un marcador y un fenotipo dentro de las familias. Con estos estudios se pretende encontrar
genes candidatos o ciertas regiones del genoma que se asocien a las enfermedades complejas.
El desarrollo de estos estudios se ha \visto ademéas muy favorecido por el intenso desarrollo en

los Ultimos afios de las técnicas de Biologia Molecular.

Se definirdA un polimorfismo como asociado con el trastorno si se encuentra en una

proporcion significativamente mayor en la poblacion de pacientes que la poblacién control.
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Por otra parte un trastorno esta ligado a una regién de ADN (marcador), si existe mayor
probabilidad de que un locus muy cercano a esa regién contribuya a la expresién del trastorno.
Esto implica evaluar distintos polimorfismos dentro de un gen candidato. Un gen candidato se
elige, por ejemplo, porque se intuye que es biolégicamente relevante en el trastorno debido a la

neurobiologia del mismo.

Los andlisis de ligamiento son Utiles cuando se trata de enfermedades que estan asociadas
a un Unico geny que siguen un modelo de herencia mendeliana. Sobre todo se utilizan este tipo
de analisis para identificar “genes mayores” causantes de enfermedades, siempre teniendo en
cuenta que hay mas factores y genes que modifican la accién del principal. Pero las

enfermedades monogénicas no son las mas habituales.

Este tipo de estudios se llevan a cabo en familias donde se hayan dado casos de la
enfermedad. Se lleva a cabo mediante ensayos de tipo prueba-error, se busca cual es el alelo de
un gen que esta ligado a la transmisién de la enfermedad. El gen “responsable” de la enfermedad
estara en algun lugar préximo al marcador que se ha encontrado, una vez que se localiza la
region cromosOmica donde se ubica el gen se recurre a una base de datos gendmicay se hace
un estudio bibliografico sobre cuales de los genes de esa region podrian estar asociados a la
enfermedad, por la funcién que desempefian. Posteriormente se hardn estudios de asociacion
mas especificos con el gen candidato. Este tipo de estudios tienen la ventaja de no precisar de
un conocimiento previo acerca de la funcion de los genes que participan de los mecanismos
fisiopatologicos de una enfermedad y pueden servir de punto de partida para posteriores estudios
de asociacion. En la actualidad se tiende a sustituir los estudios de ligamiento por los estudios de

asociacion.

En relacidn a los estudios de asociacién de gen candidato, cabe destacar que en este tipo
de andlisis no se estudian familias sino grupos poblacionales. Estan en auge ya que son de gran
utilidad en la busqueda de variantes asociadas a enfermedades poligénicas y con herencia
compleja. Lo que indican es una predisposicién, no una relacién directa alelo-enfermedad. El
razonamiento es el siguiente: si un alelo estd en exceso en la poblacion de enfermos, puede
predisponer a la enfermedad. Como en un grupo poblacional diverso a lo largo de “x”
generaciones han ocurrido muchos mas fenémenos de recombinacién que en una familia, se
puede encontrar la mutacién causal de la enfermedad de forma més sencilla ya que la regién que
se acota es mas pequefia que en los analisis de ligamiento. A diferencia de los estudios de
ligamiento, en los de asociacion suelen conocerse la estructura y funcionamiento del gen asi
como su regulacién, localizacion cromosémica y la funcion de la proteina que codifican. Sin
embargo estan limitados al no conocerse los datos suficientes sobre la funcién o actividad de las

diferentes variante polimérficas en el estudio.
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Tradicionalmente se realizan estudios de un Unico gen o unos pocos genes candidatos pero
en los Udltimos afios se han realizado cuatro GWAS en relacion al TDAH. En estos estudios se
examinaron un gran numero de marcadores de DNA a lo largo de la totalidad del genoma para
determinar si regiones cromosOmicas especificas son compartidas entre los individuos con una
condicion determinada (Franke et al. 2009; Jiang et al. 2006; Lasky-Su et al. 2008a). Una vez
gue estas regiones han sido identificadas, se analizan los genes que forman esa regién en may or
profundidad y mediante su relevancia biolégica en el trastorno se determinara con mayor

precisién qué genes pueden estar contribuyendo al riesgo de padecer ese trastorno.

Como se va a comentar en los siguientes apartados, toda la informacién obtenida a traves
de los diversos tipos de estudios de base genética, parece indicar que en el caso del TDAH
estamos ante un tipo de herencia poligénica multifactorial y por lo tanto, con influencia
cuantitativa y expresion variable, dependiendo de factores ambientales diversos. Entre estos
factores ambientales parecen encontrarse circunstancias perinatales, la alimentacion, la
educacion o el estatus socioeconémico (Thapar et al. 2007). Por ultimo, diversos autores
empiezan a proponer que estamos muy cerca de conocer el origen genético del TDAH, pero que
el reto se encuentra en saber manejar esa informacion para beneficiar a los pacientes y que

estos conocimientos sean aplicables finalmente en la clinica (Thapar et al. 2007, Acosta 2007).

En los Ultimos 15 afios ha habido un importante auge en el nimero de genes que se han ido
asociando a la etiopatogenia del TDAH. Los principales genes que han sido asociados a un
mayor riesgo de padecer TDAH o con una mejor/peor evolucion de la sintomatologia asociada a
este trastorno pertenecen mayoritariamente a las vias de sefializacién de los neurotransmisores
DA, NA y B5HT, aungue también se han encontrado asociaciones en genes de otros
neurotransmisores, genes implicados en el metabolismo y genes de factores neurotréficos
(Waldman y Gizer 2006). A continuacidn, en la Tabla 2, se muestran los principales genes cuyos
polimorfismos se han descrito como asociados con un mayor/menor riesgo a padecer TDAH o
con una evoluciébn positiva/negativa de la enfermedad con las principales referencias

bibliograficas en las que han aparecido.

Tabla 2.- Tabla resumen donde se muestran los principales genes cuyos polimorfismos se han
descrito como asociados con un mayor/menor riesgo a padecer TDAH, con la presencia de
comorbilidades, el subtipo o con una evolucién positiva/negativa de la enfermedad, entre otros
fenotipos. Los SNPs se identifican con un nimero rs que es Unico y que puede ser localizado en
las distintas bases de datos existentes. En esta lista, en el caso de que aparezca s6lo SNP
implica que en la publicacién no se indica el cédigo rs. En la columna de la derecha se indican
los principales articulos en los que se han descritos. Adaptada y actualizada de Molano-Bilbao et
al. (2009).
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GEN FUNCION POLIMORFISMO REFERENCIAS BIBLIOGRAFCAS
rs17426222
ADRA1A Adrenoceptor a1A rs4732682 Elia et al. 2009a; Lasky-Su et al. 2008b
rs573514
rs3808585
51800544 Polanczyk et al. 2007; Schmitz et al. 2006;
ADRA2A Adrenoceptor a2A rs1800545 Wang et al. 2004
rs553448
ADRB2 Adrenoceptor 2 SNP Brookes et al. 2006a
Receptor de . Brookes et al. 2006a; Comings et al. 2000a,
AR androgenos SNPen3'UTR 2000b; Feng etal. 1998
Receptor SNP ex6n2y5
CHRNA4 nicotinico de Brookes et al. 20062
acetilcolina rs2273505
subunidad o4
Receptor Franke etal. 2009; Onaivi 2009; Ponce et al.
CNR1 cannabinoide CB1 SNP 2003
haplotipo D1P.5
rs245981
DRD1 Regept‘” D1 de 1686 Luca et al. 2007
opamina
rs4532
rs 484
rs747302 Banaschewski et al. 2010; Barr et al. 2001a;
rs1800955 Bellgrove et al. 2005; Brookes et al. 2006a;
ins 120bp DeYoung et al. 2006; Ding et al. 2002; Elia y
Devoto 2007; Faraone etal. 2001; Grady et
DRD4 Receptor D4 de al. 2005; Hamaman et al. 2004; Horner et al.
dopamina 2007; Kereszturi et al. 2006, 2007; Kirley et
WNTR (2-11R de al. 2004; Lowe et al. 2004b; Rowe et al.
48bp) 1998; Seaman et al. 1999; Shaw et al.
2007b; Szantai et al. 2005; Todd et al. 2005;
Yang et al. 2008
DRD5 Receptor D5 de Repeticion CA Hawi et al. 2003, 2005; Lowe et al. 2004a;
dopamina (148pb) Mill et al. 2004a
Receptor
GRIK1 ionotropico de rs363512 Lasky-Su et al. 2008b
glutamato GluK1l
GRIN2A ionlj)?r%i)ri)(t:?)rde SNP Adams et al. 2004; Szngg(e;i/‘ret al. 2002; Turic
glutamato GIuN2A etal.
Receptor SNP
GRIN2B ionotropico de SNP intrén 3 Brookes et al. 2006a; Dorval et al. 2007
glutamato GIuN2B
Amin et al. 2009; Banaschewski et al. 2010;
Receptor 1B de Comings etal. ZOOQa; Elia y Devoto 2007;
HTR1B serotonina rs4294 Forero et al. 2009; Gizer et al. 2009; Ickowicz
etal. 2007; Mill etal. 2005; Smoller et al.
2006; Zeni et al. 2007
rs4313
rs6561333 Banaschewski et al. 2010; Elia et al. 2009a;
rs7984966 Lasky-Su et al. 2008a, 2008b; Levitan et al.
HTR2A Reggggnzi?ade rs7322347 2002;yLi etal. 2006: Oades et al. 2008 Quist
rs7997012 etal. 2000; Ribases et al. 2009b; Zeni et al.
rs4311 2007
rs4314
TPR2 Receptor I3P tipo 13782309 Lasky-Su et al. 2008b; Neale et al. 2008a,
2 2008b
RORA Receptor A rs922781 Lasky-Su et al. 2008b; Neale et al. 2008a,
retinoideo 2008b
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GEN FUNCION POLIMORFISMO REFERENCIAS BIBLIOGRAFCAS
ATP2C2 ATPaSCZ?ZCZ de rs10514604 Lesch et al. 2008; Zhou et al. 2008a, 2008b
VNTR (40 bp)
rs4347
rs40184 Althaus et al. 2010; Banaschewski et al.
rs1042098 2010; Barr etal. 2001b; Bobb et al. 2005;
rs27072 Brookes et al. 2006a, 2006b, 2008b;
rs11544774 Carrasco et al. 2004; Cheon et al. 2005; Daly
rs3843145 etal. 1999; Durston et al. 2009; Elia y Devoto
Transportador de 2007; Feng et al. 2005b; Friedel et al. 2007;
DATL/SLCBA3 dopamina :12;572(;321812 Gadow et al. 2009; Gizer etal. 2009; Hawi et
al. 2003, 2005; Langley et al. 2005; Laucht et
rs2550944 al. 2007; Mill et al. 2005; Ouellet-Morin et al.
rs11544750 2008; Paloyelis et al. 2010; Wang et al. 2008;
rs463379 Xu et al. 2005, 2009; Zeni et al. 2007; Zhou
rs2975226 etal. 2008a
rs28364997
rs5549
KCeNeL | Canal wltaje | rs3893215 Banaschewski et al. 2010; Lesch et al. 2008
ependiente de K
Proteina 1 Banaschewski et al. 2010; Lasky-Su et al.
KCNIP1 moduladora 9e rs1541665 2008b: Neale et al. 20084, %/OOSb
canal de K
Proteina 4 .
Banaschewski et al. 2010; Lasky-Su et al.
KCNIP4 moduladora de rs876477 2008b; Neale et al. 2008a, 2008b
canal de K
Transportador de
SLC1A1 glutamato, alta rs10974610 Sonuga-Barke et al. 2008
afinidad
neuronal/epitelial
rs28386840 ] )
rs998424 2Bc?on8a3|§heWSkltetla;020%1c\)]; Bledertm?nzgtlgl.
; Forero etal. ; Joung et al. ;
sLceaz | Transportador de s2242447 Kim et al. 2006; Kooij et al. 2007: L asky-Su
rs3785157 etal. 2008b; Ramoz et al. 2009; Retz et al.
rs3785143 2007; Xu et al. 2005; Yang et al. 2004
rs11548324
rs2249272
SLC1A3 Tra”?ﬁ%ﬁ]agg de rs3774581 Elia et al. 2009b; Turic et al. 2005
9 r$2032893
Insercion 44 pb Banaschewski et al. 2010; Biederman et al.
2008; Curran et al. 2005; Elia y Devoto 2007;
SLCBA4 Transportador de Forero etal. 2009; Ker_lt etal. 2002;
serotonina rs2066713 McGough et al. 2009; Mick et al. 2009;
Seneviratne et al. 2009; Tharoor et al. 2007;
Wigg et al. 2006
SLCYA9 '”terﬁzrpla':‘dor rs13057533 Lasky-Su et al. 2008b
Transportador de
SLCO3Al aniones rs7495052 Lasky-Su et al. 2008b
inorganicos
GEN FUNCION POLIMORFISMO REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
CES1 Carboxil esterasa 1 rs71647871 Nemoda et al. 2009; Zhu et al. 2008
rs4480
catecol-O- 16269 DeYoung et al. 2010; Gadpw etal. 2009;
COMT . Palmason et al. 2010; Paloyelis et al. 2010; Retz
metiltransferasa rs4633
etal. 2007
rs4818
DBH Dopamina 3 rs2519152 Elia y Devoto 2007; Kirley et al. 2002; Tang et al.
hidroxilasa rs1411115 2006
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GEN FUNCION POLIMORFISMO REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
rs11238131
rs6592961
Dopa rs1982406 Banaschewski et al. 2010; Dasbanerjee et al.
DDC decarngilasa rs2044859 2008; Guan et al. 2008; Hawi et al. 2001; Lasky-
rs11575454 Su et al. 2008b; Ribases et al. 2007, 2009b
microsatélite 213
pb
FaDs1 | Desaturasalde rs174548 Ribases etal. 2008
acidos grasos
FADs2 | Desaturasa2de rs174411 Brookes et al. 2006a
acidos grasos rs498793
VNTR(30 bp) Biederman et al. 2008; Brookes et al. 2006a;
. . STR (CA, 110-124 | Cases etal. 1998; Das et al. 2006; Domschke et
MAOA Monoam'/goox'dasa bp) al. 2005; Gizer etal. 2009; Guan et al. 2008;
rs3027399 Jiang etal. 2001, 2006; Lawson et al. 2003;
SNP exén 8 Payton et al. 2001; Vitalis etal. 1998
rs1799836
MAOB | Monoaminooxidasa rs1799836 Jiang etal. 2001; Li etal. 2007; Ribases et al.
B rs307415 2007, 2009b
rs5906213
NOS1 (Oxido nitrico rs478597 Lasky-Su et al. 2008b; Reif 2010
sintasa neuronal
pnvT | Feniletanolamina SNP ex6n 8 Brookes et al. 2006a
N-metil-transferasa
SULR2 Sulfatasa 2 rs4810685 Lasky-Su et al. 2008b
STS esslitlaf?c:?dseaé\ rs2770112 Brookes et al. 2008a; Davies et al. 2007, 2009;
microsomal 1s12861247 Dohertyetal. 2003; Kent et al. 2008
Triptéfano rs1843809 Banaschewski et al. 2010; Brookes et al. 2006a;
TPH2 hid?oxilasa rs1384493 Gizer etal. 2009; Lasky-Su et al. 2008b;
rs1384497 Sheehan et al. 2005; Walitza et al. 2005
GEN FUNCION POLIMORFISMO REFERENCIAS BIBLIOGRAFCAS
g Banaschewski et al. 2010; Conner et al. 2008;
BDNE Facéc;rrir:/(:érooggflco (S4245 Forero etal. 2009; Gadow et al. 2009; Kent et al.
cerebro 2005; Lasky-Su et al. 2008b; Mick et al. 2009;
Ramos-Quiroga et al. 2007; Ribases et al. 2008
Receptor rs1124882
CNTFR neurotrofico rs1080750 Ribases et al. 2008
rs7036351
NEDD6L Precursor neural rs4149601 Amin et al. 2009
Factor de . D .
NGE crecimiento rs4330 Banaschewski et al. 2010; Ribases et al. 2008;
. Syed etal. 2007
nervioso
rs4074967
. rs6489630 Conner et al. 2008; Ribases et al. 2008; Syed et
NTF3 Neurotrofina 3 (7956189 al. 2007
rs6332
R rs7816
NTRK2 neurot?gﬁg(;irrosin rs11795386 Conner et al. 2008; Dasbanerjee et al. 2008;
Ki rs1387926 Ribases et al. 2008
inasa
rs1586681
Implicado en la Solo se menciona
NEUROD6 diferenciacion Ribases et al. 2009b; Shaw et al. 2009

neurogénica

el gen
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GEN FUNCION POLIMORFISMO REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Actividad rs9687070
ADAMTS2 desintegrina 'y rs3776816 Lasky-Su et al. 2008b
metaloproteinasa rs10039254
. rs7208257 Brookes et al. 2006a; Dasbanerjee et al. 2008;
ARRB2 parestina 2 SNP exon 11 Lasky-Su et al. 2008b
ASTN2 Astrotactina 2 rs10983238 Banaschewski et al. 2010; Lesch et al. 2008
rs6565113 Banaschewski et al. 2010; Franke et al. 2009;
CDH13 Cadherina 13 rs7187223 Lasky-Su et al. 2008b; Lesch et al. 2008; Neale et
rs11646411 al. 2008b; Zhou et al. 2008b
CDH23 Cadherina 23 rs11594082 Banaschewski et al. 2010; Lesch et al. 2008
Relacionado con rs1801260
CLOCK los ritmos Kissling et al. 2007
circadianos rs1801240
creps | Froteinaunion (52237349 Lesch etal. 2008
AMPc
CTNNA2 Catenina a 2 rs13395022 Lesch etal. 2008; Neale et al. 2008b
DMRT2 Factor de rs17641078 Lasky-Su etal. 2008b
transcripcion
DNM1 Dinamina 1 rs2502731 Lesch etal. 2008
EREG Epiregulina rs1350666 Lasky-Su et al. 2008b
Heparan sulfato
GPC4 proteoglicano de rs7995215 Lesch etal. 2008
membrana
Proteina
HES1 represora de la SNP Brookes et al. 2006b
transcripcion
Receptor de i
HH3R histamina H3 _ Horner etal. 2007; Liu et al. 2008
. rs7172689
IL16 Interleukinal6 (4128767 Lasky-Su et al. 2008b
Complejo
IMMP2L peptldasa_de la 14948385 Elia et al. 2009; Franke et al. 2009; Lasky-Su et al.
membrana interna 2008a
mitocondrial
ITGA11 Integrina a 11 rs7164335 Banaschewski et al. 2010; Lesch et al. 2008
ITGAE Integrina a E rs220470 Banaschewski et al. 2010; Lesch et al. 2008
LPHN3 Latrofilina 3 - Arcos-Burgos et al. 2010
MAp1g | Proteinaasociada rs2199161 Lesch et al. 2008; Zhou et al. 2008b
a microtabulo
MOBP _ Proteina rs864643 Lesch etal. 2008
oligodendrocitaria
Similar a factor de Franke et al. 2009; Kim etal. 1997; Lesch et al.
MYT1L transcripcion 1 rs2241685 2008; Riley et al. 2010; Vierbuchen et al. 2010;
mielinico Vrijenhoek et al. 2008
NAV2 Navegador r$874426 Lasky-Su et al. 2008b: Neale et al. 2008b
neuronal 2
NRG3 Neurregulina 3 rs17746658 Sonuga-Barke et al. 2008
NUCB1 Nucleobindina 1 rs9676447 Lasky-Su et al. 2008b; Neale et al. 2008b
Miembro RAS de
RAB27B familia de rs2311120 Amin et al. 2009a; Neale et al. 2008b
oncogenes
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GEN FUNCION POLIMORFISMO REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Dominio de unién rs1062793 Lasky-Su et al. 2008b; Neale y Faraone 2008a;
SH3BGRL2 rico en, Neale etal. 2008; Ogdie et al. 2003
ac.glutdmico rs17673653 ' ' '
rs3744544
rs1051312 Banaschewski et al. 2010; Barr et al. 2000; Bobb et
rs4077490 al. 2005; Brophy et al. 2002; Carroll et al. 2009;
Proteina 25 rs343004 Eliay Devoto 2007; Feng et al. 2005a; Forero et al.
. rs343020 2009; Gizer et al. 2009; Guan et al. 2008; Hess et
SNAP25 asociada al o ) ] )
sinaptosoma rs342547 al. 1992; Kim et al. 2007., K_ustanowch etal. 2003;
s3787283 Lasky-Su et al. 2008b; Mill et al. 2002, 2004b,
2005; Muller et al. 2005a; Sollner et al. 1993; Xu et
microsatélite al. 2005; Young etal. 1998
(ATTT)
Proteina
SUPT3H iniciadora de la rs3799977 Lesch etal. 2008; Zhou et al. 2008b
transcripcion
SYP Sinaptosina rs5904754 Brookes et al. 2006b
rs2272500
rs2251214
rs3849228
rs1245779
rs17293059
rs1732664
rs10861941
rs1245820
SYT1 Sinaptotagmina 1 rs17005561 Dasbanerjee et al. 2008; Lasky-Su et al. 2008b
rs1245769
rs11114112
rs11834669
rs7963801
rs6539445
rs1526950
rs12827411
rs1245775
Proteina 2 similar Lasky-Su et al. 2008b; Lesch et al. 2008; Neale et
L2 a toloide rs10786284 d al. 2008b
1.4.2.1. GENES CATECOL AMINERGICOS

Para seleccionar los principales genes sobre los que realizar los estudios genéticos, se han

utilizado los conocimientos de la fisiopatologia y de la etiologia del TDAH. De entre todas las

hipétesis descritas para explicar el origen del TDAH, la mas aceptada en la actualidad es la

hipétesis de la disfuncion dopaminérgica como causante de los sintomas propios del TDAH,

como se ha mencionado anteriormente. Por tanto, la principal via que se ha utilizado en los

estudios genéticos ha sido la via de las catecolaminas en toda su extension (sintesis-transporte-

metabolismo) siendo los genes relacionados con esta via los méas estudiados (Arnsten 2004).
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1.4.2.1.1. SINTESIS DE CATECOLAMINAS

e TIROSINA HIDROXILASA (TH)

La tirosina hidroxilasa (TH) es la enzima que cataliza la conversion de tirosina a dopa, el
primer paso en la sintesis de catecolaminas y es la enzima limitante en la sintesis de la DAy de
la NA. Hasta la fecha se han llevado a cabo cuatro estudios de asociacion entre distintos
polimorfismos del TH y el TDAH pero ninguno de ellos ha obtenido ninguna asociacion
significativa (Barr et al. 2001b; Comings et al. 1995; Kirley et al. 2002; Payton et al. 2001). Se ha
sugerido un efecto de impronta gendémica paterna en la herencia de este gen ya que se
encuentra cercano a ciertos genes que se improntan, por lo que seria necesario replicar estos
estudios de asociacién teniendo en cuenta este fendmeno, aunque el nivel de asociacion que se

espera sea bajo debido a los estudios previos.

e DOPA DECARBOXILASA (DDC)

La enzima dopa decarboxilasa (DDC) cataliza tanto la conversion de dopa a DA como la de
L-5-hidroxitriptéfano a 5HT. Como se ha comentado en el apartado de neurobiologia, ambas vias
se han propuesto como causantes de la sintomatologia del TDAH, por lo que la DDC es un
candidato muy atractivo de asociacién con el TDAH. Hawi y colaboradores llevaron a cabo el
Unico estudio especifico de asociacion entre TDAH y DDC publicado (Hawi et al. 2001).
Encontraron que en pacientes diagnosticados con TDAH, existia una mayor transmisién del alelo
de 213 pb de un marcador microsatélite (D7S2422) localizado en el extremo 3" del gen
(insercidn/delecion de 4 pb). Esta asociacién parecia mayor cuando se estudiaban Unicamente
las transmisiones de origen paterno (p=0,1, riesgo relativo=1,44). Brookes y colaboradores, en
su analisis de 51 genes (Brookes et al. 2006a) describen también la asociacion del SNP con
codigo rs11575454 localizado en el intron 8 del gen y que parece no estar en desequilibrio de
ligamiento con la insercion anteriormente descrita. Esta asociacion se hall6 también en un trabajo
publicado en el afio 2007 por Ribases y colaboradores (Ribases et al. 2007). Posteriormente
otros estudios (Banaschewski et al. 2010) han encontrado asociacidn entre otros polimorfismos
del geny el TDAH.

Por lo que, y aunque estos estudios requieran ser replicados en poblaciones independientes
para confirmar las asociaciones, el gen DDC parece ser de gran interés por su relacion con el
TDAH.

¢ DOPAMINA B HIDOXILASA (DBH)

La enzima dopamina 8 hidroxilasa (DBH) es responsable de la conversién de DA en NA por
lo que resulta un gen de interés para estudios de asociacion y ligamiento en relaciéon al TDAH. El
primer estudio realizado encontr6 una asociacién entre el alelo A2 del polimorfismo Taql
localizado en el intron 5 (Daly et al. 1999), confirmandose posteriormente en otro estudio esta

asociacion (Roman et al. 2002). Por otro lado, se observé que existia una asociacion del TDAH
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con el alelo A1 de este polimorfismo (Wigg et al. 2002) aunque no pudo ser confirmado por otro
estudio un afio después y en el que no se encontrd6 una asociacion significativa en este
polimorfismo (Smith et al. 2003). Recientemente, se ha confirmado que podria existir asociacion
de este polimorfismo con el TDAH, aunque ésta es pequefia y confiere un riesgo relativo

pequefio (Elia y Devoto 2007).

1.4.2.1.2. SISTEMA DOPAMINERGICO
Como se ha comentado anteriormente, anormalidades en el sistema de neurotransmision de

la DA se han hipotetizado como subyacentes al TDAH desde hace mas de 15 afios (Lewy 1991).
Los genes que codifican para los receptores dopaminérgicos han sido identificados como

candidatos a estudio genético (Waldman et al. 2004).

e RECEPTOR DE DOPAMINA D4 (DRD4)

El interés inicial en el receptor DRD4 apareci6 en estudios de asociaciéon con el
comportamiento de busqueda de nuevas emociones (“novelty seeking”) (Ebstein et al. 1996;
Benjamin et al. 1996). Este tipo de comportamiento se ha asociado con los altos niveles de
impulsividad y excitabilidad caracteristicos del TDAH (Faraone et al. 1999) y se ha confirmado

posteriormente en estudios de ratones knockout para este gen (Rubinstein et al. 1997).

Numerosos estudios han investigado la asociacion entre el TDAH y el alelo de 7 repeticiones
de 48 pb de una VNTR presente en el exén 3 (Mill et al. 2002b; Roman et al. 2001). Esta
asociaciéon es uno de los hallazgos que méas veces se han replicado en el area de la Genética

psiquiatrica (Stein y McGough 2008).

En el andlisis realizado sobre 51 genes (Brookes et al. 2006b) también se detecté una
mayor transmisién de este alelo de padres heterocigotos a la descendencia afectada por TDAH
(test de alelos p>0,09); esto es consistente con una pequefia pero significativa asociacion
genética. Biolégicamente, el receptor que se sintetiza a partir de la variante del gen con 7
repeticiones tiene una funcionalidad distinta al que se forma a partir de los alelos con 2y 4
repeticiones, incluso hay estudios que relacionan a este polimorfismo con una corteza cerebral
mas delgada (Shaw et al. 2007b).

En diferentes estudios independientes, también se han asociado a un mayor riesgo de
padecer TDAH ciertos polimorfismos de cambio de nucléotido del gen del DRD4, incluyendo el
alelo A del SNP con codigo rs1800955 (Bellgrove et al. 2005; Lowe et al. 2004b) y una
asociacion més débil con el alelo C del SNP con cddigo rs747302. Ambos polimorfismos estan

localizados en la regién promotora del gen.
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Al mismo tiempo, en estudios recientes (Kereszturi et al. 2007) se ha definido al alelo de una
insercion de 120 pb localizada a 1.2 kb hacia el extremo 5  del sitio de inicio de la transcripcion
como alelo de riesgo para TDAH describiéndose también el efecto de esta duplicacion sobre la

eficacia de la transcripcion génica.

En la actualidad se contintan realizando numerosos estudios, tanto genéticos, como
funcionales y anatomicos para dilucidar si existe implicacion de las asociaciones descritas

previamente a nivel fenotipico, y buscar nuevas asociaciones (Banaschewski et al. 2010).

¢ RECEPTORES DE DOPAMINA D1 Y D5 (DRD1 Y DRD5)

Los receptores DRD1 y DRD5 de DA pertenecen a una clase de receptores distinta a la del
DRD4. Tienen Unicamente un exdn y estimulan la actividad adenilciclasa (Sunahara et al. 1991).
El polimorfismo més ampliamente estudiado del gen que codifica para DRD5 es una repeticion
de dos nuclettidos (CA) localizada aproximadamente a 18,5 kb del sitio de inicio de la
transcripcién (Hawi et al. 2003). Existe gran variabilidad en los resultados de los estudios de
asociacion de este polimorfismo, sin embargo, un meta-analisis de estudios familiares (Maher et
al. 2002) revel6 una asociacién significativa entre el receptor DRD5 (el alelo de riesgo de 148pb)
y el TDAH, lo que podria sugerir que resultados de asociacién previos que fueron negativos
pudieran ser debidos a una inadecuada potencia estadistica. Ademas los estudios mas recientes

(Lowe et al. 20044a; Hawi et al. 2003) confirman esta asociacion.

El interés por el receptor DRD1 y su posible asociacién con el TDAH, por el contrario, es
muy reciente. Los primeros estudios de ratones knockout para DRD1 que mostraban
comportamiento locomotor hiperactivo se realizaron en 1994 (Xu et al. 1994). Se trata de un
candidato muy atractivo, ya que los receptores de tipo D1 se encuentran presentes en el cortex
prefrontal y en el estriado, dos regiones cerebrales que se han descrito por su implicacién en el
TDAH (Arnsten et al. 2004; Levey et al. 1993). Ademas, se ha demostrado el papel de los
receptores tipo D1 en los procesos de memoria que se localizan en el cértex prefrontal
(Castellanos y Tannock 2002). En base a todo esto, Misener y colaboradores (Misener et al.
2004), llevaron cabo el primer estudio de asociacion entre DRD1 y TDAH, encontrando una
asociacion entre un haplotipo que parecia estar mas fuertemente asociado al subtipo inatento
que a los sintomas hiperactivos-impulsivos. Aunque es necesario realizar mas estudios, esta

asociacion con el gen del receptor DRD1 parece prometedora.
Los estudios realizados hasta la fecha para los receptores de dopamina D2 y D3 (DRD2 y

DRD3), no han mostrado una asociacion estadisticamente significativa entre ningun polimorfismo

de estos genes y un mayor riesgo de padecer TDAH.
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¢ TRANSPORTADOR DE DOPAMINA (DAT1)
El transportador de DA (DATL1/SLC6A3) es una proteina del tipo transportadora de solutos

(solute carrier) que es responsable de la recaptaciéon de DA de la hendidura sinaptica hacia la
neurona presinaptica. Se encuentra densamente distribuido en el estriado y en el ndcleo
accumbens y representa el principal mecanismo de regulacion de la DA en estas regiones
cerebrales (Ciliax et al. 1999). Hay muchas razones que justifican al DAT1 como gen candidato
para el TDAH. La primera es que los tratamientos de tipo estimulante como el metilfenidato (uno
de los tratamientos mas ampliamente prescritos para este trastorno y entre los mas eficaces),
actlan inhibiendo este transportador de DA, con lo que se incrementa la disponibilidad de DA en
la hendidura sindptica (Spencer et al. 2000). En segundo lugar, en ratones knockout que no
poseen la proteina DAT1, se producen sintomas que recuerdan al TDAH como son la
hiperactividad o la deficiencias en el comportamiento inhibitorio. En estos ratones, el tratamiento
con estimulantes reduce los sintomas de la hiperactividad (Gainetdinov et al. 1999; Zhuang et al.
2001). Por estas razones el transportador DAT1 parece ser un fuerte candidato para estudios de
asociacioén y ligamiento de TDAH. Sin embargo los resultados que se han obtenido muestran una

gran controversia.

Cook y colaboradores (Cook et al. 1995) encontraron por primera vez una asociacion
estadisticamente significativa entre el DATL1 y el TDAH al realizar con 58 nifios un estudio de
asociacion entre una VNTR de 40 pb (localizada en la region 3'UTR) y el riesgo de padecer
TDAH. Los alelos méas comunes de este polimorfismo son el de 10 repeticiones (480 pb) y el de 9
repeticiones (440 pb). Posteriormente se han realizado numerosos ensayos de este tipo para
buscar la posible asociacién de estos polimorfismos con el TDAH. Los resultados muestran una
gran disparidad en cuanto a cual de los dos polimorfismos tiene una mayor asociacién, e incluso
hay estudios que no encuentran diferencias entre ambos. Dos meta-analisis (Todd et al. 2001;
Van der Meulen et al. 2005) concluyeron una pequefia asociacién pero no significativa (OR de
1.14 y 1.27 respectivamente) entre el alelo 10R y TDAH. Ademas, otros estudios (Carrasco et al.
2004; Langley et al. 2005; Muglia et al. 2002) no encontraron diferencias significativas en el alelo
10R entre los casos y los controles, por lo que esta relacion con el diagnostico de TDAH es
dudosa. Un estudio mas reciente (Brookes et al. 2006b) encontré asociacion entre el haplotipo
formado por la variante 10R y una VNTR de 3R en el intrén 8, en una muestra taiwanesa e
inglesa (p<0,04). Sin embargo, otros autores comparando la severidad de los sintomas en lugar
de fijarse en la presencia o ausencia de TDAH, muestran que parece existir una relacion entre la
seweridad y el alelo 10R de 480pb (Muglia et al. 2002, Mill et al. 2005). Al mismo tiempo, hay
estudios que niegan esta asociacion (Wang et al. 2008). Seria necesario replicar los resultados
con poblaciones de mayor tamafio y/o de diferente origen étnico ya que los resultados que se
han obtenido son contradictorios (Banaschewski et al. 2010). Un estudio reciente muy interesante
en una poblacién de 65 nifios de entre 10 y 13 afios se encontré una asociacion positiva entre la

combinacién de alelos 10R/10R y una mejor respuesta cognitiva (Althaus et al. 2010).
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También se han estudiado numerosos SNPs en este gen, como son el polimorfismo con
codigo rs4347 en el exdén 9, el polimorfismo con cédigo rs11544774 en el ex6n 15 y los
polimorfismos con cddigos rs40184, rs1042098 y rs27072 en la regién 3'UTR (Brookes et al.
2006a, Hawi et al. 2003). Por ultimo Brookes y colaboradores (Brookes et al. 200 6b) describieron
también asociaciones entre ciertos polimorfismos en la regidon 5 flanqueante y que mostraban
una fuerte asociacion (los polimorfismos con coédigo rs2452511, rs10070282, rs2550944) o el
polimorfismo con cdédigo rs11544750 que mostraba una asociacion un poco mas débil. Estos
resultados positivos nos indican que seria de gran interés realizar otro tipo de estudios que
prueben nuevas variantes polimorficas de DATL (sobre todo si se conoce que afectan a la

funcionalidad del gen) ademas de estudiar la clasica VNTR.

1.4.2.1.3. SISTEMA NORADRENERGICO
Dada la hip6tesis postulada por Pliszka y colaboradores (1996) de que una disfuncion

noradrenérgica y/o adrenérgica podria ser causante de TDAH ademas de haberse sugerido que
las neuronas adrenérgicas influyen en los procesos de atencién y funciones ejecutoras a través
de la inhibicion de neuronas noradrenérgicas (Halperin et al. 1997), los investigadores
comenzaron a examinar el potencial papel en el desarrollo del TDAH de los receptores

adrenérgicos (ADRA) y del transportador noradrenérgico (NET1).

e ADRENOCEPTORES (ADRA1A, 2A, 1C, 2C Y ADRB?2)

Los adrenoceptores que mas se han estudiado por su posible relacién con el TDAH han sido
tradicionalmente los receptores ADRA2A, 2C y 1C. Sin embargo, los receptores ADRB2 y
ADRA1A son recientes descubrimientos como genes candidatos de asociacion con el TDAH
(Brookes 2006a; Lasky-Su et al. 2008b).

Un GWAS realizado con familias con TDAH encontrd6 una asociacion significativa entre
todos los sintomas de la enfermedad estudiados (sintomas impulsivos -hiperactivos y sintomas de
falta de atencion) y varios SNPs en el gen ADRA1A (Lasky-Su et al. 2008b). En otro estudio
reciente con 270 familias afectadas de TDAH, se analizaron 557 SNPs en 27 genes candidatos y
la sefial de asociacion mas intensa correspondié al SNP rs3808585 en el gen ADRA1A (Elia et

al. 2009a), por lo que los resultados obtenidos con este gen son prometedores.

El ADRA2A tiene un SNP en la region promotora (-1291 C/G) (Comings et al. 1999) y
gue se ha examinado tanto en estudios de caso-control como en familiares. Se concluy6 que el
alelo G estaba asociado con el TDAH y el trastorno oposicionista desafiante o sintomas de
trastorno de conducta, mientras que el alelo C se asocié con un conjunto de otros trastornos
como el obsesivo-compulsivo, sintomas esquizoides y afectivos, adicciones y ataques de panico
(Comings et al. 2003). Dos estudios familiares no encontraron asociacion con el diagnéstico de

TDAH (Roman et al. 2003; Xu et al. 2001), pero el llevado a cabo por Roméan y colaboradores
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encontré una asociacion significativa del alelo G con las elevadas puntuaciones de los sintomas

inatentos y combinados (Roman et al. 2003).

En relacion con el ADRA2C se ha estudiado tanto en andlisis de caso-control como en
familiares, una repeticion de dos nucleétidos localizada a aproximadamente 4 kb del inicio del
gen y un SNP del ADRA1C que conlleva cambio de aminoéacido (C492T, Cys > Arg), pero no se
han encontrado asociaciones significativas importantes entre estos dos genes y un mayor riesgo
de padecer TDAH (Barr et al. 2002; Comings et al. 1999; De et al. 2004). Sin embargo, seria
interesante realizar nuevos estudios de asociacion de estos genes utilizando marcadores
adicionales y tamafios muestrales mayores, para poder descartarlos como posibles candidatos

de asociaciéon con la enfermedad.

e TRANSPORTADOR DE NORADRENALINA (SLC6A2/NET1)

El transportador de NA, al igual que el de DA es una proteina transportadora de soluto
responsable de la recaptacion de noradrenalina en la hendidura sinaptica y de introducirla de
nuevo a la neurona presinaptica. Se encuentra expresado de manera importante en los l6bulos
frontales y es un mecanismo de regulacion de la actividad noradrenérgica en el cortex prefrontal
(Stahl 2002). Este transportador se ha estudiado debido a que los farmacos que lo bloquean
(antidepresivos triciclicos y atomoxetina) son eficaces en el tratamiento del TDAH (Biederman y
Spencer 2000, Spencer et al. 2002).

Los primeros estudios que buscaron asociaciones lo hicieron entre polimorfismos
localizados hacia el extremo 3 del gen (exén 9 e intrones 7, 9 y 15) y el TDAH no las
encontraron (McEwy et al. 2002). Sin embargo, en estudios posteriores se identificaron ciertos
SNPs que presentaban cierta asociacion (Bobb et al. 2005, Xu et al. 2005). Analizando 12 genes
en 143 pacientes de TDAH, en 192 padres y en 129 controles sanos, se hallé que tres SNPs
(rs998424, rs2242447 y rs3785157) se encontraban asociados con el TDAH (p> o = 0,009) (Bobb
et al. 2005). Por el contrario, no se encontrd asociacion en otra muestra distintas ni para el SNP
rs2242447 ni para un marcador cercano del SNP rs3785157, el SNP rs1841447. Pero se
encontré que SNPs localizados entre el primer intrén (rs3785143) y el quinto intron (rs11548324)
estaban asociados A TDAH (Brookes et al. 2006a). En un estudio posterior de asociacién entre
polimorfismos de cambio de nucleétido de NET1 y TDAH (Kim et al. 2007), se confirma la
asociacion entre los SNPs rs3785143 y rs11548324, siendo la primera vez que se replicaron los
resultados positivos de asociacion de NETL. Hasta la fecha, son numerosos los estudios que se
han centrado en este gen debido a su importancia biolégica y a los buenos resultados obtenidos

previamente (Ramoz et al. 2009, Joung et al. 2010).

59



Introduccion

En el afio 2009 se realiz6 con éxito el primer estudio funcional con 4 variantes de la proteina
SLC6A2 (4SNPs). Encontraron que 3 de las variantes, T283M, V2451 y T283R, mostraban
transporte de sustrato reducido (Hahn et al. 2009). Seria necesario replicar este tipo de
resultados pero parece que existe una correlacion entre ciertos SNPs del gen NETL y la

funcionalidad del transportador de NA.

1.4.2.1.4. METABOLISMO DE CATECOLAMINAS

e CATECOL-O-METILTRANSFERASA (COMT)

La enzima COMT es la responsable de la degradacion de catecolaminas (DA y NA) y por lo
tanto regula también su disponibilidad en la hendidura sindptica. Se expresa de manera
importante en los I6bulos frontales y juega un papel importante regulando los niveles de
dopamina en esta region (Hong et al. 1998), ya que aqui se expresa poco el transportador de
dopamina DATL (Ciliax et al. 1999).

Su implicacién en el TDAH se ha estudiado recientemente, aunque los resultados no son
esclarecedores. Varios estudios familiares han mostrado una asociacidn no significativa entre el
SNP localizado en el ex6n 4 que implica cambio de aminoéacido de valina (Val) a metionina (Met)
y se ha visto que aquellos individuos homocigotos para Val tienen una actividad enzimatica 3-4
veces superior a aquéllos homocigotos para Met. Por este hecho, seria razonable pensar el alelo
Val como alelo de riesgo de TDAH (Payton et al. 2001, Barr et al. 1999). También se ha descrito
una posible asociacion entre la variante Val y el subtipo impulsivo-hiperactivo (Eisenberg et al.

1999) y con otros trastornos psiquiatricos como el trastorno bipolar.

Sin embargo existen otros trabajos que indican que no existen asociaciones significativas
(Eisenberg et al. 1999, Qian et al. 2003). En este Ultimo estudio se encontrd6 que no habia
asociacion entre el alelo Val y el TDAH cuando se realizé el andlisis Unicamente con chicos pero
gue se encontraba sobre-representado cuando analizaban solamente a las nifias. Este estudio
sugiere que existe una gran diferencia sexual en el comportamiento de COMT y el TDAH, lo que
podria explicar algunos de los resultados de asociacién negativos mencionados anteriormente.
Como conclusidn, se requiere realizar un mayor nimero de andlisis de asociacion entre COMTy
el TDAH, pero identificando el sexo como una posible variable modificadora (Waldman y Gizer
2006). Otro estudio posterior de asociacion de este gen que se centr6 en otros dos SNP con
codigos rs4480y rs4818, no encontré que ninguna de las variantes esté especialmente asociada
con el TDAH pero que podrian tener cierta relacion con el grado de severidad de los sintomas
(Retz et al. 2007).
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Recientemente ha habido un aumento importante en el nimero de estudios que se han
centrado en el andlisis de la posible asociacion de COMT y el TDAH, y los resultados han sido
muy positivos ya que se replican las asociaciones constantemente. Por ello, COMT parece un
gen de gran relevancia en relacibn a la sintomatologia y manifestaciones fenotipicas
caracteristicas del TDAH (DeYoung et al. 2010; Gadow et al. 2009; Palmason et al. 2010;
Paloyelis et al. 2010).

¢ MONOAMINOXIDASAS AY B (MAOA y MAOB)

Los genes de la monoaminoxidasa (MAO) estan localizados en regiones préximas del
cromosoma X y codifican enzimas implicadas en el metabolismo de la DA, 5HT y NA. La més
ampliamente estudiada en relacion al TDAH es la MAOA, enzima que regula los niveles de estos
neurotransmisores en el SNC. De manera interesante, los ratones knockout para MAOA
muestran numerosas alteraciones en las vias de neurotransmisién, como, por ejemplo, elevados
niveles de agresividad (Cases et al. 1998). Por otra parte, estudios terapéuticos han sugerido que
los inhibidores de MAOA podrian reducir la severidad de los sintomas de TDAH (Spencer et al.
2002a, 2002b). Se han realizado también estudios de asociacién con el TDAH entre una
repeticion en tandem de dos nucleétidos en una regién cercana al gen (promotor) y en fuerte
desequilibrio de ligamiento con MAOA. Sin embargo, los distintos trabajos realizados muestran
resultados muy heterogéneos, es decir, cada estudio asociaba diferentes alelos con el trastorno
(Lawson et al. 2003; Jiang et al. 2000, 2001). Por estas razones, estos resultados deben
interpretarse cuidadosamente hasta que se lleven a cabo nuevos estudios que determinen la

posible asociacién entre el TDAH y los multiples marcadores existentes (Gizer et al. 2009).

El gen de la MAOB se ha estudiado menos ya que al inicio parecia menos prometedor como
gen candidato de asociacion que MAOA. En el afio 2001, Jiang y colaboradores analizaron una
repeticion de dos nuclettidos en el intrén 2, pero no encontraron evidencia significativa de
asociacion (Jiang et al. 2001). Sin embargo, en el afio 2007 Ribasés y colaboradores encontraron
que el gen de MAOB estaba asociado especificamente a TDAH en una poblacion adulta
(P=0,0029; OR=1,90) (Ribases et al. 2007). EI mismo afio, Li y colaboradores mostraron una
asociacion de ciertas variantes alélicas de este gen con un riesgo incrementado de TDAH (Li et
al. 2007). Ademas, un reciente estudio llevado a cabo en poblacion espafiola (451 pacientes de
TDAH y 400 controles), parece confirmar que existe dicha asociacién, mostrando que los
portadores del alelo menor de una variante del gen tiene un riesgo incrementado de sufrir TDAH
(OR=1,90; p = 0,003) (Ribases et al. 2009b). Las asociaciones encontradas en este gen
requieren ser replicadas en poblaciones independientes, como se ha comentado en otros casos
pero, a pesar de la reticencia inicial, parece ser un atractivo candidato de asociacion con el
TDAH.
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1.4.2.2. EL SISTEMA SEROTONINERGICO

e TRIPTOFANO HIDROXILASA (TPH2)

La triptéfano hidroxilasa cataliza la conversién de triptéfano a 5-hidroxitriptéfano y es la
enzima limitante en la sintesis de 5HT. Ciertos polimorfismos del gen que codifica para esta
enzima se han asociado con reacciones agresivas e impulsividad. También se han estudiado
polimorfismos de este gen en relacion con trastornos afectivos, principalmente el polimorfismo
A218C localizado en el intrén 7 (Manuck et al. 1999; Staner et al. 2002). Las primeras
asociaciones descritas con el TDAH fueron, los alelos T del SNP rs1843809, el C del SNP
rs1384493 y el A del SNP rs1384497 (Sheehan et al. 2005). Aunque con resultados
contradictorios, ya que Brookes en el afio 2006 caracteriz6 como alelos de riesgo de TDAH los
contrarios (Brookes et al. 2006a) y previamente se habia negado esta asociacion (Walitza et al.
2005). Recientemente, en un GWAS (Lasky-Su et al. 2008b) y en el proyecto IMAGE (Oades et
al. 2008) se confirmd la asociacion de este gen con el trastorno, pero en un metanalisis de

revisiones posterior se wlvié a poner en duda (Gizer et al. 2009).

Las contradicciones obtenidas en el estudio de este gen podrian deberse a un pequefio
efecto sobre el fenotipo final. Sin embargo, aunque este efecto sea pequefio, si se confirmara su
asociacion podria resultar de gran interés para mejorar los procesos diagnosticos del TDAH y
para investigar nuevos tratamientos que actlen sobre vias alternativas (Banaschewski et al.
2010).

e TRANSPORTADOR DE SEROTONINA (SLC4A4 / 5HTT)

El transportador de 5HT, al igual que el de DA, es una proteina transportadora de solutos
responsable de la recaptacion de este neurotransmisor de la hendidura sinaptica y de introducirlo
de nuevo en la neurona presinaptica. El gen que codifica para este transportador es
probablemente uno de los genes que mas se ha estudiado en Psiquiatria, encontrandose
asociaciones con una gran variedad de trastornos entre los que se encuentran comportamientos
agresivos e impulsivos en nifios, por lo que ha sido propuesto como factor causal del TDAH
(Anguelova et al. 2003a, 2003b).

El polimorfismo relacionado con el diagndstico de TDAH, es una insercién/delecion de 44 pb
en la regién promotora del gen que se conoce tiene consecuencias funcionales en el sistema
(Seeger et al. 2001). Cuatro de cinco estudios que han examinado esta relacion han encontrado
evidencia significativa de asociacion, lo que implica fuertemente a este gen en la etiologia del
TDAH (Seeger et al. 2001; Kent et al. 2002; Langley et al. 2003; Manor et al. 2001; Zoroglu et al.
2002). Sin embargo, son necesarios mas estudios que clarifiquen esta asociacién y que
examinen si es especifica del subtipo combinado o no, como sugieren algunos estudios
(Waldman y Gizer 2006), ya que también hay estudios que niegan la asociacion entre

polimorfismos del gen de este receptor y el TDAH (Forero et al. 2009).
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Respecto a estudios funcionales, el alelo C del SNP rs1042173 localizado en el 3 UTR del
gen, se ha asociado a mayor expresion del transportador de serotonina posiblemente debido a
un aumento de la estabilidad del ARNm, ya que el SNP se localiza en un sitio de poliadenilacién
(Curran et al. 2005; Seneviratne et al. 2009).

Como se comentara mas adelante en el apartado de Farmacogenética, este gen también
se ha estudiado por su posible asociacién con la respuesta a metilfenidato y los resultados en

esta area son prometedores.

e RECEPTORES DE SEROTONINA (HTR1B y HTR2A)
De acuerdo con la hipétesis de la implicacion del sistema serotonérgico en la etiopatogenia
del TDAH, los receptores de 5HT (HTR1B y HTR2A) son genes interesantes para estudios de

genética, ya que modulan el efecto de las concentraciones de 5HT.

Los primeros indicios de la importancia del receptor HTR1B en este trastorno se
describieron en ratones knockout para este gen, que mostraban comportamientos agresivos e
impulsivos y no mostraban el comportamiento hiperlocomotor normal cuando se les administraba
anfetamina (Brunner y Hen 1997). Posteriormente, la region cromosémica en la que se localiza
este gen se identific6 como locus de riesgo de TDAH en un estudio multicéntrico con 273 familias
(Hawi et al. 2002) y dos estudios de asociacion en familias predominantemente de origen
caucasico encontraron una sobretransmision del alelo G del SNP G841C (Ickowicz et al. 2007;
Smoller et al. 2006). En estudios con una muestra mayor también se ha confirmado esta
asociacién (Hawi et al. 2005; Quist et al. 2003). Ademds, un metaandlisis publicado
recientemente por investigadores de la Universidad de North Carolina, USA (Gizer et al. 2009) y
que integra datos de 9 estudios previos, ha establecido que los portadores del alelo G del SNP
rs6296 del gen HTR1B presentan un riesgo incrementado de TDAH. Por todo ello, este gen

parece un candidato fiable de asociacion.

El primer estudio donde se sugiri6 la implicacion del HTR2A en el TDAH, se remonta al afio
1999 donde O’Neill y colaboradores indicaban que inhibiendo estos receptores se disminuia el
exceso de actividad dopaminérgica y la hiperactividad causada por la administracion de
anfetamina (O'Neill et al. 1999). Al principio se estudiaron tres polimorfismos de cambio de
nucledtido en este gen, T102C, G1438A y His452Tyr (Levitan et al. 2002; Quist et al. 2000) y los
resultados fueron positivos, aun que también existen alguna publicacién contradictoria (Zoroglu et
al. 2002). En los ultimos afios, tanto en estudios del tipo GWAS como en otros de asociacion mas
especificos, parece que se ha afianzado la asociacidon entre este gen y el trastorno, con
numerosos resultados positivos (Elia et al. 2009a, 2009b, Lasky-Su et al. 2008a, 2008b, Levitan
et al. 2002, Li et al. 2006, Oades et al. 2008)
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1.4.2.3. OTROS GENES CANDIDATOS

e FACTORES NEUROTROFICOS (BDNF, NGF, CNTFR, NTFs, NTRKS)

La relacién entre los factores neurotroficos y el TDAH es un campo nuevo de investigacion
gue aun se encuentra poco explorado. Durante estos Ultimos afios se han publicado varios
estudios sobre la asociacién de estos factores y el TDAH, principalmente en los genes: Factor de
crecimiento nervioso (NGF), Factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), Neurotrofina 3
(NTF3), Neurotrofina 4/5 (NTF4/5), Receptor neurotrofico (CNTFR) y Receptores neurotréficos
del tipo tirosinkinasa 1, 2 y 3 (NTRK1, NTRK2, NTRK3) (Kent et al. 2005; Syed et al. 2007,
Ribases et al. 2008; Banaschewski et al. 2010; Forero et al. 2009; Gadow et al. 2009; Mick et al.
2009). En concreto, se han encontrado asociaciones significativas con el TDAH principalmente
entre el CNTFR (tanto en adultos como en nifios), NTF3 y NTRK2 (especificamente en nifios), el
gen BDNF y el NGF (principalmente el SNP rs4330). A la vista de los resultados positivos que se
han obtenido resultaria de gran interés continuar investigando la asociacion de factores

neurotroficos, neurotrofinas y sus receptores con el TDAH.

e RECEPTORES NICOTINICOS DE ACETILCOLINA (CHRNA4 y CHRNA7Y)

Los receptores nicotinicos de acetilcolina son canales i6nicos dependientes de ligando
formados por 5 subunidades. Numerosas vias de investigacion sugieren la implicacion del
sistema nicotinico en la sintomatologia del TDAH. En primer lugar, la administracion de nicotina
ha demostrado ser eficaz para mejorar los déficits de atencion y memoria en adultos
diagnosticados con TDAH (Levin et al. 2002). En segundo lugar, la administracién de nicotina ha
demostrado que altera la actividad de la DA en el cerebro (Grady et al. 1992). Por ultimo,
estudios con animales han demostrado una fuerte relacidon positiva entre la administracion de
nicotina y la actividad locomotora (Fung y Lau 1989). A nivel genético, se han asociado con un
mayor riesto de padecer TDAH principalmente los receptores CHRNA4 y CHRNAY7, siendo los
resultados prometedores pero aun insuficientes (Guan et al. 2008; Lasky-Su et al. 2008a, 2008b;
Todd et al. 2003; Kent et al. 2001).

e PROTEINA 25 ASOCIADA AL SINAPTOSOMA (SNAP-25)

Este gen codifica la proteina de 25 kDa asociada al sinaptosoma, una proteina que esta
inwlucrada en el crecimiento axonal y en la plasticidad sindptica, asi como en el anclaje y fusién
de las vesiculas sinapticas en las neuronas presindpticas necesaria para la regulaciéon de la
liberacion de neurotransmisor (Sollner et al. 1993). Por su importante funcién en la transmision
sinaptica, y su asociacion con otros trastornos psiquiatricos como la esquizofreniay la depresion
mayor (Carroll et al. 2009) parece un atractivo candidato de asociacion con el TDAH. En 1992,
ratones hemicigéticos para la deleccion de este gen (una Unica copia) mostraron
comportamientos hiperactivos lo que podria proporcionar un modelo animal para el estudio del
TDAH (Hess et al. 1992). Por todo ello, se ha estudiado, tanto en analisis de tipo GWAS como
familiares y de asociacion mas especificos (Gizer et al. 2009; Banaschewski et al. 2010; Forero
et al. 2009 ; Barr et al. 2000, Brophy et al. 2002, Kustanovich et al. 2003, Mill et al. 20024,
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2004b). Sin embargo, existe cierta controversia acerca de qué polimorfismos son los que se
encuentran asociados (Barr et al. 2000, Brophy et al. 2002, Kustanovich et al. 2003, Mill et al.
2002, Mill et al. 2004b). Esta controversia podria ser debida, como se ha comentado

anteriormente, a un efecto pequefio sobre el fenotipo final (trastorno de origen multifactorial).

e RECEPTORES GLUTAMATERGICOS (GRIN2A y GRIN2B)

La neurotransmision glutamatérgica es el mayor sistema excitatorio del cerebro y esta
inwlucrado en la transmision sinaptica rapida, migracién neuronal, proliferacion y excitabilidad,
sinaptogénesis, estabilidad y plasticidad (Turic et al. 2004). Esta via participa en la transmision
sinaptica en procesos motores y de memoria y aprendizaje por lo que resulta de gran interés en
relaciéon con el TDAH. El gen para el receptor ionotrépico de glutamato (GRIN2A) que codifica
una subunidad del receptor NMDA N2A, se ha estudiado por su relacion con el sistema cognitivo
tanto en humanos como en animales (Smalley et al. 2002). En este estudio ademas se describid
asociaciéon de la region cromosémica en la que se localiza este gen (16p13) con el TDAH.
Posteriormente, un estudio familiar entre 238 familias de origen caucasico, encontré6 como
estadisticamente significativo un SNP del exén 5 (325G>A) (Turic et al. 2004). Aunque en un
estudio posterior en 183 familias no se encontré asociacion significativa con este polimorfismo
(p=0,74) (Adams et al. 2004). Por tanto, se requeririan nuevos estudios sobre este gen para
evaluar su posible implicacion en el TDAH. Cabe destacar que en los estudios de tipo GWAS los
polimorfismos de este gen no han alcanzado significacién estadistica (Lasky-Su et al. 2008a,

2008b), aunque esto podria ser debido a un efecto pequefio.

Respecto al gen del receptor GRIN2B que codifica para otra subunidad de receptores del
glutamato, la N2B, se test6 la asociacién de 9 SNPs en 205 familias con casos de TDAH (Dorval
et al. 2007) y se encontré la mayor asociacion (p<0,005) para el SNP rs22411284. Estudios
previos sobre SNPs relacionados con el TDAH, el trastorno de la conducta y el trastorno de
oposicion desafiante, también habian encontrado asociacion entre el GRIN2B y estos trastornos
(Comings et al. 2000a). Al igual que en el caso de GRIN2A, los polimorfismos analizados de
GRIN2B en estudios de tipo GWAS no alcanzan significacién estadistica (Lasky-Su et al. 2008a,

2008Db), y las asociaciones anteriormente descritas requieren ser replicadas.

Existen otros genes (HLA, CLOCK, ARRB2, HH3R, HES1, AR, FADS2, SYP, NEURODS,
ADAMTS?2, IMMP2L, GPC6, ITGAE, SULF2, NOS1, CDH13 y 23, GRIK1, GFOD1, MYTL1L...)
descritos como asociados a la enfermedad en alguna ocasién, generalmente en estudios de tipo
GWAS, pero de los cuales aln existe poca informacibn y es pronto para
confirmarlos/descartarlos como genes candidatos de asociacion con el TDAH, por lo que
requieren un mayor estudio. Algunos de estos genes, como GRIK1 o ITGAE no han sido
asociados directamente con el TDAH pero si con comportamientos impulsivos u otro tipo de
trastornos psiquiatricos que podrian estar relacionados y que han sido seleccionados por su

potencial interés.
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1.4.3.  LINEAS FUTURAS DE INVESTIGACION

A pesar de todos los estudios que se han mencionado, alin son necesarios nuevos estudios
gue reproduzcan los resultados de asociacién y ligamiento entre los genes candidatos y el TDAH
con un mayor nimero de muestras y donde se analicen marcadores adicionales a los que
actualmente se estan investigando (Waldman y Gizer 2006). Especialmente seria interesante la
replicacion de estas asociaciones en poblacion espafiola, donde el niimero de estudios genéticos

gue se han realizado es muy inferior al de otras poblaciones.

Actualmente la investigacion en genética del TDAH se esta orientando hacia cinco vias

distintas:

a) El estudio de endofenotipos psiquiatricos

b) El uso de multiples marcadores en los genes candidatos en vez de un marcador Unico,

(GWAS) y el uso de algoritmos adecuados para su analisis

c) La realizacion de los estudios de asociacion/ligamiento particularmente para cada
subtipo o por grado de severidad/tipo de sintomatologia en vez de tratar a todos los

pacientes de TDAH como un Unico grupo

d) La inclusién de variables clinicas en los estudios como son, la edad, la edad de
aparicion del trastorno, el sexo (fenédmenos de impronta, genes del cromosoma X) o

ciertos factores ambientales importantes

e) Hay una quinta via en el estudio de la genética del TDAH que acaba de ser abierta en
el aflo 2010 por Johansson y colaboradores, al publicar que el genotipo matermno de
ciertos genes serotoninérgicos (TPH1 y TPH2) podria estar implicado en el riesgo del
nifio a desarrollar TDAH (Johansson et al. 2010). Estos autores postulan que ciertas
mutaciones que alteran los niveles de 5HT en la madre harian que durante el
desarrollo del feto, éste fuera mas susceptible a desarrollar TDAH y por lo tanto que el
genotipo de la madre en estos genes podria funcionar como un predictor de riesgo de
TDAH.

La implicacion clinica de estos estudios sobre las bases genéticas del TDAH es la de poder

ayudar a los clinicos a realizar un buen diagnostico y consecuentemente, a elegir el tratamiento

mas adecuado para cada paciente en funcién de su perfil genético y sus caracteristicas clinicas.
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1.4.3.1. ENDOFENOTIPOS

Actualmente estd en auge el uso de los endofenotipos en los estudios genéticos de
enfermedades complejas. Es decir, el uso de marcadores subyacentes psicolégicos o bioldgicos
que pueden ayudar a explicar mejor la accién de los genes en trastornos complejos como es el
caso del TDAH (Cardo y Servera 2008; Thapar et al. 2007), ya que se encuentran mas
directamente relacionados con los genes que los sintomas clinicos. Es un tema que genera gran
controversia, ya que si los endofenotipos son seleccionados cuidadosamente pueden ayudar a la
identificacion de genes de susceptibilidad, pero si no es asi, pueden generar resultados tanto
falso positivos como falso negativos (Crosbie et al. 2008; Xu et al. 2005). Debemos ser
cautelosos en la interpretacion de los resultados de los estudios iniciales sobre este tema ya que
los tamafios muestrales son aun relativamente pequefios. En la actualidad este tipo de estudios
sobre el TDAH se han centrado en respuestas neuropsicolégicas y en resultados de técnicas de

neuroimagen (Banaschewski et al. 2010).

En el estudio de endofenctipos asociados a TDAH cabe sefialar el estudio de Gilbert y
colaboradores ya que fue uno de los primeros en centrarse en el TDAH y obtuvo resultados
positivos. En este estudio se analiz6 el efecto de los principales tratamientos farmacoldgicos para
el TDAH, metilfenidato y de la atomoxetina sobre el short interval cortical inhibition (SICI). Este
trabajo mostré6 que el SICI es méas reducido en nifios que padecen TDAH. Esta medida se
cuantificé en el cértex motor mediante estimulacion magnética transcraneal, ademas se observd
gue variaba en funcion de los diferentes alelos del DAT1 (Gilbert et al. 2006). En los Gltimos afios
se han publicado numerosos estudios en este campo que apoyan el uso de endofenotipos para
disminuir la hetereogeneidad fenotipica existente en el TDAH y aumentar el poder estadistico en
los estudios de asociacién, buscando asociaciones gen-comportamiento mas especificas e
incluyéndolos en los modelos genéticos (Wood y Neale 2010). Entre los estudios mas
recientemente publicados destacan principalmente tres. Goos y colaboradores en su estudio
publicado en el afio 2009 muestran que el déficit de control inhibitorio es un marcador cognitivo
del riesgo genético de padecer TDAH compartido entre padres e hijos y que ademas es
dependiente de cudl sea el origen (si de la madre o del padre) (Goos et al. 2009). Posteriormente
en el afio 2010 se publicaron otros dos estudios relevantes. Uebel y colaboradores sostienen que
el tiempo y precision de reaccion podrian ser endofenotipos neuropsicoldégicos para el TDAH no
dependientes del sexo del paciente (Uebel et al. 2010). Mientras que Gau y colaboradores
postulan que disfunciones ejecutoras podrian ser endofenotipos cognitivos de gran utilidad para
estudios genéticos tras realizar un profundo andlisis entre hermanos sanos y afectados (Gau y
Shang 2010).

Por todo ello, el uso de los endofenotipos como medio para mejorar los resultados de los
estudios de asociaciones genéticas con el TDAH, es un campo atractivo de aparicion reciente,
en el que se estan concentrando los esfuerzos de muchos investigadores pero en el que todavia

queda mucho por profundizar y cuyos resultados deben ser interpretados con cautela.
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15. TRATAMIENTO

Actualmente el tratamiento farmacolégico que se aplica a los pacientes diagnosticados con
TDAH en primera instancia, es un estimulante del SNC llamado metilfenidato (MTF),
obteniéndose resultados positivos en aproximadamente un 45-75% de los casos, en los que se
debe ajustar la dosis adecuada de forma personalizada. Tradicionalmente se ajustaba la dosis
por kilogramo de peso, si bien hoy se sabe que el ajuste deberia ser individual (Montafiés-Rada
2009). Otro farmaco de tipo estimulante que clasicamente se ha utilizado es la dextroanfetamina,
un agente adrenérgico sintético que es un potente estimulante del SNC, derivado de la efedrina.
Sin embargo actualmente no esta autorizado su uso en Espafia. Es importante destacar que los
estimulantes son los farmacos mas efectivos para el tratamiento del TDAH (Dopheide y Pliszka
2009).

Cuando el MTF (o la dextroanfetamina) no produce la respuesta deseada (bien porque no se
produce mejoria 0o porque se presentan efectos secundarios), tradicionalmente se han utilizado
otros tipos de tratamientos que incluyen antihipertensivos alfa-agonistas (clonidina y guanfacina),
antidepresivos triciclicos (nortriptilina), inhibidores serotoninérgicos, inhibidores de la recaptacion
de monoaminas (venlafaxina, bupropion, reboxetina) y antipsicéticos (risperidona) entre otros.
Se aplica en este caso el método de ensayo y error, pero estos tratamientos menos especificos
también tienen efectos secundarios asociados y menores tasas de eficacia. En la Tabla 3 se
muestran de forma esquemética los farmacos que tradicionalmente se han utilizado para el

tratamiento del TDAH junto a su mecanismo de accidn.

En afio 2007 fue comercializado en Espafia el primer tratamiento no estimulante enfocado
exclusivamente para el tratamiento del TDAH, la atomoxetina (con el nombre comercial de
Strattera), habiéndose demostrado previamente su eficacia en ensayos clinicos (Kelsey et al.

2004), por lo que se abrié una nueva via de tratamiento para el TDAH.

Aunque la eficacia de los tratamientos farmacolégicos actuales esta demostrada en ensayos
clinicos (Wilens et al 2005), un namero significativo de pacientes abandona el tratamiento y hay
una enorme variabilidad en la tolerancia y aceptacién del mismo. Parte de esta variabilidad en la
tolerancia y aceptaciéon del tratamiento es debida a factores genéticos (Stein y McGough 2008).
Aunque también podria deberse a la existencia de diferentes subgrupos dentro de la
enfermedad, ya que los pacientes de TDAH forman un grupo muy heterogéneo en cuanto a la
presencia e intensidad de las manifestaciones clinicas. Ademas, los efectos a largo plazo del
tratamiento con estimulantes sobre el desarrollo del cerebro no son del todo conocidos. En la
actualidad, no se conoce ningun parametro clinico o prueba analitica que permita predecir cudl
va a ser la progresion del nifio a partir del momento del diagnéstico ni si va a mostrar una buena
0 mala respuesta al tratamiento recibido (Faraone et al. 1998; Herreros et al. 2002; Swanson et
al. 2007).
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Tabla 3.- Farmacos mas utilizados en el tratamiento del TDAH, se dividen en psicoestimulantes y
no psicoestimulantes. En la columna de la derecha se encuentra el mecanismo de accion
implicado en cada farmaco, indicandose con el simbolo ‘I" una estimulacion y con el simbolo \/
una inhibicién. Adaptado de Montafiés-Rada et al. (2009).

Farmacos Mecanismo de accién

Psicoestimulantes

Anfetaminas liberacién de DA y NA

recaptacion de DA y NA

monoaminoxidasas

Metilfenidato recaptacion de DA y NA

| < ||«

Pemolina recaptacion de DA

liberacion de DA

diversos mecanismos que incluyen
Modafinilo adrenérgica

No psicoestimulantes

Antidepresivos triciclicos recaptacion de NA

Atomoxetina recaptacion de NA

Bupropion recaptacion de DA y NA

<« | <|€e| <«

Reboxetina

recaptacion de NA

Por todo ello, el TDAH permaneceria como una via abierta para el desarrollo de nuevos
tratamientos en la que se debe continuar investigando para poder mejorar la calidad de vida de
los enfermos, en especial de los que presentan una mala respuesta a los farmacos disponibles

en este momento y por lo tanto presentan peor evolucion.

Es importante destacar, ademas, que el tratamiento de esta enfermedad debe responder a
un abordaje multidisciplinar (apoyo emocional y psicopedagdgico) y no ser Gnicamente de tipo
farmacolégico. Este punto es especialmente importante en el caso del TDAH, ya que los
farmacos no curan la enfermedad, funcionan sintomaticamente, regulando la funcién cerebral de
manera que los sintomas del trastorno se atenten y no impidan el desarrollo educacional,
emocional y social normal. De hecho a principios del afio 2010 se ha constituido en Espafia la
primera Unidad Integral Multidisciplinar para el diagnéstico y tratamiento del TDAH en Lérida en

la que psiquiatras y neuropediatras trabajaran conjuntamente por primera vez.
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1.5.1. TRATAMIENTO ESTIMULANTE: METILFENIDATO (MTF)

El MTF fue patentado en 1954 y fue inicialmente prescrito para el tratamiento de la
depresidn, el sindrome de fatiga crénica y la narcolepsia, entre otros trastornos. A principios de
los afios 40 del siglo XX se comenz6 a usar en nifios con TDAH de forma empirica. Hoy en dia el
MTF es el farmaco mas utilizado en el mundo para el tratamiento de la sintomatologia del TDAH.
Los nombres comerciales mas comunes del metilfenidato son Ritalin®, Concerta®, Rubifén® y
Medikinet® presentadndose tanto en forma de liberacion inmediata (MTF-LI1), prolongada (MTF-

LP), o ambas.

En la Figura 7 se muestran las curvas farmacocinéticas para tres de los medicamentos que
tienen MTF en su composicion: Rubifén®, Medikinet® y Concerta®. Existe una correlacion directa
entre el efecto clinico y los niveles de farmaco en sangre, ya que estudios farmacocinéticos han
mostrado que el inicio de los efectos terapéuticos ocurre durante la fase de absorcion del
farmaco (Dopheide y Pliszka 2009). No hay ningun rango terapéutico de los niveles en sangre de

MTF establecido y cada paciente tiene una curva dosis-respuesta Unica.

A) ng/ml Rubifén® 2/dia B) ng/ml Medikinet © C) ng/ml Concerta ®

5 horas

Figura 7.- Curvas farmacocinéticas para 3 de las variedades de MTF comercializados en
Espafia: A) Rubifén®; B) Medikinet®; C) Concerta®. En este aspecto es interesante remarcar que
en el caso de Rubifén son necesarias dos dosis al dia, mientras que el Medikinet y Concerta
solamente se requiere una Unica dosificacion diaria. Adaptado de Dopheide y Pliszka (2009).

El MTF es un estimulante del SNC (Fone y Nutt 2005), con afinidad de unién para los
transportadores de DA y para el transportador de NA. No se ha observado unién directa del MTF
al transportador de 5HT (SERT) (Markowitz et al 2006), aunque si muestra una ligera inhibicién
de la MAO y la forma dextro se considera mas beneficiosa que la levo, al igual que ocurre con las

anfetaminas.

La razon por la que el MTF mejora la sintomatologia del TDAH, reduce los comportamientos
impulsivos y facilita la concentracién (Wilens et al 2005), no estd muy clara, ya que las bases
neurobiologicas de la enfermedad tampoco lo estan. El MTF es un inhibidor de la recaptacién de
DA, por lo que aumenta los niveles de DA en el cerebro bloqueando parcialmente los

recaptadores que la retiran de la hendidura sinaptica (Volkow et al 1998) como se muestra en la
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Figura 8. El hecho de que el MTF mejore los sintomas del TDAH apoya la teoria de que la
enfermedad se produce por una disfuncion dopaminérgica, aunque como ya se ha descrito
anteriormente, también existen otras teorias, como la noradrenérgica y la serotonérgica, que

podrian estar relacionadas con la etiopatogenia del trastorno.

A pesar de ser el tratamiento de primera instancia para los pacientes de TDAH, un 20 % de
los pacientes no responde adecuadamente, bien porque la evolucién de los sintomas no es la
adecuada, bien porque los efectos secundarios que se producen superan a los beneficios

obtenidos. Es en estos casos cuando se recurre a otro tipo de medicacion.

Sinapsis dopaminérgica antes de Sinapsis dopaminérgica tras
administrar MTF administrar MTF
Tyrosine * Tyrosine Tyrosine *— Tyrosine
DOPA DOPA
) ) Dopamine | /.‘ | Dopamine !
Presynaptic / / ® g0 DOPAC Presynaptic / / ® g0 DOPAC
terminal .. terminal /7
A\, nd
Autorecéptor N— Autorecéptor
(o |
> \\@ : Dopamine VY T 4 Dopamine
- transporter . - transporter
Dopamine Dopamine®® @ o
o (]
9® e o } ©® e %,
Postsynaptic _ ¥ _ ¢ o Postsynaptic @ 9@ ...
membrane i 2 ~ membrane { #
7 D1 R! !DZR =Dy R! !pza
. 4 . 4
sianal transduction _sianal transduction sianal transduction _siagnal transduction

Figura 8.- Esquema que muestra un terminal sinaptico de una neurona dopaminérgica y los
receptores dopaminégicos de la neurona contigua antes de recibir MTF y tras la dosis de este
farmaco. En la segunda imagen, se observa como al estar bloqueado el recaptador de DA de la
neurona presinaptica por accion del MTF, la concentraciéon de DA aumenta en la hendidura
sinaptica. Imagen adaptada de Stahl (2002).

Las ventajas del MTF de accién inmediata (MTF-LI) son su bajo coste, su flexibilidad y los
mejores resultados en estudios cuantitativos en dosis de tres veces al dia. Las ventajas del MTF
de accion prolongada (MTF-LP), por el contrario, radican en un menor riesgo de abuso y sobre
todo en el menor nimero de tomas, lo que implica un mejor cumplimiento de la medicacién y
disminuye el riesgo de estigmatizacién del nifio en el entorno escolar (Montafiés-Rada et al.
2009).
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La recomendacion clinica es iniciar el tratamiento con un estimulante de acciéon inmediata
para luego mantener o cambiar a uno de accion prolongada. También se podria comenzar

directamente con uno de accion prolongada pero seria necesario escalar la dosis.

Sin embargo, todas las presentaciones de MTF, tanto MTF-LI como MTF-LP, tienen cabida
en la clinica diaria, ninguna sustituye completamente a las otras y con frecuencia es necesaria la
combinacidon de ambos o incluso la combinacién con otros farmacos tanto durante el dia como a
lo largo de la semana (Montafiés-Rada et al. 2009). Si el paciente no responde a este tipo de
estimulantes la indicacibn mas logica seria probar con atomoxetina en primera instancia y

posteriormente otros tratamientos menos especificos.

1.5.2. TRATAMIENTO NO ESTIMULANTE: ATOMOXETINA (ATX)

La ATX es el primer farmaco no estimulante que ha sido aprobado para el tratamiento del
TDAH en nifios, adolescentes y adultos. En Espafia se comercializa desde el afio 2007 con el
nombre de Strattera® y actla como inhibidor selectivo del recaptador de NA de la neurona
presinptica (NET), presentando 290 veces menor afinidad por los transportadores de DA que
por el de NA (Bymaster et al. 2002).

Este farmaco presentaria la ventaja frente al tratamiento estimulante clasico de una menor
susceptibilidad al abuso y menor presencia de efectos secundarios como insomnio e influencia
en el crecimiento, ademas de que los efectos adversos iniciales tienden a disminuir con el
tratamiento continuado (en ensayos clinicos la tasa de abandonos por efectos adversos fue
similar a placebo). Se han realizado numerosos ensayos clinicos, varios de ellos pediatricos con
cerca de 4000 nifios para comprobar tanto su eficacia (Kelsey et al. 2004) como su seguridad
(Wernicke et al. 2002), en ensayos aleatorizados, doble-ciego y controlados con placebo. Aunque
su eficacia general es menor a la del metilfenidato en estudios a corto plazo, podria ser
considerado también como un farmaco de primera linea en ciertos casos. Especialmente en
pacientes con determinados trastornos comérbidos como el abuso de drogas, el trastorno de
ansiedad o la presencia de tics (Hammerness et al. 2009) se ha visto que podria funcionar mejor
gue el metilfenidato. En pacientes que presenten una mala respuesta a MTF, se ha demostrado
una respuesta positiva a ATX en cerca del 50% de los casos que no respondian al tratamiento
estimulante. Sin embargo, también hay que tener en cuenta que la totalidad del efecto de la ATX
no se produce hasta varios meses (3-4 meses) después de haber comenzado el tratamiento,
mientras que los efectos del metilfenidato se aprecian en semanas o incluso dias (Hammerness
et al. 2009).

La forma de administracion es en una Unica dosis por la mafana (0,5-1,2 mg/kg/dia),

proporcionando una progresiva y sostenida mejoria de los sintomas del TDAH durante todo el

dia. En relacion a la absorcién y distribuciéon de la atomoxetina, tras una administracién oral
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alcanza niveles plasmaéticos maximos al de 1 o 2 horas, muestra ademas una gran unién a

proteinas (98%) especialmente a la albumina (Sauer et al. 2005).

Existen tres vias metabdlicas implicadas en el aclaramiento de la ATX; hidroxilacion del
anillo aromatico, hidroxilacion bencilica y N-desmetilacion. La enzima hepética CYP2D6 es la
principal via metabdlica de la atomoxetina, siendo el primer metabolito oxidativo la 4-

hidroxiatomoxetina (Hammerness et al. 2009).

Se considera que una disfuncion noradrenérgica juega un papel fundamental en la
fisiopatologia del TDAH (Biederman et al. 1999), al mismo tiempo que la funcién noradrenérgica
se asocia con la modulacién de las funciones cognitivas superiores, como son la atencién, la
vigilancia, la alerta y las funciones ejecutivas. Mas concretamente, la disfuncién noradrenérgica
en la corteza prefrontal se asocia con déficits en el control inhibitorio de la conducta caracteristica
del TDAH. Estos déficits inhibitorios causan alteraciones en la memoria de trabajo, en la
autorregulacién e interiorizacion del lenguaje. La mejoria de los sintomas del TDAH con el

tratamiento con ATX apoyaria la hipétesis de disfuncién noradrenérgica en el TDAH.

En estudios animales, se ha visto que la ATX parece aumentar la DA en la corteza
prefrontal en una magnitud similar a la NA, debido a que en esa regién la inhibicion es
compartida para las monoaminas (Hammerness et al. 2009). En otras regiones del cerebro ricas
en DA como el nacleo accumbens o el estriado no se alteran los niveles de DA en experimentos
con ratas. Ademas, en otras regiones cerebrales de la rata con alta densidad de transportadores
de NA (NET), como la corteza occipital, el hipocampo dorsal y cerebelo, la ATX aumenta los

niveles de este neurotransmisor de forma rapida y continuada (Bymaster et al. 2002).

En estudios realizados mediante técnicas de microdidlisis en corteza prefrontal de rata
(Sauer et al. 2005; Horner et al. 2007) se ha encontrado que tanto la ATX como el MTF
aumentan los niveles extracelulares de histamina, que juega también un papel importante en la
atencion, el aprendizaje y la memoria. Mientras que la respuesta clinica a los farmacos para el
tratamiento del TDAH se atribuye tipicamente a la regulacién de los neurotransmisores dopamina
y noradrenalina. Este hallazgo podria sugerir que el aumento de la liberacion de histamina

también podria estar influyendo en su eficacia como tratamientos para el TDAH.
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2. FARMACOGENETICA

La Farmacogenética es el estudio de como la variabilidad genética afecta a la respuesta a
los farmacos en cada individuo (Prince 2006). Fue en el afio 1909, cuando Garrod, fundador de
la Bioguimica genética, sugirid por primera vez que las variaciones en el metabolismo eran
caracteristicas que se heredaban a los descendientes (Dauden 2006). Pero pasaron 50 afios
hasta que en el afio 1959 Fredrich Vogel empleé por primera vez este término, aunque dos afios
antes, en 1957, Arno Motulsky ya habia establecido que existia una relacion causal entre
determinadas “alteraciones” genéticas y las diferencias interindividuales en la respuesta a

farmacos (Motulsky 1957).

Hay muchas razones por las que un paciente puede no responder a un farmaco o sufrir
efectos secundarios, entre las que se encuentran, haber recibido una dosis errénea,
interacciones entre farmacos o alergias farmacoldgicas. No obstante, la predisposicién genética
permanece como la causa mas desconocida de la respuesta inadecuada al tratamiento
farmacologico (Spear et al. 2001). En la Tabla 4 se muestran las tasas de eficacia farmacoldgica

en distintas areas terapéuticas.

Tabla 4.- Tabla que recoge las tasas de eficacia farmacoldgica en diferentes areas terapéuticas.
Obsérvese que en ningln caso esta eficacia es superior al 80% y que en ciertas areas
terapéuticas, como la Oncologia, estos wvalores descienden hasta un 25% de eficacia
farmacol6gica. Adaptada de (Spear et al. 2001).

Areaterapéutica | Tasa de eficacia (%)
Alzheimer 30
Analgésicos (COX2) 80
Asma
Arritmias cardiacas 60
Depresion 62
Diabeles 57
Hepatitis C a7
Incontinencia 40
Migranas (Agudas) 52
Migrafias (Profilaxis) 50
Oncologia 25
Osteoporosis 48
Artrifis reumatoide 50
Esquizofrenia

La Farmacogenética abarca la influencia genética tanto en la Farmacocinética como en la
Farmacodinamia. De forma esquematica se muestra este hecho en la Figura 9. Esta area del
conocimiento tiene como objetivo la prediccion y prevencién del riesgo de toxicidad y/o fracaso

terapéutico en la administracion de farmacos (Benitez 2008). La Farmacogenética cubre una
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amplia &rea que incluye la investigacion béasica de descubrimiento de nuevos farmacos, las
bases genéticas de la farmacocinética, desarrollo de nuevos farmacos, asi como los andlisis

genéticos del paciente y la utilidad clinica de los mismos (Spear et al. 2001).

- Absorcion

L. - Distribucion
Farmacocinetica &

=

= Metabolizacion

Excrecion

Polimorfismo
genético 2 Receptores

' . Canalesiénicos

Farmacodinamia S Enzimas

= Sistemainmune

Figura 9.- Esquema que muestra a qué niveles puede estar condicionada por un polimorfismo
genético la accion farmacolégica de un medicamento. Influird tanto en el proceso de
farmacocinética como en el de farmacodinamia.

Los tres grandes grupos de macromoléculas en los que tradicionalmente se ha centrado la
Farmacogenética son principalmente los transportadores, los receptores y las enzimas
metabolizadoras de farmacos, siendo el higado el principal érgano relacionado con el
metabolismo de los farmacos, pero también rifién, pulmén, mucosa intestinal, plasma y tejido

nervioso (Lares-Asseffy Trujillo-Jiménez 2001):

1) Transportadores.- El papel que juegan los transportadores en los procesos de absorcidn,

distribucion y excrecion de los medicamentos es esencial, condicionando sus procesos
farmacocinéticos en el organismo (ATP -binding cassette, bombas transportadoras, proteinas

de membrana...).

2) Receptores.- Al administrar un farmaco la mayoria de ocasiones lo que se pretende es su
interaccion con la diana terapéutica. Las dianas terapéuticas mas comunes son los
receptores, y de su interaccion depende la respuesta farmacoldgica deseada (receptor B-

adrenérgico, dopaminérgico...).

