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Abreviatures

ABREVIATURES

ADHD Attention-deficit/hyperactivity disorder
ADN Acid desoxiribonucleic

ADRA2A Receptor adrenérgic aza

ARN Acid ribonucleic

BDNF Brain-derived neurotrophic factor
CDH13 Cadherina 13

CDH23 Cadherina 23

CES1 Carboxilesterasa 1

CGl-I Clinical Global Impression-Improvement
CGI-S Clinical Global Impression-Severity

CHRNA4 Receptor nicotinic d’acetilcolina 04
CHRNA7 Receptor nicotinic d’acetilcolina o7
CNV Variant en el nimero de copies
COMT Catecol-O-metiltransferasa
CTNNA2 Catenina 0.2

CYP2D6 Citocrom P450 2D6

DAT1 Transportador de dopamina

DBH Dopamina B-hidroxilasa

DRD1-5 Receptor dopaminérgic D1-5.

DSM Manual diagnostic i estadistic dels trastorns mentals (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders)

eQTL Loci de trets quantitatius (expression quantitative trait loci)

eSNP Polimorfisme d’un tnic nucledtid que actua com a eQTL

GxE Interaccié gen x ambient (gene-environment interaction)

GWAS Estudi d’associacio a escala genomica (genome-wide association study)

HPA Eix hipotalem-hipofisi-adrenal (hypothalamic-pituitary-adrenal axis)

HTR1B Receptor serotoninérgic 1B

HTR2A Receptor serotoninergic 2A

HTR2C Receptor serotoninérgic 2C

KALRN Kalirina

LD Desequilibri de lligament (linkage disequilibrium)

LPHN3 Latrofilina 3

MAOA Monoamino oxidasa A

MPH Metilfenidat (methylphenidate)

OPRM1 Receptor opioide p
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PATS
PCA
PCB
PGC
SERS
SLC6A2
SLC6A3
SLC6A4
SNAP25
SNARE
SNP
TDAH
TEA
TH
TPH2
VNTR

Preschool ADHD Treatment Study

Analisi de components principals (principal component analysis)
Bifenils policlorats (polychlorinated biphenyls)

Consorci de psiquiatria genomica (Psychiatric Genomics Consortium)
Stimulant Side Effects Rating Scale

Transportador de noradrenalina

Transportador de dopamina

Transportador de serotonina

Synaptosome-associated protein 25

Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors
Polimorfisme d’un Unic nucleotid (single-nucleotide polymorphism)
Trastorn per déficit d’atencié amb hiperactivitat

Trastorns de I’espectre autista

Tirosina hidroxilasa

Triptofan hidroxilasa 2

Nombre variable de repeticions en tandem (variable number of tandem
repeats)
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Resum

RESUM

El trastorn per déficit d’atenci6 amb hiperactivitat (TDAH) és un trastorn del
neurodesenvolupament caracteritzat per simptomes d’inatencio i/o
hiperactivitat/impulsivitat. Nombrosos estudis suggereixen un important component genétic
en I’etiologia del TDAH, amb una heretabilitat estimada del 70-80%. Tanmateix, la majoria
de variants genétiques identificades només expliquen una petita proporcié de la variabilitat
fenotipica observada i la seva associacio, en general, no ha estat replicada consistentment.
A més, s’han descrit diversos factors ambientals que tendeixen a incrementar el risc de
presentar TDAH i que sovint contribueixen a agreujar-ne les manifestacions. Les
discrepancies en els resultats obtinguts, per tant, podrien ser degudes, entre d’altres, a la
influéncia de variables ambientals, capaces de modular els efectes dels factors genétics a

través d’interaccions gen x ambient.

Pel que fa a I’abordatge terapeutic del TDAH, el principal tractament farmacologic
consisteix en 1’administracio de psicoestimulants com el metilfenidat (MPH), un potent
inhibidor de la recaptaci6 de dopamina. No obstant aix0, aproximadament un 30% dels
pacients no respon adequadament al farmac, fet que podria estar determinat, en part, per
influencies genetiques. La recerca farmacogenética del MPH s’ha centrat de forma quasi
exclusiva en gens suposadament relacionats amb el seu mecanisme d’accid, entre els quals
destaquen el transportador de dopamina (SLC6A3) i el receptor dopaminergic D4 (DRD4),
malgrat que els resultats aportats han estat predominantment negatius o discordants. La
majoria d’investigacions, a més, han avaluat un Unic o un nombre molt reduit de
polimorfismes en base a la seva presumpta rellevancia funcional, sense tenir en compte la

possible interaccio entre ells 0 amb influéncies ambientals.

L’objectiu de la present tesi doctoral fou, per una banda, aprofundir en els processos
etiologics implicats en el TDAH mitjancant un estudi d’associacié amb vuit gens candidats
(DRD4, SLC6A3, COMT, ADRA2A, CES1, CYP2D6, LPHN3 i OPRM1) en qué s’avaluaren
dotze polimorfismes potencialment funcionals en una mostra de sis-cents quatre pacients
adults i sis-cents onze individus control. A continuacio, s’investiga la influéncia
d’experiencies estressants durant la infantesa en la gravetat del trastorn, aixi com la possible
interaccid entre I’adversitat ambiental i1 les variants genétiques de risc identificades. Els

resultats de 1’esmentat estudi revelaren la contribucié de DRDA4 en la persisténcia del TDAH
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a I’edat adulta i proporcionaren evidéncies preliminars sobre el seu paper com a mediador
de D’efecte que els esdeveniments vitals adversos exerceixen en la gravetat de la

simptomatologia.

Per altra banda, es proposa identificar marcadors geneétics de la resposta i la tolerabilitat al
MPH. Per a aquesta finalitat, s’empraren dues estratégies complementaries. En primer lloc,
s’examinaren cinquanta-set polimorfismes distribuits al llarg dels principals gens de la
neurotransmissié dopaminergica (DRD1-5, SLC6A3, TH, COMT i DBH) en una mostra de
cent set pacients pediatrics amb TDAH. A més, s’explora la influéncia de variables
ambientals pre i perinatals en els efectes del tractament, aixi com la preséncia d’interaccions
gen x gen i gen x ambient. Els resultats de la segona investigacio suggeriren la implicacio
de DRD3, DBH, TH i I’exposicié prenatal al tabac en 1’eficacia clinica del MPH.
Concretament, s’observa un major risc de resisténcia al tractament en individus susceptibles
genéticament i amb mares fumadores durant 1’embaras mentre que I’aparicio d’efectes
adversos s’associa a la variabilitat a DBH i DRD2. En segon lloc, s’analitza 1’associacié amb
la resposta al MPH a escala genomica en cent setanta-tres infants amb el trastorn. Les dades
obtingudes es combinaren amb evidencies biologiques i bioinformatiques, fet que posa de
manifest la participacio de gens relacionats amb el desenvolupament i funcié del sistema
nervids, malalties neurologiques i psiquiatriques, com el deéficit d’aprenentatge, o la

conducta, com el comportament hiperactiu.

En definitiva, els resultats que conformen la present tesi doctoral aporten informacio
innovadora 1 rellevant al camp de I’etiologia 1 la farmacogenetica del TDAH a través de la
identificaci6 de loci genetics implicats en el sistema dopaminérgic i el
neurodesenvolupament, i de factors ambientals com els esdeveniments vitals estressants o el

consum matern de tabac durant I’embaras.
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Abstract

ABSTRACT

Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is a neurodevelopmental disorder
characterized by inattention and/or hyperactivity/impulsivity symptoms. Multiple evidence
suggests a strong genetic component in the etiology of ADHD, with heritability estimates of
70-80%. However, most of the identified genetic variants explain only a small proportion of
the phenotypic variance and their association has not been consistently replicated.
Additionally, several environmental factors have been reported to increase the risk and
severity of ADHD. Thus, the absence of clear conclusions might be caused, among other
factors, by environmental influences that moderate the effects of genetic factors through

gene-environment interactions.

Among the wide variety of pharmacological options available in ADHD treatment, stimulant
medications such as methylphenidate (MPH), a dopamine reuptake inhibitor, are generally
the first-line choice. Nevertheless, approximately 30% of ADHD patients do not respond
favorably to treatment, which may reflect underlying genetic influences. Pharmacogenetic
studies of MPH have focused on genes presumably related to its mechanism of action,
especially the dopamine transporter (SLC6A3) and the dopamine receptor D4 (DRD4),
although findings have been predominantly negative or inconsistent. Furthermore, the
majority of investigations have evaluated a single or few polymorphisms based on their
putative functional implications, without considering the possible interaction between them

or with environmental factors.

The objective of the present doctoral thesis was to elucidate the etiological processes
implicated in ADHD through an association study with eight candidate genes (DRD4,
SLC6A3, COMT, ADRA2A, CES1, CYP2D6, LPHN3 and OPRM1), which examined 12
potentially functional polymorphisms in a sample of 604 adult patients and 611 controls. We
subsequently investigated the impact of childhood stressful experiences on the severity of
ADHD, as well as the possible interaction between environmental adversity and the
identified genetic risk variants. The results obtained revealed the contribution of DRD4 to
adult ADHD and provided preliminary evidence for its role in mediating the effects of
adverse life events on ADHD symptoms.

On the other hand, the doctoral thesis aimed to identify pharmacogenetic markers of MPH
response and tolerability. For that purpose, we performed two complementary strategies.
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Firstly, we analyzed 57 polymorphisms across the main genes of the dopaminergic
neurotransmission (DRD1-5, SLC6A3, TH, COMT and DBH) in a sample of 107 ADHD
pediatric patients. We also explored the influence of prenatal and perinatal risk factors on
treatment effects, as well as the presence of gene-gene and gene-environment interactions.
Our findings suggested the involvement of DRD3, DBH, TH and prenatal smoking in the
clinical efficacy of MPH. In particular, we observed a higher risk for treatment failure in
genetically susceptible subjects whose mother smoked during pregnancy, while the
emergence of adverse events was associated with variation in DBH and DRD2. Secondly,
we conducted a genome-wide association study of MPH response in 173 children with
ADHD. The data obtained were combined with bioinformatic and biological evidence,
which highlighted genes related to nervous system development and function, neurological
diseases, psychiatric disorders and behavior, including learning deficit and hyperactive

behavior.

In conclusion, the results of the present doctoral thesis provide innovative and relevant
information to the field of ADHD etiology and pharmacogenetics through the identification
of genetic loci implicated in the dopaminergic system and neurodevelopment, and

environmental factors such as stressful life events or maternal smoking during pregnancy.
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Introduccio

1. TRASTORN PER DEFICIT D’ATENCIO AMB HIPERACTIVITAT

1.1. Caracteristiques cliniques i epidemiologia

El trastorn per deficit d’atencidé amb hiperactivitat (TDAH) ¢és un trastorn del
neurodesenvolupament que es caracteritza per la presencia de dificultats en el manteniment
de I’atencio, la regulacio dels nivells d’activitat motora i el control dels impulsos. En funcio
del simptomes amb quée es manifesta predominantment el trastorn, el manual diagnostic i
estadistic dels trastorns mentals estableix, en la seva quarta edicié revisada (DSM-IV-TR,
de I’angles Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th Edition — Text
Revision) (APA, 2000), tres subtipus clinics de TDAH: el subtipus predominantment inatent
qguan es compleixen, com a minim, sis dels nou criteris de déficit d’atencio, el
predominantment hiperactiu/impulsiu per al qual sén necessaris almenys sis dels nou criteris
d’hiperactivitat/impulsivitat, i el combinat en qué es donen conjuntament sis 0 més criteris
d’inatencié i hiperactivitat/impulsivitat. D’acord amb el DSM-IV-TR es requereix, a més,
que els simptomes apareguin abans dels set anys en dos o més ambits de la vida, es
mantinguin durant almenys sis mesos, causin un deteriorament clinicament significatiu en el

pacient i no siguin atribuibles a altres trastorns mentals o del desenvolupament (Taula 1).

Nombrosos estudis prospectius han demostrat la persistencia del trastorn, ja sigui de forma
completa o en remissié parcial, en una proporcié significativa dels adults diagnosticats
durant la infantesa, malgrat que les manifestacions cliniques varien al llarg de la vida i els
problemes d’inatencio, organitzacioé i planificacié tendeixen a prevaldre amb 1’edat per sobre
dels d’hiperactivitat i impulsivitat (Faraone, Biederman i Mick, 2006; Haavik, Halmay,
Lundervold i Fasmer, 2010; Volkow i Swanson, 2013). Aquest fet, que dificulta la deteccio
del TDAH adult, ha estat parcialment redrecat en la darrera versié del DSM, el DSM-5
(APA, 2013), en la qual s’ha ampliat el limit en I’edat d’inici del trastorn fins als dotze anys,
s’han introduit exemples adaptats al cicle vital per facilitar 1’aplicacié dels criteris
diagnostics i s’ha reduit el nombre de simptomes exigits (de sis a cinc) en cadascun dels
dominis per als individus amb disset anys o0 més. A més, el terme “subtipus’ ha estat substituit
per ‘presentacié actual’ amb 1’objectiu de reflectir la naturalesa canviant de les
manifestacions cliniques al llarg del desenvolupament i es permet la preséncia conjunta del

TDAMH i trastorns de 1’espectre autista (TEA).
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Per altra banda, es calcula que aproximadament dos tercos de la poblacio infantil amb TDAH
presenta simultaniament un o més trastorns psiquiatrics (Elia, Ambrosini i Berrettini, 2008;
Klassen, Miller i Fine, 2004; Larson, Russ, Kahn i Halfon, 2011), entre els quals destaquen
el trastorn negativista desafiant, el trastorn de conducta, trastorns d’ansictat i de I’estat
d’anim, trastorns de 1’aprenentatge i del llenguatge, trastorns del son, tics i trastorns del
neurodesenvolupament com els TEA o la sindrome de Tourette (Jensen i Steinhausen, 2015;
Larson et al., 2011; Spencer, 2006). La comorbiditat en I’adult és Ileugerament superior,
amb prevalences que oscil-len entre el 65-89% (Sobanski, 2006), i inclou, principalment,
trastorns per Us de substancies, trastorns d’ansietat i de 1’estat d’anim, trastorns del son i
trastorns de la personalitat com el trastorn antisocial de la personalitat o el trastorn limit de
personalitat (Haavik et al., 2010; Kooij et al., 2012; Sobanski, 2006).