3) Enzimas metabolizadoras.- Tras la administracion de un farmaco, el organismo procede a

su eliminacién, bien por excrecién sin modificacion alguna del mismo o bien tras un proceso
previo de biotransformacién, formandose metabolitos intermedios que podran ser activos o
inactivos. Este proceso por lo general se realiza en dos fases, lo que da origen a los

denominados metabolitos de fase | (reacciones de oxidacion, reduccion e hidrdlisis
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principalmente) y metabolitos de fase Il (reacciones de conjugacién). Ademas, no sélo son
responsables del metabolismo del farmaco directamente, sino que también pueden actuar
sobre sustancias enddgenas implicadas en la accion del medicamento. Existen en el
organismo humano mas de treinta familias de enzimas metabolizadoras, en las que los

polimorfismos genéticos constituyen la regla.

La frase que resumiria los objetivos de la Farmacogenética seria la de poder utilizar, “el
farmaco correcto, efectivo y seguro a la dosis correcta para el paciente adecuado y a un
coste asumible” (Lesko 2007). Hasta hace pocos afios, habia uno o dos test farmacogenéticos
(principalimente Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion, RFLPs) de uso
rutinario en clinica. Sin embargo, el desarrollo de nuevas metodologias esta haciendo posible el
analisis de decenas de genes con sus multiples variantes alélicas con una fiabilidad, eficacia y
rapidez impensable hace solamente un lustro y a unos costos asumibles para los sistemas de
salud, sobre todo si se tiene en cuenta el ahorro en paliar la toxicidad y la mayor eficacia
terapéutica que todo ello puede conllevar. Por lo que, a medida que el coste de genotipar a un
paciente disminuye, en un futuro cercano podria convertirse en realidad una medicina realmente
personalizada, en la que el clinico pueda decidir el tratamiento de forma individualizada para

cada paciente en base a su genotipo.

La Psiquiatria es uno de los campos que se esta beneficiando de los avances que se estan
produciendo, y principalmente se han realizado estudios de la farmacogenética de antipsicoticos,
antidepresivos, anticonvulsivantes y farmacos estabilizadores del animo con resultados muy
prometedores y de aplicaciéon en clinica (Kirchheiner et al. 2010; Zandi y Judy 2010; Lohoff y
Ferraro 2010). Idealmente los estudios de farmacogenética nos conducirian a protocolos de
tratamiento individualizados en un futuro cercano en los que se consultaria un panel informativo

de marcadores genéticos antes de iniciar un tratamiento farmacol6gico (Nemoda et al. 2009).

Es importante diferenciar el concepto de Farmacogenética del de Farmacogendmica, que
es un término mas reciente que intenta utilizar la informacién sobre las bases genéticas y
moleculares del tratamiento de las enfermedades (genes que se alteran por efecto del
tratamiento) para identificar nuevas dianas terapéuticas y desarrollar nuevos tratamientos

farmacoldgicos (Aitchison y Galitski 2003; Stein y McGough 2008).
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2.1. FARMACOGENETICA DEL TDAH

Actualmente el tratamiento del TDAH se determina a menudo empiricamente mediante el
método de prueba y error con diferentes dosis y medicamentos hasta conseguir la respuesta
deseada con el menor nimero de efectos secundarios posibles (Stein y McGough 2008). Incluso
entre los que responden favorablemente a la medicacion, existe una gran variabilidad

interindividual en la dosis 6ptima, duracién del efecto y tolerabilidad.

Por otro lado, ensayos clinicos han demostrado que menos del 40% de pacientes que
habian sido estabilizados con MTF contindan con la medicacion tras doce meses de tratamiento
(Stein y McGough 2008), aunque aquéllos que continuaban con la terapia farmacolégica
mostraban una importante mejoria en los sintomas sobre la linea basal. Los autores concluyen
gque son los efectos secundarios y la tolerabilidad lo que lleva a los pacientes a abandonar el
tratamiento, por lo que parece claro que, aunque la eficacia de los tratamientos estimulantes esta
probada en el corto plazo, existen considerables obstaculos en el tratamiento a largo plazo. Por
esta razén, aunque la mayor parte de estudios sobre la farmacogenética del TDAH que han sido
publicados se han centrado en buscar predictores genéticos de la mejoria de los sintomas, una
aplicacion clinica mas practica y que no deberia relegarse a un segundo plano es la prediccion
de la aparicion de efectos secundarios y tolerabilidad a la medicacién (Stein y McGough 2008).
Una indicacién de mayor predisposicion a efectos secundarios podria ayudar al clinico con la
eleccion del farmaco idéneo, ademas de poder ajustar el farmaco y la dosis a cada paciente de

forma personalizada.

Los estudios de farmacogenética del TDAH tradicionalmente se han centrado en los genes
de las vias catecolaminérgicas y en la respuesta a metilfenidato. Sin embargo, los esfuerzos
futuros deberian encaminarse a examinar un rango mas amplio tanto de farmacos estimulantes
como no estimulantes (Stein y McGough 2008). En el afio 2009, en la Conferencia sobre
Genética Molecular celebrada en Bruselas, se establecieron una serie de principios a tener en
cuenta para llevar a cabo futuros estudios de farmacogenética del TDAH. Entre estos principios
se incluia que los estudios futuros sean metodoldgicamente rigurosos (aleatorizados y
controlados con placebo), que la respuesta se mida de formas diferentes y en distintos puntos de
tiempo, que se mida tanto la mejoria de sintomas como la apariciéon de efectos secundarios, que
se examinen multiples genes, que el tamafio muestral sea suficiente y que se lleven a cabo los

controles de genotipado necesarios, entre otros (Stein y McGough 2008).

A continuacién se detallan los genes implicados en la diferente respuesta a los farmacos
utilizados para el tratamiento del TDAH. Se han separado en dos grupos: los asociados con la
respuesta a metilfenidato y los que estarian implicados en la respuesta a atomoxetina, que como
se ha comentado anteriormente serian los dos tratamientos principales que se aplican en la

rutina clinica para el tratamiento del TDAH. En la Tabla 5 se muestra un resumen de todos ellos.
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Tabla 5.- Tabla recapitulativa donde se muestran los principales genes cuyos polimorfismos se
han descrito como asociados con una buena/mala respuesta a metilfenidato y atomoxetina.
Buena/mala respuesta implica tanto la mejoria de los sintomas asociados a TDAH como la
aparicion de efectos secundarios asociados al tratamiento. VNTR indica las repeticiones en
tdndem de numero variable. En la columna de la derecha se indican los principales articulos en
los que se han descrito. Entre interrogaciones se marcan las asociaciones publicadas una Unica

vez y que no estan confirmadas.

GEN FUNCION POLIMORFISMO REFERENCIAS BIBLIOGRAFCAS
Cheon etal. 2005; Contini et al. 2010; Froehlich et
al. 2010; Kieling et al. 2010; Kim et al. 2005; Kirley
Transoortador etal. 2003; Kooij et al. 2007; Leddy et al. 2009;
DAT1 do [;mina VWNTR 3'UTR McGough et al. 2009; Mick et al. 2006; Roman et
P al. 2002; Stein etal. 2005; Szobot et al. 2010; Van
der Meulen et al. 2005; Winsberg y Comings
1999; Zeni et al. 2007
Cheon etal. 2007; Froehlich etal. 2010;
Hamaman et al. 2004; Kieling et al. 2010; Langley
DRD4 Receptor dopamina VNTR exén 3 etal. 2005; McGough et al. 2006, 2009; Roman et
al. 2002; Szobot et al. 2010; Van der Meulen et al.
2005; Zeni et al. 2007
CES1 Carboxilesterasa 1 rs71647871 Nemoda etal. 2009; Zhu etal. 2008
Armero et al. 2005; Cerasa etal. 2010; Cheon et
Catecol-O- al. 2008; Froehlich et al. 2010; Gruber et al. 2006;
coMT metiltransferasa Val158Met Kereszturi et al. 2008; Kieling et al. 2010;
McGough etal. 2009
Kieling et al. 2010; McGough et al. 2009; Seeger
SLC6A4 Transport_ador Ins 44bp etal. 2001; Thakur et al. 2010; Tharoor et al. 2008;
serotonina promotor .
Zeni etal. 2007
Cheon etal. 2009; da Silva et al. 2008; Polanczyk
ADRA2A Adrenoceptor a2A -C1291G etal. 2007; Stein y McGough 2008; Froehlich et al.
2010; Kieling et al. 2010
Transportador Cheon etal. 2009; Stein y McGough 2008; Yang
NET1 p ; G1278A etal. 2004; Froehlich et al. 2010; Kieling et al.
noradrenalina 2010
SNAP25 Proteina asociada al rs3746544 McGough et al. 2006, 2009; Muller et al. 2005;
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2.1.1. GENES ASOCIADOS CON RESPUESTA A METILFENIDATO

2.1.1.1. TRANSPORTADOR DE DOPAMINA (DAT1)

El transportador de DA DAT1 ha sido ampliamente estudiado en relacion a la respuesta a
MTF (Kooij et al. 2007; Van der Meulen et al. 2005) ademas de por su asociaciéon con un may or
riesgo a padecer TDAH como se ha descrito anteriormente en el apartado de Genética del
TDAH. Es ldgico pensar en este gen al hablar sobre Farmacogenética del MTF ya que es
precisamente sobre este transportador sobre el que actla dicho farmaco, pero a pesar de que
parece un claro candidato, existe gran controversia en los resultados que se han obtenido en los
estudios realizados sobre la repeticién en tandem (VNTR) de la region 3'UTR. Se ha publicado
que los individuos con el alelo de 10 repeticiones (10R) muestran aproximadamente un 50% de
mayor densidad de transportadores dopaminérgicos en el estriado (Winsberg y Comings 1999),

lo que a priori podria sugerir una diferente respuesta de estos individuos al tratamiento con MTF.

En varios estudios se ha asociado la variante de 10R (480 pb) a no-respondedores (Cheon
et al. 2005; Roman et al. 2002) mientras que en otros estudios asocian la posesién de uno o dos
alelos de 10R con una mayor mejoria de los sintomas tras recibir MTF (Kirley et al. 2003; Stein et
al. 2005). Por el contrario, otros autores no encontraron asociacién entre esta VNTR y la
respuesta a MTF (Kim et al. 2005; McGough et al. 2009; Van der Meulen et al. 2005; Contini et
al. 2010). Si bien es cierto que el tamafio muestral (y por tanto la potencia estadistica), la edad y
el origen étnico de las poblaciones varian entre los diferentes estudios, esta asociacion esté lejos
de ser concluyente. Por otro lado, Szobot y colaboradores postulan que es la combinacion del
alelo 10R/10R de DATL con el de 7R del receptor de dopamina DRD4 la que tiene efecto sobre
la respuesta a MTF (Szobot et al. 2010).

También se han realizado estudios de este polimorfismo y la aparicion de efectos
secundarios, como por ejemplo la disminucién del apetito asociada a la toma de estimulantes

(Leddy et al. 2009) pero seria interesante poder replicar estos resultados.

2.1.1.2. RECEPTOR DE DOPAMINA D4 (DRD4)

El receptor de DA DRD4 también se ha analizado por su posible implicacién en la repuesta a
MTF, especialmente la VNTR localizada en el exén 3 que también se ha asociado con un mayor
riesgo a padecer TDAH. Sin embargo, los resultados de estos estudios son controvertidos. En
relaciéon a la sintomatologia, Hamarman y colaboradores, mostraron que los pacientes con al
menos un alelo de 7 repeticiones requerian mayores dosis de MTF para mostrar una reduccién
Optima de la sintomatologia (Hamarman et al. 2004). Cheon y colaboradores, en cambio,
describieron que los niflos homocigotos para la variante de 4R eran mas susceptibles de exhibir
respuestas positivas en los test comportamentales que aquéllos con otros genotipos (Cheon et
al. 2007). Por otro lado, existen numerosos estudios que no han encontrado asociacién entre

este polimorfismo de DRD4 y una mejora en la sintomatologia asociada a TDAH (McGough et al.
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2006; Roman et al. 2002; Stein y McGough 2008; Van der Meulen et al. 2005; Zeni et al. 2007).
Como se ha comentado en el péarrafo anterior, Szobot y colaboradores defienden que la
combinacion del alelo 10R/10R de DAT1 con el 7R de DRD4 la que tiene efecto sobre la
respuesta a MTF (Szobot et al. 2010).

Al igual que con DAT1, también se han realizado estudios que evalian una posible
asociacion de este polimorfismo con la aparicion/reduccion de efectos secundarios como pérdida
de apetito e insomnio. Hay estudios que muestran resultados de asociacion tanto positivos como
negativos (Langley et al. 2005; McGough et al. 2006, 2009; Roman et al. 2002). Estos resultados
contradictorios podrian deberse a diferencias metodol6gicas en el disefio de los estudios, a los
regimenes de dosis farmacoldgicas y a las medidas realizadas, tal y como defienden Froehlich y

colaboradores (Froehlich et al. 2010).

2.1.1.3. CARBOXILESTERASA 1 (CES1)

La mayoria de estudios que han investigado la respuesta a MTF se han centrado en las
variantes genéticas de las dianas farmacolégicas (transportadores y receptores como se ha
comentado en los parrafos anteriores) y se ha prestado poca atencién a la variabilidad genética
del metabolismo de farmacos (Nemoda et al. 2009, Roman et al. 2002). EI MTF se convierte en
acido ritalinico (metabolito inactivo) mediante la carboxil esterasa (CES), siendo la CES1 del
higado la responsable de la hidrdlisis tanto de la forma D como L del MTF. Esta enzima fue
seleccionada por dos grupos de investigadores para hacer un estudio farmacogenético de la
respuesta del MTF (Nemoda et al. 2009; Roman et al. 2002). En estudios previos ya se habian
identificado dos variantes de CES1 con actividad enzimatica reducida (Zhu et al. 2008), y
Nemoda en el afio 2009, en una poblacién hingara, confirmé la asociacion de una de estas
variantes Gly143Glu (rs71647871) con la respuesta a MTF. Encontré6 que los pacientes
portadores del alelo Glu (heterocigotos, ya que en la poblacién de estudio no hallaron ningun
individuo homocigoto Glu-Glu) necesitaban menores dosis de MTF para mostrar mejoria en la
sintomatologia asociada al TDAH. La variante Glu est4 asociada con una actividad enzimatica
reducida (un 21% de la actividad catalitica normal), por lo que los pacientes con este
polimorfismo genético podrian presentar mayores niveles plasmaticos de MTF y por lo tanto

requerir menor dosis.

Pero hasta la fecha solamente existe este estudio acerca de CES1 en una Unica poblacién
con TDAH, por lo que estos resultados deberian ser replicados con mayor nimero de individuos

en una poblacién independiente para ser confirmados.

2.1.1.4. CATECOL-O-METILTRANSFERASA (COMT)
La COMT es la principal enzima que participa en las rutas metabdlicas de degradacion de
catecolaminas endégenas como se ha comentado anteriormente, catalizando la reaccién de O-

metilacién. Existen dos formas de esta enzima: la primera que es soluble y se encuentra en el
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citoplasma de las células de todos los tejidos y la segunda que se encuentra ligada a la
membranay es cerebral exclusivamente (Cerasa et al. 2010). Entre los sustratos de esta enzima
se encuentran farmacos antidepresivos (mirtazapina), piridoxina, antipsicéticos (olanzapina) y el

MTF en el caso del tratamiento del TDAH.

La transicién de una guanina (G) a una adenina (A) en el codén 108 de la COMT soluble, o
en el 158 de la unida a membrana repercute en un cambio aminoacidico (Valina a Metionina).
Este cambio afecta a su actividad enzimatica y en base a ello se definirian los siguientes

fenotipos (Armero et al. 2005a) :

a) Actividad enzimatica baja.- Individuos con genotipo Met/Met presentarian una

activdad enzimatica reducida siendo la frecuencia de este genotipo en poblacion
espafiola de un 35%.
b) Actividad enzimatica intermedia.- Corresponderia al genotipo Met/Val y se presenta

en un 44% de la poblacién espafiola.

c) Actividad enzimatica elevada.- Los homocigotos para el alelo valina (Val/Val), que

representan el 21% de la poblacion y presentarian una actividad elevada del enzima.

Existen diversos estudios que han relacionado la variante Val con una mejor respuesta a
MTF (Cheon et al. 2008; Kereszturi et al. 2008; Kieling et al. 2010) ademas de su posible
asociacién al TDAH que ya se ha comentado, no habiendo ningun resultado negativo. Por otro
lado también se ha relacionado esta variante con la aparicién de efectos secundarios como son
la irritabilidad (McGough et al. 2009) y dificultades para conciliar el suefio (Gruber et al. 2006).
Estos resultados parecen indicar que este gen es un candidato atractivo para la prediccion de

respuesta a MTF.

2.1.1.5. TRANSPORTADOR DE SEROTONINA (SLC6A4)

El primer estudio en el gen que codifica para el transportador de 5HT (SLC6A4 6 5HTT) por
su posible asociacion con la respuesta a MTF, analizdé una insercion de 44 pb localizada en el
promotor que habia sido previamente asociada con un mayor riesgo de padecer TDAH (Seeger
et al. 2001). Se encontr6é una asociacién estadisticamente significativa entre la combinaciéon de
los alelos de 7R de la VNTR de DRD4, el alelo largo del transportador de serotonina (SHTT-LL) y
una menor mejoria de los sintomas tras la administracién de MTF, por lo que postulaban esta
combinacidn como un posible marcador predictor de malos respondedores a MTF. En dos
estudios posteriores, (Tharoor et al. 2008; Zeni et al. 2007) no se encontré asociacion entre este
gen y la respuesta a MTF. Pero un estudio mas reciente (McGough et al. 2009), replicé esta

asociacién y ademés encontré una nueva de una VNTR localizada en el intrén 2.
Estos estudios parecen indicar que el gen SLC6A4 estaria implicado de alguna manera en la

respuesta a MTF pero seria interesante poder confirmar los resultados en poblaciones

independientes y hacer estudios de gen candidato.
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2.1.1.6. ADRENOCEPTOR a2A Y TRANSPORTADOR DE NORADRENALINA

(ADRA2A y NET1)

Se conoce que el MTF bloquea el transportador de NA ademas del de DA; sin embargo
pocos estudios son los que han investigado el efecto del MTF en el sistema noradrenérgico
(Cheon et al. 2009). Los genes que codifican para el transportador de NA (NET1/SLC6A2) y el
adrenoceptor a2A (ADRA2A), constituyentes esenciales de la transmision noadrenérgica y que
ademéas se han asociado también con el TDAH, se convertirian por lo tanto en atractivos
candidatos para estudiar su posible implicacidon en la variabilidad de respuesta a MTF (Stein y
McGough 2008).

En el afio 2004, Yang y colaboradores encontraron que aquéllos individuos homocigotos
para el alelo A menos comin del SNP G1278A de NET1, mostraban una menor reduccién de
sintomas comparados con el resto (Yang et al. 2004). Los autores postularon que aunque este
cambio aparentemente no tiene una repercusién funcional sobre el transportador podria estar en

desequilibrio de ligamiento con algun otro alelo que si la tuviera.

Tres estudios en poblaciones diferentes (Cheon et al. 2008c, da Silva et al. 2008, Polanczyk
et al. 2007) han encontrado asociacién entre el polimorfismo -C1291G del gen ADRA2A vy la
respuesta a MTF. Segun estos estudios, los individuos homocigotos para el alelo G mostrarian
una mejor respuesta al tratamiento; ademas de numerosos estudios previos en los que se ha
asociado este polimorfismo con los sintomas de inatencién como se ha descrito en el apartado
de genética del TDAH, por lo que parece que este SNP juega un papel importante en la
etiopatogenia del TDAH y parece logico pensar que también en la mejoria de sintomas asociada
al tratamiento con MTF. Sin embargo, serian necesarios futuros estudios que confirmasen estas
asociaciones y en poblaciones diferentes para poder utilizarlos como marcadores para predecir la
respuesta a MTF. En revisiones recientes se sigue incluyendo a ambos genes como relacionados

con la respuesta a MTF (Froehlich et al. 2010; Polanczyk et al. 2010).

2.1.1.7. PROTEINA ASOCIADA AL SINAPTOSOMA 25 kDa (SNAP25)
Otro gen relativamente poco estudiado acerca de sus potenciales efectos sobre la respuesta
a MTF es el que codifica para la proteina asociada al sinaptosoma (SNAP25), una proteina
especifica de neurona implicada en la exocitosis catecolaminérgica. En estudios previos se ha
relacionado con la respuesta a antipsicéticos en el tratamiento de la esquizofrenia (Cheon et al.
2008, Muller et al. 2005).

McGough encontrd asociacion entre el alelo T en la posicién 1065 (rs3746544) del geny un
mayor porcentaje de mejoria en los sintomas, mientras que aquéllos que eran homocigotos para
el alelo T en la posicion 1069 (rs1051312) mostraban peor respuesta (McGough et al. 2006). Mas
interesante, aquellos nifios con genotipo 1069 G/G eran de dos a tres veces mas susceptibles de

desarrollar problemas de suefio e irritabilidad que sus contemporaneos con al menos una copia
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del alelo T. Ademas, los pacientes 1069 C/C desarrollarian tics y otros movimientos anormales
con una probabilidad de dos a cuatro veces mayor que aquéllos con el alelo T. Sin embargo, tres
afios después, este mismo investigador no encontrd asociacion entre este gen y la respuesta a
MTF (McGough et al. 2009). Para resolver estas discrepancias varios autores han planteado
nuevas estrategias para el futuro de los estudios de Farmacogenética, como usar protocolos
estandarizados, utilizar tamafios muestrales mas grandes y evaluar no solo la mejora
sintomatoldgica si no también la aparicion de efectos secundarios (Froehlich et al. 2010; Kieling
et al. 2010; Polanczyk et al. 2010).

2.1.1.8. LATROFILINA 3 (LPHN3)
La latrofilina 3 es un receptor acoplado a proteina G implicado en mecanismos de adhesion
celular y transduccion de sefiales y hasta la fecha solamente hay una publicaciéon que sefala a
este gen como posible predictor de la respuesta a MTF, por lo que se requeriria confirmacion de

esta asociacion en poblaciones independientes (Arcos-Burgos et al. 2010).

2.1.2. GENES ASOCIADOS CON RESPUESTA A ATOMOXETINA

2.1.2.1. CITOCROMO P450 (CYP450)

El complejo Citocromo P450 (CYP450) es una superfamilia de enzimas con complejos
hememonoxido de carbono, con mas de 25 isoenzimas humanas y cada una codificada por un
gen diferente, divididas en cuatro familias y seis subfamilias. Su nombre se deriva de la
absorbancia espectral maxima caracteristica a 450 nm y es uno de los sistemas enzimaticos
metabolizadores de farmacos mas importantes del ser humano. Son hemoproteinas que
promueven la eliminacion de sustancias liposolubles al transformarlas en compuestos mas
polares para facilitar su excrecion a través de la orina o la bhilis (Lares-Asseff y Trujillo-Jiménez
2001). Los farmacos hidrosolubles se eliminan sin modificarse por la orina y permanecen poco
tiempo en el organismo, sin embargo los farmacos liposolubles no son metabolizados tan

facilmente y permanecen durante mas tiempo en el organismo.

2.1.2.1.1. ISOFORMA 2D6 (CYP2D6)

La isoforma 2D6 del citocromo P450 presenta uno de los ejemplos de variacion
farmacogenética en el metabolismo de farmacos mejor estudiado. EI CYP2D 6 metaboliza un 25-
30% de los farmacos incluyendo: betabloqueantes, antiarritmicos, antipsicoticos, antidepresivos y
atomoxetina entre otros (Ingelman-Sundberg et al. 2007), lo que implica principalmente a los
campos de la Psiquiatria, de la Oncologia y de los trastornos cardiovasculares. El gen que
codifica para esta isoenzima tiene el mayor nimero de variaciones genéticas (mas de noventa)
de entre todos los genes que codifican para isoenzimas del citocromo. Se expresa en distintos
tejidos, aunque mayoritariamente en el higado. No puede ser inducido y por lo tanto, la ingesta
de inhibidores del CYP2D6 es el Unico factor ambiental que puede modificar de manera

significativa su actividad (Cortés et al. 2007).
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Centrandonos en su relacion con el tratamiento del TDAH, es de gran relevancia su papel en
la metabolizacion de la ATX. EI CYP2D6 es el principal responsable de la formacién de 4-
hidroxiatomoxetina, el mayor metabolito activo de la ATX. Se ha visto que cuando la actividad de
esta isoenzima estd comprometida, multiples de las otras isoformas son también capaces de

formar este metabolito, pero con una eficiencia mucho menor (Ring et al. 2002).

Como se ha comentado anteriormente, existe un gran numero de variantes alélicas en el
CYP2D6. Esto hace que su actividad enzimética sea extremadamente variable. Fenotipicamente
se definen cuatro niveles principales de actividad que se muestran todos ellos de forma
esquematica en la Figura 10, donde se recoge la descripcion a nivel de fenotipo, genotipo y la

curva representativa de respuesta a dosis comunes.

1) Metabolizadores ultrarréapidos (UM).- tienen tres o més copias del gen actiwo,

muestran una actividad enzimética elevada, lo que implicaria fallo terapéutico o falta
de eficacia. La frecuencia de este fenotipo en poblacion caucasica oscila entre el 1y
el 10%. Estudios recientes en poblacién espafiola indican que la frecuencia podria
llegar a ser del 4,5% (Cortés et al. 2007).

2) Metabolizadores normales o extensivos (EM).- tienen dos copias funcionales del gen

y presentan la actividad enzimdtica considerada como fisiol6gica para los farmacos
gue siguen esta via de metabolizacion (Cortés et al. 2007).

3) Metabolizadores intermedios (IM).- son heterocigotos, con un alelo con actividad

reducida y otro no funcional o bien homocigotos para alelos parcialmente
funcionales. Los metabolizadores extensivos junto con los intermedios representan
entre un 80 y un 94% de la poblacién caucasica (Cortés et al. 2007).

4) Metabolizadores pobres o lentos (PM).- constituyen entre un 5y un 10% de la

poblacién caucasica y se caracterizan por la pérdida de sus alelos funcionales o por
ser portadores de alelos que codifican para unas enzimas con actividad muy
disminuida. Estos individuos en general presentan un elevado riesgo de desarrollar
reacciones adversas y toxicidad a los farmacos que son metabolizados por este
enzima (Cortés et al. 2007).

En el caso de la metabolizacién de la atomoxetina, se ha visto que los metabolizadores
pobres muestran una mayor mejora sintomatolégica que los metabolizadores extensivos,
probablemente debido a las mayores concentraciones plasmaticas del farmaco y es probable que
continden con la terapia mas que el resto de individuos (Stein y McGough 2008). Al mismo
tiempo, también muestran tasas mas altas de descenso de apetito, insomnio y variaciones en la

presion sanguinea.
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Fenotipo Genotipo Respuesta a dosis habituales

Ultrarapido Actividad N

normal .

Extensivo ,/L_

Actividad No actividad ‘N

Intemmedio  reducida {

Pobre |

| Reacciones adversas
| Intervalo terapéutico ||

Figura 10.- Esquema de los cuatro niveles principales de actividad del citocromo CYP2D6. Se
muestra la descripcién fenotipica y genotipica para cada subtipo de metabolizador y la curva de
respuesta tipica de cada uno de ellos a las dosis habituales en clinica. Adaptado de Cortés et al.
2007.

2.1.2.2. TRANSPORTADOR DE DOPAMINA (DAT1)

En un estudio realizado con 16 nifios, en el que midieron el SICI (short interval cortical
inhibition) en la corteza motora, que se ha visto que esta reducido en pacientes con TDAH,
encontraron asociacién con la VNTR de DAT1 y los efectos neurofisiolégicos de la ATX (también
del MTF) (Gilbert et al. 2006). Vieron que la ATX incrementaba la SICI en los individuos
heterocigotos 9R/10R pero no en los homocigotos, lo que indicaria una peor respuesta al
tratamiento. La poblacion de estudio era muy pequefa, no hay ninguna otra referencia a esta
posible asociacién y seria sorprendente que un polimorfismo en DAT1 pueda modular los efectos

de la ATX, pero sin duda de gran interés si se confirmara dicha asociacion.

2.1.2.3. RECEPTOR DE DOPAMINA (DRD4)

Stein y McGough encontraron que los nifios con al menos una copia del alelo 4R de la
VNTR localizada en el ex6n mostraban una tendencia a una mejor respuesta a ATX (Stein y
McGough 2008). Ademas, también muestran que en ausencia del alelo de 7R las puntuaciones
en la subescala de hiperactividad del ADHD Rating Scale eran mejores. Sin embargo, no hay
estudios que hayan replicado esta asociacién, por lo que de momento y al igual que la asociacion
de DAT1, ha de entenderse como una futura linea de investigacion en la Farmacogenética de la

ATXy no como un hecho probado.
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2.1.2.4. TRANSPORTADOR DE NORADRENALINA (NET1)

El transportador de NA NET1 también se ha estudiado por su posible asociacion con la
respuesta a ATX Ma&s concretamente, en el afio 2009 se analizaron mas de 100 SNPs de este
gen encontrdndose que 36 SNPs localizados en la region entre los exones 4 y 9 estaban
asociados con la respuesta a ATX en dos poblaciones independientes de 160 y 105 nifios con
TDAH (Ramoz et al. 2009). También fue genctipado el CYP2D6 pero no encontraron asociacion.
Seria una asociacion de gran interés pero de momento es el Unico estudio que ha analizado la
influencia de NET1 en la respuesta a ATX por lo que se requeriria que futuros estudios la

confirmasen.
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3. HERRAMIENTAS DE GENOTIPADO

Como se ha comentado anteriormente en el apartado de Genética del TDAH, conocer la
secuencia de ciertas variantes genéticas en ciertos genes es de gran utilidad en el estudio y la
comprension del TDAH, ya que el factor genético de este trastorno esta demostrado. Para poder
obtener la secuencia de estos polimorfismos se utilizan las denominadas herramientas de
genotipado. A continuacion se van a detallar las que van a ser utilizadas en el desarrollo de este

trabajo.

3.1. POLIMORFISMOS DE CAMBIO DE NUCLEOTIDO (SNPs)

Con la secuenciacion completa del genoma humano (Lander et al. 2001; Venter et al. 2001),
se mostré que el genoma humano estd compuesto por 3 billones de nucleétidos (A, T, C, G) de
los cuales el 99,9% es idéntico entre dos individuos escogidos al azar. Sin embargo, también se
revelaron un gran nimero de variantes genéticas, principalmente SNPs (polimorfismos de
cambio de nucléotido). En agosto de 2009 hay publicados en la base de datos del NCBI (National
Center for Biotechnology Information) mas de 25 millones de SNPs en el genoma humano
(25.003,333). Se estima que entre dos personas elegidas al azar existen unos 3 millones de

SNPs diferentes entre ellas.

El andlisis y estudio de estos SNPs ademas de ser de gran utilidad para trazar los origenes
humanos en estudios de tipo evolutivo, nos podria ayudar a comprender las diferencias
existentes entre individuos en relacion a presentar una predisposicién/resistencia a ciertas
enfermedades (haciendo la funcibn de marcadores genéticos) o a presentar una buena/mala

respuesta a ciertos farmacos, como ya se ha comentado anteriormente.

3.2. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de Biologia molecular que
fue descrita por primera vez en 1985 por Kary Mullis. Consiste en alternar unos ciclos de altas y
bajas temperaturas para amplificar un fragmento de ADN. Coloquialmente se podria explicar
como una “fotocopiadora molecular”. Para lograr dicha amplificacion se sirve de la propiedad
natural de las ADN polimerasas de replicar las hebras de ADN. Como se alternan altas y bajas
temperaturas se utilizan ADN polimerasas termoestables obtenidas a partir de microorganismos
adaptados a vivir a altas temperaturas como Thermus aquaticus (taq polimerasa). En la Figura 11
se muestra de forma esquematica el proceso completo que se da en una reaccién de PCR, los

pasos (1 a 4) se detallan a continuacion.
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La PCR basica consta de un primer paso de calentamiento hasta 94-95°C durante 5-10
minutos, en el cuél se activa la ADN polimerasa. Esto es en el caso de que sea una polimerasa
hot-start que es la que se ha utilizado en este proyecto, ya que hay otras polimerasas que
empiezan la reaccion en cuanto la mezcla de los componentes anteriormente mencionados esta

completa.

Posteriormente tiene tres pasos (desnhaturalizacion-hibridacion-extensién) que se repiten
entre 20 y 45 veces dependiendo de la cantidad de producto amplificado que se desee. Estos
pasos son:1) Desnaturalizacion de las hebras de DNA. 2) Unién del cebador a la hebra de DNA.
3) Extension de la cadena en sintesis. Una vez completados todos los ciclos, se finaliza con dos
ultimos pasos, uno de extension de la cadena a la temperatura 6ptima de la ADN polimerasa,

normalmente 72°C, para finalizar enfriando la muestra a 4°C para su correcta conservacion.
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Figura 11.- Dibujo esquematico en el que se muestran los pasos que se dan en una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar un fragmento de ADN.

88



Introduccion

3.3. CHIPS DE ADN

Un chip de ADN, también conocido como microarray, es una superficie sélida a la cual se
unen una serie de fragmentos de ADN (oligonucleétidos) de forma ordenada, que hibridaran
especificamente por complementariedad con la muestra de ADN de interés. Las superficies
empleadas para fijar el ADN son muy diversas y pueden ser vidrio, plastico e incluso chips de
silicio, también lo son las formas mediante las que se fijan los oligonucleétidos a la superficie y
pueden ser procesos fisicos o quimicos. La deteccidn de la hibridacién se realiza mediante sefal
de fluorescencia. Actualmente ambos términos, microarrays y chips de DNA se utilizan
indistintamente, sin embargo, existe una pequefia diferencia entre estos dos términos. Un array
es una matriz. En el area de la informética un array almacena una lista ordenada de valores y en
Biologia almacena un grupo ordenado de moléculas de DNA sobre un soporte soélido. Sin
embargo, el concepto de chip va un paso mas alla, en informatica un chip es un circuito integrado
que puede computar gran cantidad de operaciones mateméticas en muy poco tiempo. En
Biologia hace referencia a un soporte de pequefio tamafio que contiene material biol6gico que se
emplea para la obtencién de informacion genética y permiten el andlisis simultaneo de muchos
genes. Se utilizan tanto para realizar estudios de expresion genética como de genotipado,

aunque las caracteristicas y procesamiento de las muestras difiere entre ambos tipos de chips.

En relacién a las caracteristicas técnicas, en el caso de los chips de genotipado, para cada
polimorfismo de cambio de nucleétido, se depositan en la superficie sdélida los oligonucleétidos
complementarios tanto para el alelo normal o salvaje como para el menos frecuente o mutado. La
intensidad de fluorescencia es proporcional a la hibridaciéon y seglin con qué oligonucledtidos
hibride la muestra se sabra si se trata de un individuo homocigoto para el alelo salvaje (sélo
hibridara con los oligonucleétidos correspondientes al alelo salvaje, con el directo y el reverso), o
mutado (sélo hibridara con los dos correspondientes al mutado), o si se trata de un individuo
heterocigoto (hibridar4 con los cuatro oligonucleétidos). En el apartado de metodologia se

describirdn més profundamente estos aspectos.

Esta tecnologia fue inicialmente desarrollada por Schena et al. (1995) para cuantificar la
expresion diferencial de 45 genes en Arabidopsis. Actualmente ha avanzado mucho y como se
ha comentado anteriormente, los chips se utilizan tanto para analisis de expresion como de
genotipado y una de sus aplicaciones mas interesante es la de detectar posibles variantes
asociadas con la respuesta diferencial a farmacos (Cuyas et al. 2010). Los chips que
actualmente se encuentran en el mercado para la deteccion de polimorfismos asociados con la
respuesta a farmacos generalmente sdlo incluyen polimorfismos de los citocromos P450, aunque
algunos también abarcan enzimas relacionadas ademés de con el metabolismo con el transporte
y las dianas farmacolégicas (Cuyas et al. 2010). Actualmente no hay ningudn chip de ADN ni
ninguna técnica analoga que permita predecir la respuesta a los farmacos que se aplican para el

tratamiento del TDAH especificamente.
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3.4. TECNICAS DE ALTA CAPACIDAD DE GENOTIPADO

Se definen como técnicas de alta capacidad de genotipado a un grupo de técnicas de
aparicién reciente en la investigacion genética que permiten el genotipado simultaneo de gran
cantidad de polimorfismos y muestras diferentes a un coste asequible. A continuacion se va a

profundizar en dos de ellas, el Ensayo GoldenG ate® y el Ensayo KASPar®.

3.4.1. ENSAYO GOLDENGATE®

La compafila de genotipado llumina®, ha desarrollado el ensayo de genotipado
GoldenGate®, gue consiste en genotipar directamente a partir del ADN gendmico. Ha sido
utilizada durante el desarrollo del proyecto HapMap y es interesante destacar que mediante esta

tecnologia no es posible genotipar polismorfismos del tipo insercién/delecion.

Todos los pasos que se van a describir a continuaciéon se encuentran resumidos en la
Figura 12 (Shen et al. 2005):

1) La muestra de ADN gendmico se prepara para la hibridacién mediante la unién con

particulas paramagnéticas. Este paso se conoce como activacion del ADN.

2) Posteriormente en el paso de hibridacion se combinan los oligonucledétidos del ensayo,
el tampdn de hibridacién y las particulas paramagnéticas con el ADN activado. Se
disefian tres oligonucleétidos para cada SNP a genotipar, de los cuales dos oligos son
especificos para cada alelo del polimorfismo (ASOs; allele-specific oligos), y un tercer
oligo que hibrida entre 1 y 20 bases hacia el extremo 3" del SNP, se le conoce como
LSO (locus-specific oligo). Las tres secuencias contienen una secuencia de
“amplificacion universal”, el LSO ademas contiene una secuencia Unica que se conoce
como “address sequence” y que es complementaria a un tipo de “bola” (bead)
particular. Los arrays de lllumina se constituyen del ensamblaje al azar de “bolas”
dispuestas en substratos de micropocillos. Cada tipo de bola tiene una secuencia de
oligonucledtido unica complementaria a la “address sequence” del LSO. De esta forma
se pueden interrogar simultaneamente cerca de 1536 SNPs y cerca de 4600 oligos

distintos pueden estar presentes en el tubo de reaccion.

3) Le siguen varios pasos de lavado para reducir el ruido de fondo en el ensayo de
genotipado. Los oligonuclettidos que han hibridado correctamente permaneceran
unidos mientras que las hibridaciones inespecificas y el exceso de oligonucleétidos

sera lavado.
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4)

5)

6)

7

8)

Se afiade una polimerasa con alta especificidad para el extremo 3" y solamente elonga
los ASOs que encajen perfectamente con la secuencia diana en el SNP, se conoce
como elongacion alelo especifica. Esta polimerasa no tiene actividad exonucleasa ni
capacidad de desplazarse por la hebra, por lo tanto rellena solamente el espacio entre
el ASOy el LSO, y cuando llega al LSO, se suelta. Tanto los ASO como el LSO tienen

gue hibridar en el mismo lugar diana, lo que asegura una alta especificidad.

Una DNA ligasa sella el espacio entre la secuencia elongada del ASO y del LSO para
formar moldes de PCR que pueden ser amplificados con cebadores universales de
PCR.

Se utilizan solamente 3 cebadores universales de PCR llamados P1, P2 y P3. Los
cebadores P1 y P2 estan marcados con Cy3 y Cy5 respectivamente, por lo que se
generan productos de PCR marcados. Estos primers son los especificos para las
secuencias de amplificacion universal del alelo “normal” y “mutado”, por ejemplo el P1
sera el complementario para el ASO que ha hibridado con la Ay el P2 con la G. El

cebador P3 es el cebador reverso comun para ambos.

Estos productos se hibridaran con su bola complementaria mediante la “address

sequence”, estas bolas se encuentran depositadas en el array (Sentrix Array).
Tras la hibridacion se procede a la lectura de la sefial de fluorescencia mediante el

BeadArray Reader. Segun las intensidades de las sefiales de cada SNP para la

emision del Cy3 o el Cy5 se generaran las nubes de los genotipos correspondientes.
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1) Activacién del ADN

G \
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emitida

Figura 12.- llustracion del ensayo de genotipado GoldenGate, se esquematizan todos los pasos
gue han sido descritos; 1) la activacién del ADN, 2) Hibridacion ASOs y LSO y union del ADN a
particulas paramagnéticas, 3) Lavados, 4) ADN polimerasa y elongacién alelo especifica (ASP),
5) ADN ligasa une los fragmentos, 6) Adicion de 3 cebadores universales marcados y reaccién
de PCR, 7) Hibridacion productos de PCR marcados con las bolas del array y finalmente 8)
Lectura de la fluorescencia emitida. Adaptado de Shen et al. (2005).
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3.4.2. GENOTIPADO MEDIANTE PCR COMPETITIVA (ENSAYO KASPar®)

El ensayo KASPar® es un sistema de genotipado por fluorescencia basado en una PCR
alelo especifica competitiva. Se utiliza una Taq polimerasa modificada que carece de actividad
exonucleasa 3°-5" y cebadores que generan productos de PCR fluorescentes, por lo que se
puede genotipar el SNP en un Unico paso. Esta disefiado como una PCR multiplex en la que en
un Unico tubo de reaccion se detectan ambos alelos. En la PCR se utilizan 5 cebadores

diferentes:

e Tres cebadores especificos para el SNP de interés que estan sin marcar, dos
diferentes directos para cada una de las variantes del SNP y un cebador comin
reverso para ambos (Myakishev et al. 2001). Los cebadores directos tienen el
nucleétido especifico en el extremo 3°, mientras que en 5 tienen una “cola” de 21

bases de longitud diferente entre ambos.

e Dos cebadores universales marcados con fluorescencia, cada uno de ellos tienen
en el extremo 3" una regién idéntica a la cola de cada uno de los cebadores
especificos mencionados en el parrafo anterior. En el extremo 5° poseen un
fluoréforo/emisor de energia (VIC o FAM) y un “quencher’/aceptor de energia.
Cuando estos cebadores no se hallan unidos al ADN molde adoptan una estructura
en horquilla en donde la molécula de fluor6foro se encuentra muy préxima al
guencher, por lo que no se produce emision de fluorescencia. Por el contrario,
cuando son complementarios al ADN molde, la estructura de horquilla se rompe, el
fluor6foro se separa del quencher y es capaz de emitir fluorescencia, ésta es

detectada por un lector de placas modelo ABI7900HT (Myakishev et al. 2001).

Este fendbmeno por el que cuando ambas moléculas se encuentran cerca se anula la
emisiéon de fluorescencia se conoce con el nombre de FRET (Transferencia de Energia por
Resonancia de Fluorescencia) también conocido como Transferencia Lineal de Energia y se
produce solamente cuando existe muy poca distancia entre dos estados de excitacion electrénica
de dos moléculas fluorescentes en la que la longitud de onda de emisién de una de ellas coincide

con la de excitacién de la otra. Fue descrito por primera vez por Theodor Forster en 1914.

En la Figura 13 se muestra un esquema de los diferentes pasos de la PCR
aleloespecifica competitiva que se utiliza en el sistema KASPar® de genotipado, poniendo como
ejemplo un SNP A/G. En primer lugar los dos cebadores directos (uno especifico para el alelo A
en 3"y otro para el alelo G también en 3") junto con el cebador comun reverso, sirven de molde
para sintetizar un producto de PCR que tendra la “cola” 1 o la “cola” 2 en el extremo 57; en el
caso de individuos heterocigotos, ambas colas estaran presentes. A continuacién, los cebadores
universales FRET (marcados con un fluor6foro) se unen, el marcado con el fluoréforo verde se

unira a la “cola” 1 (alelo A) y el rojo a la 2 (alelo G) y se sintetiza el fragmento, con la unién del
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cebador reverso y la sintesis a partir de éste, la conformaciéon de estos cebadores universales

cambia, se rompe la estructura en horquilla y el fluoréforo queda libre para emitir fluorescencia

roja, verde o ambas dependiendo de los fragmentos amplificados.

El resultado de este proceso es que uno de los homocigotos (el homocigoto normal por

ejemplo) emitird fluorescencia solamente en

homocigoto (en este caso el mutado) emitira solamente en la longitud de onda del color rojo,

mientras que los heterocigotos emitiran una mezcla de fluorescencia roja y verde (Myakishev et

la longitud de onda del color verde, el otro

al. 2001).
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Figura 13.- Esquema que muestra los diferentes
SNP A/G mediante el ensayo KASPar® (Myakishe
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Objetivos

A pesar de que la eficacia de los tratamientos farmacol6gicos en el TDAH estd demostrada
en ensayos clinicos, un numero significativo de pacientes abandona el tratamiento y hay una
enorme variabilidad en la tolerancia y aceptacion del mismo. Parte de esta variabilidad es debida
a factores genéticos, aunque también podria deberse a la existencia de diferentes subgrupos
dentro de la enfermedad, ya que los pacientes con TDAH forman un grupo muy heterogéneo en
cuanto a la presencia e intensidad de las manifestaciones clinicas, siendo ademas frecuente la
presencia de comorbilidades. Una dificultad afiadida en el tratamiento de esta enfermedad es
gue el diagndstico se basa en un examen de las caracteristicas clinicas y del historial familiar del
individuo, no existiendo ningln parametro fisico-quimico cuantificable que facilite y asegure dicho
diagnéstico. Tampoco se conoce ningln parametro clinico o prueba analitica que permita
predecir cudl va a ser la progresion del paciente a partir del momento del diagndstico, ni si va a

mostrar una buena o mala respuesta al tratamiento recibido.

Debido a la problematica existente para efectuar el diagnéstico y tratamiento 6ptimo de los
pacientes con TDAH, se decidi6 hacer uso de dos de las areas de la Medicina que mas han
crecido en los Ultimos tiempos, la Biologia molecular y la Farmacogenética, para realizar este

trabajo cuyo objetivo general fue:

Estudiar la asociacion entre polimorfismos genéticos tanto con la variabilidad en la
respuesta al tratamiento farmacol6gico del TDAH como con la heterogeneidad presente en
el trastorno. Todo ello con la intencion de desarrollar una herramienta de genotipado con
un alto grado de sensibilidad y especificidad para mejorar el diagnéstico y la terapéutica
del TDAH.

Para ello se establecieron los siguientes objetivos especificos:

1. Blsqueda e identificacion de polimorfismos genéticos (polimorfismos de cambio
de nucledtido (SNPs)), inserciones/deleciones y repeticiones en tandem de numero
variable (VNTRs)) que podrian estar asociados a TDAH, tanto en relacién con la respuesta
al tratamiento farmacologico, como al diagnéstico y a la evolucién del trastorno.

Se realiz6 una exhaustiva basqueda bibliografica tanto de la neurobiologia y de las bases
moleculares del TDAH como de las asociaciones genéticas descritas. En base a la informacion
obtenida y al objetivo establecido, se seleccionaron aquéllos polimorfismos que resultaron de

interés.

2. Reclutamiento de pacientes con TDAH y controles para la obtencién de muestras
destinadas al estudio de polimorfismos.

Se establecieron colaboraciones clinicas con psiquiatras infantiles dedicados al diagndstico
y tratamiento del TDAH en el ambito nacional. En colaboracion con ellos, se establecieron los

criterios de inclusion de pacientes y controles en el estudio. El objetivo para realizar el estudio de
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asociacion completo fue reclutar 400 muestras de saliva de pacientes de TDAH y 400 muestras
de ADN de controles sanos sin enfermedades psiquiétricas diagnosticadas que se obtuvieron de
bancos de ADN.

3. Desarrollo de un estudio piloto para estudiar la viabilidad del proyecto.

Este andlisis preliminar se plante6 como el disefio y desarrollo de un chip de genotipado por
su potencial aplicacion clinica. Se analizarian un ndmero de muestras suficientes de pacientes
con TDAH y los principales SNPs descritos en la literatura, para determinar si existian
asociaciones significativas entre genotipo y fenotipo, de una forma mas rapida, eficaz y

econdémica.

4. Desarrollo del estudio completo de asociaciéon genotipo-fenotipo y disefio de un
algoritmo prondstico del diagnostico de TDAH y su tratamiento.

Para el estudio completo de asociacién se seleccionaron las técnicas de alta capacidad de
genotipado Ensayo Golden Gate® y KASPar®, el kit PHARMAchip® v3.0, el analizador genético
capilar y los geles de agarosa tradicionales. Todo ello debido al gran nimero de nuevos
polimorfismos descritos, a la inclusién de inserciones/deleciones y VNTRs, a la necesidad de
genotipar el gen CYP2D6 para la prediccion de respuesta a atomoxetina y al nimero de

muestras a genotipar (399 TDAH vs 400 controles).

Se seleccionaron las herramientas estadisticas Optimas entre las disponibles en la
actualidad para analizar los resultados. El objetivo fue conjugar los datos clinicos de los
pacientes con la informacion genética obtenida por las diferentes técnicas de genotipado.
Posteriormente, se analizé si existian asociaciones estadisticamente significativas entre algdn
subgrupo con la intencién de poder desarrollar un modelo de regresion que fuera capaz de
clasificar adecuadamente a los pacientes para poder diagnosticarlos y elegir el tratamiento mas

adecuado en base a su perfil genético y caracteristicas clinicas.
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Sujetos, Materiales y Métodos

1. SUJETOS PARTICIPANTES

11. CENTROS COLABORADORES

Para desarrollar los estudios de asociacion entre los polimorfismos genéticos y las variables
clinicas que se propusieron fue imprescindible el establecimiento de una red de colaboradores
clinicos lo més amplia posible y con criterios uniformes de inclusiéon de pacientes en el estudio.
Se buscaron los posibles centros colaboradores en el 4rea de la Psiquiatria principalmente
Infanto-Juvenil, aunque también de poblacién adulta, tanto de centros publicos como privados,
repartidos por toda la geografia espafiola (Madrid, Barcelona, Navarra, Cadiz...). Todos ellos se
muestran en la Tabla 6 junto con la relacién de muestras aportadas por cada uno de ellos. Como
puede observarse el mayor nimero de muestras ha sido aportado principalmente por 7 centros
colaboradores. En la Tabla 6 también se muestran los bancos de ADN que aportaron las

muestras de controles definidos como sanos (Salamanca y Euskadi).

Tabla 6 .- Tabla resumen de los centros colaboradores, mostrandose el nimero de muestras
aportado por cada uno y el porcentaje sobre el total de muestras recogidas.

Centro Colaborador N° Muestras %
Hosp. Univ. Ramén y Cajal (Madrid) 75 16,5
Hosp. Clin. Univ. De Zaragoza 59 14,8
Clin. Univ. De Navarra 50 12,5
Instituto Pere Mata (Tarragona) 46 115
Hosp. Univ. Puerta del Mar de Cadiz 42 10,5
Fundacién Jimenez Diaz (Madrid) 39 9,8
Unidad Ambulatoria de Psiquiatria Badajoz 31 7,8
Hospital Sta Maria de Lleida 18 45
Unidad de Salud Mental Infantil Alicante 11 2,8
Hospital Universitario de Canarias 11 2,8
Clinica Avanza (Barcelona) 8 2
Hosp. De dia Inf-Juv de Salud Mental de
Pamplona 5 1,3
Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona 4 1
Total muestras pacientes TDAH 399 100

Centro Colaborador N° Muestras %
Banco de ADN de Euskadi (BIOEF) 200 50
Banco de ADN de Salamanca 200 50
Total muestras controles sanos 400 400
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1.2.

CRITERIOS DE INCLUSION

De forma conjunta con los investigadores participantes en el estudio, se establecieron los

criterios de inclusion que deberian cumplir tanto la poblacién de TDAH como la de controles

sanos sin enfermedades psiquiatricas.

1.2.1. PACIENTES CON TDAH

Los pacientes de TDAH para participar en el estudio debian cumplir los siguientes criterios

de inclusion:

1. Origen caucasico.

2. Diagnostico de TDAH realizado a partir de los 7 afios (existen indicios de que antes de
esta edad el TDAH puede ser confundido con otras patologias y el diagnéstico no seria
preciso).

3. Seguimiento clinico de al menos 2 afios para conocer el desarrollo de posibles
comorbilidades y determinar su evolucién.

4., Para el diagnodstico de TDAH y su seguimiento o evolucidon, se habran utilizado los
criterios definidos por el DSMIV-TR (2000), las escalas ADHDRS-IV (ADHD-Rating scale
IV) autoaplicada en el caso de adultos y la escala de diagnéstico CRS-R (Conners’
Rating Scales-Revised), para el diagnéstico de TDAH en nifios. Ver Anexo |.

5. Consentimiento informado de participacion en el estudio por escrito (firmado por el

donante y/o por su tutor legal). Ver Anexo Il.

1.2.2. CONTROLES SANOS

Los criterios de seleccion que se establecieron para las muestras consideradas como

controles sanos fueron los siguientes:

1)
2)
3)
4)

13.

Origen caucésico.

Sin antecedentes de enfermedades psiquiatricas o de abuso de drogas o de alcohol.
Mayoria de edad.

En una proporcion 3:1 de varones y mujeres respectivamente, para asemejar las
condiciones esperadas de las muestras de pacientes de TDAH.

MUESTRAS

1.3.1. TAMANO MUESTRAL

Para determinar el tamafio muestral necesario para la correcta consecucion del proyecto se

tuvo en cuenta el tipo de analisis estadistico que se llevaria a cabo con los resultados (regresién

logistica multivariante) y el numero de polimorfismos que podrian entrar a formar parte de los

modelos de regresion (algoritmo prondstico).
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Se estima que un modelo con 20 SNPs resulta significativo. Si cada SNP esta asociado a
dos variables (combinacion heterocigoto+thomocigoto normal vs homocigoto mutado y
combinacion heterocigoto+homocigoto mutado vs homocigoto normal), sumando un total de 40
variables (20SNPs x 2 variables/SNP). Teniendo en cuenta que el modelo de regresion logistica
precisa de al menos 15 sujetos por cada variable incluida, seria necesaria la inclusiéon de
aproximadamente 600 individuos balanceados entre los grupos que se quieran comparar (40
variables x 15 sujetos/variable). Esto significaria que, en teoria serian necesarios unos 300
individuos de cada grupo a comparar en todas las variables a analizar (300 pacientes con TDAH
y 300 controles, 300 pacientes con buena evolucién y 300 con mala evolucién, 300 pacientes con

presencia de comorbilidades y 300 con ausencia de comorbilidad...) .

A pesar de ello, debido a la dificultad de recolectar este tipo de muestras de pacientes de
TDAH bien caracterizadas, se establecio el objetivo minimo de reclutar una poblacién de 400
pacientes, para tener el mayor numero de muestras posibles en cada uno de los subgrupos de
las diferentes variables a analizar aunque no se llegara a ese numero ideal de 300 en cada
comparacion. Por tanto, para la variable de diagndstico, se incluyeron también 400 controles
sanos sin antecedentes de enfermedades psiquiatricas para que en el analisis de esta variable

ambos grupos estuvieran balanceados.

Para el estudio piloto, como el objetivo era analizar las posibles asociaciones individuales
para evaluar la continuidad del estudio, y no la elaboracién de modelos de regresion logistica, se
establecié que un numero de entre 250 y 270 muestras era suficiente (unos 130 individuos en

cada grupo a comparar).

1.3.2. CONSIDERACIONES ETICAS

En relacion a las consideraciones éticas, como en todo estudio cientifico realizado en
humanos, se han seguido las recomendaciones de las guias de Buena Practica Clinica en el
alcance en que haya sido aplicable. El estudio se ha llevado a cabo siguiendo la legislacién
vigente sobre investigaciones clinicas con productos sanitarios y de acuerdo con las normativas
éticas internacionales, siguiendo los principios de la Declaracion de Helsinki en su Ultima version.
Se ha elaborado la documentacion necesaria para la presentacion y posterior aprobacion del
proyecto por los Comités de Etica de los distintos centros colaboradores. Del mismo modo, se
han confeccionado los documentos de consentimiento informado para pacientes y/o tutores
legales (Anexo Il), cuadernos de recogida de datos (CRD) (Anexo I), protocolos de recoleccion y
conservaciéon de las muestras y protocolos de participacién en el proyecto para los pacientes
explicando claramente los requerimientos, riesgos y objetivos del mismo (Anexo Il), documentos
todos ellos imprescindibles para un estudio realizado con humanos y especialmente con nifios.

El estudio s6lo comenzd en cada centro colaborador tras haber obtenido por escrito la
autorizacion del Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) correspondiente. EI CEIC seria

informado si se introdujeran posibles cambios en el protocolo y aprobaria por escrito cualquier
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cambio o desviacién que pudiera aumentar las incomodidades hacia el sujeto y/o pudiera afectar
negativamente los derechos del paciente o la validez de la investigacion. Esta estipulacién no se
aplicé a aquellos cambios que se realizaran para reducir las molestias o evitar riesgos a los

sujetos y a los cambios que afectaran a los aspectos administrativos del ensayo.

Todos los pacientes fueron informados por los clinicos de las caracteristicas del estudio
verbalmente y por escrito mediante la HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE y se les solicito
que firmaran un CONSENTIMIENTO INFORMADO (CI) antes de iniciar el estudio (en el caso de
gue fueran menores de edad en el momento de recogida de la muestra, lo firmaron sus tutores

legales).

Respecto a la confidencialidad de los datos de los pacientes, cada investigador asegurd el
mantenimiento del anonimato de sus pacientes. Tanto en los CRD como en otros documentos los
pacientes son identificados por un cddigo de identificacidn. El investigador guarda un registro de
la inclusiébn de pacientes que muestre los cddigos y nombres y se mantienen en estricta
confidencialidad. Tienen acceso a los datos confidenciales de identificacion de los sujetos el
personal asignado al estudio, el monitor designado por el promotor y los representantes de las
autoridades sanitarias competentes. Las historias clinicas de los sujetos participantes, asi como
toda la documentacidon perteneciente al estudio que deba ser conservada en el archivo del
estudio por el investigador, seran custodiadas durante el periodo de tiempo establecido por la
legislaciéon local en un archivo bajo llave, reflejando cualquier traspaso o eliminacién de los
mismos. Este alamacenamiento sera custodiado por el investigador en cada uno de los centros

colaboradores participantes.

El tratamiento, la comunicacién y la cesion de datos de caracter personal de todos los
sujetos participantes se ajustan a lo dispuesto en la Ley de Proteccidon de Datos (Ley Organica
15/1999, de 13 de Diciembre) y el paciente puede ejercer el derecho de modificacién, oposicién y

cancelacion de datos cuando lo estime oportuno.

1.3.3. OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE PACIENTES DE TDAH

En relacion a la metodologia de recolecciéon de las muestras de pacientes de TDAH, se
decidié que se trataria de muestras de saliva, ya que se trata de un método no invasivo que
permite reducir los posibles problemas éticos que podrian surgir al tratarse de un estudio en

poblacion infanto-juvenil principalmente y facilitar la obtencién de las muestras.

El proceso de recolecciéon de muestras se desarrollé6 en una Unica visita en la que los
pacientes fueron evaluados en los Senvcios de Psiquiatria de los centros de investigacion que
participaron en este estudio. Cuando un paciente que acudia a una consulta rutinaria de
seguimiento de su trastorno y cumplia con los criterios de inclusidon del proyecto, el investigador

procedia a explicarle el proyecto, solicitarle su participacién en el mismoy requerirle la firma del
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Cl (el paciente o su tutor legal) (Anexo Il). A continuacion, el investigador procedié a pasarle el
Test ADHD Rating Scale version autoaplicada para el paciente mayor de edad o la version para
padres en el caso de nifios. El clinico procedié ademas a rellenar la escala de Impresidn clinica
Global (ICG) y a anotar los resultados y las caracteristicas clinicas requeridas en el CRD. Como
puede observarse en el Anexo |, si se disponia de datos de otras escalas utilizadas en el
momento del diagnodstico recogidas en la historia clinica, también fueron anotadas, si no se
disponia de esta informacion, se pidi6 al paciente/tutor legal que cumplimentara la misma escala
de forma retrospectiva. Finalmente se solicitaba al paciente una muestra de saliva que
almacenaba y, una vez a la semana, se enviaba junto con el resto de muestras recogidas, a

Progenika Biopharma S.A, donde se procedia a su analisis.

Se establecieron los saliveros Oragene® ADN/saliva cuya capacidad méxima es de unos 4
ml (en la Figura 14 se muestra uno de estos saliveros) como el medio 6ptimo para la recoleccién
de las muestras de saliva de los pacientes participantes en el estudio. La estabilidad de las
muestras una vez recolectadas y cerrado el salivero es de hasta 1 afio a temperatura ambiente

aungue en ningln caso se supero este tiempo de almacenamiento.

Figura 14.- Fotografia de un salivero Oragene® ADN/saliva cerrado y abierto como los que se
han utilizado para la recoleccidon de las muestras de pacientes de TDAH para el desarrollo de
este estudio de asociaciéon. En la tapa se observa una fina pelicula de plastico que se rompe al
cerrar el salivero, liberandose la solucién preservadora del ADN y comenzando el proceso de
extraccion.

En todo el estudio se recogieron un total de 399 muestras de pacientes de TDAH, estas
muestras se utilizaron en el estudio completo de asociacién. Su perfil en cuanto a sexo y subtipo

de TDAH se ajustaba a la prevalencia descrita en la bibliografia como se muestra en la Figura

15, por lo que se trata de una poblacién representativa de la poblacion general de pacientes de
TDAH. En esta figura se muestra ademas la distribucion de edades de las muestras
recolectadas. Las edades de los pacientes estan comprendidas entre los 4-47 afios (siendo la
mediana 13 afios). En primer lugar se plante6 un estudio en poblacién infanto-juvenil como se ha
descrito anteriormente, sin embargo, al contactar con psiquiatras que trataban a pacientes de
TDAH predominantemente adultos y como el material genético no cambia a lo largo de los afios,

se decidié incluir también en el estudio a aquellos pacientes adultos que estuvieran
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perfectamente caracterizados y que cumplieran los criterios de inclusién establecidos. A pesar de
gue 34 de los 399 pacientes no cumplian el criterio de inclusién de diagnoéstico realizado a partir
de los 7 afios, se solicito la revision de la inclusién de estos casos a los clinicos que habian
enviado las muestras, y éstos confirmaron su diagnéstico de TDAH y mostraron gran interés en
que fueran incluidas en el estudio. Una descripcibn mas detallada de estas muestras se
encuentra en el Anexo Ill parte A, donde se detalla el cédigo de cada muestra, la edad en el
momento de la recoleccién, el periodo de evolucion, el sexo, el subtipo de TDAH y el tratamiento

farmacol6gico actual.

Con las primeras 274 muestras de pacientes de TDAH recogidas se realiz6 el estudio piloto

de asociacion tal y como se describe en el apartado 4.

Sexo Subtipo TDAH
= INATENTOS
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= MUJERES " HIP-
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Figura 15.- Graficas descriptivas de las caracteristicas de sexo, edad y subtipo de TDAH para
las 399 muestras de pacientes de TDAH reclutadas. Se observa como las distribuciones de sexo
y subtipo de TDAH se ajustan perfectamente a los valores descritos en la bibliografia en relacion
a la prevalencia del TDAH: 80% varones (azul), 20% mujeres (rojo) y 69% subtipo combinado
(verde), 24% subtipo inatento (azul) y 7% subtipo hiperactivo-impulsivo (rojo) (Valdizan y
Izaguerri-Gracia 2009).
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1.3.4. OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE CONTROLES SANOS

Se establecio el objetivo de reclutar un total de 400 muestras de controles sanos sin
enfermedades psiquiatricas para que este grupo estuviera balanceado con el de pacientes de
TDAH. Estas muestras fueron recolectadas para la parte del estudio completo que pretende
analizar una posible asociacion entre los polimorfismos genéticos y el diagnéstico de TDAH.
Estas 400 muestras se obtuvieron de dos bancos de ADN diferentes (para aumentar la
variabilidad geogréfica del origen de estas muestras) y su origen fue el siguiente: 200 muestras
del banco de ADN de Salamanca y 200 muestras del banco de ADN de Euskadi (BIOEF). Ambos
centros nos facilitaron los datos de sexo y edad de cada una de las muestras, estos datos se
encuentran recogidos en el Anexo Il parte B. Todas las muestras de controles sanos fueron

proporcionadas en forma de ADN ya extraido, cumpliendo con todos los requerimientos legales.

Las muestras de controles sanos que se solicitaron cumplieron los requerimientos
especificados en el apartado 1.2.2. Uno de estos requerimientos fue que no poseyeran
antecedentes de enfermedades psiquiatricas, este hecho fue corroborado por los centros
colaboradores, pero en ningun caso se utilizaron escalas diagnosticas para descartar este tipo de
trastornos. Por ello, se asume que, a pesar de ser controles tedricamente sanos, podria suceder
que, en una probabilidad muy baja, se haya incluido a algin individuo con alguna enfermedad

psiquiatrica no diagnosticada, incluso con TDAH.

1.3.5. EXTRACCION DEL ADN

El ADN genomico de las muestras de pacientes de TDAH se extrajo a partir de las muestras
de saliva recolectadas, siguiendo el protocolo de extraccién que proporciona el proveedor de
saliveros Oragene® ADN/saliva (ADN Genotek).

Este método consiste en lisar las células y precipitar el ADN. El proceso comienza en cuanto
el salivero se cierra, ya que se libera una solucién (Oragene DNA solution®) gue comienza la lisis
celular y al mismo tiempo preserva el ADN que se libera. Cuando se recibe el salivero con la
muestra, tras agitarlo por inversion durante unos segundos (para asegurar que saliva y solucién
se mezclan adecuadamente), se separa una alicuota de 500 pl para purificar y extraer el ADN. La
saliva restante puede ser almacenada indefinidamente entre -15 y -20°C y puede sufrir multiples
ciclos de congelacion y descongelacion sin sufrir deterioro. La alicuota de 500 pl se incuba a
50°C durante una hora en el termobloque para continuar la lisis celular, se afiade la solucion
Oragene ADN Purifier® y se incuba en hielo unos 10 minutos; después se centrifuga para
eliminar las impurezas y se precipita el ADN con etanol previo a una nueva centrifugacion. A
continuacion, se retira completamente el etanol, ya que si quedan residuos, éste puede interferir
con la reaccion de PCR vy dificultar la amplificacién, y se resuspende el ADN en agua miliQ
autoclavada. Finalmente, se cuantifica la cantidad de ADN obtenida y se comprueba que la
pureza sea la adecuada, mediante las relaciones de absorbancia 230/260 (debe ser mayor de 1)
y 260/280 (debe situarse entre 1,8 y 2).
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1.3.6. ELABORACION BASE DE DATOS CLINICOS

Se elabor6é una base de datos clinicos electrénica con toda la informacién recogida en los
CRDs. A partir de esta base de datos posteriormente se seleccionaron los datos
correspondientes a las variables de estudio y se conjugaron con los resultados obtenidos del
genotipado de las muestras para realizar el andlisis estadistico de forma conjunta. En el caso del
estudio piloto, con los resultados del chip de genotipado y en el estudio completo, con los
resultados de los cuatro métodos utilizados, ensayo GoldenGate®, ensayo KASPar®,
PHARMAchip® y kit de reordenamientos.

En el Anexo | se muestra un CRD de los empleados en este estudio, en él puede observarse

la informacion que recopila:

1. Investigador que incluye al paciente en el estudio.

2. Fecha de nacimiento y sexo.

3. Acerca del diagnostico: fecha del diagnéstico, subtipo de TDAH, puntuacidn obtenida en
los test diagndsticos y puntuacién obtenida en la Escala de Impresién Clinica Global (ICG), en el
caso de que se posean estos datos en el momento del diagnéstico.

4. Presencia de antecedentes asociados a TDAH del tipo: familiares (maltrato, disgregacion
familiar...), sociales (abuso de sustancias, exclusion social...), escolares (fracaso, expulsion...) u
otro tipo de antecedentes.

5. Nimero y caracteristicas de los tratamientos recibidos desde el momento del
diagndstico.

6. Puntuaciones obtenidas en el Test ADHD Rating-Scale-IV-version del padre o en la
version autoaplicada, asi como la puntuacion obtenida en la Escala de Impresion Clinica Global
en el momento de recoleccién de la muestra y de entrada de participacion en el proyectoy en el
momento del diagnostico.

7. Presenciay tipo de comorbilidades

8. Cualquier otra informacion que el clinico considere relevante sobre el estado o el
ambiente del paciente y que pudiera resultar relevante para el andlisis de los resultados del
estudio (por ejemplo si hay sospecha de abandono de tratamiento o si el clinico considera que
presenta una buena evolucién a pesar de la puntuacion de los padres, si se presentaron

determinados efectos secundarios, coeficiente intelectual...).

Se revisaron todos los CRDs recogidos mediante monitorizaciones periddicas realizadas a
los distintos centros colaboradores durante el periodo de recogida de muestras y se comprobd
que los pacientes cumplieran criterios de inclusién y que se hubieran rellenado todos los campos.
En el caso de que existieran valores perdidos, se contacté con cada uno de los clinicos para

intentar completar dichos valores.
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2. MATERIALES UTILIZADOS

En este apartado se detalla el conjunto de reactivos, materiales, equipo de laboratorio,
programas informéticos y paginas web que han sido utilizados en el desarrollo de este trabajo.
Se muestran todos ellos en las Tablas 7-11. Ademas de todo esto, para el desarrollo del chip de
genotipado en el estudio piloto se ha utilizado la coleccién de ADNs de la poblacién general

propiedad de Progenika Biopharma S.A.

Tabla 7.- Tabla que recoge todos los reactivos que se han utilizado en el desarrollo de este
trabajo. En la columna de la derecha se muestra la empresa que comercializa cada uno de los
reactivos descritos.

Reactivo Casa comercial
Buffer de carga 10X BlueJuice™ Gel Loading Buffer | Invitrogen Life Technologies (EE.UU.)
1 Kb DNA Ladder Invitrogen Life Technologies (EE.UU.)
5X Tdt buffer Roche Diagnostics S.L. (Espafia)
ABI PRISM® Primer Pairs (FAM, NED, PET y VIC) Applied Biosystem® (EE.UU.)
Agarosa Low EEO de uso rutinario Sigma Aldrich® (EE.UU.)
Agua libre de nucleasas Qiagen (Alemania)
Biotina-11-ddUTP NEN Life Science Inc (EE.UU.)
Bromuro de etidio 10 mg/ml Invitrogen Life Technologies (EE.UU.)
ChipHybe Ventana Medical Systems Inc (EE.UU.)
Cloruro de cobalto (CoCly) Roche Diagnostics S.L. (Espafia)
Dimetilsulféxido (DMSO >99%) Sigma Aldrich® (EE.UU.)
DNA polimerasa Amplitag® Gold Applied Biosystem® (EE.UU.)
DNAsa (1U/ul) Promega Biotech Ibérica (Espafia)
dNTP Mix Applied Biosystem® (EE.UU.)
Dodecilsulfato s6dico (SDS 10%) Invitrogen Life Technologies (EE.UU.)
EDTA20mM Invitrogen Life Technologies (EE.UU.)
Etanol (>99.5%) Sigma Aldrich® (EE.UU.)
Fluoréforo Cy3 Amersham Biosciences (U.K.)
Formamida deionizada (HiDi®Formamide) Applied Biosystem® (EE.UU.)
Fosfatasa alcalina (1U/ul) Roche Diagnostics S.L. (Espafia)
GeneAmp 10X PCR Buffer Il Applied Biosystem® (EE.UU))
GenomiPhi V2 Amplification Kit GE Healthcare (U.K\)
Kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing® Applied Biosystem® (EE.UU.)
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Reactivo Casa comercial
Marcador de peso molecular GeneScan 500 ROX Applied Biosystem® (EE.UU.)
Cloruro de Magnesio (MgClz) 25 mM Applied Biosystem® (EE.UU.)
Oligonucledtidos Invitrogen Life Technologies (EE.UU.)
Pharrnachip® v3.0 kit Progenika Biophama S.A. (Espafia)
QIAGEN Multiplex PCR Kit Qiagen® (Alemania)
Reactivos hibridacion Ventana Medical Systems Inc (EE.UU.)
Seroalbimina bovina (BSA, liofilizado >96%) Sigma Aldrich® (EE.UU.)
Tampon TAE (Tris-acetato-EDTA) Sigma Aldrich® (EE.UU.)
Transferasa terminal (Tdt) (400U/ul) Roche Diagnostics S.L. (Espafia)

Tabla 8.- Tabla que recoge todos los materiales de laboratorio que se han utilizado en el
desarrollo de este trabajo. En la columna de la derecha se muestra la empresa que comercializa
cada uno de los materiales descritos.

Material Casa comercial
Microamp® TM Optical film compression pack Applied Biosystem® (EE.UU.)
Placas 384 pocillos modelo microtiter NUNC® Thermo Fisher Scientific Inc. (EE.UU.)

Placas 96 pocillos para termociclador: Microamp®

. . ®
Optical 96 well reaction plates Applied Biosystem * (EE.UU )

Puntas con filtro (NEPTUNE);BT10, BT20, BT100 y

BT1000 Continental Lab Products (EE.UU.)

Puntas sin filtro; Finntip 10, Finntip 200 y Finntip 1000 | Labsystems S.A. (Argentina)

Saliveros Oragene ® ADN/saliva DNA Genotek (Canada)

Tubos 1,5ml libres de PCR: MicroTest Tubes 3810x | Eppendorfibérica (Espafia)
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Tabla 9.- Tabla que recoge todos los equipos que se han utilizado en el desarrollo de este
trabajo, en la columna de la derecha se muestra la empresa que comercializa cada uno de los

equipos descritos.

Equipo

Casa comercial

ABI PRISM 3130xl Genetic Analyzer

Applied Biosystem® (EE.UU.)

Balanza de laboratorio, PCE-LSM 2000

PCE group Ibérica S.L. (Espafia)

Centrifuga de placas, Centrifugue 5804

Eppendorfibérica (Espafia)

Cubeta de electroforesis, Sistema MultiCaster Aqua
Gel

EmbiTec (EE.UU.)

Escéaner fluorescente confocal modelo InnoScan® 700

Innopsis (Francia)

Estacion automatica de hibridacion Ventana
Discovery

Ventana Medical Systems Inc. (EE.UU.)

Fluorimetro, Qubit™ Fluorometer

Invitrogen Life Technologies (EE.UU.)

Fuente de alimentacién de electroforesis RunOne

EmbiTec (EE.UU.)

Microcentrifuga no refrigerada, Biofuge pico

Heraeus (Alemania)

Robot MicroGrid 610 BioRaobotics

Genomic Solutions Ltd (U.K.)

Robots Modelos Nanoprint 210 y 60

Arrayit (EE.UU.)

Nanodrop 1000 Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific Inc. (EE.UU.)

Pipetas P-1000, P-200, P-20, P-10

Gilson, Inc (EE.UU.)

Termociclador Gene Amp PCR System 9700

Applied Biosystem® (EE.UU.)

Transiluminador High performance UV

UVP® (EE.UU.)

Vortex modelo 2x3

Velp Scientifica srl (ltalia)

Tabla 10.- Tabla que recoge todos los programas informaticos que se han utilizado en el
desarrollo de este trabajo. En la columna de la derecha se muestra la empresa que comercializa

cada uno de los programas descritos.

Programa

Casa comercial

GencCall

lllumina (EE.UU.)

HelixTree v.4.4.2.

Golden Helix, Inc. (EE.UU.)

MAPIX

Innopsis (Francia)

OligoDesigner®

lllumina (EE.UU.)

Peak Scanner Software v1.0

Applied Biosystem® (EE.UU.)

SNPviewer software (version 1.93)

Kbiosciences (UK)

Software PHARMAchip v.3

Progenika Biophama S.A. (Espafia)

SPSSv11.0

SPSS Inc. (EE.UU.)
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Tabla 11.- Tabla que recoge las direcciones de las principales paginas web que se han utilizado
en el desarrollo de este trabajo. En la columna de la derecha se muestra el nombre del sitio de
internet al que hacen referencia dichas direcciones.

Nombre del sitio Direccién

Biocarta http://biocarta.com

The restriction enzyme http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html

database
GeneCards http:/bioinfo.weizmann.ac.il/cards -bin/
SNPs 3D http:/iww.snps3d.org/

SNPper (Chip Bioinformatics

Tools) http://lsnpper.chip.org/biolsnpper-enter-gene

Genetic Association Database | http://geneticassociationdb.nih.gov/icgi-bin/index.cgi

CNIO Bioinformatics Unit http://bioinfo.cnio.es/SNP/

FastSNP Search http://fastsnp.ibms.sinica.edu.tw/pages/input_CandidateGeneSearch.jsp

BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool) http://130.14.29.110/BLAST/

Gene Entrez NCBI http://www.ncbi.nim.nih.govientrez

Human Gene Mutation http:/iwww.hgmd.cf.ac.uk

Database

Vademecum http://lwww.vademecum.es
CYP2D6 alleles http://www.imm kise/cypalleles
lllumina http:/Awww.illumina.com/
Kbiosciences http://www.kbioscience.co.uk/

US National Library of

Medicine http://Awww.ncbi.nim.nih.gov/pubmed

HapMap Project http://www.hapmap.org

Primer Picker (Kbiosciences) | http://www.kbioscience.co.uk/software/lims/lims_help/pp.ui.dialog.htm

Primer3 v0.4.0. Whitehead
Institute for Biomedical http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
Research, EE.UU

UCSC Genome Bioinformatics

Site http://genome.ucsc.edu/

OMIM (Online Mendelian

Inheritance in Man) http://www.ncbi.nim.nih.goviomim

Reverse Complementary http://www.bioinformatics.orglsms/rev_comp.himl
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3.

TIPO DE ESTUDIO

Este trabajo presenta un estudio descriptivo, observacional, de corte transwversal, cuyo

objetivo final es el de poder apoyar el diagnéstico de TDAH, predecir la evolucion y la respuesta

a tratamiento farmacoldgico en pacientes diagnosticados de novo como TDAH, mediante un

analisis de asociacidon entre genotipo y fenotipo. Para tal fin se plante6 un estudio clinico

multicéntrico en poblacién principalmente infanto-juvenil de origen espafiol (poblacion caucasica).

Debido a la problematica existente actualmente en relacién al diagndstico, tratamiento y

evolucion de los pacientes de TDAH, como se han descrito en el apartado de introduccion, se

plantearon las siguientes preguntas:

1)

2)

3)

4)

¢Existe una asociacion entre ciertos polimorfismos genéticos y un mayor riesgo de
padecer TDAH?

¢ Existe una asociacion entre ciertos polimorfismos genéticos y determinados fenotipos

asociados a TDAH que influyen en la diferente evolucion de los pacientes?

¢(EXxiste una asociacion entre ciertos polimorfismos genéticos y la respuesta al

tratamiento farmacologico que se aplica actualmente en el TDAH?

¢ Se podria utilizar estas asociaciones genéticas junto con las caracteristicas clinicas
para elaborar un modelo de regresidon que sea capaz de clasificar adecuadamente a los
pacientes para poder confirmar el diagndstico y tratarles de forma personalizada? ¢Se

podria desarrollar una herramienta de genotipado para ello?

Para responder a estas preguntas de la forma mas eficaz posible, se organizaron dos tipos

de estudios de asociacion:

a)

Un primer estudio piloto mediante el que se pretendia sondear de una forma
economica la viabilidad del estudio completo. Este analisis preliminar se planteé como el
desarrollo de un chip de genotipado en el que se incluirian los SNPs que se
consideraran necesarios tras una bulsqueda bibliografica y se analizarian un nimero de
muestras suficientes de pacientes de TDAH para determinar si existian asociaciones
significativas entre ciertos SNPs identificados en la bibliografia y determinados fenotipos
asociados a TDAH que influyen en la diferente evolucion de los pacientes (buena/mala
evolucién, presencia/ausencia de comorbilidades, subtipo TDAH...). Estos SNPs
podrian aplicarse como predictores del prondéstico del trastorno. El desarrollo del chip de
genotipado se realizaria de forma paralela a la recoleccién de muestras con ADNs de la

poblacién general (Progenika Biopharma S.A.) y cuando se obtuviera el nimero

113



Sujetos, Materiales y Métodos

114

suficiente se realizaria el estudio de asociacién propiamente dicho. El periodo de tiempo
aproximado para este estudio fue de 2 afios desde que se inici6 la busqueda
bibliografica hasta obtener los resultados de asociacion. De esta forma, ademas de los
resultados obtenidos, se disponia de una potencial herramienta de genotipado de

aplicacion comercial en el area del TDAH.

b) Posteriormente, ya que resultados de asociacién positivos del estudio piloto asi lo

recomendaron, se inicid el que se denominara estudio completo con disefio caso-

control. Durante el periodo de la recoleccion de la totalidad de las muestras de pacientes
de TDAH y elaboracion del estudio piloto, surgieron un gran niumero de publicaciones de

nuevas asociaciones genéticas con el TDAH y con la respuesta a tratamiento

farmacoldgico, ya que como se muestra en la Figura 16, el crecimiento de publicaciones
en este campo es exponencial. Por ello, se realizé una actualizacion bibliografica y se
incluyeron nuevos SNPs y genes de interés. Se decidié también incluir muestras de
controles sanos sin enfermedades psiquiatricas conocidas con la intencion de dar a la
herramienta una posible aplicacion diagnoéstica ademas de prondstica. Debido al gran
nimero de SNPs descritos en este periodo de tiempo y al aumento en el nimero de
muestras a genotipar fue necesario recurrir a las herramientas de alta capacidad de
genotipado descritas en el apartado de Introduccién (GoldenGate® y Ensayo KASPar®).
Del mismo modo, la relevancia de la inclusion de inserciones/deleciones y VNTRs hizo
necesaria la puesta a punto de un método de genotipado de este tipo de polimorfismos.
Finalmente, se consider6 de gran relevancia el genotipado del gen CYP2D6 para la
prediccién de respuesta a atomoxetina y se seleccioné el kit PHARMAchip® V3.0 para
ello. Finalmente, se realizé el andlisis de regresion logistica multivariante con todas las

variables seleccionadas.
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Figura 16.- Gréfica de barras que muestra las salidas que se obtienen en PubMed con la palabra
“ADHD” (siglas en inglés equivalentes a TDAH) en los diferentes periodos de tiempo que se
detallan. Se observa como el numero de publicaciones sobre el trastorno ha crecido
exponencialmente en los Ultimos afios. Los datos graficados corresponden a los resultados de
basquedas hasta Septiembre de 2010.

A continuacion, en la Figura 17, se muestra un esquema general de los pasos seguidos en
el desarrollo de este trabajo. En este esquema se detallan las dos partes de las que se compone
el estudio (estudio piloto y estudio completo), el nimero de muestras y polimorfismos incluidos,
asi como los objetivos y las técnicas empleadas en cada una de ellas. Es importante sefalar que
aunque se trata de un estudio de corte transversal, no retrospectivo, si se han recopilado datos
de los pacientes con TDAH de sus historias clinicas de forma retrospectiva en los casos en los

que ha sido posible.
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éAsociaciones significativas con n=274 TDAH
fenotipos TDAH? _J Evaluar: e 84 SNPs, 26 genes
éContinuar con el estudio? Fase I.- Desarrollo chip genotipado
! ! __Fase ll.- Estudio preliminar de asociacion
[ h=399 TDAH

Preguntas: -diagndstico
-respuestaa MTF y ATX
-fenotipos asociados a TDAH

n=400 controles
Evaluar: ¢ 216 SNPs, mas de 100 genes
e 4 reordenamientos, 3 genes

G e CYP2D6

SNPs SNPs reordenamientos CYP2D6
= l

G Incluir variables clinicas

SNPs que no se
pueden
genotipar

Figura 17.- Esquema explicativo del estudio que se va a llevar a cabo en este trabajo. Se muestran las dos partes de las que se compone el estudio y los
objetivos de cada una de ellas, denominados estudio piloto y estudio completo de asociacion. Del mismo modo, se muestran todas las técnicas utilizadas
para el genotipado de los distintos polimorfismos: chip de ADN, tecnologias GoldenGate® y KASPar®, kit de deteccion de reordenamientos gendmicos y
VNTRs y PHARMAchip®.
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4. ESTUDIO PILOTO

FASE 1: DISENO Y DESARROLLO DEL CHIP DE GENOTIPADO

4.1. BUSQUEDAEN LA LITERATURA DE LOS SNPs

Para establecer los polimorfismos de cambio de nucleétido que eran interesantes incluir en
el estudio piloto debido a su asociacion con la enfermedad o con los diferentes fenotipos clinicos
de interés, se realiz6 una exhaustiva busqueda bibliografica relacionada con la genética del
TDAH a través de PubMed, en el sitio web del National Center for Biotechnology Information
(NCBI), que contiene todas las referencias bibliograficas publicadas en revistas del &mbito de la

biomedicina y depositadas en la US National Library of Medicine.

Posteriormente se valord la relevancia de los mas de 500 articulos encontrados, analizando
aspectos como el nimero de pacientes de los estudios, la novedad de los SNPs analizados, el
origen étnico de los pacientes, la calidad de la revista, los resultados obtenidos, o la fiabilidad de
los métodos empleados. Los articulos mas relevantes se descargaron de revistas especializadas
como Nature, Nature Genetics, American Jorunal of Medical Genetics, Biological Psychiatry,
Molecular Psychiatry, Journal of Clinical Psychiatry, Basic and Clinical Pharmacology and

Toxicology, entre otras.

Se consideraron Unicamente aquéllos SNPs cuyas frecuencias alélicas habian sido
previamente validadas y que fueran superiores al 10% (alelo menor) en la poblacién de origen
caucésico preferentemente. Se seleccionaron 84 SNPs como los méas relevantes para formar
parte del estudio piloto pertenecientes a 26 genes; todos ellos se muestran agrupados por los
genes en los que se localizan, en la Tabla 12. Como se puede apreciar en esta tabla, la mayor
parte de los genes seleccionados pertenecen a las vias de sefalizacién tradicionalmente
implicadas en el TDAH, la via dopaminérgica, noradrenérgica y serotoninérgica, ademas de
algunos genes implicados en el metabolismo y la formacion de vesiculas sinapticas

principalmente.

Tras la seleccién de los SNPs de interés se procedié a buscar la secuencia exacta de cada
polimorfismo, si se generaban cambios aminoacidicos o nuevos sitios de restriccion y la
localizacion cromosdmica exacta de cada polimorfismo. Esto se realiz6 mediante un analisis
exhaustivo tanto de articulos especializados como de bases de datos electronicas (ver

direcciones en el apartado de paginas web).
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Tabla 12.- Tabla que muestra los 84 SNPs asociados a 26 genes que fueron incluidos en el chip
de genotipado por haber mostrado asociaciones estadisticamente significativas con alguno de los
fenotipos analizados. En la tabla se indica tanto el codigo rs del SNP como el gen al que
pertenece.

Gen Codigo rs Gen Codigo rs
ADRA2 A rs1800544 rs2227842
rs553668 rs2227843
rs1042720 DRD5 12227845
rs1042713 1s2227847
ADRE? rs1042714 rs2227850
rs1042717 FADS? rs174611
rs1042718 rs498793
rs1042719 GRIN2A rs8049651
AR rs6152 rs2268115
ARRB? rs7208257 GRIN2B rs2284407
rs1045280 rs2284411
BDNF rs6265 rs2300256
rs1044393 HTR1B rs6296
rs1044394 rs6311
rs1044396 HTR2A rs6313
CHRNAA rs1044397 rs6314
rs2229959 MAOA rs6323
rs2229960 NGF rs6330
rs2273505 PNMT rs7946
rs2273506 rs897453
rs806370 rs5569
rs4707436 SLC6AZ2 5998424
CNR1 rs806368 rs3785157
rs806369 rs2228673
rs806371 SLCEA rs28914828
rs806372 rs6354
ComT rs4680 rs1042173
rs1042098 rs362567
rs11564774 rs363020
rs2032893 SNAP25 rs3746544
1$2269272 rs3787283
DAT1 rs2652511 rs6077690
rs27072 rs363006
rs3776581 rs17855914
rs3863145 SYP rs2293945
rs40184 rs3817678
rs6347 rs5906754
DBH rs1611115 rs1386493
rs2519152 rs1843809
TPH2
DDC rs11765748 rs4565946
rs17133878 rs4570625
DRD5 rs16888561 rs1386497

118



Sujetos, Materiales y Métodos

Se planted elaborar un ADN chip 6 chip de genotipado que fuera capaz de genotipar todos
los SNPs seleccionados en una Unica reaccion de hibridacién. Para su desarrollo se siguieron los
pasos que se describen a continuacién, basandonos en otros desarrollos de chips de genotipado

previos (Tejedor et al. 2005).

4.2. DISENO DE CEBADORES ESPECIFICOS

Se disefiaron cebadores especificos para amplificar los fragmentos de los genes que los
contenian. Para conseguir que las condiciones de amplificacion de cada fragmento fueran lo mas
homogéneas posibles y que la reaccion de amplificacion (PCR) fuera éptima, se disefiaron
cuidadosamente las parejas de cebadores con la ayuda del programa Primer 3 v.0.4.0 de uso
publico a través de internet. Este software permite seleccionar la region de interés a amplificar y
a partir de ello, restringir ciertos parametros como el tamafio de amplicon. Siempre que es
posible, segun las caracteristicas de cada secuencia, ofrece como resultado varias parejas de
cebadores validas. En la Figura 18 se muestra una salida de este programa para una region del
gen DRD4, como ejemplo de la informacién que ofrece. Posteriormente, los cebadores fueron

sintetizados por Invitrogen Life Technologies.

Al disefiar estos cebadores se tuvo en cuenta la proximidad de algunos SNPs dentro de un
mismo gen para su amplificacién conjunta y de esa manera disminuir el nimero de reacciones de
amplificacién y el nimero de fragmentos a incluir en las PCRs multiplex. Ademéas se prest6
especial atencién a que todos los fragmentos resultantes tuvieran un tamafio similar para que
ningun fragmento se viera favorecido/dificultado en la reaccion de PCR multiplex. Del mismo
modo se intenté que estos fragmentos se diferenciaran entre ellos en unas pocas bases para
poder detectarlos en el analizador genético capilar y poder conocer el rendimiento de la PCR sin
necesidad de hibridar la muestra a modo de control interno para las PCRs. Del mismo modo, se
seleccionaron aquéllas parejas de cebadores que no tuvieran mucho contenido en GCs. Se
analiz6 si existia la posibilidad de que formaran dimeros de primers asi como si su temperatura

Optima de hibridacion era similar a la del resto de cebadores y a las condiciones de amplificacion.
Finalmente, al disefiar la secuencia del cebador, se le afiadi6 una secuencia

complementaria a un cebador comin (uno comun directo y uno reverso) en el extremo 5 para

facilitar la amplificacién en la reaccion de P CR multiplex.
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Primer3 Output

1o mispriming library specified
Ising l-based sequence positions

DLIGO start len tm gcg an 3' =seg
LEFT PRIMER 254 i8 60.41 66.87 3.00 0.00 CAGACTCCACCGCAGALCC
RIGHT PRIMER 481 20 60.73 50.00 6.00 0.00 GIGATGIGCACCACGARGLR

SEQUENICE S5IZE: 737
[NCLUDED REGIOCN SIZE: 737

, PAIR ANY CCHMPL: 3.00, PAIR 3' CCMPL: 0.00

PRODUCT SIZE: 228
r, len)*: 296,93

TARRGETS (startc

1 CGGECCCIGECCCECCTITCCCCCACGCCACCCGOGCCCCECCTCCCCCAGGRACCCCTIGCGE
61 CCCCGRCTGTGCGCCCCCCGCGCCCGGCCTTCCCCGGGGTCCCTGOGGCCCCGRCTGTGO
121 GCCCGCCECECCCAGCCTCCCCCAGEGACCCCTGCEGECCCCEGACTGTGCGCCCCCCGCGECC
181 CGEGCCICCCCCCGEGACCCCTIGOEECTICCARCTGTIGCICCCCCCGACGCCEGTCAGRGCCGET

241 CGCGCTCCCRCCCCAGRACTCCRACCGCAGRACCCGCAGGAGGCGGCGTGCCARGRATCACCGGE
FEEEFFFIFFFFIFFEFF 0 mmae

301 CCGGEAGCGCAAGGCCATGAGGGETCCTGCCEGETGETIGETCGGTGEETITCCTGTCCTIGAGS

e e R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

421 TCICGGCGCCCCCAGGGGCCITCCIGCIGIGCTIGGACGCCCITCITCGIGGTGCACATCR
CLLL L L L

481 CGCAGGCGCIGIGICCIGCCIGCICCGIGCCCCCGCGGCTGGTCAGCGCCGTCACCTGEE
<

541 TGGGCTACGICARACAGCGCCCTICAACCCCGTCATICTACACTGTICTITCAACGCCGAGTTCC
601 GCARACGICITCCGCAAGGCCCIGCGIGCCIGCIGCIGAGCCGGGCACCCCCGGACGCCCC
661 CCGGCCIGATGGCCAGGCCICAGGGACCAAGGAGATGEGGAGGGCGCTITTIGTACGTTAR
721 TTRRACRRATTCCTTCC

EEYS (in order of precedence):
FmEEEE Targert

>>>>>> left primer

“<<<<<< right primer

ADDITICHNAL OCLIGOS

start len tm gck an 3' seqg
1 LEFT PRIMER 253 is 60.41 &66.87 3.00 1.00 CCAGRCTCCRCCGCRGRC
RIGHT PRIMER 481 20 60.73 50.00 6.00 0.00 GTGATGTGCACCACGAAGHI

PRODUCT SIZE: 229, PRIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

LEFT PRIMER 254 isg 60.41 B66.67 3.00 0.00 CAGACTCCACCGCARGACC
RIGHT PRIMER 480 20 60.87 50.00 6.00 0.00 TGATGIGCACCACGAAGIL
PRCODUCT SIZE: 227, PRIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' CCHMPL: 1.00

[N

Figura 18.- Imagen del resultado que ofrece el programa Primer3 v.0.4.0 de uso publico a través
de internet para el disefio de cebadores en una regién determinada del gen DRD4. Se observa
gue ofrece como resultado varias parejas posibles de cebadores asi como sus caracteristicas de
temperaturas 6ptimas de hibridacién, contenido en GCs, longitud y tamafio del fragmento que se
amplifica.

4.3. OPTIMIZACION DE LAS PCRs INDIVIDUALES

En primer lugar se realiz6 una PCR individual para cada pareja de cebadores disefiada para
los SNPs del Chip de genotipado, con la coleccién de ADNs de la poblacién general (Progenika
Biopharma S.A.) para comprobar que amplificaban correctamente. Esto se verifico corriendo el
producto de la PCR en un gel de agarosa al 2% en tampo6n TAE (Tris-acetato-EDTA) tefiido con

bromuro de etidio como se ha descrito anteriormente. Todas las reacciones se realizaron por
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duplicado y con un control negativo en el que en vez de ADN se afiadié agua para descartar
posibles contaminaciones de los cebadores. Si no se produjo amplificacién para algun SNP se
disefidé una nueva pareja de cebadores para ese polimorfismo, abarcando una region diferente y

cambiando las caracteristicas de los cebadores hasta que se consiguié una éptima amplificacion.

Para las PCRs individuales se han utilizado los siguientes reactivos, DNA polimerasa
Amplitaq® Gold, GeneAmp 10X PCR Buffer Il, MgCI2 25 mM y dNTP Mix. El marcador de peso
molecular utilizado en los geles de agarosa fue 1 Kb DNA Ladder. La reaccidon de amplificacién

se llevd a cabo en un termociclador Gene Amp PCR System 9700.

4.4. CONFIRMACION POR SECUENCIACION

El andlisis méas detallado de la estructura del ADN y lo que nos confirmara que el fragmento
gue estamos amplificando es el de nuestro interés, se realiza mediante secuenciacion y consiste
en descifrar la secuencia exacta de nucleétidos de ese fragmento de ADN. El primer método de
secuenciacién rapido fue el de terminacion de la cadena utilizando dideoxinucleétidos trifosfato
(ddNTPs), desarrollado por Frederick Sanger (Sanger 1975). A lo largo del tiempo se han
desarrollado diferentes métodos para obtener la secuencia de nucleétidos del ADN, marcando el
cebador o el terminador con radiactividad o con fluorescencia, desarrollandose métodos de

secuenciacién automatica e incluso estrategias de secuenciacién a gran escala.

En las reacciones de secuenciacion que se describen en este trabajo se ha utilizado el
método de secuenciacién por terminador fluorescente de forma automatizada que es el método
mas ampliamente utilizado en la actualidad. En este método se utilizan ddNTPs que terminan la
cadena marcados con fluorocromos, utilizandose un fluorocromo de distinto color para cada una
de las cuatro bases del ADN en la reaccion de PCR. Cuando se incorpora uno de estos ddNTPs
se detiene la elongacion y queda marcada la Ultima base que se ha incorporado. Se ha utilizado
el kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing® gue contiene la polimerasa, MgCl,, dNTPs
normales, ddNTPs marcados y un tampén adecuado para la reaccién. Se obtienen fragmentos
de distinto tamafio, con su Ultima base marcada con fluorescencia a diferentes longitudes de
onda segun la base de la que se trate. El mismo analizador genético capilar (ABI PRISM 3130xI
Genetic Analyzer) que sirve para realizar el analisis de fragmentos se puede utilizar también para
secuenciar, cambiando simplemente el polimero a través del cual se va a realizar la
electroforesis (hay polimeros que admiten ambos tipos de analisis). Se lleva a cabo la separacion
del ADN basada en el tamafio (por electroforesis capilar) y al mismo tiempo se detecta y registra
la coloracion fluorescente, dando los resultados en forma de cromatogramas donde se registran
los picos de fluorescencia (los fragmentos de menor tamafio que ya han sido detectados se dejan
escapar del gel). En la Figura 19 se describen todos los pasos que se dan en la secuenciacion

por terminador fluorescente de la cadena de forma automatizada y que se acaban de describir.
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Las condiciones y protocolo para la secuenciaciéon fueron las recomendadas por Applied
. ® . .

Biosystems ™. Una vez obtenida la secuencia exacta de cada fragmento se compara con la

secuencia tedrica esperada mediante la herramienta de uso publico a través de internet BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI. Ambas secuencias deben coincidir.

ddTTP dJATP dCTP ddGTP

JILE — X

T +T2 4T3 +T4
Desnaturalizacion para separar
Las hebras de ADN

OQHAHQ>POHOO

Detector

‘ Laser H

Electroforesis

Figura 19.- Dibujo esquematico que representa de forma abreviada el método automético de
secuenciacion por terminador fluorescente. Se muestran los ddNTPs, cada uno marcado con un
color diferente, como los fragmentos migran de forma diferente segin su tamafio en la
electroforesis capilar, como el laser va recogiendo la sefial fluorescente de cada uno de estos
fragmentos y finalmente cémo se muestra el resultado de la secuenciacién en forma de
cromatograma.

45. OPTMIZACION DE LAS PCRs MULTIPLEX

Una vez que se comprobd que los cebadores funcionaban correctamente y amplificaban de
forma especifica la regién de interés de forma individual, para minimizar el nimero de reacciones
a realizar, se procedi6 a poner a punto las reacciones de PCRs multiplex (MPX) con todos los
fragmentos de interés. Se agruparon el maximo namero de fragmentos en el menor nimero de
reacciones posibles (en teoria, como maximo 20 fragmentos por reaccién). Todos los pasos para
optimizar una reaccién de PCR MPX estan descritos (Henegariu et al. 1997). Basandonos en
estas directrices, se optimizd la temperatura de unién del cebador, el nimero de ciclos de la
PCR, la cantidad de cada uno de los cebadores que se afiadia a la mix, la cantidad de DNA, se
cambiaron de grupo algunos fragmentos problematicos e incluso se disefiaron nuevas parejas de

cebadores en el caso que fuera necesario. De igual forma, para potenciar la reaccion de
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amplificacién de todos los fragmentos se utilizaron unos cebadores comunes (TAGs 6 colas)
complementarios a una region de los cebadores que se afiadieron a las reacciones en una alta

concentraciéon que se ajustd para cada reaccion en particular.

La correcta amplificacion de todos los fragmentos de cada grupo se \sualizé mediante un
analizador genético capilar, modelo ABI PRISM 3130x| Genetic Analyzer. Este andlisis consiste
basicamente en realizar una electroforesis a nivel capilar y una deteccién de los fragmentos
inducida por laser. Se utiliza un marcador de peso molecular (GeneScan 500 ROX) y los
diferentes fragmentos se detectan mediante el software de analisis Peak Scanner Software v1.0.
Se utilizé solamente un fluor6foro para marcar todos los productos de PCR (-FAM) que se une al
cebador comin (cola) por lo que en la reaccién de PCR se marcan todos los productos. Al
tratarse de muchos fragmentos con tamafios muy similares, un gel de agarosa no es lo
suficientemente resolutivo para diferenciarlos. El tamafio de los fragmentos debe diferir en al
menos 2 pares de bases (pb) para distinguirlos correctamente; con esta técnica se comprueba
que la intensidad de los amplificados sea suficiente para su posterior hibridacion en el chip. El
andlisis de fragmentos genético capilar se explica con mas detalle en el apartado 5.7.4. junto con
la descripcién de la obtencién de resultados del kit de deteccién de reordenamientos genémicos
y VNTRs. Una vez que las PCRs se pusieron a punto, se comprueba que se ha producido
amplificaciébn mediante un gel de agarosa al 2% solamente para comprobar que la reaccion ha

funcionado; no es necesario analizar cada uno de los fragmentos por electroforesis capilar.

El kit de amplificacion utilizado para las reacciones de PCR MP X fue QIAGEN Multiplex PCR
Kit y las colas marcadas (FAM) fueron ABI PRISM® Primer Pairs. La PCR MPX se llevé a cabo
en un termociclador Gene Amp PCR System 9700 con la coleccion de ADNs de la poblacién

general propiedad de Progenika Biopharma S.A.

4.6. DISENO DE LAS SECUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDOS

Para la deteccién de los distintos SNPs en el chip de genotipado se disefiaron dos parejas
de oligonucleétidos para cada polimorfismo. Una pareja sirve para la deteccion del alelo normal y
la otra pareja para el alelo mutante. La longitud de los oligonucleétidos oscila entre 17 y 27
nucledtidos. Se partié de oligonucleétidos de 23 nucleétidos, quedando la base polimorfica en la
posicién central y 11 nucleétidos a cada lado. En la Tabla 13 se muestra un ejemplo de disefio de
oligonucléotidos de deteccién para un SNP determinado (A/G). Posteriormente, se puede
modificar esta longitud para conseguir maxima discriminacion entre el alelo normal y el mutado.
Para mejorar la capacidad discriminatoria, se seleccionan oligonucleétidos de menor tamafio y

para aumentar la sefial de hibridacion, se seleccionan oligonucleétidos de mayor tamafio.
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Los oligonucle6tidos fueron sintetizados por Invitrogen Life Technologies y tras ser
resuspendidos adecuadamente, se cuantificaron mediante un espectrofotémetro del modelo
NaNoDrop 1000 para comprobar que se encontraban a la concentracion Optima para las
condiciones de produccién del chip e hibridacion. Se colocaron de forma ordenada en placas de
384 pocillos modelo microtiter de la marca NUNC® y se les afiadié el disolvente organico
dimetilsulfoxido (DMSO) para que adquirieran la consistencia adecuada para la produccién del

chip.

Tabla 13.- Tabla que muestra un ejemplo de disefio de los 4 oligonucleétidos para un SNP dado.
La secuencia del oligonucleétido se encuentra subrayada (cambio de A por G). La base que se
sitla en medio marcada en rojo y en negrita representa el SNP que se quiere genatipar.

GACTTAAGTTTTAAGTGAATATTTTAATAAAGATCTGTGTAACAAAAAACAACCTAATGTTAAGAGATGAC
AGAGTACATATTTGGCACCCATGGCACCATTAAGGAGAGATCTAGTAACATATTAACAAAGTTTCAGAGT
TCATCATGACAGTTGACAGAACATTGTATTATTGGTTTGGTTTGGCTCGGCTTGGCTTAAATAGATACCG
TAGACCTATTTTAATACCTGATGTGAA

Sentido Antisentido
Normal GCACCCATGGCACCATTAAGGAG CTCCTTAATGGTGCCATGGGTGC
Mutado GCACCCATGGCGCCATTAAGGAG CTCCTTAATGGCGCCATGGGTGC

4.7. PRODUCCION DEL CHIP DE GENOTIPADO

La produccion de chips de vidrio a partir de los oligonucleétidos disefiados complementarios
a los SNPs de interés, se llevd a cabo con un sistema robdtico (“spotter o microarrayer” en
inglés) especialmente disefiado para dicha tarea. Los robots que se utilizaron para la produccién
de los DNAchips son el Modelo MicroGrid 610 y los Modelos Nanoprint 210 y 60. Los
requerimientos de trabajo de estas maquinas son muy estrictos, necesitando condiciones de
limpieza, temperatura y humedad controladas en la sala donde se encuentre ubicado, para que

los puntos (spots) tengan la morfologia adecuada y no se solapen unos con otros.

El robot depositd los oligonucle6tidos de forma ordenada en la superficie del \vidrio
(portaobjetos) en forma de puntos (“spots”). El tamafo de dichos puntos oscilé entre 120 a 150
micras, con una distancia entre ellos comprendida entre 250 y 300 micras para evitar que un
oligonucleétido se contamine con el adyacente. Tras la impresion de los oligonucleétidos sobre la
superficie del portaobjetos, el chip de genotipado se someti6 a radiacion ultravioleta y

calentamiento a 8 °C para fijar los oligonuclettidos de forma covalente a la superficie del vidrio.

Cada oligonucleétido se deposita 20 veces de forma ordenada sobre toda la superficie del

chip para maximizar la probabilidad de éxito del genotipado. Por ejemplo, si por una mancha no
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se puede leer la intensidad de hibridacién de una regidn del chip, las otras réplicas de los
oligonucledtidos emitirdn sefial y se podré genotipar correctamente (Draghici et al. 2001). Como
los oligonucledtidos se depositan por toda la superficie del chip, al mismo tiempo que se produce
el chip se crea un archivo (gradilla) que indicara a qué oligonucleétido y mutacién corresponde
cada uno de los puntos en el momento del escaneo. En la Figura 20 se muestran unas

fotografias de estos robots depositando los oligonucledétidos.

Figura 20.- Fotografias de un robot Modelo MicroGrid 610 con el que se ha producido el chip de
genotipado. En la fotografia de la izquierda se muestra el robot completo mientras que en la
fotografia de la derecha se muestran los portaobjetos ordenados en una de las bandejas del
robot y el brazo con las puntas (pinholes) que depositan los oligonucléotidos sobre su superficie.

Ademés de los oligonucleétidos disefiados para la deteccion de todos los SNPs de interés,
en la superficie de vidrio se depositaron también unos oligonucle6tidos control, complementarios
a unas regiones que se afiadiran a todas las muestras antes de la hibridacion, para asegurar
que el proceso de hibridacion ha funcionado correctamente. De igual forma se afiaden también
spots que solamente contienen el diluyente de los oligonucleétidos para descartar cualquier

contaminacion (blanco).

4.8. PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA LA HIBRIDACION

Una vez que se hallevado a cabo y se ha comprobado la correcta amplificacién de todos los
grupos de PCR multiplex en gel de agarosa al 2% (75 ml TAE, 1,5 gr de agarosa y 4 ul de
bromuro de etidio), se cargan 4 pl de cada grupo de PCR multiplex junto con 5 ul de buffer de

carga diluido 1:5.
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Por otro lado, los DNA chips ya han sido producidos como se ha explicado en el apartado
anterior. Es el momento de preparar las muestras para su posterior hibridaciéon. Para ello, el
primer paso es juntar todos los grupos de PCR pertenecientes a cada muestra a analizar, y
posteriormente para optimizar la hibridaciébn se fragmentan y marcan como se detalla a

continuacion.

4.8.1. FRAGMENTACION DE LA MUESTRA

El primer paso es juntar los distintos grupos de PCR multiplex que corresponden a una
misma muestra (por cada muestra habrda un nimero determinado de PCRs multiplex para
amplificar todos los fragmentos de interés). A continuacion, se fragmentan parcialmente para
facilitar su accesibilidad a los oligonucleétidos de deteccién del chip garantizando la maxima

hibridacion y la maxima discriminacidn en la deteccion de los alelos.

El proceso de fragmentacidn es un proceso enzimatico con una mezcla de DNAsa (1 U/ul) y
fosfatasa alcalina (1 U/ul), junto con EDTA 20 mM y agua libre de nuclesasas, y realizandose la
incubacion con calor. La cantidad de reactivos que se afladen para la fragmentacion, sobre todo
del enzima, la temperatura y el tiempo de incubacién para que la fragmentacion sea la adecuada,
debe determinarse empiricamente. Es importante que los productos de amplificacion no se
fragmenten demasiado ya que si esto ocurriera aumentaria la hibridacion inespecifica (ruido de
fondo) y se distorsionaria la verdadera hibridacion. Por otro lado si la fragmentacién es escasa, la
sefial de hibridacién serd muy baja. La incubacién con calor se llevé a cabo en un termociclador
Gene Amp PCR System 9700 y puede observarse un dibujo esquemético de este proceso en la

Figura 21.

4.8.2. MARCAJE DE LAMUESTRA

La técnica de hibridacién de oligonucléotidos en portas de vidrio y deteccion de diferentes
polimorfismos genéticos mediante hibridacion y andlisis de la fluorescencia emitida, fue descrita
por primera vez por Guo y colaboradores (Guo et al. 1994). Tras la fragmentacién en condiciones
controladas, se realizé la reaccién de marcaje indirecto mediante la incorporacion de una
molécula de biotina y el posterior revelado con el conjugado Cy3-estreptavidina. Para ello se
aflade una mezcla que contiene la enzima transferasa terminal (400 U/ul), un tampdn adecuado,
cloruro de cobalto y biotina-11-ddUTP y se incuba durante 1 hora a 37°C para favorecer la

biotinilizacion de todos los fragmentos.

La biotina no emite ninguna sefal detectable, pero sirve para detectar la unién de la muestra
a sus oligonucleétidos complementarios tras el proceso de hibridacién. Este método de marcaje
se conoce como marcaje indirecto, ya que si no se afiade el conjugado estreptavidina- fluoréforo
Cy3, el oligonucledtido biotinilado no emite ninguna sefial. El marcaje indirecto ademas sirve para

amplificar la sefial emitida y que sea mas facilmente detectable, ya que una sola biotina es capaz
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de unir muchas moléculas de estreptavidina-Cy3. La incubacion con calor se llevo a cabo en un

termociclador Gene Amp PCR System 9700.

Al finalizar la reaccién de marcaje, se afiade un control externo (CE) de hibridacién a cada
tubo. Este CE es Unicamente un oligonucleétido ya marcado que tiene sus complementarios en
el chip y que, si el proceso de hibridacion funciona correctamente, dara una sefial determinada
(siempre en el mismo rango). Si los oligonucleétidos control no dan sefal, significara que ha
ocurrido un problema durante el proceso de hibridacion. Sin embargo, si éstos dan sefal pero el

resto de oligos no, indicara que el error ha ocurrido previamente en el proceso de fragmentacién

y marcaje.
O n—
I
| E———
« Cu—
' Biotinilated T —
nucleotide © m—
Hybridization
Cy3 JAvAvAnAs
oK
Biotin ®© 6 & 0 00

@)
Cy3-
B —

Figura 21.- Dibujo esquematico del proceso de fragmentacion, marcaje e hibridacién de un
producto de PCR en el chip de genotipado. Se ve el fragmento de ADN amplificado en primer
lugar (serian muchos fragmentos distintos para una misma muestra). A continuacién se
fragmentan y biotinilan esos fragmentos (marcaje), se hibridan por complementariedad de bases
con los oligonucleédtidos depositados en el chip. Y finalmente se ve como se “revela” y amplifica
este marcaje con la adicion de estreptavidina-Cy3.

4.9. HIBRIDACION DE LAMUESTRAEN EL CHIP DE GENOTIPADO

Los productos de PCR amplificados a partir de la coleccion de ADNs de la poblacién
general, una vez fragmentados y marcados, se desnaturalizaron (para tener el ADN en forma de
hebra simple) durante 5 minutos a una temperatura de 95°C e inmediatamente se depositaron en
hielo, para evitar que renaturalizaran de nuevo antes de ser hibridados en el chip. El tiempo

transcurrido entre la desnaturalizacién y la hibridacién debe ser el menor posible.
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La hibridacion de las muestras en los chips se llevd a cabo en la estacion automética de
hibridacion Ventana Discovery que se muestra en la Figura 22 y todos los reactivos y tampones
utilizados en las reacciones de hibridacion descritas fueron suministrados por el mismo
proveedor, Ventana Medical Systems Inc. En un turno de hibridacion (duracion total de unas 3
horas y media) se pueden hibridar 30 chips con 30 muestras diferentes a la vez, siempre y
cuando las condiciones de hibridacién, volumen y nimero de reactivos sean para todos ellos las

mismas.

Figura 22.- Fotografias de la estaciéon de hibridacién Ventana Discovery que se ha utilizado en el
desarrollo del chip de genotipado. En la primera fotografia se observa cémo mediante una pipeta
P-1000 se deposita la muestra sobre el chip una vez que ésta ha sido fragmentada, marcada y
desnaturalizada para su hibridacion. Se observa la disposicion circular de los chips. En la
segunda fotografia se muestra la estacion completa, donde se pueden ver tanto los reactivos
necesarios para la hibridacion como los bidones de los bulferes de incubacion y lavado. La
capacidad maxima de hibridacion de esta estacion es de 30 chips por turno.

El proceso de hibridacion consta fundamentalmente de tres pasos; pretratamiento,

hibridacion y revelado. Ademas de los sucesivos lavados y el secado final.

El primer paso conocido como pretratamiento/prehibridacidon consiste en “bloquear” la
superficie del chip donde no hay oligonucleétidos para evitar que se produzcan hibridaciones
inespecificas. Para ello se trata la superficie de los chips con dos tampones compuestos de
formamida deionizada, dodecilsulfato sddico (SDS) 10% y seroalbimina bovina (ChipSpread A 'y
B) y se incuba a 42°C durante una hora y media. La formamida tiene la propiedad de formar
puentes de hidrégeno con los acidos nucleicos desestabilizando la formacién de dimeros. Por
otra parte la seroalbimina aumenta la concentracion efectiva de ADN ya que ocupa el volumen

de agua y el SDS es un detergente que rompe enlaces no covalentes. Tras este proceso se
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realiza un lavado con un tampdn salino compuesto de citrato y cloruro de sodio, tratAndose de un

lavado astringente suave que potenciara la hibridacion.

A continuacion (unos 45 minutos después) se realiza la hibridacion propiamente dicha. Las
muestras previamente mezcladas con un tampon de hibridacion comercialmente denominado
ChipHybe que asegura las condiciones idoneas para que se de la hibridacion, se afiaden
manualmente sobre la superficie de cada chip con la ayuda de una pipeta P-1000 con cuidado de
no tocar la superficie del vidrio para no dafar los oligonucleétidos, como se muestra en la Figura
22. La hibridacién dura una hora y se incuban a 45°C los chips con las muestras y un tampén de
hibridacion compuesto de cloruro y fosfato sddicos, EDTA, sulfato de dextrano y formamida que
facilita la hibridacién por complementariedad entre bases. En la Figura 23 se representa este
proceso. Finalmente se realiza un lavado con el reactivo ChipClean para eliminar el exceso de

muestra marcada que no se ha unido asi como la hibridacién inespecifica.

RIE fragmeat hybridizes with DNE on

Figura 23.- Dibujo esquemético que representa el proceso de hibridacion. Se observa como los
oligonucléotidos sobre la superficie del chip hibridan con los fragmentos de muestra marcados (el
marcaje se representa con las bolitas de color rosa) por complementariedad de bases.

El ultimo paso del proceso es el del “revelado”. Los chips se tifien automaticamente por la
propia estacion de hibridacidon con la estreptavidina conjugada con el fluor6foro Cy3, que es lo
gue permitir4 detectar la fluorescencia proporcional a la hibridacion en el escaneado. Se incuba
durante 12 minutos a 37°C para favorecer la union. Tras este revelado se realizan unos nuevos
lavados con distintos tampones y detergentes para eliminar el exceso de conjugado
estreptavidina-Cy3 que no se haya unido a las moléculas de biotina de los fragmentos de las
muestras hibridadas con los oligonucleétidos del chip. Finalmente, se sacan los chips de la
estacion de hibridacién y se realiza un Ultimo paso de lavado manual, agitando los chips en dos
cubetas, una con agua destilada y otra con etanol 70% y se secan centrifugandolos en la
centrifuga de placas a 170 RCF (Fuerza Centrifuga Relativa) durante 4 minutos para evitar que

se rompan durante el secado. Los chips estarian listos para ser escaneados, deben protegerse
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de la luz y escanearse en las 48 horas posteriores a su hibridacion para evitar la pérdida de la

sefial de fluorescencia.

Como se ha comentado anteriormente, se utilizan controles tanto negativos como externos
para comprobar que la hibridaciéon se ha producido correctamente y que no ha habido ninguna

contaminacion.

4.10. ESCANEADO Y CUANTIFICACION DE LA HIBRIDACION

4.10.1. ESCANEADO DEL CHIP DE GENOTIPADO

Posteriormente y dentro de las 48 horas siguientes a su hibridacidon los chips deben ser
escaneados. Para ello, se ha utilizado un escaner fluorescente confocal modelo InnoScan® 700
que emite un haz de luz a 543 nm (luz verde) para excitar a Cy3 y recoge la sefial de
fluorescencia (los valores absolutos) emitida por el fluor6foro. El software informatico que se
utilizé para este proceso es MAPIX. Las condiciones Optimas de escaneado (valores PMT del
laser) se establecieron para estos chips de genotipado en concreto, teniendo en cuenta los
valores de intensidad obtenidos. Si la intensidad de irradiacién del laser es muy elevada, se
pueden llegar a saturar los spots y la sefial de hibridacién que se obtendria en la lectura no seria
lareal y no se mantendrian las relaciones de intensidad de hibridacion entre los oligonucle6tidos

normal y mutado.

Un escaner fluorescente confocal, estd formado por una serie de espejos y filtros que son
los que direccionan los laseres y discriminan entre la luz de excitacion y la emitida y que, en el
caso de chips con marcaje multiple (ademas del fluoréforo Cy3 con Cy5 por ejemplo) y deteccion
simultanea, separan el espectro de emision para detectar los dos fluoréforos de forma diferencial.
En la Figura 24 se muestra detalladamente los componentes de un escaner fluorescente
confocal. Este tipo de escaner puede distinguir hasta 65.000 intensidades diferentes de

fluorescencia, siendo éste el valor maximo numérico que proporciona.

Una vez que se introduce el chip en el escaner, se produce la excitacion por laser del
fluoréforo, para lo que se produce el direccionamiento espacial del espejo del laser, de la
muestra, o de ambos. Al mismo tiempo se produce la captacién por una lente del objetivo de la
luz emitida por el fluor6foro Cy3 para lo que es necesaria la correcta discriminacion de los haces
de luz de excitacion y emision por el filtro, y finalmente se produce la deteccién de la intensidad
de fluorescencia emitida. El tubo fotomultiplicador (PMT) convierte los fotones en una sefial
eléctrica, que es transformada en una imagen digital de bits/pixel por medio de un convertidor. Se
obtiene una imagen como la que se presenta en la Figura 25, en una escala log con un color
falso (rojo y verde son los méas habituales). Después, superponiendo la gradilla que se elabora en

el momento de produccién del chip, se conoce la corres pondencia entre cada uno de los puntos y
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los oligonucleétidos y mutaciones a los que hacen referencia. La intensidad de fluorescencia
emitida es proporcional a la hibridacién y segin con qué oligonucle6tidos hibride la muestra, se
sabrd si se trata de un individuo homocigoto para el alelo salvaje (s6lo hibridara con los
oligonucledtidos correspondientes al alelo salvaje, con el directo y el reverso), o mutado (sélo
hibridara con los dos correspondientes al mutado), o si se trata de un individuo heterocigoto

(hibridara con los cuatro oligonucle6tidos), como se muestra en la Figura 25.

Filtro
ermsion

Figura 24.- Fotografias de un escéner fluorescente confocal. En la primera imagen se muestran
detalladamente todos los componentes del escaner confocal que son los que permiten recoger la
sefial de fluorescencia del fluoréforo tras ser excitado mediante un sistema de espejos vy filtros.
En la segunda fotografia se muestra un escaner modelo InnoScan® 700 con el que se han
escaneado los chips de genotipado.

Ademéas de los valores brutos de emision de fluorescencia de los oligonucledtidos
complementarios a todas las regiones de interés y los valores de fondo correspondientes a la
hibridacion inespecifica, se recogen también los valores de sefal emitida de los oligonucleétidos
controles de la hibridacién y de los puntos del blanco correspondientes a los controles de una
posible contaminacion (estos Ultimos valores de sefal deberan ser cercanos a los valores del

fondo si no existe contaminacién), ambos se utilizan como puntos de control en todo momento.
En la Figura 26 se muestran de forma esquemaética todo el proceso que se ha descrito,

desde la extraccion del ADN y produccién de los chips hasta la lectura y analisis de los

resultados.

131



Sujetos, Materiales y Métodos

Heterociaoto

Homociaoto mutante

Homociaoto

Figura 25.- Imagen del escaneado de un chip tras la hibridacidn, en el que se muestran los tres
resultados posibles si se trata de un individuo homocigoto para el alelo salvaje, para el mutado o
heterocigoto (M; Mutante, W; normal, del inglés Wildtype).

| Preparacion de la muestra |

Hibridacion de
lamuestraen
los chips

extraccion ADN 1) Amplificacién fragmentos de interés

2) Fragmentaciony Marcaje

Lecturay
analisis

| Impresion de los chips |

Figura 26.- Esquema de los pasos que se siguen en el estudio preliminar de asociacion
mediante el chip de genotipado. En la parte de arriba de la figura se muestra la preparacion de
las muestras (extraccion de ADN, amplificacién, fragmentaciéon y marcaje). En la parte inferior se
muestra el proceso de produccidon de los chips y ambas vias (preparacién de la muestra y
produccion del chip) confluyen en la parte derecha en el proceso de hibridacién. El paso final es
el de la lectura del chip y andlisis de los resultados.
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4.10.2. CUANTIFICACION DE LA HIBRIDACION

Para la cuantificacion de los valores brutos de las sefiales de hibridacién y el correcto
andlisis de los resultados de genotipado de las muestras se ha utilizado el software MAPIX. A
partir de los valores de intensidad para cada pareja de oligonucleétidos correspondientes a un
SNP determinado, se calculan las relaciones de las intensidades de los oligonucleétidos
normales y mutados en relacion a la intensidad del fondo. Dichos ratios se representan
enfrentados y se deben observar tres conjuntos de puntos (clusters), que se corresponden con
los tres posibles genotipos AA, AB y BB. Si estos grupos estan bien diferenciados entre si indica
gue los oligonucleétidos son capaces de discriminar correctamente los tres genotipos posibles.
En la Figura 27 se muestra una de estas representaciones para un SNP tedrico A/B, en un caso
ideal de discriminacién. En concreto los valores que se representan graficamente son lo que se
denominan ratio 1 y ratio 2 de hibridacion para un SNP determinado, que se describen mas
detalladamente a continuacion en la Tabla 14. Si uno de los dos ratios no funciona correctamente
(no hibrida o no discrimina) se puede representar el que sale bien frente a si mismo; es decir, si
una pareja de oligonucleétidos no funciona (la sentido o la antisentido), se puede utilizar la pareja

que funciona por duplicado.
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Figura 27.- Representacion ideal a modo de ejemplo del valor de las intensidades de hibridacion
de los oligonucle6tidos normal y mutado para un SNP. Cada uno de los puntos representa el
valor de la relacion de las intensidades para una muestra. Se observa la correcta discriminacion
de los tres genotipos posibles para un polimorfismo determinado: genotipos AA, AB y BB.

Cuando se mencionan los valores de intensidad de hibridacidon de los oligonucléotidos se
hace referencia a los valores de hibridacion ya corregidos con los valores de emision de
fluorescencia del fondo (Intensidad emitida por el oligo - Intensidad emitida por el fondo), es
decir, se restan los valores de emisién de las hibridaciones inespecificas, para que los valores
representados correspondan Unicamente a los de hibridacion especifica de los oligos, la

verdadera hibridacion.
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Tabla 14.- Tabla que muestra las férmulas mediante las que se calculan los ratios 1y 2 que se
representan en una grafica para observar los conjuntos de puntos que indicardn si los
oligonucledtidos discriminan correctamente y daran informacion sobre los genotipos de ese SNP.
El término media acotada se refiere a la media de las intensidades de hibridacion de los
oligonucledtidos quitando los dos valores de mayor intensidad y los de menor. Los que se
denominan oligos 1y 2 se corresponden con los que han sido disefiados sentido y los oligos 3y
4 son los antisentido.

Media acotada oligo 1 (mas frecuente)
Media acotada oligo 1 + media acotada oligo 2

Ratio 1

Ratio 2 Media acotada oligo 3 (mas frecuente)

Media acotada oligo 3 + media acotada oligo 4

4.11. OPTIMIZACION DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS DE DETECCION

La representacion grafica de la Figura 27 corresponde a una situacion ideal en la que ambas
parejas de oligonucleétidos discriminan perfectamente y sus intensidades de hibridacion también
son ideales. Sin embargo, en un primer disefio de oligos esta situacion es la mas infrecuente. En
muchos casos (cerca de un 60% de la totalidad de SNPs testados en este trabajo) se deben
hacer ligeros reajustes en el disefio de las sondas o incluso cambiarlas totalmente. Este proceso
es el denominado “optimizacion de los oligonucledtidos de detecciéon”. El objetivo de esta
optimizacion es el de comprobar si los oligonucle6tidos disefiados hibridan, detectan y
discriminan correctamente cada uno de los polimorfismos de interés y si no es asi, optimizarlos

en lo que sea posible, por ejemplo modificando su longitud.

Para mejorar la capacidad discriminatoria de los oligonucleétidos se disefiaran nuevos
oligonucleétidos de menor tamafio, mientras que para aumentar la sefial de hibridaciéon se
utilizaran oligonucledtidos mas largos. También es posible, como se ha comentado en el
apartado anterior, utilizar una misma pareja de oligonucleétidos por duplicado si se estima que el
genotipado serd mejor de esta forma. Un ejemplo del resultado de optimizacion de

oligonucléotidos para un SNP se muestra en la Figura 28.
En ocasiones, es necesario realizar varios redisefios hasta encontrar los que emitiendo

sefiales de hibridacién 6ptimas discriminen adecuadamente. Este proceso se lleva a cabo con la

coleccién de ADNs de la poblacién general, al igual que la validacion técnica de la herramienta.
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Figura 28.- Ejemplo de representaciones graficas de la optimizacién de oligonucleétidos de
deteccion para un SNP. Se observa como en la gréfica inicial no es posible distinguir los tres
grupos de genotipos y cdmo se ha conseguido una éptima discriminacién con el nuevo disefio.

4.12. VALIDACION TECNICA CHIP DE GENOTIPADO

Una vez que se han seleccionado por su correcta intensidad de hibridacion y discriminacion
las sondas de deteccion definitivas del chip de genotipado, se debe realizar una validacion
técnica de la herramienta de genotipado. El objetivo de la validacidn técnica es el de asegurar
que el chip genotipara correctamente de forma continuada y que las nubes de los genotipos se
mantendran estables, o lo que es lo mismo, evaluar la exactitud y robustez del chip de
genotipado. Para testar esto, se analizan diez muestras o diez hibridaciones de la misma
muestra por cada grupo genotipico (AA, AB y BB), se comprueba que el genotipo en todas ellas
es correcto y que la conformacion de las nubes (clusters) se mantiene estable. Ademas, se debe
controlar que las relaciones entre los controles de hibridacién se mantienen constantes y que no

se produce hibridacion con los puntos de control negativo del chip (puntos de DMSO).

Posteriormente, se hibrida una cantidad suficiente de muestras de las que ya se conoce su
genotipo (muestras control), seleccionandose aquéllas que mayor nimero de variantes aporten
ya que se necesitara analizar al menos a un individuo heterocigoto para cada SNP (en este
proyecto se establecié que genotipar 45 de las muestras de la coleccién de ADNs de Progenika
Biopharma S.A. seria suficiente). Se comprueba que todas ellas sean genotipadas correctamente
para todos los SNPs. Si no ocurre esto, o la sefial de hibridacién es baja, se disefiaran nuevos
oligonucledtidos.

Tras este proceso de validacion técnica del chip de genotipado, éste quedo listo para su

utilizacion en el genotipado de las muestras de pacientes y la realizacién del analisis preliminar

de asociacion entre los distintos genotipos fenotipos asociados a TDAH y respuesta a MTF.
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FASE 2: ANALISIS PRELIMINAR DE ASOCIACION CON MUESTRAS DE
PACIENTES DE TDAH

Se decidié genotipar las 274 primeras muestras de pacientes de TDAH recolectadas,
mediante el chip de genctipado desarrollado. Las limitaciones y conclusiones de este genotipado

se describen en el apartado de Resultados.

Posteriormente, para evaluar la capacidad prondstica del chip de genotipado, se realizé un
andlisis preliminar de asociaciones individuales entre los genotipos de los SNPs y las siguientes
variables: posible asociacion con los diferentes subtipos de TDAH, posible asociacién con la
evolucion de la sintomatologia asociada al TDAH, posible asociacién con una mayor o menor

seweridad de los sintomas y posible asociacion con la presencia/ausencia de comorbilidades.

Las variables clinicas de estudio se definieron de la siguiente forma. Se considerd que
mostraban mala evolucién del TDAH a aquellos pacientes que no presentaban una variacién
superior del 30% de mejoria en los sintomas comparando las puntuaciones basales y actuales
del Test DuPaul. Se considerd buena evolucion si ocurria lo contrario, es decir, si presentaban
porcentajes superiores al 30% entre la puntuacidon del test DuPaul basal y la actual en el
momento del reclutamiento de la muestra para el estudio. El concepto de severidad por el
contrario, se ha definido en base a la escala ICG (Escala de Impresién Clinica Global) de uso

generalizado en Psiquiatria, mediante la cual el clinico establece la gravedad de la enfermedad

en el momento de la consulta, con puntuaciones que oscilan entre el 1y el 7 (Tabla 15). Se ha
establecido como punto de corte el valor de puntuacion 3. Se considera que aquellos pacientes
con una puntuacién igual o superior a 3 poseen mayor severidad de la sintomatologia asociada a
TDAH, mientras que los que tengan puntuaciones inferiores a 3 serian asintomdticos o

mostrarian menor severidad de la sintomatologia.

Tabla 15.-Tabla que muestra la escala ICG (Escala de Impresion Clinica Global), cada
puntuacion se muestra con su correspondiente explicacion.

0 | No evaluado

1 | Mucho mejor

2 [ Moderadamente mejor

3 | Levemente mejor

4 | Sin cambio

5 [ Levemente peor

6 | Moderadamente peor

7 | Mucho peor
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Se considerdé que existia comorbilidad cuando el paciente en el momento de la toma de
muestra o previamente ya habia sido diagnosticado con algun (al menos 1) trastorno psiquiatrico
comérbido al TDAH. En el CRD, el campo a rellenar por el clinico se indica en la Tabla 16 se
muestran los 5 trastornos psiquiatricos que han sido mas comunmente asociados al TDAH. Del
mismo modo se consideré ausencia de comorbilidades cuando no se habia descrito ningdn

trastorno comorbido.

Tabla 16.- Tabla que muestra el campo del CRD referente a la presencia/ausencia de
comorbilidades a rellenar por el clinico en el momento de la recogida de la muestra. Se pueden
marcar 1 6 mas trastornos comérbidos simultaneamente.

1 | Trastorno Negativista Desafiante

2 | Trastorno Disocial

3 | Trastorno de Ansiedad

4 | Trastorno Afectivo

5 | Trastorno del aprendizaje escolar

Finalmente, la variable subtipo de TDAH se definid en base a los subtipos descritos en el
DSM-IV-TR y se facilité el analisis estadistico de asociacién entre genotipo y fenotipo realizando
siempre comparaciones dicotébmicas del tipo: subtipo inantento versus subtipos combinado e
hiperactivo/impulsivo. Se realizaron tres comparaciones diferentes en las que se compararon
todos los subtipos. La comparacion mas l6gica seria subtipo inatento s
hiperactivo/impulsivo+combinado, pero se decidié realizar también el resto de comparaciones
para comprobar si las asociaciones obtenidas eran mas robustas en esta comparaciéon que en el
resto, con la intencién de confirmar si los subtipos hiperactivo/impulsivo y combinado tienen mas
en comun entre si que en relacién al subtipo inatento como se describe en la bibliografia

(Grizenko et al. 2010).
Los pasos que se llevaron a cabo para realizar este andlisis preliminar de asociaciones

individuales se explicaran en el apartado de estadistica. Los resultados de este anlisis

preliminar son los que determinaron la continuacion del estudio.
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S. ESTUDIO COMPLETO DE ASOCIACION

Se van a detallar los pasos que se siguieron para el desarrollo del estudio completo de
asociacion, en el que se incluyeron un mayor nimero de SNPs, reordenamientos genémicos y
VNTRs (inserciones, deleciones y VNTRs), un mayor nimero de muestras de pacientes de
TDAH y muestras de ADN controles sin enfermedades psiquiatricas diagnosticadas. Al mismo
tiempo se plantearon nuevas variables a predecir como por ejemplo, la respuesta a tratamiento
del TDAH. Este estudio se llevo a cabo con 400 muestras de pacientes de TDAH y 400 muestras

de controles sanos sin enfermedades psiquiatricas.

5.1. ACTUALIZACION EN LA LITERATURA DE SNPs E INCLUSION DE
REORDENAMIENTOS GENOMICOS Y VNTRs

Para establecer los polimorfismos que eran mas interesantes a incluir en el estudio
completo, se realizé una nueva busqueda bibliografica méas actualizada y ampliando los criterios
de inclusion. Esta basqueda se realizé a través de PubMed, como se ha descrito anteriormente.
Se seleccionaron ademas de SNPs asociados con TDAH (fenotipos asociados y diagnéstico),
también aquéllos implicados en la respuesta a tratamiento, tanto a metilfenidato como a
atomoxetina y no solamente SNPs, si no que se incluyeron también reordenamientos genémicos
y VNTRs.

En algunos casos se seleccionaron también polimorfismos que, aunque no se habia
demostrado una relacion directa con el TDAH, por las vias implicadas o relacion con otros
trastornos se sospechaba como buenos genes candidatos a asociacion. Se consideraron
Unicamente aquéllos SNPs y reordenamientos gendmicos cuyas frecuencias alélicas habian sido
validadas previamente y que eran superiores al 10% (alelo menor) en la poblacién de origen
caucasico, preferentemente. Estos requisitos, compartidos con los establecidos para la seleccién
de SNPs para el chip de genotipado fueron imprescindibles para la inclusion, pero ademas se
establecieron ciertos requisitos de seleccion para aquellos casos en los que en la bibliografia se
hacia referencia al gen pero no al polimorfismo en concreto, con la intencion de ampliar la
busqueda de polimorfismos de potencial interés; se eligieron en primer lugar los polimorfismos
gue se localizaban mayoritariamente en los exones y en las secuencias reguladoras, puesto que
cambios en estas regiones podrian suponer alteraciones en las proteinas que codifican o en los
niveles de las mismas y por lo tanto tener mayor repercusién que la que se asocia con regiones
intronicas. En segundo lugar, se pudieron afiadir también polimorfismos localizados en intrones
aunque sean aparentemente regiones en las que los cambios tendrian menor repercusion en la
proteina final, pero de los que aparecian numerosas referencias en la bibliografia, ya que, por
ejemplo, la asociacién podria deberse a que estos polimorfismos se encuentran en desequilibrio
de ligamiento con los verdaderos implicados con el trastorno, con la respuesta diferencial a

farmacos, etc (Pardi et al. 2005).
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51.1. ACTUALIZACION DE SNPs

Se elaboré de nuevo una lista priorizada de SNPs candidatos de estudio acompafiados del
nombre del gen, el cddigo rs y la localizaciéon cromosémica. Estos datos se muestran en la Tabla
17. A partir de esta lista, se seleccionaron 216 SNPs para ser genotipados por su asociacion
descrita con el TDAH o con la respuesta al tratamiento. En esta tabla no estan incluidos los SNPs
del gen CYP2D6 que junto con los reordenamientos de este gen fueron genotipados mediante la
herramienta de genotipado PHARMAchip® y se mencionardn mas adelante. Solamente se
muestran los que fueron seleccionados y genotipados mediante la plataforma de lllumina y PCR

competitiva.

Tabla 17.- Tabla que recoge los 216 SNPs que fueron seleccionados para genotipar por su
relacion con el TDAH o con la respuesta a tratamiento. No estan incluidos los SNPs del gen
CYP2D6 relacionados con la respuesta a atomoxetina, ya que se han descrito anteriormente en
el apartado de Sujetos, Materiales y Métodos en el genotipado mediante PHARMAchip®. Se
muestra el cédigo rs de cada SNP, el gen al que pertenecen, el cromosoma (abreviado como
Crom.) y la localizacion cromosdmica (abreviado como Localizac.) de cada uno de ellos.

Gen codigors | Crom | Localizac. Gen codigors | Crom | Localizac.
CSMD2 rs2281597 1 34132445 DBH rs1611115 9 135490336
LOC128322 | rs11590090 1 113115086 rs2519152 9 135499455
NGFB rs6330 1 115630836 hCG1818231 | rs16928529 10 72652991
TGFB2 rs1018040 1 216772437 CDH23 rs11594082 10 72969259
MYT1L rs2241685 2 1905000 NRG3 rs17746658 10 84561249
OXER1 rs930421 2 42834743 TLL2 rs10786284 10 98125495
rs6719977 2 42839307 C100rf79 rs515910 10 105956394
TACR1 rs3771829 2 75217653 ADRAZA rs1800544 10 112826493
rs3771856 2 75267522 rs553668 10 112829569
CTNNA2 rs13395022 2 79735768 DRD4 rs1800955 11 626784
MGC33657 rs2587695 2 120038287 KCNC1 rs3893215 11 17721406
hCG 2045614 | rs4241112 2 122378682 NAV2 1s874426 11 19526139
NAP5 rs7577925 2 133756989 BDNFOS rs6265 11 27636492
CRYGC rs2242073 2 208702290 FADS1 rs174548 11 61327924
KIAA1486 rs1517484 2 225946154 FADS?2 rs498793 11 61381281
LOC389101 rs9845475 3 32817105 rs174611 11 61384457
MOBP rs864643 3 39530584 rs4074967 12 5470727
FHIT rs6791644 3 60746148 NTE3 rs6332 12 5473893
FOXP1 rs17651978 3 71103180 rs6489630 12 5474885
C3orf21 rs3892715 3 196239299 rs7956189 12 5476122
DRD5 rs2227847 4 9393491 rs2284407 12 13733473
KCNIP4 rs876477 4 20766026 GRIN2B rs2284411 12 13757439
CLOCK rs1801260 4 55996126 rs2300256 12 13759677
EREG rs1350666 4 75443454 rs2268115 12 13760992
MGC48628 | rs12505502 4 91787046 ITPR2 rs3782309 12 26750663
rs27072 5 1447522 PTHLH rs708188 12 28111983
DAT1 rs11564774 5 1447600 rs4570625 12 70618190
rs1042098 5 1447815 TPH2 rs4565946 12 70623036
rs40184 5 1448077 rs1386493 12 70641446
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Gen codigo rs | Crom | Localizac. Gen codigo rs | Crom | Localizac.
rs11133767 5 1454580 TPH2 rs1386497 12 70678557
rs28364997 5 1456128 SYT1 rs2037743 12 78135505

rs6347 5 1464412 NT5DC3 rs4964805 12 | 102716954
rs10040882 5 1471558 NOS1 rs478597 12 | 116235808
2975292 5 1472932 LOC729825 | rs17079773 | 13 23496384
rs11564758 5 1473588 DCLK1 rs1539549 13 35349881

DAT1 rs250686 5 1478159 rs6314 13 46307035
rs463379 5 1484164 HTR2A rs7322347 13 46308104
rs460000 5 1485825 rs7997012 13 46309986
rs403636 5 1491354 rs6561333 13 46318313
rs2617605 5 1495521 HTR2A rs7984966 13 46327447
rs2937639 5 1496728 rs6313 13 46367941
rs2975226 5 1498616 GPC6 rs7995215 13 93206507
rs2652511 5 1499389 FLJ43390 | rs1514928 14 61748056
rs2550956 5 1500841 MEIS2 rs8041675 15 35129894

LOC728594 | rs3756450 5 1501148 RORA rs922781 15 58857636

LPCAT1 rs12652860 5 1506772 ITGA11 rs7164335 15 66502086
rs3776581 5 36697701 rs7172689 15 79320750
12269272 5 36723613 IL16 rs4128767 15 79330462

SLC1A3 rs2032893 5 36734379 MAN2A2 rs2677744 15 89251445

MAP1B rs2199161 5 71446112 SLCO3A1 rs7495052 15 90353033

REEP5 rs469727 5 | 112270867 LOC390641 | rs7175404 15 91837692

ADRB2 rs1042714 5 148186666 GRIN2A rs8049651 16 9851167

ADREB?2 rs1042718 5 | 148187110 rs28386840 | 16 54244319
rs1042719 5 | 148187640 rs3785143 16 54252607

KCNIPL rs1541665 5 | 170075495 SLC6A2 rs3785157 16 54287337
rs17673653 5 | 170099172 rs5569 16 54289336

DRD1 rs686 5 | 174801306 rs998424 16 54289447

rs4532 5 | 174802756 CES1 rs71647871| 16 54415071
rs9687070 5 | 178501755 CNTNAP4 | rs13330107 | 16 75436363

ADAMTS2 | 1510039254 5 | 178503520 rs7187223 16 81015234

rs3776816 5 178507474 CDH13 rs11646411 16 81304438

GFOD1 rs552655 6 13478467 rs6565113 16 81665147

MBOAT1 rs1202199 6 20264153 ATP2C2 rs10514604 | 16 83003885
TFEB rs2842643 6 41758714 ITGAE rs220470 17 3611724
SUPT3H rs3799977 6 44945334 ARRB? rs7208257 17 4567246
HTR1B rs6296 6 78228979 rs1045280 17 4569387
SH3BGRL2 | rs1062793 6 80468115 PEMT rs7946 17 17350285

rs806368 6 88906819 rs897453 17 17366356

CNR1 rs12720071 6 88907900 rs1042173 17 25549137
rs1049353 6 88910354 SLCeA rs6354 17 25574024

MAP3K7 rs806276 6 91264072 rs2066713 17 25575791
rs9451437 6 91266607 LOC728073 | rs12453316 | 17 69027654
LoCT29293 |_rS6570426 6 | 141239039 DSC3 rs2678787 18 26436326

rs9389835 6 | 141312353 RAB27B rs2311120 18 50628121

SNX9 rs2770112 6 | 158117157 NEDDAL rs4149601 18 53967789
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Gen codigo rs | Crom | Localizac. Gen codigo rs | Crom [ Localizac.
CREB5 rs2237349 7 28729488 DSEL rs13353224 | 18 63551405
NEURODG |_r$10238918 7 31343894 NUCB1 rs9676447 19 54116059
rs2233404 7 31345458 ZNF805 rs2014572 19 62451830

rs11238131 7 50506083 ZNF544 rs260461 19 63462695

rs6592961 7 50540384 rs6077690 20 10145461

DDC rs1982406 7 50565121 rs362567 20 10194091
rs2044859 7 50580056 SNAP25 rs363006 20 10228083

rs11765748 7 50583110 rs3787283 20 10232418

rs17133878 7 50588421 rs3746544 20 10235084

IMMP2L rs6968385 7 | 109834707 MMP24 rs1555322 20 | 33312595
LOC393078 | rs10227331 7 | 156987699 SULF2 rs4810685 20 | 45834120
LPL rs7816032 8 19831171 rs6090378 20 | 61445822
rs17426222 8 26773734 rs1044396 20 | 61451578

ADRALA rs4732682 8 26776810 CHRNA4 rs2229959 20 | 61451998
rs573514 8 26777198 rs1044394 20 | 61452529

rs3808585 8 26780243 rs6011776 20 | 61454200

TRPS1 rs17658378 8 | 116463251 rs2273505 20 | 61461322
LOC729628 | rs307415 8 | 142682236 GRIK1 rs363512 21 29972688
NAPRT1 rs2290416 8 | 144728743 C210rf33 rs968714 21 | 44378024
DMRT2 rs17641078 9 1046959 CoMT rs6269 22 18329952
SLC1A1 rs10974610 9 4530588 rs4818 22 18331207
PTPRD rs1975197 9 8836955 coMT rs4680 22 18331271
rs4626664 9 9251737 PPM1F rs412050 22 20637519

rs1124882 9 34544227 LOC729980 | rs13057533 | 22 28940731

CNTFR rs1080750 9 34571525 LOC441996 | rs130575 22 33189793
rs7036351 9 34582699 STS rs12861247 X 7184199

rs7816 9 86620341 MAOA rs6323 X 43475980

NTRK2 rs11795386 9 86792718 rs3027399 X 43477666
rs1387926 9 86822483 MAOB rs1799836 X 43512943

rs1586681 9 86837254 rs5906213 X 43654659

ASTN2 rs10983238 9 | 118373504 SYP rs3817678 X 48934269
DNM1 rs2502731 9 | 130016378 CACNALF | rs5906754 X 48947171
C90rfo8 rs11243897 9 | 134608104 AR rs6152 X 66682352

De los SNPs seleccionados y descritos en la Tabla 17 se ha publicado una posible

asociaciéon con la respuesta a metilfenidato para los SNPs con cdédigo rs; rs3746544, rs5569,

rs4680, rs1800544, rs7164871, por lo que para estos SNPs se analiz6 también su posible

asociacion con la respuesta a este farmaco.
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5.1.2. INCLUSION DE REORDENAMIENTOS GENOMICOS Y VNTRs
Del mismo modo que con los SNPs, en base a la revisién bibliografica se elaboré una lista

con los cuatro reordenamientos que se consideraron mas relevantes para el estudio: dos

asociados a TDAH y dos con la respuesta a MTF. Se muestran en la Tabla 18 Y todos ellos
fueron detectados mediante el kit de deteccion de reordenamientos gendmicos y VNTRs. La
insercién de SLC6A4 ademas de con el TDAH, en combinacion con el alelo de 7 repeticiones
(7R) de la VNTR de DRD4 se han asociado con una peor respuesta a MTF.

Tabla 18.- Tabla que recoge las caracteristicas de los cuatro reordenamientos que fueron
seleccionados para su genotipado e inclusion en el Kit de deteccién de reordenamientos
gendmicos y VNTRs. Para cada uno de ellos se describe el gen, el tipo de reordenamiento y
nimero de repeticiones, la posicion, el tamafio, si ha sido asociado a TDAH (marcados en verde
claro) o si han sido asociados a respuesta a metilfenidato (marcados en blanco) y las principales
referencias bibliograficas que apoyan esa asociacion.

Reordenamiento Posicion Tamano Asociacion Bibliografia

DRD4: Promotor (-1479, —1240) a McCracken et al.

-, L 1.2kb del inicio de la 120 pb TDAH 2000; Kustanovich et
Insercion/delecion L

trascripcion. al. 2004
TDAH yen
SLC6A4: Promotor a 1kb del inicio de la combinacién con el

Insercién/delecion transcripcion 44 pb alelo 7R de DRDA4, el SEEl 200

respuesta a MTF.

Mick et al. 2006; Stein

DAT1: VNTR , . etal. 2005; Stein y
(3-11R) 3" no traducida 40 pb Respuesta a MTF McGough 2008: Kirley
etal. 2003
Ding etal. 2002; Kirley
DRD4: VNTR . etal. 2004;
(2-11R) exon 3 48pb Respuesta a MTF Kustanovich et al.
2004

5.1.3. CITOCROMO P450 ISOFORMA 2D6 (CYP2D6)

Analizar los numerosos SNPs, asi como la duplicacion y delecibn completas del gen
CYP2D6 resulta esencial para predecir la respuesta a ATX, ya que como se ha comentado en la
Introduccion, la ATX es metabolizada por esta isoforma del citocromo P450. Sin embargo, la
complejidad del analisis de las diferentes combinaciones de las variantes alélicas de este gen

suponia un problema para su genotipado.

Debido a un gran nimero de SNPs a genotipar (216), a la inclusién de reordenamientos
gendémicos y VNTRs y al analisis complejo de los resultados del genotipado del gen CYP2DS6,
ademas de a la inclusiéon de un mayor nimero de muestras (800 en total), se plantearon nuevas
estrategias de genotipado diferentes a las del estudio piloto. Para los SNPs, se selecciond la

plataforma de genotipado GoldenG ate® por su rapidez y alta capacidad de genotipado.
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Sin embargo, existe un pequefio nimero de SNPs que por cuestiones técnicas no podian
ser genotipados por esta técnica, por lo que se recurrié al Ensayo KASPar® en estos casos. En
relacion a los reordenamientos genémicos y VNTRs se decidié poner a punto un kit de deteccion
especifico para estos polimorfismos. Y finalmente para el CYP2D6 se selecciond el kit
PHARMACchip®.

A continuacion y antes de describir la preparacién de las muestras y cada uno de los
procesos de forma independiente y sus requerimientos, en la Tabla 19 se muestra un resumen
de las cuatro técnicas de genotipado elegidas y qué tipo de polimorfismos se han analizado con
cada una de ellas.

Tabla 19.- Tabla que resume las cuatro técnicas de genotipado que se han empleado en el
desarrollo del estudio completo de asociacidn para genotipar todos los polimorfismos de interés.

Ensayo GoldenGate® | SNPs asociados a TDAH y arespuestaa MTF

SNPs que no pudieron ser genotipados mediante el Ensayo

®
Ensayo KASPar GoldenGate®

PHARMAchip® SNPs, inserciones y deleciones del CYP2D6 (respuesta a ATX)

Reordenamientos gendmicos y VNTRs asociados a TDAHYy a

Kit reordenamien
it reordenamientos respuesta a MTF

5.2. AMPLIFICACION DEL ADN GENOMICO

La cantidad de ADN obtenida de las muestras proporcionadas por la mayoria de los centros
colaboradores y las concentraciones y volumenes obtenidas de los biobancos, fueron
insuficientes para las técnicas de alta capacidad de genotipado que se propusieron, y por lo
tanto, para poder genotipar los polimorfismos en este estudio. Por esta razén fue necesario
recurrir a una estrategia de amplificacion para poder conseguir una gran cantidad de DNA a partir
de pequefios volimenes de DNA gendmico.

Para ello se empleé la tecnologia denominada WGA (Whole Genome Amplification)
empleando el GenomiPhi V2 Amplification Kit. Este kit permite obtener cantidades superiores a
40 pg de DNA gendmico a partir de muestras de 10 ng de DNA siendo la longitud de los
productos superior a 10 kb. Describiendo la técnica brevemente, el ADN se desnaturaliza
mediante calor y después se enfria para mantener la doble hebra de ADN abierta. El reactivo
sample buffer contiene hexdmeros de nucleétidos (random hexamers) que se unen al azar al
ADN molde. El master-mix que contiene la ADN polimerasa, hexadmeros, nucleétidos, sales y
otros buffers se afiade al ADN molde y la mezcla se incuba a 30°C durante una hora y media

(tiempo suficiente para alcanzar el maximo rendimiento de amplificacion). Tras la amplificacion, la

143



Sujetos, Materiales y Métodos

enzima se inactiva a 45°C durante 10 minutos. Todo este proceso se ha llevado a cabo en un
termociclador Gene Amp PCR System 9700. Posteriormente se cuantificaron todas las muestras
mediante un fluorimetro del tipo Qubit™ Fluorometer para asegurar que la reaccion ha sido
exitosa y para conocer la concentracion de cada muestra. Posteriormente, se ajustaron los

volimenes y concentraciones a las requeridas para cada técnica de genotipado.

5.3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA SU GENOTIPADO

Para el genotipado de las muestras mediante el ensayo GoldenGate® en el caso de ADN
amplificado se requieren al menos 50 ng si el ADN esta intacto. Si se sospecha que ha habido
degradacién esta cantidad asciende a 100-200 ng, siendo esta cantidad independiente del

namero de SNPs que se quieran genotipar.

Para el genotipado de las muestras mediante el ensayo KASPar®, éstas deben tener una
concentracién de al menos 14 ng/ul y un volumen de 0,75 pl por SNP a genotipar si son ADN

amplificado con un volumen extra de 5 pl en total.

Para el genotipado de las muestras mediante el Kit de deteccién de reordenamientos
gendémicos y VNTRs y PHARMAchip® se requiere tener el ADN a una concentracion de al menos
20 ng/ul y un volumen que variara segun el nimero de reacciones de PCR que se desarrollen.
En el caso de PHARMAchip®, el ADN que se empled, siempre que fuera posible, fue el original
ya que para la optima deteccién de la delecion y duplicacion del gen entero (CYP2D6) se
requiere que el ADN sea de muy buena calidad.

Se prepararon las muestras a una concentracién y volimenes mayores de los necesarios
para tener suficiente ADN para todos los ensayos. Las muestras se colocan de forma ordenada
en placas de 96 pocillos para termociclador (Microamp® Optical 96 well reaction plates). En cada
una de las placas se incluye una muestra de ADN control positivo (linea celular perteneciente a
Progenika S.A. (cédigo: L23) y un control negativo (agua) que se utilizaran como controles

internos del proceso de genotipado y que se colocan en una posicién diferente en cada placa.

54. ENSAYO DE GENOTIPADO GOLDENGATE®

5.4.1. ANALISIS DE VIABILIDAD DE SNPs

Para cada uno de los SNPs que se desea genoctipar, se ha realizado el analisis de la
viabilidad para su genotipado con la plataforma GoldenGate® de lllumina. Los reordenamientos
gendémicos y VNTRs no se pueden genotipar por esta técnica y se explicara en el apartado 5.7.

como se ha realizado su genotipado.

144



Sujetos, Materiales y Métodos

El analisis de viabilidad es imprescindible y sirve para predecir, en funcién de la secuencia
nucleotidica que flanquea a cada SNP y su posicién en el genoma, el éxito a nivel técnico que
tendr& su genotipado con lllumina. De esta forma, aquellos SNPs con baja probabilidad de ser
genotipados correctamente, se sustituiran por otros SNPs en el mismo gen y que estén en el
mismo bloque haplotipico (SNPs representantes del anterior) con mayor facilidad para ser

genotipados, de forma que se pierda el menor nimero de SNPs posibles.

A nivel practico, se envia la lista de cédigos “rs” de los SNPs a lllumina (si no se conoce el
codigo “rs”, con la secuencia y posicion suele ser suficiente), son evaluados y devuelven un
listado de aquellos SNPs que presentan dificultades para ser genotipados. Las dificultades
pueden deberse a varios motivos. A continuacidon se enumeran los diferentes tipos de errory las

soluciones que se han tomado en cada caso concreto:

Error tipo 1: No se reconoce el cédigo “rs” enviado. Esto puede deberse a que:

-El cédigo “rs” del SNP se ha sustituido recientemente por otro cédigo “rs” o nimero

diferente. En este caso sustituimos el codigo “rs” antiguo por el nuevo que indica lllumina.

-lllumina no reconoce el cédigo rs, pero éste no ha sido renovado por otro. En este caso se
busca en la base de datos de SNPs del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) la
secuencia nucleotidica que incluye al SNP y se envia a lllumina en vez del cédigo “rs” para el

estudio de su viabilidad.

-El SNP no es un SNP estandar de cambio de un nucleétido por otro (ej: A—G), si no que
puede ser una insercion o una deleccién de un nucleétido. Este tipo de SNPs no se pueden
genotipar con el sistema de genotipado de la plataforma lllumina. En este caso se realiza un
andlisis de “tag SNPs” usando la aplicacién que ofrece para ello la organizacion Hapmap
(http://www.hapmap.org). Un “tag SNP” es un SNP representativo de una zona del genoma con
alto desequilibrio de ligamiento (probabilidad muy alta de que los alelos de los SNPs en esa zona
se transmitan siempre juntos), es decir, un SNP representativo del conjunto SNPs en esa zona.
Por ello, cuando aparece este error se hace una busqueda de “tag SNPs” para el que ha dado el
error y se sustituye por uno que suponga un cambio estandar de un nucleétido por otro, de forma
que se pueda genotipar con llluminay que sea representativo del SNP anterior. En caso de que
no existan “tag SNPs” para el SNP con error, este tendria que ser eliminado de la lista de SNPs a

genotipar con esta plataforma e intentarlo con otra tecnologia.

Error tipo 2: SNPs situados a menos de 40 nucleoétidos de distancia.

Debido a limitaciones técnicas de la plataforma Illumina para el genotipado, no se pueden

genotipar SNPs localizados a una distancia menor a 40 nucleétidos. En este caso, en primer
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lugar, utilizando la aplicacion de Hapmap se ha hecho un analisis de “tag SNPs” para comprobar
si los SNPs situados a menos de 40 nucle6tidos estan en el mismo bloque de desequilibrio de
ligamiento, es decir, estarian representados el uno por el otro. En caso afirmativo, se ha

eliminado el de menor importancia segun criterios de la bibliografia.

Si los SNPs no estan en el mismo bloque de desequilibrio de ligamiento (no se heredan de
forma conjunta), pero alguno de ellos estd en el mismo bloque que otro SNP ya incluido en la
lista (se hereda de forma conjunta con ese SNP), se ha eliminado por estar ya representado. Si
ninguno de los SNPs esta en el mismo bloque de desequilibrio de ligamiento que otros SNPs de
la lista se ha sustituido el de menor importancia segun la bibliografia por un “tag SNP” que lo
represente y situado a mas de 40 nucleétidos. En el caso de que ninguno de los dos SNPs
estuviese representado por ningun “tag SNP” y nos viésemos obligados a eliminar uno de la lista,
se ha eliminado aquel que presenta un indice menor de viabilidad para lllumina (parametro
también proporcionado por llumina que tiene en cuenta la capacidad de genotipar ese SNP
considerando la secuencia que lo rodea) o en caso de tener el mismo indice de viabilidad, el de
menor importancia como asociado a los distintos fenotipos de TDAH o distinta respuesta
farmacol6gica segun la bibliografia. Si se trata de un SNP de gran importancia se genotipara con

otra tecnologia.

Error tipo 3: EI SNP presenta dificultad técnica para ser genotipado correctamente por la

plataforma lllumina.

Cada SNP de la lista es catalogado por llumina segin su mayor o menor dificultad técnica
para ser genotipado: 0= probabilidad de éxito baja, 0.5= probabilidad de éxito moderada y 1=

probabilidad de éxito alta.

Para aquellos SNPs con probabilidad de éxito baja (0) se ha intentado buscar otro SNP
representativo del que tiene potencial bajo de éxito, es decir, otro SNP en el mismo bloque de
desequilibrio de ligamiento y que no presente dificultad técnica de genotipado con lllumina. En el
caso de que un SNP concreto no estuviese representado por ningin SNP y nos viésemos
obligados a eliminarlo de la lista, se comprobé previamente a eliminarlo si era un SNP con alta
importancia por estar fuertemente asociado a TDAH (diagnéstico, pronéstico, tratamiento) en la
bibliografia. En tal caso, para no perder informacion, el SNP se genotiparia por una técnica

alternativa como en casos anteriores.

Error tipo 4: El SNP presenta una frecuencia alélica en poblacion caucasica inferior a 0,05

en la base de datos de HapMap.

En los estudios de asociacién, cuando un SNP presenta una frecuencia alélica inferior a

0,05 (lo porta menos de un 5 % de la poblacion) no se suele considerar ya que la probabilidad de
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encontrarlo en los sujetos de la poblacién de estudio es muy reducida. En nuestro caso se ha
situado el punto de corte en el 10% de la poblacién, aun mas restrictivo, al hacer la seleccién

bibliografica de los polimorfismos.

Como resultado del andlisis de viabilidad, lllumina muestra la frecuencia alélica descrita en
HapMap para cada SNP en la poblacion caucasica. En el caso de que lllumina nos muestre
algun SNP cuya frecuencia es inferior a 0.05 se ha comprobado su frecuencia alélica en la base
de datos dbSNP del NCBI y en los articulos originales de los que se sacé el SNP, manteniéndose
si es superior a 0,05, ya que HapMap puede que no esté actualizada hasta la fecha y estos
articulos sea mas recientes. También se revisé la frecuencia alélica para aquellos SNPs cuya

frecuencia no aparecia en la base de datos HapMap.

5.4.2. PROTOCOLO DEL ENSAYO GOLDENGATE®

Previamente al desarrollo del ensayo propiamente dicho, se disefian y sintetizan los
oligonucléotidos, mediante la tecnologia de sintesis de ADN Illlumina Oligator® y el Software
OIigoDesigner®, este paso es fundamental para que el ensayo sea exitoso. La secuencia alelo-
especifica se disefia a una temperatura de unidn del cebador éptima de 60°C, mientras que el

LSO se disefia a una temperatura 6ptima de 57°C.

El protocolo detallado del ensayo GoldenGate de genotipado se describe en la Figura 29,
pero los pasos generales que ya se han descrito en la Introduccion son los siguientes:1)
Activacion del DNA por unién a particulas paramagnéticas; 2) Hibridacion ASOs (Allele-S pecific
Oligos) y LSO (Locus-Specific Oligo) con el ADN; 3) Extension de la cadena, unién y lavados
para eliminar los oligonucléotidos en exceso que no hayan hibridado; 4) Se afiade la ADN
polimerasa y se produce la elongacion alelo especifica en una reaccion de PCR universal; 5) Se
aflade una ADN ligasa que rellena el hueco y prepara la muestra para la hibridacion; 6)
Hibridaciéon en el Beadchip, que consiste en la hibridacién de los productos de PCR marcados
fluorescentemente con las microesferas del array; 8) Lectura de la fluorescencia emitida; 9)

Asignacion de los genotipos.
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Dia 1
Activacion ADN 2:00 h . 0:45h
Hibridacion ASOs y LSO con el ADN 2:30h 0:30h
Extension, ligacion y lavados 2:00 h 1:30 h
PCR universal 3:00 h X
Tiempo total 9:30 h 2:45h
Dia 2
Preparacion para la hibridacion 2:00 h 1:00 h
Hibridacion en el Beadchip 14:30 h 0:30 h
Tiempo total 16:30 h 1:30 h
Dia 3
Lavado y secado 0:30 h 6 0:10 h
Lectura de la fluorescencia emitida 1:25h X
Asignacion de los genotipos <0:05 h <0:05 h
Tiempo total 2:00 h 0:15h
|Tiemp0 total de todo el proceso 28:00 h 4:30 h
@& runo opcional de parada

Figura 29.-Protocolo detallado que se sigue para el genotipado de SNPs con la plataforma de
lllumina Golden Gate. Se describen tanto los pasos como los tiempos asociados a cada uno de
los pasos, el tiempo total que tarda el ensayo y el tiempo de trabajo real calculados para 1
técnico trabajando con una placa de 96 pocillos. Del mismo modo se indican aquéllos pasos en
los que es posible detener el procedimiento sin que el resultado del experimento se vea afectado.
Adaptado de Shen et al. (2005).

5.4.3. OBTENCION DE LOS RESULTADOS DE GENOTIPADO MEDIANTE
ENSAYO GOLDENGATE®

La obtencion de los genotipos se realiza de forma automética mediante el software de
genotipado GenCall que utiliza un modelo bayesiano para asignar dichos genotipos. Este
programa también asigna un valor de confianza entre 0 y 1 a cada genotipo asignado. Este valor
refleja el grado de separacion entre los clusters de los diferentes genotipos asi como la posicion
dentro de una muestra dentro del cluster. En la Figura 30 se muestran los graficos de salida de
este software de genotipado para cuatro SNPs. Se aprecian claramente los clusters de los 3
genotipos posibles (A/A, A/By B/B).

148



Sujetos, Materiales y Métodos

— -

"
"
Al
H‘
il |
o
5
=

s HE S G~ e = 0. amw — i 8
- S O e e — R R R A -
— — : B
- - —s---\---f-.'- I
e B el O e B e S g - ' 5
- -
= = - -
, E 3 i =

S e— o [P S S —

Figura 30.- Graficos que muestra el programa GenCall para cada uno de los SNPs, en este caso
cuatro. En esta representacion hay 192 muestras de ADN en cada gréafico que se corresponden
con cada uno de los puntos. Los valores cercanos a 0 (parte izquierda de la grafica) se
corresponderian con las muestras homocigotas para el alelo A (rojo) y las més cercanas a 1 las
homocigotas para el alelo B (azul), las muestras de en medio son las heterocigotas (A/B)
(morado). Adaptado de Shen et al. (2005).

A partir de este programa se extrae una base de datos con todos los genotipos ordenados
para cada uno de los SNPs y muestras. Es importante sefialar que existen numerosos puntos de
control internos para evitar contaminaciones y/o errores de genotipado durante todo el proceso,

en la union ADN-oligo, en la PCR, en la hibridacién y en el analisis de resultados.

5.5. GENOTIPADO MEDIANTE PCR COMPETITIVA (ENSAYO KASPar®)

La técnica de genotipado que se ha elegido para los SNPs que no se pueden genotipar con
la plataforma Illumina GoldenGate® es un sistema de genotipado por fluorescencia basado en
una PCR alelo-especifica competitiva como se ha descrito en el apartado de Introduccién, se
conoce como Ensayo KASPar® y ha sido desarrollado por Kbiosciences. En esta técnica no se
realiza ningln andlisis previo de viabilidad de los SNPs; a priori cualquier SNP es susceptible de
ser genotipado mediante este ensayo.
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55.1.  SINTESIS Y VALIDACION DE LAS SONDAS ESPECIFICAS

El primer paso en este ensayo es el disefio de las sondas KASPar® especificas para cada
uno de los SNPs. Se diseflaron dos oligonucleétidos alelo especificos (40 bases de longitud) y
uno comun (20 bases de longitud) mediante el programa Primer Picker de uso gratuito a través
de la web. Previamente a comenzar el proceso de genotipado con las muestras, es necesario
validar estas sondas en un panel de DNAs escogidos al azar de la poblacién general. En esta
validacion se comprobara si el SNP seleccionado es polimérfico y si la sonda disefiada es

adecuada para el genotipado. Si no fuera asi, se disefiara una nueva sonda especiffica.

Durante este proceso de validacién de las sondas se aplican los siguientes controles

internos para que un ensayo se de por valido:

a) que se diferencien los tres clusters correspondientes a cada uno de los genotipos

b) que los controles de agua sean negativos

¢) que el niumero de genotipos asignados correctamente a su cluster sea superior al 90%

d) que la frecuencia del alelo menor (MAF) sea mayor al 2%

e) que el SNP se encuentre en equilibrio de Hardy-Weinberg en la poblacién de ADNs

control.

55.2. PROTOCOLO DEL ENSAYO KASPar®

La reaccién de PCR se realiza a tiempo real. Este sistema de genotipado esta disefiado
como un ensayo multiplex que detecta ambos alelos en un Unico tubo de reaccién con tres
primers especificos para el SNP sin marcar y dos primers universales marcados con
fluorescencia. Estos ultimos cebadores si no se hallan unidos al DNA molde adoptan una
estructura de horquilla en donde la molécula de fluorocromo se encuentra muy proxima a un
guencher que le impide la emisién de la fluorescencia. En cambio, cuando son complementarios
al DNA molde, la estructura de horquilla se rompe y el fluorocromo es capaz de emitir
fluorescencia que es detectada y a partir de los valores de fluorescencia recogidos se generan

los clusters de los genotipos.