El diagnostic de TDAH, a més, s’associa durant 1’etapa infantil i I’adolescéncia a un menor
rendiment escolar, conflictes familiars, rebuig per part dels companys, baixa autoestima,
comportaments disruptius, actes delictius i consum de substancies com el tabac o 1’alcohol
(McGough, 2005; NIH, 2000; Warikoo i Faraone, 2013). Posteriorment, en 1’adultesa, la
preséncia del trastorn pot generar problemes d’adaptaciéo al mén laboral, desocupacio,
dificultats economiques, relacions interpersonals insatisfactories, inestabilitat emocional,
obesitat, propensié als accidents i una major incidéencia d’infraccions de transit i altres
il-legalitats (Kessler et al., 2006; Klein et al., 2012; McGough, 2005) (Figura 1).

En conseqliencia, el TDAH repercuteix significativament en el funcionament psicologic,
emocional, académic/laboral i social de les persones que el pateixen i, donada la seva elevada
prevalenca, constitueix un serids problema de salut publica. Concretament, es tracta d’un
dels trastorns psiquiatrics més freqiients a la infantesa 1 s’estima que afecta entorn del 5,3-
7,1% dels nens i adolescents a nivell mundial (Polanczyk, de Lima, Horta, Biederman i
Rohde, 2007; Willcutt, 2012). Durant aquesta etapa, el TDAH es caracteritza per distribuir-
se de forma desigual entre nens i nenes, amb una proporcié de 2-4 a 1 (Catala-Lopez et al.,
2012), probablement com a resultat de biaixos en la consulta i el diagnostic del trastorn en
les nenes, on es manifesta majoritariament amb simptomes d’inatencio a diferéncia dels nens
en que predominen els comportaments disruptius i hiperactius/impulsius (Biederman i
Faraone, 2004; Davies, 2014). En adults, en canvi, la distribucié entre sexes tendeix a
igualar-se i la prevalenca oscil-la entre un 2,5-4,4% (Davies, 2014, Fayyad et al., 2007,
Kessler et al., 2006; Simon, Czobor, Balint, Mészaros i Bitter, 2009).
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Taula 1. Criteris diagnostics per al TDAH segons el DSM-IV-TR

A. Escompleix 1i/o 2:
1. Sis (0 més) dels segiients simptomes d’inatencié han persistit durant almenys sis mesos amb una
intensitat que resulta desadaptativa i incoherent en relacio al nivell de desenvolupament:

Inatencio

1. Sovint no para atenci¢ suficient als detalls 0 comet errors per descuit en les tasques escolars,
la feina o altres activitats.
2. Sovint té dificultats per mantenir I’atencio en tasques o activitats ladiques.

Sovint sembla no escoltar quan se li parla directament.

4. Sovint no segueix les instruccions i no finalitza les tasques escolars, encarrecs o obligacions
en el lloc de treball (no es deu a comportament oposicionista o a incapacitat per comprendre
les instruccions).

5. Sovint té dificultats per organitzar tasques i activitats.

6. Sovint evita, li desagrada o és reticent a dedicar-se a tasques que requereixen un esforg
mental sostingut (com ara treballs escolars 0 domestics).

7. Sovint extravia objectes necessaris per a tasques o activitats (p. €., joguines, exercicis
escolars, llapis, llibres o eines).

8. Sovint es distreu facilment per estimuls irrellevants.

9. Sovint és descuidat en les activitats diaries.

w

2. Sis (o més) dels segiients simptomes d’hiperactivitat/impulsivitat han persistit durant almenys sis
mesos amb una intensitat que resulta desadaptativa i incoherent en relacié al nivell de
desenvolupament:

Hiperactivitat
1. Sovint mou en excés mans o0 peus, 0 es belluga en el seu seient.
2. Sovint abandona el seu seient a classe o en altres situacions en qué s’espera que resti assegut.
3. Sovint corre o salta excessivament en situacions en qué resulta inapropiat (en adolescents o
adults pot limitar-se a sentiments subjectius d’inquietud).
4. Sovint té dificultats per jugar o dedicar-se tranquil-lament a activitats d’oci.
5. Sovint “esta en marxa” o sol actuar com si tingués un motor.
6. Sovint parla en excés.

Impulsivitat
7. Sovint precipita respostes abans d’haver-se completat les preguntes.
8. Sovint té dificultats per respectar el torn.
9. Sovint interromp o s’immisceix en les activitats dels altres (p. e., s’entremet en converses 0 jocs).

B. Alguns simptomes d’hiperactivitat/impulsivitat 0 inatenci6 que causen alteracions estaven presents
abans dels set anys.

C. Algunes alteracions provocades pels simptomes es presenten en dos o més ambients (p. €., a I’escola
[0 a lafeina] i a casa).

D. Han d’existir proves clares de deteriorament clinicament significatiu de I’activitat social, académica
o laboral.

E. Els simptomes no apareixen exclusivament en el transcurs d’un trastorn generalitzat del
desenvolupament, esquizofrénia o un altre trastorn psicdtic, i no s’expliquen millor per la preséncia
d’un altre trastorn mental (p. e., trastorn de 1’estat d’anim, trastorn d’ansietat, trastorn dissociatiu o
trastorn de la personalitat).

Nota de codificacid. El terme ‘remissio parcial” s’aplica a subjectes (en especial adolescents i adults) amb
persistencia dels simptomes i déficits funcionals malgrat no acomplir la totalitat dels criteris diagnostics.
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lll—
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Figura 1. Manifestacions dels deficits associats al TDAH amb repercussions en la qualitat de vida de
I’individu (adaptacio de Faraone et al., 2015).

1.2. Etiologia

El TDAH és un trastorn complex i heterogeni, ’etiologia del qual no es coneix amb
exactitud. No obstant aixo0, existeixen maltiples evidencies que demostren la importancia
dels factors genetics en I’aparici6é de la malaltia. En primer lloc, els estudis realitzats en
families revelen una major prevalenca del trastorn entre els familiars de primer grau de nens
amb TDAH que entre els familiars d’individus control (Biederman et al., 1992; Biederman,
Faraone, Keenan, Knee i Tsuang, 1990; Faraone et al., 2000), aixi com un risc superior per
a la descendencia dels pacients adults (Biederman et al., 1995). En segon, diferents
investigacions han avaluat la concordanca del trastorn en bessons monozigotics i dizigotics
I han permés estimar una heretabilitat al voltant del 70-80%, tant en infants com en adults
(Asherson i Gurling, 2012; Biederman i Faraone, 2005; Faraone et al., 2005; Franke et al.,
2012; Larsson, Chang, D’Onofrio i Lichtenstein, 2014). Finalment, mitjangcant estudis
d’adopci6 s’ha observat que la freqiiéncia de TDAH és superior entre els familiars biologics
d’individus amb el trastorn que entre els familiars adoptius (Figura 2) (Cantwell, 1975;

Morrison i Stewart, 1973; Sprich, Biederman, Crawford, Mundy i Faraone, 2000). Per altra
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banda, i malgrat aquest destacable component genétic en I’ctiologia del trastorn, les dades
aportades fins al moment suggereixen que aproximadament el 20-30% de la variabilitat
fenotipica observada podria atribuir-se a factors ambientals no compartits com ara

I’exposicio6 prenatal al tabac, la prematuritat 0 el baix pes en néixer (Banerjee, Middleton i
Faraone, 2007; Coghill i Banaschewski, 2009).

Aixi doncs, es considera que el TDAH és un trastorn multifactorial que resulta de la
interacci0 entre una predisposicié genética a desenvolupar la malaltia i 1’exposicidé a
determinades circumstancies que n’afavoreixen 1’expressio (Banerjee et al., 2007; Faraone
et al., 2015; Singh, Yeh, Verma i Das, 2015).

A) B).o
09
Biederman et 0,8
0,7
al., 1990 | 0z
05
0,4
Cantwell, 1972 . I g,g
0,1
0
o M Grup control L A A i A A AL -
Momsom-—I OGupToAH 5888338833883 58588888¢8¢
Stewart, 1971 PSS Y EN PP EdEESEEEE
—— EEERR R LR EEEE R R R
0 5 100 15 20 25 30 2 &3 SE3FECa 2 ZEEFgNXZE 3
£°0 Ba w o <
C . . . .
)40 ) 10 B. Germans Figura 2. Estudis familiars, de bessons i
35 4 35 d’adopci6 en TDAH. A) Prevalenca de
30 - 3054 TDAH en els familiars de primer grau de
25 4 - 31% nens amb el trastorn i individus control
< 20 4 <20 4 (adaptaci6 de Biederman, 2005); B)
15 - - 15 - Estimacié de I’heretabilitat del TDAH a
0wl o ° wd 8% . partir d’estudis de bessons (adaptacio de
s — 3% s [0 5% Biederman i Faraone, 2005); C) Prevalenca
o L Lot I ] o Lt | | de TDAH en parents adoptius i biologics de
aame  Foas ol Adoptius  Biologies  Control nens amb el trastorn i individus control
e nens de nens de nens de nens oz c
TDAH TDAH TDAH TDAH (adaptacid de Sprich et al., 2000).

1.2.1. Factors genétics

Les evidéncies anteriorment descrites sobre la implicaci6 dels factors genétics en ’etiologia
del TDAH han estimulat la recerca i caracteritzacio de les bases moleculars del trastorn a
través de diferents metodologies en funcio de la freqiéncia de les variants genetiques
investigades a la poblacié general i del seu efecte (Figura 3) (Manolio et al., 2009). En aquest
sentit, els estudis de genctica molecular s’han fonamentat, al llarg de les dues ultimes
decades, en la hipotesi coneguda com a ‘malaltia comuna, variant comuna’, segons la qual
les malaties comunes, com els trastorns complexos, son degudes a la contribucio de maltiples
variants al-léliques amb freqiiéncies superiors a 1-5% a la poblacio.
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Mida de I’efecte
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Figura 3. Viabilitat dels estudis moleculars en la identificacio de variants genétiques segons la mida del seu
efecte (odds ratio) i la frequiencia al-Iélica a la poblaci6 general (adaptacié de Manolio et al., 2009).

Nota: CNV, variants en el numero de copies; CGAS, estudis d’associaci6 de gens candidats; GWAS, estudis
d’associacio a escala genomica.

No obstant aix0, la majoria de variants identificades fins ara exerceixen un efecte modest i
unicament expliquen una petita proporcié de I’heretabilitat del trastorn a qué s’associen
(Hawi et al., 2015; Manolio et al., 2009). En el cas del TDAH, per exemple, s’ha estimat que
I’heretabilitat explicada per variants comunes com els polimorfismes d’un tinic nucleotid
(SNP, de I’angles single-nucleotide polymorphism) és del 28% (Cross-Disorder Group of
the Psychiatric Genomics Consortium et al., 2013). Alternativament, la hipotesi de la
‘malaltia comuna, variant rara’ postula que les principals responsables de les malalties
comunes son variants genetiques molt poc freqtients a la poblacié pero amb un notable efecte
(Hawi et al., 2015).

Al Quadre 1 apareixen representades les diferents classes de variants genetiques mes
freqientment estudiades, on a més dels SNP, que conformen el 90% de la variabilitat
genetica del genoma huma, destaquen el nombre variable de repeticions en tandem (VNTR,
de I’anglés variable number of tandem repeats) i les variants en el nUmero de copies (CNV,

de I’anglés copy number variants).
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Quadre 1. Tipus de variants genétiques més freqiientment estudiades

(1) ATTC[C/T]GACT  (2) (ATTCGCTTTGAGACCCTCTGAGG)n (3) (CA)n - -—

S N Inirc D Intc D Intc QN ——

(4) ATTC[CCTCT/-]GACT 6 [EX63 ' Fx03 Ex63 Ex63 {

(1) Polimorfisme d’un unic nucleotid (SNP), caracteritzat pel canvi d’una base per una altra.

(2) Nombre variable de repeticions en tandem (VNTR), caracteritzat per la repeticid, de cinc a cinquanta
vegades, d’una seqiiéncia que oscil-la entre els deu i els seixanta-cinc nucleotids.

(3) Microsatel-lit o repeticié curta en tandem (STR, de 1’anglés short tandem repeat), caracteritzada per la
repeticio, de cinc a cinquanta vegades, d’una unitat que oscil-la entre dos i nou parells de bases (pb).

(4) Variacions estructurals petites o mitjanes com les insercions/delecions o les variants en el nimero de
copies (CNV).

(5) Variacions estructurals grans com duplicacions, insercions, delecions, inversions o translocacions.

1.2.1.1. Estudis de lligament genétic

Els estudis de lligament genetic permeten identificar regions cromosomiques que contenen
gens de susceptibilitat a una malaltia determinada, basant-se en la tendencia amb queé els loci
genetics propers en el genoma es transmeten de forma conjunta com a resultat d’una menor
freqiiéncia de recombinacio durant la meiosi. Aquest tipus d’analisis representaven sovint el
primer pas en la investigacio de les bases genétiques d’un trastorn, atés que no requereixen
una hipotesi biologica prévia, i han resultat ser especialment efectives en la identificacio de
gens implicats en malalties mendelianes (Albayrak, Friedel, Schimmelmann, Hinney i
Hebebrand, 2008; Dawn Teare i Barrett, 2005). Per contra, els resultats obtinguts en
malalties amb una elevada heterogeneitat genetica o en que I’efecte dels gens és relativament
petit, com és el cas de les malalties complexes, han estat menys prometedors (Asherson i
Gurling, 2012; Dawn Teare i Barrett, 2005; Li, Chang, Zhang, Gao i Wang, 2014).

Des de I’any 2002, s’han dut a terme quinze estudis de Iligament genetic en TDAH; dotze
d’ells a escala genomica, dos basats en regions candidates préviament reportades i un centrat
especificament en el locus que conté el gen de la latrofilina 3 (LPHN3) (Taula 2). Mitjangant
aquesta estratégia, s’han identificat més de cent regions diferents potencialment implicades
en I’etiologia del trastorn, de les quals vint-i-dues han mostrat associacions significatives en

analisis a escala genomica i dues, la 6g12 i la 4q13.1, en estudis de regions candidates. No

23



Bases genétiques del TDAH i de la resposta farmacologica al MPH

obstant aixo, la majoria de loci no han estat replicats en estudis posteriors, amb 1’excepciod
de les regions 16p13 (Ogdie et al., 2003; Smalley et al., 2002) i 17p11 (Arcos-Burgos et al.,
2004; Ogdie et al., 2004) que s’han trobat significativament lligades al TDAH en dues
ocasions. Davant d’aquesta manca de consisténcia 1 amb 1’objectiu d’incrementar el poder
estadistic, s’han realitzat dues meta-analisis que combinen els resultats obtinguts en diversos
estudis de Iligament a escala genomica. La primera ha permes detectar una associacio
significativa amb la regié cromosomica 5p13 (Ogdie et al., 2006) i la segona amb la regid
16023.1 (Zhou et al., 2008) (Taula 2).

1.2.1.2. Estudis d’associacio

Els estudis d’associacio son actualment I’estratégia més utilitzada en I’abordatge genetic del
TDAMH i consisteixen en comparar les frequéncies al-leliques o genotipiques de determinats
marcadors entre un grup d’individus afectats pel trastorn i un grup de controls sans. En funcio
del grup control emprat per a 1’analisi, aquest tipus d’estudis es classifiquen en estudis

d’associacio cas-control poblacionals i estudis d’associaci6 cas-control familiars.

Estudis d’associacié cas-control poblacionals

Constitueixen I’aproximacié majoritaria en I’estudi dels trastorns complexes i utilitzen com
a control individus no relacionats entre ells ni amb els pacients. El principal inconvenient
d’aquest tipus d’estudis és la deteccid de falsos positius com a conseqiiéncia de la preséncia
d’estratificacio poblacional (Evangelou, Trikalinos, Salanti i loannidis, 2006). Per aquesta
rad, és fonamental que la mostra de controls es trobi aparellada per edat, sexe i étnia amb el

grup de casos i unicament difereixin en la variable que es pretén avaluar.

Estudis d’associacio cas-control familiars

Representen una alternativa per evitar D’estratificacié poblacional ja que utilitzen la
informacid genetica dels progenitors (trio cas-progenitors) o germans (parella cas-germa)
dels pacients com a control intern, de manera que existeix una base genetica compartida
entre els diferents membres, a més d’una tendéncia a I’homogeneitat pel que fa a I’exposicio
a factors ambientals. No obstant aix0, resulta dificil obtenir mostres suficientment grans de
families ben caracteritzades, motiu pel qual 1’aplicacié d’aquesta estratégia és menys

frequent (Evangelou et al., 2006).
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Per altra banda, en funcié de I’existéncia 0 no d’una hipotesi biologica prévia que orienti
I’estudi, també es pot distingir entre estudis d’associaciéo de gens o regions candidates i

estudis d’associacio a escala genomica (Zondervan i Cardon, 2007).

Estudis d’associacio de gens o regions candidates

Aquest tipus d’estudis analitzen gens potencialment implicats en una malaltia o fenotip
determinat, ja sigui per la funcid biologica que exerceixen o pel fet d’estar ubicats en regions
préviament identificades a través d’estudis d’associacid o de lligament genétic. Parteixen, per
tant, d’una hipotesi previa basada en el coneixement disponible sobre la patologia en qiiestio
(Pettersson et al., 2009).

Malgrat que els resultats obtinguts no sempre han estat consistents, des de la publicaci6, I’any
1995, del primer estudi d’associacié en TDAH (Cook et al., 1995), s’han dut a terme un gran
nombre d’investigacions que han proposat com a candidats més de cent vuitanta gens, dels
quals aproximadament la meitat han mostrat una associacio significativa amb el trastorn, com
a minim, en un estudi (Li et al., 2014). La cerca de gens de susceptibilitat al TDAH es centra
inicialment en el sistema de la neurotransmissié monoaminérgica. En concret, el transportador
de dopamina (SLC6A3) i el receptor dopaminergic D4 (DRD4) han estat els candidats més
ampliament investigats, si bé d’altres gens com els que codifiquen el receptor dopaminergic D5
(DRD?5), el transportador de noradrenalina (SLC6A2), el receptor adrenérgic aza (ADRA2A), el
transportador de serotonina (SLC6A4), els receptors serotoninérgics 1B i 2A (HTR1B i HTR2A)
0 els enzims dopamina B-hidroxilasa (DBH), catecol-O-metiltransferasa (COMT), monoamino
oxidasa A (MAOQA) i triptofan hidroxilasa 2 (TPH2) també han rebut una atencié considerable
(Akutagava-Martins, Salatino-Oliveira, Kieling, Rohde i Hutz, 2013; Li et al., 2014). De forma
similar, els gens relacionats amb el complex SNARE (de I’angl¢s soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein receptors) que regula I’alliberament de neurotransmissors a
’espai sinaptic (p. e., SNAP25, de I’anglés synaptosome-associated protein 25) han estat
considerats candidats interessants a participar en 1’etiologia del TDAH, aixi com els
responsables de codificar els factors neurotrofics i els seus receptors, entre els quals destaca
BDNF (de I’anglés brain-derived neurotrophic factor) (Li et al., 2014; Ribases et al., 2008;
Sanchez-Mora et al., 2013). Finalment, els gens de la latrofilina 3 0 el de I’intercanviador de
Na*/H*" SLC9A9 sbn altres exemples de candidats que han estat associats al trastorn a través
d’aquesta estrategia, a més d’acumular evideéncies procedents d’estudis de lligament 1

d’associaci6 a escala genomica (Hawi et al., 2015; Li et al., 2014).
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L’elevat nombre d’investigacions realitzades, en mostres generalment insuficients o amb
resultats discordants, ha fet necessari 1’us d’estratégies meta-analitiques per tal d’establir
conclusions consistents. D’entre totes les meta-analisis, la més completa fins ara és la de
Gizer et al. en que s’investigaren un total de trenta-vuit variants diferents distribuides al llarg
de divuit gens candidats. Els autors identificaren associacions significatives entre el TDAH
i els gens SLC6A3, DRD4, DRD5, SLC6A4, HTR1B i SNAP25, malgrat que els efectes
obtinguts foren modestos, amb odds ratio (OR) compreses entre 1,11-1,33, i que existien

evideéncies d’heterogeneitat entre els estudis (Gizer, Ficks i Waldman, 2009) (Taula 3).

Taula 3. Resultats meta-analitics significatius de 1’associacio entre polimorfismes en gens
candidats i TDAH infantil

Niimero Evidéncia
Gen Localitzacio Polimorfisme Al‘lel de risc . OR((IC95%) ValordeP d’heterogeneitat
d’estudis
(valor de P)
3" UTR VNTR 10 repeticions 34 1,12 (1,00-1,27) 0,028 <0,000001
SLC6A43  Intro 8 VNTR 3 repeticions 5 1,25 (0,98-1,58) 0,034 0,012
3" UTR rs27072 G 7 1,20 (1,04-1,38) 0,006 NS
DRD4 Ex6 3 VNTR 7 repeticions 26 1,33 (1,15-1,54) 0,00007 0,0000
Promotor rs1800955 T 5 1,21 (1,04-1,41) 0,007 NS
DRD5  Extrems ~ Repeticidde 0y 9 1,23 (1,06-1,43) 0,0027 NS
dinucleotid
SLC6A44  Promotor SHTTLPR Llarg 19 1,17 (1,02-1,33) 0,010 0,00003
HIRIB Exo1 156296 G 9 1,11 (1,02-1,20) 0,010 NS
SNAP25 3" UTR rs3746544 Desconegut 7 1,15 (1,01-1,31) 0,030* NS

Nota: IC, interval de confianga; UTR, regié no codificant (de I’anglés untranslated region); VNTR, nombre
variable de repeticions en tandem; NS, no significatiu.

Tots els valors de P reportats corresponen a tests unilaterals, excepte si s’acompanyen d’un *, que indica que
es tracta de proves bilaterals (adaptaci6 de Gizer et al., 2009).

Estudis d’associacio a escala genomica

Els estudis d’associacié a escala genomica (GWAS, de I’anglés genome-wide association
studies) avaluen centenars de milers o milions d’SNP distribuits al llarg de tot el genoma,
fet que permet la identificacio de factors genetics de risc per a una malaltia determinada
sense necessitat d’una hipotesi prévia, a diferéncia dels estudis de gens o regions candidates
(Akutagava-Martins et al., 2013; Gallo i Posner, 2016). Aquest tipus d’investigacions han
estat possibles gracies als avengos produits en les técniques de genotipacio d’alt rendiment
i a la disponibilitat de bases de dades amb informacio6 detallada sobre els genomes de milers
d’individus en multiples poblacions. En base als patrons de desequilibri de lligament (LD,
de I’anglés linkage disequilibrium) existents entre les diferents variants en una poblacid

determinada, se seleccionen col-leccions d’SNP que capturen la major part de la variabilitat
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genetica del genoma i s’evita, aixi, recollir informacio redundant (Balding, 2006; Zondervan
i Cardon, 2007). Com a conseqliencia, les variants associades a una patologia poden no ser
funcionals pero trobar-se en LD amb la veritable variant causal, que no ha estat genotipada
(Balding, 2006). Actualment, el recurs més utilitzat com a panell de referéncia és el Projecte
1000 Genomes (1000 Genomes Project Consortium et al., 2015), que facilita dades sobre
més de 84 milions d’SNP en 2.504 individus de vint-i-sis poblacions diferents. L’ts
d’aquesta informacid ha permeés desenvolupar métodes computacionals capagos d’inferir els
al-lels de les variants que no han estat directament genotipades en un estudi per mitja d’un

proces anomenat imputacio (Halperin i Stephan, 2009).

Donat aquest escenari i I’existéncia de certes limitacions associades als estudis de lligament
i de regions candidates, els GWAS han esdevingut recentment la principal estratégia per a
la investigacio dels trastorns complexos. Pel que fa al TDAH, en els darrers anys s’han
realitzat maltiples GWAS tant en poblacio infantil com adulta, set dels quals avaluaren trets
quantitatius com la simptomatologia o I’edat d’aparici6 del trastorn (Taula 4). Els resultats
d’aquest tipus d’estudis suggerien la participacié de gens implicats en processos com la
divisio i adhesio cel-lular, la neurotransmissio, la plasticitat sinaptica, la migracio neuronal
o0 la senyalitzaci6 a través de canals de potassi (Banaschewski, Becker, Scherag, Franke i
Coghill, 2010; Franke, Neale i Faraone, 2009). D’entre ells, un dels més prometedors és el
de la cadherina 13 (CDH13), una glicoproteina d’adhesi6 cel-lular amb efectes reguladors
sobre el creixement axonal que ha estat identificada entre els top hits de tres GWAS
independents (Lasky-Su, Neale et al., 2008; Lesch et al., 2008; Neale, Medland, Ripke,
Anney et al., 2010), a més d’ubicar-se a la regio 16q23-16q24 detectada en una meta-analisi

de set estudis de lligament a escala genomica (Zhou et al., 2008).

No obstant aix0, cap de les associacions reportades superava el llindar de significacio
genomica (P <5 x 10°®), motiu pel qual diversos estudis apostaren per complementar I’analisi
de marcadors individuals (analisi basada en SNP) amb estratégies com 1’analisi basada en
gens o I’analisi de vies, que consideren la significacio global d’un conjunt de marcadors en
una determinada regio, categoria funcional o via de senyalitzacié i permeten calcular
I’enriquiment 0 sobrerepresentacio de gens implicats en una determinada funcié o procés
biologic. D’aquesta manera, Poelmans et al. integraren els millors resultats obtinguts fins
I’any 2011 a través de cinc GWAS diferents i identificaren un enriquiment significatiu en
categories relacionades amb el neurodesenvolupament com ara el creixement de neurites

(Poelmans, Pauls, Buitelaar i Franke, 2011).
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De forma similar, Hawi i els seus col-laboradors detectaren que els gens més significativament
associats al TDAH (definits com aquells que contenien SNP amb un valor de P < 1 x 10°) es
trobaven sobrerepresentats en processos biologics com el desenvolupament del sistema nervios,

la morfogénesi de projeccions neuronals i 1’axonogénesi (Hawi et al., 2015) (Taula 5).

Per altra banda, les meta-analisis realitzades anteriorment, entre les quals destaca la de Neale et
al. amb un total de 2.064 trios, 896 casos i 2.455 controls, tampoc foren capaces d’obtenir
associacions significatives a escala genomica (Neale, Medland, Ripke, Asherson et al., 2010).
Aquest fet resulta congruent si es tenen en compte els estudis del consorci de psiquiatria
genomica (PGC, de I’angles Psychiatric Genomics Consortium) en altres trastorns psiquiatrics
com I’esquizofrénia, a partir dels quals es despren la necessitat de mostres superiors als dotze
mil individus (entre casos i controls) per assolir el llindar de significacié genomica (Franke et
al., 2012). En aquest sentit, convé destacar que recentment el PGC ha identificat, a través d’una
meta-analisi de GWAS que compren 20.183 casos de TDAH i 35.191 controls, tres-cents quatre
variants genétiques en dotze loci independents amb un valor de P <5 x 10 (Demontis et al.,
2018).

1.2.1.3. Estudis de variants en el nimero de copies

A més d’investigar variants genetiques comunes a través de les estratégies anteriorment
esmentades, en els darrers anys, la recerca s’ha dirigit a avaluar alteracions cromosomiques
estructurals rares (prevalenca a la poblacié general <1%) amb efectes potencialment
perjudicials, com és el cas dels CNV (Franke et al., 2012; Gallo i Posner, 2016).

Fins ara, en TDAH s’han realitzat deu estudis a escala genomica, la majoria en mostres infantils
d’etnia caucasica, amb I’objectiu de determinar el possible rol d’aquestes variants en I’etiologia
del trastorn (Taula 6). D’entre ells, destaquen els resultats obtinguts pel grup de Williams i els
seus col-laboradors, els quals observaren un exces de CNV amb una llargada superior a 500 kb
entre els pacients en comparacié amb els individus control (Williams et al., 2012; Williams et
al., 2010). Els investigadors, a més, detectaren duplicacions en regions cromosomiques
(16p13.11 i 15913.3) que contenen candidats plausibles per al TDAH com el gen del receptor
nicotinic d’acetilcolina CHRNAY7, implicat en la regulacié de I’alliberament de dopamina
(Seipel i Yakel, 2010). Altres analisis de CNV han revelat alteracions en els gens dels receptors
glutamatergics GRM1, GRM5, GRM7 i GRM8 (Elia et al., 2010; Elia et al., 2011), i en gens
préviament associats a trastorns neurologics i psiquiatrics com els que codifiquen la parkina 2
(PARK?2) (Jarick et al., 2014) o el neuropéptid Y (NPY) (Lesch et al., 2011).
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Introduccio

De forma similar, molts dels CNV identificats en TDAH es troben significativament enriquits
en gens relacionats amb 1’autisme, 1’esquizofrénia i la sindrome de Tourette (Elia et al., 2010;
Lionel et al., 2011; Williams et al., 2012; Williams et al., 2010), fet que reforca I’existéncia
d’una base genética compartida entre aquests trastorns del neurodesenvolupament. Finalment,
Stergiakouli et al. aportaren evidéncies sobre la implicacié conjunta de les variants genétiques
comunes i rares en el desenvolupament del TDAH. En una investigacio en que combinaren els
resultats d’estudis de GWAS i de CNV, els autors detectaren que els SNP amb tendéncia a la
significacié genomica influien les mateixes vies biologiques que les alteracions estructurals

associades al trastorn (Stergiakouli et al., 2012).