Generalmente se consigue una precisién mayor al 99% y se llevan a cabo también

numerosos controles de calidad internos, como son:

a) los controles de agua deben ser negativos (de lo contrario indicaria una contaminacion)
b) se coloca un ADN de genotipo conocido en cada placa en posiciones diferentes
c) los clusters deben ser claros y separados entre siy el porcentaje de asignacion correcta

a cada cluster debe ser suficiente.
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5.5.3. OBTENCION DE LOS RESULTADOS DE GENOTIPADO MEDIANTE
ENSAYO KASPar®

Una vez que el proceso de genotipado se ha llevado a cabo y los datos de emisidon de
fluorescencia han sido recogidos, los resultados se visualizan utilizando el programa informatico
“SNPviewer software” (Kbioscience, version 1.93) de descarga gratuita en la pagina web de
Kbiosciences. En la Figura 31 se muestra una salida de este programa con los datos de
genotipado para un SNP dado. Se observan los tres grupos genotipicos para dicho SNP
(homocigoto B_B en color rojo, heterocigoto A_B en verde y homocigoto A_A en azul). Los datos
de los genotipos de los SNPs también se recogen en un archivo del tipo .txt que ser& el que se
utilice como base de datos para los analisis estadisticos de asociacién que se explican en el

apartado del andlisis estadistico.

7
Mlsslngo

Bad

Shnrto
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Figura 31.- Resultado graficado del genotipado mediante ensayo Kaspar correspondiente a un
SNP determinado, se visualiza con el programa “SNP viewer”. Se pueden observar claramente
los tres grupos para cada uno de los genotipos posibles (AA; azul, AB; verde y BB; rojo), donde
cada punto representa una de las muestras hibridadas. Se obtendra una grafica de este tipo para
cada uno de los SNPs genotipados mediante esta técnica, ademas de un archivo del tipo “txt”
con los datos de los genotipos.

5.6. GENOTIPADO DEL CYP2D6: PHARMAchip®

Para genotipar los polimorfismos del gen CYP2D6 asociados con la respuesta a

atomoxetina se seleccion6 el chip de genotipado PHARMAchip® v3.0. Detecta las variables

genéticas de CYP2D6 que se detallan en la Tabla 20. Se trata de una herramienta contrastada y

gue se ha empleado en diversos estudios de respuesta a farmacos (Cuyas et al. 2010).
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Con esta técnica se genotiparon Unicamente aquéllas muestras de pacientes de los que
existian datos de respuesta a atomoxetina, ya que los polimorfismos del CYP2D6 se han

asociado a la respuesta diferencial a atomoxetina en el tratamiento del TDAH.

Tabla 20.- Variables genéticas del CYP2D6 que analiza PHARMAchip®.

*1, *2,*3, *4, *5 (delecion), *6, *7, *8, *9, *10, *11, *14A, *14B, *15, *17
CYP2D6 | Citocromo P450 2D6 [¥18,*19, *20, *25, *29, *31, *35, *41, duplicacion *1XN, *2XN, *4XN,
*1OXN, *17XN, *35XN, *41XN

5.6.1. PROTOCOLO DE GENOTIPADO PHARMAChip®

El protocolo que se ha seguido para la amplificacion y deteccion de los polimorfismos
indicados en la Tabla 20 es el recomendado por Progenika Biopharma S.A. Consiste en realizar
una serie PCRs multiplex, la comprobaciéon en gel de que dos de los grupos correspondientes a
la delecién/duplicacion del gen han funcionado correctamente, la posterior fragmentacion y
marcaje, hibridacion y escaneado de las muestras segin se detalla en la guia de uso de
PHARMAchip v3.0. Solamente se realizaron las reacciones de PCR correspondientes a los
grupos 3, 6y 7 que son los que contienen las regiones de interés del CYP2D6, esta informacion
aparece detallada en la Tabla 21. Los reactivos utilizados en todo el proceso fueron

suministrados por Progenika Biopharma dentro del Pharmachip® V3.0 Kit.

Las condiciones de amplificacién que se utilizaron son las que se describen en la guia de
uso, y se muestran en las Tablas 22y 23. La concentracion de ADN de las muestras debe tener
un minimo de concentracién de 20 ng/uL, la relacion A260/A280 debe estar en el rango de 1,8-
2,0y la relacion A260/230 debe ser > 0,75 segun las especificaciones descritas. Se afiaden 5 pl
de este ADN a cada grupo de PCR multiplex. La reaccién de amplificacion se llevd a cabo en un

termociclador Gene Amp PCR System 9700.

Progenika Biopharma S.A. recomienda hacer un gel de agarosa al 1% en tampén TAE (Tris-
acetato-EDTA), tefiido con bromuro de etidio, de los grupos de PCR 6y 7 para comprobar que la
reaccion ha funcionado. En ambas PCRs se amplifica un fragmento de gran tamafio (5 kb) y la
calidad del DNA por tanto es critica. Cualquier impureza (bien de sales o etanol) inhibira la
reaccién y no se podra obtener resultados para el CYP2D6. En la Figura 32 se muestra un
ejemplo de este gel. Todas las muestras en las que se observe en gel de agarosa al menos una
banda a 5 kb, se daran por validos y se debe continuar con el paso de fragmentacion y marcaje e
hibridacion. Sin embargo, en aquellos en los que no se detecte al menos una banda a 5kb de
amplificacién sera necesario volver a repetir el proceso de PCR (se trata de un control de calidad

del proceso). Si, ademas existe delecion o duplicacion, se wvera una segunda banda de 3,5 kb.
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La cubeta de electroforesis empleada fue Sistema MultiCaster Aqua Gel y el sistema de

electroforesis RunOne, el tiempo de migracién establecido es de 1 hora a 100 mV.

Tabla 21.- Tabla que muestra los grupos de PCR multiplex que conforman PHARMAchip
asociados a los polimorfismos contenidos en las regiones amplificadas en cada PCR multiplex.
En este estudio solamente se han utilizado los grupos de PCR multiplex 3, 6 y 7 que contienen
los polimorfismos de CYP2D6, marcados en negrita y con el fondo en verde.

VKORC1 -1639 C>T / CYP2C8, *3 (1196A>G) / CYP2C19 *7 (IVS5+2T>A) /
HTR2A His452Tyr / CYP2C19 *8 (358T>C) / GSTTL null allele / COMT
1 Val108Met / CYP3AS5 *9 (19386G>A) / DRD3 Ser9Gly / BCHE Ala539Thr / NAT2
481C>T / CYP2C19 *5 (1297C>T) / CYP1A2 *11 (558C>A) / BDKRB2 C-58T /
TPMT G238C / CYP3A4 *1B (-392A>G) / MDR1 C3435T

ADRB1 Arg389Gly / CYP1A2 *1F (-163A>C) / CYP2B6 G516T / CYP2C19 *9
(431G>A) /| BCHE Asp70Gly / GRIN2B C2664T / CYP2C9 *6 (818delA) /
CYP1A2 *7 (3534G>A) / CYP3A5 *8 (C3699T) / AGT Met235Thr / CYP2C19 680
y G681A/ CYP2C19 *4 (1A>G) / NAT2 (590, 803, 857)

CYP2D6 -1584 (C>G) / TYMS (6-bp deletion) / AGTRL A1166C / ADRB2
Argl16Gly / TPMT (A719G) / ERCC2 Lys751GIn / TNF -308 G>A / CYP2CS8, *2
3 (1269F) y *4 (792C>G) / CYP2C9 *2 (430 C>T) / DPYD*2A (IVS14+1 G>A) /
MTHFR C677T / CYP3A5 *10 (T29753C) / HTR2A T102C / CYP1AL1 lle462Val /
CYP3A5 *3 (6986G>A) / CYP2C19 *3 (G636A)

IL10 (-1082) G>A/ GSTML null allele / CYP2C9, *3 (1075 A>C), *4 (1076 T>C),
*5 (1080 C>G) / CYP2C19 * 8 (358T>C) / NAT2 191G>A y 282C>T / ADD1

4 Glyd60Trp / GSTM3*B [/ TPMT G460A / CYP3A5 *6 (14690 G>A) / GSTP1
lle105Val / NAT2, 341T>C

5 ADRB1 Arg389Gly / AGT Met235Thr / CYP2C19 680 y G681A / CYP2C19 *4
(1A>G) INAT2 (590, 803,857) / ADRB2 Arg16Gly / NAT2 481C>T

6 CYP2D6 + delecion CYP2D6

7 CYP2D6 + duplicacién CYP2D6

Tabla 22.- Tabla que describe los reactivos y volimenes que se utilizaron en la amplificacion de
los grupos de PCR multiplex 3, 6y 7 de PHARMAchip® v3.0.

Reactivo Volumen (pl/reacc)
GRUPO 3

PRE-Mix 3 7,5 ul
Enzyme mix A 12,5 pl
Volumen final 20 pl
GRUPOS 6y 7

PRE-Mix 6 0 7 19 pl
Enzyme mixB 1l
Volumen final 20 pl
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Tabla 23.- Tabla que recoge el
PHARMAchip® 13.0.

protocolo de amplificacién de las PCR multiplex de

Activacion de la DNA polimerasa 94°C 2 min
Desnaturalizacion 94°C 10s
10 ciclos Hibridacion 60°C 30s
Extension 68°C 5min
Desnaturalizacion 94°C 15s
25 ciclos Hibridacion 60°C 30s
Extension 68°C 5min + 5s/ciclo
Extensién final 68°C 7min
Paso final 4°C o0

1kb Ladder

I_*_\

+ PCR6

PCR6 PCR6
PCR7 PCR7 PCR7

PCR6
PCR7

Muestra
no valida

Muestra Muestra
con con
delecion. duplicacién

Muestra
norm al

Figura 32.- Fotografia de un gel de agarosa al 1% en el que se migran los resultados de las
PCRs 6y 7 de PHARMachip®. En |la fotografia se muestran ejemplos de una muestra normal,
una con delecidn, con duplicacién y una muestra no valida.

A continuacion, se realiza el proceso de fragmentacion y marcaje de las muestras siguiendo

las indicaciones de la guia. Las condiciones y reactivos de estos dos procesos se describen en la

Tabla 24. Finalmente, se continlGa el protocolo para la correcta hibridaciéon y escaneado de los

chips tal y como se describe en la guia de uso PHARMAchip® v3.0.
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Tabla 24.- Tabla resumen de las condiciones de fragmentacion y marcaje utilizadas en el
PHARMAchip®, adaptadas de la guia de uso de PHARMACchip v3.0.

Reactivos Fragmentacion Volumen (ul)
H20 Milli-Q 30,8 pl
Fosfatasa alcalina (1U/ul) 7,7 pl
DNAsa | (1U/ul) 3,5ul
Volumen final 42 ul

37°C 30 minutos.
95°C 10 minutos.

4°C Indefinidamente.

Reactivos Marcaje Volumen (ul)
5X TdT buffer 24,5 pl
CoClI2 (25mM) 245 pl
TdT (400U/ul) 35l
Biotin-11-ddUTP 2,14
H20 Milli-Q 43,4 pl
Volumen Total 98 ul
37°C 60 minutos.
4°C Indefinidamente

5.6.2. OBTENCION DE LOS RESULTADOS DE GENOTIPADO MEDIANTE
PHARMACchip®

Los resultados de las hibridaciones y de los geles se analizaron con la ayuda del software
PHARMAchip v.3 desarrollado por Progenika Biopharma, a partir del cual se extrajeron los
resultados de genotipos y fenotipos asociados para cada muestra. Los fenotipos que se obtienen
son del tipo: metabolizador lento, intermedio, normal o intermedio, normal y ultrarrdpido. Se
muestra un ejemplo de una salida de este software para seis de las muestras analizadas en la

Tabla 25.
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Tabla 25.- Tabla ejemplo de la salida del software PHARMAchip® V3 para el CYPD26 en 6 de las
muestras analizadas. Se muestra el genotipo detectado para cada uno de los dos alelos y el
fenotipo de metabolizacion de farmacos asociado a ese genotipo.

1 *4[*31 *4 *31 Lento

2 *1/*4 *1 *4 Intermedio

3 *1/*1 *1 *1 Nomal

4 *1IXN/*4 0 *1/*4XN *1XN *4 Nomal o Intermedio
5 *1/*2 *1 *2 Nomal

6 *2XN/*2 *2XN *2 Ultrarrapido

5.7. KIT DE DETECCION DE REORDENAMIENTOS GENOMICOS Y VNTRs

Como las técnicas de genotipado anteriormente descritas no permiten la deteccion de
reordenamientos gendémicos y VNTRs, y por otro lado, esta descrito en la bibliografia la
asociacién de algunas repeticiones en tandem de numero variable (VNTRS) e inserciones de
tamafio fijo tanto con el TDAH como con la respuesta a tratamiento, se decidié poner a punto una
técnica que fuera capaz de detectar este tipo de polimorfismos. Esta herramienta, a la que se
denominé kit de deteccion de reordenamientos gendmicos y VNTRs, consiste en realizar una
serie de PCRs especificas para cada polimorfismo en las que se marcan con fluoréforos distintos
los fragmentos obtenidos y posteriormente se \isualizan los resultados con la ayuda de un
analizador genético capilar. En la Figura 33 se muestra un esquema de una VNTR para ayudar a

la compresioén de estos polimorfismos.

Individuo 1 Individuo 2 Individuo 3

|| By
By e .

Figura 33.- Dibujo esquematico de una repeticién en tandem de numero variable (VNTR) en 3
individuos diferentes. Para cada sujeto se muestran los dos cromosomas homologos y se ve
como el nimero de repeticiones varia entre los diferentes sujetos. Por ejemplo el individuo 1
seria heterocigoto para la variante 3R-4R (R: repeticiones), el individuo 2 seria heterocigoto para
las variantes 4R-7R y el individuo 3 también heterocigoto para las variantes 5R-8R.
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5.71.  DISENO DE CEBADORES ESPECIFICOS

Tras seleccionar qué reordenamientos gendmicos y VNTRs seria interesante incluir en el
andlisis de genotipado, se procedié a buscar la secuencia exacta y localizacion cromosdmica de
cada uno de estos polimorfismos. Esto se realizé mediante un analisis exhaustivo tanto de
articulos especializados como de bases de datos electronicas (ver direcciones en el apartado de
Bibliografia). Se disefiaron cebadores especificos para amplificar los fragmentos de los genes
que los contenian. Se disefiaron cuidadosamente las parejas de cebadores (un cebador directo y
uno reverso) para cada fragmento de interés tal y como se ha comentado en el apartado 4.2.

para el caso del chip de genotipado.

En algunas ocasiones en las que las caracteristicas de los fragmentos a amplificar asi lo
requerian, se consultaron articulos cientificos para establecer las condiciones de PCR

adecuadas a cada polimorfismo e incluso para el disefio de los cebadores.

5.7.2. OPTIMIZACION DE LAS PCRs

La principal diferencia entre estas PCRs y la PCR estandar que se ha descrito en el
apartado de Introduccion, es que aqui se van a obtener productos de amplificacion marcados con
fluorescencia. Esto se consigue adicionando a cada pareja de cebadores unas secuencias de
unas pocas bases que se denominan TAGs, y son especificas para cada fragmento. Estas
secuencias hibridan especificamente con otros oligonucleétidos cortos, que también se
denominan TAGs o colas y que estan marcados con un fluor6foro (uno diferente para cada
pareja de colas). Si se realizan PCRs uniplex se puede usar la misma secuencia de colas,
marcadas con colores diferentes, para todos los fragmentos ya que la reaccién de amplificaciéon
se va a producir en pocillos distintos. De esta forma los fragmentos nuevos que son sintetizados
estdn marcados con las moléculas de fluor6foros. También se puede afiadir el fluoréforo
directamente a la secuencia del cebador pero a menudo esto disminuye la eficiencia con la que
éste es capaz de pegarse a la hebra molde. Es importante mantener las TAGs y los productos de

PCR en completa oscuridad para evitar el fotoblanqueamiento de los fluoréforos.

En primer lugar se comprob6 si se producia la correcta amplificacién de los productos de
interés, y se ajustaron los parametros necesarios para que asi fuera. Se prob6é aumentando o
disminuyendo el nimero de ciclos de la PCR, cambiando la temperatura de unién del cebador a
la hebra molde, con varios disefios de primers, con distintas concentraciones de magnesio o de
la tag polimerasa e incluso afiadiendo DMSO a la reaccién para hacerla mas eficiente en
regiones de ADN con estructuras secundarias con alto contenido en los nucleétidos Guanina y
Citosina. En algun caso se consulto la bibliografia para poder optimizar la amplificacion por PCR
uniplex de todos los fragmentos de interés a analizar en el kit de deteccion de reordenamientos
gendmicos y VNTRs. Para determinar si se producia amplificacién, se realizé una electroforesis,
se corrieron los productos de PCR en un gel de agarosa al 2% en tampon TAE (Tris-acetato-

EDTA), tefiido con bromuro de etidio y mediante un transiluminador de luz ultravioleta se
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comprobd que los tamafios de dichos fragmentos se ajustaban a los esperados, comparando su
migracion con la de un marcador de tamafio molecular. EIl marcador de peso molecular utilizado
en los geles de agarosa fue 1 kb DNA Ladder. Para las PCRs se han utilizado los siguientes
reactivos, DNA polimerasa Am plitaq® Gold, GeneAmp 10X PCR Buffer Il, MgCl, 25 mM y dNTP
Mix. La reaccién de amplificacion se llevd a cabo en un termociclador Gene Amp PCR System
9700. La cubeta de electroforesis empleada fue Sistema MultiCaster Aqua Gel y el sistema de

electroforesis RunOne.

Ademas en todos los casos se comprobd que no existia ninguna contaminaciéon mediante un
control negativo de PCR para cada pareja de cebadores afiadiendo agua en vez de ADN molde y

comprobando que no se producia ninguna amplificacion.

Posteriormente, se intenté agrupar las amplificaciones en una Unica reacciéon de PCR
multiplex pero dadas las caracteristicas especiales de ciertos de los amplicones y las diferencias
en las condiciones de amplificacién de cada uno de los reordenamientos no fue posible y se
dejaron como PCRs independientes. Cada una de estas PCRs uniplex se marcé con un
fluoréforo diferente para permitir el analisis simultdneo de todos los fragmentos obtenidos para
una Unica muestra en el analizador genético capilar, modelo ABI PRISM 3130xl Genetic
Analyzer. Los fluoréforos que se han usado son —FAM, -NED, -PET y -VIC y fueron sintetizados

junto con la secuencia de las TAGs (con el nombre comercial de ABI PRISM® Primer Pairs).

El genotipado de las inserciones y VNTRs que componen el kit de reordenamientos se
realiza, como se ha comentado anteriormente, mediante andlisis de fragmentos en un analizador
genético capilar, ya que un gel de agarosa no es lo suficientemente resolutivo para diferenciar
entre algunos de los alelos posibles. En la Figura 34 se comparan las técnicas de electroforesis
convencional y capilar, y se comentan las ventajas/desventajas de cada una de ellas. Este
analisis, consiste basicamente en realizar una electroforesis a nivel capilar y una deteccion de los
fragmentos inducida por laser. Se utiliza un marcador de peso molecular (GeneScan 500 ROX)
para determinar el tamafio de los fragmentos y permite el analisis simultaneo de varios productos
de PCR marcados con distintos fluoréforos. Los diferentes fragmentos se detectan mediante el

software de andlisis Peak Scanner Software v1.0.
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Figura 34.- Dibujo esquemético que compara una electroforesis convencional y una capilar.
Ambas técnicas permiten determinar el tamafio del o de los fragmentos que se han amplificado
previamente y de forma especifica en la reaccion de PCR. Las diferencias entre ellas se
describen a continuacién. Electroforesis convencional: Gel de agarosa/poliacrilamida de diferente
concentraciéon segun el tamafio de los fragmentos que queramos analizar. Se forma una especie
de malla (polimero de agarosa) por el que pasan los fragmentos de ADN en funcién de su
tamafio cuando se aplica una carga eléctrica. EI DNA tiene carga negativa por lo que al ser
sometido a una diferencia de potencial migra hacia el polo positivo, de forma proporcional a su
tamafio, migrando mas rapido los fragmentos mas pequefios. Se migra a la vez un marcador de
tamafio molecular, de cuyos distintos fragmentos conocemos el tamafio y después se calcula el
tamafio del fragmento de interés. Se afiade bromuro de etidio al DNA antes de migrarlo, se
intercala entre las bases del DNA y al ser irradiado con luz UV emite fluorescencia. Tiene el
inconveniente de que es poco sensible, pero es una técnica barata y rapida. Electroforesis
capilar: (deteccién fluorescente semiautomatica). Es lo mismo que una electroforesis
convencional pero a través de capilares muy finos. Cuando los fragmentos de ADN alcanzan la
ventana del capilar, el laser excita los colorantes fluorescentes y éstos emiten fluorescencia que
a su vez es recogida por el detector de longitudes de onda distintas segun qué fluor6foro sea y
se registra en el ordenador. Ademas presenta la ventaja de que, si se marcan con diferentes
fluoréforos, se pueden analizar a la vez varias muestras o varias PCRs de una misma muestra.
Tiene un precio mas elevado que la electroforesis tradicional.

159



Sujetos, Materiales y Métodos

5.7.3.  CONFIRMACION POR SECUENCIACION

Una vez se comprobd que las parejas de cebadores funcionaban correctamente se
confirmaron por secuenciacion todos los fragmentos amplificados y el nUmero de repeticiones en
el caso de las VNTRs. A pesar de que mediante su migracion en gel de agarosa se ha
comprobado que existia amplificacién y que el tamafio del amplificado correspondia con el
esperado, se comprueba exactamente su secuencia para evitar que se amplifique por error, por

ejemplo, un gen homadlogo o que se estén produciendo amplificaciones inespecificas.

El procedimiento que se ha seguido es el mismo que se ha descrito en el apartado 4.4. para
los fragmentos amplificados en el chip de genotipado y la secuencia obtenida se compar6 con las
secuencias recogidas en bases de datos del tipo NCBI utilizando un software del tipo BLAST

(Basic Local Aligment Search Toal).

5.7.4. OBTENCION DE LOS RESULTADOS DE GENOTIPADO MEDIANTE EL
KIT DE DETECCION DE REORDENAMIENTOS GENOMICOS Y VNTRS

El andlisis de los resultados de genotipado del Kit de deteccion de reordenamientos
gendmicos y VNTRs ha consistido en extraer la informacion de los alelos para cada polimorfismo
y muestra mediante el software de analisis Peak Scanner Software v1.0. En el caso de que el
polimorfismo en |la Bibliografia sélo apareciera asociado con la respuesta a tratamiento y no con
una mayor o menor predisposicion a TDAH, sélo se han genotipado las muestras de pacientes
para dicho polimorfismo. Si se ha asociado con el trastorno, se han genotipado tanto las

muestras de pacientes como las de controles sanos.
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6. ESTADISTICA

6.1. FILTRADO DE MUESTRAS Y POLIMORFISMOS PREVIO AL ANALISIS
ESTADISTICO

Antes de proceder al analisis estadistico de los resultados de genotipos junto con las
variables clinicas, es necesario filtrar los resultados, de forma que se asegure que el conjunto de
polimorfismos y de muestras hayan sido correctamente genotipados. De esta forma, los
resultados de los genotipos obtenidos para todos los SNPs se filtraron en base a una serie de
criterios aceptados de forma estandar para este tipo de estudios de asociacion genotipo-fenatipo.

Los pasos que se llevaron a cabo son los siguientes:

o ERROR DE GENOTIPADO DE SNP
En primer lugar, se descartaron los SNPs que dieron problemas de genotipado o que no
pudieron ser genotipados. Dichos SNPs son aquéllos que muestran grupos genotipicos muy

proximos.

e CALL RATE DE MUESTRA

Posteriormente, se calculd el call-rate de todas las muestras y se eliminaron aquéllas con un
call-rate <80%; es decir, muestras en las que se habia genotipado con éxito menos de un 80%
de los SNPs (Kim et al. 2009a). Estas muestras se descartan porque se considera que si el call-

rate es <80% podria haber errores de genotipado para esa muestra.

e CALL RATE DE SNP

De la misma forma, se calcul6 el call-rate de los SNPs y se descartaron los SNPs con un
call-rate <80%; es decir, SNPs que se habian genotipado con éxito en menos de un 80% de las
muestras (Kim et al. 2009a), ya que se considera que si esto ocurre, el SNP pudiera no estar

siendo genotipado correctamente.

e EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

Se estimaron las frecuencias alélicas y genotipicas en la poblaciéon control y se analiz si
los polimorfismos restantes estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE); es decir, si las
frecuencias de los tres genotipos para cada SNP en la poblacién control coincidian con las
esperadas. El andlisis no se realiza en la poblacion caso 6 TDAH ya que se podrian descartar
SNPs por no estar en HWE y en realidad ser SNPs que muestran gran asociacion con la
enfermedad. Las frecuencias genotipicas se estiman directamente calculando la proporcidon de
individuos con cada genotipo. Para estimar las frecuencias alélicas simplemente se duplica la
muestra tomando como unidad el cromosoma (cada individuo contribuye con 2 cromosomas,

excepto en el caso de los cromosomas sexuales X e Y)y se calcula la proporcion de cada alelo
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(Iniesta et al. 2005). Por ejemplo si en una poblacién de 200 individuos para un SNP concreto se
observan los siguientes genotipos: 110 TT, 75 CTy 15 CC, las frecuencias genotipicas serd 0.55
(110/200) TT, 0.38 (75/200) CT y 0.07 (15/200) CC. Al mismo tiempo las frecuencias alélicas
seradn 0.74 ([110*2]+75)/(200*2) para el alelo Ty 0.26 ([15*2]+75)/(200*2) para el alelo C.

El principio de HWE determina qué frecuencias genotipicas deben observarse en la
poblacién en funcién de las frecuencias alélicas para cada polimorfismo. En condiciones
habituales, si la trasmisién de los alelos de los progenitores a los descendientes es
independiente y no hay seleccion de alelos, la probabilidad de observar un genotipo depende del
producto de las frecuencias alélicas. En el ejemplo anterior, si llamamos p a la frecuencia de T

(primer alelo) y g a la de C (segundo alelo) las frecuencias esperadas de cada genotipo seran:

TT CT CcC
Np2 2Npg Ng2

Donde N es el tamafio muestral.

Estas frecuencias genotipicas esperadas se comparan con las frecuencias observadas para
cada polimorfismo en el genotipado. Para realizar esta comparacién, como se trata de variables
categodricas (distribuidas binomialmente), se utiliza el test de chi-cuadrado de Pearson (XZ) para
todas las variables (SNPs) y se obtiene el resultado de asociacion en forma de tablas de

contingencia.

La prueba x? de Pearson es una prueba no paramétrica que mide la discrepancia entre una

distribucién observada y la esperada, indicando en qué medida las diferencias existentes entre
ambas, de haberlas, se deben al azar en el contraste de hipétesis. La formula que da el

estadistico es la siguiente:

(observada; - teoricai)2

X2= Zi

teorica;

2 oo .. .
Cuanto mayor sea el valor de X°, menos verosimil es que la hipétesis nula (Hp) sea correcta.
De la misma forma, cuanto mas se aproxima a cero el valor de chi-cuadrado, mas ajustadas

estan ambas distribuciones.

e Los grados de libertad gl vienen dados por :

gl (r-1)(k-1)

Donde r es el nimero de filas y k el de columnas.
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e Se acepta Hp cuando:

X2< X3 (r-1)(k-1)

. En caso contrario se rechaza.

Donde t representa el valor proporcionado por las tablas, segun el nivel de significacidn

estadistica elegido.

En el caso de que haya diferencias estadisticamente significativas entre las frecuencias
genotipicas observadas y esperadas podria indicar que esos SNPs no han sido correctamente

genotipados.

En el caso de polimorfismos localizados en el cromosoma X, el HWE se analiza por
separado en varones y mujeres, ya que si se realiza en toda la poblacion de forma conjunta no
se va a cumplir el equilibrio puesto que los varones tienen una Unica copia. El test para detectar
la desviacion del HWE se realizé utilizando el software Helix Tree version 4.4.2. Se consider6
que un SNP no estaba en HWE cuando la p del test fue <0,0001 en la poblacién control (Hunt y

Carrington 2008) y estos SNPs fueron eliminados del andlisis.

e SNPs MONOMORFICOS

Se revis6 también si los SNPs que cumplian todas estas caracteristicas de genotipado eran
polimérficos (presentaban més de una variante), descartadndose del analisis aquéllos que fueran
monomorficos (una Unica variante) ya que no se pueden utilizar como marcadores para el estudio
de asociacién por no ser informativos. A pesar de que se seleccionaron aquéllos SNPs con una
frecuencia del alelo menor de al menos un 10%, puede que los datos de frecuencias alélicas
recogidos en las bases de datos no correspondieran a poblacion caucasica para algunos SNPs, y
por ello en la poblacion de estudio pueden aparecer SNPs monomarficos que es necesario

descartar.

e ANALISIS DE DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

Del mismo modo, se realiz6é un analisis de desequilibrio de ligamiento (LD plot). Este andlisis
se realiza con el objetivo de estudiar si existen polimorfismos que se heredan de forma conjunta,
y por lo tanto representan la misma informacién. Se realiza un anélisis de LD para todos los
SNPs de un mismo cromosoma, por lo tanto se realizard un andlisis por cromosoma. El andlisis

de LD se realiz6é con el software HelixTree v.4.4.2.

Si dos SNPs estan en LD quiere decir que, debido a su proximidad en el cromosoma, no hay
recombinacion entre ellos en la meiosis y sus alelos se transmiten siempre juntos en la misma
combinacién en la poblacién, al conjunto de alelos que se transmiten conjuntamente se le
denomina haplotipo. Por lo tanto, la informacién que dan los dos SNPs como marcadores es
reiterativa y para los andlisis posteriores de busqueda de modelos predicitivos bastaria con incluir

en la funcién uno de ellos como variable independiente. En la Figura 35 se muestra un ejemplo
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de 2 SNPs en LD, en el caso de que el valor de correlacion R? fuese del 100%. Se considerd que
dos SNPs estaban en LD cuando el valor de R? de la correlacion de sus genotipos es >0,8, limite

aceptado comunmente para considerar 2 SNPs en LD (Bosch et al. 2009).

SNP1:A/G
SNP2: A/G SIEMPRE NUNCA
A A A G
Chr ] ] — & @&
Chr (] (] (] 7]
G G G A

Figura 35.- Dibujo esquemaético de 2 SNPs en LD a modo de ejemplo. En este caso el alelo A del
SNP1 estaria ligado al alelo A del SNP2 y, por tanto, el alelo G del SNP1 al alelo G del SNP2. En
la poblacién siempre se encontrara la combinacion alélica SNP1-SNP2: A-A 6 G-G, considerando
gue el ligamiento fuese del 100% y nunca A-G.

El filtrado previo al analisis estadistico que se ha descrito fue aplicado a todos los SNPs
genotipados mediante el Ensayo GoldenGate®, KASPar®, reordenamientos genomicos y VNTRs
y el chip de genotipado, pero no en el caso de los polimorfismos genotipados mediante
PHARMAchip®, ya que en este caso el software de andlisis da directamente el fenotipo
metabolizador y el andlisis de asociacién se ha realizado con esta salida de fenotipo. Ademas,
para las muestras genotipadas mediante PHARMAchip® si en algun caso el resultado no fue

optimo se repiti6 el andlisis.

6.2. ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar todo el analisis estadistico que se va a describir a continuacién se han utilizado
los softwares de analisis SPSS v11.0 y HelixTree v.4.4.2. Entre las variables clinicas recogidas
en los CRDs, se establecieron las variables predictoras y clase. Las variables sexo, antecedentes
personales asociados a TDAH y antecedentes psiquiatricos se consideraron como variables
predictoras, mientras que la severidad, el subtipo, la respuesta a tratamiento (MTF y ATX por
separado), la comorbilidad y la normalizacién clinica de los sintomas se establecieron como

como variables clase o a predecir.
Las variables clinicas, subtipo, severidad y presencia/ausencia de comorbilidades se

definieron del mismo modo que se ha comentado en la fase 2 del estudio piloto. La variable sexo

se establecié en funcion del sexo de los pacientes y controles y la presencia de antecedentes
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psiquiatricos familiares la anoté el colaborador clinico en el momento de recogida de |la muestra.
Por otro lado, la presencia de antecedentes personales asociados a TDAH se interroga en el

CRD de la forma en que se indica en la Tabla 26 y como puede observarse en el Anexo I.

Con el objetivo de evaluar si existia 0 no una normalizacién clinica de los sintomas se
decidi6 utilizar la puntuacidon obtenida en el Test DuPaul en el momento de la recogida de la
muestra pero corregida por el sexo y la edad de cada paciente (DuPaul et al. 1998b). En la Tabla
27 se muestran los puntos de corte que se han utilizado para corregir la puntuacién obtenida en
el Test DuPaul en el momento del reclutamiento de la muestra segun la version del padre/madre
de ADHD RS-IV para los menores de edad (DuPaul et al. 1998b) y segun la version autoaplicada
para los mayores de edad estableciendo el punto de corte en 22 segln recomendacion de los

colaboradores clinicos participantes en el estudio.

Tabla 26.- Tabla que muestra el campo del CRD referente a la presencia/ausencia de de
antecedentes personales asociados a TDAH a rellenar por el clinico en el momento de la
recogida de la muestra. Se pueden marcar uno 6 mas antecedentes personales
simultaneamente.

1 | Familiares (Maltrato, centro de acogida, etc.)

2 | Sociales (Abuso de sustancias, etc.)

3 | Escolares (Fracaso, expulsién, etc)

La buena o mala respuesta a MTF se ha evaluado en funcion de la sintomatologia,
utilizando la variable normalizacion clinica de los sintomas. Se ha considerado buena respuesta
si tras dos afios de seguimiento existe normalizacidn clinica de los sintomas y mala si no existe,
para todos los pacientes tratados actualmente con MTF. Para aquéllos que fueron tratados en el
pasado con MTF y que se les cambié el tratamiento o los que ademas de MTF son tratados con

algln otro farmaco se ha considerado como mala respuesta.

Del mismo modo, la buena o mala respuesta a ATX se ha determinado en funcién de la
existencia o no de normalizacién clinica de los sintomas en el momento de recogida de la
muestra para aquellos pacientes que estan siendo tratados Unicamente con ATX en la
actualidad. Los individuos que fueron tratados en el pasado con ATX pero que se les cambi6 el
tratamiento por falta de respuesta o por la aparicion de efectos secundarios se han considerado
como mala respuesta al igual que aquéllos pacientes que ademas de con ATX estan siendo

tratados con algun otro farmaco.
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Tabla 27.- Tabla adaptada de DuPaul et al. (1998b) en la que se muestran los puntos de corte
para la puntuacién obtenida en el test DuPaul sugeridos para determinar si existe 0 no
sintomatologia asociada a TDAH segun el sexo y la edad del paciente. En la tabla se muestran
las puntuaciones para los sintomas de inatencion y para los de hiperactividad/impulsividad de
forma separada y el valor de corte para la puntuacion total, que es la que se ha tomado como
referencia para clasificar a los pacientes en normalizacién o no normalizacién de los sintomas.

Inatenciéon | Hiperac-impulsiv | Puntuacién total Punto de corte
5-7 afios 13,6 14,9 27,5 >27,5 no nomalizacién
8-10 arfios 14,6 13,4 26,9 >26,9 no nomalizacion
11-13 afos 16,1 13,1 28,5 >28,5 no nomalizacién
14-18 afos 13,7 10,2 22,8 >22,8 no nomalizacién
>18 afios 22 >22 no nomalizacion
Inatencién | Hiperac-impulsiv [ Puntuacién total Punto de corte
5-7 afios 11,2 11,8 218 >21,8 no nomalizacion
8-10 afios 10,7 9,1 18,8 >18,8 no nomalizacion
11-13 afios 12,3 8,1 19,3 >19,3 no nomalizacion
14-18 afios 10,9 9 19 >19 no nomalizacion
>18 afios 22 >22 no nomalizacion
6.2.1. ANALISIS DESCRIPTIVO VARIABLES CLINICAS

En primer lugar se realiz6 un analisis descriptivo de las variables clinicas que se han
recogido en los CRDs. Con esta informacién, se revisé si se disponia de los datos suficientes
para el andlisis de las variables clase/dependientes del estudio, que son aquellos fenotipos de

interés a predecir, y que se van a valorar para buscar una posible asociacion con el genotipo.

Se establecen de igual modo las variables predictoras, que seran las variables clinicas
(ademas de los polimorfismos) que se analizaran para ver si ayudan a la prediccién de las

variables clase.

6.2.2. ANALISIS UNIVARIANTE DE ASOCIACION
Desde el punto de vista estadistico, un polimorfismo constituye una variable categérica, con
varios genotipos posibles y se suele considerar como categoria de referencia a uno de los grupos

de individuos homocigotos (Iniesta et al. 2005).
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La prueba x? de Pearson que se ha descrito anteriormente, también se utiliza para analizar
la asociacion de dos variables categéricas entre si, como en este caso. Para ello, se construye
una tabla de contingencia y se contrasta la hipotesis. Las variables fueron por un lado cada uno
de los polimorfismos genotipados y las variables clinicas predictoras y por otro cada uno de los

fenotipos de interés a predecir.

En el caso de los resultados obtenidos de PHARMAchip® para el andlisis de asociacion, se
utilizara el dato de fenotipo metabolizador de farmacos obtenido tras el analisis de los resultados
de genotipado con el software. Esto es asi ya que como se ha explicado en el apartado de
Introduccion, el gen CYP2D6 es un gen muy polimérfico con mas de 70 variantes genotipicas
pero que todas ellas dan lugar a cuatro fenotipos metabolizadores de farmacos distintos
(ultrarrgpido, normal, intermedio y lento) que finalmente es la informacién relevante acerca de

como un individuo va a metabolizar un farmaco por esta via.

6.2.2.1.  ANALISIS UNIVARIANTE DE ASOCIACION: SNPs
Se analizé la asociacion/riesgo entre los SNPs y cada uno de los fenotipos realizando un

test de alelos y un test de genotipos mediante el programa Helix Tree.

Los tres modelos principales de herencia posibles que se han analizado son (Iniesta et al.
2005):

1) Modelo dominante.- Supone que una Unica copia del alelo asociado es suficiente

para modificar el riesgo del fenotipo y que ser portador de dos copias lo modifica en
igual magnitud. Se comparan los homocigotos para este alelo junto con los

heterocigotos frente a los homocigotos para el alelo no asociado a riesgo.

2) Modelo recesiw.- Supone que son necesarias dos copias del alelo asociado para
modificar el riesgo del fenotipo. En este caso la comparacién es al revés que en el
modelo dominante. Se comparan a los homocigotos del alelo de riesgo versus los

heterocigotos y homocigotos del alelo no asociado a riesgo.

3) Modelo aditiv.- Supone que cada copia del alelo asociado modifica el riesgo del
fenotipo de forma aditiva (en escala logit); por tanto los homocigotos para dicho alelo
tendran el doble de riesgo que los heterocigotos. En este modelo se compara la
combinacidon ponderada, donde se da peso 1 a los heterocigotos y peso 2 a los

homocigotos del alelo de riesgo.

En este analisis se tuvieron en consideracién los tres primeros modelos de herencia
descritos, para cada uno de los SNPs. Es decir, para cada SNP se analizé el modelo dominante,
modelo recesivo, modelo aditivo, ademas de los test de alelos y test de genotipos. Para cada uno

de estos tests se calcularon los odds ratio (OR) o razones de probabilidades de cada genotipo
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respecto de la referencia. Los OR se dan con su correspondiente intervalo de confianza del 95%
(OR 95% I.C.). Se calculé también el valor de p para cada asociacién sin 'y con correccién por
test multiple (correccién de Bonferroni), situando el punto de corte en un valor de p<0,1 ya que
no se queria restringir demasiado el analisis. Si se utilizara un valor de p<0,05 podrian dejarse de
incluir en el andlisis multivariante variables que a pesar de mostrar una débil asociacion al

fenotipo a nivel univariante, podrian ser estadisticamente significativas a nivel multivariante.

La correcciéon de Bonferroni es un ajuste estadistico para permitir comparaciones multiples y
ewvitar que salgan asociaciones significativas por azar. La correccion de Bonferroni se aplica
dividiendo los valores de p por el nimero de resultados que se esté ensayando, es decir,
recalcula el valor de p estadisticamente significativo teniendo en cuenta el nimero de variables

testadas.

6.2.2.2. ANALISIS UNIVARIANTE DE ASOCIACION: VARIABLES CLINICAS

Se analizé la asociacion entre las variables clinicas predictoras y los fenotipos a
predecir/variables clase mediante el test de la x2? en SPSS ya que todas las variables eran
categoricas (si hubieran existido variables continuas habria sido necesario realizar un test
ANOVA). El valor de p por debajo del cual se considerd que existia significacion estadistica entre
las variables fue de 0,05 ya que este valor es el que se utiliza habitualmente en este tipo de
andlisis. Aunque se realiz6 este andlisis previo, posteriormente en los modelos se incluyeron
todas las variables significativas con un valor p<0,1, ya que como se ha explicado anteriormente,

podrian ser significativas a nivel multivariante.

6.2.3. ANALISIS MULTIVARIANTE

Una vez que se identificaron los SNPs y variables clinicas méas significativos mediante el
analisis univariante (p<0,1), se estudi6 si se comportaban como predictores independientes y
entraban en los modelos multivariantes. Para ello se construyeron modelos o funciones de

probabilidad mediante regresién logistica.

La regresion logistica es un modelo de regresién para variables dependientes categoéricas
util para modelar la probabilidad de un evento (fenotipo de interés) en funcion de otros factores o
variables independientes (variables predictoras que pueden ser cualitativas o cuantitativas). Se
crean variables con subvariables/subcategorias si la covariable cualitativa no es dicotémica. En
el caso de los SNPs que presentan las tres categorias genotipicas, homocigoto del alelo mayor
(generalmente codificado como 2), heterocigoto (generalmente codificado como 1) y homocigoto
del alelo menor (generalmente codificado como 0) se crean dos subvariables/subcategorias. Se
considera como referencia al genotipo codificado como 0 y se crean las siguientes variables: 2 vs
0y 1 ws 0. Aquéllos SNPs con la frecuencia del alelo menor (MAF) baja presentan solamente dos
categorias genotipicas (homocigoto del alelo mayor y heterocigoto), generandose en este caso

un Unica subvariable: 2 vs 1.
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Los modelos de regresion logistica permiten dos finalidades:

1) Cuantificar la importancia de la relacion entre cada una de las covariables y la variable

dependiente (y conocer por tanto el OR para cada variable).

2) Clasificar individuos dentro de las categorias de la variable dependiente
(presencia/ausencia), segun la probabilidad que tenga de pertenecer a una de ellas dada la

presencia de determinadas covariables.

La funcion de probabilidad en un modelo de regresién logistica es de tipo exponencial
permitiendo su transformacion logaritmica (logit) el uso como una funcién lineal, su ecuacién es

la siguiente:

1
1+e—(b1.sexo+b2.SNP1+b3.SNP2...+cte)

Probabilidad

Se modela la probabilidad de por ejemplo padecer TDAH en funcién de varios factores o
variables independientes, que se corresponden con los que aparecen de exponente en el
denominador de la ecuacion. El coeficiente b de la ecuacién que acompafia a cada uno de los
factores que influyen en la probabilidad cuando se trata de un factor dicotomico esta

directamente relacionado con el OR de ese factor.

OR;= exp(b))

El OR cuantifica el riesgo que representa poseer el factor correspondiente respecto a no
poseerlo, suponiendo que el resto de variables permanecen constantes. Cuando la variable es
numérica (ejemplo: edad), cuantifica el cambio en el riesgo cuando se pasa de un valor del factor
a otro (ejemplo: b.edad) si el resto permanecen constantes. Cuando el coeficiente b de la
variable es positivo se obtendra un OR mayor que 1y corresponde por tanto a un factor de
riesgo. Por el contrario, si el valor del coeficiente b es negativo el OR sera menor que 1y se
tratard de un factor de proteccién. Pero la correcta interpretacién de este término también implica

a su intervalo de confianza, como se muestra en la Tabla 28.
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Tabla 28.- Tabla que muestra los parametros para la correcta interpretacién del valor de odds
ratio (OR) segun sus valores y los del intervalo de confianza.

Mayor de 1 >1 >1 Significativa, riesgo
Mayor de 1 <1 >1 No significativa
Menor de 1 <1 <1 Significativa, proteccién
Menor de 1 <1 >1 No significativa

Los pasos que se llevan a cabo en el analisis multivariante son los siguientes:

1) Se incluyen como variables dependientes todas las variables clinicas y SNPs

seleccionados en el analisis univariante para un valor de p<0,10.

2) Se generan modelos de regresion logistica segin lo que se va a explicar a continuacién.

3) Finalmente, se selecciona el mejor modelo segln los criterios que se van a describir.

6.2.3.1. DESARROLLO Y SELECCION DEL MODELO
El modelo debe incluir el menor nimero de variables posible, explicar la mayor variabilidad
de la variable dependiente y presentar una precisién minima requerida, es decir, aplicabilidad
clinica. Se debe cumplir el Principio de parsimonia postulado por Guillermo de Ockham, que dice
que en igualdad de condiciones la solucibn mas sencilla que explique un problema es
probablemente la correcta (The Cambridge Dictionary of Philosophy) Segun este principio,
aunqgue exista mas de un modelo que se ajuste a los datos observados, se debe seleccionar el

modelo mas simple.

Ademas siempre se debe tener en cuenta que el tamafio muestral sea suficiente para el
ndmero de variables dependientes que se desean testar en el modelo, ya que, si no es asi, se
puede producir sobreajuste de las variables independientes a la variable dependiente y por ello
un modelo no replicable en otra poblacion independiente. Por norma general se recomienda que
por cada evento de la variable dependiente con menor representacion haya un minimo de 10

individuos por cada variable independiente a incluir en el modelo.

Es importante destacar que puede no existir un mejor modelo y que podria ocurrir que se

obtuvieran mas de un modelo con verosimilitud, ajuste y capacidad predictiva adecuada.

Entre los modelos de regresién logistica se podrian destacar dos:

170



Sujetos, Materiales y Métodos

1) Razé6n de verosimilitud hacia delante (forward).- Este modelo incluye la variable mas
significativa y contrasta este modelo con el modelo sélo con la constante y si la
prueba de razén de verosimilitud (RV) es significativa mantiene la variable. A
continuacion incluye la siguiente variable con mayor significacién y repite el proceso,

hasta que no quedan variables que incluir ya que no aportan significacion.

2) Razén de verosimilitud hacia atras (backward).- Este algoritmo al contrario que el

anterior comienza incluyendo todas las variables en cada paso elimina aquélla que
menos contribuye a la significacion del modelo, acaba cuando sélo quedan las

variables que aportan significacion al modelo.

Es importante destacar que aunque matematicamente la verosimilitud aumenta conforme
aumenta el nimero de variables del modelo, si el tamafio muestral se incrementa de igual forma,
los modelos que mejor se interpretan son los mas simples. Incluso hay estadisticos que permiten

comparar modelos penalizando aquéllos con mayor nimero de variables.

En este andlisis se han realizado los modelos de regresion logistica RV hacia delante y RV
hacia atrés, incluyendo los fenotipos como variables dependientes y las variables clinicas y SNPs

como variables independientes.

6.2.3.2. INTERPRETACION DEL MODELO

Previamente a extraer conclusiones de un modelo de regresion, se debe corroborar que el
modelo calculado se ajusta a los datos utilizados para estimarlo. Esto se testa mediante la
prueba conocida como Hosmer-Lemeshow, prueba que consiste en dividir el recorrido de la
probabilidad en deciles de riesgo (por ejemplo probabilidad de padecer TDAH <0,1, <0,2 y asi
hasta 1) y calcular tanto la distribucion de pacientes de TDAH, como de individuos sanos prevista
por la ecuacién y los valores realmente observados, midiendo por ello la calibracion del modelo.
Ambas distribuciones, la esperada y la observada se contrastan mediante una prueba de x2 Si

difieren significativamente, indica que el ajuste del modelo no es bueno.

Una vez que se ha llegado al modelo final y se ha analizado su ajuste, este modelo debe ser
capaz de expresar algo en relacién con la pregunta inicial que se planted acerca de la variable
dependiente. Normalmente la constante es de poco interés, siendo lo mas relevante el
coeficiente de las variables; éste representa la tasa de cambio del logit de la variable

dependiente por unidad de las respectivas variables.

A continuacion se van a describir una serie de conceptos necesarios para la correcta

interpretacion de los modelos generados:
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Exponente (ep).- Este término se ha descrito en el apartado anterior, describe el
efecto del SNP/variable clinica sobre la variable dependiente. Si el valor del
exponente B es mayor que 1 significa que aumenta la probabilidad de que se de el
evento (factor de riesgo), pero si es menor que 1 el efecto es que disminuye la
probabilidad de que se de el evento (efecto protector). e®se podria definir como un
odds ratio de la variable dependiente, informa de cémo influye una variable
determinada sobre la variable dependiente teniendo en cuenta que se esta
valorando esta relacion de forma conjunta con la influencia de las restantes

variables, retirado el peso de las mismas.

Intervalo de confianza (IC).- El intervalo de confianza se refiere a un par de
ndmeros entre los cuales se estima que estara cierto valor desconocido con una
determinada probabilidad de acierto, es decir son unos limites que se le dan al
valor estimado y se calcula a partir de los datos de la muestra. Habitualmente se
manejan valores de confianza estandar del 95% y 99%. El calculo de intervalos de
confianza puede ser (til para conocer la precisién de los indices calculados, siendo

mejores cuanto mas pequefios o estrechos sean.

Sensibilidad.- Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo
enfermo para un modelo diagnédstico, es decir, la probabilidad de que para un
sujeto enfermo se obtenga en la prueba un resultado positivo. Es la capacidad del
test de detectar la enfermedad (o la mala respuesta a farmacos o la variable
dependiente que se cuestione). También se la conoce como Fraccién de
Verdaderos Positivos (FVP). Se calcula como la fraccion de pacientes enfermos

frente a todos los que obtienen resultado positivo en la prueba diagndstica:

Verdaderos Positivos
Verdaderos Positivos + Falsos Negativos

Sensibilidad =

Especificidad.- Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo sano
en el caso del andlisis de pacientes TDAH versus controles sanos, es decir, es la
probabilidad de que para un sujeto sano se obtenga un resultado negativo.
También se la conoce como Fraccion de Verdaderos Negativos (FVN) y se calcula

del siguiente modo:

Verdaderos Negativos

Especificidad =

Verdaderos Negativos + Falsos Positivos
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Tanto la sensibilidad como la especificidad se utilizan para determinar la validez
de un modelo. Lo ideal seria disponer de modelos de alta sensibilidad y
especificidad, pero esto no siempre es posible. Se debe valorar en todo momento
segun el tipo de enfermedad, si existe tratamiento disponible y las repercusiones
de un diagnostico erréneo, entre otras, si se prioriza la sensibilidad o la

especificidad de un modelo.

e Area bajo la curva ROC (AUC).- Una curva ROC (Caracteristica Operativa del
Receptor) es una representacion grafica de la sensibilidad en el eje y el
complementario de la especificidad (1 — especificidad) en el eje x, en la Figura 36
se muestra un ejemplo. El area bajo la curva indica la discriminacién o precision
del modelo, es decir, el grado en que el modelo distingue entre individuos en los
gue ocurre el evento y los que no. Diferentes modelos mostraran distintas curvas
ROC, la comparacion entre modelos respecto a su capacidad predictiva puede
hacerse comparando el AUC, siendo las mejores curvas aquéllas con el area mas
proxima a la unidad. Se establece como regla general que un AUC de 0,5 implica
ausencia de discriminaciéon, a partir de 0,75 existe una discriminacién aceptable,
entre 0,8 y 0,89 es excelente y si es 0,9 o superior se trata de una discriminacion
excepcional. Para predecir el punto de corte que ofrece mayor sensibilidad y
especificidad se selecciona el punto inflexién de la curva ROC (tras representarla

graficamente).

También se pueden representar la sensibilidad (eje x) y especificidad (eje y) y el punto

de corte 6ptimo coincidiria con aquél en el que se cruzaran las dos curvas.

Curva ROC
1I|:|_"'|""|""|" '/_

0.8
0.5

0.4

Sensibilidad

0.2

ool oo
o o0 04 0.6 0.8 1.0

1 - Especificidad

Figura 36.- Grafica de una curva ROC con un AUC de 0,897 (discriminacién excelente).
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e R*de Nagelkerke.- Es un estadistico que cuantifica la variabilidad que es capaz
de explicar el modelo, o dicho de otra forma, es la proporcién de variabilidad en un
conjunto de datos que el modelo estadistico es capaz de explicar. Puede tener
valores entre 0y 1, siendo el valor ideal 1, si fuera un perfecto predictor (explicaria
el 100% de los casos). Es un valor de gran utilidad en la seleccién del mejor
modelo, ya que proporciona una medida de como de bien va a predecir los

resultados futuros el modelo estadistico.

e Razén de verosimilitud (Likelihood Ratio, LR).- En un modelo diagnéstico es la
probabilidad de que el resultado de una prueba sea \isto en un paciente con la
enfermedad de interés, comparado con la probabilidad de que el mismo resultado
sea Misto en un paciente sin la enfermedad de interés. Cuantifican cuanto mas
probable es un resultado concreto (positivo o negativo) segin la presencia o
ausencia de la variable dependiente (por ejemplo mala respuesta a tratamiento).
Existen cocientes de probabilidad para pruebas positivas y para pruebas negativas
como se muestra a continuacion en la formula. También se le conoce como razén
de probabilidad o cociente de probabilidades. Ofrece la ventaja de que relaciona la
sensibilidad y la especificidad de un modelo en un solo indice y al igual que éstas
no dependen de la prevalencia. Por ello el LR es un indice de comparacién entre
diferentes modelos complementario al calculo del AUC, los valores de este ratio

deben ser interpretados segun los datos que se muestran en la Tabla 29.

Sensibilidad

LR+ = 1 - Especificidad

Tabla 29.- Tabla que muestra los valores de las tasas de probabilidad (LR+, Likelihood
Ratio) en la columna de la izquierda y la probabilidad asociada a desarrollar el fenotipo
pronosticado para ese valor de LR+.

Valor de LR+ Probabilidad de desarrollar el fenotipo pronosticado
| 210 (| Alta |
| 5-10 I Moderada |
| 2-5 I Ligera |
| <2 (| Minima |

En el presente trabajo, el impacto de la inclusidn de los nuevos SNPs en la precision de las
funciones probabilisticas se evalué mediante la comparacion del AUC, el andlisis de precision y
LR+ en puntos de corte especificos de la funcidn para todos los modelos que se desarrollaron en

funcion de las diferentes variables dependientes.
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Resultados

1. ESTUDIO PILOTO

Para sondear de una forma econdmica la viabilidad del estudio completo de asociacion, se
decidié realizar el estudio piloto con las primeras 276 muestras reclutadas y los 84 SNPs
seleccionados. Este estudio se llevé a cabo en dos partes diferenciadas como se ha descrito en
el apartado de metodologia: la primera fase el disefio y desarrollo del chip de genotipado, y la
segunda fase el estudio de asociacion con las muestras de los pacientes diagnosticados con
TDAH.

FASE 1: DISENO Y DESARROLLO DEL CHIP DE GENOTIPADO

1.1. DISENO DE CEBADORES ESPECIFICOS Y OPTIMIZACION DE LAS
PCRs INDIVIDUALES

El primer paso fue el disefio de cebadores especificos para amplificar las regiones del
genoma que contenian los SNPs de interés. Aunque se seleccionaron 84 SNPs, solamente fue
necesario el disefio de 75 parejas de cebadores ya que algunos de los SNPs dada su proximidad

pudieron ser amplificados de forma conjunta en un mismo amplicén.

Se realizaron amplificaciones individuales con todas las parejas de cebadores disefiadas
para comprobar que funcionaban correctamente con las condiciones que se definieron como
Optimas y que se detallan en las Tabla 30 y 31. Se migraron los productos de PCR como se

indica en el apartado de Sujetos, Materiales y Métodos.

Tabla 30.- Tabla que muestra la mezcla de reactivos establecida como Optima para las PCRs
individuales para analizar la correcta amplificacion de las parejas de cebadores disefiadas. Para
cada fragmento se cambié Unicamente la mezcla de la pareja de cebadores correspondientes
manteniéndose el resto de reactivos constantes.

Reactivo Volumen (ul/reacc)
H20 13,2

Buffer PCR 10x sin Mg 25

MgCl2 25 mM 15

dNTPs 10 mM 0,5
AmpliTaqGold 5 U/ul 0,3

Pareja de cebadores (20 ng/ul) 2

ADN (20 ng/ul) 5
Volumen total reaccion 25
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Tabla 31.- Tabla que recoge el protocolo de amplificacién para las PCRs individuales. Se
muestra al lado de cada paso del proceso, la temperatura y tiempos correspondientes.

Protocolo PCR individuales

Activacion de la DNA polimerasa 95°C 15 min

Desnaturalizacion 94°C 30 seg

45 ciclos Hibridacion 60°C 90 seg

Extension 72°C 90 seg

Extension final 72°C 10 min
Paso final 4°C )

Un ejemplo de la migracion en gel de agarosa para cuatro de las parejas de cebadores
disefiadas puede observarse en la Figura 37 donde se muestran los resultados de amplificacion
de las cuatro parejas de cebadores disefiadas para la amplificacién de los SNPs con cédigos
rs17133878 (gen DDC), rs1044394 (gen CHRNA4), rs6152 (gen AR)y rs1042718 (gen ADRB2).
En algunos casos no se veia ninguna banda al realizar este procedimiento o la banda era muy
débil, lo que indicaba que, o bien no se habia producido amplificacién o que ésta no era 6ptima.
En ese caso se probd aumentando la concentracion de los cebadores en la PCR, y si seguia sin
funcionar, se disefiaban nuevas parejas de cebadores para ese SNP, hasta obtener el producto
deseado con la intensidad adecuada. Las secuencias de los cebadores finales para cada uno de

los SNPs se muestran en el Anexo V.

Marcador

redisefio

Fragmentos
de PCR

Figura 37.- Fotografia a modo de ejemplo de un gel de agarosa 2% con los productos de
amplificacién para cuatro de las 75 parejas de cebadores disefiadas. Se observa como las tres
primeras parejas que amplifican los SNPs con cédigos rs17133878 (207 pb), rs1044394 (215 pb)
y 1s6152 (202 pb) funcionaron de manera éptima, mientras que la cuarta pareja que amplifica el
SNP rs1042718 (212 pb) no mostré intensidad suficiente de amplificaciéon. Se volvié a probar
aumentando la cantidad de cebadores pero no mejoré, por lo que fue necesario disefiar nuevos
cebadores. Cada pareja de cebadores se testd por duplicado y con un control negativo (CN) para
detectar posibles contaminaciones.
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1.2. CONFIRMACION POR SECUENCIACION

Se comprob6 mediante secuenciacion que los 75 fragmentos que se amplificaron
correspondian exactamente a las regiones de interés y que no se trataba de genes homdlogos o
se estaban produciendo amplificaciones inespecificas. En la Figura 38 se muestra a modo de
ejemplo el electroforegrama de la secuenciacion del fragmento que contiene el SNP con cédigo

rs1042717 perteneciente al gen ADRB2 para un individuo heterocigoto A/G.

AN N e AT A P

I WPV L = S =

Figura 38.- Electroforegrama resultado de la secuenciacién del fragmento que contiene al SNP
con cAdigo rs1042717 perteneciente al gen ADRB2. En la imagen s6lo se muestra el resultado de
secuenciacién de la regién proxima al SNP de interés (el SNP est4d marcado con un circulo
alrededor), se trata de un individuo heterocigoto A/G.

1.3. OPTMIZACION DE LAS PCRs MULTIPLEX

Se establecieron las condiciones éptimas para las reacciones de PCRs multiplex del chip de

genotipado. Las mezclas de reactivos establecidas y el protocolo de amplificaciéon 6ptimo se

muestran en las Tabla 32y 33.

Tabla 32.- Tabla que muestra la mezcla de reactivos establecida como 6ptima para la
amplificaciéon de los grupos de PCR multiplex. Para cada uno de los grupos variara la mezcla de

cebadores afiadida manteniéndose el resto de reactivos.

Reactivo Volumen (pl/reacc)
Qiagen Master Mix (2 X) 12,5

Me zcla de cebadores 2

Me zcla de colitas 2

H20 MilliQ 35

ADN (20 ng/pl) 5
Volumen total reaccion 25
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Tabla 33.- Tabla que recoge los datos del protocolo de amplificacion de las reacciones de PCR
multiplex que forman el chip de genotipado. Se muestran los diferentes pasos del proceso con las
temperaturas y tiempos correspondientes. Todo el proceso de amplificacién dura unas 4 horas.

Activacién de la DNA polimerasa 95°C 15 min

Desnaturalizacion 94°C 30 seg

45 ciclos Hibridacion 57°C 90 seg

Extension 72°C 90 seg

Extension final 72°C 10 min
Paso final 4°C o0

Tabla 34.- Tablas resumen de los fragmentos que se amplifican en cada uno de los 6 grupos de
PCR multiplex en los que quedaron divididos los 75 fragmentos. Para cada fragmento se indica el
codigo rs de los SNPs que contiene y el tamafio en pb de dicho fragmento.

Frag Codigo rs pb Frag | Cddigo rs pb Frag Codigo rs pb
1 rs3785157 151 1 rs3817678 151 1 rs11765748 218
2 rs6354 200 2 rs2300256 | 156 2 rs4570625 226
3 rs2227850 | 206 3 rs8914828 | 202 3 rs16888561 | 234
4 rs27072 213 4 rs6314 211 4 rs2293945 240
5 rs4707436 217 5 rs8049651 217 5 rs6077690 257
6 rs1042173 226 6 rs7855914 226 6 rs1045280 265
7 rs2228673 | 241 7 rs806368 236 7 rs1042098 271
8 rs806372 264 8 rs6265 249 8 rs2519152 287
9 rs3863145 269 9 rs1386497 252 9 rs363006 294
10 rs2284407 | 290 10 rs553668 263 10 rs6296 300

rs806371,
11 rs806370, 297 11 rs3776581 272
rs806369
12 rs1843809 299 12 rs2284411 282
13 rs1386493 294
14 rs362567 341
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Frag Cédigors pb Frag Cédigors pb Frag Cédigors pb
1 rs3787283 151 1 rs6347 159 1 rs897453 150
rs1044397,
2 rs6152 202 2 rs6311 202 2 11044396 200
3 rs4565946 213 3 rs17133878 | 207 3 rs1042718 212
rs1044394,
4 rs7946 227 4 rs 10443393 215 4 rs4680 226
5 rs174611 235 5 rs1051312 221 5 rs 2652511 254
rs2273505,
6 rs7208257 248 6 rs998424 239 6 12273506 259
rs2229960,
7 rs6323 257 7 (52229959 255 7 rs1800544 270
8 rs2269272 263 8 rs2268115 | 262 8 rs11564774 | 282
9 rs1042717 267 9 rs968714 266 9 rs5569 291
rs1042714,
10 rs1042713 275 10 rs363020 273
11 rs1611115 280 11 rs2032893 | 282
12 rs5906754 284 12 rs498793 289
13 rs6330 294 13 rs40184 294
rs1042719,
14 rs6313 297 14 11042720 297
rs2227847,
rs2227845,
15 | rs2027843, | 390
rs2227842

El maximo nimero de fragmentos que se consiguidé agrupar en una Unica reaccion de PCR
multiplex con la suficiente amplificacion de todos ellos fue de 15 fragmentos (Grupo de PCR
Multiplex 5). Se probaron distintas combinaciones, pero finalmente se distribuyeron los distintos
fragmentos a amplificar en seis grupos de PCR multiplex como se muestra en la Tabla 34. En la

Figura 39 se muestra el andlisis de fragmentos de cada uno de estos 6 grupos.
Del mismo modo, se ha comprobado que la cantidad minima de cebadores que se requiere

para amplificar todos los fragmentos oscila entre 0,5y 2 nanogramos siendo diferente para cada

pareja.
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Figura 39.- Imagenes de los resultados de los analisis de fragmentos de los seis grupos de PCR
Multiplex del chip de genotipado prototipo. Se han numerado en cada PCR cada uno de los
fragmentos que componen esa reaccion. En el eje “x” se indica el tamario del fragmento en pares
de bases y en el eje “y” la intensidad de amplificacién de ese fragmento.
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1.4. DISENO DE LAS SECUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDOS

Se han disefiado un total de 340 oligonucleétidos para la deteccién en el chip de los 84
polimorfismos seleccionados, ya que se requieren 4 oligonucledtidos por cada SNP como se ha
explicado en el apartado de Sujetos, Materiales y Métodos. En la Figura 40 se muestran los
cuatro oligonucleétidos que se disefiaron para la deteccién del SNP A/T con cédigo rs6077690
perteneciente al gen SNAP-25 a modo de ejemplo del disefio de las sondas de deteccién. En el
Anexo V se muestran las secuencias de los oligonucleétidos para los 84 SNPs tras la

optimizacién que se describe mas adelante.

Del mismo modo se disefiaron las secuencias de los oligonucleétidos control del proceso de
hibridacion. Se disefiaron dos secuencias, una correspondiente al control externo normal y al

control externo mutante respectivamente, ambas secuencias se muestran en la Tabla 35.

Tras recibir y resuspender todos los oligonucle6tidos como se ha indicado en el apartado de
Sujetos, Materiales y Métodos, se colocaron de forma ordenada en siete placas de 384 pocillos
para proceder a la produccion del chip de genotipado.

SNAP-25 (rs 6077690)

CTTCACAAAACTTTCTGCCTGAATGATTTCTAGTCTGAGGGC CATACA
CACATTTTTTTTTCTCCCTCTGCAGGTTTTTTTTTCTCTTCAAACTTCC
GCATGCTGCCTTTTTTTAAAGTGTCACACTTTGGAAAALAITIATTCTGA
CTACAAAGGATTTTGCAGTACATTGCATTCAAACCCCTTTCCCCCTAT
TCC

Oligonucledtidos para la deteccidn en el chip rs6077690

Sense
ACTTTGGAAAA A ATTCTGACTAC “Normal”
ACTTTGGAAAA T ATTCTGACTAC “Mutado”
Antisense

GTAGTCAGAAT T TTTTCCAAAGT “Normal”
GTAGTCAGAAT A TTTTCCAAAGT “Mutaco”

Figura 40.- Esquema que muestra los cuatro oligonucleétidos que fueron disefiados para la
deteccion del SNP A/T con cédigo rs6077690 perteneciente al gen SNAP-25. Se muestra la
secuencia que contiene el SNP, la base que se sitla en medio marcada en negrita y separada de
las demas es el SNP que se quiere genotipar.

Tabla 35.- Tabla que recoge las secuencias de los dos oligonucleétidos control de la hibridacion
disefiados.

Oligonucleo6tido Secuencia
Control Externo Normal CTTGACGACTCCTGAACGG
Control Externo Mutante CTTGACGACACCTGAACGG
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1.5. PRODUCCION DEL CHIP DE GENOTIPADO

Las caracteristicas de la impresion de los oligonucleétidos sobre la superficie del porta de
vidrio de esta primera version del chip de genotipado se muestran en la Tabla 36. Una vez
producidos, los chips quedan listos para su posterior hibridacién especifica con las muestras

amplificadas.

Tabla 36.- Tabla que resume las principales caracteristicas técnicas del chip de genotipado en su
fase de prototipo. Se muestran el nimero de polimorfismos y puntos control, asi como el tamafio
del area “espoteada” y la longitud de los oligonucleoétidos de deteccion.

1

25 x75mm /14,48x34,48 mm

Entre 17 y 27 bases

Ambas

87

1 (oligonucleétido artificial) 254 puntos

DMSO 1104 puntos

87 x40 =3248

4408

1.6. PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA LA HIBRIDACION

1.6.1. AMPLIFICACION DE LAS MUESTRAS (PCR multiplex)

Se comprobd mediante migracion en gel de agarosa 2% que los seis grupos de PCR
multiplex con ADNs de la coleccién de la poblaciéon general funcionaran. No se comprueba que
estén todos los fragmentos, sino simplemente si se ha producido reacciéon de amplificaciéon o no
antes de seguir con el proceso de preparacion de la muestra para su posterior hibridacion. Un
ejemplo de esta comprobacion se muestra en la Figura 41. Posteriormente, se juntaron todos los
grupos de PCR correspondientes a una misma muestra y se procedi6 a realizar la fragmentacion

y el marcaje de la misma.
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Figura 41.- Fotografia de un gel de agarosa 2% en el que se comprueba la amplificacién de cada
uno de los seis grupos de PCR multiplex para dos muestras de pacientes de TDAH (la no
amplificaciéon se veria como ausencia de bandas en el gel).

1.6.2. FRAGMENTACION DE LA MUESTRA
En la Tabla 37 se muestran las condiciones de fragmentacion que se establecieron como

Optimas para las muestras para su posterior hibridacion en el chip de genotipado.

Tabla 37.- Tabla resumen de la mezcla de reactivos y protocolo de fragmentacion de la muestra
que se ha establecido como 6ptima para la preparacion de las muestras para su posterior
hibridacion en el chip de genotipado. Se afiaden 36 pl de la mezcla de fragmentacién (6 pl por
grupo de PCR). El volumen final sera de 186 pl sin tener en cuenta posibles evaporaciones y
pérdidas de volumen por pipeteo.

Reactivos Fragmentacion Volumen (pl)
H20 Milli-Q 27,3
Fosfatasa alcalina (1 U/pl) 6,6
EDTA 0,6
DNAsa | (1 U/ul) 1,5

Volumen final 36

37°C 30 minutos.
95°C 10 minutos.

4°C Indefinidamente.
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1.6.3. MARCAJE DE LAMUESTRA

Se probaron diferentes condiciones de marcaje y finalmente se establecieron las condiciones
gue se muestran en la Tabla 38 como 6ptimas. Se establecié que el método de marcaje optimo
consistia en adicionar un nucleétido biotinilado a los productos de amplificacién, posteriormente
revelarlo, afiadiendo estreptavidina unida al fluor6foro Cy3 durante el proceso de hibridacion.
Tras este paso y la adicion del control externo de hibridacién (10 pl) y desnaturalizacion, las

muestras quedan listas para su posterior hibridacion en el chip de genotipado.

Tabla 38.- Tabla resumen de la mezcla de reactivos y protocolo de marcaje de la muestra que se
ha establecido como 6ptima para las muestras para su posterior hibridacion en el chip de
genotipado. Se afiade a cada pocillo 84 ul de la mezcla de marcaje (14 pl por grupo de PCR). El
volumen final sera de 270 .

Reactivos Marcaje Volumen (pl)
5XTdT buffer 21
CoCI2 (25 mM) 21
TdT (400 U/ul) 3
Biotin-11-ddUTP 1,8
H20 Milli-Q 37,2
Volumen Total 84

37°C 60 minutos.

4°C Indefinidamente

1.7. HIBRIDACION DE LA MUESTRA EN EL CHIP DE GENOTIPADO

Se establecidé que las condiciones idoneas para la hibridaciéon de las muestras en el chip de
genotipado son de una hora a una temperatura de 42°C en la plataforma de hibridacion

automatica Ventana®.

1.8. ESCANEADO Y CUANTIFICACION DE LA HIBRIDACION

Se establecieron como parametros 6ptimos de escaneado para el chip de genotipado una
PMT (potencia del tubo fotomultiplicador) del laser de excitacion del 38% para la correcta
deteccion de la hibridacién sin saturacién de los puntos. Esta PMT variaré en funcion del escaner
utilizado y debera ser ajustada en cada caso, ya que la potencia del laser varia entre los distintos
aparatos. Al mismo tiempo se establecié que la longitud de onda 6ptima para la deteccion del
fluoréforo Cy3 es a 543 nm. En las Figura 42 y Figura 43 se muestra la imagen de escaneado de

una muestra de ADN de la poblacién general y se esquematiza el proceso de encajar la gradilla'y
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la cuantificacion. Se cred una gradilla especifica para el chip de genotipado que indica a qué

oligonucledtido exactamente corresponde cada punto del chip.

Figura 42.- Imagen de la hibridacion de una muestra de ADN de la coleccion de ADNs de la
poblaciéon general en la version prototipo del chip de genotipado. Se pueden observar los 32
subarrays que lo componen. Se muestra uno de ellos ampliado donde en las cuatro esquinas se
indican los controles externos de la hibridacion y donde se pueden observar el resto de puntos
correspondientes a los oligonucleétidos de deteccion de las mutaciones mas detalladamente.

Figura 43.- Imagen ampliada de la anterior, en la que se muestra una zona del array (cuatro
subarrays) en la que se muestra la gradilla creada para el chip de genotipado que permite
identificar cada punto con el oligo que representa. Una vez “encajada”, es decir, que cada punto
coincida exactamente en la gradilla y en el chip, se procedi6 a la cuantificacién de la hibridacién
de cada oligonucleoétido y del fondo (sefial inespecifica), de los controles negativos ademas de
los controles externos de hibridacién, mediante el programa Mapix.
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1.9. OPTIMIZACION DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS DE DETECCION

En los primeros pasos de la seleccién de oligonucle6tidos del chip de genotipado se
optimizaron Unicamente 15 polimorfismos. Es decir, tanto la sefial de hibridacion como el poder
discriminatorio de los oligonucle6tidos fue bueno para 15 de los 84 SNPs que se evaluaron. En la
Figura 44 se muestran cuatro de los polimorfismos optimizados a modo de ejemplo, y en el
Anexo V se muestran los resultados de la discriminacion de todos los SNPs tras la optimizacion
de los oligonucledtidos. Para los otros polimorfismos se disefiaron nuevos oligonucledétidos,
acortandolos, alargandolos o moviendo el SNP a la derecha o izquierda de la posicién central,
para mejorar bien la mala hibridacion o bien la discriminacién, hasta conseguir la Optima
deteccion de los polimorfismos. Un ejemplo de esta optimizacién se muestra en la Figura 45 para
dos SNPs (el SNP con cdédigos rs363006 y rs6077690 pertenecientes al gen SNAP25) donde se
muestran las representaciones graficas de antes y después de la optimizacion de
oligonucledtidos. En el Anexo V se muestran también todas las secuencias de los

oligonucledtidos optimizados para la deteccidn de cada uno de los 84 SNPs.

rs40184 (DATL): A/G rs4313 (HTR2A): CIT
L 1
-
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Figura 44.- Graficas obtenidas de la representacion de las relaciones de las intensidades de
hibridacion de los oligonucleétidos normales y mutados correspondientes a los SNPs con cédigos
rs40184 (DAT1), rs4313 (HTR2A), rs4294 (HTR1B) y rs5904754 (SYP). Se observa la correcta
discriminacion de los tres genotipos (AA, AB y BB) en todos ellos.
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ANTES DELA OPTIMIZACION DESPUES DE LA OPTIMIZACION
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Figura 45.- Ejemplo de optimizacién de oligonucleétidos para los SNPs con cédigo rs363006 y
rs6077690 pertenecientes al gen SNAP25. Se muestran las graficas obtenidas de la
representacion de las relaciones de las intensidades de hibridacion de los oligonucleétidos
normales y mutados antes (figuras de la izquierda) y después de la optimizacion (figuras de la
derecha).

1.10. VALIDACION TECNICA DEL CHIP DE GENOTIPADO

Se realiz6 una validacién técnica del chip de genotipado que consistié en llevar a cabo un
estudio para evaluar diversas variables del funcionamiento de la herramienta de genotipado tales
como su exactitud y reproducibilidad inter e intradia. El término exactitud se refiere a como de
cerca del valor real se encuentra el valor medido, por lo tanto al evaluar la exactitud del chip de
ADN se estéa valorando la capacidad de esta herramienta de identificar correctamente los alelos
(AA/AB/BB) para todos los polimorfismos presentes. La reproducibilidad es uno de los principios
esenciales del método cientifico, y se refiere a la capacidad que tenga una prueba o experimento
de ser reproducido o replicado. Para ello se hibridaron 10 muestras control (o 10 réplicas de una
misma muestra si es un genotipo muy poco frecuente) de cada genotipo por SNP y se comprobé
que todos los SNPs hibridaban y discriminaban de forma adecuada y que la reproducibilidad

tanto inter como intradia eran del 100%. Estos resultados se muestran en el Anexo V.
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FASE 2: ANALISIS PRELIMINAR DE ASOCIACION CON MUESTRAS DE
PACIENTES DE TDAH

Se hibridaron 274 muestras de pacientes diagnosticados de TDAH en el chip de genotipado
y se realizé un andlisis preliminar de asociaciones individuales para testar las bases genéticas del
TDAH en la poblacion de estudio y por tanto la viabilidad del proyecto completo. De los 84 SNPs
que el chip fue capaz de detectar, se excluyeron del analisis seis ya que eran monomorficos, es
decir, al analizar las muestras solo se ha encontrado 1 genotipo de los 3 posibles. Los SNPs
monomorficos no aportan informacién al analisis estadistico y por tanto se excluyen del mismo.
Este resultado se ajusta a lo esperado segun las frecuencias descritas para estos polimorfismos

en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Se siguieron los pasos y se interrogaron las variables que se describen en el apartado de
Sujetos, Materiales y Métodos Fase 2 del estudio piloto. No se muestran detalladamente los
resultados de cada analisis realizado ya que se trata Gnicamente de un andlisis preliminar y los
resultados de asociacion obtenidos no debieran ser interpretados como definitivos. Se
encontraron 21 SNPs en desequilibrio de ligamiento entre si y las conclusiones de posibles

asociaciones del analisis piloto fueron las siguientes;

e Parecia existir relacién entre las siguientes variables:

— Con el subtipo de TDAH (n=245) las variables clinicas que parecian estar asociadas
fueron tanto la presencia/ausencia de antecedentes (p=0,023) como el sexo (p=0,048). El
subtipo hiperactivo junto con el combinado mostré una asociacion con la ausencia de
antecedentes personales asociados a TDAH y con el sexo masculino. Del mismo modo,
dos SNPs mostraron asociacion estadisticamente significativa (p<0,05) en el test de
alelos con el subtipo de TDAH pertenecientes a los genes que codifican para la
subunidad a2A del adrenoceptor (ADRA2A) y el factor de crecimiento nervioso 3 (NGFB),
éste Ultimo mostré también asociacion estadisticamente significativa en el test de
genotipos. Estos SNPs se muestran en la Tabla 39 ordenados por su valor de
significacion estadistica. Se muestra también el valor p de asociacion obtenido en los dos

tests y los alelos de riesgo para el subtipo hiperactivo o combinado.

— En la variable evolucién de la enfermedad existian muchos valores perdidos sobre la
puntuacién del test basal en el momento en el que se realiz6 el andlisis estadistico, por lo
gue la poblacién analizada fue muy pequefia (n=122) y los resultados deben ser
interpretados con cautela. Al analizar esta variable, parecia acercarse a la significacion
estadistica la asociacidon de buena evolucién con la ausencia de antecedentes personales
asociados a TDAH (p=0,056). En el test de alelos se encontr6 asociacién con mala

evolucién dos SNPs pertenecientes a los genes que codifican para la proteina de 25 kDa
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asociada al sinaptosoma y para la beta arrestina 2 (SNAP25 y ARRB2) y un tercero que
mostrd un valor cercano a la significacion estadistica, el que codifica para la catecol-O-
metiltransferasa (COMT). Todos ellos se muestran en la Tabla 40, y como puede

observarse, ninguno de ellos mostré la suficiente asociacion en el test de genotipos.

Tabla 39.- Tabla que muestra los SNPs que mostraron significacion estadistica en el test
de alelos en relacién a la variable clinica subtipo de TDAH. EI SNP con cédigo rs6330
perteneciente al gen NGFB mostr6 ademas asociacion estadisticamente significativa en
el test de genotipos y se ha resaltado en color verde. En la tabla se muestra el cédigo rs,
el nombre del gen al que pertenecen, el cromosoma y la localizacion cromoso6mica, asi
como el alelo de riesgo para el subtipo hiperactivo o combinado encontrado y el valor p
obtenido tanto en el test de alelos como en el de genotipos para ambos SNPs.

Codigo rs Gen Crom. | Localizacion Alelo P Test alelos i Te_st
riesgo genotipos

rs6330 NGFB 1 115630836 A 0,003208642 | 0,004500137

rs1800544| ADRA2 A 10 112826493 C 0,044927676 | 0,121718163

Tabla 40.- Tabla que muestra los SNPs que mostraron significacion estadistica en el test
de alelos en relacion a la variable clinica evolucion del TDAH calculada segun la
puntuacién obtenida en el test DuPaul en el momento del diagnéstico y en el momento de
reclutamiento de la muestra. En la tabla se muestra el cédigo rs, el nombre del gen al que
pertenecen, el cromosoma y la localizacién cromosémica, asi como el alelo de riesgo
para el subtipo hiperactivo o combinado encontrado y el valor p obtenido tanto en el test
de alelos como en el de genotipos para los tres SNPs. Se encuentran ordenados por el
valor de significacion obtenido en el test de alelos y ninguno de ellos mostré asociacion
estadisticamente significativa al realizar el test de genotipos.

Codigo rs Gen Crom. | Localizacién r'i%glgoo zll—ﬁ)sst gei(-)rg;f)s
rs3787283 | SNAP25 20 10232418 G 0,024465416 | 0,086497828
rs1045280 ARRB2 17 4569387 C 0,049727396 | 0,172183892
rs4680 COMT 22 18331271 A 0,055970831| 0,115275928

— Enla severidad de los sintomas (n=268) evaluada segun la escala ICG en el momento
de reclutamiento de la muestra, tras al menos dos afios de seguimiento, parecian estar
asociada la presencia de comorbilidades (p<0,005) con una mayor severidad de la
sintomatologia. Asi como cuatro SNPs que mostraron asociacion estadisticamente

significativa tanto en el test de alelos como en el de genotipos. Los resultados de esta

comparacion se muestran en la Tabla 41, en ella puede observarse que tres de los cuatro
SNPs significativos pertenecen al gen que codifica para la sinaptotagmina (SYP), lo que
parecia indicar que este gen seria un interesante candidato de asociacion con la
seweridad de la sintomatologia en la poblacién de estudio, el otro SNP asociado
pertenece al gen que codifica para la Subunidad 2B del receptor ionotrépico de

glutamato.
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Tabla 41.- Tabla que muestra los SNPs que mostraron significacién estadistica tanto en
el test de alelos como en el de genotipos en relacion a la variable clinica severidad de la
sintomatologia de TDAH evaluada segun la puntuacion obtenida en la escala ICG en el
momento de reclutamiento de la muestra tras al menos dos afios de seguimiento clinico.
En la tabla se muestra el cédigo rs, el nombre del gen al que pertenecen, el cromosoma 'y
la localizacion cromosdmica, asi como el alelo de riesgo para el subtipo hiperactivo o
combinado encontrado y el valor p obtenido tanto en el test de alelos como en el de
genotipos para los cuatro SNPs. Se encuentran ordenados por el valor de significacidn
obtenido en el test de alelos y todos ellos mostraron ademas asociacion estadisticamente
significativa al realizar el test de genotipos, por ello se encuentran sefialados en verde.

Codigo rs Gen Crom. | Localizacion r'iALliIgo leﬁg geFr:;I)-tEi!SI)s
rs5906754 | SYP X 48947171 C 0,000192931 | 0,002741146
rs2293945 | SYP X 48934562 T 0,002422768 | 0,007325827
rs3817678 | SYP X 48934269 G 0,002422768 | 0,007325827
rs2268115 | GRIN2B 12 13760992 A 0,012322688 | 0,018681176

En la normalizacion clinica de los sintomas (h=270), parecia existir una asociacion entre

la presencia de comorbilidades (p=0,0005) y la no normalizacion clinica de los sintomas.
También parecia existir asociacién con dos de los SNPs detectados por el chip de
genotipado, ambos pertenecientes al gen que codifica para la triptéfano hidroxilasa
TPH2. Esta variable se evalué segln la puntuacién obtenida en el test DuPaul teniendo
en cuenta el sexo y la edad de los pacientes como recomienda la bibliografia y como se

explicara con mas detalle en el andlisis completo de asociacion. Los resultados de esta

comparacion se muestran en la Tabla 42.

Tabla 42.- Tabla que muestra los SNPs que mostraron significacion estadistica en el test
de alelos en relacion a la variable normalizacion clinica de los sintomas de TDAH tras al
menos dos afios de seguimiento clinico. En la tabla se muestra el nombre del gen al que
pertenecen, el cadigo rs y el valor de p obtenido tanto en el test de alelos como en el de
genotipos para los 2 SNPs, ambos pertenecientes al gen TPH2. Se encuentran
ordenados por el valor de significacién obtenido en el test de alelos y uno de ellos mostré
ademéas asociacion estadisticamente significativa al realizar el test de genotipos
(resaltado en color verde).

a L Alelo P Test P Test
Codigo rs Gen Crom. | Localizacion riesgo alelos genotipos
rs1386493 | TPH2 12 70641446 G 0,036182878| 0,074384452
rs1843809 | TPH2 12 72348698 T 0,050210637 | 0,047528871

No se encontraron asociaciones significativas entre las demas variables.
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En \ista de las asociaciones obtenidas en el estudio piloto que apoyaban la base genética
de los fenotipos analizados, resultdé de gran interés realizar el estudio completo de asociacion y
seqguir profundizando en las bases genéticas del trastorno, aumentando el nUmero de muestras,
los polimorfismos y las variables a analizar. Para ello se genotipd la totalidad de las muestras
recogidas ademas de los ADN controles, al mismo tiempo que se hizo una nueva rewvsion
bibliografica para la inclusion de los polimorfismos descritos méas recientemente en estudios del
tipo GWAS, ademas de incluir el genotipado de reordenamientos genémicos y de incluir como

variable a predecir la respuesta a farmacos (tanto a metilfenidato como a atomoxetina).
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2. ESTUDIO COMPLETO DE ASOCIACION

2.1. AMPLIFICACION DEL ADN GENOMICO

Se tomaron alicuotas del ADN ya extraido de las 799 muestras correspondientes a 400
controles sanos y 399 pacientes de TDAH para llevar a cabo el protocolo de amplificacion
gendmica que se ha descrito en el apartado de Sujetos, Materiales y Métodos. Como resultado
se obtuvo ADN en cantidad y calidad suficiente para llevar a cabo el genotipado de las 799

muestras por todas las técnicas mencionadas.

2.2. ENSAYO DE GENOTIPADO GOLDENGATE®

Se realizoé el analisis de viabilidad para los 216 SNPs seleccionados, tal y como se ha
descrito en Sujetos, Materiales y Métodos, con el resultado de que 8 SNPs no pudieron ser
genotipados por esta plataforma y tampoco podian ser sustituidos por otro SNP del mismo boque
haplotipico. Estos 8 SNPs se genotiparon por PCR competitiva, y se describen en el apartado
2.3. El resto de SNPs (208) fueron genotipados para las 799 muestras, obteniéndose los
resultados de genotipos que fueron analizados y filtrados previamente a realizar el analisis

estadistico de asociacion.

2.3. GENOTIPADO MEDIANTE PCR COMPETITIVA (ENSAYO KASPar®)

Mediante esta técnica fueron genotipados los SNPs que no podian serlo con la plataforma
GoldenGate®, que se correponden a los 8 SNPs que se muestran en la Tabla 43. La sintesis y
validacion de las sondas especificas funcioné correctamente para todos los SNPs, excepto para
uno de ellos, el SNP con codigo rs2975226 perteneciente al gen SLC6A3, para el que fue

necesario disefiar nuevas sondas.Tras la nueva sintesis y validacion, se genotipé correctamente.

El genotipado de los 8 SNPs genotipados en las 799 muestras mostr6 una tasa de éxito o call

rate superior al 80% en todos los casos.
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Tabla 43.- Tabla que muestra los 8 SNPs que fueron genotipados mediante PCR competitiva
(Ensayo KASPar®). Se muestra el cddigo rs de cada uno de ellos, el gen al que pertenecen, el
cromosoma y la localizacion cromosémica.

Codigo rs Gen Cromosoma Localizacién
rs2227847 DRD5 4 9393491
rs27072 SLC6A3 5 1447522
rs11564774 SLC6A3 5 1447600
rs11133767 SLC6A3 5 1454580
rs2975226 SLC6A3 5 1498616
rs1800955 DRD4 11 626784
rs71647871 CES1 16 54415071
rs6565113 CDH13 16 81665147

24. GENOTIPADO DEL CYP2D6: PHARMAchip®

Mediante el chip de genctipado PHARMAchip®, solamente fueron genotipadas 58 de las 399
muestras de pacientes de TDAH, ya que eran los Unicos casos en los que se les habia
administrado atomoxetina como tratamiento y se disponia de informaciéon sobre su respuesta a

este farmaco.

2.4.1. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE GENOTIPADO

Siguiendo la guia de uso de PHARMACchip v3.0 suministrada por Progenika Biopharma S.A.
se migraron todos los grupos 6 y 7 de PCR de cada muestra en geles de agarosa para
comprobar la amplificacion, ya que son estos grupos en los que se amplifica la delecion o
duplicacion del gen completo y por tanto los mas sensibles. En la Figura 46 se muestra la imagen
de un gel para las primeras 12 muestras. Posteriormente se hibridaron las muestras en los chips
y se analizaron los resultados. Hubo 11 muestras que se tuvieron que repetir antes de obtener
correctamente el genotipado principalmente porque estos dos grupos de PCR no funcionaron
adecuadamente. En la Tabla 44 se muestran los resultados de genotipo y fenotipo calculado con
el software para las 58 muestras seleccionadas. Como puede observarse en la Figura 47, la
distribucién de genotipos del CYP2D6 se ajusta a lo descrito en la bibliografia para poblacion
caucasica: metabolizadores ultrarrapidos 4,5%, normales+intermedios 80-94% y lentos 5-10%

(Cortés et al. 2007).
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Figura 46.- Fotografia de un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio en el que se
migraron los grupos de PCR 6y 7 correspondientes a la duplicacién y delecién del gen CYP2D6
para las 12 primeras muestras de pacientes de TDAH previamente tratados con atomoxetina.

Ultrarrapido
5%

Normal o Lento
Intermedio 7%
4%

Fenotipo metabolizador CYP2D6

Figura 47.- Diagrama de sectores que muestra los porcentajes de los diferentes tipos de
metabolizadores en relacion con el CYP2D6. Se muestran los resultados para todas las
posibilidades de fenotipo metabolizador: lento 7%, intermedio 43%, normal o intermedio 4%,
normal 41% vy ultrarrapido 5%. La distribucién de genotipos se ajusta a la citada para poblacién
caucasica (Cortés et al. 2007).
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Tabla 44.- Tabla resumen de los resultados de PHARMAchip® para las 58 muestras analizadas.
En la tabla se muestran el cédigo de cada muestra, el genotipo obtenido combinando los
resultados de los SNPs y las duplicaciones y deleciones del CYP2D6, y el fenotipo de
metabolizador asociado a cada genotipo.

oo | SEROmeC [ eramozaoor| [[S598% | SENOTEO™ | werasor avon
AD 073 *1/*1 Nomal AD 322 *1/+41 Intermedio
AD_078 *1IXN/*2 Ultrarrapido AD_332 *1/*41 Intermedio
AD 089 *1*1 Nomal AD 351 *1/+3 Intermedio
AD_092 *4[*41 Intermedio AD_362 *1/+1 Nomal
AD_102 *4/+10 Intermedio AD_336 *1/*3 Intermedio
AD 131 *2/%10 Intermedio AD 236 *1/+1 Nomal
AD_151 *1/%17 Intermedio AD_023 *4/*31 Lento
AD_176 *2/*2 Nomal AD_061 *2XN/*2 Ultrarrapido
AD_180 *1/*35 Nomal AD_142 *1/+1 Nomal
AD_188 *1/*4 Intermedio AD_157 *1/+1 Nomal
AD 194 *1/%9 Intermedio AD 165 *4[*35 Intermedio
AD_199 *1IXN/*2 Ultrarrapido AD_184 *1/*5 Intermedio
AD_211 *1/*10 Intermedio AD_268 *1/+2 Nomal
AD_216 *1/+1 Nomal AD_279 *2XN/*5 Nomal
AD_219 *1/*35 Nomal AD_287 *1/+1 Nomal
AD_230 *4[*5 Lento AD_134 *1/*4 Intermedio
AD_231 *2/*5 Intermedio AD_034 *}i(/l:l:;(dio Nomal o Intermedio
AD_233 *2/*41 Intermedio AD_164 *1/*4 Intermedio
AD_237 *1/*1 Nomal AD_028 *1/*4 Intermedio
AD_244 *1/*6 Intermedio AD_029 *1/+1 Nomal
AD_253 *9/*35 Intermedio AD_041 *1/%2 Nomal
AD_159 *A[*4 Lento AD_178 *2/*35 Nomal
AD_160 *1/*1 Nomal AD_179 *1/*9 Intermedio
AD_163 *4[*4 Lento AD_186 *1/*4 Intermedio
AD 259 *1/*2 Nomal AD_ 187 *2¥41 Intermedio
AD_262 *1/+1 Nomal AD_238 *1/%2 Nomal
AD_263 *1/+1 Nomal AD_260 *1/+1 Nomal
AD 295 ?;':‘:;?NO [\r"?e”:‘maé(;o AD 276 *1 /41 Intermedio
AD_309 *1/*1 Nomal AD_283 *2/*41 Intermedio
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2.5. KIT DE DETECCION DE REORDENAMIENTOS GENOMICOS Y VNTRs

25.1. DISENO DE CEBADORES ESPECIFICOS

Se diseflaron numerosas parejas de cebadores y se probaron numerosas condiciones de
amplificacién diferentes para conseguir una Gptima amplificacion de los fragmentos de interés en
cada una de las 4 PCRs, especialmente para la VNTR de DRD4, cuya amplificacion fue la mas
complicada y para la que finalmente se utilizaron las mismas secuencias de cebadores descritas
por Kotler et al. (2000). De todas las parejas disefiadas, se seleccionaron las cuatro que mejores

resultados ofrecieron. Estas secuencias se muestran en el Anexo IV.

2.5.2. OPTIMIZACION DE LAS PCRs
Tras numerosas pruebas se establecieron las condiciones éptimas de amplificacion para

cada una de las cuatro PCRs, que son las que se describen a continuacion en las Tablas 45y 46.

Tabla 45.- Tabla que muestra las mezclas de reactivos que se establecieron como Gptimas para
cada una de las 4 reacciones de PCR del kit de deteccion de reordenamientos genémicos y
VNTRs y con las que se han amplificado todas las muestras.

volumen volumen

(1) (1)
Quiagen Master mix 12,5 Quiagen Master mix 12,5
Me zcla cebadores (NED) a 20 ng/ul 2 Me zcla cebadores (PET) a 30 ng/ul 2
Me zcla colas marcadas a 50 ng/ul 2 Me zcla colas marcadas a 50 ng/ul 2
Agua MiliQ 3,5 Agua MiliQ 3,5
ADN a 20 ng/pl 5 ADN a 20 ng/ul 5
vol total 25 ul vol total 25 ul
volumen volumen

(1) (ul)
Quiagen Master mix 12,5 Me zcla de cebadores(VIC) 6 uM 25
Me zcla cebadores (FAM) a 20 ng/ul 2 Biotools 10x Buffer PCR 25
Me zcla colas marcadas a 50 ng/ul 2 Biotools MgCI2 (50 mM) 1
Agua MiliQ 35 Biotools Tag 1000 (5 U/ul) 1
ADN a 20 ng/pl 5 AB dNTPs (10 mM) 2
vol total 25 ul DMSO 50% 4
Agua MiliQ 7
ADN a 20 ng/ul 5
vol total 25 ul
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Tabla 46.- Tabla descriptiva de los protocolos de PCR para los cuatro reordenamientos incluidos
en el kit de deteccién de reordenamientos genémicos y VNTRs. Se muestran los diferentes pasos
de la reaccién y las condiciones de tiempo y temperatura de cada uno de ellos.

Activacion de la DNA polimerasa 94°C 2 min
Desnaturalizacion 94°C 10s
10ciclos  Hibridacion 60°C 30s
Extension 68°C 5 min
Desnaturalizacion 94°C 15s
25 ciclos  Hibridacion 60°C 30s
Extension 68°C 5 min + 5 s/ciclo
Extension final 68°C 7 min
Paso final 4 %
Activacién de la DNA polimerasa 95°C 5 min
Desnaturalizacion 95°C 45s
30 ciclos  Hibridacion 55°C 45s
Extension 72°C 1min30s
Extension final 72°C 5 min
Paso final 4°C 0

2.5.3. CONFIRMACION POR SECUENCIACION

Se confirm6 por secuenciacion que los fragmentos que se estaban amplificando con cada

pareja de cebadores eran los esperados y al mismo tiempo se comprobd en el caso de las

VNTRs que el nUmero de repeticiones coincidia para los tamafios de fragmentos esperados. En

la Tabla 47 se muestran los tamanos de los fragmentos esperados para cada una de las

variantes descritas para cada polimorfismo. En la Figura 48 se muestra el resultado de

secuenciar completamente el fragmento amplificado parala VNTR de DAT1 para una muestra de

un paciente de TDAH, donde se comprueba que el nimero de repeticiones (R) para ese tamafio

de fragmento es de 10R.
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Tabla 47.- Tabla que recoge los dos reordenamientos y los dos VNTRs que fueron seleccionados
para su analisis. Como se muestra, se corresponden con dos VNTRs en los genes DRD4 y DAT1
y dos inserciones de tamafio fijo en DRD4 y SLC6A4. Aparecen indicados los tamafios en pares
de bases de cada uno de los posibles fragmentos de amplificacion con los cebadores disefiados,
segun el numero de repeticiones (R) o si existe 0 no insercion.

VNTRs

2R 357 pb 3R 325pb
3R 405 pb 4R 365 pb
4R 453 pb 5R 405 pb
5R 501 pb 6R 445 pb
6R 549 pb 7R 485 pb
7R 597 pb 8R 525 pb
8R 645 pb 9R 565 pb
9R 693 pb 10R 605 pb
10R 741 pb 11R 645 pb
11R 789 pb

Inserciones de tamafio fijo

nomal 255 pb nomal 159 pb
insercion 299 pb insercion 280 pb

NNNNNTGATGNGGCACGCACCTGAGAGAAATAAAATTCCAGTGGGGTCCCTTCCTGGAGGTCACGGCT
CAAGGCCAGGCAGAGTGTGGTYTGC AGGCTGCCTGC Algggggccctgcatgcgtectygggtagtacacyctectgiggag
gccctgeatgeatcctggggtagtacacgctectgtgggggcecctgcatgegtectggggtagtacacgctectgtgggggecctgeatgegtecggteeg

gggataggacacgctcctgtgggggccctgcatgcgtcctggggtagtacacgcetccag tgggggcecctgecatgegtcctggggtagtacacgctecetgt
gggggccctgcatgcegtictggggtagtacacgctcctgtgggggcecctgcatgegtccagggataggacatgctcetgtgggggcecctgcatgcgtecg
gggataggacacgctcctgtgggggccctgcatgcgtccggggataggacacgctcctct CAGGCCGTTCCCTACACCGCA

Figura 48.- Resultado de la secuenciacion de la VNTR de DATL1 de la muestra de un paciente de
TDAH con cédigo ADO001. En este caso se corresponde con una muestra homocigota para el
alelo de 10R como se muestra marcando las repeticiones en mindsculas y en los colores verde y
azul para distinguirlas entre ellas. El tamafio de este fragmento con la pareja de cebadores
disefiados y las colas es de 605 pb.

2.5.4. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE GENOTIPADO

Para realizar el andlisis de genotipado del Kit de deteccién de reordenamientos genémicos y
VNTRs, la intencion era migrar las cuatro PCRs correspondientes a una sola muestra de forma
conjunta en un unico pocillo en el analizador genético capilar. Sin embargo, se observé que los
andlisis eran fallidos ya que muchas veces se arrastraba gran cantidad de dimeros de primers y
fragmentos de pequefio tamafio de las cuatro PCRs y que saturaban el capilar al principio e
impedian que los fragmentos de interés migraran adecuadamente. Por tanto, se decidié analizar
por separado cada una de las cuatro reacciones de PCR. Las de la insercion de tamafio fijo de
DRD4 y SLC6A4 se comprobd que se detectaban de forma Optima con un gel de agarosa al 2% y

gue no era necesario utilizar la electroforesis capilar, por lo que estos dos grupos se analizaron
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de esta forma para todas las muestras. En las Figuras 49 y 50 se muestran los resultados de
electroforesis convencional para algunas de las muestras analizadas para las inserciones de
SLC6A4 y DRDA4.

Por otro lado, para las VNTRs de DRD4 y DAT1 se continud utilizando la electroforesis
capilar, ya que se requiere una mayor resolucion, pero de forma individual para cada una de las
PCRs para evitar el problema de saturacion del capilar descrito anteriormente. En la Figura 51 se
muestran los resultados de electroforesis capilar para dos muestras en las que se ha amplificado

especificamente la VNTR de DRD4 y dos en las que se ha amplificado la VNTR de DAT1.

Se genotiparon las 399 muestras de pacientes de TDAH para los cuatro reordenamientos.
En el caso de las inserciones de tamafio fijo de SLC6A4 y DRD4 se genotiparon ad emés las 400
muestras control ya que estas inserciones se han asociado con un mayor riesgo de TDAH. Se
elaboré una base de datos con los resultados de los genotipos para cada una de las muestras
analizadas. En la Tabla 48 se muestra el resumen de los genotipos obtenidos en el andlisis de las

muestras.

Marcador detamano
molecular (1kb)

Figura 49.- Fotografia de un gel de agarosa al 2% de la PCR de la inserciéon de tamafio fijo de
SLC6A4 para 17 de las muestras analizadas, se observa como cinco de ellas son homocigotas
para la insercion (banda a 299 pb), ocho son heterocigotas (banda a 255y 299 pb) y cuatro son
homocigotas para el alelo normal sin insercién (banda a 255 pb), se han sefialado tres de las
muestras con su correspondiente genotipo.
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Figura 50.- Fotografia de un gel de agarosa al 2% de la PCR de la insercién de tamafio fijo de
DRD4 para 48 de las muestras analizadas, como puede observarse el genotipo mas frecuente
para este reordenamiento es el heterocigoto (bandas a 159 pb y 280 pb). Se muestran también
dos muestras homocigotas para el alelo normal de 159 pb.
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Figura 51.- Imagenes de los resultados de migracion de 4 muestras en el analizador genético
capilar tras el andlisis con el software Peak Scanner Software v1.0. Las dos primeras graficas
corresponden a los fragmentos de amplificacién de la VNTR de DRD4, los picos se ven en verde
ya que estan marcados con el fluordforo VIC. La primera grafica corresponde a una muestra
heterocigota para 4Ry 8R, mientras que la segunda corresponde a un individuo homocigoto para
el alelo de 8R. Las graficas 3y 4 corresponden ala VNTR de DAT1 y se ven en rojo ya que estan
marcadas con el fluoréforo PET. La grafica 3 muestra un individuo heterocigoto para los alelos de
9R y 10R y la 4 un paciente homocigoto para el alelo de 10R.
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Tabla 48.- Tabla que resume los genotipos encontrados en las muestras analizadas para los dos
reordenamientos y 2 VNTRs que se han genotipado. En las inserciones de tamafio fijo de
SLC6A4 y DRD4 se muestran los resultados obtenidos tanto en los pacientes de TDAH como en
las muestras control ya que ambos se asocian con diagnéstico de TDAH (Biederman et al. 2008;
Brookes et al. 2006a y 2006b; Elia y Devoto 2007). En el caso de las VNTRs se muestran
Unicamente los datos de los pacientes con TDAH ya que se asocian con respuesta a tratamiento.
Se ha seguido la siguiente codificacion: en el genotipado de DRD4 todos los numeros de
repeticiones obtenidos que no fueran 7R se han considerado como “normal”, ya que el de 7R es
el que se ha asociado a respuesta a MTF (Hamarman et al. 2004). Del mismo modo, en la
clasificacién de los genotipos obtenidos de DAT1 se han cosiderado como normales los alelos
con un nuamero de repeticiones que no fuera 9R 6 10R, ya que en el caso de esta VNTR hay gran
controversia en relacion al alelo asociado con la respuesta a MTF y ambos han sido descritos en
la bibliografia en distintas poblaciones (Contini et al. 2010; Froehlich et al. 2010; Kieling et al.
2010; Szobot et al. 2010).

SLC6A4 (44 pb)

Pacientes TDAH | Controles Pacientes TDAH
Ins-Ins 106 94 N-N 274
Normal-Ins 195 183 7R-7R 13
Normal-Normal 98 123 7R-N 112
Perdidos 0 0 Perdidos 0

DRD4 (ins 120 pb)

Pacientes TDAH | Controles Pacientes TDAH
Ins 0 0 9R-9R 54
Normal-Ins 358 314 9R-N 10
Normal 41 86 10R-10R 139
Perdidos 0 0 10R-N 15
9R-10R 147
N-N 15
Perdidos 19

2.6. ELABORACION DE LA BASE DE DATOS CLINICOS

Una vez recogidos todos los CRDs de los pacientes participantes en el estudio, se procedié
a elaborar una base de datos clinicos que contenia toda la informacidn necesaria. Se intent6
recuperar el maximo namero de valores perdidos realizando monitorizaciones clinicas. Las dos
caracteristicas que permanecieron con mayor nimero de valores perdidos fueron la de
tratamiento (12 valores perdidos) y el subtipo (16 valores perdidos). Por ello, la n de estudio varia

en el andlisis de los distintos fenotipos.
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2.7. FILTRADO DE MUESTRAS Y POLIMORFISMOS PREVIO AL ANALISIS
ESTADISTICO

En primer lugar, de los 208 SNPs genotipados mediante Ensayo GoldenGate® se
descartaron los SNPs con problemas de genotipado, que fueron un total de 15 SNPs (7,2% del
total de SNPs genotipados) (Tabla 49). Este porcentaje de error estd dentro de los valores
normales para la plataforma lllumina Golden-Gate® y ninguno de ellos fue de los genotipados

mediante PCR competitiva.

Tabla 49.- Tabla que recoge los 15 SNPs genotipados mediante la plataforma Illumina
GoldenGate® descartados por error de genotipado. Se muestra tanto el cédigo rs como el
gen/locus en el que se localizan.

Gen/Locus | Cddigo rs

rs28364997

DAT1 rs11564758

rs2617605

LOC728594 | rs2550956

MAP3K?7 rs9451437

NAPRT1 rs2290416

NRG3 rs17746658

HTR2A rs7322347

ARRB2 rs1045280

SLC6A4 rs2066713

rs1044396

CHRN4 rs6011776

rs2273505
MAOCA rs3027399
SYP rs3817678

A continuacién, con los 193 SNPs restantes, se calculd el call-rate de las muestras y se
eliminaron las muestras que tenian un call-rate <80%, es decir, muestras en las que se habia
genotipado con éxito menos de un 80% de los SNPs (Kim et al. 2009a). Se encontraron 45
muestras con un call-rate <80%, 44 de pacientes de TDAH y 1 control, lo que probablemente
pudo deberse a que la calidad de estas muestras no era buena. Una vez eliminadas las muestras

con call-rate <80%, se calculé el call-rate de los SNPs y se descartaron los SNPs con un call-rate
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<80%, es decir, SNPs que se habian genotipado con éxito en menos de un 80% de las muestras
(Kim et al. 2009a). Se encontraron 5 SNPs con call-rate <80% todos ellos genotipados mediante
la plataforma lllumina Golden-Gate®, estando este porcentaje dentro del margen de error
intrinseco a la técnica (probablemente debido a un problema con los reactivos para el andlisis de
estos SNPs) y que se muestran en la Tabla 50, quedando, por tanto, 188 SNPs. Los 8 SNPs
genotipados por PCR competitiva mostraron call-rate >80%; por ello no hubo que descartar

ninguno para pasos posteriores.

Tabla 50.- Tabla que muestra los cinco SNPs genotipados con éxito en menos de un 80% de las
muestras y que fueron descartados por ello para posteriores analisis. Se muestra tanto el cédigo
rs como el gen/locus en el que se localizan

Gen/Locus | Cdédigo rs
OXER1 rs930421
PEMT rs7946
rs6090378
CHRNA4
rs1044394
AR rs6152

Se analizé si los 196 SNPs (188 SNPs de GoldenGate® + 8 SNPs PCR competitiva)
restantes con call-rate >80% estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). Es decir, si las
frecuencias de los tres genotipos para cada SNP en la poblacién control coincidian con las
esperadas. Se consideré que un SNP no estaba en HWE cuando la p del test era inferior a
0,0001 (p<0,0001) en la poblacién control (Hunt et al. 2008). Se encontré un SNP (rs2014572)
gue no estaba en HWE y fue descartado para andlisis posteriores, ya que podria haber existido
un problema en el genotipado de este SNP y que podria llevar a falsas asociaciones en el

analisis estadistico.

A continuacién se revisé si la lista final de 195 SNPs correctamente genotipados eran
polimérficos (si existian al menos dos de los tres genotipos posibles). Se encontr6 un SNP
monomoérfico (s6lo un genotipo) que se corresponde con el SNP con cddigo rs2227847 y que, por
tanto, se elimind ya que no se puede utilizar como marcador para el estudio por no ser

informativo.

Por todo lo descrito anteriormente, el analisis de asociacion genotipo-fenotipo se ha llevado a

cabo con 194 SNPs y 4 reordenamientos gendmicos, ademas de con los resultados de

metabolizacién de la atomoxetina obtenidos a partir del andlisis con PHARMAchip®.
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Finalmente se realiz6 un analisis de desequilibrio de ligamiento (LD del inglés Linkage
Disequilibrium) en cada cromosoma. En la Tabla 51 se muestran los grupos de SNPs que se
encontraron en desequilibrio de ligamiento. En la Figura 52 se muestra la figura resultante del
andlisis de LD en el cromosoma 22, a modo de ejemplo. El color rosa fuerte indica que los SNPs
estan ligados y el azul que se heredan de forma independiente, la gama de colores intermedia
indicaria un ligamiento parcial. Se han genotipado seis SNPs en el cromosoma 22 identificandose
cinco tag-SNPs, ya que, como se muestra en la Figura 52, los SNPs rs6269 y rs4818 estan
ligados. De momento no se elimina ningdn SNP del andlisis, pero se seleccionaran aquéllos
SNPs que muestren mayor asociacion dentro de los que se encuentran ligados para la inclusion

en los modelos.

Una vez que se realiz6 el filtrado previo de SNPs y muestras, se conjugo la base de datos de
los genotipos con las variables de interés de la base de datos clinicos para realizar el analisis

estadistico.

Tabla 51.- Tabla que recoge los grupos de SNPs que se encontraron en LD en cada cromosoma.
Se muestra el codigo rs del SNP, el cédigo interno que se les asignd, el grupo de LD, el gen al
gue pertenecen asi como el cromosoma y la localizacion cromosémica exacta de cada uno de los
SNPs. Se considerd que dos SNPs estaban en LD cuando el valor de R? de la correlacion de sus
genotipos es >0,8, limite aceptado comuUnmente para considerar 2 SNPs en LD (Bosch et al.
2009).

PGK_ID Codigo rs LD Gen Cromosoma | Localizacion
PGK_079 rs463379 PGK_079/080 SLC6A3 5 1484164
PGK_080 rs460000 PGK_079/080 SLC6A3 5 1485825
PGK_083 rs2937639 PGK_083/083-084/084 SLC6A3 5 1496728
PGK_084 rs2652511  |PGK_083/083-084/084 | LOC728594 5 1499389
PGK_083-084 [rs2975226 PGK_083/083-084/084 SLC6A3 5 1498616
PGK_107 rs1541665 PGK_107/108 KCNIP1 5 170075495
PGK_108 rs17673653 |PGK_107/108 KCNIP1 5 170099172
PGK_109 rs686 PGK_109/110 DRD1 5 174801306
PGK_110 rs4532 PGK_109/110 DRD1 5 174802756
PGK 111 rs9687070 PGK_111/113 AD AMTS2 5 178501755
PGK_113 rs3776816 PGK_111/113 AD AMTS2 5 178507474
PGK_370 rs6269 PGK_370/371 COMT 22 18329952
PGK_371 rs4818 PGK_370/371 COMT 22 18331207
PGK_291 rs3785157 PGK291_ 292 293 SLC6A2 16 54287337
PGK_292 rs5569 PGK291_292_293 SLC6A2 16 54289336
PGK_293 rs998424 PGK291_ 292 293 SLCG6A2 16 54289447
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Figura 52.- Ejemplo de la figura resultante del analisis de LD en el cromosoma 22. El color rosa
fuerte indica ligamiento entre los SNPs con cédigo rs6269 (PGK_370) y rs4818 (PGK_371)
localizados en este cromosoma.

2.8. ANALISIS ESTADISTICO

2.8.1. ANALISIS DESCRIPTIVO VARIABLES CLINICAS

El andlisis descriptivo de las variables clinicas se realiza con la intencién de conocer la
distribucién de los individuos en las distintas variables asi como detectar posibles errores en la
transcripcidon de datos y comprender mejor la relacién entre variables predictoras y clase. Se han
analizado las 399 muestras de pacientes de TDAH y 8 variables clinicas, tres de ellas predictoras
(sexo, antecedentes personales asociados a TDAH y antecedentes psiquiatricos familiares) y el
resto como variables clase o a predecir (severidad, subtipo, tratamiento, comorbilidad vy

normalizacién clinica de los sintomas).

2.8.1.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE VARIABLES CLINICAS: VARIABLES
PREDICTORAS
Los resultados del andlisis descriptivo de las variables clinicas predictoras sexo,
antecedentes personales asociados a TDAH y antecedentes psiquiatricos familiares que se
incluiran en los andlisis multivariantes se muestran en las Figuras 53-55. En la variable predictora
sexo se puede observar que la poblacion esta compuesta en un 79,4% de varones y en un 20,3%
de mujeres. En la variable antecedentes personales asociados a TDAH se observa que la
presencia de dichos antecedentes se da en un 64,2% de los pacientes, mientras que un 35,3%
no los muestra. Ambas distribuciones (sexo y antecedentes) se ajustan a lo descrito en la
bibliografia. Sin embargo, la presencia de antecedentes familiares de enfermedades psiquiatricas

(8,8% de los pacientes analizados) es muy pequefia respecto a la publicada (Biederman et al.
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1992). Esto podria ser debido a la perdida de informacién, al desconocimiento de los familiares o

al infradiagndstico que podria existir en relacién a enfermedades psiquiatricas. En la poblacion de

estudio la ausencia de estos antecedentes se cifra en un 91%.

% %
Frec. % L acumulad
valido o
Validos Varones 317 79,4 79,6 79,6
Mujeres 81| 20,3 20,4 100,0
Total 398 99,7 | 100,0
Perdido Sistema 1 3
S )
Total 399 | 100

4004

3004

2004

Frecuencia
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1
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T
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Figura 53.- Andlisis descriptivo de la variable clinica predictora sexo. En la tabla se muestra la
frecuencia de varones y mujeres, el porcentaje que cada grupo representa sobre el total, el
porcentaje acumulado y el nimero de valores perdidos. En el diagrama de barras se representa
la frecuencia de ambos grupos.

Frec. | % | % vélido acun:/lzlado
Validos  Ausencia 141 | 35,3 355 35,5
Presencia 256 | 64,2 64,5 100,0
Total 397|995 100,0
Perdidos Sistema 2 5
Total 399 | 100

300+

200+

Frecuencia
=
T

Ausencia

T
Presencia

ANTECEDENTES

Figura 54.- Andlisis descriptivo de la variable clinica predictora antecedentes personales
asociados a TDAH. En la tabla se muestra la frecuencia de ausencia de antecedentes y
presencia, el porcentaje que cada grupo representa sobre el total, el porcentaje acumulado y el
namero de valores perdidos. En el diagrama de barras se representa la frecuencia de ambos

grupos.
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4004
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Frec. % % valido L
acumulado i
Validos  Ausencia | 363[ 91,0 91,2 91,2 1009
Presencia 35 8,8 8,8 100,0 ’—|
Total 398| 99,7 100,0 0 [ 1
Perdidos Sistema 1 3 Ausencia Presencia
Total 399 | 100,0 AN.PSIQ

Figura 55.- Anadlisis descriptivo de la variable clinica predictora antecedentes familiares de
enfermedades psiquiatricas En la tabla se muestra la frecuencia de ausencia de antecedentes
familiares de enfermedades psiquiatricas y presencia, el porcentaje que cada grupo representa
sobre el total, el porcentaje acumulado y el nUmero de valores perdidos. En el diagrama de
barras se representa la frecuencia de ambos grupos.

2.8.1.2.  ANALISIS DESCRIPTIVO VARIABLES CLINICAS: VARIABLES CLASE
En las Figuras 56-60 se muestran los resultados del andlisis descriptivo de las variables
clinicas clase subtipo, normalizacién clinica de los sintomas, severidad, presencia de
comorbilidades y tratamiento actual, que son las variables que se intentaran predecir tanto en los

analisis univariantes como multivariantes.

En la Figura 56 se puede observar como el subtipo combinado es el mas numeroso (66,2%),
seqguido por el inatento (23,3%) y por ultimo el hiperactivo/impulsivo que es el menos frecuente
(6,5%), tal y como se presenta en la bibliografia (Herreros et al. 2002). En esta variable clase el
ndimero de valores perdidos es de 16. Respecto a la normalizacion clinica de los sintomas, como
puede observarse en la Figura 57, el grupo de pacientes que muestra normalizacion clinica de los
sintomas tras al menos dos afios de seguimiento es superior (57,9%) al que continda con
sintomatologia asociada al TDAH (39,1%) tras este periodo de tiempo, existiendo 12 pacientes
parar los que no se ha podido recuperar este dato (valores perdidos). La severidad de la
sintomatologia evaluada por el clinico segun la escala ICG muestra dos grupos diferentes a los
de la normalizacion clinica de los sintomas, como se muestra en la Figura 58. En esta variable el
grupo denominado leve (ICG<3) es muy superior (75,9%) al considerado mas severo (ICG=3)
gue se da en un 23,3% de los casos; el numero de valores perdidos en esta variable es de 3.
Como puede observarse en Figura 59, el nimero de pacientes que presentan al menos una
comorbilidad asociada al TDAH (50,4%) es muy similar al que no presenta este tipo de trastornos
comoérbidos (48,9%). En la bibliografia se estima la presencia de comorbilidades en torno a un
30% de los pacientes de TDAH (Artigas-Pallarés 2003), por lo que la presencia de
comorbilidades es mayor en la poblacién de estudio a la referenciada en la bibliografia. En la

Figura 60 se muestra el andlisis descriptivo de la variable clinica clase tratamiento actual, donde
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se agrupa a los pacientes de TDAH en funcién de si el tratamiento actual que estan recibiendo es
metilfenidato (71,4%),

atomoxetina junto con otro farmaco (0,5%), metilfenidato junto con atomoxetina (2,3%), otro

atomoxetina (9,8%), metilfenidato junto con otro farmaco (9,5%),

tratamiento farmacolégico (3%) o ningun tratamiento farmacolégico (0,5%). Se observa

claramente que el tratamiento mayoritario es el metilfenidato.

3004

i
5 200
c
5
0, 0,
Frec. % . /0 & o
valido | acumulado v
Validos _Inatento 03| 233 243 24,3 L 400+
Hiperac/imp 26| 65 6.8 311
ulsivo ! ' '
Combinado 264 66,2 68,9 100,0
Total 383 96,0 100,0 0 . | |
Perdid Sistema 16 40 Fihexii Hipadvaimpisvg  Combireda
0s ' SUBTIPO
Total 399| 100

Figura 56.- Andlisis descriptivo de la variable clinica clase subtipo. En la tabla se muestra la
frecuencia de los tres subtipos, el porcentaje que cada grupo representa sobre el total, el
porcentaje acumulado y el nimero de valores perdidos. En el diagrama de barras se representa
la frecuencia de inatentos, hiperactivos/impulsivos y de los individuos con subtipo combinado por
este orden.

250
52004
T}
e 150+
5
. @ 1004
Frec. % % valido 70 uh.
acumulado 50—
Validos malo 156 39,1 40,3 40,3
bueno 231| 57,9 59,7 100,0 0 I
Total 387| 970 100,0 malo bueno
Perdidos Sistema 12 3,0 NORMALIZACION
Total 399 | 100,0

Figura 57.- Andlisis descriptivo de la variable clinica clase normalizacion clinica de los sintomas.
En la tabla se muestra la frecuencia de normalizacion clinica (codificado como bueno) y no
normalizacién clinica (codificado como malo), el porcentaje que cada grupo representa sobre el
total, el porcentaje acumulado y el nimero de valores perdidos. En el diagrama de barras se
representa la frecuencia de ambos grupos.
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o %
Frec.| % [ % vélido
acumulado
Validos LEVE 303| 75,9 76,5 76,5
SEVERO 93| 23,3 23,5 100,0
Total 396 99,2 100,0
Perdidos Sistema 3 8
Total 399| 100
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Figura 58.- Analisis descriptivo de la variable clinica clase severidad. En la tabla se muestra la
frecuencia de fenotipo severo y fenotipo leve/asintomatico evaluado segun la escala ICG, el
porcentaje que cada grupo representa sobre el total, el porcentaje acumulado y el nimero de
valores perdidos. En el diagrama de barras se representa la frecuencia de ambos grupos.
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Figura 59.- Andlisis descriptivo de la variable clinica clase comorbilidad. En la tabla se muestra la
frecuencia de ausencia de comorbilidades y la presencia de una o mas comorbilidades, el
porcentaje que cada grupo representa sobre el total, el porcentaje acumulado y el nimero de
valores perdidos. En el diagrama de barras se representa la frecuencia de ambos grupos.
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Frecuencia % % valido % acumulado
Validos MTH 285 71,4 73,6 73,6
AT X 39 9,8 10,1 83,7
MTH+OTR 38 9,5 9,8 93,5
ATX+OTR 2 5 5 94,1
MTH+ATX 9 2,3 2,3 96,4
OTR 12 3,0 3,1 99,5
NINGUNO 2 5 5 100,0
Total 387 97,0 100,0
Perdidos  Sistema 12 3,0
Total 399 100,0
300=
]
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@
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Figura 60.- Andlisis descriptivo de la variable clinica clase tratamiento actual. En la tabla se
muestra la frecuencia de tratados con metilfenidato, tratados con atomoxetina, con ambos, con
otro tipo de tratamiento y los que no reciben tratamiento. Se muestra el porcentaje que cada
grupo representa sobre el total, el porcentaje acumulado y el nUmero de valores perdidos. En el
diagrama de barras se representa la frecuencia de todos los grupos mencionados (MTH:
metilfenidato; ATX atomoxetina; MTH+OTR: metilffenidato junto con otro farmaco; ATX+OTR:
atomoxetina junto con otro farmaco; MTH+ATX: metilfenidato y atomoxetina; OTR: otro farmaco y
NINGUNO).

2.8.2. ANALISIS UNIVARIANTE DE ASOCIACION

2.8.2.1. ANALISIS UNIVARIANTE DE ASOCIACION: POLIMORFISMOS
En base a la informacion clinica de la que se disponia y las cuestiones de interés, se decidié
analizar las asociaciones de genotipo con los siguientes fenotipos; normalizacion clinica de los
sintomas, severidad, subtipo TDAH, presencia/ausencia de comorbilidad. Ademas se compararon
las poblaciones de casos y controles para determinar si existian asociaciones con mayor riesgo
de TDAH y se realizaron andlisis de asociacion de la respuesta a tratamiento valorandose la

respuestaa MTF y a ATX.
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En las tablas de resultados se muestran solamente aquellos SNPs significativos en la
comparacion de las frecuencias alélicas (valor de p<0,05). A continuacion se detalla los
resultados obtenidos para cada una de las comparaciones realizadas y como puede observarse

han sido numerosas las asociaciones individuales encontradas.

2.8.2.1.1. NORMALIZACION CLINICA
Se seleccionaron aquellos SNPs significativos en el test de alelos al comparar los sujetos
gue presentaban normalizacion clinica de los sintomas asociados a TDAH (n=210) versus los que
no presentaban dicha normalizacion (n=144) calculados segun los puntos de corte que se
detallan en el apartado de Sujetos, Materiales y Métodos. En la poblacién del estudio, un 59,7%
mostré normalizacion clinica, mientras que el 40,3% no mostr6 normalizaciéon clinica de la

sintomatologia asociada a TDAH.

Este andlisis mostr6 que existian ocho SNPs asociados significativamente con esta variable
en la poblacidon de estudio, tres de los cuales pertenecian al mismo gen, que codifica para el
transportador de dopamina (SLC6A3/DATL). El resto de SNPs pertenecian al gen que codifica
para la subunidad a1A del adrenoceptor (ADRA1A), el transportador de serotonina (SLC6A4), la
proteina de 25 kDa asociada al sinaptosoma (SNAP25), para la dopamina B hidroxilasa y para
dopa decarboxilasa (DDC). Los resultados se muestran en la Tabla 52 siendo estos SNPs los

gue se incluiran junto con las variables clinicas relevantes en el analisis multivariante.

Tabla 52.- Tabla que muestra el resultado del test de alelos, comparando normalizacidn clinica
versus no normalizacion clinica. Los SNPs estan ordenados segun su valor de significacion, de
los mas significativos a los de mayor valor de p en el test de alelos. De cada SNP se muestra su
cadigo rs, el gen al que pertenecen, el cromosoma y la localizacién cromosdmica, el valor de p
chi-cuadrado de la comparacién del test de alelos y de genotipos, el alelo que seria considerado
como de riesgo de no normalizacion clinica de los sintomas y el odds ratio con su intervalo de
confianza al 95%. Marcados en verde se muestran aquellos SNPs significativos tanto en el test
de alelos como en el de genotipos.

rs10040882| SLCG6A3 5 1471558 0.00073 0.00255 G 1,89 (1,30-2,74)

rs250686 | SLC6A3 5 1478159 0.00259 0.00415 A 1,63 (1,18-2,23)
rs3808585 | ADRA1A 8 26780243 0.00955 0.03669 G 1,62 (1,12-2,34)
rs1042173 | SLC6A4 17 25549137 0.01711 0.02790 C 1,45 (1,07-1,96)

rs27072 SLC6A3 5 1447522 0.01796 0.02527 Cc 1,75 (1,10-2,79)
rs3787283 | SNAP25 20 10232418 0.02290 0.04802 G 1,45 (1,05-1,99)
rs2519152 DBH 9 135499455 | 0.03538 0.09226 A 1,40 (1,02-1,93)
rs2044859 DDC 7 50580056 0.03642 0.09267 A 1,41 (1,02-1,94)
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2.8.2.1.2. SEVERIDAD

En la poblacién TDAH de estudio, el 38,1% de los sujetos presentaron puntuacion ICG=1,
el 38,4% ICG=2, el 15,9% ICG=3, el 4.5% ICG=4, el 2.0% ICG=5, el 0.8% ICG=6, el 0.3% ICG=7,
por lo que el 76,5% de los sujetos TDAH mostraron sintomatologia leve, y el 23,5% mostré una
mayor severidad. El nimero de muestras que se han comparado en el andlisis cuyos resultados
se muestran a continuacion, fue de 83 muestras, clasificadas de manera dicotébmica como
pertenecientes a sujetos con alta severidad de la sintomatologia asociada a TDAH y 270
clasificadas como leves. Se compararon ambas poblaciones y se obtuvieron siete SNPs con una
asociacién estadisticamente significativa en el test de alelos, que se muestran en la Tabla 53,
pertenecientes a siete genes distintos, tres de ellos muestran una asociacion significativa de
riesgo de mayor severidad tanto en el test de alelos como en el de genotipos (marcados en
verde). Los genes en los que se localizan los SNPs significativos son los que codifican para una
proteina similar a peptidasa de la membrana interna mitocondrial IMP2 (IMMP2L), para la
subunidad 2B del receptor ionotrépico de glutamato (GRIN2B), para la proteina 5 responsable de
union a AMPc (CREBbS), para la subunidad 32 del adrenoceptor (ADRB2), para el transportador
de glutamato de alta afinidad glial (SLC1A3), para la proteina 2 similar a toloide (TLL2) y parala

desintegrina y metaloproteinasa, procolageno | N-proteinasa (ADAMTS 2).

Tabla 53.- Tabla que muestra el resultado del test de alelos y genotipos con el fenotipo
seweridad: alta (ICG=3) versus baja (ICG<2). Los siete SNPs estan ordenados segun su valor de
significacién estadistica, de los mas significativos a los de mayor valor de p en el test de alelos.
De cada SNP se muestra su cddigo rs, el gen al que pertenecen, el cromosomay la localizacion
cromosOmica, el valor de p chi-cuadrado de la comparacién del test de alelos y de genotipos, el
alelo que seria considerado como de riesgo para una mayor severidad de los sintomas y el odds
ratio con su intervalo de confianza al 95%. Marcados en verde se muestran aquellos SNPs
significativos tanto en el test de alelos como en el de genotipos.

rs6968385 | IMMP2L 7 109834707 | 0,00664 0,03097 A 1,64 (1,15-2,35)
rs2268115 | GRIN2B 12 13760992 0,01160 0,00819 A 1,59 (1,11-2,28)
rs2237349 | CREB5 7 28729488 0,02850 0,06558 A 1,52 (1,04-2,22)
rs1042714 | ADRB2 5 148186666 | 0,02974 0,11339 Cc 1,50 (1,03-2,19)
rs2269272 | SLC1A3 5 36723613 0,03575 0,14825 A 1,55 (1,02-2,33)
rs10786284 TLL2 10 98125495 0,03776 0,12770 T 1,46 (1,02-2,10)
rs10039254 | AD AMTS2 5 178503520 | 0,03839 0,00002 A 1,53 (1,02-2,30)
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2.8.2.1.3. SUBTIPO TDAH

Segun la guia diagndstica DSM-IV-TR se establecen tres subtipos dentro del TDAH:
inatento, hiperactivo-impulsivo y combinado. El subgrupo hiperactivo-impulsivo es el menos
frecuente y en la poblacion recolectada el porcentaje de muestras de este subtipo es pequefio
(6,8%) y por ello insuficiente para realizar un andlisis estadistico robusto. Por lo tanto, se decidi 6
agregar esta poblacion a una de las otras dos. La combinacion mas légica es unirlo al subtipo
combinado (68,9%), ya que estos dos subtipos son mas parecidos entre si que con el inatento al
compartir sintomatologia. Por tanto, en este andlisis se ha comparado el grupo inatentos (n=88)
versus al grupo hiperactivos/impulsivos + combinados (n=23 + n=228, respectivamente). Se
realizé también la comparativa contraria, el grupo de combinados (n=228) versus el grupo
inatentos e hiperactivos/impulsivos (n=88 + n=23, respectivamente) juntos. Sin embargo, la
tercera posibilidad (hiperactivo/impulsivos vs combinados+inatentos) no pudo realizarse debido al

bajo nimero de pacientes hiperactivos/impulsivos.

En la primera comparativa se obtuvieron 10 SNPs significativos en el test de alelos
asociados con el subtipo inatento, seis de los cuales muestran ademds asociacion en el test de
genotipos con valores de OR y e intervalos de confianza al 95% significativos. Estos 10 SNPs
serdn los que junto con las variables clinicas se incluyan en el andlisis multivariante. Los
resultados del test de alelos y genotipos de esta comparacion se muestran en la Tabla 54. Los
SNPs que no alcanzan significacién estadistica en el test de genotipos pertenecen a los genes
qgue codifican para la monoaminoxidasa B (MAOB), el transportador de dopamina
(SLC6A3/DATL) y la carboxilesterasa 1 (CES1). Mientras que los significativos en ambos tests se
localizan en genes pertenecientes principalmente a las vias de neurotransmision y sefializacion
celular, de serotonina y glutamato principalmente (SULF2, TPH2, GRIN2A y GRIK1). También un
gen implicado en la codificacién de la subunidad 1 de la proteina encargada del transporte de
electrones en diversos procesos metabdlicos (GFOD1) y una proteina de funcién desconocida

gue se expresa en cerebro pero también en otros tejidos (KIAA1486).

En la segunda comparacién, en la que se analizan el grupo de subtipo combinado versus el
grupo de inatentos e hiperactivos/impulsivos juntos, se obtuvieron 11 SNPs con valores de p
significativos todos ellos en genes diferentes. Los resultados de este analisis se muestran en la
Tabla 55. Sélo cuatro de ellos mostraron también asociacién en el test de genotipos, los que se
localizan en el gen que codifica para el transportador de dopamina (SLC6A3/DAT1), para un
transportador de gutamato (SLC1A3), para la proteina glypican 6 implicada n el control del
crecimiento y divison celular (GPC6) y para la integrina aE (ITGAE) proteina integral de la
membrana plasmatica. Los otros siete polimorfismos se encuentran localizados en genes de
funciones diferentes como el metabolismo de catecolaminas (MAOB), neurotransmision

adrenérgica (ADRB2), vesiculas sinapticas (SNAP25) entre otras.
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Tabla 54.- Tabla que muestra el resultado del test alelos y genotipos para la variable subtipo de
TDAH: inatento versus resto. Los 10 SNPs estan ordenados de mayor a menor valor de
significacion estadistica en el test de alelos. De cada SNP se muestra su codigo rs, el gen al que
pertenecen, el cromosoma y la localizacion cromosémic a, el valor de p chi-cuadrado de ambos
tests, el alelo que de riesgo para el subtipo inatento de TDAH y el OR con su IC 95%. En verde
aparecen aguellos SNPs significativos tanto en el test de alelos como en el de genotipos.

rs1799836 MAOB X 43512943 0,00571 0,12111 G 1,65 (1,16-2,36)
rs4810685 SULF2 20 45834120 0,01148 0,03479 G 1,57 (1,11-2,23)
rs4565946 TPH2 12 70623036 0,01877 0,00685 G 1,52 (1,07-2,17)
rs5906213 MAOB X 43654659 0,01880 0,09082 G 1,51 (1,07-2,15)
rs8049651 GRIN2A 16 9851167 0,01915 0,05088 G 1,61 (1,08-2,39)
rs1517484 KIAA1486 2 225946154 0,02306 0,04253 G 1,51 (1,06-2,16)
rs27072 SLC6A3 5 1447522 0,02630 0,07830 T 1,69 (1,06-2,71)
rs71647871 CES1 16 54415071 0,02821 0,02772 A 8,39 (0,87-81,2)
rs363512 GRIK1 21 29972688 0,03039 0,02364 T 2,40 (1,06-5,46)
rs552655 GFOD1 6 13478467 0,04743 0,01167 G 1,42 (1,00-2,02)

Tabla 55.- Tabla que muestra el resultado del test alelos y genotipos para la variable subtipo de
TDAH: combinado versus resto. Los 11 SNPs estan ordenados de mayor a menor valor de
significacién estadistica en el test de alelos. De cada SNP se muestra su codigo rs, el gen al que
pertenecen, el cromosoma y la localizacion cromosémica, el valor de p chi-cuadrado de ambos
tests, el alelo de riesgo para el subtipo combinado de TDAH y el OR con su IC 95%. En verde
aparecen aguellos SNPs significativos tanto en el test de alelos como en el de genotipos.

rs27072 SLC6A3 5 1447522 0,00437 0,01589 C 1,91 (1,22-2,98)
1s2269272 SLC1A3 5 36723613 0,00534 0,03211 A 1,84 (1,19-2,84)
rs1799836 MAOB X 43512943 0,00720 0,13518 A 1,58 (1,13-2,20)
rs7995215 GPC6 13 93206507 0,00854 0,03465 A 1,57 (1,12-2,19)
1s220470 ITGAE 17 3611724 0,01019 0,02904 G 1,60 (1,12-2,29)
rs1042718 ADRB2 5 148187110 0,01663 0,05461 A 1,70 (1,10-2,63)
rs864643 MOBP 3 39530584 0,01891 0,05836 A 1,62 (1,08-2,42)
rs3892715 C3orf21 3 196239299 0,02174 0,07731 G 1,47 (1,06-2,05)
rs3787283 SNAP25 20 10232418 0,02216 0,07008 A 1,48 (1,06-2,07)
rs1517484 KIAA1486 2 225946154 0,03064 0,07477 A 1,44 (1,03-2,00)
rs2678787 DSC3 18 26436326 0,03683 0,07112 G 1,54 (1,02-2,32)

217



Resultados

2.8.2.1.4. COMORBILIDAD

Se ha comparado el grupo de sujetos con presencia de comorbilidad (1 o mas) (n=182)
versus aquéllos con ausencia de comorbilidad (n=169) y se han obtenido 7 SNPs asociados
significativamente en el test de alelos, dos de ellos pertenecen al gen que codifica para la
neurotrofina 3 (NTF3) y otros dos al locus LOC728594, de funcién desconocida. Los otros tres
SNPs asociados se localizan en el gen que codifica para la subunidad alA del adrenoceptor
(ADRA1A), para el factor 8 de crecimiento nervioso y para la dopamina B hidroxilasa (DBH). De
todos ellos, solamente los SNPs con cddigo rs7956189 y rs2519152 localizados en los genes
NTF3 y DBH han mostrado asociacion significativa tanto en el test de alelos como en el de

genotipos y seran los que se incluyan en el analisis multivariante (Tabla 56).

Tabla 56.- Tabla que muestra el resultado del test de alelos y genotipos para la variable
comorbilidad: presencia versus ausencia. Los 7 SNPs estan ordenados segin su valor de
significacién estadistica en el test de alelos, de los mas significativos a los de mayor valor de p en
el test de alelos. De cada SNP se muestra su cédigo rs, el gen al que pertenecen, el cromosoma
y la localizacién cromosdmica, el valor de p chi-cuadrado de la comparacion del test de alelos y
de genotipos, el alelo que seria considerado como de riesgo/susceptibilidad para el subtipo
combinado de TDAH y el odds ratio con su intervalo de confianza al 95%. Marcados en verde se
muestran aquellos SNPs significativos tanto en el test de alelos como en el de genotipos.

rs7956189 NTF3 12 5476122 0,01000 0,03304 A 1,78 (1,14-2,78)
rs6489630 NTF3 12 5474885 0,03029 0,09061 G 1,53 (1,04-2,25)
rs2519152 DBH 9 135499455 0,03198 0,01544 A 1,41 (1,03-1,93)
rs3808585 | ADRALA 8 26780243 0,03383 0,10694 G 1,45 (1,02-2,06)
rs6330 NGFB 1 115630836 0,04178 0,11925 A 1,36 (1,01-1,84)
rs3756450 | LOC728594 5 1501148 0,04358 0,07806 G 1,59 (1,01-2,51)
rs2652511 | LOC728594 5 1499389 0,04456 0,08077 A 1,38 (1,01-1,90)

2.8.2.1.5. CASO (TDAH) VS CONTROL

Se compard el grupo de pacientes de TDAH (n=355 tras realizar el filtrado de muestras y
eliminar aquéllas que dieron error en el genotipado) vs el de controles (n=399) y se obtuvieron las
asociaciones estadisticamente significativas entre SNPs y riesgo/susceptibilidad a TDAH que se
muestran en la Tabla 57. En total se obtuvieron 18 asociaciones con p<0,05 en el test de alelos,
12 de las cuales también muestran una asociacion estadisticamente significativa en el test de
genotipos (marcadas en verde). Dos de las asociaciones se encuentran dentro del gen que
codifica para la monoaminoxidasa B (MAOB), otras dos pertenecientes al gen que codifica para el
factor de diferenciacién neurogénica 6 (NEURODS) y el resto en genes distintos pero localizados
en los mismos cromosomas (cromosomas 5, 10, 12 y 16 principalmente). Estos se encuentran en

los genes que codifican para los receptores -2-adrenérgicos y de serotonina 5HT1B (ADRB2 y
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HTR1B), para el receptor D4 y transportador de dopamina (DRD4 y SLC6A3), para el receptor
cannabinoide CB1 (CNR1), para diversas enzimas como la sulfatasa esteroidea microsomal,
isoenzima S (STS), la tript6fano hidroxilasa 2 (TPH2), la 6xido nitrico sintasa 1 neuronal (NOS1) y
la carboxil esterasa 1 (CES1). Ademas de dos genes que dan lugar a proteinas implicadas en la
sefializacion celular como la cadherina 13 y la proteina similar a contactina (CDH13 y CNTNAP4).
Finalmente también un gen que codifica un producto similar a un factor de transcripcion mielinico

(MYTLL) y otros dos loci con funcion desconocida como son hCG1818231 y C10o0rf79.

Tabla 57.- Tabla que muestra el resultado del test alelos y genotipos del analisis Caso (muestras
de pacientes de TDAH) versus Control. Los SNPs estan ordenados segun su valor de
significacion estadistica en el test de alelos, de los mas significativos a los de mayor valor de p en
el test de alelos. De cada SNP se muestra su cédigo rs, el gen al que pertenecen, el cromosoma
y la localizacion cromosémica, el valor de p chi-cuadrado de la comparacion del test de alelos y
de genotipos, el alelo que seria considerado como de riesgo/susceptibilidad a TDAH y el odds
ratio con su intervalo de confianza al 95%. Marcados en verde se muestran aquellos SNPs
significativos tanto en el test de alelos como en el de genotipos.

rs1799836 MAOB X 43512943 2,98E+00 0,00219 G 1,56 (1,27-1,92)
rs5906213 MAOB X 43654659 0,00039 0,02880 G 1,45 (1,18-1,79)
rs6296 HTR1B 6 78228979 0,00279 0,00787 G 1,43 (1,13-1,80)
rs16928529 [ hCG1818231 [ 10 72652991 0,00420 0,01192 © 1,36 (1,10-1,68)
rs1042718 ADRB2 5 148187110 0,00471 0,00117 C 1,47 (1,12-1,92)
rs4565946 TPH2 12 70623036 0,00614 0,01271 G 1,33 (1,08-1,63)
rs478597 NOS1 12 116235808 | 0,01022 0,00264 G 1,33 (1,07-1,65)
rs12861247 STS X 7184199 0,01608 0,16815 G 1,67 (1,10-2,53)
rs2233404 NEUROD6 7 31345458 0,01715 0,01587 A 1,30 (1,05-1,61)
rs71647871 CES1 16 54415071 0,01997 0,01912 C 3,42 (1,14-10,28)
rs40184 SLC6A3 5 1448077 0,02236 0,07224 A 1,28 (1,03-1,58)
rs13330107 CNTNAP4 16 75436363 0,02343 0,07386 G 1,27 (1,03-1,57)
rs11594082 CDH23 10 72969259 0,02442 0,02165 © 1,47 (1,05-2,06)
rs10238918 [ NEUROD6 7 31343894 0,02516 0,05471 A 1,28 (1,03-1,59)
rs806368 CNR1 6 88906819 0,02529 0,07660 A 1,31 (1,03-1,67)
rs2241685 MYT1L 2 1905000 0,03734 0,10053 G 1,5(1,02-2,21)

rs515910 C100rf79 10 105956394 0,04290 0,00968 G 1,24 (1,01-1,52)
Ins 120pb DRD4 11 -1,2kb prom | 0,04922 |0,00025 ins120 | 2,12 (1,41-3,17)
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2.8.2.1.6. RESPUESTA A METILFENIDATO

Los datos de respuesta a MTF que se recogieron en los CRDs fueron: tratamiento actual y
tratamientos previos (para mas informacion ver Anexo 1). En muchos casos se incluye la dosis
administrada (n=182) pero en otros no. Ademas, ésta depende del peso del paciente y no se
disponia de esta informacion por lo que se analizé la asociacién a buena/mala respuesta de
forma general, sin tener en cuenta la dosis administrada como se describe en el apartado de
Sujetos, Materiales y Métodos. Asimismo, es importante tener en cuenta que en numerosos
pacientes se administré el MTF junto con otro farmaco, como se ha descrito en la Figura 60. Se

han realizado varios tipos de analisis cuyos resultados se muestran a continuacion:

2.8.2.1.6.1. Test alelos y genotipos SNPs y VNTRs Buena vs Mala Respuesta

En la Tabla 58 se muestran los resultados del test de alelos y genotipos del andlisis de
asociacion individual entre buena (n=167) y mala respuesta a MTF (n=198). No se ha encontrado
ningun polimorfismo asociado significativamente con la respuesta a MTF en nuestra poblacion de
pacientes de TDAH aunque seria destacable que la VNTR del receptor D4 de dopamina (DRD4)

se encuentra cercana a la significacién estadistica en el test de alelos.

Tabla 58.- Tabla que muestra los resultados del test de alelos y genotipos del andlisis de
asociacion individual de buena respuesta a metilfenidato (n=167) vs mala respuesta (n=198) para
todos los polimorfismos analizados. Los polimorfismos estan ordenados segln su valor de
significacién estadistica en el test de alelos, de los mas significativos a los de mayor valor de p.
De cada polimorfismo se muestra su codigo rs si se trata de un SNP, o el nombre del
reordenamiento, el gen al que pertenece, el cromosomay el valor de p chi-cuadrado del test de
alelos y de genotipos.

VNTR DRD4 11 0,077 0,182
rs4680 COMT 22 0,106 0,226
VNTR_10R DAT1 5 0,256 0,464
VNTR_9R DAT1 5 0,290 0,420
rs1800544 ADRA2A 10 0,319 0,434
rs3746544 SNAP25 20 0,681 0,512
rs5569 SLC6A2 16 0,694 0,522
rs71647871 CES1 16 0,884 0,888

Se han incluido en el andlisis los cinco SNPs previamente asociados en la bibliografia con la
respuesta a este farmaco y las dos VNTRs descritas anteriormente localizadas en el
transportador y el receptor de dopamina (DAT1l y DRD4). En el caso de las VNTRs la
comparacion se ha realizado de la siguiente manera: en la VNTR de DRD4 el alelo que
bibliograficamente se asocia con la respuesta a MTF es el de 7R, por lo que se han comparado

los individuos con al menos un alelo de 7R frente al resto. En el caso de la VNTR de DAT1
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existen referencias contradictorias sobre si el alelo asociado es el de 9R 6 10R por lo que se han
realizado las dos comparaciones posibles: los individuos con al menos un alelo de 9R frente al
resto y una segunda comparacion de los pacientes con al menos un alelo de 10R frente al resto.

En ningun caso se ha obtenido significacion suficiente.

En concordancia con los resultados obtenidos en este andlisis individual de asociacién, no
se realizd analisis multivariante de respuesta a metilfenidato ya que no se ha obtenido ningln

SNP significativo con un valor de p<0,05.

2.8.2.1.6.2. Test alelos y genotipos tratados con MTF vs tratados con MTF +

Otro farmaco
Se ha realizado la comparacion de los pacientes tratados en el momento de la recogida de la
muestra Unicamente con MTF (n=276) frente a los tratados con MTF y algln otro farmaco (n=46)
para ver si existe alguna asociacion con el genotipo. El resultado de este andlisis se muestra en
la Tabla 59 y puede observarse que no se encontré ningun polimorfismo asociado

significativamente entre los ocho analizados.

En concordancia con los resultados obtenidos en este andlisis individual de asociacion, no
se realizd andlisis multivariante de respuesta a metilfenidato ya que no se ha obtenido ningun

SNP significativo con un valor p<0,05.

Tabla 59.- Tabla que muestra los resultados del test de alelos y genotipos del andlisis de
asociacion individual de los pacientes tratados Gnicamente con MTF (n=276) frente a los tratados
con MTF y algun otro farmaco (n=46) para todos los polimorfismos analizados. Los polimorfismos
estan ordenados segun su valor de significacion estadistica en el test de alelos, de los mas
significativos a los de mayor valor de p. De cada polimorfismo se muestra su codigo rs si se trata
de un SNP, o el nombre del reordenamiento, el gen al que pertenece, el cromosomay el valor de
p chi-cuadrado del test de alelos y de genotipos.

VNTR_10R DAT1 5 0,117 0,105
rs5569 SLC6A2 16 0,200 0,197
rs4680 COMT 22 0,209 0,427
VNTR (7R) DRD4 11 0,310 0,599
rs71647871 CES1 16 0,493 0,491
VNTR_9R DAT1 5 0,618 0,184
rs1800544 ADRAZA 10 0,882 0,325
rs3746544 SNAP25 20 0,998 0,849
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2.8.2.1.6.3. Test asociacion genotipo DRD4 VNTR 7R/SLC6A4 LL con

respuesta a MTF
En la bibliografia se ha asociado con mala respuesta a MTF (McGough et al. 2009) la
combinacion de al menos un alelo 7R de la VNTR de DRD4 con al menos un alelo con insercidn
(LL:alelo largo) de SLC6A4. En este andlisis se ha comparado la respuesta a MTF calculada
segun la normalizacion clinica de los sintomas, excepto en el caso de pacientes tratados en el
pasado con MTF y a los que se les cambi6 el tratamiento o los que reciben en la actualidad MTF
mas algln otro farmaco que se han considerado mala respuesta. En nuestra poblacién, puede
concluirse que no existe asociacion significativa entre esta combinacion de genotipos y la
respuesta a MTF como puede observarse en la Tabla 60, ya que el valor de p que se obtiene en
la prueba chi-cuadrado de Pearson al contrastar las hipotesis es de 0,271. En esta tabla ademés
se muestran los valores validos (n=336) y perdidos (n=32) del analisis y la distribucién de los

pacientes en buena (0) y mala respuesta a MTF (1).

Tabla 60.- Tabla compuesta de tres subtablas que muestran el resultado de la comparacién alelo
7R DRD4+ alelo largo SLC6A4 vs respuesta MTF. En la primera tabla se muestra la descripcion
de los valores totales, validos y perdidos en el andlisis. En la segunda se muestra la tabla de
contingencia entre las variables tipo de metabolizador y respuesta a MTF (rpta mtf1:0 es buena
respuesta y rpta mtfl:1 es mala respuesta. Drd47R_slc6adlL, 0 es ausencia de la combinaciény
1 presencia). En la tercera tabla se presenta el resultado de las pruebas de chi-cuadrado del
contraste de hipétesis (el valor de significacion de la prueba de chi-cuadrado de Pearson se
encuentra resaltado en color verde).
Resumen del procesamiento de los casos

1 Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
rpta_mtf_1*
drd47R slceadLl 336 91,3% 32 8,7% 368 100,0%

Tablade contingencia rpta_mtf_1*drd47R _slc6a4lLL

Recuento
2 drd47R _slc6a4LL
0 1 Total
rpta_ 0 112 40 152
mef_1
145 39 184
Total 257 79 336
Pruebas de chi-cuadrado
3 Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1,213 1 271
Correccion por
continuidad 945 1 331
Razén de verosimilitudes 1,209 1 271
Estadistico exacto de
Fisher ,302 ,165
Asociacion lineal por
lineal 1,210 1 271
N de casos validos 336
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Ademas de estos estudios también se analizé la posible asociacion de buena y mala
respuesta con el SNP con cédigo rs1800544 que se localiza en el gen ADRA2A solamente dentro
del subtipo inatento (n=72), ya que existen estudios que postulan que el alelo G de este SNP se
asocia con una mayor mejoria de los sintomas especialmente en el subtipo inatento (da Silva et
al. 2008; Polanczyk et al. 2007). En la poblacién de estudio no se encontré tal asociacion (valor p
test alelos=0,32, valor p test genotipos=0,53). Del mismo modo, en la bibliografia también se
sefiala al SNP rs5569 localizado en el exdn 9 del gen SLC6A2 que codifica para el transportador
de noradrenalina como asociado a la respuesta a MTF Gnicamente en el subtipo hiperactivo-
impulsivo (Yang et al. 2004), asociando al alelo G con una mayor mejoria sintomatolédgica. Por
esta razon, se analiz6 la posible asociacion con la buena/mala respuesta a MTF de este SNP
solamente en el subtipo hiperactivo-impulsivo (n=20). Asimismo, no se obtuvo asociacion

estadisticamente significativa (valor p test de alelos=0,57, valor p test de genotipos=0,78).

2.8.2.1.7. RESPUESTA A ATOMOXETINA
Para el analisis de asociacién entre el fenotipo metabolizador del CYP2D6 y la respuesta a
ATX solamente se han podido utilizar las muestras de aquéllos pacientes previamente tratados
con atomoxetina (n= 58). Se han realizado varios tipos de andlisis que se muestran a

continuacion.

2.8.2.1.7.1. Metabolizadores Ultrarrapidos + Normales vs Intermedios +

Lentos
En esta comparacion se ha analizado si existia una diferencia significativa en la respuesta a
ATX entre los grupos de metabolizadores ultrarrapidos y normales (n=3 y n=24,
respectivamente) frente a los intermedios y lentos (n=25 y n=4, respectivamente). Al grupo con
fenotipo “normal o intermedio” se le ha excluido del analisis (n=2) por no poder clasificarlo con
seguridad en ningun grupo. El resultado de asociacion ha sido negativo, siendo el valor de p que
se ha obtenido en la prueba de la chi-cuadrado de Pearson es de 0,534 lo que indica que no
existen diferencias significativas entre estos dos grupos respecto a la respuesta a ATX Los
resultados se muestran a continuacién en la Tabla 61, donde se muestran también los valores
validos y perdidos del andlisis y la distribucién de los pacientes en los grupos que se han

comparado.
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Tabla 61.- Tabla compuesta de 3 subtablas que muestran el resultado de la comparacién
metabolizadores ultrarrdpidos + normales vs intermedios + lentos. En la primera tabla se muestra
la descripcién de los valores validos y perdidos en el andlisis. En la segunda se muestra la tabla
de contingencia entre las variables tipo de metabolizador y respuesta a ATX y en la tercera el
resultado de la pruebas de chi-cuadrado, estando sefialado en color verde el valor p de la prueba
de chi-cuadrado de Pearson.

Resumen del procesamiento de los casos

1 Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
metab_1 * rptaatx_1 56 96,6% 2 3,4% 58 100,0%

Tablade contingencia metab_1* rptaatx_1

Recuento
2 rptaatx_1
mala
buena respuesta(2
respuesta farmacos) Total
metab 1 lento+ntermedio 12 17 29
normal+ultrarrapido 9 18 27
Total 21 35 56
Pruebas de chi-cuadrado
3 Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson ,386° 1 534
Correccion por
continuidad 119 1 730
Razén de verosimilitudes ,387 1 ,534
Estadistico exacto de
Fisher 589 ,365
Asociacion lineal por
lineal 379 1 ,538
N de casos validos 56

2.8.2.1.7.2. Metabolizadores Ultrarrapidos vs Normales + Normales o
Intermedios + Intermedios + Lentos
En esta comparacion se analiz6 si existe una diferencia significativa en la respuesta a ATX
entre los grupos de metabolizadores normales, normales o intermedios, intermedios y lentos
(n=55) frente a los metabolizadores ultrarrapidos (n=3). La distribucidon de los pacientes asi como
los valores vélidos y perdidos y los resultados se muestran a continuacion en la Tabla 62. En este
caso como en alguno de los subgrupos que se han comparado existen menos de 5
observaciones (ver tabla de contingencia en la Tabla 62), el valor en el que debemos fijarnos
para determinar si existe asociacién o no es el valor p del estadistico exacto de Fisher, éste valor
es 1 (>0,05), por lo que no existe asociacion estadisticamente significativa entre los subgrupos de
metabolizadores analizados y la respuesta a ATX.
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Tabla 62.- Tabla compuesta de tres subtablas que muestran el resultado de la comparacion
metabolizadores ultrarrapidos vs normales+normales o intermedios+intermedios+lentos. En la
primera tabla se muestra la descripcién de los valores Vdlidos y perdidos en el andlisis. En la
segunda se muestra la tabla de contingencia entre las variables tipo de metabolizador y
respuesta a ATXy en la tercera el resultado de las pruebas de chi-cuadrado, estando sefialado
en verde el valor p del estadistico exacto de Fisher, ya que dos de las observaciones son
inferiores a 5 (el numero de metabolizadores ultrarrapidos en buena y en mala respuesta es
inferior a 5).

Resumen del procesamiento de los casos

1 Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
metab_3 * rptaatx_1 58 100,0% 0 ,0% 58 100,0%

Tabla de contingencia metab_3*rptaatx_1

Recuento
2 rptaatx_1
mala
buena respuesta(2
respuesta farmacos) Total
metab_3  ultrarrapido 1 2 3
len+inter+norm 20 35 55
Total 21 37 58
Pruebas de chi-cuadrado
3 Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 011P 1 915
Correccion por
continuidad 000 1 1,000
Razén de verosimilitudes ,011 1 915
Estadistico exacto de
Fisher 1,000 , 705
Asociacion lineal por
fineal 011 1 ,916
N de casos validos 58
2.8.2.1.7.3. Metabolizadores Lentos vs Ultrarrapidos + Normales +

Intermedios

En esta comparacion se analiz6 si existe una diferencia significativa en la respuesta a
atomoxetina entre los grupos de metabolizadores normales, normales o intermedios, intermedios
y ultrarrépidos (n=54) frente a los metabolizadores lentos (n=4), como se muestra en la Tabla 63,
donde ademas se muestran los valores perdidos, la distribucion de los pacientes en los
subgrupos de la comparacion y los resultados de las pruebas estadisticas realizadas. Como al
menos una de las observaciones que se describen en la tabla de contingencia es menor a 5 (el
namero de metabolizadores lentos totales es de 4), debemos fijarnos en el valor p del estadistico

exacto de Fisher para determinar si existe asociacién estadisticamente significativa entre alguno
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de los tipos de metabolizadores y la respuesta a ATX. Este valor es 1 (>0,05) por lo que en la

poblacion de estudio no existe tal asociacion.

Tabla 63.- Tabla compuesta de 3 subtablas que muestran el resultado de la comparacién
metabolizadores lentos vs ultrarrdpidos+normales+normales o intermedios+intermedios. En la
primera tabla se muestra la descripcién de los valores Vdlidos y perdidos en el analisis. En la
segunda se muestra la tabla de contingencia entre las variables tipo de metabolizador y
respuesta a atomoxetina y en la tercera el resultado de la pruebas de chi-cuadrado, estando
sefialado en color verde el valor p del estadistico exacto de Fisher.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
h Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
metab 2 * rptaatx_1 58 100,0% 0 0% 58 100,0%

Tablade contingencia metab_2 *rptaatx_1

Recuento
2 rptaatx_1
mala
buena respuesta(2
respuesta farmacos) Total
metab_2 lento 1 3 4
inter+normultra 20 34 54
Total 21 37 58
Pruebas de chi-cuadrado
3 Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 234P 1 629
Correccion por
continuidad 000 1 1,000
Razén de verosimilitudes 246 1 ,620
Estadistico exacto de
Fisher 1,000 ,540
Asociacion lineal por
iineal 230 1 ,632
N de casos validos 58

2.8.2.2. ANALISIS UNIVARIANTE DE ASOCIACION: VARIABLES CLINICAS
El siguiente paso que se llevo a cabo fue el de realizar un analisis univariante de asociacion
entre las diferentes variables clinicas. Este tipo de anélisis da una idea acerca de qué variable
clinica tendrd mas relevancia segun la variable clase que se esté analizando, ademas de dar
informacion sobre si existen variables que estén asociadas entre si. Si esto ocurriera, en el

andlisis multivariante habria que seleccionar Unicamente una de ellas.
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La variable clinica antecedentes familiares de enfermedades psiquiatricas no se ha tenido en

cuenta para los analisis ya que segun los datos recogidos Unicamente 35 pacientes mostraban

antecedentes familiares de algun tipo de enfermedad psiquiatrica frente a 363 pacientes que no

mostraban tales antecedentes. Esta distribucion no se ajusta a lo descrito bibliograficamente y se

consider6 que no era representativo de la poblacion real de pacientes de TDAH por lo que no se

incluyé en los analisis de asociacion. A continuacidon se muestran los resultados de los analisis de

asociacién univariantes realizados entre las variables predictoras (sexo y antecedentes

personales asociados a TDAH) y las variables a predecir (normalizacion clinica de los sintomas,

seweridad, subtipo de TDAH, respuesta a MTF, respuesta a ATX y presencia/ausencia de

comorbilidad).

VARIABLES CLINICAS ASOCIADAS ENTRE Si

Normalizacién clinica de los sintomas con el sexa del paciente (n=397). En la poblacién de

estudio tras al menos dos afios de seguimiento clinico los varones muestran una mayor

normalizacién clinica de los sintomas que las mujeres (p=0,002).

Normalizacion clinica de los sintomas con mayor/menor severidad de la sintomatologia de

TDAH calculada segun al escala ICG (n=395). En la poblacion de estudio una menor

seweridad se asocia con la normalizacion clinica de los sintomas (p<0,0005).

Presencia de comorbilidad(es) parece estar asociada con una no normalizacién clinica de

los sintomas en la poblacion de estudio (n=395 y p<0,0005).

Presencia de comorbilidad(es) se asocia con una mayor severidad de los sintomas del
TDAH en la poblacién de estudio (n=393 y p<0,0005).

Normalizacién clinica de los sintomas con el subtipo de TDAH (n=382). En los analisis en los

que se comparo el subtipo inatento frente al resto o al combinado frente al resto, se obtuvo
significacion estadistica (p= 0,001 y p<0,005 respectivamente). En la poblacidon de estudio
parece existir asociacion entre pertenecer al subtipo inatento y mostrar una mayor
normalizacion clinica de los sintomas tras al menos dos afios de seguimiento clinico o
pertencer al subtipo combinado y mostrar no normalizacién. Sin embargo, en la comparacion
subtipo hiperactivo/impulsivo frente al resto no se obtuvo significacion estadistica (p=0,469)
muy posiblemente debido a que los grupos comparados no se encuentran balanceados

(hiperactivo/impulsivo=26, resto=356).

Subtipo de TDAH con la presencia/ausencia de_antecedentes personales asociados a TDAH

(n=381). Cuando se compara al subtipo inatento frente al resto la asociacion es significativa
(p=0,007). Este subtipo se asocia con la ausencia de antecedentes asociados a TDAH. Sin

embargo, al comparar los subtipos combinado e hiperactivo/impulsivo frente al resto, no se
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obtiene significacion estadistica (p=0,076 y 0,18 respectivamente). Se realizé un cuarto
andlisis en el que se elimind al subtipo hiperactivo/impulsivo y el resultado fue de nuevo

significativo (p=0,041).

Respuesta a MTE con el subtipo de TDAH (n=350). Al comparar tanto al subtipo combinado

frente al resto como al inatento frente al resto se obtuvieron asociaciones estadisticamente
significativas (p=0,005 y 0,001 respectivamente), asociandose una mala respuesta a MTF
con el subtipo combinado de TDAH o una buena respuesta a MTF con el subtipo inatento. De
nuevo en la comparacién subtipo hiperactivo/impulsivo frente al resto se pierde la
significacién estadistica (p=0,572); eliminando este subtipo del analisis el valor de
significacién que se obtiene es similar a la comparacidn del subtipo inatento frente al resto
(p=0,001).

VARIABLES CLINICAS NO ASOCIADAS ENTRE Si

Seweridad de la sintomatologia con el subtipo de TDAH (n=380). La asociacion es cercana a
la significacién cuando se comparan al subtipo inatento frente al resto o al combinado frente
al resto (p=0,073 y 0,054 respectivamente). Si se compara al subtipo hiperactivo/impulsivo
frente al resto se aleja de la significacion estadistica (p=0,623). Se realizé un cuarto analisis

eliminando al subtipo hiperactivo/impulsivo pero no mejoro el resultado (p=0,067).

Normalizacion clinica de los sintomas con la presencia/ausencia de antecedentes

personales asociados a TDAH (n=396 y p=0,828).

Seweridad de la sintomatologia con la presencia/ausencia de antecedentes asociados a
TDAH (n=394 y p=0,939).

Sexo con la severidad de la sintomatologia (n=394 y p=0,753).

Sexo con el subtipo de TDAH no mostré asociaciénen ninguna de las comparaciones

realizadas (n=382), aunque cuando se compara al subtipo inatento frente al resto, el valor p

de la prueba esta cercano a la significacion (p=0,056).

Sexo con la presencia/ausencia de antecedentes asociados a TDAH (n=396 y p=0,208).

Sexo con la presencia/ausencia de comorbilidad (es) (n=395 y p=0,616).

Presencia/ausencia de comorbilidad(es) con la de antecedentes personales asociados a
TDAH (n=394 y p=0,453).
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e Presencia/ausencia de comorbilidad(es) con subtipo de TDAH (n=380) en ninguna de las
comparaciones realizadas (inatento vs resto p= 0,135; hiperactivo vs resto p=0,432;

combinado vs resto p=0,339).
e Presencia/ausencia de comorbilidad(es) con una peor respuesta a MTF (n=120 y p=0,398).

e Presencia/ausencia de antecedentes personales asociados a TDAH con la respuesta a MTF
(n=363 y p=0,948).

e Presencia/ausencia de comorbilidad(es) con una peor respuesta a ATX (n=58 y p=0,136).

e Subtipo de TDAH con la respuesta a ATX (n=58 y p=0,553). Unicamente se tuvo en cuenta a
los subtipos inatento y combinado, ya que ningin paciente del subtipo hiperactivo/impulsivo

fue tratado con ATX en la poblacién de estudio.

e Presencia/ausencia de antecedentes personales asociados a TDAH con la respuesta a ATX
(n=58 y p=0,349).

2.8.3. ANALISIS MULTIVARIANTE

Se han realizado los analisis de asociacién multivariante para cada uno de los fenotipos
descritos en el apartado anterior conjugando las variables clinicas y los SNPs significativos en el
analisis univariante (p<0,1). En ninguno de ellos se ha obtenido un modelo lo suficientemente
robusto. A continuacion, se muestran los resultados de estos andlisis de forma méas detallada
para el andlisis multivariante del fenotipo normalizacién clinica de los sintomas, a modo de
ejemplo. Para el resto de variables a predecir, se muestra en los apartados siguientes solamente

el valor final de precision de los modelos obtenido y el intervalo de confianza.

2.8.3.1. NORMALIZACION CLINICA

Para este analisis se incluyeron las dos variables clinicas predictoras: sexo y antecedentes
personales asociados a TDAH, y los SNPs que en el test de alelos del andlisis univariante
mostraron asociacion significativa. El objetivo fue evaluar el poder predictivo de estas variables

en conjunto. En la Tabla 52 se muestra la lista de estos SNPs.

2.8.3.1.1. MODELO HACIA DELANTE
El primer paso que se realizé fue el analisis de la variable normalizacién clinica siguiendo el
modelo de inclusién de variantes hacia delante con las variables que se han descrito en el
apartado anterior. En la Tabla 64 se muestra la tabla resumen de los modelos donde se debe
prestar atencién principalmente a dos parametros, el nimero de pasos que se han llevado a
cabo, que en este caso han sido tres, lo que indica que se han incluido tres variables en el

modelo, y el valor de la R de Nagelkerke, que indica la proporcion de variabilidad en el conjunto
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de datos que el modelo estadistico es capaz de explicar (cuanto méas cercano a 1 sea mejor,

indica que el modelo es capaz de explicar un porcentaje mayor de casos, siendo el maximo el
2 . .

100% de los casos). En este modelo el valor de la R” es 0,146, por lo que solamente explicaria el

14,6% de la varianza.

A continuacién, en la Tabla 65 se recogen los datos de las variables de la ecuacién, aqui se
observa cémo el modelo ha incluido tres variables que se corresponden con los SNPs con cédigo
rs10040882 (P GKO075) y rs3808585 (PGK181) y la variable clinica sexo en el orden en el que se
indican en la tabla. Ademas pueden observarse los parAmetros mas importantes en cada uno de
los pasos para las variables introducidas y para la constante como son el exponente 8, el error

estandar y el intervalo de confianza al 95% entre otros.

Finalmente en la Figura 61 y en la Tabla 66 se muestran la imagen de la Curva ROC con las
probabilidades obtenidas en el modelo y los datos del area bajo la curva (AUC) y del LR, a vez
gue las coordenadas de la curva (especificidad y sensibilidad del modelo). Estos puntos indican
en conjunto la validez del modelo como se ha descrito en el apartado de Sujetos, Materiales y
Métodos, este modelo no fue lo suficientemente robusto como puede observarse por sus valores
de AUC=0,652; 1C95%=0,592-0,712 y LR=1,92.

Tabla 64.- Tabla resumen del modelo hacia delante de la variable normalizacion clinica de los
sintomas. Se muestran el nimero de pasos del modelo (en este caso tres), el valor de -2 log de
la verosimilitud de cada paso, asi como los valores de R? de Cox y Snell y de Nagelkerke para
cada uno de los pasos. El modelo por lo tanto ha incluido tres variables.