Taula 6. Estudis de variants en el nimero de copies a escala genomica en TDAH

CNV  CNV

Estudi Disseny Etnia Mostra Mida de 1a mostra
reportats® de nove

Eliaetal., 2010 Cas-control 1, . Caucasica Infants i adolescents 335 trios i 2.026 controls 222 N/AP
basat en families

- - . 410 casos i 1.156 controls de
Williams et al., 2010 Cas-control Caucasica Infants i adolescents la 1958 British Birth Cohort 57 6

Cas-control 1

Lesch et al., 2011 basat en families Caucasica Infants i adolescents 99 casos i 100 controls 17 2
Lionel et al., 2011 Cas-control Mescla Infants i adolescents 248 pacients i 2.357 controls 23 4
Elia et al., 2012 Cas-control Caucasica Infantsiadolescents 1.013 casosi4.105 controls 19 12
Jarick et al., 2012 Cas-control Caucasica Infants i adolescents 489 casosi 1.285 controls 50 N/A
Stergiakouli et al., 2012b Cas-control Caucasica Infants i adolescents 799 casos i 6.000 controls 0 0
Williams et al., 2012 Cas-control Caucasica Infants i adolescents 896 casos i 2.455 controls 460 N/A
Yang et al., 2013 Cas-control Xinesa Infants i adolescents 1.040 casos 1 963 controls 6 N/A
Ramos-Quiroga et al., 2014  Cas-control Caucasica Adults 400 casos i 526 controls 367 N/A

CNV, variants en el nmero de copies.
2Ndmero de CNV identificats Unicament en pacients amb TDAH.
® N/A indica que no es van reportar CNV de novo a I’estudi (adaptacio6 de Li et al., 2014).

1.2.2. Factors ambientals

Nombrosos estudis descriuen la influéncia de diversos factors ambientals, especialment al
llarg de les etapes pre i perinatals, en el desenvolupament i gravetat del TDAH. Es el cas de
I’exposici6 prenatal al tabac, 1’alcohol o toxics com el plom, els bifenils policlorats (PCB,
de I’angles polychlorinated biphenyls) o els pesticides organofosforats, i de complicacions
durant la gestacio i el part com la prematuritat o el baix pes en néixer (Banerjee et al., 2007;
Thapar, Cooper, Eyre i Langley, 2013). D’entre ells, el que ha mostrat una associacio més
consistent amb 1’aparicié de simptomes de TDAH en la descendéncia és el consum de tabac
durant I’embaras per part de la mare (Button, Thapar i McGuffin, 2005; Koshy, Delpisheh i
Brabin, 2011; Langley, Rice, van den Bree i Thapar, 2005; Linnet et al., 2003; Linnet et al.,
2005; Silva, Colvin, Hagemann i Bower, 2014; Thapar et al., 2003; Weitzman, Byrd, Aligne i
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Moss, 2002). Els resultats pel que fa a I’alcohol, en canvi, soén contradictoris (Linnet et al.,
2003), malgrat les evidencies sobre els seus efectes teratogens i perjudicials en el sistema
nervios central, responsables d’ importants patologies fisiques, neurologiques i mentals com
la sindrome alcoholica fetal, que es manifesta, entre d’altres, amb simptomes d’inatencio i
hiperactivitat (Linnet et al., 2003; Thapar, Cooper, Jefferies i Stergiakouli, 2012). De forma
similar, els toxics ambientals com el plom, els pesticides o els PCB també causen danys
significatius a nivell cognitiu i comportamental com a resultat de processos d’estres oxidatiu.
En aquest sentit, diverses investigacions indiquen que la contaminacio per plom pot produir
un quadre clinic semblant al TDAH, caracteritzat per distraccid, hiperactivitat, inquietud i
deteriorament intel-lectual (Nigg, 2008; Nigg, Nikolas, Mark Knottnerus, Cavanagh i
Friderici, 2010). Altres estudis han relacionat 1’exposicio prenatal a PCB amb dificultats en
la capacitat de concentracio i d’atencid, aixi com amb falta de precisido en I’execucid i1
lentitud en el temps de resposta (Schantz, Widholm i Rice, 2003). Per altra banda, d’entre
les diferents complicacions obstétriques associades al TDAH (p. e., la toxémia o I’eclampsia,
I’edat de la mare, la durada del part o I’estrés fetal) (Banerjee et al., 2007), destaquen la
prematuritat i el baix pes en néixer. Ambdues han estat identificades repetidament com a
factors de susceptibilitat per al trastorn, incloent una meta-analisi basada en 4.125 casos i
3.197 individus control que reporta una major prevalenca de déficits atencionals entre els
infants nascuts de forma prematura 0 amb un pes molt baix (Aarnoudse-Moens, Weisglas-

Kuperus, van Goudoever i Oosterlaan, 2009).

En etapes posteriors del desenvolupament, factors com 1’adversitat psicosocial o la dieta
també poden exercir una influéncia destacable en I’etiologia del trastorn. Aixi, per exemple,
s’han descrit diverses circumstancies (nivell sociocultural baix, ingressos economics
escassos, conflictes familiars, negligéncia, assetjament, maltractament, etc.) que tendeixen a
incrementar el risc de presentar TDAH i que sovint contribueixen a agreujar-ne les
manifestacions amb 1’aparici6 de trastorns comorbids com el trastorn de conducta o
simptomes depressius (Banerjee et al., 2007; De Sanctis, Nomura, Newcorn i Halperin,
2012; Freitag et al., 2012; Thapar et al.,, 2012). Respecte a la dieta, les diferents
investigacions s’han centrat principalment en I’estudi dels efectes de components alimentaris
com els sucres refinats o els additius i colorants artificials, i de determinades deficiencies
nutricionals (p. e., en zinc, magnesi o acids grassos poliinsaturats) sobre la simptomatologia
del TDAH. No obstant aixo, els resultats obtinguts fins ara son poc concloents (Banerjee et
al., 2007; Singh et al., 2015; Thapar et al., 2012).
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1.3. Interaccio gen x ambient

La majoria de variants genetiques identificades fins al moment només expliquen una petita
proporcié de I’heretabilitat estimada per al TDAH 1 la seva associacid, en general, no ha
estat replicada de forma consistent. Aquestes discrepancies en els resultats poden ser
degudes, entre altres causes, a la influéncia de diferents variables ambientals, capaces de
modular els efectes dels factors genétics a través d’interaccions gen x ambient (G x E, de
I’anglés gene-environment interaction). Parlem d’interaccié G x E quan determinats factors
ambientals contribueixen a la manifestacio d’efectes genétics que no s’expressarien en altres
circumstancies o bé quan els gens alteren la sensibilitat dels individus a factors ambientals
de risc (Figura 4) (Coghill i Banaschewski, 2009; Wermter et al., 2010).

Un individu amb predisposicio Genotip P Malaltia
genética només desenvolupa la

malaltia si s’exposa a factors T

ambientals adversos. Ambient

Els factors ambientals només Ambient P Malaltia
condueixen a la malaltia en

preséncia d’una determinada T

carrega genética. Genotip

Figura 4. Exemples d’interacci6 entre factors genétics i factors ambientals (adaptacié de Wermter et al.,
2010).

Pel que fa al TDAH, les escasses investigacions sobre G x E que s’han portat a terme han
avaluat la interaccio entre gens candidats, fonamentalment del sistema dopaminérgic i
serotoninérgic, i I’exposicio a factors ambientals de risc com el consum matern de tabac i
alcohol durant I’embaras, el baix pes en néixer o I’adversitat psicosocial (Nigg, Nikolas i

Burt, 2010; Pennington et al., 2009; Wermter et al., 2010).

En aquest sentit, Kahn i els seus col-laboradors observaren que 1’al-lel de deu repeticions
(10R) del gen SLC6A3 es trobava associat a comportaments hiperactius/impulsius i
oposicionistes Unicament en els nens que havien estat exposats a tabac dins 1’uter (Kahn,
Khoury, Nichols i Lanphear, 2003), uns resultats que foren parcialment confirmats pel grup
de Becker (Becker, ElI-Faddagh, Schmidt, Esser i Laucht, 2008). Neuman et al., en canvi, no
trobaren cap interaccio significativa entre 1’exposicid prenatal al tabac i 1’al-lel 10R pero si
per aI’al-lel 9R del mateix gen, la preséncia del qual incrementava el risc de ser diagnosticat
amb el subtipus de TDAH combinat (Neuman et al., 2007). A més d’aquests estudis,

n’existeixen d’altres que han explorat els efectes del consum de tabac durant I’embaras en
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combinacié amb gens diferents de SLC6A3 com DRD4, DRD5, SLC6A4 0 CHRNA4 (Altink
et al., 2008; Langley et al., 2008; Neuman et al., 2007; Todd i Neuman, 2007). Els resultats
pel que fa a 1’alcohol han estat igualment discordants. D’una banda, el grup de Brookes
identifica que els nens amb TDAH presentaven més freqiientment un haplotip de SLC6A3
associat al trastorn si les mares havien consumit alcohol mentre estaven embarassades
(Brookes et al., 2006). De I’altra, Langley et al. no detectaren una interaccio significativa en
el diagnostic de TDAH entre 1’exposicio prenatal a I’alcohol i cap dels gens investigats pero
si un efecte modulador dels simptomes de trastorn de conducta com a resultat de 1’accio
conjunta entre els gens SLC6A3 i DRDS5, i el baix pes en néixer (Langley et al., 2008). De
forma similar, un estudi anterior revela una major incidencia de comportaments antisocials
en els infants amb TDAH portadors de la forma menys activa d’un polimorfisme funcional

de la COMT i amb un pes inferior a 2,5 kg en el moment del naixement (Thapar et al., 2005).

A part de les variables ambientals prenatals, els factors de risc psicosocial també han rebut
una atencio considerable en relacié a I’estudi de les interaccions G x E potencialment
implicades en I’etiologia del TDAH. L’any 2007, Laucht i els seus col-laboradors
evidenciaren que els adolescents amb 1’haplotip de risc a SLC6A3 que havien crescut en un
entorn familiar advers exhibien més simptomes d’inatencio i hiperactivitat/impulsivitat que
els que presentaven altres genotips o havien viscut en condicions menys desfavorables
(Laucht et al., 2007). En la mateixa linia, Waldman suggeri que els nens portadors d’al-lels
de risc al gen DRD2 tenien més probabilitats de ser diagnosticats amb TDAH si les relacions
sentimentals de les mares eren inestables (Waldman, 2007). Finalment, altres gens que també
han mostrat un efecte G x E significatiu sobre el diagnostic i els simptomes del TDAH en
preséncia de circumstancies adverses durant la infantesa son SLC6A4, MAOA i BDNF
(Lasky-Su et al., 2007; Li i Lee, 2012; Miller et al., 2008; Retz et al., 2008).

1.4. Tractament

L’abordatge terapeutic del TDAH inclou tant mesures educatives, psicologiques i socials
com tractaments farmacologics i té com a objectiu estabilitzar els simptomes del trastorn i
proporcionar eines als pacients que els permetin adaptar-se a les exigéncies de 1’entorn per

tal de millorar la seva qualitat de vida.
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1.4.1. Tractament no farmacologic

Existeix un ampli ventall d’estratégies no farmacologiques dirigides a controlar les
manifestacions del trastorn i a reduir el deteriorament funcional que provoquen. Malgrat que
la seva eficacia és menor a la dels tractaments farmacologics, aquestes intervencions
s’utilitzen, en general, com a precursors o complements de la farmacoterapia i incideixen
fonamentalment sobre la conducta, la cognicid i la dieta (Faraone i Antshel, 2014; Sonuga-
Barke et al., 2013).

Les intervencions conductuals son, d’entre totes les opcions no farmacologiques, les més
ben establertes, recomanades i emprades. Inclouen tecniques, com 1’educacio dels pares, les
intervencions en 1’ambit escolar o ’entrenament d’habilitats socials, d’autocontrol i
compensatories, que pretenen promoure els comportaments apropiats i disminuir els no
desitjats per mitja d’un sistema d’aprenentatge basat en reforgos positius i negatius (Pfiffner
i Haack, 2014). Tot i la manca d’evidéncies pel que fa a la reducci6 dels simptomes del
TDAMH, s’ha demostrat que aquestes estrategies repercuteixen positivament en les relacions
familiars i els problemes de conducta dels pacients, a més de reduir els deficits funcionals i
la dosi de farmac requerida quan s’utilitzen en combinacié amb la medicaci6 (Daley et al.,
2014; Mongia i Hechtman, 2012; MTA Cooperative Group, 1999).

Per altra banda, existeixen estudis que palesen la utilitat de técniques neurocognitives en la
millora de determinats simptomes i funcions. Una de les estratégies més emprades,
especialment per al tractament del déficit d’atencio, €s el neurofeedback o retroalimentacio
electroencefalografica que consisteix en entrenar el pacient per tal que sigui capa¢ de
normalitzar els patrons d’activitat cerebral que es troben alterats (Arns, de Ridder, Strehl,
Breteler i Coenen, 2009; Holtmann, Sonuga-Barke, Cortese i Brandeis, 2014). Altres
aproximacions neurocognitives, entre elles el mindfulness, es basen també en 1’entrenament
continuat per millorar funcions com la memoria de treball, la inhibicié o la regulaci6 dels
processos atencionals, malgrat que actualment no es disposa d’evidéncies suficients per a la
seva aplicacié en el TDAH (Cortese et al., 2015; Sonuga-Barke, Brandeis, Holtmann i
Cortese, 2014).