Resumen de los modelos
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R cuadrado
-2log de la R cuadrado de
Paso verosimilitud de Cox y Snell Nagelkerke
1 309,8522 ,064 ,086
2 304,4242 ,085 114
3 298,0382 ,109 146 )

a. La estimacioén ha finalizado en el nimero de

iteracion 5 porque las estimaciones de los
parametros han cambiado en menos de ,001.
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Tabla 65.- Tabla que muestra las variables incluidas en la ecuaciéon del modelo hacia delante de
la variable clase normalizacién clinica de los sintomas. Los parametros mas importantes de esta
tabla son el error estandar, el exponente 8 y el intervalo de confianza al 95% . Se muestran cada
uno de ellos para las tres variables introducidas.

Variables en laecuaciéon

I.C. 95,0% para EXP(B)
B ET. Wald gl Sig. Exp(B) Inferior Superior
Paso  pgk075 11,993 2 ,002
1 pgk075(1) -2,582 1,056 5,974 1 015 076 ,010 ,600
pgk075(2) -,746 275 7,343 1 007 A74 276 813
Constante 097 ,180 290 1 590 1,102
Paso  sexo(l) 777 336 5,330 1 021 460 238 889
2 pgk075 12,021 2 ,002
pgk075(1) -2,581 1,061 5,918 1 015 076 ,009 606
pgk075(2) -,762 279 7,449 1 ,006 467 270 807
Constante 717 328 4782 1 029 2,048
Paso  sexo(l) -,852 345 6,116 1 013 426 217 838
3 pgk075 11,499 2 ,003
pgk075(1) -2,608 1,067 5971 1 015 074 ,009 597
pgk075(2) -,740 283 6,830 1 ,009 ATT 274 831
pgk181 6,240 2 044
pgk181(1) 773 577 1,799 1 1180 461 149 1,429
pgk181(2) -,693 298 5,407 1 ,020 500 279 897
Constante 1,074 366 8,600 1 ,003 2,926

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: pgk075.
b. Variable(s) introducida(s) en el paso 2: sexo.
C. Variable(s) introducida(s) en el paso 3: pgk181.

Curva ROC
1,0
05
AUC 0,652
B IC 95% 0,592-0,712
=2 06
3 LR 1,92
w
=
S 0,4
0.2
D-D I I I | | I
00 0.2 04 06 08 10

1 - Especificidad

Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

Figura 61.- Imagen de la curva ROC de la probabilidad pronosticada en el modelo hacia delante
de la variable normalizacion clinica de los sintomas, en el eje de abscisas se representa (1-
especificidad) y en el de ordenadas la sensibilidad. En la tabla se muestran los valores del area
bajo la curva (AUC), Intervalo de confianza (IC 95%) y el Likelihood ratio (LR).
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Tabla 66.- Tabla que muestra los valores de las coordenadas de la curva ROC del modelo hacia
delante de la variable clase normalizacién clinica de los sintomas en cuanto a sensibilidad y
especificidad (1-especificidad).

N ariables resultado de contraste: Probabilidad pr

Positivo si
es mayor o a -

igual ue Sensibilidad Especificidad
,O000000 1,000 1,000
,O0640990 1,000 ,974a
,O907992 ,O9O77 ,O933
,L A3 73957 , 977 , 923
, 1964797 ,O9O77 ,O912
2225325 , 962 876
,2974437 892 , 22
, 3693060 869 680
,B787676 715 ,LA495
, 3880854 585 , 356
, 4015808 585 , 345
,LA831.970 , 546 325
, 5689266 231 , 113
, 5884302 LA 77 ,LO77
,6697102 , 100 ,O52

1, 0000000 ,O000 ,O000

2.8.3.1.2. MODELO HACIA ATRAS
Del mismo modo se elabor6 el modelo hacia atras y a continuacion se van a mostrar los
resultados del andlisis de la variable normalizacion clinica siguiendo el modelo de inclusion de
variables hacia atras con los SNPs significativos y variables clinicas que se han descrito al
principio de este apartado. En la Tabla 67 se muestra la tabla resumen de los modelos donde se
muestran principalmente el nimero de pasos que se han llevado a cabo (9 pasos) y el valor de la
R? de Nagelkerke en cada uno de ellos, obteniéndose un valor final en el noveno paso de 0,146,

por lo que, al igual que el modelo hacia delante, solamente explicaria el 14,6% de la varianza.

A continuacion, en la Tabla 68 se recogen los datos de las variables de la ecuacion y se
observa cémo el modelo ha ido descartando variables hasta quedarse Unicamente con tres
variables que incluye, que son los SNPs con cédigo rs10040882 (PGKO075) y rs3808585
(PGK181) y la variable clinica sexo. Por ello, este modelo y el modelo hacia delante muestran el
mismo resultado y la probabilidad pronosticada es la misma en ambos casos. Se pueden
observar también los parametros evaluados en cada uno de los pasos para las variables
introducidas y para la constante como son el exponente B, el error estandar y el intervalo de
confianza al 95% entre otros. Los resultados de la curva ROC (AUC, IC95%, LR y coordenadas
de la curva) coinciden exactamente con los que han sido descritos para el modelo hacia delante

en la Figura 61 y en la Tabla 66.
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Tabla 67.- Tabla resumen del modelo hacia atrés de la variable normalizacion clinica de los

sintomas. Se muestran el nUmero de pasos del modelo (en este caso 9), el valor de -2 log de la
T - 2

verosimilitud de cada paso, asi como los valores de R de Cox y Snell y de Nagelkerke para cada

uno de los pasos.

Resumen de los modelos

R cuadrado
-2log de la R cuadrado de

Paso verosimiitud de Cox y Snell Nagelkerke
1 277,2802 ,183 ,246
2 277,408 ,183 ,245
3 277,627% ,182 244
4 279,0042 177 ,238
5 282,295 ,166 223
6 285,605% ,154 ,207
7 289,089 ,142 ,190
8 293,685% ,125 ,168
9 298,038 ,109 146

a. La estimacién ha finalizado en el namero de iteracion
20 porque se han alcanzado las iteraciones maximas.
No se puede encontrar una solucién definitiva.

b. La estimacién ha finalizado en el nimero de iteracion
5 porque las estimaciones de los parametros han

cambiado en menos de ,001.

Tabla 68.- Tabla que muestra paso a paso las variables que el modelo ha ido descartando y las
tres finales que incluye en la ecuacién del modelo hacia atras para el fenotipo normalizacién
clinica de los sintomas. Los pardmetros mas importantes de esta tabla son el error estandar, el
exponente B y el intervalo de confianza al 95%, se muestran cada uno de ellos para las tres
variables introducidas.

Variables en la ecuacion

Paso
1(a)

B ET. Wald gl Sig. Exp(B) I.C. 95,0% para EXP(B)

Inferior | Superior | Inferior | Superior | Inferior | Superior Inferior | Superior
antecede(1) 0,126 0,352 0,128 1 0,720 1,135 0,569 2,264
antfam(1) 0,207 0,511 0,164 1 0,685 1,230 0,452 3,348
sexo(1) -0,802 0,366 4,785 1 0,029 0,449 0,219 0,920
pgk075 3,134 2| 0,209
pgk075(1) -1,835 1,174 2,443 1 0,118 0,160 0,016 1,594
pgk075(2) -0,432 0,367 | 1,383 1| 0,240 0,650 0,316 1,333
pgk07007 0,195 2| 0,907
pgk07007(1) | 20,341 (14078,300| 0,000 1| 0,999|682257837,3 0,000
pgk07007(2) | 20,191 | 14078,300| 0,000 1| 0,999|587075241,6 0,000
pgk078 1,261 2| 0532
pgk078(1) 0,536 0,563 0,907 1 0,341 1,709 0,567 5,151
pgk078(2) 0,100 0,437 0,053 1 0,818 1,106 0,470 2,602
pgkl164 3,055 2| 0,217
pgkl164(1) 0,534 0,484 1,220 1 0,269 1,706 0,661 4,402
pgkl64(2) 0,007 0,472 0,000 1 0,988 1,007 0,399 2,538
pgk181 4,938 2| 0,085
pgk181(1) -0,876 0,630 1,934 1 0,164 0,416 0,121 1,432
pgk181(2) -0,651 0,328 | 3,943 1| 0,047 0,522 0,274 0,992
pgk203 3,841 2| 0,147
pgk203(1) 0,844 0,441 | 3,669 1| 0,055 2,326 0,981 5,517
pgk203(2) 0,384 0,404 | 0,900 1| 0,343 1,468 0,664 3,243
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B ET. Wald gl Sig. Exp(B) I.C. 95,0% para EXP(B)
Inferior [ Superior | Inferior| Superior | Inferior | Superior Inferior | Superior
pgk310 2,933 2| 0,231
pgk310(1) -0,689 0,422| 2,670 1| 0,102 0,502 0,220 1,147
pgk310(2) -0,145 0,350 | 0,172 1| 0,679 0,865 0,435 1,718
pgk355 3,871 2| 0,144
pgk355(1) -0,865 0,474 3,326 1| 0,068 0,421 0,166 1,067
pgk355(2) -0,442 0,474 0,869 1| 0,351 0,643 0,254 1,627
Constante -19,681| 14078,300| 0,000 1] 0,999 0,000
Paso | antfam(1) 0,235 0,504 | 0,218 1| 0,641 1,265 0,471 3,400
2(a) [ sexo(1) -0,786 0,363| 4,676 1] 0,031 0,456 0,224 0,929
pgk075 3,085 2| 0,214
pgk075(1) -1,795 1,168 | 2,363 1| 0,124 0,166 0,017 1,638
pgk075(2) -0,439 0,366 | 1,435 1| 0,231 0,645 0,314 1,322
pgk07007 0,178 2| 0,915
pgk07007(1) | 20,327| 14131,742| 0,000 1| 0,999| 672674628,9 0,000
pgk07007(2) | 20,183| 14131,742| 0,000 1| 0,999|582771077,1 0,000
pgk078 1,285 2| 0,526
pgk078(1) 0,529 0,562| 0,884 1| 0,347 1,697 0,564 5,108
pgk078(2) 0,084 0,435| 0,038 1| 0,846 1,088 0,464 2,551
pgk164 3,253 2| 0,197
pgk164(1) 0,554 0,481 1,325 1] 0,250 1,739 0,678 4,463
pgk164(2) 0,015 0,471 | 0,001 1] 0,975 1,015 0,403 2,557
pgk181 5,084 2( 0,079
pgk181(1) -0,867 0,630 1,898 1| 0,168 0,420 0,122 1,443
pgk181(2) -0,665 0,326 | 4,163 1| 0,041 0,514 0,272 0,974
pgk203 3,757 2| 0,153
pgk203(1) 0,825 0,437| 3,566 1| 0,059 2,283 0,969 5,377
pgk203(2) 0,357 0,397| 0,808 1| 0,369 1,429 0,656 3,110
pgk310 2,960 2| 0,228
pgk310(1) -0,688 0,421| 2,665 1| 0,103 0,503 0,220 1,148
pgk310(2) -0,136 0,349| 0,151 1| 0,697 0,873 0,440 1,730
pgk355 3,793 2| 0,150
pgk355(1) -0,846 0,471 | 3,227 1| 0,072 0,429 0,170 1,080
pgk355(2) -0,419 0,469| 0,798 1] 0,372 0,658 0,262 1,649
Constante -19,667| 14131,742| 0,000 1] 0,999 0,000
Paso | sexo(1) -0,776 0,362| 4,579 1| 0,032 0,460 0,226 0,937
3(a) | pgk075 3,006 2| 0,223
pgk075(1) -1,777 1,167| 2,318 1| 0,128 0,169 0,017 1,667
pgk075(2) -0,429 0,366 | 1,375 1| 0,241 0,651 0,318 1,333
pgk07007 0,150 2| 0,928
pgk07007(1) | 20,303| 14116,326( 0,000 1| 0,999| 657065558,2 0,000
pgk07007(2) | 20,172| 14116,326| 0,000 1| 0,999|576172268,1 0,000
pgk078 1,367 2| 0,505
pgk078(1) 0,536 0,562 | 0,909 1| 0,340 1,709 0,568 5,148
pgk078(2) 0,077 0,435| 0,032 1] 0,859 1,080 0,461 2,534
pgk164 3,161 2| 0,206
pgk164(1) 0,535 0,479 | 1,245 1| 0,265 1,707 0,667 4,369
pgk164(2) 0,003 0,471| 0,000 1| 0,995 1,003 0,398 2,527
pgk181 5,563 2| 0,062
pgk181(1) -0,895 0,624 | 2,056 1| 0,152 0,409 0,120 1,389
pgk181(2) -0,687 0,322| 4,540 1| 0,033 0,503 0,267 0,946
pgk203 3,753 2| 0,153
pgk203(1) 0,818 0,436 3,523 1| 0,061 2,267 0,964 5,328
pgk203(2) 0,337 0,394| 0,733 1| 0,392 1,401 0,647 3,031
pgk310 2,964 2| 0,227
pgk310(1) -0,690 0,421 2,690 1| 0,101 0,501 0,220 1,144
pgk310(2) -0,143 0,349| 0,169 1| 0,681 0,866 0,437 1,716
pgk355 3,593 2| 0,166
pgk355(1) -0,798 0,459| 3,022 1| 0,082 0,450 0,183 1,107
pgk355(2) -0,375 0,459 | 0,668 1| 0414 0,687 0,280 1,689
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Paso
4(a)

Paso
5(a)

Paso
6(a)

B ET. Wald gl Sig. Exp(B) 1.C. 95,0% para EXP(B)

Inferior | Superior | Inferior | Superior | Inferior | Superior Inferior | Superior
Constante -19,447| 14116,326 | 0,000 1] 0,999 0,000
sexo(1) -0,760 0,360 | 4,441 1] 0,035 0,468 0,231 0,948
pgk075 7,139 2| 0,028
pgk075(1) -2,042 1,097 | 3,465 1| 0,063 0,130 0,015 1,114
pgk075(2) -0,655 0,306 | 4,579 1] 0,032 0,519 0,285 0,946
pgk07007 0,232 2| 0,890
pgk07007(1) | 20,453 13997,990( 0,000 1] 0,999| 763221794,8 0,000
pgk07007(2) | 20,290 |13997,990 | 0,000 1] 0,999| 648705042,0 0,000
pgk164 3,258 2| 0,196
pgk164(1) 0,524 0,470 | 1,241 1| 0,265 1,689 0,672 4,246
pgk164(2) -0,017 0,464 | 0,001 1] 0,970 0,983 0,396 2,441
pgk181 4,907 2| 0,086
pgk181(1) -0,842 0,614 | 1,883 1| 0,170 0,431 0,129 1,434
pgk181(2) -0,627 0,316 | 3,936 1| 0,047 0,534 0,288 0,992
pgk203 4,114 2| 0,128
pgk203(1) 0,852 0,434 | 3,849 1] 0,050 2,345 1,001 5,494
pgk203(2) 0,350 0,393 | 0,794 1] 0,373 1,420 0,657 3,068
pgk310 3,302 2| 0,192
pgk310(1) -0,698 0,417 | 2,804 1] 0,094 0,497 0,220 1,126
pgk310(2) -0,095 0,344 | 0,076 1] 0,783 0,909 0,463 1,785
pgk355 3,346 2| 0,188
pgk355(1) -0,745 0,453 2,711 1| 0,100 0,475 0,195 1,153
pgk355(2) -0,323 0,454 0,506 1| 0,477 0,724 0,297 1,763
Constante -19,410| 13997,990 | 0,000 1] 0,999 0,000
sexo(1) -0,762 0,360 | 4,491 1| 0,034 0,467 0,231 0,944
pgk075 7,929 2| 0,019
pgk075(1) -2,263 1,085 ( 4,353 1| 0,037 0,104 0,012 0,872
pgk075(2) -0,650 0,303 | 4,580 1| 0,032 0,522 0,288 0,947
pgk07007 0,257 2| 0,879
pgk07007(1) | 20,367 |13991,546 0,000 1] 0,999| 700301294,1 0,000
pgk07007(2) | 20,197 |13991,546 ( 0,000 1] 0,999|590916541,1 0,000
pgk181 4,887 2 0,087
pgk181(1) -0,759 0,604 | 1,578 1] 0,209 0,468 0,143 1,530
pgk181(2) -0,640 0,314 | 4,165 1| 0,041 0,527 0,285 0,975
pgk203 3,666 2| 0,160
pgk203(1) 0,786 0,428 | 3,379 1| 0,066 2,195 0,949 5,074
pgk203(2) 0,303 0,387 | 0,613 1| 0434 1,354 0,634 2,889
pgk310 3,218 2| 0,200
pgk310(1) -0,664 0,413 | 2,589 1| 0,108 0,515 0,229 1,156
pgk310(2) -0,061 0,342 | 0,032 1| 0,858 0,941 0,481 1,841
pgk355 3,332 2| 0,189
pgk355(1) -0,740 0,454 | 2,655 1] 0,103 0,477 0,196 1,162
pgk355(2) -0,316 0,453 | 0,488 1] 0485 0,729 0,300 1,770
Constante -19,095| 13991,546 | 0,000 1] 0,999 0,000
sexo(1) -0,766 0,356 | 4,623 1] 0,032 0,465 0,231 0,935
pgk075 7,848 2| 0,020
pgk075(1) -2,389 1,089 ( 4,811 1| 0,028 0,092 0,011 0,776
pgk075(2) -0,606 0,300 | 4,085 1| 0,043 0,546 0,303 0,982
pgk07007 0,358 2| 0,836
pgk07007(1) | 20,275 |14038,205| 0,000 1| 0,999| 638650307,9 0,000
pgk07007(2) | 20,076 | 14038,205| 0,000 1| 0,999| 523453809,5 0,000
pgk181 6,421 2| 0,040
pgk181(1) -0,898 0,589 | 2,320 1] 0,128 0,408 0,128 1,294
pgk181(2) -0,708 0,309 | 5,245 1] 0,022 0,493 0,269 0,903
pgk203 3,817 2| 0,148
pgk203(1) 0,809 0,424 | 3,645 1] 0,056 2,245 0,979 5,149
pgk203(2) 0,356 0,381 | 0,873 1] 0,350 1,428 0,676 3,016
pgk355 3,438 2| 0,179
pgk355(1) -0,760 0,454 | 2,801 1| 0,094 0,468 0,192 1,139
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Paso
7(a)

Paso
8(a)

Paso
9(a)

B ET. Wald gl Sig. Exp(B) I.C. 95,0% para EXP(B)

Inferior [ Superior | Inferior| Superior | Inferior | Superior Inferior | Superior
pgk355(2) -0,342 0,451| 0,577 1| 0,448 0,710 0,293 1,718
Constante -19,175| 14038,205| 0,000 1] 0,999 0,000
sexo(1) -0,782 0,354| 4,890 1| 0,027 0,457 0,229 0,915
pgk075 8,169 2| 0,017
pgk075(1) -2,356 1,083 4,731 1| 0,030 0,095 0,011 0,792
pgk075(2) -0,629 0,297 | 4,491 1| 0,034 0,533 0,298 0,954
pgk07007 0,338 2| 0845
pgk07007(1) | 20,415| 13655,162| 0,000 1| 0,999| 735001796,1 0,000
pgk07007(2) | 20,224| 13655,162| 0,000 1] 0,999| 606914997,5 0,000
pgk181 6,128 2| 0,047
pgk181(1) -0,853 0,580 | 2,166 1| 0,141 0,426 0,137 1,327
pgk181(2) -0,680 0,304 | 5,006 1| 0,025 0,507 0,279 0,919
pgk203 4511 2| 0,105
pgk203(1) 0,870 0,419| 4,304 1| 0,038 2,386 1,049 5,427
pgk203(2) 0,381 0,377 1,021 1] 0,312 1,464 0,699 3,065
Constante -19,806| 13655,162| 0,000 1] 0,999 0,000
sexo(1) -0,815 0,345| 5,567 1| 0,018 0,443 0,225 0,871
pgk075 9,040 2| 0,011
pgk075(1) -2,366 1,084 | 4,768 1] 0,029 0,094 0,011 0,785
pgk075(2) -0,680 0,292| 5411 1| 0,020 0,506 0,286 0,898
pgk07007 0,301 2| 0,860
pgk07007(1) | 20,183| 14134,379( 0,000 1| 0,999]| 582505242,1 0,000
pgk07007(2) | 20,004 | 14134,379( 0,000 1| 0,999 487056251,9 0,000
pgk181 6,355 2( 0,042
pgk181(1) -0,805 0,577 | 1,946 1| 0,163 0,447 0,144 1,386
pgk181(2) -0,700 0,301| 5,423 1| 0,020 0,497 0,276 0,895
Constante -19,085| 14134,379| 0,000 1] 0,999 0,000
sexo(1) -0,852 0,345| 6,116 1| 0,013 0,426 0,217 0,838
pgk075 11,499 2| 0,003
pgk075(1) -2,608 1,067 | 5,971 1| 0,015 0,074 0,009 0,597
pgk075(2) -0,740 0,283| 6,830 1| 0,009 0,477 0,274 0,831
pgk181 6,240 2| 0,044
pgk181(1) -0,773 0,577 1,799 1| 0,180 0,461 0,149 1,429
pgk181(2) -0,693 0,298 | 5,407 1| 0,020 0,500 0,279 0,897
Constante 1,074 0,366 | 8,600 1| 0,003 2,926

Variable(s) introducida(s) en el paso 1: antecede, antfam, sexo, pgk075, pgk07007, pgk078, pgk164,
pgkl181, pgk203, pgk310, pgk355.

clinica no se obtuvo ninglin modelo multivariante cuya precision fuese de al menos AUC=0,75. En
el modelo hacia delante los valores fueron AUC=0,652 (IC95%: 0,592-0,712) y en el modelo

hacia atrds AUC=0,652 (1C95%: 0,592-0,712).

Como se ha mostrado en los dos apartados anteriores, para el fenotipo de no normalizacion

En los demés analisis multivariantes para el resto de fenotipos de estudio se va a mostrar

solamente el resultado del modelo de forma resumida, indicando el AUC y el IC95%.

sexo y antecedentes personales asociados a TDAH y los SNPs significativos mostrados en la
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2.8.3.2.

SEVERIDAD

Para el andlisis multivariante de la variable severidad se incluyeron las variables clinicas:




Resultados

Tabla 53. El objetivo fue evaluar el poder predictivo de estas variables en conjunto, de la misma
forma que se ha mostrado para la variable normalizacion clinica de los sintomas.

Para este fenotipo no se obtuvo ningln modelo multivariante cuya precision fuese de al
menos AUC=0,75. Los valores obtenidos en el modelo hacia delante fueron el AUC=0,706
(1C95%: 0,637-0,775) y en el modelo hacia detras AUC=0, 730 (IC95%: 0,665-0,794). En la Figura
62 pueden verse estos resultados, ademas de las representaciones gréaficas de las curvas ROC

de ambos modelos.

Delante Atras
1.00 1.00
75 754
50 50
259 25
0.00 _ i, i, 0.00 = = -
0.00 25 50 75 1.00 0.00 25 50 75 1.00
1 - Especificidad 1 - Especificidad
delante atras
AUC 0,706 0,73

IC 95% 0,637-0,775 | 0,665-0,794

Figura 62.- Imagen de la curva ROC de la probabilidad pronosticada en el modelo hacia delante
y hacia atras de la variable severidad, en el eje de abscisas se representa (1 -especificidad) y en
el de ordenadas la sensibilidad. En la tabla se muestran los valores del area bajo la curva (AUC)
y el Intervalo de confianza (IC 95%).

2.8.3.3.  SUBTIPO TDAH

2.8.3.3.1. SUBTIPO INATENTO VERSUS HIPERACTIVO / IMPULSIVO +
COMBINADO

Para el analisis multivariante se incluyeron las variables clinicas: sexo y antecedentes

personales asociados a TDAH y los SNPs significativos mostrados en la Tabla 54, con el objetivo

de evaluar el poder predictivo de estas variables en conjunto.
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Resultados

Para este fenotipo no se obtuvo ningln modelo multivariante cuya precisién fuese de al
menos AUC=0,75. Para el modelo hacia delante el valor de AUC fue 0,667 (IC95%: 0,596-0,737)
y para el modelo hacia detrds el valor de AUC fue igual a 0,688 (IC95%: 0,622-0,755) (Figura
63).

Delante ! Atras
1.00 1.00
751 a5
50 1 501
25 25
0.00 ] ] ] 0.00 i} i} _
0.00 25 50 75 1.00 0.00 25 50 75 1.00
1 - Especificidad 1 - Especificidad
delante atras
AUC 0,667 0,688

IC 95% 0,596-0,737 | 0,622-0,755

Figura 63.- Imagen de la curva ROC de la probabilidad pronosticada en el modelo hacia delante
y hacia atrds de la variable subtipo, realizando la comparacion subtipo Inatento vs
Hiperactivo/Im pulsivo+Combinado. En el eje de abscisas se representa (1-especificidad) y en el
de ordenadas la sensibilidad. En la tabla se muestran los valores del &rea bajo la curva (AUC) y
el Intervalo de confianza (IC 95%).

2.8.3.3.2. SUBTIPO COMBINADO VERSUS HIPERACTIVO / IMPULSIVO +

INATENTO
Para el andlisis multivariante se incluyeron las variables clinicas: sexo, antecedentes
personales asociados a TDAH, y antecedentes familiares de enfermedades psiquiatricas, y los
SNPs significativos en el andlisis univariante mostrados en la Tabla 55, con el objetivo de evaluar

el poder predictivo de estas variables en conjunto.
Para este fenotipo no se obtuvo ningun modelo multivariante cuya precision fuese de al

menos AUC=0,75. EI modelo hacia delante mostr6 un AUC=0,641 (0,577-0,706) y el modelo
hacia detras mostr6 un AUC=0,691 (IC95%: 0,625-0,757) (Figura 64).
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Delante Atras
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delante atras
AUC 0,641 0,691
IC 95% 0,577-0,706 | 0,625-0,757

Figura 64.- Imagen de la curva ROC de la probabilidad pronosticada en el modelo hacia delante
y hacia atras de la variable subtipo, realizando la comparacion subtipo Combinado vs
Hiperactivo/Impulsivo+Inatento. En el eje de abscisas se representa (1-especificidad) y en el de
ordenadas la sensibilidad. En la tabla se muestran los valores del &rea bajo la curva (AUC) y el
Intervalo de confianza (IC 95%).

2.8.3.4. COMORBILIDAD
Para el analisis multivariante de la variable comorbilidad se incluyeron las variables clinicas:
sexo y antecedentes personales asociados a TDAH y los SNPs significativos mostrados en la

Tabla 56, con el objetivo de evaluar el poder predictivo de estas variables en conjunto.

Para el fenotipo de comorbilidad no se obtuvo ningdin modelo multivariante cuya precision
fuese de al menos AUC=0,75. Se obtuvo el mismo resultado con los modelos hacia delante y
hacia detras, un AUC=0,593 (IC95%: 0,530-0,657) (Figura 65).

2.8.3.5. CASO (TDAH) VS CONTROL
Para el andlisis multivariante de pacientes de TDAH vs controles sanos se incluy6é la
variable clinica sexo y los SNPs significativos en el andlisis univariante mostrados en la Tabla 57,

con el objetivo de evaluar el poder predictivo de estas variables en conjunto.
Para la comparacion caso versus control no se obtuvo ningdn modelo multivariante cuya

precision fuese de al menos AUC=0,75. Para el modelo hacia delante el AUC fue 0,683 (IC95%:
0,643-0,723) y para el modelo hacia detras el AUC=0,689 (IC95%: 0,648-0,729) (Figura 66).
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Figura 65.- Imagen de la curva ROC de la probabilidad pronosticada en el modelo hacia delante
y hacia atras de la variable comorbilidad, en el eje de abscisas se representa (1-especificidad) y
en el de ordenadas la sensibilidad. En la tabla se muestran los valores del area bajo la curva
(AUC) y el Intervalo de confianza (IC 95%).

Delante 1 Atras
1.00 1.00
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1 - Especificidad 1 - Especificidad
delante atras
AUC 0,683 0,689

IC 95% 0,643-0,723 | 0,648-0,729

Figura 66.- Imagen de la curva ROC de la probabilidad pronosticada en el modelo hacia delante
y hacia atras de la variable caso vs control, en el eje de abscisas se representa (1-especificidad)
y en el de ordenadas la sensibilidad. En la tabla se muestran los valores del area bajo la curva
(AUC) y el Intervalo de confianza (IC 95%).
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V. DISCUSION






Discusion

El TDAH es una importante condicion psiquiatrica tanto en términos de su prevalencia (en
torno al 5% en todo el mundo segln datos de la Organizacion Mundial de la Salud) como de su
impacto en la calidad de vida no s6lo en los pacientes sino también en sus familias y entorno
cercano (Forero et al. 2009). Se trata de un trastorno del comportamiento heterogéneo desde un
punto de \ista clinico y prondstico, que tiene su inicio en la infancia pero que evoluciona a lo
largo de la vida. Los sintomas caracteristicos del TDAH son hiperactividad, impulsividad e
inatencion que son los que definen los subtipos actuales, y se encuentran estrechamente
relacionados entre si, siendo lo mas frecuente que los sujetos diagnosticados con TDAH los
presenten todos en mayor o menor grado, variando ademaés segun su edad y grado de desarrollo
(Dopheide y Pliszka 2009). Actualmente no existe ninguna herramienta que asegure el
diagnostico de TDAH que hasta la fecha es puramente clinico, ni existe un tratamiento Unico
mediante el que el 100% de los pacientes mejoren su sintomatologia. Incluso entre los que
responden favorablemente a la medicacion existe una gran variabilidad interindividual en la dosis
Optima, duracion del efecto y tolerabilidad (Stein y McGough 2008). Ademas, la presencia de
trastornos comorbidos, que se estima en torno al 30% de los casos, empeora el prondstico y es

muchas veces mas incapacitante que el propio TDAH (Diaz Atienza 2006).

En los Ultimos afios se ha avanzado en el conocimiento sobre las bases biolégicas del
TDAH en tres lineas fundamentalmente: en la genética, la neurotransmision y la neuroimagen,
campos todos ellos relacionados entre si. En el area de la neurotransmision, las vias que
principalmente se han asociado con el trastorno son la dopaminérgica, la noradrenérgica y la
serotonérgica, aunque también existen hipétesis alternativas (GABA, resistencia generalizada a
la hormona tiroidea, factores ambientales...). Una teoria propuesta recientemente y que podria
explicar la gran variabilidad de manifestaciones clinicas existentes en el TDAH seria la hipotesis
de mudltiples neurotransmisores, segun la cual la DA seria el neurotransmisor esencial en el
desarrollo del TDAH, pero el resto de neurotransmisores (NA, 5HT, GABA...) actuarian como
moduladores clinicos (Himelstein et al. 2000). EI campo de la neuroimagen se ha desarrollado
especialmente por su importancia en la basqueda de endofenotipos pero aln queda mucho por
hacer en esta area, especialmente en su relacion con la genética (Durston 2010). Finalmente, en
el campo de la genética, se conoce que el TDAH tiene una de las heredabilidades més elevadas
que se han encontrado en trastornos psiquiatricos (en torno al 76%) (Forero et al. 2009), aunque
debe mencionarse que también se le atribuye un importante componente ambiental y que las
variantes genéticas asociadas hasta el momento sélo explican una pequefia parte del
componente genético del TDAH (Stergiakouli y Thapar 2010). Se han realizado mas de 200
estudios que han valorado la asociacién del TDAH con mas de 100 genes diferentes desde que
el primer estudio de gen candidato fue completado hace 15 afios (Willcutt et al. 2010), incluyendo
los estudios de tipo GWAS (Genome Wide Association Studies) de reciente aparicion. Todos
estos estudios se han centrado tradicionalmente en analizar los genes implicados en la
neurotransmision (DA, NA y 5HT especialmente) pero cada vez estan ganando mas importancia

las vias de migracion neuronal, adhesion y divisién celular asi como genes implicados en el
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metabolismo, siendo todos ellos importantes genes candidatos de asociacién con el TDAH y con
los fenotipos asociados. Por ello se han incluido representantes de estas vias en el presente
estudio. Puesto que se conoce que el TDAH se ajusta a un modelo de herencia multifactorial
(Klug et al. 2008), lo que significa que muchos genes, comportandose cada uno de ellos de forma
mendeliana, contribuyen al fenotipo de un modo acumulativo, la hipétesis de multiples
neurotransmisores o multiples vias afectadas parece plausible para explicar la etiopatogenia del

trastorno.

Centrandonos en la respuesta al tratamiento, en el area de la farmacogenética se conoce
que gran parte de la variabilidad interindividual existente en la tolerancia y respuesta a los
tratamientos farmacol6gicos que se administran para tratar el TDAH es debida a factores
genéticos (Stein y McGough 2008; Froehlich et al. 2010), especialmente al metilfenidato (MTF) y
a la atomoxetina (ATX) que han sido los mas estudiados y en los que nos hemos centrado
también en este estudio. Los estudios de farmacogenética del TDAH tradicionalmente se han
centrado en los genes de las vias catecolaminérgicas y en la respuesta a MTF. Sin embargo, son
muchos los que consideran que los esfuerzos futuros deberian encaminarse a examinar un rango
mas amplio tanto de farmacos estimulantes como no estimulantes (Stein y McGough 2008) y

seria un factor a incluir en futuros analisis de respuesta a tratamiento.

En el desarrollo de este trabajo se han analizado posibles marcadores genéticos
relacionados tanto con el diagndstico de TDAH como con los distintos fenotipos asociados de
gran relevancia en la evolucion de un paciente desde que es diagnosticado (presencia de
comorbilidades, normalizacidn clinica de los sintomas, subtipo de TDAH y severidad) como
también con la respuesta al tratamiento farmacolégico directamente (MTF y ATX). Todo ello se
ha realizado con la intencién de proporcionar una herramienta genética que permita ayudar al
tratamiento y predecir la evolucion de estos pacientes. Este es probablemente el primer estudio
multicéntrico especifico en poblacién espafiola que relaciona todos los conceptos descritos en la
bibliografia como implicados en la mejoria 0 no mejoria sintomatoldgica de los sujetos

diagnosticados con TDAH y la posible base genética de los mismos.

A pesar de que los resultados de asociaciones obtenidos son prometedores y Utiles para el
calculo de susceptibilidades genéticas, no se ha obtenido ningin modelo multivariante con la
sensibilidad y especificidad necesarias para poder clasificar adecuadamente a los pacientes
diaghosticados de novo, por lo que seria interesante poder realizar una segunda validacion
clinica (con un mayor nimero de muestras) de los polimorfismos asociados con una segunda
poblacion de pacientes de TDAH de origen también caucasico no relacionada con la primera
para ver si se replican las asociaciones obtenidas. Al mismo tiempo, se podria plantear un
estudio prospectivo controlado para evaluar la respuesta a tratamiento farmacolégico en funcion
del genotipo, en el que se tengan en cuenta las limitaciones del presente estudio que se

describirdn a continuacion.
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1. ELECCION DEL TIPO DE ESTUDIO Y LIMITACIONES ASOCIADAS

En el planteamiento de este trabajo se ha hipotetizado sobre la idea de que describiendo
las variantes genéticas asociadas tanto al diagndstico de TDAH, como a los distintos fenotipos
asociados, o a la respuesta a ATXy MTF directamente, se podria personalizar el tratamiento y
conseguir una respuesta 6ptima con los menores efectos secundarios posibles en cada paciente.
Para ello se ha realizado un estudio descriptivo de asociacién genotipo-fenotipo, observacional y
de corte transversal (con recopilacion de informacién de forma retrospectiva). Para su desarrollo
se plante6 un estudio clinico multicéntrico en poblacién principalmente infanto-juvenil de origen

espafiol (poblacién caucésica).

Segun la hipotesis de trabajo, la variabilidad presente en la respuesta a tratamiento en los
individuos diagnosticados como TDAH se podria estar generando por la existencia de diferentes
subgrupos dentro de la enfermedad, con manifestaciones clinicas hetereogéneas como son los
distintos subtipos de TDAH, la presencia o no de trastornos comoérbidos, la mayor severidad de la
sintomatologia o la normalizacion clinica o no de la sintomatologia tras recibir tratamiento entre
otros. Esta heterogeneidad podria sugerir que, dentro del diagnéstico de TDAH, se estan
incluyendo en la actualidad distintos procesos con mecanismos etiopatogénicos préximos pero
diferentes. Por lo que, ademas del analisis directo de respuesta a MTF y ATX, se decidié abordar
esta heterogeneidad desde su posible base genética, suponiendo que, si en realidad son
distintos mecanismos etiopatogénicos, éstos podrian estar asociados con distintas variantes
genéticas, y por lo tanto podriamos diferenciar subgrupos dentro del TDAH en funcién de dichas
variantes (aunque estas variantes no sean causales de la mencionada sintomatologia, si no
simplemente asociadas a ella). Un factor que podria estar influyendo en esta heterogeneidad
podria ser también el error diagnéstico (Meijer et al. 2009; Richman et al. 2004; Levin 2007;
Singh et al. 2006), ya que no existe ningun parametro fisico-quimico cuantificable que facilite y
asegure dicho diagnostico y existen numerosas publicaciones que postulan que se esta
produciendo un sobrediagnostico del TDAH en la actualidad. Por esta razén, también se ha
buscado si existe algin marcador genético o combinacion de marcadores que podrian
facilitar/confirmar dicho diagndstico mediante un valor de susceptibilidad a TDAH en la poblacién
de estudio. Por lo tanto, la hipétesis que se ha seguido en este trabajo ha sido la de que quiz4 si
determinaramos estos factores genéticos (asociados a diagndstico de TDAH, a respuesta a ATX
y MTF y a los distintos fenotipos asociados a TDAH), y fuésemos capaces de diferenciar estas
poblaciones dentro del TDAH podriamos ofrecer un tratamiento personalizado a estos pacientes,

gue sin duda mejoraria su evolucién y pronoéstico.

La razén de seleccionar un estudio de tipo genético frente a uno de neurotransmision
(biologia molecular) o neuroimagen que son las otras dos vias en las que se estan realizando
importantes avances en la investigacion el TDAH, fue clara en nuestro caso. En un analisis

genético se pueden estudiar simultaneamente multiples vias relacionadas con el TDAH (incluso
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vias nuevas que nunca han sido asociadas con el trastorno). Ademas al tratarse de un estudio no
invasivo (el ADN fue extraido a partir de muestras de saliva), supone una gran ventaja para llevar
a cabo un estudio en poblacidon infantil. Finalmente se puede analizar de forma sencilla y
econ6mica un nimero de muestras mucho mayor al que nos permite, por ejemplo, la técnica de
neuroimagen. Si bien es cierto que, el hecho de que también los factores biol6gicos y
ambientales tienen efecto en la evolucién de un paciente de TDAH podria ser una critica a los
estudios de asociacion genética. Por ello, en este estudio se pretendié integrar las variables
clinicas mas comunmente implicadas en la evolucion de los pacientes en los modelos de
regresion multivariante para tener un modelo que integrara tanto variables clinicas como
polimorfismos genéticos. Sin embargo, la baja sensibilidad y especificidad de los modelos
obtenidos no lo hizo posible. Por ello, y como ha se ha validado previamente en la bibliografia, se
describiran susceptibilidades genéticas para cada una de las variables de estudio, de la forma en

la que se ha descrito en el apartado de resultados.

La eleccién de un estudio de corte transversal con busqueda de informacién de forma
retrospectiva vino determinada fundamentalmente por el hecho de que son estudios mucho méas
rapidos que los prospectivos y econdmicamente mas asequibles. Este tipo de estudios son muy
frecuentes y utiles en el campo de la farmacogenética en general y de la farmacogenética de
enfermedades psiquiatricas en particular (Ferreira et al. 2009; Kim et al. 2009a) por las ventajas
anteriormente mencionadas. Asimismo, si el planteamiento de este tipo de estudios es el
adecuado, se plantean las preguntas correctas y se conocen sus limitaciones, la informacién que
pueden ofrecer puede ser tan relevante como la de los estudios prospectivos, ya que ademas en
nuestro caso, el factor de riesgo que se evalua al ser un polimorfismo genético, se mantiene
estable a lo largo del tiempo (Blanc et al. 2010; He y Allen 2010). Sin embargo, una de las
limitaciones que presenta un estudio retrospectivo de respuesta a tratamiento como el que se ha
realizado en este trabajo, es que no existen pacientes “naive” (pacientes que no han recibido
tratamiento) para realizar las comparaciones, ya que no seria una préactica ética no tratar a un
niflo con TDAH. Ademés, dada la dificultad de obtener pacientes que cumplieran los criterios de
inclusion y cuyo tratamiento hubiera estado controlado en el tiempo, los tratamientos que han
recibido los pacientes participantes en el estudio no han sido controlados y son muy diversos
(siendo MTF y ATX los principales, pueden ser el Unico tratamiento, estar combinados entre
ellos o con un tercer farmaco de una amplia gama de tratamientos), las dosis recibidas son
desiguales y durante diferentes periodos de tiempo, no se conoce la adherencia real al
tratamiento y en el caso de que se les haya cambiado el tratamiento desconocemos si fue por
falta de eficacia o por aparicion de efectos secundarios. Por todo ello, se hace muy dificil
normalizar toda esta informacién para poder hacer un andlisis estadistico de respuesta a
tratamiento fiable y eliminar sesgos. Incluso se producen mayores valores perdidos y pérdida de
informacion clinica relevante debido simplemente al paso del tiempo. Un posible mejor
planteamiento de un estudio comparativo es el que describen Solanto y colaboradores,

facilmente aplicable a un estudio genético, donde realizan un andlisis doble ciego con distintas
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dosis entre pacientes del subtipo inatento y combinado bien caracterizados y con sintomatologia
basal equiparable y comparan la mejoria evaluandola desde distintos puntos de vista (Solanto et
al. 2009).

Finalmente, se decidid6 que se tratara de un estudio multicéntrico espafiol para intentar
obtener una poblacion de individuos diagnosticados como TDAH lo més representativa posible
de la poblacién real de TDAHs espafiola y minimizar posibles sesgos diagnésticos. Se traté de
obtener la heterogeneidad méas cercana a la real presente en la poblacién de pacientes de TDAH,
pero se establecieron criterios diagndsticos estrictos para asegurar que la poblacién de estudio
incluia solamente a pacientes de TDAH y no estuviera contaminada con otros trastornos. Al
menos, de acuerdo con lo que actualmente estd descrito en el manual DSM-IV-TR como TDAH,
aun sabiendo que estos criterios van a ser revisados en la préxima edicion, en el DSM-V. Por lo
tanto, la seleccion de sujetos para el estudio y el establecimiento de criterios de inclusién fue un
factor determinante del estudio al que se dedicé mucho tiempo y fue establecido en consenso
conjuntamente con los investigadores clinicos. Aun tratandose de un estudio retrospectivo, la
recolecciéon de muestras fue un proceso largo y tedioso en el que hubo que coordinar a los 14
centros colaboradores y revisar detalladamente que todos los pacientes cumplieran los criterios

de inclusion realizando numerosas monitorizaciones clinicas.

El estudio de asociacién genotipo-fenotipo se plante6 en dos etapas fundamentales que ya
han sido descritas previamente. El estudio piloto en el que se seleccion6 una herramienta de
genotipado econdmica y flexible para el andlisis de los SNPs mas relevantes descritos en la
bibliografia por su asociacién con el TDAHy en un nimero de muestras relativamente pequefio
para valorar la posible carga genética en el prondstico y respuesta a tratamiento del TDAH. En el
posterior estudio completo de asociacion se incluyé ademas el estudio diagnoéstico, el nimero de
polimorfismos y muestras analizadas fue mucho mayor (216 SNPs, 4 reordenamientos
gendmicos y VNTRs y 799 muestras) y se incluy6 el genotipado del CYP2D6 para analizar la
respuesta a ATX, para lo que se recurrid a las técnicas de alta capacidad de genotipado. No
deberian compararse los resultados de asociacion obtenidos entre ambos estudios, ya que los
resultados del estudio piloto deberian ser interpretados como orientativos de la carga genética de
los fenotipos analizados, pero no como concluyentes de asociacion, ya que el tamafio muestral

del estudio fue muy inferior a la del estudio completo de asociacidn (274 vs 799).

Con todos los medios descritos, se planteé como objetivo dar respuesta a lo largo del

estudio a las siguientes preguntas:

1) ¢Existe una asociacion entre ciertos polimorfismos genéticos y un mayor riesgo de
padecer TDAH? Si, al menos en la poblacion de estudio parece existir tal relacién. Se
encontraron 11 SNPs y una insercion de 120 bp asociados de forma estadisticamente

significativa al comparar a la poblacion de TDAH frente a la poblacién control.
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2)

3)

4)

¢ Existe una asociacion entre ciertos polimorfismos genéticos y determinados fenotipos
asociados a TDAH que influyen en la diferente evolucidén de los pacientes? Si existe
asociacion en la poblacién de estudio, con la normalizacién clinica de los sintomas, con

la sewveridad, con el subtipo y con la presencia/ausencia de comorbilidades.

¢Existe una asociacién entre ciertos polimorfismos genéticos y la respuesta al
tratamiento farmacoldgico que se aplica actualmente en el TDAH? No se ha encontrado
ninguna asociacién estadisticamente significativa entre los polimorfismos analizados ni
con la respuesta a ATX ni con MTF. Esta ausencia de asociacion podria deberse al
pequefio tamafio muestral analizado en el caso de la atomoxetina o a las limitaciones
propias del estudio (desconocimiento de dosis, adherencia al tratamiento...) en el caso

de ambos farmacos.

¢ Se podrian utilizar estas asociaciones genéticas junto con las caracteristicas clinicas
para elaborar un modelo de regresion que sea capaz de clasificar adecuadamente a los
pacientes para poder confirmar el diagnéstico y tratarles de forma personalizada? ¢Se
podria desarrollar una herramienta de genotipado para ello? En la poblacién analizada
no fue posible el desarrollo de ningdn modelo de regresién capaz de clasificar
adecuadamente a los pacientes en funcion de su perfil genético y de las caracteristicas
clinicas con la sensibilidad adecuada. Sin embargo, se podrian determinar
susceptibilidades genéticas a TDAH y a cada uno de los fenotipos asociados y para ello
se podria desarrollar una herramienta de genotipado, actualizando con las asociaciones

obtenidas el actual chip de genotipado que se ha utilizado en el estudio piloto.
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2. ESTUDIO PILOTO: DISENO Y DESARROLLO DE UN CHIP DE
GENOTIPADO

El estudio piloto resultoé fundamental a la hora de la correcta consecucion de este estudio ya
gue permitid explorar de una forma econémica la viabilidad del estudio completo, ademas de la
posibilidad de disefiar una potencial herramienta de genotipado de posible aplicacion comercial
para el diagnostico, pronéstico y respuesta a tratamiento del TDAH. Este analisis preliminar se
plante6 como el desarrollo de un chip de genotipado en el que se incluyeron 87 SNPs que se
seleccionaron tras una primera busqueda bibliografica y se analizaron 274 muestras de pacientes
de TDAH, nimero de muestras que se consideraron suficientes para determinar si existian
asociaciones significativas entre genotipo y fenotipo. El periodo de tiempo aproximado para este
estudio fue de dos afios desde que se inicié la busqueda bibliografica hasta obtener los
resultados de asociacion. De esta forma, ademas de los resultados obtenidos, se disponia de
una potencial herramienta de genotipado de aplicacién comercial en el &rea del TDAH. Esto seria
posible tras actualizar el chip con los polimorfismos de interés sugidos del estudio completo.
También seria de gran relevancia poder realizar una segunda validacion clinica de la herramienta

con una poblacion independiente.

Gracias a los resultados positivos de asociacion obtenidos en el estudio piloto mediante el
desarrollo del chip de genotipado, se continué con el proyecto y se realizé el esfuerzo y la
inversion necesaria para genotipar los 216 SNPs en la totalidad de las muestras recogidas (799;
399 muestras de pacientes de TDAH y 400 muestras de controles) ademas de las inserciones,
deleciones, VNTRs y genotipado del CYP2D6.

Con estos resultados se demuestra también la utilidad de los DNAchips de genotipado para
la deteccién de SNPs y su aplicacién en estudios de asociacion genotipo-fenotipo en
enfermedades psiquiatricas y en el TDAH en particular, aunque su aplicacién en otro tipo de
trastornos esta ya justificada (Tejedor et al. 2005). Ademas queda patente la gran versatilidad de
estas herramientas de genotipado, ya que el chip queda abierto a la inclusién/exclusion de los
polimorfismos que se consideren adecuados tras realizar el estudio completo de asociacion. Por
otro lado, en el caso de grandes cantidades de polimorfismos y muestras a genotipar se recurrira

a las técnicas de alta capacidad de genotipado.
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3. ESTUDIO COMPLETO DE ASOCIACION

A continuacion se van a detallar los fenotipos analizados en cada caso, los resultados
obtenidos, la razén de su importancia en la determinacion del tratamiento mas adecuado y su
relacion con los estudios publicados en la bibliografia hasta el momento. En la Tabla 75 que
aparece al final de este capitulo, se muestra un resumen de los genes en los que se ha
encontrado asociacion estadisticamente significativa con cada una de las variables de estudio,

agrupados segun las funciones bhioldgicas y las vias en las que intervienen.

3.1. DIAGNOSTICO: TDAH VS CONTROL

El primer paso que se deberia resolver antes de poder decidir acerca del tratamiento
farmacol6gico méas adecuado para un paciente seria el de confirmar el diagndstico de TDAH. En
la actualidad, como se ha comentado en el apartado de Introduccién, no existe ningun parametro
fisico-quimico cuantificable que pueda ser utilizado para apoyar el diagnéstico de TDAH,
diagndstico que es puramente clinico, a pesar de que muchos han sido los intentos para buscar
dicho parametro. Por ejemplo, el grado de maduracion cortical se ha propuesto como posible
prueba diagnéstica (Fernandez et al. 2009; Shaw et al. 2007a; Aitchison y Galitski 2003; Almeida
et al. 2010) pero por el momento no se plantea para la publicacion del DSM-V incluir pruebas
neuroldgicas para complementar el diagnéstico de TDAH, ya que se considera que podria existir
un gran margen de error. No hay suficiente evidencia de que la sensibilidad de estas pruebas sea

adecuada para el uso clinico en el caso del TDAH.

En la comparacion de la poblacion de pacientes de TDAH (n=355) versus la poblacion de
controles sanos (n=399) de los 194 SNPs y 4 reordenamientos genotipados y filtrados, se
obtuvieron 18 asociaciones estadisticamente significativas en el test de alelos (Tabla 57), 12 de
las cuales se confirmaron en el test de genotipos. La obtencion de asociaciones estadisticamente
significativas en genes implicados en diferentes vias de neurotransmision (dopaminérgica,
adrenérgica y serotonérgica), vias metabdlicas (detoxificacion SNC y metabolismo de aminas
neuractivas) y otras como la adhesidn celular, estaria apoyando la hip6tesis multifactorial del
trastorno, que postula que muchos genes, comportandose cada uno de ellos de forma
mendeliana, contribuyen al fenotipo de un modo acumulativo (Klug et al. 2008). Esta teoria esta
cada vez ganando mas fuerza gracias en parte a los estudios de tipo GWAS, cuyos resultados
sugieren que no existen genes de susceptibilidad con efectos grandes o moderados, sino que
cada vez mas se implican a variantes poco comunes (variantes “raras”) en el refinamiento de los
distintos fenotipos de TDAH. Pero incluso si estas variantes de riesgo de TDAH tienen efectos
muy pequefios, como se cree, pueden poseer gran relevancia clinica, ya que la heredabilidad del
TDAH, que aun falta por explicar puede ser debida a estas variantes en pacientes individuales y

porque conociendo mejor sus funciones y las vias en las que estan implicad as se podria llegar a
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mejorar los métodos diagndésticos y a enfocar las estrategias farmacoldgicas hacia esas

potenciales dianas (Stergiakouli y Thapar 2010).

A continuaciéon se van a comentar de forma més detallada cada uno de los genes que
mostraron asociacion estadisticamente significativa en ambos tests por su posible aplicacion en
un test de aplicacion comercial de confirmacion de diagnéstico genético de TDAH, asi como se
va a comentar el significado biol6gico de cada una de estas asociaciones.

La proteina codificada por el gen de la monoaminoxidasa tipo B (MAOB) pertenece a la
familia de las flavin monoamino oxidasas. Se trata de una enzima localizada en la membrana
mitocondrial que se encarga de catalizar la desaminacion oxidativa de compuestos aminados.
Este proceso es clave en el metabolismo de las aminas neuroactivas, como la DA, principal
neurotransmisor asociado con la fisiopatologia del TDAH. Existen evidencias previas ademas de
la implicacion del gen MAOB en la etiologia del TDAH (Ribases et al. 2007). Un reciente estudio
realizado en poblacion espafiola con 451 pacientes TDAH y 400 controles ha demostrado que los
adultos portadores del haplotipo C-G-C para los SNPs rs3027415, rs5906213 y rs5905512 tienen
un riesgo incrementado (OR=1,90; p = 0,0052) de sufrir TDAH (Ribases et al. 2009b). En
concordancia con estos resultados, el presente estudio indica que el alelo de menor frecuencia
G de dos SNPs (rs1799836, rs5906213) localizados en el gen MAOB conferirian un riesgo
incrementado de TDAH (OR=1,56; p<0,001 y OR=1,45; p < 0,001, respectivamente) en poblacién

caucasica espariola.

El gen HTR1B codifica el receptor 1B de la serotonina (5HTyg). La 5HT es un
neurotransmisor con mdultiples efectos, inwlucrado en enfermedades neuropsiquiatricas en
general y en el TDAH en particular (hip6tesis serotonérgica). Sus receptores, como el HTR1B, se
localizan en el sistema nervioso y transmiten las sefiales a segundos mensajeros intracelulares.
La region cromosOmica en la que se localiza el gen HTR1B se identific6 originalmente como
locus de riesgo de TDAH en un estudio multicéntrico con 273 familias (Hawi et al. 2002) y
posteriormente se ha replicado en distintas poblaciones. Un metaanalisis publicado
recientemente (Gizer et al. 2009) y que integra datos de 9 estudios previos, ha establecido que
los portadores del alelo G del SNP rs6296 del gen HTR1B presentan un riesgo incrementado de
TDAH (OR=1,11; p = 0,01). En el presente estudio, se confirma este resultado ya que el alelo G

se asocia con un riesgo incrementado de sufrir TDAH (OR=1,43; p<0,01).

El locus hCG_1818231 se localiza en la region cromosOmica 10g22.1 y codifica la proteina
hipotética LOC729187. Su funcibn es aun desconocida pero se conoce que en la region
cromosémica 10q se han identificado previamente varios loci de riesgo de TDAH mediante
estudios de asociacidon (Loo et al. 2004), e incluso estudios funcionales (Trantham-Davidson et

al. 2008). En nuestro estudio los portadores del alelo C del SNP localizado en este locus
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presentan un riesgo incrementado de TDAH (OR=1,36; p < 0,01), lo que parece confirmar los

resultados anteriores y deja la puerta abierta a nuevas investigaciones en esta region.

El gen ADRB2 codifica el receptor adrenérgico 2, un receptor de membrana, acoplado a
proteina G. Se han identificado SNPs en el gen ADRB2 asociados con el TDAH (Brookes et al.
2006b), resultados que han sido replicados posteriormente (Lasky-Su et al. 2008a). En nuestro
estudio el alelo C del SNP rs1042718 localizado en el gen ADRB2 se asocia con un riesgo
incrementado de TDAH (OR=1,47; p=0,001), confirmando de este modo la implicacién del gen
ADRB2 con el TDAH.

La proteina codificada por el gen TPH2 se corresponde con la enzima triptéfano hidroxilasa.
Esta enzima que cataliza el primer paso, siendo éste limitante, de la biosintesis de 5HT. La 5HT
es una potente hormona y un neurotransmisor asociado a numerosos trastornos psiquiatricos,
neuroldgicos y afectivos, como se ha comentado anteriormente. En el afio 2005 se estableci6 la
primera asociacion entre un SNP del gen TPH2 (rs1843809) y el TDAH, ademas de con
numerosos haplotipos (Sheehan et al. 2005). Posteriormente, otros GWAS han confirmado la
asociacion de este gen con el TDAH (Lasky-Su et al. 2008b). Segln nuestros resultados, el alelo
G del SNP rs4565946 del gen TPH2 confiere un riesgo incrementado de padecer TDAH
(OR=1,33; p < 0,01). Este SNP podria encontrarse en LD con los previamente decritos en la
bilbiografia como asociados a TDAH. Ademas, se ha implicado también en el riesgo
incrementado de padecer otros trastornos psiquiatricos como son la depresion de inicio tardio y

el trastorno obsesivo-compulsivo (Pereira et al. 2011; Rocha et al. 2011).

El SNP con cadigo rs478597 se sitla en la region del gen NOS1 que codifica la sintasa de
oxido nitrico (NO) neuronal. La NOS1 se encarga de sintetizar el 6xido nitrico, un radical libre
reactivo que actia como mediador en diferentes procesos como la neurotransmision. Estudios
previos han asociado determinadas variantes alélicas en el promotor del gen NOS1 con la
aparicion de comportamientos impulsivos como el TDAH (Reif 2010). En concreto, el SNP
rs478597 se ha visto significativamente asociado al fenotipo de falta de atenciéon en un GWAS
con 502 familias de sujetos afectados de TDAH (Lasky-Su et al. 2008b). En este estudio con
poblacién caucasica espafiola, el alelo G del SNP rs478597 se asocia con mayor probabilidad de
TDAH (OR=1,33; p=0,01). Sin embargo no se ha encontrado la asociacién descrita en la
bibliografia con el subtipo TDAH inatento (inatento vs hiperactivo-impulsivo+combinado),

(p=0,75) como se muestra en los resultados de asociacion del subtipo de TDAH.

El gen NEURODG6 genera un neurotransmisor de la familia NEUROD de diferenciacion
neurogénica. Se ha reportado biliograficamente que en sujetos con TDAH existen asimetrias
entre los dos hemisferios cerebrales (Shaw et al. 2009). Un estudio realizado con sujetos TDAH
espafioles revelé que la expresién del gen NEUROD®6 diferia mas de dos veces entre los

hemisferios de estos pacientes (Ribases et al. 2009a). En el presente estudio, el alelo A del SNP
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rs2233404 localizado en el intrébn 1 y el alelo A del SNP rs10238918 localizado en la regién
3’'UTR confieren mayor riesgo de TDAH (p=0,02 y 0,03 respectivamente), lo que podria estar
relacionado con la diferente expresiéon. La asociacién del SNP rs2233404 parece mas fuerte que

la de las restantes, ya que se confirma también en el caso del test de genotipos.

La proteina carboxil esterasa 1 esta codificada por el gen CES1 y patrticipa en la hidrdlisis de
ésteres aromaticos y alifaticos, como por ejemplo, drogas que contienen enlaces ester y amida,
como la cocaina y la heroina o farmacos para el tratamiento del TDAH como el MTF. Su funcion
parece ser la de proteger al SNC mediante la detoxificacion en el higado de este tipo de
compuestos. Los portadores del alelo menor del SNP rs71647871 (A; Glul43) presentan una
actividad catalitica reducida hasta un 21% de la actividad normal (Zhu et al. 2008) y en
consecuencia, los portadores del alelo mayor (C; 143Gly) requieren mayores dosis de MTF para
conseguir efecto terapéutico (Nemoda et al. 2009). En nuestro estudio el alelo mayor C se asocia
con mayor riesgo de TDAH (OR=3,42; p = 0,02) pero no muestra asociacién con la variabilidad

en la respuesta a MTF.

El SNP rs11594082 se localiza en la region del gen CDH23, que codifica la cadherina 23.
CDH23 es una proteina de adhesién celular, dependiente de calcio, que se expresa en el epitelio
neurosensorial. Se han asociado defectos en esta proteina con la interrupcién de las sefiales
nerviosas que viajan al cerebro y con algunos sindromes sensoriales. El alelo C del SNP
rs11594082 se ha asociado al riesgo de TDAH en un GWAS realizado con 343 pacientes de
origen aleméan y 250 controles (Lesch et al. 2008). En nuestro estudio se confirma la asociacion

de dicho alelo con un mayor riesgo de TDAH (OR=1,47; p = 0,02).

A pesar de que la funcién de la proteina C100RF79 es desconocida, se sabe que el gen
gue la codifica se localiza en la region 10925y como ya se ha discutido anteriormente, la region
cromosémica 10q parece ser un locus de riesgo de TDAH, tal y como describen estudios de
asociacién y estudios funcionales previos (Loo et al. 2004b, Trantham-Davidson et al. 2008a). Al
igual que el SNP en el gen CDH23, el SNP rs515910 localizado en el gen C100rf79 también, se
ha asociado al riesgo de TDAH en el GWAS aleman citado anteriormente (Lesch et al. 2008). En
nuestro estudio se confirmaria dicha asociacién, confiriendo el alelo G un mayor riesgo de TDAH
(OR=1,24; p=0,04).

La insercion de 120 pb se localiza 1,2 kb localizada hacia el extremo 5 del codén de
iniciacién de transcripcién del gen DRD4, que codifica el receptor de dopamina D4, siendo la
dopamina el neurotransmisor asociado con el TDAH por excelencia. El alelo ins120 se ha
asociado previamente con un mayor riesgo de TDAH (McCracken et al. 2000; Loo et al. 2004).
Mientras que la evidencia experimental indica una mayor capacidad de unién del factor de
transcripcion Spl cuando la insercién de 120 pb esta presente (Ronai et al. 2004; Loo et al.

2004), lo que influiria sobre la transcripcion a ARN mensajero. Nuestro estudio coincide con las
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asociaciones descritas, ya que el alelo ins120 confiere un mayor riesgo de TDAH (OR=2,12;

p=0,049) en poblacién caucésica espafiola.

Los motivos por los que el resto de polimorfismos que, aun estando previamente descritos
como asociados a un mayor riesgo de padecer TDAH (pertenecientes a genes como DATL,
SNAP25, COMT, DDC...), no se han replicado en este estudio con la poblacién descrita en las

asociaciones univariantes, podria deberse a diversos factores, principalmente tres:

a) Al tipo de poblacién de estudio. En nuestro caso se trata de poblacion caucasica
espafiola, en su mayoria nifios, mientras que en los articulos a partir de los que se han
seleccionado los polimorfismos relevantes se estudian poblaciones de muy distinto
origen étnico y puede que al no tratarse necesariamente de polimorfismos asociados
directamente con el trastorno (puede ser que esté asociado porque el polimorfismo se
encuentre en desequilibrio de ligamiento con el verdadero implicado en la fisiopatologia

del TDAH) las asociaciones sean distintas entre distintas etnias.

b) Al tamafio poblacional. Quiza en algunos casos se analizaron poblaciones pequefas y la
conclusion de asociacién fue producida en realidad por un sesgo. O en nuestro caso
(n=754) puede que no exista el suficiente poder estadistico para ver asociaciones

pequefias.

c) A lahetereogeneidad de la poblacidon de estudio, ya que se trata de un factor importante

gue puede limitar el poder estadistico del analisis.

En cualquier caso, es comun que en estudios con distintas poblaciones no se repliquen los
resultados de asociacion obtenidos previamente debido a diferencias genéticas poblacionales
(sobre todo en estudios de asociacion no causales) y por ello es esencial realizar estas

replicaciones.

Posteriormente, en el analisis multivariante no se obtuvo ningdn modelo con un valor
predictivo suficiente, pero esto no quiere decir que la informaciéon obtenida no pueda ayudar a
confirmar el diagndstico, ya que se pueden utilizar las asociaciones individuales para calcular un
“riesgo relativo de susceptibilidad a TDAH” de la forma que se muestra en la Tabla 69 para su
posible aplicacién en clinica. En este “test diagndstico” potencial se incluirian solamente los
SNPs que mostraron asociacién significativa tanto en el test de alelos como en el de genotipos y
gue se han descrito previamente. Se multiplicaria el OR (obtenido en el analisis de asociacion)
de cada genotipo de riesgo que porte el individuo de estudio y eso conferiria su riesgo relativo a
TDAH, siempre dejando la interpretacion global del resultado en manos de un clinico experto.
Este tipo de calculo de susceptibilidades relativas multiplicando el OR que aporta cada
polimorfismo esta validado en la bibliografia (De Jager et al. 2009; Willcutt et al. 2010). EI riesgo
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relativo indicaria la probabilidad aumentada de un individuo portador de los alelos de riesgo
frente a un no portador de estos alelos. Siendo el maximo riesgo el producto de los ORs si todos
los alelos de riesgo estuvieran presentes en homocigosis, una posible representacion grafica de
este resultado se muestra en la Figura 67, donde el minimo riesgo es 0 si no se posee ninguno

de los alelos de riesgo y 1 el maximo riesgo si se es homocigoto para todos ellos.

Tabla 69.- Tabla que muestra como se calcularia la susceptibilidad genética relativa a TDAH de
un individuo con TDAH participante en el estudio, segun los resultados que se han obtenido en el
analisis multicéntrico nacional con 399 muestras de pacientes de TDAH y 400 muestras control.
Se indica el coédigo rs de cada SNP o la descripcidon del reordenamiento en el caso de la
insercion de DRD4, el gen al que pertenecen, el alelo de riesgo o si es de proteccién se marca
con un asterisco, el valor OR 0 (para el genotipo homocigoto para el alelo no de riesgo), OR 1
(genotipo heterocigoto) y OR 2 (genotipo homocigoto para el alelo de riesgo) y el resultado de
genotipado para el individuo.Solamente se han incluido aquellos SNPs significativos tanto en el
test de alelos como en el de genotipos y los valores de OR se han obtenido del modelo de
herencia méas parsimonioso en cada caso como se indica: codominante, dominante, recesivo y
aditivo. EI maximo riesgo se calcula multiplicando los OR 2 (que el individuo posea todos los
alelos de riesgo en homocigosis es el riesgo méaximo). Para el SNP rs71647871y la ins120pb de
DRD4 no se ha podido calcular el OR2 porque no se disponia de muestras con genotipo
homocigoto para el alelo de riesgo, en estos casos para el célculo del riesgo méaximo se utiliza el
OR1.

rs1799836 MAOB G Recesivo 1,00 1,00 1,74 G/IG
rs5906213 MAOB G Aditivo 1,00 1,25 2,5 GIG
rs6296 HTR1B G Codominante 1,00 1,56 1,96 G/IG
rs16928529 hCG—181823 C Codominante 1,00 1,27 2,03 C/C
rs1042718 ADRB2 C Codominante 1,00 1,23 6,49 C/C
rs4565946 TPH2 G Recesivo 1,00 1,00 1,66 AIA
rs478597 NOS1 G Dominante 1,00 2,27 2,27 G/A
rs2233404 NEURODG6 A Recesivo 1,00 1,00 1,56 G/A
rs71647871 CES1 C _ 1,00 3,45 _ C/IA
rs11594082 CDH23 C Dominante 1,00 8,33 8,33 C/iC
rs515910 C100rf79 G Recesivo 1,00 1,72 1,72 AIG
Ins 120pb DRD4 ins120 _ 1,00 2,02 _ ins120-het

Riesgo individuo 65931

Maximo riesgo 25460
Riesgo relativo individuo 0,4
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0 1
0= sujeto portador de ningun 1=sujeto homocigoto/heterocigoto
alelo de riesgo paratodoslos alelos de riesgo

Figura 67.- Representacion grafica del riesgo relativo obtenido para el individuo que se describe
en la Tabla 69. Este individuo mostraria un riesgo relativo medio a TDAH.

Es importante tener en cuenta que los criterios diagndsticos que se han utilizado en este
estudio son los que se describen en el manual DSM-IV-TR, pero que estos criterios van a sufrir
modificaciones con la publicacién de la nueva version DSM-V, por lo que quiza seria interesante
repetir los andlisis realizados una vez que los criterios sean actualizados y establecidos
definitivamente. Esto mismo sucederia también con el analisis del fenotipo subtipo y quiza habria
que revisar todos los pacientes incluidos por si alguno de ellos con los nuevos criterios ya no

cumpliera diagnéstico de TDAH.

3.2. FENOTIPOS ASOCIADOS A TDAH

En este apartado se ha agrupado la discusién de los resultados correspondientes a las
variables de estudio que no muestran una asociacion directa con la respuesta a MTF 0 ATX, pero
que podrian ayudar a la eleccion del tratamiento 6ptimo ya que podrian servir para subdividir a la
poblacion de TDAH en distintos grupos con caracteristicas y evolucion diferentes. Estas variables
como se ha descrito anteriormente, son; Normalizacion clinica de los sintomas, subtipo de TDAH,

seweridad y presencia/ausencia de comorbilidades.

3.2.1. NORMALIZACION CLINICA DE LOS SINTOMAS

La primera variable de este tipo que se ha analizado es la normalizacién clinica de los
sintomas tras al menos dos afios de evolucion desde el diagndstico, que ademas es la que se ha
utilizado para calificar posteriormente la buena y mala respuesta a tratamiento farmacolégico, por
lo que es de especial interés. La normalizacion (60% de los pacientes del estudio) o no
normalizacién clinica de los sintomas (40% de los pacientes genotipados) esta indicando cémo
evoluciona un paciente desde el momento del diagnéstico y se podria considerar indirectamente
como el éxito o fracaso del tratamiento (tanto farmacolégico como emocional y psicopedagdgico),
siempre teniendo en cuenta que también dependera de otras variables como la
presencia/ausencia de comorbilidades, el sexo, la severidad de la sintomatologia y el subtipo de
TDAH, como se ha comprobado, al menos en la poblacién de estudio. Como describen
Stergiakouli y Thapar en su revision, no solo el origen del TDAH es genético, si no que la

mayoria de la continuidad de los sintomas de TDAH, o dicho de otra forma, la mayoria de la
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persistencia de TDAH en el tiempo se atribuye a factores genéticos (Stergiakouli y Thapar 2010).
Nuestro estudio apoyaria esta hipétesis. En el analisis univariante de asociacién genotipo-
fenotipo se obtuvieron asociaciones significativas en el test de alelos para 8 SNPs de los cuales,
6 de ellos mostraron también asociacion en el test de genotipos, localizados en 5 genes,
pertenecientes a las vias de sefializacion principalmente dopaminérgica, pero también
serotonérgica y adrenérgica (los genes ADRA1A, SLC6A3 y SLC6A4) y la proteina de 25 kDa

asociada al sinaptosoma (SNAP25), como se muestra en la Tabla 52.

El gen SLC6A3/DATL codifica para el miembro 3 de la familia 6 de transportadores de DA
dependientes de sodio y cloro en la membrana presinaptica y es uno de los genes mas
estudiados por su posible relacion con el TDAH. Como se ha comentado anteriormente
(Banaschewski et al. 2010; Mill et al. 2005; Daly et al. 1999; Kim et al. 2005; Althaus et al. 2010),
se encarga de la recaptacion de DA. La variante alélica C del SNP rs27072 que se localiza en la
region 3"UTR del gen, se ha asociado a un riesgo incrementado de hiperactividad, impulsividad y
déficit de atencién, en un estudio realizado con gemelos (Ouellet-Morin et al. 2008). En
concordancia, el alelo C del SNP rs27072 confiere en nuestro estudio un riesgo incrementado de
no normalizacién clinica de los sintomas tras al menos dos afios de seguimiento (OR=1,75;
p=0,01), al igual que el alelo A del SNP rs250686 (OR=1.63; p<0,01), y que el alelo G del SNP
rs10040882 (OR=1,89; p<0,001). A pesar de que en el estudio diagnéstico no se ha encontrado
asociacion entre estos SNPs y un mayor riesgo de TDAH, parece un importante marcador

genético en la normalizacion clinica de los sintomas.

Otro miembro de esta familia de proteinas, es el transportador de 5HT o SLC6A4, que se
encarga de reciclar el neurotransmisor 5HT desde el espacio sinaptico a la neurona presinaptica.
El SLC6A4 es diana de psicoestimulantes como la cocaina o antidepresivos y ha sido identificado
como un QTL (Quantitaive Trait Locus) de riesgo para TDAH (Curran et al. 2005). Un
polimorfismo de repeticién en la regién promotora de este gen se ha asociado a comportamientos
agresivos y depresion. El alelo C del SNP rs1042173 localizado en el 3 UTR del gen, se ha
asociado a mayor expresién del transportador de serotonina (Seneviratne et al. 2009)
posiblemente debido a un aumento de la estabilidad del ARNm, ya que el SNP se localiza en un
sitio de poliadenilacion (Curran et al. 2005; Seneviratne et al. 2009). En nuestro estudio, el alelo
C del SNP rs1042173 se asocia con un mayor riesgo de no normalizacién clinica en enfermos
con TDAH (OR=1,45; p=0,01).

El gen ADRA1A codifica el receptor adrenérgico a1A acoplado a proteina G, que participa
en la transmision de sefiales nerviosas mitogénicas y la regulacion del crecimiento y la
proliferacién celular. Un GWAS realizado con familias con TDAH encontré una asociacién
significativa entre todos los sintomas de la enfermedad estudiados (sintomas impulsivos-
hiperactivos y sintomas de falta de atencion) y varios SNPs en el gen ADRA1A (Lasky-Su et al.

2008b). En otro estudio reciente con 270 familias afectadas de TDAH, se analizaron 557 SNPs
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en 27 genes candidatos y la sefial de asociacion mas intensa correspondié al SNP rs3808585 en
el gen ADRA1A (Elia et al. 2009a). En concordancia con estos resultados, en nuestro estudio el
alelo G de este SNP confiere un riesgo incrementado de no normalizacion clinica de los sintomas
tras al menos dos afios de evolucién (p=0,03, OR=1,62) por lo que la asociacion de este gen con

el TDAH, aunque de descubrimiento reciente parece de gran interés.

El gen SNAP25 codifica la proteina de 25 kDa asociada al sinaptosoma, una proteina
especifica neuronal implicada en la exocitosis catecolaminérgica, participando en el anclaje de
vesiculas y fusion de membranas. En nuestro estudio, el alelo G del SNP rs3787283 se asocia
con mayor riesgo de no normalizacién clinica de los sintomas. Este SNP esta en fuerte LD con
otros dos (rs3746544 y rs1051312) que han sido previamente asociados con TDAH (Kim et al.
2007). Ademés este SNP en concreto en el estudio llevado a cabo por Kim y colaboradores se
asocia con la presencia de depresién mayor como trastorno comoérbido al TDAH (Kim et al.
2007), lo que podria estar relacionado con la no normalizacion de la sintomatologia. Este SNP
también se ha asociado con la esquizofrenia (al igual que el rs3746544), pero en este caso el

alelo asociado fue el A (Carrol et al. 2009).

El resto de polimorfismos no ha mostrado asociacidon estadisticamente significativa con la
normalizacién clinica de los sintomas tras al menos dos afios de se guimiento clinico después del
diagnodstico. Este hecho no es de extrafiar ya que en la bibliografia consultada no habia
referencias de asociacion de los polimorfismos genotipados con esta variable, siendo éste el
primer analisis de este tipo. Por ello también seria interesante confirmar los resultados en una

poblacion independiente.

En el andlisis de asociacion de las variables clinicas entre si, la Normalizacion clinica de la
sintomatologia asociada a TDAH tras al menos dos afios de evolucion es la que mas
asociaciones ha mostrado con el resto de variables clinicas, como son el sexo, la severidad de la
sintomatologia asociada a TDAH evaluada segun la escala ICG, la presencia de comorbilidades
y el subtipo de TDAH. Por ello, parece guardar una estrecha relacidon con estas variables. A
pesar de esto, los modelos multivariantes (SNPs y variables clinicas) desarrollados no mostraron
una precision suficiente (AUC<0,75). Sin embargo, del mismo modo que se ha explicado para la
aplicacion diagnéstica (TDAH s control), se podria elaborar un informe en base a la
susceptibilidad genética de un individuo a presentar o no la normalizacion clinica de los sintomas
tras al menos dos afios de evolucién, como se muesta en la Tabla 70, Unicamente con aquellos
SNPs significativos tanto en el test de alelos como en el de genotipos,del mismo modo en que se
ha descrito para la susceptibilidad a TDAH. La representacién grafica del riesgo relativo para el
individuo que se describe en la Tabla 70 se muestra en la Figura 68, en este caso se muestra

gue este individuo mostraria el maxmo riesgo relativo a no normalizacién clinica de los sintomas.
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Este fenotipo resulta de gran interés, ya que aportaria informacién valiosa a un paciente
diaghosticado de novo al poder determinar si en dos afios va a continuar con sintomatologia
propia de TDAH o va a mostrar normalizacién clinica de los sintomas con una probabilidad

determinada al conocer su genotipo en los SNPs descritos.

Tabla 70.- Tabla que muestra como se calcularia la susceptibilidad genética de un individuo a
presentar no normalizacion clinica de los sintomas tras al menos dos afios de evolucién del
trastorno recibiendo tratamiento, segun los resultados que se han obtenido en el analisis
multicéntrico nacional con 399 muestras de pacientes de TDAH. Se indica el cédigo rs de cada
SNP, el gen al que pertenecen, el alelo de riesgo, el valor OR 0 (para el genotipo homocigoto
para el alelo que no es de riesgo), OR 1 (genotipo heterocigoto) y OR 2 (genotipo homocigoto
para el alelo de riesgo) y el resultado de genotipado para el individuo. Solamente se han incluido
aquellos SNPs significativos tanto en el test de alelos como en el de genotipos y los valores de
OR se han obtenido del modelo de herencia méas parsimonioso en cada caso como se indica:
codominante, dominante, recesivo y aditivo. El maximo riesgo se calcula multiplicando los OR 2
(que el individuo posea todos los alelos de riesgo en homocigosis es el riesgo méximo).

rs27072 DAT1 C Aditivo 1,00 1,32 2,63 C/iC
rs10040882 DAT1 G Aditivo 1,00 | 1,96 | 392 GIG
rs250686 DAT1 A Recesivo 1,00 2,72 2,72 AIG
rs3808585 ADRA1A G Aditivo 1,00 1,59 3,17 G/IG
rs1042173 SLC6A4 C Dominante 1,00 2,01 2,01 C/IA
rs3787283 SNAP25 G Dominante 1,00 1,73 1,73 AIG
Riesgo individuo 309
Maximo riesgo 309

Riesgo relativo individuo 1

1

0 1
0= sujeto portador de ningln 1=sujeto homocigoto/heterocigoto
alelo de riesgo paratodoslos alelos de riesgo

Figura 68.- Representacion grafica del riesgo relativo obtenido para un individuo portador de
todos los alelos asociados a no normalizacion clinica de sintomatologia significativos tanto en el
test de alelos como en el de genotipos, su genotipo se describe en la Tabla 70. Este individuo
mostraria un riesgo relativo alto (el maximo riesgo) a no normalizacién de la sintomatologia tras
al menos dos afios de seguimiento.
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3.2.2. SUBTIPO DE TDAH

El segundo fenotipo asociado a TDAH que nos resulté interesante analizar para poder
determinar la diferente evolucion y/o respuesta a tratamiento de un paciente, es el subtipo de
TDAH al que pertenece. Una de las razones de que la comparacién genética entre subtipos sea
crucial es que la heterogeneidad en las manifestaciones clinicas y la subdivisién en distintos
subtipos estan actualmente en entredicho para la proxima version del DSM-V y podria sugerir
que dentro del diagnéstico de TDAH se estan incluyendo en la actualidad distintos procesos con
mecanismos patogénicos préximos pero diferentes. Asimismo se postula que gran parte de la
variabilidad del rasgo hiperactividad-impulsividad, en torno al 70-90%, se debe también a

factores genéticos (Herreros et al. 2002).

Sin embargo, en la revision llevada a cabo recientemente por Stergiakouli y Thapar,
postulan que es muy dificil afirmar si los subtipos descritos actualmente en el DSM-IV con
objetivos diagndsticos muestran diferencias genéticas entre ellos (Stergiakouli y Thapar 2010).
En la poblacién de estudio, se han hallado diferencias genéticas entre los diferentes subtipos
analizados, en las dos comparaciones realizadas. En el presente estudio, para analizar la posible
asociacion entre el fenotipo subtipo de TDAH vy los polimorfismos genotipados, se realizaron dos
tipos de comparaciones diferentes: el subtipo inatento frente a la suma del subtipo combinado e
hiperactivo/impulsivo y el subtipo combinado frente al resto. En el caso del subtipo
hiperactivo/impulsivo no habia un tamafio muestral suficiente como para compararlo de manera
individual con el resto. Aunque a priori el primero de los andlisis parece el mas Idgico, ya que el
subtipo inatento se ha postulado como el mas diferente al resto e incluso como un trastorno
diferente (Grizenko et al. 2010), ambos han dado resultados de asociaciones interesantes que

se van a discutir a continuacion.

. Comparacion Subtipo inatento vs resto
La comparacion del subtipo inatento frente al resto ha dado como resultado 10 SNPs
significativos en 9 genes en el test de alelos, 6 de los cuales mantienen la significacion en el test
de genotipos. Estos 6 genes pertenecen principalmente a las vias de la neurotransmision y
sefializacion celular (5HT y glutamato principalmente) y un gen implicado en el metabolismo,
estos genes son SULF2, TPH2, GRIN2A, KIAA1486, GRIK1 y GFODL1.

El gen SULF2 codifica la heparan sulfatasa 2. Los heparan sulfato proteoglicanos (HSPGs)
actian como correceptores de numerosos factores de crecimiento y citoquinas involucrados en
sefalizacién celular. SULF2 modula las propiedades de estos correceptores eliminando residuos
de sulfato, por ello, este gen es esencial en mamiferos para la supervivencia y el desarrollo.
SULF2 se encuentra cercano a una regién cromosémica asociada al autismo (Allen-Brady et al.
2009). Mas recientemente, un GWAS realizado por investigadores de la Universidad de Harvard

describio la asociacion del alelo G del SNP rs4810685 del gen SULF2 con el debut temprano de
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TDAH (Lasky-Su et al. 2008a). En nuestro estudio, el alelo G del SNP rs4810685 del gen SULF2
confiere un riesgo incrementado de subtipo inatento de TDAH (OR=1,57, p=0,01).

La proteina codificada por el gen TPH2 es una enzima que cataliza el primer paso, y paso
limitante, de la biosintesis de 5HT. La 5HT es una potente hormona y un neurotransmisor
asociado a numerosos trastornos psiquiatricos, neurologicos y afectivos. En el afio 2005 se
estableci6 la primera asociacion entre un SNP en el gen TPH2 y el TDAH (Sheehan et al. 2005).
Posteriormente, otros GWAS han confirmado esta asociacion (Lasky-Su et al. 2008b). Segun
nuestros resultados, el alelo G del SNP rs4565946 del gen TPH2 confiere un riesgo
incrementado de subtipo inatento de la TDAH (OR=1,52; p=0,02).

La via del glutamato parece una clara candidata a estar involucrada en el desarrollo del
TDAH ya que participa en la transmision sindptica en procesos motores y de memoria y
aprendizaje. Smalley y colaboradores describieron una asociacién de la regién cromosomica
16p13 con TDAH (Smalley et al. 2002), region en la que se localiza el gen GRIN2A, que codifica
la subunidad N2A del receptor ionotrépico del glutamato NMDA. Otro estudio posterior describio
la asociacion del gen GRIN2A especificamente con el TDAH (Turic et al. 2004). En este estudio
en poblacion caucéasica espafiola el alelo G del SNP rs8049651 del gen GRIN2A se asocia con
subtipo inatento del TDAH (OR=1,61, p=0,02).

El gen KIAA1486 codifica una proteina de funcion desconocida que se expresa en cerebro y
otros tejidos. Un GWAS describié la asociacién del alelo G del SNP rs1517484 del gen KIAA1486
con el debut temprano de TDAH (Lasky-Su et al. 2008a). En nuestro estudio, este mismo alelo
del SNP rs1517484 del gen KIAA1486 confiere un riesgo incrementado de subtipo inatento de la
TDAH (OR=1,51, p=0,02).