Finalment, les intervencions consistents en la incorporacié a la dieta de suplements com els
acids grassos poliinsaturats o 1’exclusio de determinats components (p. e., els additius
artificials) han demostrat ser beneficioses en individus amb intolerancies alimentaries o en
casos lleus de TDAH, si s’utilitzen com a complement de la farmacoterapia (KoOnigs i

Kiliaan, 2016; Nigg i Holton, 2014; Stevenson et al., 2014).
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1.4.2. Tractament farmacologic

El tractament farmacologic esta indicat com a part d’un programa integral en nens a partir
de sis anys amb formes greus del trastorn o que no responen a les intervencions no
farmacologiques (Atkinson i Hollis, 2010) i comprén dos tipus de medicacions; la medicacio
psicoestimulant i la no psicoestimulant. La seleccié del farmac es basa en una rigorosa
avaluacié de la gravetat, la presencia de comorbiditats i el moment del dia en que es
requereix preferiblement un alleugeriment dels simptomes (Faraone et al., 2015).
Nombroses analisis indiquen que tant els farmacs psicoestimulants com els no
psicoestimulants redueixen adequadament els simptomes del TDAH en infants i adults,
malgrat que els primers son, en general, més efectius (Faraone, Biederman, Spencer i
Aleardi, 2006; Faraone i Glatt, 2010; Newcorn et al., 2008). Per aquest motiu, es considera
que la medicacid psicoestimulant constitueix el tractament farmacologic de primera eleccid
en pacients de totes les edats (Atkinson i Hollis, 2010; Bolea-Alamarniac et al., 2014; Pliszka
i AACAP Work Group on Quality Issues, 2007), especialment el metilfenidat (MPH, de
I’anglés methylphenidate) que actua com a inhibidor de la recaptacié de dopamina i
noradrenalina. Les amfetamines, en concret la lisdexamfetamina, també bloquegen la
recaptacié d’aquests neurotransmissors i representen una alternativa al MPH per als casos
en qué la resposta resulta clinicament inadequada. A més, afavoreixen 1’alliberament de
monoamines a I’espai sinaptic i n’inhibeixen la degradacio a nivell presinaptic (Fleckenstein,
Volz, Riddle, Gibb i Hanson, 2007; Heal, Smith, Gosden i Nutt, 2013). Existeixen altres
farmacs psicoestimulants com la pemolina o el modafinil que, tot i ser efectius en relacié a
la simptomatologia del TDAH, actualment no han estat aprovats per al seu tractament a
Espanya (Kahbazi el al., 2009; Kaplan i Newcorn, 2011; Stevenson i Wolraich, 1989; Wilens
etal., 1999).

Malgrat que els efectes secundaris dels farmacs psicoestimulants son, en general, lleus i
transitoris, la manca de tolerabilitat constitueix un dels principals motius d’abandonament
de la terapia (Gajria et al., 2014). Entre les reaccions adverses més comunes destaquen
I’insomni, la disminucié de 1’apetit, cefalees, dolor abdominal, disforia i irritabilitat. Tambeé
s’han descrit efectes adversos més greus, tot 1 que poc freqiients, com 1’aparicié de tics,
ansietat, agressio, depressid, psicosi i mania (Aagaard i Hansen, 2011; Feldman i Reiff,
2014; Montafés-Rada, Gangoso-Fermoso i Martinez-Granero, 2009). Finalment, alguns
estudis han associat el tractament amb psicoestimulants a un lleu retard en el creixement

(Faraone, Biederman, Morley i Spencer, 2008) o a alteracions cardiovasculars importants,
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motiu pel qual convé utilitzar aquests farmacs amb prudéncia en pacients amb patologies
cardiaques preexistents (Dalsgaard, Kvist, Leckman, Nielsen i Simonsen, 2014; Warren et
al., 2009). Davant la preséncia de tics, ansietat, depressio o trastorns per Us de substancies

es recomana també extremar la precaucio.

En aquestes circumstancies, aixi com en els casos en qué els pacients no responen 0 no
toleren la medicacid psicoestimulant, és preferible 1’as de farmacs no psicoestimulants
(Atkinson i Hollis, 2010; Faraone et al., 2015; Kaplan i Newcorn, 2011) entre els quals
destaca I’atomoxetina, un inhibidor selectiu de la recaptacio de noradrenalina indicat per al
tractament del TDAH en infants, adolescents i adults (Spencer, Biederman i Wilens, 2004;
Tanaka, Rohde, Jin, Feldman i Upadhyaya, 2013; Wigal, 2009). En general, es tracta d’un
farmac segur amb un perfil d’efectes adversos que inclou, principalment, cefalea, dolor
abdominal, disminuci6 de I’apetit, somnoléncia, nausees, vomits, augment de la pressio

arterial i de la frequéncia cardiaca (Schwartz i Correll, 2014).

Els agonistes dels receptors adrenérgics o2, com la clonidina i la guanfacina, inicialment
utilitzats com a antihipertensius, també han estat aprovats per al tractament del TDAH en
alguns paisos. No obstant aixo, els seus efectes sedants en limiten 1’us en alguns pacients i,
concretament, a Espanya només s’accepta aquesta indicacio per a la guanfacina (Biederman

et al., 2008; Jain, Segal, Kollins i Khayrallah, 2011; Sallee, Connor i Newcorn, 2013).

Finalment, existeixen altres farmacs potencialment Gtils per alleugerir els simptomes del
trastorn perd que no han estat aprovats encara per al seu tractament. Es el cas dels
antidepressius triciclics o el bupropié (Maneeton, Maneeton, Intaprasert i Woottiluk, 2014;
Verbeeck, Tuinier i Bekkering, 2009). Els antidepressius tricicilics, principalment la
imipramina, la desipramina i la nortriptilina, bloguegen la recaptacié de noradrenalina i
serotonina i han de ser utilitzats amb precaucio ja que augmenten el risc d’arritmia (Wilens
et al., 1996), a més de produir amb frequéncia efectes adversos molestos com sequedat de
boca, restrenyiment, visio borrosa, retenci6 urinaria, sedacié o augment de pes (Warikoo i
Faraone, 2013). El bupropio, en canvi, és un inhibidor de la recaptacié de dopamina i
noradrenalina que, malgrat presentar un perfil d’eficacia i seguretat comparable al del MPH
en nens i adolescents amb TDAH (Maneeton et al., 2014), actualment esta indicat

exclusivament per al tractament d’episodis de depressio major.

Per Gltim, en pacients que no responen al tractament amb un Unic farmac pot resultar eficac
la terapia combinada amb psicoestimulants i atomoxetina o agonistes adrenérgics a2 (Treuer

etal., 2013).
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2. FARMACOGENETICA DEL MPH

Malgrat que sovint els termes farmacogenética i farmacogenomica s’utilitzen indistintament,
convé diferenciar ambdues disciplines. La farmacogenética estudia com les variacions en
gens implicats en la farmacocinética i farmacodinamica dels farmacs influeixen la resposta
i els efectes adversos a la medicacio. Aixi, per exemple, s’han descrit diferéncies en la
capacitat metabolica dels individus com a conseqiiéncia de polimorfismes genetics en
enzims metabolitzadors que n’augmenten 0 disminueixen I’activitat. El tractament amb
dosis de farmac estandards pot resultar insuficient per assolir els nivells terapeutics i donar
lloc a una resposta inadequada en els individus amb formes ultrarapides d’aquests enzims
mentre que els metabolitzadors lents tendeixen a acumular el compost farmacologic actiu i
poden presentar fenomens relacionats amb la toxicitat. Per altra banda, variants genétiques
en les dianes sobre les quals actuen els farmacs, com receptors o transportadors, poden
alterar els processos moleculars que se’n deriven i conduir també al fracas terapéutic o a
I’aparici6 de reaccions adverses (Masellis et al., 2002; Weinshilboum, 2003). La
farmacogenomica, en canvi, investiga I’espectre de gens que determinen els efectes d’un
farmac per mitja de tecniques que permeten, entre d’altres, 1’analisi massiva de variants
polimorfiques distribuides al llarg del genoma o de canvis en I’expressid genica induits per
la medicacio (Meyer, 2002; Phillips, Veenstra i Sadee, 2000).

Tant la farmacogenética com la farmacogenomica, doncs, ofereixen la possibilitat
d’optimitzar els regims de tractament en base al perfil genétic dels individus amb 1’objectiu
d’augmentar-ne 1’eficacia i seguretat, i de millorar, en conseqiiéncia, 1’adheréncia
terapéutica. D’aquesta manera, es podria evitar prescriure determinats compostos a persones
amb risc de resisténcia al tractament o de presentar efectes adversos, en qué molt
probablement no serien beneficiosos (Froehlich, McGough i Stein, 2010; Masellis et al.,
2002; McGough, 2005; Stein i McGough, 2008). La farmacogenomica, a més, podria
contribuir a elucidar el mecanisme d’accio dels farmacs amb el descobriment de noves
dianes terapeutiques, cosa que permetria desenvolupar compostos mes especifics i eficagos
(Masellis et al., 2002; Stein i McGough, 2008).

El TDAH representa una area d’estudi molt prometedora per a la farmacogenética i la
farmacogenomica, atesa I’elevada heretabilitat del trastorn i I’existéncia d’una considerable

variabilitat interindividual en la resposta i tolerabilitat a la medicacio psicoestimulant (Froehlich
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et al., 2010; Masellis et al., 2002; McGough, 2005). En aquest sentit, nombrosos estudis
demostren que, malgrat ser considerats, en general, efectius i segurs, aproximadament un 30%
dels pacients tractats amb farmacs psicoestimulants no responen adequadament o interrompen
el tractament com a conseqiiéncia, en la majoria dels casos, de 1’aparicid d’efectes adversos
(Franke et al., 2012; Heal, Cheetham i Smith, 2009; Masellis et al., 2002; McGough, 2005;
Wigal, 2009). D’entre ells, ens centrarem en el MPH pel fet de ser el més ampliament estudiat.

2.1. Farmacodinamica del MPH

A pesar que no es coneix amb exactitud el seu mecanisme d’accid, es creu que el MPH inhibeix
la recaptacio de dopamina i noradrenalina per part dels respectius transportadors presinaptics,
fet que augmenta els nivells extracel-lulars d’aquests neurotransmissors, especialment al nucli
estriat i al cortex prefrontal, i en potencia la senyal endogena (Arnsten, 2011; Arnsten i Pliszka,
2011, Castellanos i Acosta, 2011). Per altra banda, estudis realitzats en animals suggereixen la
contribucié d’altres possibles mecanismes en els efectes terapéutics del MPH. Aixi, per
exemple, el grup d’Adriani analitza el perfil d’expressio estriatal de rates tractades amb MPH
durant I’adolescéncia i detecta una sobreexpressio de gens implicats en processos de plasticitat
sinaptica com la formacio, maduracio i estabilitat de noves connexions neurals (Adriani et al.,
2006). De forma similar, estudis anteriors en diferents espécies ja havien demostrat que
I’administraciéo de MPH induia canvis en els nivells de gens d’expressio rapida, com els factors
de transcripcio c-fos i Egrl o el factor de plasticitat sinaptica Homer 1a, al llarg de regions
cerebrals potencialment implicades en el TDAH (Brandon i Steiner, 2003; Chase, Brown,
Carrey i Wilkinson, 2003; Chase, Carrey, Brown i Wilkinson, 2005; Lin, Hou i Jouvet, 1996;
Penner et al., 2002; Trinh, Nehrenberg, Jacobsen, Caron i Wetsel, 2003; Yano i Steiner, 2005a,
2005b).

2.2. Farmacocinética del MPH

El MPH presenta dos carbonis asimetrics a la seva estructura quimica que donen lloc a quatre
isomers diferents (D-, L-eritro-MPH i D-, L-treo-MPH) (Figura 5). No obstant aixo,
s’administra en forma d’una mescla racémica constituida unicament per I’enantiomer D-treo,
responsable dels efectes terapéutics, i L-treo (Kimko, Cross i Abernethy, 1999; Wolraich i
Doffing, 2004).
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La seva absorci6 és rapida i quasi completa, de
manera que la concentracié plasmatica maxima
s’assoleix aproximadament 1-3 hores després de
I’administracié oral, tot i que existeix una amplia
variabilitat entre els individus (Kimko et al., 1999;
Wolraich i Doffing, 2004). Gracies a 1’elevada
liposolubilitat i al fet que s’uneix poc a proteines
plasmatiques, el MPH es distribueix amb rapidesa
per tot I’organisme i accedeix facilment al sistema
nervios central (Kimko et al., 1999; Wolraich i

Doffing, 2004). En concret, la concentracié maxima
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Figura 5. Estructura quimica del MPH amb
els respectius enantiomers (adaptacio de
Patrick, Caldwell, Ferris i Breese, 1987).

a nivell del cervell s’assoleix passats els 60 minuts quan el farmac s’administra oralment i en

5-15 minuts, si I’administracio és intravenosa (Kimko et al., 1999; Wolraich i Doffing, 2004).

Pel que fa al metabolisme, es considera que la principal via metabolica del MPH és la

desesterificacié enantioselectiva a acid D- i L-ritalinic, catalitzada per diferents esterases

hidrolitiques distribuides de forma ubiqua, entre les quals destaca la carboxilesterasa hepatica

1 (Sun et al., 2004). ElI metabolits resultants sén farmacologicament inactius i s’eliminen

extensament a través de 1’orina després de 8-48 hores de I’administracié oral de MPH. En

menor proporcid, s’ha descrit que les reaccions d’hidroxilacié aromatica, oxidacié microsomal

i conjugacio també generen metabolits inactius (Figura 6), si bé es tracta de vies molt
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5-hidroxi-6-oxo-metilfenidat
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o
6-oxo-metilfenidat

~* Conjugacio

Figura 6. Metabolisme del MPH (adaptacié de Kimko et al., 1999).

minoritaries (Kimko et al.,
1999; Wolraich i Doffing,
2004). Com a resultat, el
MPH té una vida mitjana
curta i els seus efectes
terapeutics s’estenen un
maxim de 4 hores, motiu
pel
administrar el farmac entre

qual es requereix
dues i tres vegades al dia
(Markowitz, Zhu i Patrick,
2013; Wolraich i Doffing,
2004).
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L’aparicio, en els darrers anys, de preparacions farmaceutiques amb una durada de 1’efecte
superior ha permes reduir el nombre de dosis diaries necessaries, fet que afavoreix el
compliment del tractament per part dels pacients (Figura 7). Aixi, des de la formulacio
original, comercialitzada a Espanya partir de la década de 1980 com a Rubifen®, s’han
desenvolupat formes d’alliberacio intermedia i prolongada amb una eficacia similar a la del
MPH d’alliberacié immediata (Greenhill, Findling, Swanson i ADHD Study Group, 2002;
Lyseng-Williamson i Keating, 2002; Wolraich et al., 2001). Les primeres (p. e., Medikinet®)
ofereixen cobertura terapéutica durant aproximadament 8 hores gracies a un sistema de
microesferes amb dues fases d’alliberament diferenciades: una porcié d’aquestes
microesferes s’absorbeix de forma immediata mentre que 1’altra es troba recoberta d’un
polimer que tan sols es dissol en arribar a I’intesti (Loro-Lépez et al., 2009; Montafiés-Rada
et al., 2009). En canvi, les preparacions d’alliberacio prolongada com Concerta® es
caracteritzen per utilitzar un sistema osmotic anomenat OROS® (de I’anglés Osmotic-
Release Oral System) que allibera MPH lenta i progressivament fins a un maxim de 12 hores
després d’una tinica dosi (Loro-L06pez et al., 2009; Montafiés-Rada et al., 2009). Finalment,
com a alternativa a I’administracio oral, en alguns paisos es disposa d’un pegat transdermic

capag de mantenir els nivells de farmac estables durant 16 hores (Wolraich i Doffing, 2004).

A) B) C)
MPH (ng/ml) MPH (ng/ml) MPH (ng/ml)

5 10 hores 5 10 hores 5 10 hores

Figura 7. Corbes farmacocinétiques corresponents a les preparacions de MPH d’alliberaci6 A) immediata
(p. e., Rubifen®); B) intermedia (p. e., Medikinet®); C) prolongada (p. e., Concerta®) (adaptacié de
Banaschewski et al., 2006).

2.3. Tractament amb MPH i avaluacio de la resposta terapeutica

Donada I’elevada variabilitat interindividual en la resposta i1 tolerabilitat a la medicacio
psicoestimulant, el tractament actual s’estableix de forma empirica per mitja d’una estrategia
d’assaig-error basada en la titulacio gradual de la dosi de farmac. En el cas del MPH, es
recomana iniciar la terapia amb una dosi de 5 mg, administrada tres cops al dia, i incrementar-

la setmanalment de forma progressiva fins a assolir el control optim dels simptomes o fins a
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I’aparici6 d’efectes adversos significatius (Greenhill, Pliszka et al., 2002). Convé, tanmateix,
no superar la dosi total diaria de 60 mg (o 72 mg per a les formulacions d’alliberacio
prolongada) (Greenhill, Pliszka et al., 2002; Stevens, Wilens i Stern, 2013). Si, un cop
assolida la dosi maxima, el pacient no mostra una resposta clinica adequada o experimenta
reaccions adverses al MPH, s’aconsella optar per una medicacio o estratégia alternativa
(Coghill i Seth, 2015).

Aixi doncs, I’avaluaci6 periodica de 1’eficacia terapéutica i la tolerabilitat resulta fonamental
per a la correcta administracié del farmac. No obstant aix0, no existeix una decisid
consensuada pel que fa a la forma de valorar la resposta i els efectes adversos al tractament.
Tradicionalment, s’ha considerat que els canvis en la simptomatologia induits per la medicacio
constituien una unitat de mesura valida (Adamo, Seth i Coghill, 2015; Rostain, Jensen,
Connor, Miesle i Faraone, 2015). En aquest sentit, molts estudis han avaluat les diferéncies en
les puntuacions obtingudes, abans i després del tractament, en escales com I’ADHD-RS o la
SNAP-IV (de I’anglés ADHD Rating Scale i Swanson, Nolan and Pelham, version 1V,
respectivament), tot i que amb criteris molt diversos (p. e., puntuacio total a I’ADHD-RS <18,
puntuacio mitjana o puntuacio en cadascun dels items de la SNAP-1V <1, reduccio respecte a
la puntuacié basal >25% o 30%) (Rostain et al., 2015; Steele, Jensen i Quinn, 2006). Ara bé,
aquestes escales sén completades, en el cas dels infants, pels pares o mestres, fet que representa
una font de biaix important, i resulten, conseqlientment, poc fiables. Per aquest motiu, les
directrius actuals aconsellen 1’administraci6 d’escales com la CGI-S (de I’anglés Clinical
Global Impression-Severity) per part de psiquiatres experimentats, tenint en compte maltiples

informants (pares, mestres i pacient, sempre que sigui possible) (Adamo et al., 2015).

No obstant aix0, la definicid de la resposta en termes de reduccié simptomatologica no té en
compte la gravetat inicial del trastorn, de manera que el grup d’individus classificats com a
responedors pot incloure pacients amb déficits significatius en diferents aspectes del
funcionament diari (Steele et al., 2006). En conseqiiéncia, s’ha proposat la utilitzacio
complementaria d’escales com la CGI-I (de I’anglés Clinical Global Impression-
Improvement) o la CGAS (de I’anglés Children’s Global Assessment Scale), que proporcionen
una mesura general del grau de deteriorament funcional, i d’altres com la WFIRS-P (de
I’anglés Weiss Functional Impairment Rating Scale-Parent Report), que avaluen

especificament els deficits relacionats amb el TDAH (Adamo et al., 2015).

Pel que fa a la monitoritzacié de la seguretat, els metodes disponibles també varien

considerablement, tal i com constataren Greenhill i els seus col-laboradors (Greenhill et al.,
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2003). La majoria d’assajos clinics han basat la recollida de dades en informes emesos de
manera espontania per part dels pacients sobre els efectes adversos més comuns o seriosos,
amb el consegilient risc d’obviar-ne d’altres de rellevants (Adamo et al., 2015). Altres
investigacions han inclos parametres hematologics i cardiovasculars com a mesures de
seguretat. En aquest sentit, és habitual que en la practica clinica es registri periodicament la
pressio arterial i la freqiiéncia cardiaca, aixi com el pes i I’algada, amb I’objectiu de detectar
possibles casos d’hipertensio, taquicardia o retard en el creixement induits per la medicacio
(Feldman i Reiff, 2014; Graham et al., 2011). Per altra banda, s’han comencat a utilitzar escales
d’avaluacio estructurades com la BPRS (de I’anglés Brief Psychiatric Rating Scale) o la
SAFTEE (Levine i Schooler, 1986), malgrat que aquesta Ultima no resulta adequada per a la
practica clinica rutinaria donada la seva llargada de vuitanta items. Com a alternativa, existeix
una versié més curta, anomenada SERS (de I’anglés Stimulant Side Effects Rating Scale;
Barkley, McMurray, Edelbrock i Robbins, 1990), que permet avaluar a través de disset items
puntuats del 0 al 9 (on O correspon a ‘abséncia d’efectes adversos’ i 9 a ‘efecte advers molt
serios o freqlent’) els efectes adversos més comunament associats al tractament
psicoestimulant del TDAH, com ara I’insomni, la peérdua d’apetit, les cefalees i dolors

abdominals o la irritabilitat (Figura 8).

Nom Data
Persona que completa el formulari

Instruccions

Si us plau, puntui cada comportament amb un valor de 0 (absent) a 9 (seriés). Encercli només un nimero dels que
apareixen al costat de cada item. Un zero significa que no ha observat el comportament en I’infant durant la
setmana passada, i un 9 significa que si que I’ha apreciat i que creu que, o bé és molt serids o ocorre amb molta
frequencia.

Comportament Absent Serios

Insomni o dificultats per dormir 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Malsons 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Mira molt o somia despert 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Parla menys amb els altres 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Desinteressat en els altres 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Disminucio de I’apetit 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Irritable 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dolors abdominals 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cefalees 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Somnoléncia 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Trist/infelic 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Propens a plorar 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ansios 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Es mossega les ungles 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Euforic/inusualment felic 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Mareig 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tics 0 moviments nerviosos 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 8. Escala d’avaluaci6 dels efectes adversos a la medicaci6 estimulant (adaptacio de Barkley et al., 1990).
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2.4. Estudis farmacogenetics sobre I’eficacia del MPH

2.4.1. Estudis d’associacio basats en gens candidats

2.4.1.1. Gens relacionats amb la farmacodinamica
Sistema de neurotransmissors
Sistema dopaminergic

La teoria dopaminérgica, proposada per Levy I’any 1991, atribueix els simptomes del TDAH a
un deficit de dopamina en regions especifiques del cervell, com les arees frontals i estriatals,
encarregades de D’atencid, la planificacid, 1’organitzacid, la memoria i el control dels
moviments (Levy, 1991). La medicaci6 estimulant, que com s’ha comentat actua sobre aquest
sistema de neurotransmissio, destaca per la seva eficacia i rapidesa en la reduccié de les
manifestacions del trastorn i reforca, juntament amb evidéncies provinents de models animals,
estudis geneétics i de neuroimatge, la implicacié de la via dopamineérgica en la fisiopatologia del
TDAH (Genro, Kieling, Rohde i Hutz, 2010). Precisament, en base a aquest presumpte
mecanisme d’accio, la recerca farmacogencética del MPH s’ha centrat de forma molt majoritaria
en el gen que codifica la principal diana del farmac, el transportador de dopamina, que conté a
la regié 3’ no codificant un VNTR funcional de 40 pb amb repeticions de 3-11 copies. Ara bé,
malgrat la plausibilitat de SLC6A3 com a candidat a modular els efectes terapéutics del MPH,
els resultats obtinguts son conflictius i no permeten establir conclusions definitives (Taula 7).
En aquest sentit, els estudis realitzats fins ara en pacients amb TDAH han descrit una resposta
desfavorable al MPH, tant en individus homozigots per a1’al-lel 9R (Joober et al., 2007; Kirley
et al., 2003; Stein et al., 2014; Stein et al., 2005) com per a I’al-lel 10R (Froehlich et al., 2011;
Kooij et al., 2008; Purper-Ouakil et al., 2008; Roman et al., 2002; Winsberg i Comings, 1999),
a més de nombroses associacions no significatives (Cheon, Ryu, Kim i Cho, 2005; Contini et
al., 2010; Gomez-Sanchez et al., 2017; Hegvik, Jacobsen, Fredriksen, Zayats i Haavik, 2016;
Hong et al., 2012; Kereszturi et al., 2008; Langley, Turic et al., 2005; McGough et al., 2006;
McGough et al., 2009; Mick, Biederman, Spencer, Faraone i Sklar, 2006; Tharoor, Lobos, Todd
i Reiersen, 2008; van der Meulen et al., 2005; Zeni et al., 2007). Malgrat aquesta heterogeneitat,
una meta-analisi recent sobre els efectes de 1’al-lel 10R, realitzada a partir de setze estudis en

pacients infantils, confirma que els nens amb el genotip 10/10 presenten un major risc de
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resistencia al tractament (Myer, Boland i Faraone, 2017), resultats que coincideixen
parcialment amb els d’una meta-analisi anterior en que la preséncia de I’al-lel 10R en
homozigosi es troba associada a una millora menys significativa dels simptomes si es tenien en
compte Unicament les dades dels assajos naturalistics inclosos (Kambeitz, Romanos i Ettinger,
2014).

Un altre dels candidats ampliament investigats és el receptor dopaminérgic D4, que regula la
sintesi i alliberament de dopamina (Heckers i Konradi, 2003), i s’expressa de forma abundant
en regions cerebrals implicades en 1’atencio, la memoria, el processament del llenguatge 1 la
inhibicié (Noain et al., 2006). La majoria d’estudis farmacogenetics realitzats fins ara han
avaluat el VNTR de 48 pb situat al tercer ex6 del gen DRD4 (Taula 7). L’al-lel de set repeticions
(7R) és, juntament amb el 4R i el 2R, un dels més frequents a la poblacié general (Chang, Kidd,
Livak, Pakstis i Kidd, 1996) i presenta una resposta disminuida a la dopamina (Asghari et al.,
1995), fet que resulta consistent amb les observacions de Hamarman i els seus col-laboradors,
els quals demostraren que els portadors de 1’al-lel 7R requerien dosis de MPH més elevades per
a la millora i normalitzacié dels simptomes de TDAH (Hamarman, Fossella, Ulger,
Brimacombe i Dermody, 2004). De forma similar, diversos estudis posteriors identificaren una
associacio positiva entre la presencia de I’al-lel 4R i la resposta terapeutica en nens amb el
trastorn (Cheon, Kim i Cho, 2007; Froehlich et al., 2011; McGough et al., 2006; McGough et
al., 2009). Tahir et al., per contra, investigaren una mostra constituida per pacients infantils
tractats amb MPH i els seus pares biologics, i mostraren, que 1’al-lel 7R era més freqlientment
transmes entre els individus responedors (Tahir et al., 2000). Més recentment, Naumova i els
seus col-laboradors han observat que la preséncia de 1’al-lel 7R en homozigosi determina una
resposta més favorable al tractament (Naumova, Grizenko, Sengupta i Joober, 2017). A més
d’aquests resultats conflictius, convé destacar que onze dels divuit estudis actualment publicats
han fracassat a I’hora d’identificar associacions significatives entre el VNTR de 48 pb a DRD4
i els efectes del MPH, tant en poblacions infantils (Gomez-Sanchez et al., 2017; Hong et al.,
2012; Ji, Paik, Park i Lim, 2013; Kereszturi et al., 2008; Tharoor et al., 2008; van der Meulen
et al., 2005; Winsberg i Comings, 1999; Zeni et al., 2007) com adultes (Contini et al., 2012;
Hegvik et al., 2016; Kooij et al., 2008). No obstant aix0, un segon polimorfisme, consistent en
una duplicacio6 de 120 pb a la regié promotora del gen, ha aportat resultats més prometedors
(Gomez-Sanchez et al., 2017; McGough et al., 2006; McGough et al., 2009).

Pel que fa a la resta de receptors dopaminergics, les dades disponibles sobre I’impacte de la
variabilitat genetica en la resposta al MPH son molt escasses (Taula 7).
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Bases genétiques del TDAH i de la resposta farmacologica al MPH

Sistema noradrenérgic

El sistema noradrenérgic esta implicat en la regulacio de funcions rellevants per al TDAH
com la memoria de treball, I’atenci6, la planificaci6 i el control inhibitori del comportament
(Arnsten, 2007). A més, tal i com s’ha comentat, el MPH no només inhibeix la recaptacio
de dopamina, sindé que també actua sobre el transportador de noradrenalina, motiu pel qual
el gen SLC6A2 representa un candidat raonable per als estudis farmacogenétics. No obstant
aixo, la majoria d’investigacions dirigides a avaluar la possible associacio entre 1’eficacia
del farmac i variants genetiques a SLC6A2 (principalment, els polimorfismes G1287A i -
3081 A/T) han resultat infructuoses (Gomez-Sanchez et al., 2017; Hegvik et al., 2016; Hong
et al., 2012; Kim et al., 2011; Kooij et al., 2008; Lee et al., 2011; McGough et al., 2009)
(Taula 8). Per contra, els estudis en qué s’han obtingut resultats positius coincideixen a
assenyalar que la preséncia de 1’al-lel G a G1287A (rs5569) afavoreix la resposta al MPH
(Park et al., 2012; Song, Song, Jhung i Cheon, 2011; Yang, Wang, Li i Faraone, 2004). Per
altra banda, I’al-lel T de la variant -3081 A/T (rs28386840) s’ha trobat associat de forma
reiterada a una millora dels simptomes, especialment hiperactius/impulsius, després del
tractament amb MPH (Angyal et al., 2018; Kim et al., 2010).