El gen GRIK1 codifica la subunidad 1 del receptor ionotrépico de glutamato. Los receptores
de glutamato son los receptores de neurotransmisores mas abundantes en el cerebro de los
mamiferos y se activan en una gran variedad de procesos neurofisiol6gicos. Este gen pertenece
a la familia de los receptores de glutamato de tipo kainato, los cuales estan compuestos por
cuatro subunidades y funcionan como canales de iones activados por ligando. Estudios previos
de asociacion sugieren que este gen esta asociado a epilepsia en la enfermedad de Parkinson,
en concreto la sefial de asociacién mas fuerte se observa en el marcador rs363512 (Lasky-Su et
al. 2008a). Este gen también se ha asociado con la esquizofrenia (Shibata et al. 2001) y con la
epilepsia idiopatica generalizada (Luccarini et al. 2007). En nuestro estudio, el alelo G del SNP
rs363512 que se localiza en una regién intrénica del gen GRIK1 se asocia con el subtipo inatento
del TDAH (OR=2,40, p=0,03).

El gen GFOD1 codifica el dominio 1 de una glucosa-fructosa oxirreductasa que se expresa

en cerebro y en otros tejidos. Esta proteina estd involucrada en el transporte de electrones en
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diversos procesos metabdlicos. Un metaandlisis ha descrito asociacion entre un QTL donde se
localiza el gen GFOD1, en concreto la sefial de asociacion mas fuerte se observa en el marcador
rs552655, y la esquizofrenia (Lewis et al. 2003). En nuestro estudio el alelo G del SNP rs552655
que se localiza en un intrén del gen GFOD1 se asocia al subtipo inatento de TDAH (OR=1,42,
p=0,05).

El resto de polimorfismos genotipados no mostrd asociacidon estadisticamente significativa
con el subtipo inatento de TDAH frente a los demas. En el andlisis de asociacion con el resto de
variables clinicas, el subtipo inatento parece estar asociado con la normalizacidn clinica de los
sintomas tras al menos dos afios de seguimiento, ausencia de antecedentes asociados a TDAH
(familiares, de fracaso escolar...) y con la buena respuesta a MTF. Que existan estas
asociaciones con las variables clinicas descritas ademas de con los polimorfismos genéticos
apoyaria la teoria de que el subtipo inatento se diferencia lo suficiente del resto como para
constituir trastornos diferentes y estaria en concordancia con los resultados publicados por

Grizenko y colaboradores (2010).

A pesar de las importantes asociaciones individuales encontradas, no se obtuvo ningin
modelo multivariante que conjugara las variables clinicas y los polimorfismos y cuya precision
fuese suficiente (AUC<0,75), por lo que esta aproximacion no fue exitosa. Del mismo modo que
en los casos anteriores, la susceptibilidad genética relativa de un individuo a presentar subtipo
inatento (lo que estaria relacionado con una mayor normalizacion clinica de los sintomas y una
mejor respuesta a MTF en la poblacién de estudio) se podria deducir en forma de producto de los
ORs individuales en base a los genotipos en los seis SNPs descritos, tal y como se muestra en la
Tabla 71. En la Figura 69 se representa graficamente el resultado del riesgo relativo para dicho

individuo.

No deberia olvidarse tanto al interpretar tanto los resultados de este analisis como los del
siguiente (en el que se compara al subtipo combinado frente al resto) que, aunque el subtipo
asignado a los pacientes es el subtipo resultante tras dos afios de evolucién y se supone que el
trastorno se ha estabilizado, esto no es siempre asi. Los comportamientos derivados de las
caracteristicas con las que se evalGan los subtipos (inatencién, hiperactividad e impulsividad) se
encuentran altamente influenciados por la edad del paciente, ya que no es infrecuente que un
nifio a lo largo de su evolucion pase de un subtipo a otro. Por ejemplo, es frecuente que un
paciente diagnosticado con TDAH con subtipo combinado evolucione a un subtipo
predominantemente impulsivo a medida que se desarrollan estrategias para focalizar su
atencion, o que con la edad remita el componente hiperactivo lo que hace que disminuyan el
ndmero de casos de subtipo combinado y aumente el de inatentos (Dafny y Yang 2006). Por ello
para futuros estudios seria interesante normalizar esta variable en funcién de la edad de los

pacientes, analizando por ejemplo las distintas variables en un rango estrecho de edad.
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Tabla 71.- Tabla que muestra como se calcularia la susceptibilidad genética relativa de un
individuo a presentar subtipo inatento, seguin los resultados que se han obtenido en el analisis
multicéntrico nacional con 399 muestras de pacientes de TDAH. Se indica el cédigo rs de cada
SNP, el gen al que pertenecen, el alelo de riesgo, el valor OR 0 (para el genotipo homocigoto
para el alelo que no es de riesgo), OR 1 (genotipo heterocigoto) y OR 2 (genotipo homocigoto
apra el alelo de riesgo) y el resultado de genotipado para el individuo. Solamente se han incluido
aquellos SNPs significativos tanto en el test de alelos como en el de genotipos y los valores de
OR se han obtenido del modelo de herencia mas parsimonioso en cada caso como se indica:
codominante, dominante, recesivo y aditivo. El maximo riesgo se calcula multiplicando los OR 2
(que el individuo posea todos los alelos de riesgo en homocigosis es el riesgo maximo).

rs4810685 SULF2 G Aditivo 1,00 1,62 3,24 GIA
rs4565946 TPH2 G Recesivo 1,00 1,00 2,17 G/IG
rs8049651 GRIN2A G Dominante 1,00 3,23 3,23 GIA
rs1517484 KIAA1486 G Recesivo 1,00 1,00 1,89 AIA
rs363512 GRIK1 G _ 1,00 2,56 _ AIG
rs552655 GFOD1 G Recesivo 1,00 1,00 2,17 G/IG
Riesgo individuo 63
Maximo riesgo 238
Riesgo relativo individuo 0,3
0,3
0 1

0= sujeto portador de ningun
alelo de riesgo

1=sujeto homocigoto/heterocigoto
paratodos los alelos de riesgo

Figura 69.- Representacién grafica del riesgo relativo obtenido para un individuo con los
genotipos que se describen en al Tabla 71 para los seis SNPs asociados con riesgo de subtipo
inatento de TDAH, significativos tanto en el test de alelos como en el de genotipos. Este individuo
mostraria un riesgo relativo bajo aunque cercano al limite establecido para el riesgo medio, a
pertenecer al subtipo inatento.

e Comparacién Subtipo Combinado vs Resto
En la segunda comparacion analizada en cuanto al subtipo, al realizar el andlisis del subtipo
combinado frente al resto, en el test de alelos se obtuvieron 11 SNPs en 11 genes diferentes que
mostraban asociacién significativa con este subtipo. Sélo cuatro de ellas mostraron también
significacién en el test de genotipos (SLC6A3, SLC1A3, GPC6 e ITGAE). Estos cuatro genes
pertencen a las vias de neurotransmision de la DA y el glutamato (transportadores de ambos) y a

mecanismos de crecimiento, divisién y adhesion celular.
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Como ya se ha comentado, el gen SLC6A3/DATL codifica un miembro de la familia de
transportadores, en concreto el de DA. La variante alélica C del SNP rs27072 de este gen se ha
asociado a un riesgo incrementado de hiperactividad, impulsividad y déficit de atencién en un
estudio realizado con gemelos (Ouellet-Morin et al. 2008) y en nuestro estudio, este mismo alelo
se ha asociado a un riesgo incrementado de no normalizacion clinica (OR=1,75; p = 0,01). En lo
gue respecta al subtipo de TDAH, nuestros datos muestran una asociacién entre el alelo C del
SNP rs27072 y un riesgo incrementado de desarrollar el subtipo combinado de TDAH frente al
resto de subtipos (OR=1,91; p<0,01).

El gen SLC1A3 da lugar a otro transportador, en este caso el transportador de glutamato
glial de alta afinidad. Este transportador es esencial para terminar la accién post-sinaptica, ya
gue se encarga de eliminar el glutamato liberado al espacio sinaptico. La proteina SLC1A3 se
expresa en cerebelo, cortex frontal, hipocampo y ganglios basales, y se han descrito episodios
de ataxia, apoplejia y migrafia asociados a defectos en esta proteina. Un reciente GWAS de
TDAH ha identificado sefiales de asociaciéon nominal en SNPs localizados en el gen SLC1A3
(Elia et al. 2009c). Ademas, en un estudio previo realizado en el Reino Unido con 299 familias
afectadas de TDAH, se encontré asociacién entre el alelo A del SNP rs2269272 del gen SLC1A3
y la enfermedad (Turic et al. 2005). En nuestro estudio el alelo A del SNP rs2269272 confiere un
riesgo incrementado de desarrollar el subtipo combinado de TDAH (OR=1,84; p=0,01).

El gen GPC6 codifica la proteina glypican 6, un tipo de heparan sulfato proteoglicano de
membrana, anclado a glicosil fosfatidil inositol (GP1), e implicado en el control del crecimiento y
de la divisidn celular. El glypican 6 es un potencial receptor de membrana para factores de
crecimiento y se ha relacionado con varios tipos de cancer. En un GWAS realizado con 343
pacientes TDAH de origen aleman y 250 controles, el SNP rs7995215 situado en el gen GPC6 se
encontrd asociado muy significativamente al riesgo de TDAH (Lesch et al. 2008). Se desconoce
el papel de esta proteina en el origen o evolucion de la enfermedad. Sin embargo, en
concordancia con el GWAS, en nuestro estudio el alelo A se asocia a un mayor riesgo de
desarrollar el subtipo combinado de TDAH (OR=1,57; p<0,01).

El gen ITGAE codifica la integrina alfa E. Las integrinas son proteinas integrales de
membrana, heterodiméricas, que participan en procesos de adhesion celular. Al igual que en el
caso del glypican 6, se desconoce el papel de esta proteina en el origen o evolucion del TDAH,
pero el SNP rs220470 localizado en el gen GP C6 se encontr6 asociado muy significativamente al
riesgo de TDAH en el GWAS aleman (Lesch et al. 2008). En esa misma linea, nuestros
resultados sugieren que el alelo G del SNP rs220470 tienen una probabilidad incrementada de
desarrollar el subtipo combinado de TDAH (OR=1,60; p = 0,01).

Con el resto de polimorfismos genotipados no se ha encontrado asociacién significativa,

pero si con las mismas variables clinicas que en el caso del subtipo inatento pero la asociacion
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en sentido contrario, como es légico. El subtipo combinado se encuentra estrechamente
relacionado con una mayor no normalizacién clinica de los sintomas tras al menos dos afios de
seguimiento, con la presencia de antecedentes personales asociados a TDAH y con una peor

respuesta a tratamiento.

La aproximacion de modelo multivariante tampoco fue exitosa en esta comparacion, ya que
el modelo obtenido no mostraba precision suficiente, definida como AUC<0,75. Sin embargo la
susceptibilidad genética (riesgo relativo) de un individuo a presentar subtipo combinado podria

calcularse como se describe en la Tabla 72 y como se representa graficamente en la Figura 70.

Existen estudios (Short 2007, Baeyens 2006 y Stawicki 2006) que afirman que los diferentes
subtipos reflejan diferencias cuantitativas en severidad pero no cualitativas y se apoyan en el
hecho de que la mayoria de nifios cambian de subtipo al menos dos veces en ocho afios.
Relacionado con estas opiniones esta la nueva corriente de pensamiento que defiende un TDAH
dimensional (Toplak 2009) en el que se enfoca como un trastorno Unico con dos dimensiones de
falta de atencion e hiperactividad en vez de los subtipos categdricos tradicionales. Los sintomas
estarian presentes en grados diferentes pero en un continuo. Este es el planteamiento que
defiende Bauermeister entre otros para clasificar el TDAH en la nueva edicion del Manual
Diagnéstico DSMV, que tiene prevista su publicacién en el afio 2013, apoyandose en la evidencia
transcultural de la validez de estas dos dimensiones en 15 estudios publicados (Bauermeister

2010). Han sido propuestos varios cambios, entre ellos:

1) Mantener los sintomas actuales pero cambiar el concepto de subtipos a dimensiones
sintomatoloégicas,
2) Mantener como TDAH solamente al subtipo combinado y renombrar los subtipos

déficit de atencidn e hiperactividad como nuevos trastornos,

3) Incluir mayor nimero de sintomas de impulsividad,

4) Aumentar la edad de inicio de los sintomas hasta los 12 afios,

5) Especificacion del trastorno en adultos,

6) Que el trastorno generalizado del desarrollo o el espectro autista dejen de ser

criterios excluyentes.

Aungque de momento no haya consenso sobre la clasificacion en subtipos o dimensionales,
las Vias que parecen estar asociadas con esta sintomatologia diferencial (Ilamense subtipos de
TDAH o trastornos diferentes) son las clasicas de neurotransmisién dopaminérgica (DATL),
serotonérgica (TPH2) y glutamatérgica (GRIN2A, GRIK1 y SLC1A3) pero también otras vias de
reciente asociacion como son la adhesion, sefializacion y divisién celular (ITGAE, GPCS,
SULF2), ademas del metabolismo (GFOD1).
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Tabla 72.- Tabla que muestra como se calcularia la susceptibilidad genética relativa de un
individuo a presentar subtipo combinado, segun los resultados que se han obtenido en el andlisis
multicéntrico nacional con 399 muestras de pacientes de TDAH. El color rojo indica la presencia
del alelo de riesgo. Se indica el codigo rs de cada SNP, el gen al que pertenecen, el alelo de
riesgo, el valor OR 0 (para el genotipo homocigoto para el alelo que no es de riesgo), OR 1
(genotipo heterocigoto) y OR 2 (genotipo homocigoto para el alelo de riesgo) y el resultado de
genotipado para el individuo. Solamente se han incluido aquellos SNPs significativos tanto en el
test de alelos como en el de genotipos y los valores de OR se han obtenido del modelo de
herencia méas parsimonioso en cada caso como se indica: codominante, dominante, recesivo y
aditivo. EI maximo riesgo se calcula multiplicando los OR 2 (que el individuo posea todos los
alelos de riesgo en homocigosis es el riesgo maximo).

rs27072 SLC6A3 C Recesivo 1,00 1,00 3,75 C/iC
rs2269272 SLC6A3 A Aditivo 1,00 1,71 3,42 A/IA
rs7995215 GPC6 A Aditivo 1,00 1,54 3,08 AIG
rs220470 ITGAE G Aditivo 1,00 1,67 3,33 AIG
Riesgo individuo 33
Maximo riesgo 132
Riesgo relativo individuo 0,3
0,3
0 1
O=sujeto portador de ningun 1=sujeto homocigoto/heterocigotc
alelo de riesgo para tododos alelos de riesgo

Figura 70.- Representacién grafica del riesgo relativo obtenido para el individuo cuyo genotipo
para los SNPs asociados a riesgo de subtipo combinado de TDAH significativos tanto en el test
de alelos como en el de genotipos, se describe en la Tabla 72. Este individuo mostraria un riesgo
relativo bajo (pero cercano a medio) a pertenecer al subtipo combinado.

3.2.3. SEVERIDAD

El tercer fenotipo que se ha analizado es el de la severidad de los sintomas calculado segun
la escala ICG evaluada por el investigador, ya que parecia ser un factor importante en la
evolucion de los pacientes y estrechamente relacionado con la normalizacién clinica de los
sintomas. En el test de alelos se obtuvieron siete SNPs que mostraban asociacion significativa
con el fenotipo en siete genes diferentes, pero sélo tres de ellas se confirmaron también en el
test de genotipos. Sdélo uno de ellos pertenece a una de las vias clasicamente asociadas con el
TDAH, como es la de neurotransmision del glutamato (GRIN2B); los otros dos son de reciente

asociacion y aun se desconoce si se trata de asociaciones directas o indirectas, ya que la
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implicacién de una peptidasa de la membrana interna mitocondrial y del colageno con el

conocimiento actual que se dispone acerca del TDAH es dificil de explicar (ADAMTS2, IMMP2L).

El gen ADAMTS2 codifica una proteina con actividad desintegrina y metaloproteinasa, que
se encarga de romper N-pro-péptidos de los colagenos |, Il y V, para que puedan formar
posteriormente las estructuras fibrilares tipicas del colageno. También es probable que la
proteina participe en el desarrollo embrionario. EI SNP rs10039254, junto con otros 3 SNPs
localizados todos en regiones intronicas del gen ADAMTS 2, se ha asociado con la edad de debut
del TDAH en un GWAS (Lasky-Su et al. 2008a). Sin embargo, no existen publicaciones previas o
datos biolégicos que permitan establecer una hipétesis sencilla sobre el papel de este gen en la
etiologia del TDAH. También se desconoce si este gen juega un papel directo en la enfermedad,
o0 si bien la sefial de asociacién detectada en el SNP rs10039254 es debida a LD con otros SNPs
localizados en genes que tienen una relacidon causal con el TDAH. En cualquier caso, en
concordancia con el GWAS, nuestro estudio también revel6 una asociacién significativa entre el
alelo A del SNP rs10039254 y la severidad del TDAH, en base a la escala ICG (OR=1,53;
p=0,04).

La proteina codificada por el gen IMMP2L forma parte del complejo peptidasa de la
membrana interna mitocondrial (IMP) que da lugar, mediante proteolisis, a proteinas maduras y
activas. El gen IMMP2L se localiza dentro del locus 7922 AUTS1 de riesgo de autismo y se han
identificado polimorfismos en este gen asociados a TDAH, autismo, esquizofrenia y sindrome de
Tourette (Elia et al. 2009c). En concreto, el SNP rs6968385 se ha asociado a edad de debut
temprana del TDAH en un GWAS (Franke et al. 2009, Lasky-Su et al. 2008a). En nuestro
estudio, el alelo A del SNPs rs6968385 se asocia con sintomas mas severos de su enfermedad
(OR=1,64; p = 0,01).

El gen GRIN2B da lugar a la subunidad N2B del receptor ionotropico NMDA del glutamato.
El receptor GRIN2B parece ser responsable de aumentar la eficiencia de la transmisién sinaptica
en procesos relacionados con la memoria y el aprendizaje. Un estudio sobre SNPs relacionados
con el TDAH, el trastorno de la conducta (CD) y el trastorno de oposicion desafiante (ODD),
establecié asociacion entre un polimorfismo del gen GRIN2B y estos trastornos. Ademas, este
polimorfismo fue incluido en un modelo multivariante para explicar el CD y el ODD (Comings et
al. 2000a). Més recientemente, un estudio canadiense realizado en 205 familias con miembros
afectos de TDAH identificod 3 SNPs (rs2268115, rs2284411 y rs2284407) localizados en el intrén
3 del gen GRIN2B asociados con la enfermedad (Dorval et al. 2007). Aungque la sefal de
asociaciéon mas intensa fue detectada en el SNP rs2284411 (p=0,005), observaron una
asociacion significativa del alelo A del SNP rs2268115 con el TDAH (p = 0,02) y con la presencia
de sintomas inatento e hiperactivo/impulsivo, pero no con sintomas cognitivos de memoria
verbal. Nuestros resultados sugieren que el alelo A del SNP rs2268115 confiere una probabilidad

incrementada de desarrollar sintomas severos de su enfermedad (OR=1,59; p = 0,01).
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El resto de los polimorfismos genotipados no mostraron asociacién significativa con la
seweridad de los sintomas aunque se encontré asociacion con dos de las variables clinicas
analizadas. Se encontrd asociacion en la poblacion estudiada entre la severidad, la presencia de
comorbilidades y la no normalizacion clinica de los sintomas. Ambas variables, la seweridad y
normalizacion clinica de los sintomas se refieren en realidad al mismo hecho, a la sintomatologia
del TDAH. La diferencia es que la primera de ellas esta evaluada por el clinico segun la escala
ICG y la segunda por el paciente o tutor legal en el caso de menores. Por ello, parece légico
pensar que ambas estén relacionadas. Sin embargo, ni el nimero de pacientes comparados en
cada analisis (severos n=270 y leves n=83 frente a normalizacion n=210 y no normalizacion
n=144) ni los polimorfismos asociados de forma significativa coinciden. Este hecho hace
necesario analizar ambas variables por separado, ya que parecen aportar informaciones
diferentes y complementarias acerca de la evolucién de la sintomatologia de un paciente, una
evaluada por el clinico y la otra por los padres o el propio paciente. Ello que indicaria que existe
una diferencia en la percepcién de la sintomatologia segin quién sea el evaluador y por lo tanto

un importante sesgo que podria afectar a los resultados de asociacion.

El analisis multivariante por el contrario, no mostré ningiin modelo con precision suficiente
(AUC<0,75), por lo que se propone calcular la susceptibilidad genética de un individuo a
presentar una mayor severidad sintomatolégica de TDAH (ICG>3), como en los casos anteriores,
con los tres SNPs que mostraron asociacion significativa tanto en el test de alelos como en el de
genotipos, como se decribe en la Tabla 73, el riesgo relativo resultante se ha representado

graficamente y se muestra en la Figura 71.

Tabla 73.- Tabla que muestra como se calcularia la susceptibilidad genética de un individuo a
presentar mayor severidad de la sintomatologia del TDAH, entendida como ICG>3 tras al menos
dos afios de seguimiento y tratamiento, segun los resultados que se han obtenido en el andlisis
multicéntrico nacional con 399 muestras de pacientes de TDAH. El color rojo indica la presencia
del alelo de riesgo. Se indica el cédigo rs de cada SNP, el gen al que pertenecen, el alelo de
riesgo, el valor OR 0 (para el genotipo homocigoto para el alelo que no es de riesgo), OR 1
(genotipo heterocigoto) y OR 2 (genotipo homocigoto apra el alelo de riesgo) y el resultado de
genotipado para el individuo. Solamente se han incluido aquellos SNPs significativos tanto en el
test de alelos como en el de genotipos y los valores de OR se han obtenido del modelo de
herencia mas parsimonioso en cada caso como se indica: codominante, dominante, recesivo y
aditivo. EI maximo riesgo se calcula multiplicando los OR 2 (que el individuo posea todos los
alelos de riesgo en homocigosis es el riesgo maximo).

rs10039254 AD AMTS2 A Recesivo 1,00 1,00 3,06 A/A
rs6968385 IMMP2L A Aditivo 1,00 1,60 3,2 G/A
rs2268115 GRIN2B A Recesivo 1,00 1,00 2,22 A/A
Riesgo individuo 11

Méaximo riesgo 22

Riesgo relativo individuo 0,5
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0 1
0= sujeto portador de ningun 1=sujeto homocigoto/heterocigoto
alelo de riesgo paratodoslos alelos de riesgo

Figura 71.- Representacion grafica del riesgo relativo obtenido para el individuo cuyos genotipos
para los SNPs asociados a riesgo de mayor severidad de TDAH, significativos tanto en el test de
alelos como en el de genotipos, se describen en la Tabla 73. Este individuo mostraria un riesgo
relativo medio a padecer un TDAH severo.

3.2.4. COMORBILIDAD

La presencia o ausencia de comorbilidades es un factor determinante a la hora de evaluar la
respuesta a tratamiento del TDAH, ya que en torno al 30% de los pacientes de TDAH las
presenta, lo que empeora su prondstico de evolucion. Ademas, el 47% de los individuos con
comorbilidad muestra mas de un trastorno comaorbido (Artigas-Pallarés 2003; Shaw et al. 2007a),
siendo estos trastornos en ocasiones mas incapacitantes que el propio TDAH y siempre de suma
importancia para el tratamiento y evolucion del paciente, ya que requieren una atencién especial
(Diaz Atienza J. 2006). Un ejemplo de ello es el resultado que obtuvieron Jensen y colaboradores
en el estudio de tratamiento multimodal de TDAH que llevaron a cabo, estos autorescomprobaron
la superior eficacia del MTF, en prescripcion adecuada sobre cualquier otra medida, excepto en
el subgrupo comérbido con trastornos emocionales, donde encontraron que la eficacia era
comparable a la de la terapia cognitivo-conductual (Jensen et al. 2001). Diaz-Atienza postula que
si fuésemos capaces de delimitar claramente en cada paciente sus dificultades especificas y
“sobreafiadidas” al TDAH e implementar una intervencién individualizada, su evolucion mejoraria
notablemente (Diaz Atienza J. 2006). Estudios con gemelos han encontrado de hecho, que los
sintomas de TDAH y de autismo comparten un riesgo heredado comudn (en la préxima version del
manual diagnoéstico DSM-V probablemente el autismo sera eliminado como criterio excluyente de
TDAH) (Ronald et al. 2008). Si dispusiéramos del suficiente tamafio muestral en cada una de las
comorbilidades descritas, seria de gran interés poder analizar si existen variantes asociadas no
so6lo a la presencia de comorbilidades si no a cada una de ellas en concreto, pero por el

momento no es posible tal andlisis.

Por todo ello, se planted el analisis de asociacién entre los polimorfismos genotipados y la
variable clinica presencia/ausencia de comorbilidades. En el test de alelos se obtuvieron siete
SNPs que mostraban asociacién significativa en cuatro genes y el locus LOC728594 que codifica
para una proteina hipotética. En el posterior test de genotipos solamente se confirmaron dos
asociaciones, las correspondientes a los genes DBH y NTF3 ambos implicados en procesos
neuronales como son la transmision de sefiales neuronales y la diferenciacidon de estas células

altamente especializadas.
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Como se ha comentado anteriormente, la proteina dopamina (3 hidroxilasa codificada por el
gen DBH est4 presente en las vesiculas sinapticas de neuronas postganglionares del sistema
simpético y se encarga de convertir la DA en NA. Tanto el gen en general como el SNP con
codigo rs2519152 se han asociado con el TDAH en numerosas publicaciones (Daly et al. 1999;
Elia y Devoto 2007; Kirley et al. 2002; Roman et al. 2002; Tang et al. 2006) incluso en un GWAS
(Lasky-Su et al. 2008b). En nuestro estudio el alelo A del SNP rs2519152 confiere un mayor
riesgo de desarrollar comorbilidad (OR=1,41; p = 0,03) ademas de presentar asociacion con la no
normalizacion clinica de los sintomas (p=0,04), lo que podria estar interrelacionado entre si, ya
gue ambas variables clinicas también muestran una asociacién estadisticamente significativa

entre si.

El gen NTF3 codifica la neurotrofina 3, una proteina que controla la supervivencia y la
diferenciacion neuronal en mamiferos. Un estudio realizado en poblacion espafiola con 546
pacientes TDAH y 546 controles emparejados por sexo, demostré que los sujetos portadores del
alelo A del SNP rs7956189 del gen NTF3 tenian un riesgo incrementado de sufrir TDAH, incluso
después de estratificar a los pacientes por subtipo de TDAH (Ribases et al. 2009h). La
asociacion entre el alelo A de este SNP y el TDAH fue confirmada posteriormente en una cohorte
de adultos (Conner et al. 2008).

En concordancia con estos resultados, nuestro estudio indica que el alelo A del SNP
rs7956189 y el alelo G del SNP rs6489630 confieren un riesgo incrementado de comorbilidad
(OR=1,78y 1,53 respectivamente; p=0,01 y 0,03 respectivamente).

En los andlisis de asociacién univariante de las variables clinicas se encontrd asociacion
estadisticamente significativa entre la presencia de comorbilidades y un fenotipo de TDAH mas
severo y una no normalizacion clinica de los sintomas en la poblacién estudiada. Esto estaria
apoyando lo descrito en la literatura, ya que se ha descrito que la presencia de comorbilidades en
el TDAH implicaria una peor evolucién de la sintomatologia de TDAH y un tratamiento mas
complejo y especifico del trastorno (Diaz Atienza 2006). Ambas variables con las que se asocia
la comorbilidad, estdn ademas asociadas entre si (severidad y no normalizacién asociadas entre
si). A pesar de que en la literatura también se ha descrito una asociacion entre la presencia y
variedad de comorbilidades con el subtipo combinado de TDAH (Diaz Atienza 2006), en nuestra

poblacion no se ha replicado dicha asociacion.

La aproximacién de modelo multivariante tampoco fue exitosa en esta comparacién
incluyendo los polimorfismos y las variables clinicas, ya que el modelo obtenido no mostraba
precicisén suficiente, siendo su AUC<0,75. Sin embargo, la susceptibilidad genética de un
individuo a presentar comorbilidades (una o mas) podria calcularse al igual que en el resto de
fenotipos, como el producto de los ORs individuales que aporta cada genotipo, como se decribe

en la Tabla 74, el riesgo relativo obtenido se representa graficamente en la Figura 72.
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Tabla 74.- Tabla que muestra cémo se calcularia la susceptibilidad genética de un individuo a
presentar comorbilidades (al menos una), tras al menos dos afios de seguimiento desde el
diagndstico, segun los resultados de asociacion que se han obtenido en el andlisis multicéntrico
nacional con 399 muestras de pacientes de TDAH. El color rojo indica la presencia del alelo de
riesgo. Se indica el cédigo rs de cada SNP, el gen al que pertenecen, el alelo de riesgo, el valor
OR 0 (para el genotipo homocigoto para el alelo que no es de riesgo), OR 1 (genotipo
heterocigoto) y OR 2 (genotipo homocigoto apra el alelo de riesgo) y el resultado de genotipado
para el individuo. Solamente se han incluido aquellos SNPs significativos tanto en el test de
alelos como en el de genotipos y los valores de OR se han obtenido del modelo de herencia méas
parsimonioso en cada caso como se indica: codominante, dominante, recesivo y aditivo. El
maximo riesgo se calcula multiplicando los OR 2 (que el individuo posea todos los alelos de
riesgo en homocigosis es el riesgo maximo).

rs7956189 NTF3 A Aditivo 1,00 1,79 3,57 AIG
rs2519152 DBH A Dominante 1,00 2,27 2,27 AIG
Riesgo individuo 4
Méaximo riesgo 8
Riesgo relativo individuo 0,5
0,5

v

0 1
0= sujeto portador de ningun 1=sujeto homocigoto/heterocigoto
alelo de riesgo para todoslos alelos de riesgo

Figura 72.- Representacion grafica del riesgo relativo obtenido para un individuo heterocigoto
para los dos SNPs asociados con la presencia de comorbilidades, significativos tanto en el test
de alelos como en el de genotipos, que se describen en la Tabla 73. Este individuo mostraria un
riesgo relativo medio a presentar uno o mas trastornos comorbidos al TDAH.

3.3. RESPUESTA A ATOMOXETINA (ATX)

La atomoxetina (ATX) es el primer farmaco no estimulante aprobado para el tratamiento del
TDAH en nifios, adolescentes y adultos. Es metabolizada por el citocromo CYP2D6. Se conoce
gue existen un gran numero de variantes alélicas en el gen que codifica para el CYP2D6, que
hace que su actividad enzimética sea extremadamente variable (Ring et al. 2002). Se ha descrito
gue los metabolizadores pobres muestran una mayor mejoria en los sintomas de TDAH que los
metabolizadores extensivos, probablemente debido a las mayores concentraciones plasmaticas
del farmaco y es mas probable que continien con la terapia que el resto de individuos (Steiny
McGough 2008). Sin embargo, también muestran tasas mas altas de descenso de apetito,

insomnio y variaciones en la presién sanguinea.
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Contradiciendo lo anteriormente descrito, en el andlisis univariante de asociacion con los
fenotipos metabolizadores obtenidos a partir del genotipado del CYP2D6 que se ha realizado en
este estudio, no se han encontrado asociaciones estadisticamente significativas. Se analiz6 si
existia asociacién entre el fenotipo metabolizador del CYP2D6 y la respuesta a ATX calculada en
funcién de si existia o no normalizacion clinica de los sintomas, comparando los distintos tipos de
metabolizadores entre si. Los cuatro tipos de metabolizadores (ultrarrapidos, normales,
intermedios y lentos) y las frecuencias obtenidas de cada uno de ellos se ajustan a lo descrito
bibliograficamente. Las muestras genotipadas fueron solamente 58 (ya que eran los Unicos
pacientes que habian recibido ATX como tratamiento), por lo que esta falta de significacién
podria ser explicada por el pequefio tamafio muestral, puesto que en alguno de los grupos que

se compararon habia Gnicamente 11 individuos.

Al realizar el andlisis univariante entre la respuesta a ATX y las variables clinicas
presencia/ausencia de comorbilidades y antecedentes asociados a TDAH y subtipo de TDAH,
tampoco se encontré asociacién significativa entre ninguna de ellas, lo que podria ser debido

también al bajo nimero de muestras incluidas en el analisis.

Seria interesante poder realizar de nuevo esta parte del estudio incluyendo un mayor
ndamero de muestras, adem@s se podrian normalizar los datos en funcién de las dosis recibidas si
se dispusiera de esta informacion. Los estudios de farmacogenética del TDAH tradicionalmente
se han centrado en los genes de las vias catecolaminérgicas y en la respuesta a MTF. Sin
embargo, los esfuerzos futuros deberian encaminarse a examinar un rango mas amplio tanto de
farmacos estimulantes como no estimulantes (Stein y McGough 2008). Del mismo modo, podria
ser de gran interés realizar un estudio prospectivo en el que se controlen ademas ciertas
variables que pudieran distorsionar el resultado del test de asociacion, como son la adherencia

real al tratamiento, la aparicion de efectos secundarios, el periodo de toma del medicamento, etc.

3.4. RESPUESTA A METILFENIDATO (MTF)

El MTF es el tratamiento estimulante més utilizado actualmente en el tratamiento del TDAH,
y a pesar de su demostrada eficacia para tratar la sintomatologia asociada a este trastorno, un
20 % de los pacientes no responde adecuadamente, bien porque la evolucidn de los sintomas no
es la adecuada, bien porque los efectos secundarios que se producen superan a los beneficios
obtenidos. Es en estos casos se recurre a otro tipo de medicacion. Mediante la técnica de ensayo
y error se utilizan una serie de farmacos alternativos. Incluso entre los que responden
favorablemente a la medicacion, existe una gran variabilidad interindividual en la dosis 6ptima,
duracion del efecto y tolerabilidad. En este estudio se planted si mediante el genotipado de

ciertos polimorfismos, previamente asociados en la literatura con la respuesta a este estimulante
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del SNC, se podria determinar si un individuo iba a responder bien o mal sin necesidad de

administrarle el farmaco.

Para evaluar la respuesta a MTF se ha considerado la buena o mala respuesta a MTF en
funcion de la normalizacién clinica de los sintomas. Se consider6 buena respuesta si existia
normalizacion clinica de los sintomas y mala respuesta en ausencia de dicha normalizacién, para
todos los sujetos que en el momento de inclusion de muestras al estudios (momento final)
estaban tratados con MTF. Se han considerado como malos respondedores a MTF todos los
sujetos que habian sido tratados con MTF anteriormente y se les habia cambiado el tratamiento y

aquellos sujetos que ademas de MTF necesitan ser tratados con algun otro farmaco.

Se realiz6 un test de alelos con SNPs y reordenamientos en el que se compard buena
(n=167) vs mala respuesta (n=198) en funcion de si existia normalizacion clinica de los sintomas
como se ha descrito, pero no se obtuvo ninguna asociacion estadisticamente significativa a pesar
de contar con polimorfismos suficientemente referenciados en la bibliografia como asociados a la
respuesta a MTF, como son DAT1 y DRD4 (Cheon et al. 2005; Kim et al. 2005; Kirley et al.
2003; Kooij et al. 2007; Leddy et al. 2009; McGough et al. 2009; Roman et al. 2002; Stein et al.
2005; van der Meulen et al. 2005; Mick et al. 2006; Winsberg y Comings 1999; Zeni et al. 2007;
Contini et al. 2010; Froehlich et al. 2010; Kieling et al. 2010; Szobot et al. 2010) y el resto de

polimorfismos incluidos en menor medida.

Este hecho puede ser debido a las caracteristicas propias de este experimento 0 a que
realmente no exista asociacién entre los polimorfismos y la respuesta a MTF en la poblacion de
estudio (espafiola), ya que los estudios publicados han sido realizados en poblaciones de origen
étnico diferente. Con las caracteristicas propias del experimento se hace referencia al hecho de
que por tratarse de un estudio retrospectivo no se han podido controlar ciertas variables que

podrian estar enmascarando los resultados, como son principalmente:

a) lafalta de informacién sobre las dosis recibidas, el periodo de tratamiento y la adherencia
al mismo,

b) en la mayoria de individuos se desconoce si a los pacientes se les ha cambiado de
tratamiento por no mejoria sintomatolégica o por aparicion de efectos secundarios,

C) no existe una poblacién de pacientes “naive” (pacientes que no han recibido tratamiento)
para realizar las comparaciones, ya que no seria una préactica ética no tratar a un

paciente con TDAH.

La hipétesis de que en realidad no existe asociacion entre los polimorfismos analizados y la
poblacién de estudio podria estar apoyada por la gran controversia existente en relacion a los
alelos asociados en los diferentes genes. Por ejemplo con la repeticion en tandem (VNTR) de la

region 3’'UTR del gen DATL, uno de los mas ampliamente estudiados por su posible asociacién
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con la respuesta a MTF, se obtienen resultados contradictorios. En varios estudios se ha
asociado la variante de 10-R (480 pb) a no-respondedores (Cheon et al. 2005; Roman et al.
2002); mientras que en otros estudios asocian la posesion de uno o dos alelos de 10-R con una
mayor mejoria de los sintomas tras recibir MTF (Kirley et al. 2003; Stein et al. 2005). Por el
contrario, otros autores no encontraron asociacion entre esta VNTR y la respuesta a MTF (Kim et
al. 2005; McGough et al. 2009; van der Meulen et al. 2005; Contini et al. 2010a). Si bien es cierto
gue el tamafio muestral (y por tanto la potencia estadistica), la edad y el origen étnico de las
poblaciones varian entre los diferentes estudios, esta asociacion esta lejos de ser concluyente.
Lo mismo ocurre en el caso del gen DRD4 (Froehlich et al. 2010) y en el caso del resto de

polimorfismos analizados la informacion disponible es aun escasa.

Por el contrario, se ha observado una mejor respuesta a MTF del subtipo inatento versus al
subtipo hiperactivo/impulsivo o combinado, siendo los porcentajes de respuesta del 61,2%, 40%,
y 40,4%, respectivamente. Este resultado discrepa con el estudio descrito por Solanto y
colaboradores en el que no encontraban diferencias estadisticamente significativas en la
respuesta a MTF entre los subtipos mas frecuentes, subtipos inatento y combinado (Solanto et al.
2009) El estudio realizado por Solanto y colaboradores es el primer estudio que recluta
exclusivamente nifios diagnosticados de TDAH que no habian sido tratados farmacolégicamente
previamente con el objetivo de analizar las diferencias en la respuesta a MTF segun el subtipo de
la enfermedad. También discrepa con los resultados que recientemente han encontrado con
modelos animales de los subtipos inatento (rata WKY/NCrl Wistar Kyoto) y combinado (rata
hipertensiva SHR/NCrl) tratados con MTF. El modelo animal de subtipo combinado en respuesta
al tratamiento con MTF reduce significativamente mas sus niweles de transportadores de
dopamina (DAT) que el modelo de subtipo inatento. Siendo, ademas, la reduccion de los niveles

de DAT mas efectiva si se realiza antes de la pubertad (Roessner et al. 2010).

Se obtuvo una asociacion significativa entre la variable clinica respuesta a MTF y subtipo de
TDAH, tanto al comparar al subtipo inatento frente al resto como al combinado frente al resto.
Con el hiperactivo no se obtuvo asociacién probablemente debido a que el nimero de pacientes
de este subtipo es muy inferior a la del resto y que la mayor diferencia en respuesta a MTF se

encuentra entre el subtipo inatento y combinado.

Por otro lado, no se encontré ninguna asociacion estadisticamente significativa al comparar
a la poblacién tratada unicamente con MTF frente a la tratada con MTF y algun otro farmaco.
Esto podria ser debido a que la opcion MTF més algun otro farmaco esté incluyendo una gran
variedad de farmacos muy distintos entre si, ademas de que, como se ha mencionado
anteriormente, no ha sido posible normalizar los datos en funcion de las dosis recibidas.
Asimismo la eleccién de un segundo o tercer farmaco para el tratamiento del TDAH no deja de
ser una eleccién mas o menos subjetiva del clinico que puede estar mas o menos familiarizado

con un tipo de tratamiento frente a otro o mas sensibilizado con una patologia comérbida que con
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otra y puede influir en su eleccién del tratamiento. Lo que el presente estudio refleja es que no
existe una diferencia significativa en el genotipo de los individuos que reciben solamente MTF
frente a los que ademas necesitan ser tratado con algun otro medicamento en la poblacion
analizada. De la misma forma no se encontrd asociacion entre la buena/mala respuesta a MTF y
la presencia/ausencia comorbilidades o la presencia/ausencia de antecedentes personales

asociados a TDAH vs respuesta a MTF.

Seria de gran interés, como se ha comentado en el caso de la respuesta a ATX, poder llevar a
cabo un estudio prospectivo en el que se controlen muy bien las variables que se han
mencionado (dosis, periodo de tratamiento, adherencia, mejora sintomatologica y efectos
secundarios) para determinar si se replican o se descartan las asociaciones descritas en
poblacién espafiola ya que en este estudio no se han confirmado. Respecto a este tema y
aungue la mayor parte de estudios sobre la farmacogenética del TDAH se han centrado en
buscar predictores genéticos de la mejoria de los sintomas, una aplicacion clinica méas practicay
que no deberia relegarse a un segundo plano es la prediccién de la aparicion de efectos
secundarios y tolerabilidad a la medicacién (Stein y Mc Gough 2008). En el afio 2009, en la
Conferencia sobre Genética Molecular celebrada en Bruselas, se establecieron una serie de
principios a tener en cuenta para llevar a cabo futuros estudios sobre la farmacogenética del
TDAH con la idea de realizar este tipo de estudios de forma mas uniforme y reglada. Entre estos
principios se incluia: que los estudios futuros sean metodolégicamente rigurosos (al eatorizados y
controlados con placebo), que la respuesta se mida de formas diferentes y en distintos puntos de
tiempo, que se mida tanto la mejoria de sintomas como la aparicion de efectos secundarios, que
se examinen multiples genes, que el tamafio muestral sea suficiente y que se lleven a cabo los

controles de genotipado necesarios, entre otros (Stein y McGough 2008).

Una indicacion de mayor predisposicion de efectos secundarios podria ayudar al clinico con
la eleccion del farmaco idéneo, ademas de poder ajustar el farmaco y la dosis a cada paciente de
forma personalizada por lo que seria un enfoque posible para un futuro estudio. En resumen, en
el futuro del TDAH se espera una mejor prediccion de tratamiento farmacoldgico basado en las
caracteristicas genéticas del individuo, no sera necesario probar tantos medicamentos diferentes
y dosis y ademas existirdn nuevos farmacos que actlen sobre otras vias y mas sofisticados, que
no produzcan tantos efectos secundarios. Los resultados obtenidos en este estudio, contribuyen

a estos avances pero no son concluyentes en la respuesta farmacolégica directa.
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3.5. RESUMEN VARIABLES ASOCIADAS

La gran cantidad de vias que han mostrado asociacion estadisticamente significativa con las
distintas variables de estudio confirma la gran heterogeneidad subyacente al diagndstico de
TDAH y del mismo modo, la gran complejidad para el estudio y clasificacion de los pacientes
diaghosticados con dicho trastorno. En la Tabla 75 se muestran todos los genes/locus que se
han asociado en este trabajo con las distintas variables, agrupados segun las funciones

biologicas en las que estan implicados.

Tabla 75.- Tabla resumen que recoge los genes/locus que se han asociado con las distintas
variables de estudio (diagnoéstico, normalizacion clinica de los sintomas, subtipo, severidad y
comorbilidad), agrupados segin su funcién biolégica. Aquéllos locus para los que aun no se ha
descubierto  su funcion biolégica, se han agrupado al final de la tabla como funcion
“desconocida”.

Variable asociada
Via asociada Gen/Locus Diagn. Nom.Clin. | Subt. Inat. | Subt. Comb. | Sever. | Comorb.
Metabollsmo MAOB X
catecolaminas
HTR1B X
Serotonina TPH2 X X
SLC6A4 X
. DRD4 X
Dopamina
SLC6A3 X X
Adrenalina / ADRB2 X
Noradrenalina ADRALA X
DBH X
GRIN2A X
Glutamato GRIKL X
GRIN2B X
SLC1A3 X
SULF2 X
Neurotransmision NOSL .
NEURODG6 X
SNAP25 X
Proteccion SNC
por detoxificacion CES1 X
y CDH23 X
Adhesion celular TGAE X
Supervivencia 'y
diferenciacion NTF3 X
neuronal
Crecimiento
division celulgr GPC6 X
Metabolismo GFOD1 X
Coléageno AD AMTS2 X
Peptidasa
mi‘f]rpet:g‘a IMMP2L X
mitocondrial
hCG181823
1 X
Desconocida C100rf79 X
KIAA1486 X
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4. POSIBLES ACCIONES FUTURAS

La continuacion légica de este trabajo seria la de actualizar el chip de genotipado,
incluyendo los polimorfismos significativos provenientes del analisis completo de asociacién tanto
de diagnéstico como los asociados a los fenotipos de TDAH. También se podrian incluir los
asociados a respuesta a ATX y MTF descritos en la bibliografia hasta en un futuro poder
confirmar o descartar su asociacion. Seria interesante incluir todos los polimorfismos que
puedan resultar de utilidad en la farmacogenética del TDAH, incluyendo los polimorfismos del
CYP2D6, excluyendo al resto (en las Tablas 52 a 58 se muestran los SNPs que seria
interesante incluir), y poder utilizar esta herramienta de genotipado en el &mbito clinico para el
célculo de susceptibilidades genéticas de la forma en que se ha descrito en las Tablas 69 a 74,
quedando la herramienta abierta a la inclusion de nuevos polimorfismos descritos si se

considerara necesario.

Por otro lado, seria interesante también poder realizar una segunda validacion clinica de los
polimorfismos asociados con una segunda poblacién de pacientes de TDAH de origen también
caucasico no relacionada con la primera y poder replicar las asociaciones obtenidas. Para ello
las muestras recogidas deberian estar adecuadamente caracterizadas y cumplir los criterios de
inclusién. Tras la publicacién de la nueva version del Manual diagnéstico DSM -V seria de gran
interés revisar si todos los pacientes siguen cumpliendo criterios diagnésticos de TDAH,
eliminando los casos en que no fuera asi y repitiendo los andlisis de asociacidn genotipo-fenotipo

gque fuese necesario.

Incluso se podria llegar a plantear un estudio prospectivo controlado para evaluar la
respuesta a tratamiento tanto a ATX como a MTF de forma directa en funcién del genotipo, en el
que se tengan en cuenta las dosis recibidas, periodo del tratamiento y la adherencia al mismo y
se discrimine, ademas, entre aparicion de efectos secundarios y no mejoria de los sintomas a la
hora de calificar la mala respuesta farmacol6gica. Ademas, seria interesante poder incluir nuevas
variables de estudio como es, por ejemplo, el genotipo materno, que en la actualidad esta en

auge como posible predictor del desarrollo de los nifios (Johansson et al. 2010).

Una via de investigacidon que se podria realizar en paralelo seria la de la bisqueda de novo
de marcadores genéticos no descritos previamente en poblacion espafiola. En el desarrollo de
este trabajo nos hemos basado en asociaciones previamente descritas en la bibliografia pero
seria de gran interés poder realizar andlisis de asociacion en genes involucrados en vias de
reciente asociacion con el TDAH, como la division celular o la regulacién de la matriz extracelular

entre otros.
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En rasgos generales, en los préximos afios se deben producir avances importantes en la
genética del TDAH para identificar y reproducir asociaciones descritas previamente. Esto se
deberd fundamentalmente al desarrollo de nuevas tecnologias como la secuenciacién a gran
escala, que nos permitird estudiar variantes raras, reordenamientos genémicos y variantes de
ndmero de copia (hasta ahora los estudios se han centrado fundamentalmente en SNPs), al
avance en métodos de analisis estadisticos, a las mejoras en la definicion de los fenotipos del
trastorno (con la publicacién del DSM-V) y a los esfuerzos colaborativos que se estan
produciendo entre distintos grupos de investigacion para conseguir tamafios muestrales
mayores. Cuando estos genes de susceptibilidad a TDAH sean encontrados y confirmados, el
siguiente reto serd el de buscar mecanismos causales tanto a niveles biol6gicos como clinicos
para poder comprender mejor la patogeneicidad del TDAH y lograr el objetivo final de mejorar el
diagnostico y el tratamiento (Stergiakouli y Thapar 2010). Por otro lado, también se espera que
se produzcan importantes avances en el campo de los endofenotipos, para buscar asociaciones
gen-comportamiento mas especificas y sensibles que los sintomas clinicos. Este campo se ha
centrado actualmente en respuestas neuropsicologicas y en técnicas de neuroimagen, pero las

poblaciones que se han analizado son relativamente pequefias (Banaschewski et al. 2010)

“Todo esta por hacer y todo es posible”
Miquel Pol i Marti (1929-2003)

278



VI. CONCLUSIONES






Conclusiones

1. El empleo de chips de genctipado es de gran utilidad para realizar estudios de
asociacién de enfermedades psiquiatricas, y mas concretamente del TDAH, como se ha
demostrado con la realizacidon del estudio piloto. Al mismo tiempo constituyen una potencial
herramienta de aplicacién clinica para predecir la susceptibilidad genética a TDAH o a ciertos
fenotipos asociados al trastorno en poblacién caucasica espafiola, como se ha demostrado con
los resultados obtenidos en el estudio completo de asociacion, siendo ademas, una

herramienta flexible a la inclusidon de nuevos polimorfismos de interés.

2. La eleccién de la herramienta de genotipado para cada parte del estudio fue
determinante en la optimizacion de los recursos disponibles segun el nUmero de muestras y de
polimorfismos que se querian genotipar en cada caso, siendo las técnicas de alta capacidad de

genotipado las mas adecuadas en el caso de muchas muestras y polimorfismos.

3. Actualmente no existe ningun parametro fisico-quimico cuantificable que asegure el
diagnéstico de TDAH. En el presente estudio se han encontrado 12 polimorfismos
pertenecientes a 11 genes diferentes asociados significativamente con el diagnéstico del
trastorno en la poblacion caucasica espafiola descrita, apoyando el modelo de herencia
multifactorial. Se podria calcular una susceptibilidad genética de padecer TDAH en base a
estos polimorfismos que podria ayudar a confirmar el diagndstico de TDAH puramente clinico

en la actualidad.

4. Se han encontrado asociaciones de 20 polimorfismos localizados en 16 genes con los
distintos fenotipos de TDAH analizados (normalizacion clinica de los sintomas, severidad,
presencia/ausencia de comorbilidades y los diferentes subtipos). Estos resultados indican que
entre los distintos subgrupos de la poblacion de estudio hay diferencias a nivel genético,
explicando la gran heterogeneidad en cuanto a la presencia e intensidad de las
manifestaciones clinicas y apoyando la teoria de que el diagndstico de TDAH agrupa a distintos
procesos con mecanismos patogénicos proximos pero diferentes. Estas asociaciones podrian
utilizarse para indicar susceptibilidades genéticas a determinados fenotipos y tratar a los

pacientes de manera personalizada.

5. No se ha encontrado asociacion directa entre los polimorfismos analizados y la
respuesta a atomoxetina o a metilfenidato. Existen ciertas limitaciones intrinsecas a un estudio
de farmacogenética restrospectivo como el que se ha realizado en este trabajo que podrian
estar enmascarando los resultados. Debido principalmente a la inexistencia de pacientes naive,
a la toma de diversos farmacos ademas de los del estudio, al desconocimiento en cuanto al
periodo de tratamiento y adherencia al mismo, a las dosis recibidas en cada caso, o incluso,
como ocurre en el caso de larespuesta ala ATX, al bajo nimero de muestras analizadas. Aun
asi este tipo de estudios son muy frecuentes en farmacogenética porque aportan mucha

informacion y son més rapidos y econémicos que los prospectivos.
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Glosario

GLOSARIO DE TERMINOS Y ABREVIATURAS

Glosario de términos Utiles para comprender los estudios de Genética molecular que se

nombran en el presente trabajo adaptado de Waldman y Gizer (2006) y abreviaturas utilizadas.

La primera vez que se menciona en este trabajo cada una de estas palabras se encuentra

sefialada en negrita.

Alelo

Cada una de las posibles variantes de un polimorfismo.

Amplicon

Fragmento que se amplifica en la reaccion de PCR.

ASO (GoldenGate)

Del ingles Allele-Specific Oligo, cada uno de los dos oligonucléotidos especificos
para cada uno de los dos alelos posibles de un SNP en el Ensayo GoldenGate de
genotipado.

El &rea bajo la curva indica la discriminacion o precision del modelo, es decir, el

AUC grado en que el modelo distingue entre individuos en los que ocurre el evento y los
que no.
Una curva ROC (Caracteristica Operativa del Receptor), es una representacion
Curva ROC gréfica de la sensibilidad y el complementario de la especificidad (1 -

especificidad) de un modelo.

Delecién (del)

Una o varias bases se eliminan de la secuencia genética.

DNA chip

Superficie soélida a la cual se unen una serie de fragmentos de ADN. Se utilizan
tanto para genotipado como para analisis de expresién y pemiten el analisis
simultdneo de muchos genes. También llamado biochip, chip de genotipado o
microarray de ADN.

DSM-IV-TR

El Manual diagnoéstico y estadistico de los trastornos mentales (en inglés
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, DSM) de la Asociacion
Psiquiatrica de los Estados Unidos (American Psychiatric Association). La edicién
vigente es la cuarta DSM-IV revisada.

Endofenotipo

Marcador subyacente psicoldgico o bioldgico que puede ayudar a explicar mejor la
accion de los genes en desordenes complejos.

Ex6n

Secuencia de nucledtidos de un gen responsable de codificar para una proteina.

Farmacocinética

Rama de la Farmacologia que estudia los procesos a los que un faqmaco es
sometido a través de su paso por el organismo. Trata de dilucidar qué sucede con
un famMmaco desde el momento en el que es administrado hasta su total eliminacion
del organismo.

Farmacogenética

El estudio de como la variabilidad genética afecta a la respuesta a los famacos en
cada individuo.

Farmacogendmica

El estudio de la variabilidad en la expresion génica en respuesta a determinados
farmacos.

Farmacodinamia

Rama de la Famacologia que estudia los efectos bioquimicos y fisiolégicos de los
farmacos y de sus mecanismos de accién y la relacion entre la concentracion del
farmaco y el efecto de éste sobre un organismo. El estudio de lo que le sucede al
organismo por la accién de un famaco, desde este punto de vista es opuesto a lo
que implica la farmacocinética.
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Glosario

Fenotipo
conductual

Patrén caracteristico de alteraciones (cognitivas, motoras, sociales y linglisticas)
gue se asocian de forma consistente a un trastomo concreto.

Unidad fisica basica de la herencia. Un gen es una secuencia lineal organizada de
nucledtidos en la molécula de ADN (0o ARN en el caso de algunos virus), que
contiene la informacién necesaria para la sintesis de una macromolécula con
funcion celular especifica, nomalmente proteinas, pero también ARNm, ARN
ribosémico y ARN de transferencia. Los genes eucariotas estan formados por
intrones y por exones. La informacién codificante (a que va a dar lugar a una
“proteina”) se encuentra solamente en los exones. Los intrones son eliminados
durante el proceso de la transcripcion y no se conoce su funcion.

GWAS

Estudios de asociacién de genoma completo (del inglés Genome Wide Association
Study).

Heredabilidad

Proporcién de varianza atribuible a factores genéticos.

Hemicogoto

Un organismo es hemicigoto respecto a una variante especifica de un gen cuando
posee solamente una copia del mismo. Como los varones soélo poseen un
cromosoma X, se afirma que son hemicigotos respecto de los genes localizados en
dicho cromosoma.

Heterocigoto

Un organismo es heterocigoto respecto a una variante especifica de un gen
cuando posee dos variantes (alelos) distintas en cada uno de los cromosomas
homélogos, cada una heredada de cada uno de los progenitores.

Homocigoto

Un organismo es homocigoto respecto a una variante especifica de un gen cuando
posee dos copias exactas de esa variante una en cada uno de los dos
cromosomas homalogos.

Insercion (ins)

Una o varias bases se afiaden a la secuencia genética.

Intrén

Secuencias de nucledtidos de un gen situadas entre los exones y que no codifican
proteinas.

Kit
reordenamientos

Kit de deteccién de reordenamientos genémicos y VNTRs asociados a TDAH o a
una mejor/peor respuesta al tratamiento mediante electroforesis.

LD

Andlisis de desequilibrio de ligamiento (del inglés Linkage Dissequilibrium).

LSO (Golden Gate)

Del inglés Locus-Specific Oligo (oligo que hibrida entre 1 y 20 bases hacia 3" del
ASO en el Ensayo GoldenGate de genotipado).

MTF Metilfenidato, farmaco psicoestimulante de aplicacion en el tratamiento del TDAH.
MTF-LI Metilfenidato de Liberacion Immediata.
MTFLP Metilfenidato de Liberacion Prolongada.

Centro nacional para la informacion biotecnolégica de EEUU (del inglés National
NCBI ; !

Center for Biotechnology Information).

Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés Polymerase Chain Reaction).
PCR Técnica de Biologia molecular empleada para la amplificacion de regiones

especificas del ADN.
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PCR multiplex

Reaccion en Cadena de la Polimerasa en la que se amplifican varias regiones de
DNA diferentes al mismo tiempo (varios amplicones).

Polimorfismo

Marcador de ADN que varia entre los individuos de una poblacion.

Locus de un caracter cuantitativo (del inglés Quantitative Trait Locus). Locus cuya

QTL variacion alélica esta asociada con la variacion de un caracter cuantitativo, es
decir, aquéllos caracteres cuantificables que varian de forma continua.
R Indica el nUmero de repeticiones en las VNTRs.

Riesgo relativo

Proporcion de afectados entre familiares de primer grado de pacientes versus
controles.

Secuencias
repetidas (STRs y
VNTRS)

Marcadores de ADN que consisten en un nimero de pares de bases que se
repiten en un ndmero variable de veces entre los distintos individuos de una
poblacion. Si la repeticibn es de 2 6 3 pares de bases se les llama STRs
(repeticiones cortas en tandem), si la repeticion abarca entre 10 y 40 pb se
conocen como VNTRs (repeticiones en tandem de ndmero variable).

SNP

Polimorfismo de cambio de nucledtido (del inglés Single Nucleotide
Polymorphism).

Glosario de abreviaturas de los genes y loci que se han analizado en este trabajo.

ADAMTS2 Desintegrina y metaloproteinasa (Procolageno | N-proteinasa)
ADRA1A Adrenoceptor subunidad a1A
ADRA2A Adrenoceptor subunidad a2A
ADRB2 Adrenoceptor subunidad B2
AR Receptor de androgenos
ARRB2 Arrestina B2
ASTN2 Astrotactina 2
ATP2C2 ATPasa transportadora de calcio, tipo 2C, miembro 2
Hebra opuesta del Factor neurotréfico derivado de cerebro (regién no codificante de
BDNFOS proteina)
C100rf79 Marco de lectura abierto 79 en el cromosoma 10
C210rf33 Marco de lectura abierto 33 en el cromosoma 21
C3orf21 Marco de lectura abierto 21 en el cromosoma 3
C9orfo8 Marco de lectura abierto 98 en el cromosoma 9
CACNA1F Subunidad a1F, tipo L, de canal de calcio, voltaje dependiente
CDH13 Cadherina 13, H cadherina
CES1 Carboxil esterasa 1
CHRNA4 Receptor nicotinico de acetilcolina subunidad a4
CLOCK Proteina implicada en los ritmos circadianos locomotores
CNR1 Receptor canabinoide CB1 (cerebral)
CNTFR Receptor de factor neurotrofico ciliar
CNTNAP4 Similar a proteina asociada a contactina
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Catecol-O-metiltransferasa

comT

CREBS5 Proteina 5 responsable de unién a AMPc

CRYGC Cristalina yC

CSMD2 Proteina 2 del dominio CUB y sushi

CTNNA2 Catenina a2 (proteina asociada a cadherina)

DBH Dopamina B hidroxilasa

DCLK1 Kinasa 1 similar a doblecortina

DDC Dopa decarboxilasa

DMRT2 Factor de transcripcion 2 relacionado con “doblesexo” y mab-3
DNM1 Dinamina 1

DRD1 Receptor D1 de dopamina

DRD4 Receptor D4 de dopamina

DRD5 Receptor D5 de dopamina

DSC3 Desmocolina 3

DSEL Epimerasa similar a dematan sulfato

EREG Epiregulina

FADS1 Desaturasa 1 de Acidos Grasos

FADS2 Desaturasa 2 de Acidos Grasos

FHIT Fragile histidine triad gene (gen supresor de tumores)
FLI43390 Hipotético LOC646113

FOXP1 Caja P1 “forkhead”

GFOD1 Proteina que contiene el dominio 1 de la oxidorreductasa glucosa-fructosa
GPC6 Glipicano 6

GRIK1 Subunidad 1 del receptor ionotrépico de glutamato (GluK1)
GRIN2A Subunidad 2Adel receptor ionotrépico de glutamato (GIUN2A)
GRIN2B Subunidad 2B del receptor ionotrépico de glutamato (GIuN2B)

hCG_1818231

LOC728978, desconocido

hCG_2045614

LOC646179, desconocido

Receptor 1B de serotonina

HTR1B
HTR2A Receptor 1A de serotonina
IL16 Interleukina 16 (factor quimioatrayente linfocitario)
IMMP2L Similar a peptidasa de la membrana interna mitocondrial IMP2
ITGA11 Integrina a 11
Integrina a E (antigeno CD103, antigeno 1 de linfocitos de mucosa humana,
ITGAE polipéptido a)
ITPR2 Receptor tipo 2 de inositol 1, 4, 5-trifosfato
KCNC1 Canal voltaje dependiente de potasio, subfamilia Shaw, miembro 1
KCNIP1 Proteina 1 moduladora de canal de potasio
KCNIP4 Proteina 4 moduladora de canal de potasio
KIAA1486 Proteina hipotética LOC52624
LOC128322 Similar al factor de transporte nuclear 2
LOC389101 Pseudogen 43 de la proteina ribosomal L23a
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Similar a selenofosfato sintetasa

LOC390641
LOC393078 Locus hipotético 393078
LOC441996 Pseudogen mitocondrial aconitasa 2
LOC728073 Proteina hipotética LOC728073
LOC728594 Proteina hipotética LOC728594
LOC729293 Pseudogen 10 de la proteina ribosomica S18
LOC729628 Proteina similar a hornerina
LOC729825 Proteina hipotética LOC29825
LOC729980 Locus hipotético 29980
LPCAT1 Lipofosfatidilcolina aciltransferasa 1
LPHN3 Latrofilina 3 (receptor acoplado a proteina G)
LPL Lipoprotein lipasa
MAN2A2 Manosidasa q, clase 2% miembro 2
MAOA Monoamino oxidasa A
MAOB Monoamino oxidasa B
MAP1B Proteina 1B asociada a microtibulo
MAP3K7 Protein quinasa quinasa quinasa 7 activada por mitégeno
MBOAT1 Proteina 1 del dominio O-aciltransferasa unido a membrana
MEIS2 Meis homeobox 2
MGC33657/PCDP1 Proteina 1 de disquinesia ciliar pimaria
Miembro Ade la familia 190 con similitud en secuencia (proteina funcion
MGC48628 desconocida)
MMP24 Metalopeptidasa 24 (integrada en lamembrana)
MOBP Proteina bésica oligodendrocitaria asociada a mielina
MYT1L Similar a factor de transcripcion 1 mielinico
NAPS Proteina 5 asociada a NCK (proteina clock 2 periférica)
NAPRT1 Nicotinato fosforribosiltransferasa proteina 1
NAV2 Navegador neuronal 2
NEDDAL Precursor neural expresado en células
NEUROD6 Factor de diferenciacion neurogénica 6
NGEB Factor de crecimiento del nervio (factor )
NOS1 Oxido nitrico sintasa 1 (neuronal)
NRG3 Neurregulina 3
NT5DC3 Proteina 3 que contiene un dominio 5”- nucleosidasa
NTE3 Neurotrofina 3
NTRK2 Receptor tipo 2, tirosinquinasa neurotréfico
NUCB1 Nucleobindina 1
OXER1 Receptor 1 oxoeicosanoide (OXE)
PNMT Fosfatidiletanolamina- N- metiltransferasa
PPMLF Protein fosfatasa dependiente de Magnesio y Manganeso, 1F
PTHLH Homona similar a hormona paratiroidea
PTPRD Receptor tipo D, protein tirosin fosfatasa
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Miembro RAS de familia de oncogenes

RAB27B

REEPS Proteina 5 de receptor accesorio

RORA Receptor Arelacionado con —RAR (retinoideo)

SH3BGRL2 Similar a proteina rica en &cido glutdmico 2 de unién a dominios SH3

SLC1A1 Transportador de glutamato, sistema Xag, de alta afinidad neuronal/epitelial
SLC1A3 Transportador de glutamato de alta afinidad glial

SLC6A2 Transportador de noradrenalina (NET)

SLC6A3/DAT1 Transportador de dopamina (DAT1)

SLC6A4 Transportador de serotonina (SERT)

SLC9A9 Transportador de solutos, familia 9 miembro9, intercambiador sodio/hidrégeno
SLCO3A1 Miembro 3A1l de la familia de transportadores de solutos de aniones organicos
SNAP25 Proteina asociada al sinaptosoma (25 KDa)

SNX9 Nexina 9 “sorting”

STS Sulfatasa esteroidea microsomal, isoenzima S

SULF2 Sulfatasa 2

SUPT3H Proteina iniciadora de la transcripcién homoéloga a SPT3

SYP Sinaptosina

SYT1 Sinaptogamina 1

TACR1 Receptor tipo 1 de taquiquinina

TFEB Factor de transcripcién EB

TGFB2 Factor de crecimiento transformante 32

TLL2 Proteina 2 similar a toloide

TPH2 Triptofano hidroxilasa 2

TRPS1 Proteina tipo 1 del sindrome trico-rino-falangeal (proteina tipo dedos de znc)
ZNF544 Proteina dedos de zinc 544

ZNF805 Proteina dedos de zinc 805
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Anexo |

ANEXO|

Q CUADERNO DE Centro:
RECOGIDA DE DATOS Codigo: 2007PGK-TDAH

Estudio clinico multicéntrico de investigacion para el
desarrollo de un sistema no invasivo in Vitro (DNA-CHIP de
genotipado) para el pronodstico y prediccion de respuesta a
tratamiento del trastorno por déficit de atencion con

hiperactividad (TDAH)

PROMOTOR: PROGENIKA BIOPHARMA S.A.
Parque tecnoldgico de Bizkaia, Edificio 504
48160-Derio

Tel: 944 D64 S25; Fax: 944 064 526
info@progenika.com; www.progenika.com

VERSION: Mayo de 2008

PACIENTE

Cédigo: ToaH- (IO - OO0

N®hospial = Cogigo Postal  Npaciente (comelativo)

Objetivo Primaric Mala evolucion Buena evolucion
Objetivo Secundario—> Mala respuesta Buena respuesta D No participa
en este objetivo

MUESTRA

Obtenida por:  Investigador: [_JL_J_ 1] Fecha: [ /)L
[- -} m m

Iniciales a4 4

Recibida por: Investigador: [ L[] Fecha: L /I /L]
g 4 m m i 8

JCTEE 5

2007PGK-TDAH-320CRD- 1
080513_Reus.docx?
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~\ CUADERNO DE Centro:
d RECOGIDA DE DATOS | cadigo: 2007PGE-TDAH
) CONTENIDO
2 12 PPN R
21 Test ADHD Rating Scale-IV-verzion de! padre (mencres de edad) oo 4
22 Test ADHD Rating Scale version autoaplicada y para el paciente (mayores de edad) . 5
23 Ezcala de Impregion CHNICa GIOBAL. ..o e cmmmemsanen ]
24 Otrogtest realizadon oo s G
3 COMENTARIOS... vinne B
4 AHEXD 12 TEST . iiismmsmsssssssssnsssrrssmsssssssssasssssssmssmssmss sss snasanssessss sssrs sass .10

41 TestADHD Hatlng qnale ['V-version del padre (menores de edad) .
42 Test ADHD Rating Scale version autoaplicada y para el paciente (mayores de edad‘ 11

INSTRUCCIONES

« [NSTRUCCIONES PARA EL MANEJO DE MUESTRAS

La muestra de saliva se tomard en |3 consulta en los botes del kit Oragene™ proporcicnades por Progenika.

El bote s= etiquetara con los siguientes datos:
cédige del estudio 200TPGK-TDAH
fecha de obtencion de la . .dd/mm/aa
n®de cenfro —n® de paciente E-YYY

Las muesiras una vez recogidas y comectamente efiquetadas se almacenaran a temperatura ambients hasta su envio a
Progenia. El pericdo entre (3 recogida y el envio de la muesira no debe ser superior a sigtelocho dias..

Cuando el ndmero de mussiras sea adecuado, un senicio de mE"sajera contratado por la empress promotora,
fransportara las muesiras desde el cantro de recogida hasta los Laboratorios de analisis.

« [NSTRUCCIOMES PARA COMPLETAR ESTE CUADERNO

11 Aliniciar cada hoja, completar el encabezado (INVESTIGADOR, PACIENTE, FECHA)
|denfificacion del pacients: numers consecufivo.
Identificacion del mvestipador; iniciales y frma de quien completa cada hoja.
Fechar fecha en que s& completa cada hoja.

2}  Sies necesario hacer algun comentario no previsio en el CRD, higale en la hoja final reservada para elo.
3) Datos numéricos: Los datos numéricos deben ser escritos comenzando por la izguierda, rellenando con ceros
SiBMmprs fque Sea Necesario. | al7 15 715
Ejemplo: Correcto Incorrecto:

4) Correcciones: Para cualguisr comeccion necssaria, debe cruzarse con una linea el dato incomscte v a
contnuacion escribir el dato comrecte afadiends Iz fecha de |a correccion v 13 fimna de quien |a hace. NO utilizar
fluido corrector ni tachar. - | e

Ejempla: 075 Firme ddmmas | |

5} Correcciones: Para cualguwer commeccion necesaria, debe cruzarse con una linea el dalo incomects y a
contmuacion escribir el dato comecte anadendo (3 fecha de la cormeccion y |3 firma de quien |3 hace. NO utilizar
fluido corrector ni tachar.

Ejempla: 18 473 Firmg ddimmizs

« DESARROLLO DEL PROYECTO

El proyecio consistra en una sola visita en la que el investigador explicara al pacients = proyecto. Una vez aceptado y
firmado & consentimients informade se procedera a pasar los {ests correspondientes [ADHD-RE versicn del padre y 13
escala de Impresion clinica Global] y 3 la donacion de una muestra de sa'va por parte del paciente. Dicha muestra se
frasladars a las instalaciones del promotor para su posterion evaluacion.

2007PGK-TDAH-32bCRD- 2
050513_Reusgocx?




Anexo |

~\ CUADERNO DE Centro:

’ RECOGIDA DE DATOS | Cadigo: 2007PGE-TDAH

.1

INCLUSION Paciente n®: DDD Iniciales: |:||:||:||:|

Fecha: [ /[ T J/[ ] |nvestigador: [ ][ ][ ] ] Firma:

Criterios de inclusidn

1. Pacienie (masculino o femening) v de origen caucasico 31 | NO
2. Consentimiento informadao por escrito S| WO
3. Diagnostico de TOAH segun los criterios de inclusian descritos en el manual DMS-1Y 31 | NO
4. Diagnosiico de TDAH realizade al minimao, a partir de los siste afios 2l | No
5. Periodo de evelucion de mas de D05 anos desde el momenic del diagnastico 3l | NO

Para continuar, todas las respuestas deben ser si

Fecha de nacimiento: HEEREEERR

Sexo

|:| Masculino I:l Femenino

Diagndstico de TDAH

Facha del primer diagndstico de TDAH | " | -'| " | / |:||:|| " |
Puntuacion cbtenida en el test ADHD-RS-version padre (para menores de edad) |:||:|
Puntuacion cbtenida en el test ADHD-RS-version auicaplicada (para mayores de edad) I:”:‘
Puntuacion cbtenida con la escala ICG |:|

Subtipo de TDAH {marcar el que comespondal: | Inatanto | Hiperactivodimpulsiva | Combinado
Antecedentes

Familiares (Malirato, centro de acogida, etc.)
Sociales (Abuso de sustancias, stc)
Escolares (Fracaso, expulsidn, etc).

Tratamientos recibidos

Nombre Fecha de Inicio Fecha fin
Minguno (mes [ ano) {mes / ano)

L e Cee
I I e W E{
OO0 OO0y Odcd
I e O I P [

2007PGHK-TDAH-a2bCRD- 3
050513 Reusgdocx?
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~\ CUADERNO DE Centro:

RECOGIDA DE DATOS Caodigo: 2007PGK-TDAH

2 TEST paciente n®: [_][ ] niciales: [ ]

Fecha: [ /[ 1/[_ ][] |nvestigador: [ J [ ] ] Firma:

2.1 Test ADHD Rating Scale-IV-versidn del padre (menores de edad)

Par fawor, CIRCULE el numers gue mejor descrba el comportamients de su hijo durante los Gitimos

B meses:
Hunca o | Algunas Con Con mucha
rara vez VEeCes frecuencia frecuencia

1. Mo presia mucha atencion a defalles o comete n . - 3
emores pof descuido, en tareas escolare -

2. Jusga con manos o los pees o se retuerce en su silla 0 1 2 3

3. Tiene dificultades en mantener |a atencitn en tareas n q - 3
0 actividades de juego - -

& Abasndona su asiento en la clase o en ofras . . - 5
situacziones en que deba permanscer sentado -

5. Mo parece escuchar cuando se le habla directamente 0 1 2 3

. Cometea o frepa excesivamente en situaciones en n q 5 3
que es inapropiado . -

7. Mo sigue por completo (35 instrucciones y fala en n . - 3
terminar el trabajo - -

8. Tiene dificuliad jugando o participande  en n . - 3
actvidades de diversien en forma callada - -

9. Tiene dificultad organzando |as tareas y actvidades 0 1 2 3

10. Esta “siempre en movimients” o acila como si n . . 3
estuviess "movido por un mator h -

11. Ewita tarzas (gf en la escuela o en casa) que n . - 3
requisnen un esfuerzo sostenido - -

12. Habla excesivaments 0 1 2 3

13. Pierde cosas necesarias para sus aclividades o n . - 3
tareas - -

14, Da respuesias a tontas y 3 locas antes de que las n r o 5
pregunias sean completadas - -

15. Se distrae faciments 0 1 2 3

16. Tizne dificultades esperando tumo 0 1 2 3

17. E= ohidadizo en sus activdades diarias 0 1 2 3

18. Se enfromeie o miermumpe a ofros 0 1 2 3

TOTAL: {uma pumtuacion superior o igual a 18 implicaria mala evolucion, misniras que una
puntuacion inferior a 15 implicaria buena evolucion)
200TPGH-TDAH-32hCRD- 4

(050513_Reusdocx?
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CUADERNO DE
RECOGIDA DE DATOS

Centro:

2007PGK-TDAH

Codigo:

2.2 Test ADHD Rating Scale version autoaplicada y para el paciente {(mayores de

edad)

Paor favor, CIRCULE &l mimerc que mejor describa su comportamiento durante los dliimos pasados

B meses:
Hunca o | Algunas Can Con mucha
rara vez VELES fracuencia frecuencia

1. Al hacer mi trabajo no legro flar 13 atencidén en - . o 3
detalles o comete errores por ne tener cuidado . -

2 Meneo las manos o los pies o me museo . . . 3
constantements en mi asiento -

3. Tengo dificultsd para sostener mi atencidn en las . P - 3
tareas o en las actividades de dwersion -

4 Me levanto del asiento en situsciones en donde se n . o 5
EEpErA QUE PErMAanezca sentado =

5 No prestc awencion cusnds s2 me  habla n P - 3
directamente -

8. Ne sento inguigto 0 1 2 3

7. Mo sigo instrucciones de pencipio a fin y no termino . . - 3
el trabajo asignado -

3. Tengo dficuliades para levar a cabo actividades en
mi tiemge libre de mansra calmada o para hacer [ i 2 3
cosas dwveridas trangu amente

9. Tengo oficuliad para organizar las tarsas y ; . - 3
actvidades -

10. Me sienfo como =i tuviese que “movenme . P - 3
contnuamente” o “como si me empujara un motos” -

1. Me disgusta, evio o esioy reticenie a llevar a cabo - . o 3
trabajo que requiera esfuerzo mental sostendo -

12. Habio en exceso 0 1 2 3

13. Pierdo cosas que son necesanas para llevar a cabo - . o 3
trabajo fareas o actividades =

14, Contesic sbrupiamente antes de gue ofros . . . 3
termnan de hacerme (35 praguntas -

15. Mz dizraign facilmente [ i 2 3

16. Tengo dificultad para esperar mi fumo 0 1 2 3

17. Soy chidadizo en I35 actvidades diarias 0 1 2 3

18, Interrumpe a los demas o soy entrometido [ i 2 3

TOTAL: ___

{una puntuacion superior o igual & 18 implicaria mala evolucion, misniras que una

puntuacion infericr a 18 implicaria buena evolucion)

2007PGR-TDAH-32hCRD-
080513 _Reusgocx?
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Y CUADERNO DE Centro:

RECOGIDA DE DATOS | Cadigo: 2007PGE-TDAH

2.3 Escala de Impresion Clinica Global

Comparado con el estado inicial, j como s2 encuentra el paciente en estos momentos? Puntde a
mejoria total independisntemente de que a su juicio s2 deba o no por completo al tratamiento. (Por
favor MARQUE el numero que mejor describa el estado actual del pacientg)

Mo evaluado

Mucho mejor

Moderadaments mejar

Levements mejar

Sim cambic

Levements peor

Moderadaments peor

Mucho peor

TOTAL: ___

[{Puntuacion mayer o igual 3 3 durante al menos 3 a § meses se considerara mala respuesta, sin
embargo una puntuacion inferior o igual a 2 durante al menos 3 a & meses se considerara buena
respuesta al tratamisnic

2.4 Otros test realizados

Se pide indicar las puntuaciones obtenidas para la evaluacion de la sintomatologia del
TOAH en el momento del diagnostico va sea, calculado por el test corespondiente en el
mismo momento del diagnostico o, estimado de manera retrospectiva con el ADHD-RS-1Y
en el momento actual (Anexo 1)

alor an al Indioar gl al valor obbsnico sn Fecha realizaokin sl no Valor aofual (gl Feoha realzaoltn ol no
Hombrs momanto dal | &l momanio del dlagndsiion as oalnolds son sl momenio i hubderaj aoinodde con &l de ka
dlagndsiion &l REAL o= ESTIMADD por = disgnéctioo imess'afo] MUSETTA (mesafo]
c% padres retrocpeotivaments
Nrguna | e——— E _____ : —— e E e

ooy | OO | [m] [=e= ] | DOO0OOO| — | —

= | 00 i[=] [eee | fOOOOOO| — [ —

Conn=r's RE {18 H '
o] OO0 (e ] 000000 | 00 000000

SHAF O i el gwmagz | L DL I O I O

e O i ea | [=ees | 000000 | OO 000000
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*Mota: Para el test de Conner's: a) purtuacion de los items del 1 al @ {inatencian) Qg
b) puniuacion de los items del 10 al 12 (hiperactividad) N
2007PGK-TOAH-32hCRD- E
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N CUADERNO DE Centro:
’ RECOGIDA DE DATOS Cadigo: 2007PGR-TDAH

De acuerdo con los anteriores resultados, el paciente se clasifica para el
Objetivo Primario comao:

Buena Evolucion del TDAH

Mala Evclucion del TDAH

Comorbilidades

Trastomo Megativista Desafiante
Trastomo Disocial

Trastomo de Ansisdad
Trastomo Afectivo

Trastorno del aprendizaje escolar

De acuerdo con los anteriores resultados, el paciente se clasifica para el
Objetivo Secundario como:

Buena Respuesta a Farmacos

Mazla Respuesta a Farmacos

Mo participa

OBTENER MUESTRA DE SALIVA PARA GENOMICA Y CODIFICAR EN PORTADA

2007PGH-TDAH-32b CRD- T
050513_Reus docxy
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™\ CUADERNO DE
J RECOGIDA DE DATOS

Centro:

Caodigo:

2007PGK-TDAH

3 COMENTARIOS

Paciente n®: |:||:||:|

Iniciales: DDDD

Comentario:
Fecha| || | | || | | ||
Iniciales de investigadaor: |_||_||_||_|
Firma del investigadaor:
200TPGH-TDAH-a2hCRD- L]

050513_Reus ooy
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-\ CUADERNO DE Centro:
RECOGIDA DE DATQOS Codigo: 2007PGR-TDAH
4 ANEXOD1

En caso que no se tenga la cuantificacion de la sintomatologia en el momento del
diagnostico se pide que se calcule la sintomatologia inicial del TDAH de manera
retrospectiva utilizando los siguientes test correspondientes al ADHD-Rating Scale-IV:

2007PGK-TDAH-a2hCRD-
050513_Reusdocx?
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~ CUADERNO DE

: RECOGIDA DE DATOS

Centro;

Codigo:

2007PGK-TDAH

302

441 TEST: RETROSPECTIVO |paciente n°: [ J[_|[ ]

Iniciates: | [ [ ]

Fecha: [ [ J/[ T 1/[ 1] [mvestigador: [ ] [ ] ] Firma:

4.1.1 Test ADHD Rating Scale-IV-versidn

padre

(menores  de  edad)

(Retrospectivo)

Far favor, CIRCULE =l numero que mejor describa el comportamiento de su hijpla cuando fue

diagnosticado con TDAH:

Hunca o | Algunas Con Con mucha
rara vez VEes frecuencia frecuencia

1. Mo prestana mucha atzncion a detalles o cometia " - 3
emores por descuido en fareas escolares - =

2. Jugaba con manos o con los pies o se retorcia en su n - 5
zilla - -

3. Tenia dificuliades en mantensr L3 atencion en tareas n - 3
o actividades de juego N -

4 Abandcnaba su asienty en la clase o en ofras n - 3
situaciones en que debia permanecer sentado - -

5. Mo parecia escuchar cuando se le hablaba " - 3
direztamente - =

A. Cometeabs o trepaba excesivaments en siuasiones " - 3
&N fue &3 inapropisdo - -

7. No seguia por compledo las instrucciones y fallaba en " - 5
terminar el trabajo - -

3. Teniz dficufad jugando o parficipands  en n . 5
actividades de diversicn en forma callada - -

4. Tenia dificultad organizando las tareas y aciividades 0 1 2 3

10. Estaba "siampre en movimients” o actuaba como si " - 3
estuviess "movido por un motor” - -

11. Ewitaba tareas (g) en la escuela o en casa) que " - 5
reguerian un esfuerzo sostenido - -

12. Habiaba excesivaments 0 2 3

13. Perdia cosas necesarias para sus actividades o n - 5
tareas - -

14. Daba respuestas a tontas y a locas antes de que " - 3
las preguntas fueran completadas - =

15. Se distraia facilmente 0 2 3

16. Tenia dficuliades esperando tumo 0 2 3

17. Era oividadizo en sus actividades diarias 0 2 3

12. Se entrometia o interrumpia & oiros 0 2 3

TOTAL: {una puntuacian superior o igual a 18 implicaria mala evolucidn, misntras que una

purtuzcicn inferior a 15 implicaria buena evolucion)

2007PGK-TDAH-a2bCRD-
050513 _Reus.gocxT
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CUADERNO DE Centro:

RECOGIDA DE DATOS | Cadigo:

2007PGK-TDAH

4,1.2Test ADHD Rating Scale version autoaplicada v para el paciente {mayores de

edad) (Retrospectivo)

Par favar, CIRCULE &l numera que mejor describa su comportamienio cuando fue diagnosticade de

TOAH:
unca o unas on on mucha
M Al C C h
rara vez VELEs frecuencia frecuencia

1. Al hacer mi trabaio no lograba fiar s atencidn en a - 3
detalles o cometia emores por no tener cudado b =

2. Mensaba las manos o los pies o me movia n - 5
censtantements en m asenio - -

3. Teniz dificultad para sosiener mi afencon en las A - 5
tareas o en las actividades de dwersion b =

£ Me levaniaba o2’ asiento en siuaciones en donde se A . 5
esperaba gue permaneciera sentado b =

5. Mo prestsbs atencién cuando se me hablaba a - 3
directamente b =

A. Mz sentia inquisty 0 2 3

7. Mo seguia instrucciones de pencipio @ fin v no n - 5
termmnaba el trabajo asignado b =

3. Tenia dficuliades para levar a cabo actvidades en
mi tiemngo libre de mansra calmada o para hacer 0 2 3
cos3s dwertidas rangulaments

9. Tenia dficutad para organizar las tareas y n o 5
actvidades - -

10. Me sentia como =i tuviese que “moverme n - 3
contnuamente” o “coma si me empujara un motor” - -

11. Me dsgusiaba, eviaba o estaba reticente a levar a
cabo  frabajo  oue requeria  esfuerze  mental 0 2 3
sosienido

12. Hablaba en exceso 0 2 3

13, Perdia cosas que eran necesanas para Pevar a a - 3
cabo trabajo tareas o actividades - -

14, Contestaba abruptamentz antes de que ofros a - 3
termmnaban de haceme las pregunias b =

15. Mz distraia faciments 0 2 3

16. Tenia dficuliad para esperar mi twumao 0 2 3

17. Era olvidadizo en las actividades diarias 0 2 3

18, Interrumpia a los demias o era entrometide 0 2 3

TOTAL: ___

puntuzacion infericr a 158 implicaria buena evolucion)

{una puntuacion supenor o igual a 18 implicaria mala evelucion, mieniras que una

2007PGK-TOAH-32b CRD-
050573_Reus.docay
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ANEXO I

: > HOJA DE INFORMACION AL SUJETO |Centro:
CONSENTIMIENTO INFORMADO Cédigo: 2007PGK-TDAH

ESTUDIO: Estudio clinico multicéntrico de investigacion para el desarrollo de un
sistema no invasivo in Vitro (DNA-CHIF de genotipado) para el
prondstico y prediccion de respuesta a tratamiento del trastorno por
déficit de atencion con hiperactividad (TDAH)

PROMOTOR: PROGENIKA BIOPHARMA S.A.
Parque tecnolégico de Bizkaia, Edificio 801-B, 48160-Derio
Tel: 944 064 525; Fax: 944 064 526

info@progenika.com; Www progenika.com
INVESTIGADOR: Dra:

Servicio de
Telef: e-mail:

1 INFORMACION AL SUJETO PARTICIPANTE EN UN ESTUDIO

1.1 INFORMACION GENERAL

Nos dirigimos a usted como padre y/o representante legal de un paciente menor de edad
diagnosticado de trastorno por déficit de atencidn con hiperactividad (TDAH), para
informarle e invitarle a participar en un estudio de investigacion (arriba mencionado) que
se estd llevando a cabo en este hospital bajo la supervision del arriba mencionado
investigador principal. El estudio ha sido ya revisado y aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica (CEIC) de este hospital.