A part de SLC6A2, es considera que el gen del receptor adrenergic axa també podria modular
els efectes terapeutics del MPH, atés que 1’administracié d’antagonistes dels receptors ax
reverteix les accions induides pel farmac (Andrews i Lavin, 2006; Arnsten i Dudley, 2005).
Els primers estudis farmacogeneétics, centrats exclusivament en avaluar el rol del
polimorfisme funcional -1291 C>G (rs1800544), contribuiren a reforgar aquesta hipotesi i
aportaren evidéncies consistents sobre 1’efecte de 1’al-lel G en la millora dels simptomes,
especialment, d’inatencié, durant el tractament amb MPH (Cheon, Cho, Koo, Song i
Namkoong, 2009; da Silva et al., 2008; Polanczyk, Zeni et al., 2007) (Taula 8). A través
d’un assaig clinic aleatoritzat, doble cec, intrasubjecte, controlat amb placebo, Froehlich et
al. també detectaren un efecte principal de la variant -1291 C>G en la resposta al MPH,
malgrat que en aquest cas 1’al-lel G es mostra associat a una prevalenca superior de
simptomes hiperactius/impulsius, tant durant el tractament amb placebo com amb les
maultiples dosis de farmac administrades (Froehlich et al., 2011). Aquest optimisme inicial,
tanmateix, ha donat pas a resultats predominantment negatius (Contini et al., 2011; Gomez-
Sanchez et al., 2017; Hong et al., 2012; Kim et al., 2011), amb dues excepcions recents
(Hegvik et al., 2016; Huang et al., 2018).
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Sistema serotoninergic

A més del sistema catecolaminérgic, multiples evidencies suggereixen la implicacio del
sistema serotoninérgic com a factor de predisposicio al TDAH. Per una banda, s’ha
demostrat la influéncia d’aquest neurotransmissor en comportaments rellevants per al
trastorn com la impulsivitat, 1’agressio, la desinhibici6 i I’atencio (Oades, 2008). Per 1’altra,
Gainetdinov et al. observaren que 1’administracié d’un inhibidor selectiu de la recaptacio de
serotonina reduia la hiperactivitat en ratolins amb el gen SLC6A3 delecionat (Gainetdinov et
al., 1999).

En relacié a la farmacogenetica del TDAH, el principal gen estudiat ha estat el del
transportador de serotonina, responsable de la recaptacié del neurotransmissor (Taula 9). El
gen SLC6A4 conté un polimorfisme a la regié promotora consistent en la insercio o delecié
de 44 pb (5-HTTLPR). En consequéncia, es genera una forma llarga (L) i una forma curta
(S) del gen, respectivament, amb activitats transcripcionals diferents (Heils et al., 1996). Més
recentment, s’ha descobert que 1’al-lel L es pot diferenciar, alhora, en dues variants com a
resultat d’un polimorfisme funcional (rs25531 A/G). La variant La s’associa a nivells
d’expressio elevats mentre que les variants Le i S mostren una activitat transcripcional
inferior (Hu et al., 2006). Thakur i els seus col-laboradors investigaren la relacio entre aquest
polimorfisme trial-lelic i els canvis en el comportament induits pel tractament amb MPH en
cent cinquanta-set nens amb TDAH. Els individus amb dues copies de I’al-lel La
experimentaren una millora significativa dels simptomes relacionats amb el trastorn en
resposta al farmac, a difereéncia dels homozigots per a les variants al-leliques d’expressid
disminuida (S + Lg) en que el MPH no aporta beneficis sobre el placebo (Thakur, Grizenko,
Sengupta, Schmitz i Joober, 2010). De forma similar, Tharoor et al. observaren que els
subjectes homozigots per a I’al-lel La tendien a millorar més freqlientment la
simptomatologia del TDAH, malgrat que 1’associaci6 en aquest cas no assoli la significacio
estadistica (Tharoor et al., 2008). Per altra banda, McGough et al. reportaren una interaccio
entre el polimorfisme 5-HTTLPR i la dosi de farmac administrada en el rendiment a una
prova matematica, aixi com un efecte significatiu d’una variant VNTR situada a I’intr6 2 de
SLC6A4 en la reduccio dels simptomes del trastorn (McGough et al., 2009). Tanmateix,
existeixen també investigacions, tant en infants com en adults, que han avaluat altres gens
serotoninergics com HTR1B, HTR2A o HTR2C, a més de SLC6A4, totes elles amb resultats
negatius (Contini et al., 2012; Gomez-Sanchez et al., 2017; Zeni et al., 2007).

59



Bases genétiques del TDAH i de la resposta farmacologica al MPH

AI"dVNS

IOBID0SSE O s1
e o e suoemund o] ud SIAUR)) 2 (nadoma i s Lrdeyesl
QIJBIDOSSE ON 75 §-190 © oemund ,Z-w“.ww SIp O Sy/Sw ¢o=z uag o) E“__mﬂmwo_ ansIfeINeN HQN_%uN:o_U L1889ST 181 GINIH
19%0€< AFVNS ® : en[iserg %
QIBROSSE ON  suoemund sof 9p 9RONPY 967951
OIOBIO0SSE ON SVDO FAIdVNS SVDD SAIp O€ 3yBw ¢ Azww%m% MMM%@MMM oNSIRINEN L00T 967981 GINIH
T e suoemund $9] ud SIAUBD) ‘AI-dVNS ’ Eo_.ﬁ.tm 1Sudu [ ’ “IB R IUdZ
(T1 souw) . .
QIOBIDOSSE ON 3w G SIFSOF (9 . uns
SVDO 15190 , , sowr) 3 §'1FH*6¢ (ehuedsg)  HVAL Y pnposdsond  L10T 17
: ¢ SVDO :S-1DD sosaw g i g SJu0sIOpE ¢ 19 Zaypueg PY9IS
e suopemund o[ ud SIAUBD) ‘(¢ sow) Sw BOISEONED) ol 12q0 iy
QIOBIO0SSE ON LSTFS 6 “(1eseq) : L 2 AdILLHS
3w GIFCGE
AI-dVNS
e suoemund 3] ud SIAURD) g (nadoma i -~
O1E1055E ON 75 §-100 © gwemund ; Z-wmmm s91p 0€ yBw g0z wdgo)  HVLLEN  onsgpnen SO0€ B waiims #voors
19%0€< AI'dVNS ® ’ BIR[IsBIg .
suoemund sof 9p Q1INPAY
oqgaoed
J[qeIoae] vIsodsar —o EomgoNED AL quIEB JB[OTIU0D 01078 [€SSTST
LX)/ TOH0us5 © suoemund sof :o.mS:mU LIDD 10D souewds g 3w g0 our mo_.m@o_ao quie sudu /G oplqnsenuy 10 IRy PV9O1S
QIUD QIOBIVOSS Y : . s 990 9[qop MdTLLHS
YeZILI0NRI Y
HvVdL
9p sowoydwrs RIORIIJ3, P SAINSIW 3w e oqaoed uns
QT OIOBIDOSSY SIS 9P SIBALIOP (SONgwIdjew K i 09 [evoroIppe IS0 w_M: dw:MB HV(L que  que Je[o1uod E06c “1i 9o
Ssongwaew sowd[qord 9p 012091100 Geir g 13y gz= ‘oqaoeyd . sjuadsajope  ‘@1lqnsenur 48N00oI V9IS
sowdrqoxd ap I HVQLL op sowoyduwys) 0 HAIN p Sw E.amm:_ ON Isuau gy 090 91qop
013001100 U9 1SOP sluauodwod sop :yDd St °0€ ‘S1 3 57> . “RZIIOI]Y d4d1LLHS
x udg odeIU]
HVdL
OIORIOOSSE ON HVAL op sowoyduurs nnsadsona 800Z “I¢ [€SSTST
ap sowoyduiss S|P BIO[iw B DIDVIN VIN WIN Iy SERIHIN it aa00mug PV9O1S
oreposse o 140 (0uyss) usdred sunojuy M_”bo_wmww_uwwuw i MdTLLHS
SVDD I AIFdVNS SVDO e L L00T
QWBROSSBON  , crioemund mo_. o stAuE) ‘AI-dVNS SIp 0€ 3yABw ¢ ua31I0) SJuIdsIOpE  dNSIEIMEN “[e 10 107 YdTLLHS #V9D1S
: : BIO[ISRIG ISUdU [ ;
sfeymssy  wsodsaa e[ 9p oPMIPQ Mma.ﬁﬂwh epenq eLEIp 150 one[qog BISON M_,..”Mﬂ EPWDPY owsgloumog  WH
J1319UTUOJOISS BWIDISIS [9p SIBPIpUBd qUik HJJA [OP BIOBOYS, ] 91q0S sonouaSoorULIe] STpM)sH "¢ BME],

60



Introduccio

61

"eoIj10adsa, s ou grovuLIoyul [ Anb BOIPUL /N .

‘Anuaaag-uorssasdu] pqopn) (pa1ul) sSWR | 3P ‘S-1DD UYIVI[-Xapu[ [pgoln) S42uuo)) SISue,[ P ‘I-1DD) ‘SIAUDI-XapU] [PGOID) S42uu0) sSwe,| 3p ‘d-10D ‘(s1sppup juauodwod pdioaad
s91Sue, | ap) srediounid sjuauodwos ap Isieue ‘Y S401aDYyaq [puLiop pup swoidds qHQY JO sassanpa| puv syiduaig sSwe [ 3p ‘NVMS 2/pas Suuvy qHAV SISwe .| ap ‘SI-AHAYV ‘u24pjy)
AOf MAAUIUL $IUIUIL) 4Of JUIUISSISSY LINOSSIJA SISWR [ 3P ‘DIDOVIN 2JpoS JUBWSSSSSY [DqOID S, uaLpiyD SISue,] 3P ‘SYDD ‘Al UOISIIA ‘WIDY]d PUD UDJON UOSUDMS SI[SUR ] 3P ‘AT-JVNS :BION

(21 sow)

3w CSIFSOY (9 107

¢ ‘ HVdL que
; SVDDO I S-IDD — sow) 3w §CIFH6€ (eAuedsy) npoadsoxd
OREROSSEON suoroemund $9] U SIAUBD) SVDO '§7190 sosswzl ‘(¢ sow) 3w BOISEONED) wu__._MMMM_MMM ‘Wq0 = www_“”_%w 8IE9ST DZdIH
LSTFS6€ “(1eseq) ’
3w gIFG'gE
(T1 sow)
Sw G'SIFSOF (9 ¢
¢ ‘ HvdL que L10T Te
SVDD ! S1DD - : sow) 3w §*GIFH6€ (efuedsy) nnoadsod ;
RN 4 suoroemund Sof U SIAUR)) SVDO '§7190 el ‘(¢ sowr) Sw BOISBONED) J:MMMM_MMM ‘1q0 ? N.MMMMW Lyeceelst  VedlH
L'S1FS 6¢€ “(1eseq) ’
Sw GIFS'SE
(nadomna HVJL que
SVDO I AI-dVNS SVDO ¢ . L00T (y1€951)
ORBROSSEON: . suoroemund 3] UD SIAUE) ‘AI-IVNS S9Ip 0€ 3yBw g0 Ew_o_mwm S_cwwwm_ww” JnsiEImeN “[2 10 o7 IKLZSHSIH VOILH
syejnsy e)sodsax e[ ap orIUGIQ wﬂ“ﬁ.ﬁ“_ﬂ epeanQq BLIRIp Iso(q oneqod BISOI op mﬂmﬂn BDUIJYY dwisgrourjoq wnH

0I0BNUNUO)) "¢ BME],




Bases genétiques del TDAH i de la resposta farmacologica al MPH

Enzims implicats en la sintesi i degradacio

Els gens que codifiquen enzims implicats en la sintesi i degradacid dels neurotransmissors
catecolaminergics i la serotonina constitueixen també un grup de candidats interessants per
a I’estudi de la variabilitat interindividual en la resposta al MPH. No obstant aixo, de tots
ells, només la catecol-O-metiltransferasa ha estat investigada en diverses ocasions. Aquest
enzim catalitza la degradacié de la dopamina i la noradrenalina, especialment al cortex
prefrontal on regula els nivells de catecolamines a ’espai sinaptic (Faraone, Bonvicini i
Scassellati, 2014). EI gen COMT conté un polimorfisme funcional consistent en la
substitucid de I’aminoacid valina per la metionina al cod6 158 (Vall58Met — rs4680) que
altera de forma significativa 1’activitat enzimatica (Lachman et al., 1996; Lotta et al., 1995).
Els primers estudis farmacogenétics que avaluaren el possible rol d’aquesta variant en la
modulacio dels efectes del MPH mostraren una associacid positiva entre I’al-lel Val, de més
activitat, i la resposta al tractament, especialment pel que fa als simptomes
d’hiperactivitat/impulsivitat (Cheon, Jun i Cho, 2008; Kereszturi et al., 2008). De forma
similar, Froehlich i els seus col-laboradors observaren que els individus homozigots per a
I’al-lel Val experimentaven una millora notable, encara que no estadisticament significativa,
dels simptomes hiperactius/impulsius amb dosis creixents del farmac (Froehlich et al.,
2011). Per altra banda, i atés que el MPH és capag d’atenuar altres simptomes a part dels
d’inatencio i hiperactivitat/impulsivitat, el grup de Salatino-Oliveira examina els efectes de
la COMT sobre la simptomatologia negativista desafiant en cent dotze nens i adolescents
amb TDAH, als quals s havia prescrit MPH. En aquest cas, els resultats de la investigacio
demostraren que els nois amb 1’al-lel Met exhibien una reduccié més significativa dels
simptomes oposicionistes al llarg del tractament que els individus sense aquest al-lel
(Salatino-Oliveiraetal., 2011). Anteriorment, un altre estudi ja havia evidenciat la influéncia
d’un polimorfisme funcional al gen de la monoamino oxidasa A en els canvis induits pel

MPH sobre aquests simptomes (Guimaraes et al., 2009).

A diferéncia dels esmentats estudis, realitzats en poblacions infantils, la recerca en adults no
ha reportat, fins ara, associacions positives (Contini et al., 2012). Contini et al. investigaren,
a més de la COMT, altres gens implicats en el metabolisme dels neurotransmissors com
TPH2, que codifica I’enzim limitant en la sintesi de la serotonina (Walther et al., 2003), o
DBH, responsable de la conversio de la dopamina a noradrenalina (Faraone et al., 2014). No

obstant aixo, cap d’ells mostra tenir efectes sobre la resposta terapeutica al MPH.
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Els gens MAOB (monoamino oxidasa B), TPH1 (triptofan hidroxilasa 1), TH (tirosina
hidroxilasa) i DDC (dopa descarboxilasa), en canvi, no han estat explorats en estudis
farmacogenetics, malgrat les evidencies sobre la seva associacio amb el TDAH (Li et al.,
2014).