La colaboracion que le solicitaremos es muy sencilla (simplemente que su hijo yfo
representado nos dé una muestra de saliva), pero antes de hacer nada, necesitamos su
consentimiento libre y voluntario. Por eso queremos proporcionarle la informacién correcta
y suficiente para que pueda valorar si quiere o no participar en el estudio. Para ello lea

esta hoja informativa con atencién y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan
surgir.

Su decision acerca de participar o no en el proyecto no afectara a la atencion
medica que le proporcionen sus medicos.

1.2 OBJETIVO DEL ESTUDIO

Las enfermedades evolucionan de una manera diferente en cada paciente.
Concretamente, en el TDAH hay pacientes que tienen una mejor evolucion que otros, que
presentan con los afios otros sintomas asociados. Seria de utilidad, para adaptar el
tratamiento a cada paciente, identificar desde el momento inicial del diagnéstico aquelios
pacientes que vayan a evolucionar peor. Esta diferente respuesta se ha asociado a los
genes de cada paciente y, en ocasiones esta mala evolucion puede estar también
asociada a una mala respuesta al tratamiento.

El objetivo del estudio es evaluar clinicamente si una nueva prueba genética sirve para
diferenciar a los pacientes con TDAH que van a tener buena evolucion de los que van a
tener mala. Si el resultado del estudio fuera bueno, la prueba seria de gran utilidad para el

CONSENTIMIENTC.docx 1des

304




Anexo Il

r HOJA DE INFORMACION AL SUJETO |Centro:

. CONSENTIMIENTO INFORMADO  [Cadigo: S007PCK-TDAR

seguimiento de estos pacientes, puesto que se trata de una prueha facil de realizar (basta
con una muestra de saliva) y se podria hacer incluso en nifios pequenos.

Par lo tanto, le pedimos su consentimiento para utilizar la muestra de saliva obtenida de
su hijio o representado para investigar estas diferencias gensticas (propias de cada
persona) ¥ relacionarias con los datos de su enfermedad, de tal forma que podamos ver si
algunos genes estan relacionados con 1a evolucion (Buena o mala) de la enfermedad.

Concretamente, en este estudio se van a estudiar 85 variedades presentes en 27 genes
que se han relacionado previamente tanto con la enfermedad comao con su tratamiento.

Es importante que conozca que la identidad del paciente va a permanecer en anonimato y
no seva a poder asociar con 1z informacion genética obtenida.

Otros objetivos
Ademas y de forma independiente al objetive anterior, l2 vamos a pedir consentimiento
para otras fres cosas:

- Para cumplimentar los test necesarios para evaluar el estatus clinico de su hiofa o
representado. Estos tests serian para menores de edad el Test ADHD Rating Scale-
version padre o para mayores de edad el Test ADHD Rating Scale version autcaplicada v
para el paciente (para estudiar la evolucion de la enfermedad) y la Escala de Impresién
Clinica Global (para estudiar 12 respuesta al tratamiento).

- Para poder conservar la muestra y si en el futuro aparecen nuevos genes relacionados
con la enfermedad (TDAH) o su tratamignto, poder estudiaros. Previamente a cualguier
nuevo estudio, el promotor debera obtener la aprobacicn de un comité &tico de
investigacion clinica.

Es importante que comprenda que nos puede dar consentimiento para el primer uso de la
muastra v no darlo para alguno de los otros dos. El rechazo a estos oftros objetivos no
implica no participar en el estudio.

1.3 METODO DE OBTENCION DE MUESTRAS Y PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

Para estudiar esos genes necesitamos una muesira de ADN. En este estudio, el ADN s
va a obtener a partir de una muestra de saliva, v esta sera la Unica muestra que se |2 pida
a su hijo o representado. Para ello, se recogerd una muestra de saliva en un peguefio
recipiente que conservara el ADM hasta su analisis. Por supuesto, esta forma de
obtencion de la muestra s indolora v no conlleva ningln riesgo.

A continuacion ese bote se codificara con un codigo para mantener el anonimato del
paciente v la confidencialidad de sus datos (no se escribira en ese bote ningln dato que
permita identificarle) v sera enviado al laboratorio donde se analizara, junto a los datos de
la enfermedad (basicamente, el tipe de enfermedad v su evolucion) también de forma
codificada v confidencial.

Una vez acabado el estudio, la muesira bien se destruird (si no nos da su consentimiento
para otros estudios posteriores) o hien se conservara para estudios posteriores (si nos da
5u consentimisnta).

CONSENTIMIENTO. 0OCK 2 de s
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e CONSENTIMIENTO INFORMADO [ Cgdigo; S007PCK-TDAHR

El equipo investigador estara integrado por miembros del servicio de psiquiatria del
Hospital que le trata. El lugar de realizacion del analisis seran las instalaciones de la
empresa Progenika Biopharma SA situadas en el Parque Tecnolégico Bizkaia.

1.4 RIESGOS ¥ MOLESTIAS

Como se trata de una muesira saliva, su obtencion no supone ningun riesgo para el
pacients y las molestias son minimas (depositar saliva en un pequefo hote).

Por participar en el estudio no tiene que volver para otras visitas ni sufrir otros
procedimientos extraordinarios. Su visita solo durard unos minutos mas (los necesarios
para otorgar el consentimiento v obtener la muestra de saliva). Una vez finalizada esta
visita, habra concluido su participacion en el proyecto y no se exigira que dedigue ningin
tiempo adicional al mismo.

1.5 VOLUNTARIEDAD DE LA PARTICIPACION Y DERECHO DE REVOCACION

Recuerde que no tisnen ninguna ohligacion de participar en este estudio, v si asi lo desea,
su decisién no repercutira en los cuidados médicos de su hijo o representado. Recordarle
también que no recibird ningan tipo de compensacion econdomica por participar en este
proyecto.

Como ya se ha explicado anteriormente, |a participacion en el estudio se hasa dnicaments
en proporcionar una muestra de saliva para el mismo. Pero si posteriormente se
amepiente, puede revocar este consentimiento cuando quiera, sin tener que dar
explicaciones sohre sus razones y, por supuesto, sin gue este hecho vaya a repercutir en
su atencion y cuidado médico.

1.6 CONFIDENCIALIDAD

La identidad de su hijo o representado serd disociada de la muestra mediante la
adjudicacion de un codigo por lo que la informacion de la muestra siempre estard
disociada de la informacion personal. El acceso a la informacion personal queda
restringido a los médicos del estudio v colaboradores (en su caso, el monitor del estudio)
v al Comité Etico de Investigacion Clinica que evalia el estudio. Como ya se ha descrito,
se adoptaran esfrictas medidas de seguridad para garantizar el anonimato de los
resultados geneticos. La evaluacion de los resultados genéticos se hara solo por grupos
(por ejemplo, varones/mujeres, grupos de edad, eic.) v no de forma individual. Debe
comprender que los resultados de valor que se pudiera obtener provendrian del estudio
de multiples muestras, v en ningln caso de |a de su hijo o representado exclusivaments

Las implicaciones médicas de los resultados del analisis genético de las muesfras de
saliva, si &5 gue 1as hay, sdlo seran conocidas cuando s hayan completado los proyectos
de investigacion. Los resultados solo se conoceran de forma genérica (esto es, todos los
pacientas en conjunta) v no de forma individualizada.

El tratamiznto, la comunicacion y la cesion de datos de caracter personal de todos los
sujetos participantes se ajustan a lo dispuesto en la Ley de Proteccién de Datos (Ley
Organica 151999, de 13 de Diciembre) y usted puede ejercer el derecho de modificacian,
oposicién v cancelacion de datos.
CONSENTIMAENTC docx

Jdes




Anexo Il

HOJA DE INFORMACION AL SUJETO |Centro:

PRCEI:II-L}

CONSENTIMIENTO INFORMADO [ Cadigo: S007PGK-TDAR

Los resultados del estudio podran ser comunicados en reuniones cientificas, congresos
médicos o publicaciones cientificas, manteniéndose siempre una estricta confidencialidad
sobre la identidad de los pacientes (no se dira nunca el nombre de su hijo o representado,
sino que se mosfraran los datos en conjunta), segun la Ley Organica de Proteccion de
Datos.

1.7 CESION Y EXPLOTACION DE RESULTADOS

sted cede la muestra de saliva de su hijo o representado para el fin anteriorments
expuasto. Las muestras de saliva no se utilizaran para ningun otro fin, ni se comercializara
con ellas, sino que senviran para los objetivos cientificos anteriormente descritos. En el
caso de que ese fest sea Ofil, podra ser posteriormente comercializado.

1.8 BENEFICIO PARA EL SUJETO

El poder diagnosticar cualguier enfermedad cudnto antes y con un método sencille vy no
peligroso para el paciente resulia siempre un heneficio para el paciente.

Probablements su hijo o representado no obtendra ningan heneficio dirgcto por participar
en este provecto, pero si la satisfaccion de ayudar a otros pacientes en el futuro, puesto
que esta prueba podria ayudar en la evaluacion del pronostico v respuesta a farmacos en
del trastorno por déficit de atencion con hiperactividad (TDAH).

Si usted estd de acuerdo en permitir participar a su hijo o representado de forma
voluntaria en este estudio debe rellenar el consentimiento informado que se adjunta
a continuacion.

COMNEENTIMIENTO Socx F
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% CONSENTIMIENTO INFORMADO Cédigo: 2O0TPGE-TDAH

(COPIA PARA EL INVESTIGADOR)

2 DECLARACION DE CONSENTIMIENTO Y FIRMA POR PADRES O TUTORES

Proyecto: Estudio clinico multicéntrico de investigacion para el desarrollo de un sistema no
invasivo in Vitro (DNA-CHIP de genotipado) para el prondstico y prediccion de respuesta a
tratamiento del trastorno por déficit de atencion con hiperactividad (TDAH).

Yo, en

representacion de {nombre de

paciente), en calidad de

He leido la informacion que 2e me ha entregado. He podido hacer preguntas sobre el proyecto. He
recibido suficients informacian sobre el mismao. He hablado de ello

con

Comprende gue la participacion en 2l proyvecto es voluntaria v puedo retirar mi consentimiento
cuando guiera, sin tener que dar explicaciones vy sin que esto repercuta en los cuidados médicos
de mi hijo/a.

Presto libremente mi conformidad para la participacian de mi hijo/a en el proyecto asi como acepto
responder a los cuestionarios que =& decidan pasar para |a evaluacion de la enfermedad de mi
hijofa (Test ADHD Rating Scale version padre y la Escala de Impresicn Clinica Global):

Si Mo
doy doy (Marcar conuna ¥ lo gue seleccions)

Mi consentimientc para participar en este estudio

Mi consentimientc para participar en ofros estudios futuros con nuevos genes
relacionados con la enfermedad.

FIRMA DEL Padre/Tutor Mombre Fecha

FIRMA DE LA Madre/Tutor Nombre Fecha

Yo he explicado por completo los detalles relevantes de este provecto al pacientes y/o la persona
autorizada a dar &l consentimiento n su nombre.,

FIRMA Mombre Facha

Se entrega copia de este documento al paciente,

CONSENTINENT O g0ck 5 ge &
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CONSENTIMIENTO INFORMADO  [C3digo: S007PCKTOAR
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3 CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES MAYORES DE 12 ANOS

o TS , likremente, decido participar en el proyecio
de investigacion denominado:

“Estudio clinico multicéntrico de investigacion para el desarrollo un sistema no invasivo in
Vitro ([DNA-CHIP de genotipado) para el prondstico y prediccion de respuesta a tratamiento
del trastorno por déficit de atencion con hiperactividad [TDAH)"

Mi participacion consiste en dar un poco de mi saliva, gque se utilizara para ver i funciona un test
que sirve para estudiar la enfermedad llamada déficit de atencion y estudiar mas dicha
enfermedad.

Mi médico me ha dicho gue este estudio ssrvird para conocer mas esa enfermedad v gue los
resultados que salgan, se contaran a otros médicos pero siempre manteniendo en secreto la
dentidad de todos v cada uno de los jovenes que hemos participado. Para eso, no s& va a poner
mi nombre o apellidos en ningln sitic que pusdan verlo otras personas y mi saliva va a ser
conocida solo por un codigo.

He entendido gue no hay peligro en participar en el estudio porque sélo se me pide que eche un
poco de saliva en un bote especial (jy 280 no duele!). Con esa saliva estudiaran miz genes
relacionados con la enfermedad, v 1o hara en el laboratorio de la empresa que investiga estos test
para el diagndstico (v que 2e llama Progenika Biopharma). Ademas tendré que respondsr a una
breve encussta donde 22 ve como me encusniro.

Sé gue mi participacion consiste dnicamente en dar esa saliva v que no tengo que volver ofro dia
al hospital por causa del estudio. También s& gue no Nos van & pagar ningln dinero ni regalo por
esta participacion, pero entiendo que los resultados que se obtengan pusden ser bensficiozsos en
el futuro a pacientez con la misma enfermedad o enfermedadss relacionadas con la misma
{aunque como pueds tardarse muchos anos en investigar, quizas no me sirvan ya a mi mismo).

Madie me obliga a parficipar vy puedo decir que no guiero dar eza saliva, sin tener que explicar por
qué no guiern. Ademas, puedo decir ahora que no o si ahora digo gue si, otro dia puedo decir que
no. ¥ tanto si digo =i como si digo no, mi médico me seguira fratando igual de bien gue hasta
ahora.

El médico gue me ha explicado estose llama... ... (escribe agui su nombre)

W como quiero participar en el estudio, pongo mi nombre a continuacion:

Fecha: Fecha: Fecha:

Firma: Firma: Firma:

Firmado paciente Firmado: padre § tutor legal Firmado: Investigador
(51 mayor de 12 afos)

Momibre: Momlre: Momibre:

Se enrrega copia de este documento al paciente.

CONSENTIMIENTO docx Bdes
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=\, | HOJA DE INFORMACION AL SUJETO |Centro:

CONSENTIMIENTO INFORMADO Cddig(}: 00TPGK-TDAH

(COPIA PARA EL PACIENTE)

4 DECLARACION DE CONSENTIMIENTO Y FIRMA POR PADRES O TUTORES

Proyecto: Estudio clinico multicéntrico de investigacion para el desarrollo de un sistema no
invasivo in Vitro (DNA-CHIP de genotipado) para el prondstico y prediccion de respuesta a
tratamiento del trastorno por déficit de atencion con hiperactividad (TDAH).

Yo, en

representacion de (nombre de

paciente), en calidad de

He leido la informacion que =& me ha entregado. He podido hacer preguntas sobre el proyecto. He

recibido suficiente informacion zobre el mismao. He hablado de ello

con

Comprendo gue la parficipacion en el proyecto es voluntaria y puedo retirar mi consentimiento
cuando guiera, sin tener que dar explicaciones v sin que esto repercuta en los cuidados médicos
d= mi hijo/a.

Presto libremente mi conformidad para la participacidn de mi hijo/a en el proyecto agi como acepto
responder a los cuesfionarios que se decidan pasar para la evaluacion de la enfermedad de mi
hijofa (Test ADHD Rating Scale version padre y la Escala de Impresién Clinica Global):

Si Mo
doy doy (Marcar conuna 2 lo gue s2lzcciong)

Wi consentimiento para participar en ezte estudio

Mi consentimients para paricipar en ofros estudios futuros con nuevos genss
relacionadcs con la enfermeadad.

FIRMA DEL Padre/Tutor Mombre Fecha

FIRMA DE LA Madra/Tutor Nombre Fecha

o he explicado por completo los detalles relevanies de este proyecto al paciente yio la persona
autorizada a dar el consentimiento en su nombre.

FIRMA Mombre Facha

Se enrrega copia de esre documento al paciente.

CONSENTIMIENTC.0OCX 7 des
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CONSENTIMIENTO INFORMADO Cédigo: 2007PGK-TDAH

(COPIA PARA EL PACIENTE]

5 CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES MAYORES DE 12 ANOS

o TSR , libremente, decido participar en 2l proyecto
de investigacion denominado:

“Estudio clinico multicéntrico de investigacion para el desarrollo un sistema no invasivo in
Vitro (DNA-CHIP de genotipado) para el pronostico y prediccion de respuesta a tratamiento
del trastorno por déficit de atencion con hiperactividad (TDAH)"

Mi participacian consiste en dar un poco de mi saliva, que se utilizard para ver si funciona un test
que sirve para estudiar la enfermedad llamada déficit de atencion y estudiar mas dicha
enfermedad.

Mi médico me ha dicho gue este estudio servird para conocer mas esa enfermedad vy gue los
resultados que salgan, se contaran a otrog médicos pero siempre manteniendo en secreto la
dentidad de todos y cada uno de los jovenes que hemos participado. Para eso, no se va @ poner
mi nombre o apellidos en ningdn sitic gque puedan verlo otras personas y mi saliva va a ser
conocida =olo por un cadigo.

He entendido gue no hay peligro en participar en el estudio porque sélo e me pide que eche un
poco de saliva en un bote especial (jy e2o no duelel). Con esa saliva estudiaran miz genes
relacionados con la enfermedad, v lo hara en el laboratorio de la empresa que investiga estos test
para el diagnostico (v que se llama Progenika Biopharma). Ademas tendré que responder a una
breve encuesta donde e ve comao me encueniro.

Sé que mi participacion conziste Unicamente en dar esa saliva y que no tengo que volver ofro dia
al hospital por causa del estudio. También & que no Nos van a pagar ningdn dinero ni regalo por
esta participacion, pero entiendo que los resultados que se obtengan pueden ser beneficiozos en
el futuro a pacientez con la misma enfermsdad o enfermedades relacionadas con la misma
{aunque como puede tardarse muchos afios en investigar, quizas no me sirvan ya a mi misma).

Madie me obliga a participar y pueds decir que no guiero dar esa saliva, sin tener gue explicar por
qué no guiero. Ademas, puedo decir ahora gque no o i ahora digo que si, otro dia puedo decir que
no. ¥ tanto gi digo =i come si dige no, mi médico me seguira fratando igual de bien gue hasta
ahora.

El médico que me ha explicado estose llama...............ooovoeii il (escribe agui su nombre)

Y como quiero participar en €l estudio, pongo mi nombre a continuacion:

Fecha: Fecha: Fecha:

Firma: Firma: Firma:

Firmado: paciente Firmado: padre { tutor legal Firmado: Investigador
(51 mayor de 12 afios)

Nombre: Mombre: MNombre:

Se enrrega copia de este documento al paciente,

CONEENTIMIENTO Socx 8 des
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ANEXO lIl: CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS DE PACIENTES DE TDAH Y
CONTROLES SANOS SIN ENFERMEDADES PSIQUIATRICAS DIAGNOSTICADAS

A) Tabla que resume las principales caracteristicas de las muestras de pacientes de TDAH que hansido
utilizadas en este estudio. Las primeras 276 fueron las seleccionadas para participar en el estudio
piloto y todas ellas (399) se incluyeron en el analisis completo. Se muestra el cédigo intemo que se le
asigndé a cada una de las muestras en el momento de su recepcién, la edad en el momento del
reclutamiento, el periodo de ewolucion hasta dicho momento, el sexo, el subtipo de TDAH
diagnosticado y el tratamiento actual. En este campo, “MTF” significa metifenidato, “ATX’ atomoxetina
y “OTRO” cualquier otro famaco, pudiéndose dar todas las combinaciones posibles. En cualquiera de
los campos, el simbolo “?” significa valor perdido.

Codigo | Ead | [icion | sexo | subtipo TDAw | Trelamiento
(afios)
AD001 37 3 Mujer Combinado MTF+OTRO
AD002 17 9 Varén ? MTF
AD003 15 9 Varén Combinado MTF+OTRO
AD004 12 3 Mujer Inatento MTF
AD0O05 9 3 Varén Combinado MTF
AD006 12 4 Mujer Combinado MTF
AD007 12 3 Varén Combinado MTF
AD008 14 4 Varén Combinado MTF
AD009 15 4 Varén Inatento MTF
ADO010 16 3 Mujer Inatento OTRO
ADO11 16 3 Mujer Combinado MTF
AD012 12 2 Varén Inatento MTF
AD013 12 2 Mujer Inatento MTF
AD014 8 2 Varén Combinado MTF
AD015 15 2 Varén Combinado MTF
ADO016 8 4 Varén Hip-imp MTF
AD017 14 7 Varén Combinado MTF
AD018 16 8 Varén Inatento MTF
ADO019 17 3 Mujer Inatento MTF
AD020 14 8 Varén Inatento MTF
AD021 14 3 Varén Combinado MTF
AD022 12 3 Varén Combinado MTF
AD023 13 4 Varén Combinado ATX+OTRO
AD024 12 3 Varén Combinado MTF
AD025 11 3 Varén Inatento ATX
AD026 13 5 Varén Combinado MTF
ADO027 32 4 Varén ? MTF
AD028 13 6 Varén Combinado MTF
AD029 12 3 Varén Inatento MTF
AD030 12 2 Varén Combinado MTF
ADO031 8 2 Varén Combinado MTF
AD032 9 3 Varén Inatento MTF
AD033 15 7 Varén Combinado MTF
AD034 17 8 Varén Combinado ?
ADO035 10 3 Varén Inatento MTF
AD036 11 2 Varén Combinado MTF
AD037 14 3 Varén Combinado MTF
ADO038 11 4 Mujer Inatento MTF
ADO039 14 3 Varén Combinado MTF
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o Periodo de .
Carlim Egad evolucion Sexo Subtipo TDAH LLEicTuliz i
Muestra| (afios) = actual

(afios)
AD040 13 2 Mujer Combinado MTF
AD041 11 5 Varén Combinado MTF
ADO042 22 14 Varén Combinado ?
AD043 11 3 Mujer Inatento MTF
AD044 14 5 Varon Hip-imp MTF+OTRO
AD045 10 5 Varén Combinado MTF
AD046 13 5 Varén Combinado MTF
AD047 13 4 Mujer Inatento MTF
AD048 16 4 Varén Combinado OTRO
AD049 13 4 Varén Combinado MTF+OTRO
ADO050 13 5 Varén Combinado MTF
ADO051 14 6 Varén Inatento ?
AD052 13 3 Varén Combinado MTF
ADO053 16 2 Varén Combinado MTF
ADO054 10 3 Varén Combinado MTF
ADO055 14 5 Varén Combinado OTRO
ADO056 14 5 Varén Combinado MTF
ADO057 16 7 Varén Combinado MTF
ADO058 9 2 Varén Combinado MTF
ADO059 19 7 Varén Inatento MTF
AD060 14 5 Varén Combinado MTF
AD061 12 3 Mujer Combinado MTF+ATX
AD062 13 5 Varén Combinado MTF
AD063 6 3 Varén Inatento MTF
AD064 8 4 Varén Combinado MTF
AD065 10 3 Mujer Inatento MTF
AD066 9 3 Varén Combinado MTF
AD067 12 8 Varén Combinado MTF
AD068 11 6 Varon Hip-imp MTF
AD069 14 2 Varén Combinado MTF
ADO70 17 10 Varén Inatento MTF
ADO071 14 7 Varén Combinado MTF
ADO072 15 6 Varén Combinado ?
ADO73 7 1 Varén Combinado ATX
ADQ074 14 5 Varén Inatento MTF
ADO75 14 3 Varén Inatento MTF
ADO76 8 4 Varén ? MTF
ADO77 13 6 Varén Combinado MTF
ADO78 16 3 Varén Combinado ATX
AD079 16 6 Mujer Combinado MTF
ADO080 13 2 Varén Combinado MTF
ADO081 10 3 Mujer Combinado MTF
AD082 10 3 Varén Combinado MTF
AD083 8 3 Varén Combinado MTF
AD084 10 2 Mujer Combinado MTF
ADO085 13 2 Mujer Inatento MTF+OTRO
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L Periodo de .

ﬁggé%fa (5232) evol~ucién Sexo Subtipo TDAH Tra;irj:lnto
(afios)

AD086 10 3 Mujer Inatento MTF+OTRO
AD087 10 6 Mujer Combinado MTF+OTRO
AD088 13 3 Varén Combinado OTRO
ADO089 12 3 ? Combinado ATX
AD090 16 10 Varén Combinado MTF
AD091 14 5 Varén Combinado MTF
AD092 15 7 Varén Combinado ATX
AD093 10 3 Mujer Combinado MTF
AD094 17 7 Varén Combinado MTF+OTRO
AD095 11 3 Varén Combinado MTF+OTRO
AD096 12 3 Varén Combinado MTF
AD097 13 3 Varén Inatento MTF
AD098 15 8 Varén Combinado MTF
AD099 13 3 Varén Combinado MTF
AD100 10 3 Mujer Combinado MTF
AD101 12 3 Varén Inatento MTF
AD102 14 7 Varén Combinado ATX
AD103 15 8 Varén Combinado MTF+OTRO
AD104 18 3 Varén Inatento MTF
AD105 13 7 Mujer Combinado MTF
AD106 14 6 Varén Combinado MTF
AD107 14 7 Varén Hip-imp MTF+OTRO
AD108 11 4 Varon Hip-imp MTF
AD109 15 5 Mujer Inatento MTF
AD110 16 9 Varén Inatento MTF
AD111 15 7 Varén Combinado OTRO
AD112 15 7 Varon Hip-imp OTRO
AD113 15 3 Varén Inatento MTF
AD114 14 5 Varén Combinado OTRO
AD115 16 3 Varén Inatento MTF
AD116 13 4 Varén Inatento MTF+ATX
AD117 13 5 Mujer Inatento MTF
AD118 11 2 Varén Combinado MTF+OTRO
AD119 9 4 Varén Combinado MTF
AD120 9 3 Varén Combinado MTF
AD121 16 4 Varén Combinado MTF
AD122 10 6 Varén Hip-imp MTF
AD123 12 4 Mujer Combinado MTF+OTRO
AD124 16 3 Varén Combinado MTF+OTRO
AD125 12 4 Varén Inatento MTF
AD126 14 3 Varén Inatento MTF
AD127 12 2 Varén Combinado MTF
AD128 10 4 Varén Combinado MTF
AD129 15 6 Varon Hip-imp MTF
AD130 13 3 Varén Combinado MTF
AD131 14 4 Varén Inatento ATX
AD132 12 4 Varén Combinado MTF
AD133 15 9 Varén Combinado MTF
AD134 17 6 Varén Combinado MTF+OTRO
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L Periodo de .

ﬁggé%fa (5232) evol~ucién Sexo Subtipo TDAH Tra;irj:lnto
(afios)

AD135 13 2 Varén Combinado MTF
AD136 11 4 Varén Hip-imp MTF
AD137 15 11 Varon Hip-imp MTF
AD138 13 2 Varén Inatento MTF
AD139 13 4 Varon Hip-imp MTF+OTRO
AD140 10 3 Mujer Combinado MTF
AD141 15 2 Varén Inatento MTF
AD142 15 5 Varén Combinado MTF+ATX
AD143 10 3 Varén Inatento ?
AD144 14 6 Mujer Combinado MTF
AD145 8 3 Varén Combinado MTF
AD146 13 9 Varén Combinado MTF
AD147 14 4 Varén Combinado MTF
AD148 10 2 Varén Combinado MTF
AD149 11 3 Varén Inatento MTF
AD150 11 4 Varén Combinado MTF
AD151 13 5 Varén Inatento ATX
AD152 12 5 Varén Combinado MTF
AD153 13 5 Varén Combinado MTF
AD154 12 3 Varén Combinado MTF
AD155 15 3 Varén Inatento MTF
AD156 21 3 Mujer Inatento ?
AD157 14 5 Varén Combinado MTF+ATX
AD158 15 7 Varén Combinado MTF
AD159 11 3 Varén Combinado ATX
AD160 19 4 Varén Inatento ATX
AD161 11 3 Varén Combinado MTF
AD162 10 1 Varén Combinado MTF
AD163 10 2 Varén Combinado ATX
AD164 12 2 Varén Inatento ?
AD165 12 4 Varén Combinado MTF+ATX
AD166 10 2 Mujer Inatento MTF
AD167 6 3 Mujer Inatento MTF
AD168 16 3 Mujer Inatento MTF+OTRO
AD169 9 3 Varén Combinado MTF
AD170 10 5 Varén Combinado MTF
AD171 10 3 Varén Hip-imp MTF
AD172 12 3 Varén Combinado MTF
AD173 13 2 Varén Inatento MTF
AD174 12 5 Varén Inatento MTF
AD175 12 4 Varén Inatento MTF
AD176 12 3 Varén Inatento ATX
AD177 18 3 Varén Inatento ?
AD178 15 6 Varén Combinado MTF
AD179 15 5 Varén Combinado MTF
AD180 14 5 Mujer Inatento ATX
AD181 7 3 Varén Combinado MTF
AD182 17 6 Varén Inatento MTF
AD183 12 6 Mujer Combinado MTF
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L Periodo de .

ﬁggé%fa (5232) evol~ucién Sexo Subtipo TDAH Tra;irj:lnto
(afios)

AD184 14 2 Varén Inatento MTF+ATX
AD185 14 4 Varén Combinado MTF
AD186 16 2 Mujer Inatento MTF
AD187 14 6 Varén ? MTF
AD188 15 2 Varén Inatento ATX
AD189 15 2 Varén Inatento MTF
AD190 9 4 Varén Combinado MTF
AD191 14 3 Varén Combinado MTF
AD192 14 3 Varén Combinado MTF
AD193 14 1 Mujer Combinado MTF
AD194 18 7 Mujer Combinado ATX
AD195 13 2 Varén Inatento MTF
AD196 10 2 Varén Inatento MTF
AD197 15 3 Varén Inatento MTF
AD198 14 4 Mujer Inatento MTF
AD199 12 4 Mujer Combinado ATX
AD200 14 4 Varén Inatento MTF
AD201 10 2 Varén Inatento MTF
AD202 11 4 Varén Combinado MTF
AD203 11 4 Varén Combinado MTF
AD204 10 3 Varén Inatento MTF
AD205 15 7 Varén Inatento MTF
AD206 16 3 Varén Combinado MTF
AD207 14 5 Varon Hip-imp OTRO
AD208 20 7 Mujer Hip-imp MTF
AD209 14 2 Varén Combinado MTF
AD210 14 6 Varén Combinado MTF
AD211 12 2 Varén Combinado ATX
AD212 9 4 Varén Combinado MTF
AD213 9 3 Varén Combinado MTF+OTRO
AD214 11 5 Varén Combinado MTF
AD215 22 2 Mujer Inatento MTF
AD216 12 6 Mujer Combinado ATX
AD217 12 3 Varén Combinado MTF
AD218 9 2 Varén Combinado OTRO
AD219 9 1 Mujer Inatento ATX
AD220 12 2 Varén Combinado MTF
AD221 12 2 Varén Inatento MTF
AD222 9 2 Mujer Combinado MTF
AD223 12 3 Varén Inatento MTF
AD224 12 3 Varén Combinado MTF+OTRO
AD225 15 4 Varén Combinado MTF+OTRO
AD226 10 3 Varén Combinado MTF
AD227 16 4 Varén Combinado MTF
AD228 9 2 Varén ? MTF
AD229 11 5 Varén Inatento MTF
AD230 13 12 Mujer Combinado ATX
AD231 10 2 Mujer Combinado ATX
AD232 8 1 Mujer Inatento MTF
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L Periodo de .

ﬁggé%fa (5232) evol~ucién Sexo Subtipo TDAH Tra;irj:lnto
(afios)

AD233 12 3 Varén Combinado ATX
AD234 12 3 Varén Inatento MTF
AD235 15 5 Varén Combinado MTF
AD236 13 5 Varén Combinado MTF+ATX
AD237 14 2 Varén Combinado ATX
AD238 13 2 Varén Combinado MTF
AD239 9 2 Mujer Combinado MTF+OTRO
AD240 14 5 Varén Combinado MTF
AD241 13 4 Varén Combinado MTF
AD242 15 4 Varon Hip-imp MTF
AD243 15 6 Varén Combinado MTF+OTRO
AD244 11 1 Varén Combinado ATX
AD245 13 3 Varén Combinado MTF
AD246 14 3 Varén Hip-imp MTF+OTRO
AD247 10 3 Varén Inatento MTF
AD248 13 2 Varén Combinado MTF
AD249 13 2 Varén Combinado MTF
AD250 12 5 Varén Combinado MTF
AD251 11 3 Mujer Hip-imp MTF
AD252 13 4 Varén Combinado MTF
AD253 15 2 Varén Combinado ATX
AD254 10 2 Varén Combinado MTF
AD255 13 5 Varén Combinado MTF
AD256 12 2 Varén Hip-imp MTF
AD257 11 3 Mujer Combinado MTF
AD258 18 11 Varén Combinado ninguno
AD259 9 2 Mujer Combinado ATX
AD260 12 2 Varén ? MTF
AD261 12 5 Varén Hip-imp MTF+OTRO
AD262 10 2 Mujer Combinado ATX
AD263 15 4 Varén ? ATX
AD264 14 3 Varén Combinado MTF
AD265 21 5 Varén ? ?
AD266 15 8 Varén Combinado MTF
AD267 14 6 Varén Combinado MTF
AD268 13 5 Mujer ? MTF+ATX
AD269 16 5 Varén ? MTF
AD270 15 6 Varén Combinado MTF
AD271 16 4 Varén Combinado MTF
AD272 15 15 Varén ? MTF
AD273 14 2 Varén Hip-imp MTF
AD274 11 3 Varén Combinado MTF+OTRO
AD275 11 3 Varén ? MTF
AD276 17 3 Varén ? MTF
AD277 14 2 Mujer Inatento MTF
AD278 10 2 Varén Combinado MTF
AD279 10 3 Mujer Combinado MTF+ATX
AD280 36 7 Varén Combinado MTF
AD281 14 5 Varén Combinado MTF
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L Periodo de .

ﬁggé%fa (5232) evol~ucién Sexo Subtipo TDAH Tra;irj:lnto
(afios)

AD282 13 3 Varén Combinado MTF
AD283 12 2 Varén Combinado MTF
AD284 12 2 Varén Inatento MTF
AD285 13 2 Varén Combinado ninguno
AD286 11 3 Mujer Combinado MTF
AD287 11 4 Varén Combinado ATX+OTRO
AD288 9 2 Varén Combinado MTF
AD289 15 8 Varén Combinado MTF
AD290 13 3 Varén Inatento MTF
AD291 14 2 Varén Inatento MTF
AD292 16 3 Mujer Combinado MTF
AD293 11 6 Mujer Combinado MTF
AD294 13 3 Mujer Combinado MTF
AD295 12 5 Varén Combinado ATX
AD296 10 2 Varén Combinado MTF
AD297 13 5 Mujer Inatento MTF
AD298 10 3 Varén Combinado MTF
AD299 13 2 Varén Combinado MTF
AD300 12 3 Varén Combinado MTF
AD301 16 6 Mujer Combinado MTF
AD302 12 3 Varén ? MTF
AD303 11 5 Varén Combinado MTF
AD304 11 5 Varén Combinado MTF
AD305 11 2 Varén Combinado MTF
AD306 14 2 Mujer Combinado MTF
AD307 14 3 Varén Inatento MTF+OTRO
AD308 10 3 Varén Inatento MTF
AD309 11 2 Varén Combinado ATX
AD310 15 6 Varén Combinado MTF+OTRO
AD311 10 2 Mujer Combinado MTF
AD312 10 3 Varén Combinado MTF
AD313 11 4 Varén Inatento MTF+OTRO
AD314 11 2 Varén Hip-imp OTRO
AD315 13 2 Varén Combinado MTF
AD316 10 2 Varén Combinado MTF
AD317 10 3 Varén Inatento MTF
AD318 15 4 Varén Combinado MTF
AD319 9 2 Varén Combinado MTF
AD320 13 2 Varén Combinado MTF
AD321 10 2 Varén Combinado MTF
AD322 14 6 Mujer Combinado ATX
AD323 10 8 Varon Hip-imp MTF
AD324 11 1 Varén Combinado MTF
AD325 13 3 Varén Combinado MTF+OTRO
AD326 14 4 Varén Combinado MTF
AD327 15 4 Mujer Inatento ATX
AD328 11 3 Mujer Hip-imp MTF
AD329 10 5 Varén Inatento MTF
AD330 10 5 Mujer Combinado MTF
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L Periodo de .

ﬁggé%fa (Egﬁg) evol~ucién Sexo Subtipo TDAH Tra;im:lnto
(afios)

AD331 10 2 Varén Combinado MTF
AD332 10 2 Varén Combinado ATX
AD333 11 3 Varén Combinado MTF
AD334 11 4 Varén Combinado MTF
AD335 11 3 Mujer Combinado MTF
AD336 14 2 Mujer Combinado MTF
AD337 13 1 Varén Combinado MTF
AD338 11 4 Varén Inatento OTRO
AD339 11 3 Mujer Combinado MTF
AD340 10 3 Varén Combinado MTF
AD341 13 3 Mujer Combinado MTF
AD342 15 3 Varén Combinado MTF
AD343 12 4 Varén ? MTF+OTRO
AD344 14 1 Varén Combinado MTF
AD345 12 5 Varén Combinado MTF
AD346 11 3 Varén Combinado MTF
AD347 16 3 Varén Inatento MTF
AD348 11 2 Varén Combinado MTF
AD349 15 8 Varén Combinado MTF
AD350 14 2 Varén Combinado MTF
AD351 14 4 Mujer Combinado ATX
AD352 11 2 Mujer Combinado MTF
AD353 10 1 Varén Combinado MTF
AD354 13 4 Varén Combinado MTF
AD355 11 3 Varén ? MTF
AD356 11 2 Varén Combinado MTF+OTRO
AD357 17 9 Varén Combinado ?
AD358 11 2 Varén Combinado MTF
AD359 9 2 Mujer Combinado MTF
AD360 12 2 Varén Combinado MTF+OTRO
AD361 15 2 Mujer Combinado MTF+OTRO
AD362 11 4 Varén Combinado ATX
AD363 47 3 Mujer Combinado MTF
AD364 15 3 Mujer Combinado MTF
AD365 15 8 Varén Combinado ?
AD366 10 2 Varén Combinado MTF
AD367 7 2 Varon Hip-imp MTF+OTRO
AD368 14 2 Mujer Combinado MTF
AD369 12 2 Varén Combinado MTF
AD370 11 3 Varén Combinado MTF+OTRO
AD371 15 8 Varén Combinado MTF
AD372 16 9 Varén Hip-imp MTF+OTRO
AD373 15 13 Varén Combinado MTF
AD374 16 2 Varén Combinado MTF
AD375 20 10 Mujer Inatento ATX
AD376 10 3 Varén Combinado OTRO
AD377 10 2 Mujer Combinado MTF+OTRO
AD378 14 5 Varén Combinado MTF
AD379 14 2 Varén Inatento ATX
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L Periodo de .

ﬁggé%fa (5232) evol~ucién Sexo Subtipo TDAH Tra;irj:lnto
(afios)

AD380 12 4 Varén Combinado ATX
AD381 13 2 Mujer Combinado MTF
AD382 11 3 Varén Inatento MTF
AD383 12 1 Varén Inatento MTF
AD384 7 3 Varén Combinado MTF
AD385 7 3 Varén Combinado MTF
AD386 15 6 Varén Combinado MTF
AD387 16 1 Varén Combinado MTF
AD388 13 4 Varén Inatento ?
AD389 13 6 Varén Combinado ATX
AD390 12 4 Varén Combinado MTF
AD391 14 6 Varén Combinado MTF+OTRO
AD392 14 5 Varén Combinado MTF
AD393 11 5 Varén Hip-imp MTF
AD394 14 2 Varén Combinado MTF
AD395 14 3 Varén Combinado MTF
AD396 12 6 Mujer Combinado MTF
AD397 7 4 Varén Combinado MTF
AD398 14 4 Varén Combinado MTF
AD399 8 2 Varén Combinado MTF

B) Tabla que resume las principales caracteristicas de las muestras de ADN de individuos
controles sanos (sin enfermedades psiquiatricas diagnosticadas) que fueron solicitadas. Se
muestra el cddigo interno que se les asign6 a los ADNs en el momento de su recepcién, asi
como la edad y sexo del donante.

Codigo [ Edad (afios) Sexo Codigo | Edad (afios) Sexo
C001 28 Varén C201 18 Varén
C002 37 Varon C202 19 Varon
C003 32 Varén C203 20 Varén
C004 39 Varon C204 25 Varon
C005 37 Varén C205 25 Varén
C006 38 Varon C206 25 Varon
C007 33 Varon C207 20 Varon
Co008 35 Varon C208 19 Varon
C009 36 Varén C209 20 Varén
C010 35 Varon C210 18 Varon
Cco11 37 Varén C211 18 Varén
Co012 33 Varon Cc212 19 Varén
C013 24 Varon C213 19 Varon
C014 25 Varon C214 25 Varon
C015 30 Varon C215 22 Varén
C016 39 Varon C216 22 Varon
Co017 22 Varon Cc217 19 Varén
co18 37 Varon C218 20 Varén
C019 20 Varon C219 19 Varén
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Codigo [ Edad (afios) Sexo
C020 29 Varon
C021 39 Varon
C022 30 Varon
Cc023 22 Varon
C024 19 Varon
C025 37 Varon
C026 21 Varon
Cco27 26 Varon
C028 28 Varon
C029 22 Varon
C030 34 Varon
C031 25 Varon
C032 38 Varon
C033 38 Varon
C034 24 Varon
C035 36 Varon
C036 39 Varon
C037 30 Varon
C038 30 Varon
C039 30 Varon
Co040 38 Varon
Cc041 35 Varén
Cco42 26 Varon
C043 33 Varén
Co044 35 Varon
C045 37 Varén
C046 37 Varon
co47 36 Varén
co48 36 Varon
C049 26 Varén
C050 31 Varon
C051 34 Varén
C052 25 Varon
C053 29 Varén
C054 38 Varon
C055 30 Varén
C056 36 Varon
C057 38 Varén
C058 33 Varon
C059 34 Varén
C060 24 Varon
C061 26 Varén
C062 36 Varon
C063 19 Varén
C064 34 Varon
C065 38 Varon

Codigo | Edad (afios) Sexo
C220 21 Varon
C221 25 Varén
C222 21 Varon
C223 25 Varén
C224 25 Varon
C225 22 Varén
C226 19 Varon
Cc227 19 Varén
C228 22 Varon
C229 19 Varén
C230 21 Varon
C231 18 Varén
C232 19 Varon
C233 21 Varén
C234 19 Varon
C235 19 Varén
C236 19 Varon
C237 19 Varén
C238 22 Varon
C239 21 Varén
C240 20 Varon
C241 25 Varon
C242 19 Varon
C243 21 Varén
C244 22 Varon
C245 25 Varén
C246 23 Varon
c247 22 Varén
C248 19 Varon
C249 19 Varén
C250 22 Varon
C251 28 Varén
C252 28 Varon
C253 28 Varén
C254 28 Varon
C255 26 Varén
C256 26 Varon
C257 26 Varén
C258 26 Varén
C259 28 Varén
C260 28 Varon
C261 28 Varén
C262 28 Varon
C263 28 Varén
C264 26 Varon
C265 28 Varén
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Codigo [ Edad (afios) Sexo
C066 35 Varon
C067 30 Varon
C068 27 Varon
C069 32 Varon
C070 37 Varon
C0o71 26 Varon
C072 26 Varon
Co073 36 Varon
C074 26 Varon
C075 23 Varon
C076 29 Varon
C0o77 34 Varon
Co78 31 Varon
C079 28 Varon
C080 30 Varon
C081 26 Varon
C082 35 Varon
C083 30 Varon
Cco84 39 Varon
C085 28 Varon
C086 28 Varon
C087 33 Varén
co88 36 Varon
C089 35 Varén
C090 27 Varon
co91 18 Varén
C092 28 Varon
C093 33 Varén
C094 33 Varon
C095 29 Varén
C096 39 Varon
C097 30 Varén
C098 24 Varon
C099 39 Varén
C100 31 Varon
Cci101 22 Varén
C102 18 Varon
C103 32 Varén
C104 30 Varon
C105 39 Varén
C106 34 Varon
C107 20 Varén
c108 33 Varon
C109 35 Varén
C110 37 Varon
C111 20 Varén

Codigo | Edad (afios) Sexo
C266 28 Varon
C267 33 Varén
C268 31 Varon
C269 30 Varén
C270 33 Varon
Cc271 28 Varén
C272 28 Varon
C273 26 Varén
C274 28 Varon
C275 28 Varén
C276 34 Varon
C277 31 Varén
C278 30 Varon
C279 28 Varén
C280 32 Varon
Cc281 29 Varén
C282 30 Varon
C283 33 Varén
C284 33 Varon
C285 31 Varén
C286 32 Varon
C287 28 Varon
C288 32 Varon
C289 35 Varén
C290 31 Varon
C291 31 Varén
C292 35 Varon
C293 31 Varén
C294 33 Varon
C295 35 Varén
C296 35 Varon
C297 35 Varén
C298 31 Varon
C299 30 Varén
C300 31 Varon
C301 32 Varén
C302 33 Varon
C303 28 Varén
C304 35 Varén
C305 34 Varén
C306 34 Varon
C307 28 Varén
C308 34 Varon
C309 34 Varén
C310 30 Varon
C311 33 Varén
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Codigo [ Edad (afios) Sexo
C112 33 Varon
C113 26 Varon
Cl14 25 Varon
C115 33 Varon
C116 33 Varon
C117 36 Varén
C118 33 Varon
C119 26 Varon
C120 25 Varon
C121 39 Varon
C122 34 Varon
C123 39 Varon
Cl124 31 Varon
C125 33 Varon
C126 39 Varon
C127 26 Varon
C128 30 Varon
C129 33 Varon
C130 39 Varon
C131 37 Varon
C132 23 Varon
C133 32 Varén
C134 25 Varon
C135 39 Varén
C136 19 Varon
C137 39 Varén
C138 23 Varon
C139 21 Varén
C140 37 Varon
Ci141 21 Varén
C142 25 Varon
C143 20 Varén
Cl44 35 Varon
C145 36 Varén
C146 33 Varon
C147 20 Varén
C148 27 Varon
C149 27 Mujer
C150 24 Mujer
C151 24 Mujer
C152 26 Mujer
C153 28 Mujer
C154 18 Mujer
C155 25 Mujer
C156 18 Mujer
C157 18 Mujer

Codigo | Edad (afios) Sexo
C312 34 Varon
C313 34 Varén
C314 34 Varon
C315 34 Varén
C316 34 Varon
C317 34 Varén
C318 34 Varon
C319 34 Varén
C320 33 Varon
C321 31 Varén
C322 28 Varon
C323 31 Varén
C324 28 Varon
C325 33 Varén
C326 34 Varon
C327 33 Varén
C328 29 Varon
C329 35 Varén
C330 33 Varon
C331 32 Varén
C332 35 Varon
C333 34 Varon
C334 33 Varon
C335 31 Varén
C336 28 Varon
C337 28 Varén
C338 28 Varon
C339 29 Varén
C340 29 Varon
C341 28 Varén
C342 28 Varon
C343 28 Varén
C344 34 Varon
C345 33 Varén
C346 35 Varon
C347 37 Varén
C348 36 Varén
C349 37 Varon
C350 38 Varén
C351 20 Mujer
C352 18 Mujer
C353 22 Mujer
C354 18 Mujer
C355 21 Mujer
C356 20 Mujer
C357 18 Mujer
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Codigo [ Edad (afios) Sexo
C158 32 Mujer
C159 19 Mujer
C160 28 Mujer
Cl61 19 Mujer
C162 18 Mujer
C163 25 Mujer
Cl64 24 Mujer
C165 27 Mujer
C166 28 Mujer
c167 24 Mujer
C168 23 Mujer
C169 23 Mujer
C170 22 Mujer
Cl71 22 Mujer
C172 29 Mujer
C173 23 Mujer
Cl74 23 Mujer
C175 22 Mujer
C176 29 Mujer
C177 21 Mujer
C178 29 Varon
C179 23 Mujer
C180 20 Mujer
C181 28 Mujer
C182 28 Mujer
C183 29 Mujer
c184 27 Mujer
C185 24 Mujer
C186 19 Mujer
C187 25 Mujer
c188 24 Mujer
C189 37 Varon
C190 28 Mujer
C191 21 Mujer
C192 22 Mujer
C193 25 Mujer
C194 29 Mujer
C195 20 Mujer
C196 18 Mujer
C197 19 Mujer
C198 24 Mujer
C199 26 Mujer
C200 18 Mujer

Codigo | Edad (afios) Sexo
C358 19 Mujer
C359 19 Mujer
C360 22 Mujer
C361 25 Mujer
C362 25 Mujer
C363 25 Mujer
C364 25 Mujer
C365 22 Mujer
C366 22 Mujer
C367 23 Mujer
C368 25 Mujer
C369 19 Mujer
C370 25 Mujer
C371 18 Mujer
C372 18 Mujer
C373 21 Mujer
C374 19 Mujer
C375 20 Mujer
C376 23 Mujer
C377 20 Mujer
C378 25 Mujer
C379 26 Mujer
C380 26 Mujer
C381 26 Mujer
C382 26 Mujer
C383 28 Mujer
C384 28 Mujer
C385 26 Mujer
C386 28 Mujer
C387 28 Mujer
C388 26 Mujer
C389 28 Mujer
C390 28 Mujer
C391 29 Mujer
C392 28 Mujer
C393 31 Mujer
C394 28 Mujer
C395 29 Mujer
C396 31 Mujer
C397 30 Mujer
C398 30 Mujer
C399 35 Mujer
C400 35 Mujer
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ANEXO IV: SECUENCIAS DE LOS CEBADORES UTILIZADOS PARA EL CHIP DE

GENOTIPADO

Gen Cdédigo rs

Secuencia del cebador comun + cebador especifico

rs1800544

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATGGCTGCTCCAGACGTAACTC

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGAGAGGCGGGTACCTTGAG

ADRA2A
rS553668 GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATACATCAAAACCAAGGCCAAG
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCACTGGACTACAAGGGCATGG
rs1042713, | GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCTTCTTGCTGGCACCCAAT
rs1042714
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCCATGACCAGATCAGCACAG
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCTGCAGACGGTCACCAACTA
rs1042717
ADRB2 AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCATGGCAAAGTAGCGATCCAC
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATAGGCCTTACCTCCTTCTTGC
rs1042718
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGATCACCAGGGGAACGTAGA
rs1042719, | GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCTGCGCAGGTCTTCTTTGA
rs1042720
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGGGGGTCTTTAAAAGTAGAAAAA
AR 16152 GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCAACTCCTTCAGCAACAGCA
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGACACCGACACTGCCTTACA
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATAGGGACTAGTGAGGGGGAGA
rs1045280
ARRB2 AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGTCCTCGTGCTTGAGTTTCC
1s7208257 GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATTGTTGGGATTACAGGCATGA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCAGCTGTTCCTCCCGTACCTT

BDNF rs6265

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATACTCTGGAGAGCGTGAATGG

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCAGAAGAGGAGGCTCCAAAGG

rs1044393,
rs1044394

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATGCTGGACTTCTGGGAGAGTG

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCAGGGGATGATGAGGTTGATG

rs1044396,
rs1044397

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCAAATGCACATGCAAGAAGG

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGGTGGTCTGCAATGTACTGG

CHRNA4

rs2273505,
rs2273506

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATGCTGTCGTTCTGACGTACCA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTTCTCCGGTTACAACAAGTGG

rs2229959,
rs2229960

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCATGCATAAGATGGCCAGTG

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCTGGCTTTCTCAGCTTCCAG

rs4707436

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATTACTGGAAAAAGGCCCAACA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCCCAGCTCTGTCTTGGTAGG

rs806368
CNR1

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCCGCTTGAAACATTGGAAAT

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTGTTTGAGCAGTGGCCTACA

rs806369,
rs806370,
rs8063721

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATACAGCAGGGATATGGAGGAG

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTGAATAGCCCACATTTTAAACAAA

rs806372

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATTTGGGGGAGAGACAATCACT

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCAGGGCAGGGACTCTTTCTTG
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Gen Cédigo rs | Secuencia del cebador comin + cebador especifico
COMT 14680 |LGGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATGGGCCTACTGTGGCTACTCA
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCCCTTTTTCCAGGTCTGACA
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATTGGGGTTTGCTTTTGTTTTG
rs2269272
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCACACAGCTGCTACTGCCTGA
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATAGGTCACCCCTTGAGTCTGA
rs3776581
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTGCAATTTCCACAAAAGCTG
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATATCCCTATCAGGGGCAGACT
rs2032893
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCATCGGGCATTCACAATGTTT
6347 | SCCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCCAGGGCTGATCTTCATCAT
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGTCAAGGACAGGAGGTCTGG
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATGCAAACTGTCTGCTCACTGC
rs1042098
AT AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGCCCTCCTTTCTCTCGAAAC
27070 LGGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCTACTGTGAGCACGGGGATT
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGCAGGGCAGAAAAACGTCTA
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCCAGGTTACCTGTGCATGACA
rs3863145
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTGGAAGGAGGAAAGAGCTGGA
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATACTCACCTCGGTGCCTTCTA
rs2652511
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGCACTCGCCTAAGAAAACCA
sa018a | GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCTGATCAATACGCCCCAGAG
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCAGCAGCTGAAGGTGGCTAAG
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCGAGAGAAAGGAGGGCAACT
rs11564774
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCAGGGAGCCTCACACAGACAG
(s1611115 | GCCGTACCTTCGCGGCAGATATAATACAGGAGGGAAAAGGAAGGA
DBH AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCACAGGACCTTTGCCATCATC
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATTGCACACACCTCTCCCTGTA
rs2519152
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCTCATCCGCTGTCCATCTTC
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATTCCATGGTACTGCCTGTTCA
rs17133878
DDC AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTGGCTCCTTTTTACTGGAATAG
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATAATTGCTGCCATGCTAAACC
rs11765748
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGTGAGCACATGCTTTTGGAA
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCGAGGAGGAGGAGAGTCCTT
rs16888561
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGATCCATGAGGGGGTTTCTT
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATGCCATCATGATCGTGACCTA
DRD5 rs2227850
AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCAGGGACCATGCAGTTAAGGA
fsggggigl GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATC AAACAACCTGGCCAACTG
Is y
rs2227845, | \A CTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCCTTGGTCTCCTTCTTGATG
r$2227847
FADS2 | re17as11 |GCCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCTGTCCCAGGTGCCAATAGT

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCAAAATTCCAGGAGGGTGAA
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Gen

Cédigo rs

Secuencia del cebador comun + cebador especifico

FADS2

rs498793

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCTGGGACTCTCTGAGCCTCT

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCCTACAATCACCAGCACGAA

GRIN2A

rs8049651

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATAGCATTCCTGCCACTCACTT

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGTCCTTCTCCGACTGTGAGC

GRIN2B

rs2300256

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATGCAGACATGGCAGAAAGTGA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTGCATGCATTCATTCAAAAT

rs2284411

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCATCCTTGGTTGAAACCATTTT

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCGTAAGATGGGGACCTCTTG

rs2268115

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCCCACATTTCCAGTTGAAGG

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCACCTTAGGCAGAGGTGTGA

rs2284407

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCATTTCCATCCTTTGCCAGT

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTGTTGGAGACAGCTGGAAGA

HTR1B

rs6296

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCTCCCGGATTTTGAAACAGA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTGATCCCTAGGGTCTTGGTG

HTR2A

rs6311

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATGGCTGAAGGGTGAAGAGAGA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCTAGCCACCCTGAGCCTATG

rs6313

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCAAGGTGAATGGTGAGCAGA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCAGGAAAGGTTGGTTCGATT

rs6314

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCAAAGCAAGATGCCAAGACA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCAGTGTGCCTTCCACAGTTG

MAOA

rs6323

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCCACAAAGACTGCAGCTCAC

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTCCAGAAGGCCTCCTTGTAAT

NGF

rs6330

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCCTTGGGAGGTCAACTCTGA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCAGTGTCAAGGGAATGCTGA

PNMT

rs897453

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATGGTTGTTGCTCCCGTGTAAT

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGGAAGTTCAGGAGCAGGATG

rs7946

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATTACCATGGCCACTCTGACCT

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTGACCTGCCTCTGTCCTTTC

SLC6A2

rs998424

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATGCCCCAGTTCTAAGGCTAGG

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCTGGCAGATGACTTCCAGGT

rs3785157

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCCTTATGGCCACAGAGAAGC

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCTCTATAAGGGATCCACTCTTACTCA

rs5569

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATTCCAGGGAGACCCTAATTCC

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTTGACTTTATTGAAATGCGGC

SLC6A4

rs1042173

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATAAACTGCGTAGGAGAGAACAGG

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCAAGCTTGCATGGACACACT

rs2228673

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATGGGATTGGTTATGCCATCTG

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGAGGGTCCAGGTGATGTTGT
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Gen

Cédigo rs

Secuencia del cebador comun + cebador especifico

SLC6A4

rs28914828

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATAGCAGTTCCAAGTCCTGGTG

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTCCACAGCATAGCCAATCAC

rs6354

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCACCCCAGCATCAGTAACCT

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCACTGCTGCTCACCATTTGT

SNAP25

rs363006

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATATGCCCGAGAAAATGAAATG

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCCTGAATCCAAGGTCGTGTT

rs362567

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATTGCTCTGGTCCTTAGTTTGCC

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTGAGTCTCCTAATGGTGCCCTG

rs3746544

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATACACATCAGTCCACCCCATT

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCCACCGAGGAGAGAAAATGA

rs6077690

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCCTCCTCCATTCCTTCACAA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGAATAGGGGGAAAGGGGTTT

rs363020

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATTTITTAGCTGGATTAAAACGTTGA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCCCAGGAGTGGATTTACAGG

rs3787283

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATAGGGCTGCTACCAGCATAAA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCAGTTTGGTTTCCCCACACTG

SYP

rs2293945

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCCCGATATTCCCTCCCTTTA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTGAAGGAGCCAATCAAGAGG

rs17855914

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATGCCGGACTGTACTGTTTTCC

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGATGTGAAGATGGCCACAGA

rs5906754

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATGTTAGCACAGGGCCCAATAA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCCATGGGAGGGATTTGAGTA

rs3817678

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATTTCTCTTTTAAGGCCCAGCA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGGTCAGACGAGCTCACCAAT

TPH2

rs1843809

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATATTTTTICTTTTGGGGGCTGT

AACTGAGCCGTAGCCACTGICTGTCCCATGAGGTTCATGGGCTACC

rs1386493

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATGAAATTCCCAGTCGCCAATA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCAGTGAAATGGGTGGGTGAAT

rs4565946

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATGTGTCCATACAGTGCCAACG

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCAGGGGAACTGAGGTCCAGAT

rs1386497

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATTGTGAGGAGGCTAAGGGAGA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCCATGCATGGTATCCAACAGG

rs4570625

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATTGCATAGAGGCATCACAGGA

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTCTTATCCCTCCCATCAGCA
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SECUENCIAS DE LOS CEBADORES COMUNES

Cebador comun
forward (25nt)

Cebador comun
reverse (26nt)

GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAAT

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCC

SECUENCIAS DE LOS CEBADORES UTILIZADOS PARA EL KIT DE DETECCION
DE REORDENAMIENTOS GENOMICOS Y VNTRS

Gen Reord. | Secuencia del cebador comin+ cebador especifico
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATGTTGTCTGTCTTTTCTCATTGTTTCCA
DRD4 Ins | TTG
120bp

AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGAAGGAGCAGGCACCGTGAGC

Ins GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATAGGGGAGATCCTGGGAGAG

SLC6A4 A
44pb [ AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCGCCAGCACCTAACCCCTAAT
CTTCCTACCCTGCCCGCTCATGCTGCTGCTCTACTGG
DRD4 X’;Tg
Pb [ ACCACCACCGGCAGGACCCTCATGGCCTTGCGCTC
GGCGTACCTTCGCGGCAGATATAATCATTCGCAAACATAAAAAC TGTTGT
sLceas | UNTR

40pb AACTGAGCCGTAGCCACTGTCTGTCCTGCGGTGTAGGGAACGGCC
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Anexo V

ANEXO V: OPTIMIZACION DE OLIGONUCLEQOTIDOS Y VALIDACION TECNICA
DEL CHIP DE GENOTIPADO

A) Datos representados en gréficas de los resultados para la deteccion de los 84 polimorfismos
que forman el chip de genotipado tras la optimizacion de los oligonucleétidos de deteccion.
Cada grafica muestra los tres grupos posibles para cada uno de los SNPs, en los casos en
que se disponia de muestra de cada uno de los genotipos.
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Anexo V

B) Secuencias de los oligonucleétidos de deteccion optimizados para cada uno de los 84
polimorfismos que se genotiparon mediante el chip de genotipado en el desarrollo del
estudio piloto.

Oligonucledtidos Controles de Hibridacién

CONTROL EXTERNO NORMAL CTTGACGACTCCTGAACGG
CONTROL EXTERNO MUTANTE CTTGACGACACCTGAACGG

Gen Cdadigo rs Secuencia del oligonucléotido

ADRA2A rs1800544 CCGTCGGCCCCGAGCTGCATG
CCGTCGGCCCGGAGCTGCATG
CGTCGGCCCCGAGCTGCAT
CGTCGGCCCGGAGCTGCAT

ADRA2A rs553668 TCTCTCTTTTTGAAGAAAAATGC
TCTCTCTTTTTAAAGAAAAATGC
TCTCTCTTTTTGAAGAAAAATGC
TCTCTCTTTTTAAAGAAAAATGC

ADRB2 rs1042713 GCATGGCTTCTATTGGGTGCC
GCATGGCTTCCATTGGGTGCC
CATGGCTTCTATTGGGTGC
CATGGCTTCCATTGGGTGC

ADRB2 rs1042714 CTCGTCCCTTTGCTGCGTGACGT

CTCGTCCCTTTCCTGCGTGACGT
TCGTCCCTTTGCTGCGTGACG
TCGTCCCTTTCCTGCGTGACG

ADRB2 rs1042717 GTCATGGGCCTAGCAGTGGTGCC
GTCATGGGCCTGGCAGTGGTGCC
TCATGGGCCTAGCAGTGGTGC
TCATGGGCCTGGCAGTGGTGC

ADRB2 rs1042718 ACTGGTACAGGGCCACC
ACTGGTACCGGGCCACC
CACTGGTACAGGGCCACCC
CACTGGTACCGGGCCACCC

ADRB2 rs1042719 GAGTAGCCATTGCCATAGGCCTT

GAGTAGCCATTCCCATAGGCCTT
AGTAGCCATTGCCATAGGCCT
AGTAGCCATTCCCATAGGCCT

ADRB2 rs 1042720 TGACTCACTGCTATAAAGCAGTTTT
TGACTCACTGCTGTAAAGCAGTTTT
ATGACTCACTGCTATAAAGCAGTTTTT
ATGACTCACTGCTGTAAAGCAGTTTTT
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Gen

Cddigo rs

Secuencia del oligonucléotido

AR

rs6152

GCCCCCGAGGCTTCCCTCGCTCT
GCCCCCGAGGCCTCCCTCGCTCT
CCCCCGAGGCTTCCCTCGCTC
CCCCCGAGGCCTCCCTCGCTC

ARRB2

rs1045280

CCACTGCTCAGCGACAACCGGGA
TCCCGGTTGTCGCTGAGCAGTGG
CCACTGCTCAGTGACAACCGGGA
TCCCGGTTGTCACTGAGCAGTGG

ARRB2

rs7208257

AAGTCTTCTCCTTCCTCCGCC
AAGTCTTCTCTTTCCTCCGCC
AAGTCTTCTCCTTCCTCCGCC
AAGTCTTCTCTTTCCTCCGCC

BDNF

rs6265

CTCTTCTATCATGTGTTCGAAAG
CTCTTCTATCACGTGTTCGAAAG
GCTCTTCTATCATGTGTTCGAAAGT
GCTCTTCTATCACGTGTTCGAAAGT

CHRNA4

rs1044393

GATCTCGGCGTCCACGATGACCC
GATCTCGGCATCCACGATGACCC
ATCTCGGCGTCCACGATGACC
ATCTCGGCATCCACGATGACC

CHRNA4

rs1044394

TACGAGTGCTGCGCCGAGATCTA
TACGAGTGCTGTGCCGAGATCTA
AGATCTCGGCGCAGCACTCGT
AGATCTCGGCACAGCACTCGT

CHRNA4

rs1044396

GTCCCCGAGCGCCACGGTC
GTCCCCGAGTGCCACGGTC
TCCCCGAGCGCCACGGT
TCCCCGAGTGCCACGGT

CHRNA4

rs1044397

TGCGGGGGCGGTGCTTTGGTGCT
TGCGGGGGCGGCGCTTTGGTGCT
GTGCGGGGGCGGTGCTTTGGTGCTG
GTGCGGGGGCGGCGCTTTGGTGCTG

CHRNA4

rs2273505

GTCACAGCGCACGATGGCCACGC
GCGTGGCCATCGTGCGCTGTGAC
GTCACAGCGCATGATGGCCACGC
GCGTGGCCATCATGCGCTGTGAC

CHRNA4

rs2273506

GACGTGGTCCTTGTCCGCTTCGG
GACGTGGTCCTCGTCCGCTTCGG
ACGTGGTCCTTGTCCGCTTCG
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Gen

Cddigo rs

Secuencia del oligonucléotido

CHRNA4

rs2273506

ACGTGGTCCTCGTCCGCTTCG

CHRNA4

rs2229959

ACGGTGAGGGCGGGTGCAGGC
ACGGTGAGGGAGGGTGCAGGC
CGGTGAGGGCGGGTGCAGG
CGGTGAGGGAGGGTGCAGG

CHRNA4

rs2229960

TCCAGGGGGACGCAGAAGGACGG
TCCAGGGGGACACAGAAGGACGG
CCAGGGGGACGCAGAAGGACG
CCAGGGGGACACAGAAGGACG

CNR1

rs4707436

GCACCCATGGCACCATTAAGGAG
CTCCTTAATGGTGCCATGGGTGC

GCACCCATGGCGCCATTAAGGAG
CTCCTTAATGGCGCCATGGGTGC

CNR1

rs806368

AAACTCTCCCACCCGAAAATTAC
AAACTCTCCCATCCGAAAATTAC
GTAATTTTCGGGTGGGAGAGTTT
GTAATTTTCGGATGGGAGAGTTT

CNR1

rs806369

TGATAGTCCCCCTCATGAGCAGG
CCTGCTCATGAGGGGGACTATCA
TGATAGTCCCCTTCATGAGCAGG

CCTGCTCATGAAGGGGACTATCA

CNR1

rs806370

GTTCTCTGGCTGTTTATTTTGAA
GTTCTCTGGCTATTTATTTTGAA
TTCTCTGGCTGTTTATTTTGA
TTCTCTGGCTATTTATTTTGA

CNR1

rs806371

ACTATTTATAAATGTTTGTTTAAAATG
ACTATTTATAAATTTTTGTTTAAAATG

CATTTTAAACAAACATTTATAAATAGT
CATTTTAAACAAAAATTTATAAATAGT

CNR1

rs806372

TATTGTTAGTTGAACATTTTTAA
TATTGTTAGTTCAACATTTTTAA
TTATTGTTAGTTGAACATTTTTAAA
TTATTGTTAGTTCAACATTTTTAAA

COMT

rs4680

CTTGTCCTTCACGCCAGCGAAAT
CTTGTCCTTCATGCCAGCGAAAT
TTGTCCTTCACGCCAGCGAAA
TTGTCCTTCATGCCAGCGAAA

DAT1/SLC6A3

rs2269272

ATAACCTCATTGACAGTGTCTTC
ATAACCTCATTAACAGTGTCTTC
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Gen

Cddigo rs

Secuencia del oligonucléotido

DAT1/SLC6A3

rs2269272

TAACCTCATTGACAGTGTCTT
TAACCTCATTAACAGTGTCTT

DAT1/SLC6A3

rs3776581

GGCTTCTCAAATTGACTGCAGAG
GGCTTCTCAAACTGACTGCAGAG
GCTTCTCAAATTGACTGCAGA
GCTTCTCAAACTGACTGCAGA

DAT1/SLC6A3

rs2032893

ATAAATAAATATACAGAAGCATTGG
ATAAATAAATATGCAGAAGCATTGG
AATGCTTCTGTATATTTATTT
AATGCTTCTGCATATTTATTT

DAT1/SLC6A3

rs6347

CCTCTGTCCTCAGCCTGGGCCGT
CCTCTGTCCTCGGCCTGGGCCGT
CTCTGTCCTCAGCCTGGGCCG
CTCTGTCCTCGGCCTGGGCCG

DAT1/SLC6A3

rs1042098

TCTCCCATTGCGGGATGACTTCC
TCTCCCATTGCAGGATGACTTCC
CTCCCATTGCGGGATGACTTC
CTCCCATTGCAGGATGACTTC

DAT1/SLC6A3

rs27072

CCTGCTCCCGGCTCTGAGG
CCTGCTCCCAGCTCTGAGG
CTGCTCCCGGCTCTGAG
CTGCTCCCAGCTCTGAG

DAT1/SLC6A3

rs3863145

ACATCCACTACGCTCCCATGC
ACATCCACTATGCTCCCATGC
TGCATGGGAGCGTAGTGGATGTG
TGCATGGGAGCATAGTGGATGTG

DAT1/SLC6A3

rs2652511

CCTTGGCGGCCCGGGGGCTCCAT
ATGGAGCCCCCGGGCCGCCAAGG
CCTTGGCGGCCTGGGGGCTCCAT
ATGGAGCCCCCAGGCCGCCAAGG

DAT1/SLC6A3

rs40184

TTGATTTGTAGAAGTTTGAGTGA
TCACTCAAACTTCTACAAATCAA

TTGATTTGTAGGAGTTTGAGTGA
TCACTCAAACTCCTACAAATCAA

DAT1/SLC6A3

rs11564774

CCACCCCGTTCTTGTCCCTGC
CCACCCCGTTGTTGTCCCTGC
TCCACCCCGTTCTTGTCCCTGCA
TCCACCCCGTTGTTGTCCCTGCA

DBH

rs1611115

TGTCCTCTCCCGCAAGTAGACTG
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Gen Cddigo rs Secuencia del oligonucléotido

DBH rs1611115 TGTCCTCTCCCACAAGTAGACTG
TGTCCTCTCCCGCAAGTAGACTG
TGTCCTCTCCCACAAGTAGACTG

DBH rs2519152 TGAGCCCCTCGAGGTCCTGTCCC
TGAGCCCCTCGGGGTCCTGTCCC
GAGCCCCTCGAGGTCCTGTCC
GAGCCCCTCGGGGTCCTGTCC

DDC rs17133878 AACACCGGGACACTGGAGACT
AACACCGGGATACTGGAGACT
AAGTCTCCAGTGTCCCGGTGTTT
AAGTCTCCAGTATCCCGGTGTTT

DDC rs11765748 TGTGCCTATAGTCTTGCTGGATT
TGTGCCTATAGACTTGCTGGATT
GTGCCTATAGTCTTGCTGGAT
GTGCCTATAGACTTGCTGGAT

DRD5 rs16888561 AGTCCAGCTCTCAGACAGACT
AGTCCAGCTCCCAGACAGACT
GTCCAGCTCTCAGACAGAC
GTCCAGCTCCCAGACAGAC

DRD5 rs2227850 GCCTGCGCGCTTCCATCAA
GCCTGCGCGTTTCCATCAA
TTGATGGAAGCGCGCAGGC
TTGATGGAAACGCGCAGGC

DRD5 1s2227842 GGCAGCTCTGCGCGTGCTCTGCG

GGCAGCTCTGCACGTGCTCTGCG

GCAGCTCTGCGCGTGCTCTGC
GCAGCTCTGCACGTGCTCTGC

DRD5 rs2227843 TCGCTCATCAACTTCTACATC
TCGCTCATCAGCTTCTACATC
GATGTAGAAGTTGATGAGCGA
GATGTAGAAGCTGATGAGCGA

DRD5 1s2227845 GGGCTCCCAAACGTCCTCCTCCC
GGGCTCCCAAAAGTCCTCCTCCC
GGCTCCCAAACGTCCTCCTCC
GGCTCCCAAAAGTCCTCCTCC

DRD5 rs2227847 ACCTACACGCACATCTACCGC
ACCTACACGCGCATCTACCGC
GCGGTAGATGTGCGTGTAGGT
GCGGTAGATGCGCGTGTAGGT
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Gen

Cddigo rs

Secuencia del oligonucléotido

FADS2

rs174611

CACGTCCTGGACCCTGAGATGCT
CACGTCCTGGATCCTGAGATGCT
GCATCTCAGGGTCCAGGACGT
GCATCTCAGGATCCAGGACGT

FADS2

rs498793

CCCTCAGCCTGTGTTACAGGCCT
CCCTCAGCCTGCGTTACAGGCCT
CCCCTCAGCCTGTGTTACAGGCCTG
CCCCTCAGCCTGCGTTACAGGCCTG

GRIN2A

rs8049651

CACGTCTCGGTCAGGGGGTCTAT
CACGTCTCGGTTAGGGGGTCTAT
ACGTCTCGGTCAGGGGGTCTA
ACGTCTCGGTTAGGGGGTCTA

GRIN2B

rs2300256

GTCTCTGTTCCTAACTCTTAGGAAA

GTCTCTGTTCCTGACTCTTAGGAAA
TTTCCTAAGAGTTAGGAACAGAGAC
TTTCCTAAGAGTCAGGAACAGAGAC

GRIN2B

rs2284411

CTCTTGGTCCACTTGATGCTCTC
GAGAGCATCAAGTGGACCAAGAG
CTCTTGGTCCATTTGATGCTCTC
GAGAGCATCAAATGGACCAAGAG

GRIN2B

rs2268115

TATGTGGACACGACAGGAATG
TATGTGGACAAGACAGGAATG
TATGTGGACACGACAGGAATG
TATGTGGACAAGACAGGAATG

GRIN2B

rs2284407

GGCTTTATCTTTGCTCTCAAAATAG
GGCTTTATCTTTTCTCTCAAAATAG
TGGCTTTATCTTTGCTCTCAAAATAGC
TGGCTTTATCTTTTCTCTCAAAATAGC

HTR1B

rs6296

CCTGTGTATGT GAACCAAGTCAA
TTGACTTGGTTCACATACACAGG
CCTGTGTATGT CAACCAAGTCAA
TTGACTTGGTTGACATACACAGG

HTR2A

rs6311

CTGTGAGTGTCCGGCACTTCCAT
ATGGAAGTGCCG GACACTCACAG
CTGTGAGTGTCTGGCACTTCCAT
ATGGAAGTGCCA GACACTCACAG

HTR2A

rs6313

GACTTTAACTCCGGAGAAGCTAA
TTAGCTTCTCCGGAGTTAAAGTC
GACTTTAACTCTGGAGAAGCTAA
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Gen

Cddigo rs

Secuencia del oligonucléotido

HTR2A

rs6313

TTAGCTTCTCCAGAGTTAAAGTC

HTR2A

rs6314

TCTTCAGAATGCTGCTTTCCT
TCTTCAGAATACTGCTTTCCT
CTTCAGAATGCTGCTTTCC
CTTCAGAATACTGCTTTCC

MAOA

rs6323

TTAATTCAGCGGCTTCCAATGGG
TTAATTCAGCGTCTTCCAATGGG
TAATTCAGCGGCTTCCAATGG
TAATTCAGCGTCTTCCAATGG

NGF

rs6330

ATCCCCCAAGCCCACTGGACT
ATCCCCCAAGTCCACTGGACT
AGTCCAGTGGGCTTGGGGGAT
AGTCCAGTGGACTTGGGGGAT

PNMT

rs897453

ACTCTCTAAGCATCACCATCCTG
ACTCTCTAAGCGTCACCATCCTG
AGGATGGTGATGCTTAGAGAG
AGGATGGTGACGCTTAGAGAG

PNMT

rs7946

TCACCTACATAGTGGCTCTCCTA
TCACCTACATAATGGCTCTCCTA
CACCTACATAGTGGCTCTCCT
CACCTACATAATGGCTCTCCT

SLC6A2

rs998424

AGCCCAGCCCCTACTCACC
AGCCCAGCCTCTACTCACC
GCCCAGCCCCTACTCAC
GCCCAGCCTCTACTCAC

SLC6A2

rs3785157

TTGGGGTCCTCGGAGTGCATTAG
TTGGGGTCCTCAGAGTGCATTAG
TGGGGTCCTCGGAGTGCATTA
TGGGGTCCTCAGAGTGCATTA

SLC6A2

rs5569

TCTGCCAGGCCCGTGATGACAGC
TCTGCCAGGCCTGTGATGACAGC
GCTGTCATCACGGGCCTGGCAGA
GCTGTCATCACAGGCCTGGCAGA

SLC6A4

rs1042173

TGAGTAGCATATAGAATTTTATTGCTG
TGAGTAGCATATATAATTTTATTGCTG
CAGCAATAAAATTCTATATGCTACTCA
CAGCAATAAAATTATATATGCTACTCA

SLC6A4

rs2228673

TTCCAGGAGTTGTTGCAGCTGGT
TTCCAGGAGTTCTTGCAGCTGGT
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Gen

Cddigo rs

Secuencia del oligonucléotido

SLC6A4

rs2228673

TCCAGGAGTTGTTGCAGCTGG
TCCAGGAGTTCTTGCAGCTGG

SLC6A4

rs28914828

CTGGGTGGTGGTGGTCGCTG
CTGGGTGGTCGTGGTCGCTG
TGGGTGGTGGTGGTCGCT
TGGGTGGTCGTGGTCGCT

SLC6A4

rs6354

GCTTGCCCTCTATTGCAGAATAA
GCTTGCCCTCTCTTGCAGAATAA
CTTGCCCTCTATTGCAGAATA
CTTGCCCTCTCTTGCAGAATA

SNAP25

rs363006

GCAGTCAGCAAGTCCCTACTGCG
CGCAGTAGGGACTTGCTGACTGC
GCAGTCAGCAAATCCCTACTGCG

CGCAGTAGGGATTTGCTGACTGC

SNAP25

rs362567

GTCTCCAATGCACAAAATCCTCA
TGAGGATTTTGTGCATTGGAGAC
GTCTCCAATGCGCAAAATCCTCA
TGAGGATTTTGCGCATTGGAGAC

SNAP25

rs3746544

AACTCCTTGATGTCTTGAGTT
AACTCCTTGAGGTCCTGAGTT

GAAACTCAAGACATCAAGGAGTTAG
GAAACTCAGGACCTCAAGGAGTTAG

SNAP25

rs6077690

GTAGTCAGAATTTTTTCCAAAGT
GTAGTCAGAATATTTTCCAAAGT
TAGTCAGAATTTTTTCCAAAG
TAGTCAGAATATTTTCCAAAG

SNAP25

rs363020

TGAGCCTTTGTAGAAAGCACTTT
TGAGCCTTTGTTGAAAGCACTTT
GAGCCTTTGTAGAAAGCACTT
GAGCCTTTGTTGAAAGCACTT

SNAP25

rs3787283

GGGAATCATTCGTTTTCTGGAAT
GGGAATCATTCATTTTCTGGAAT
GGAATCATTCGTTTTCTGGAA
GGAATCATTCATTTTCTGGAA

SYP

rs2293945

TTCTCTCCCCCCGCCTTTCCGCC
TTCTCTCCCCCTGCCTTTCCGCC
TCTCTCCCCCCGCCTTTCCGC
TCTCTCCCCCTGCCTTTCCGC

SYP

rs17855914

GCTGAGAGACCTTGTGACCTCGG
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Gen Cddigo rs Secuencia del oligonucléotido

SYP rs17855914 GCTGAGAGACCCTGTGACCTCGG
CTGAGAGACCTTGTGACCTCG
CTGAGAGACCCTGTGACCTCG

SYP rs5906754 TGTTTTCAGCAC AGCCGTCAGAA
TTCTGACGGCTGTGCTGAAAACA
TGTTTTCAGCAT AGCCGTCAGAA
TTCTGACGGCTATGCTGAAAACA

SYP rs3817678 AACCTTTCCAGAACCCCACCCTA
TAGGGTGGGGTTCTGGAAAGGTT
AACCTTTCCAGGACCCCACCCTA
TAGGGTGGGGTCCTGGAAAGGTT

TPH2 rs1843809 ACTTTAATTATGCCACTCTTGTT
ACTTTAATTATTCCACTCTTGTT
ACTTTAATTATGCCACTCTTGTT
ACTTTAATTATTCCACTCTTGTT

TPH2 rs1386493 TAATTTGCACAGGACCATGAGCT
TAATTTGCACAAGACCATGAGCT
AATTTGCACAGGACCATGAGC
AATTTGCACAAGACCATGAGC

TPH2 rs4565946 GCTTAGCTAAGGCCCCGTGACTA
GCTTAGCTAAGACCCCGTGACTA
CTTAGCTAAGGCCCCGTGACT
CTTAGCTAAGACCCCGTGACT

TPH2 rs1386497 TTGAAAAAAAAACCCACAGATTC
GAATCTGTGGGTTTTTTTTTCAA
TTGAAAAAAAACCCCACAGATTC
GAATCTGTGGGGTTTTTTTTCAA

TPH2 rs4570625 CTTGACATATTCTAATTTTGTGC
CTTGACATATTATAATTTTGTGC
TTGACATATTCTAATTTTGTG

TTGACATATTATAATTTTGTG
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