Altres gens candidats

En els darrers anys, la fisiopatologia del TDAH s’ha relacionat amb alteracions en els
mecanismes de transmissio sinaptica i plasticitat neuronal. Per aquest motiu, els gens
implicats en el neurodesenvolupament han adquirit una important rellevancia, tant pel que
fa a la susceptibilitat del trastorn com a la variabilitat en la resposta al tractament (Bruxel et
al., 2014; Elia et al., 2010; Forero, Arboleda, Vasquez i Arboleda, 2009). En aquest sentit,
una revisio recent dels estudis farmacogenétics realitzats en pacients infantils i adults destaca
I’efecte significatiu d’aquest grup de gens en contraposicio als resultats majoritariament

negatius o discordants aportats pel sistema de neurotransmissors (Bruxel et al., 2014).

Un dels candidats més ampliament investigats és SNAP25, un gen relacionat amb el complex
SNARE que regula els processos de transit vesicular entre cél-lules necessaris per a
I’exocitosi dels neurotransmissors a I’espai sinaptic (SOlIner et al., 1993; Zylbersztejn i Galli,
2011). En un estudi pioner sobre el tractament del TDAH realitzat amb nens en edat
preescolar (PATS, de I’anglés Preschool ADHD Treatment Study), McGough et al.
observaren que els individus homozigots per a I’al-lel T del polimorfisme T1065G
experimentaven una millora moderadament superior amb mdaltiples dosis de MPH, mentre
que els homozigots per a I’al-lel T de la variant T1069C exhibien una resposta desfavorable
al farmac (McGough et al., 2006). Per contra, els resultats obtinguts en nens i adolescents
son conflictius; el grup de McGough fou incapag de replicar, anys més tard, 1’associacid
identificada a I’estudi PATS amb els SNP T1065G i T1069C (McGough et al., 2009). Song
i els seus col-laboradors, en canvi, investigaren tnicament la variant T1065G en una mostra
de cent trenta-nou pacients tractats amb MPH d’alliberacié prolongada i revelaren una
reduccio dels simptomes més significativa en els portadors de I’al-lel T (Song et al., 2014).
Recentment, Gomez-Sanchez et al. han confirmat aquesta millora de la simptomatologia
associada al polimorfisme T1065G en un estudi sobre ’eficacia a llarg termini del MPH
realitzat en dos-cents vuit nens i adolescents amb TDAH (Gomez-Sanchez et al., 2017). Pel
que fa als adults, cap dels SNP de SNAP25 (T1065G i rs363020) avaluats en 1’tnica
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investigacié que existeix fins ara no mostra un efecte significatiu sobre la resposta al
tractament (Contini et al., 2012).

La resta de membres del complex SNARE, entre els quals destaquen la sintaxina 1A
(STX1A) i la proteina de membrana associada a vesicules VAMP2 (de 1’anglés vesicle-
associated membrane protein 2), han estat investigats, per primera vegada, en relacio a la
farmacogenetica del TDAH en un estudi portat a terme 1’any 2017. Els autors avaluaren, a
més, de STX1A i VAMP2, el gen SYT1 que codifica la sinaptotagmina 1, una proteina
reguladora sensible al calci necessaria per a l'exocitosi de les vesicules sinaptiques
(Fernandez-Chacén et al., 2001; Siuidhof, 2013), en una mostra de 272 pacients adults. Els
resultats d’aquesta investigacié suggereixen que SYT1 podria influir els efectes del MPH,
atés que I’SNP rs2251214 mostra una associacio tant amb la reduccié dels simptomes,
especialment d’inatencié i de trastorn negativista desafiant, com amb 1’adheréncia al

tractament (da Silva et al., 2017).

Un altre gen important per a la regulacié de I’alliberament de neurotransmissors és la
latrofilina 3 (Rahman et al., 1999), la pérdua del qual condueix a alteracions en el
desenvolupament de les vies dopaminérgiques i en 1’expressio de gens dopaminérgics i
serotoninérgics, a més de produir un fenotip hiperactiu (Lange et al., 2012; Wallis et al.,
2012). D’acord amb aquestes observacions, les variants a LPHN3 han estat identificades
com a factors de risc per al TDAH i, més recentment, s’ha demostrat que podrien modular
també la resposta terapeutica al MPH. Arcos-Burgos i els seus col-laboradors foren els
primers en reportar una associacio entre I’SNP rs6551665 i 1’eficacia del tractament
psicoestimulant. En concret, observaren que els portadors de 1’al-lel G presentaven una
millor resposta a la medicacio, especialment pel que fa als simptomes d’inatencio (Arcos-
Burgos et al., 2010). Un estudi posterior, en canvi, relaciona aquest mateix al-lel amb un risc
superior de resisténcia al tractament amb MPH i identifica, a més, tres altres marcadors
(rs1947274, rs2345039 i rs6858066) com a predictors potencials de la resposta al farmac
(Labbe et al., 2012). No obstant aix0, Bruxel et al. detectaren una interaccié entre la durada
del tractament i els haplotips rs6551665-rs1947275 i rs6813183-rs1355368-rs734644 que
confirmava els primers resultats obtinguts, ates que els individus homozigots per a les
combinacions al-leliques GT i CGC, respectivament, mostraren una millora dels simptomes
més rapida (Bruxel et al., 2015). Finalment, existeixen estudis en que no ha estat possible
replicar les associacions previament identificades (Gomez-Sanchez et al., 2017; Song et al.,
2014), si bé, en alguns casos, han permes establir-ne de noves (Gomez-Sanchez et al., 2017).

64



Introduccio

El darrer gen implicat en el neurodesenvolupament que ha estat analitzat pel que fa als
efectes del tractament amb MPH és BDNF, malgrat que, fins ara, només un estudi ha explorat
aquesta possible relacio (Kim et al., 2011). Els resultats d’aquesta investigacio, realitzada en
cent dos pacients infantils tractats amb MPH d’alliberaci6 prolongada, mostren una
associacio significativa entre el genotip Val/Val del polimorfisme funcional VVal66Met i una
resposta favorable al farmac, avaluada a través de quatre criteris diferents.

2.4.1.2. Gens candidats relacionats amb la farmacocinética

La majoria d’estudis farmacogenetics realitzats en TDAH s’han centrat en avaluar els efectes
de la variabilitat genetica en dianes terapeutiques (principalment transportadors i receptors)
sobre I’eficacia del MPH. Per contra, la influencia de polimorfismes en gens relacionats amb
la seva farmacocinética ha rebut una escassa atencid, probablement per falta de candidats
plausibles atés que les vies metaboliques del farmac no es coneixen amb exactitud (Bruxel
etal., 2014; Contini et al., 2013; Froehlich et al., 2010; Kieling, Genro, Hutz i Rohde, 2010).
En aquest sentit, Patrick i els seus col-laboradors identificaren, com a part d’un estudi
farmacocinétic que pretenia avaluar la interaccié entre el MPH i I’etanol en voluntaris sans,
un individu amb unes concentracions plasmatiques i una vida mitjana del farmac
inusualment elevades, fet que suggeria un déeficit en la seva capacitat metabolitzadora
(Patrick et al., 2007). D’acord amb aquesta hipotesi, Zhu et al. seqlenciaren el gen que
codifica la carboxilesterasa 1 (CES1) en aquest individu metabolitzador lent i descobriren
dos polimorfismes no sinonims, Gly143Glu i Asp260fs, responsables de reduir in vitro
I’activitat catalitica de I’enzim de forma drastica (Zhu et al., 2008). Finalment, un estudi
realitzat per Nemoda et al. en que s’avalua la possible associacid entre la variant funcional
Gly143Glu i els efectes del tractament amb MPH en cent vint-i-dos nens amb TDAH indica
que, malgrat no existir diferencies quant a la resposta, els portadors de 1’al-lel Glu requerien
dosis de farmac inferiors per a la reduccid de la simptomatologia (Nemoda, Angyal, Tarnok,
Gadoros i Sasvari-Szekely, 2009).

2.4.2. Estudis a escala genomica

Els estudis a escala genomica tambe resulten atils per identificar regions i gens
potencialment implicats en la resposta al MPH. Tanmateix, fins ara, només dues

investigacions han emprat aquestes estratégies amb 1’objectiu d’establir les bases genétiques
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subjacents als efectes terapéutics del farmac. A través d’una analisi de loci de trets
quantitatius realitzada en cent dos pacients infantils en tractament amb MPH, van der
Meulen et al. suggeriren I’existéncia d’un cert lligament entre la resposta clinica i regions
situades als cromosoma 7, 3, 519 (van der Meulen, Bakker, Pauls, Sinnke i Buitelaar, 2004).
Mick i els seus col-laboradors, en canvi, avaluaren, per mitja d’un GWAS, I’eficacia d’un
sistema transdérmic de MPH en cent vuitanta-set nens amb TDAH. Malgrat no assolir el
Ilindar de significacié genomica, els autors detectaren associacions nominals en els gens del
receptor metabotropic de glutamat GRM7 i del transportador de noradrenalina SLC6A2
(Mick, Neale, Middleton, McGough i Faraone, 2008).

2.4.3. Estudis d’interaccions gen x gen i gen x ambient

Actualment, existeix un consens cada vegada meés ampli en considerar la resposta
farmacologica com una matriu complexa amb multiples factors genétics i ambientals
implicats. Estudis recents, de fet, evidencien que les interaccions gen x gen sén capaces de
modificar la resposta a farmacs antipsicotics i antidepressius (Gongalves et al., 2014; Hwang
et al., 2011; Lohoff, Narasimhan i Rickels, 2013; Ryu et al., 2011), a més d’influir la
susceptibilitat a nombroses malalties humanes, entre elles, els trastorns psiquiatrics (Jain et
al., 2012; Kang et al., 2011; Sullivan et al., 2013). Per aquest motiu, les investigacions que
avaluen un dnic o un nombre molt reduit de polimorfismes sense tenir en compte la possible
interaccio entre ells 0 amb variables ambientals no semblen ’estratégia més apropiada per a
I’estudi de la farmacogencética (Bruxel et al., 2014). No obstant aixo, en el cas del TDAH, la
recerca sobre els efectes epistatics dels gens en la resposta clinica al MPH és molt limitada.
En un estudi pioner, realitzat ’any 2001 en quaranta-set nens amb TDAH, Seeger et al.
observaren que els pacients portadors de I’al-lel 7R de DRD4 i homozigots per a la forma
Ilarga del gen SLC6A4 experimentaven una millora menys significativa en el funcionament
general com a resultat del tractament amb MPH (Seeger, Schloss i Schmidt, 2001); uns
resultats, tanmateix, que no foren posteriorment replicats (Tharoor et al., 2008). Més
endavant, Hong et al. identificaren també efectes interactius sobre la resposta al farmac entre
els gens DRD4 i ADRA2A, i entre ADRA2A i SLC6A2 en una mostra de cent tres infants i
adolescents (Hong et al., 2012) mentre que Thakur i els seus col-laboradors fracassaren en
avaluar I’epistasi entre SLC6A3 i SLC6A4 (Thakur et al., 2010). Finalment, Jain et al.
detectaren una interaccié entre LPHN3 i un haplotip situat a la regié 11q que compren els

gens DRD2 i NCAML1 (de I’anglés neural cell adhesion molecule 1), responsable de modular
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els efectes del tractament amb MPH i de doblar el risc a desenvolupar TDAH (Jain et al.,
2012).

De forma similar, els estudis dirigits a investigar les interaccions G x E en relacio a I’eficacia
del MPH son escassos, malgrat les nombroses evidéncies sobre la influencia dels estressors
ambientals en I’etiologia del trastorn. En concret, Grizenko et al. examinaren Si la gravetat
de I’estrés sofert per la mare durant ’embaras afectava la resposta farmacologica de la
descendeéncia pero no trobaren diferéncies significatives entre els individus que milloraven
amb la medicacio i els que no pel que fa al nivell d’estrés matern (Grizenko, Shayan,
Polotskaia, Ter-Stepanian i Joober, 2008). Per contra, un estudi posterior en que s’avalua
I’efecte conjunt d’SNP en el gen LPHN3 i I’exposicio prenatal a tabac o estrés revela una
associacio significativa entre LPHN3 i la resposta al tractament, Unicament observable en el
grup d’individus amb mares que havien experimentat un estrés minim o lleu (Choudhry et
al., 2012). El consum de tabac durant I’embaras, en canvi, no mostra cap interaccié amb els
SNP investigats. Tanmateix, Thakur et al. detectaren una associacié altament significativa
entre la resposta terapeutica i els SNP rs36021 i rs3785152 de SLC6A2 després d’estratificar
els pacients en funci6 de si havien estat exposats o no al tabac abans de néixer (Thakur,
Sengupta, Grizenko, Choudhry i Joober, 2012).

2.5. Estudis farmacogeneétics sobre la tolerabilitat al MPH

Malgrat que tradicionalment la recerca farmacogenetica ha posat 1’émfasi en la millora
simptomatologica induida pel tractament amb MPH, en els darrers anys la identificacio de
predictors genetics de la tolerabilitat al farmac ha atret un notable interés donada la seva
rellevancia clinica ja que I’aparici6 d’efectes adversos representa un dels principals
impediments per al compliment terapeutic (Bruxel et al., 2014; Contini et al., 2013; Stein i
McGough, 2008). No obstant aix0, els estudis realitzats amb aquesta finalitat resulten encara
minoritaris i s’han centrat fonamentalment en gens del sistema de neurotransmissors o del

neurodesenvolupament préviament investigats en relaci6 a 1’eficacia.

Aixi, per exemple, Gruber et al. avaluaren la presencia de 1’al-lel 9R del gen SLC6AS3,
anteriorment associat a una menor resposta al MPH, en cent setanta-set pacients infantils
amb TDAH. Les puntuacions obtingudes pels participants a I’escala SERS van ser reduides,
mitjancant una analisi de components principals (PCA, de 1’anglés principal component

analysis), a tres factors que explicaven un 57,7% de la variancia total: ‘emocionalitat’,
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‘gqueixes somatiques’ i ‘alerta excessiva’. Els investigadors observaren que els individus amb
el genotip 9/9 presentaven més efectes adversos de caracter emocional, com ara irritabilitat,
tristesa o0 tendéncia a plorar, mentre que els pacients homozigots per a I’al-lel 10R
expressaven un major nombre de queixes somatiques (p. e., disminucio de 1’apetit o insomni)
durant el tractament amb MPH (Gruber et al., 2009). Aquests resultats foren parcialment
confirmats en un estudi posterior en que els individus portadors de 1’al-lel 10R puntuaven
significativament més alt en la dimensio de ‘queixes somatiques’ (Stein et al., 2014) pero,
en canvi, contrasten amb els de Leddy i els seus col-laboradors, segons els quals els pacients
amb el genotip 9/9 sén especialment sensibles a I’efecte anorexigen del farmac (Leddy et
al., 2009). A aquestes discrepancies, a mes, s’hi sumen les investigacions on no s’ha trobat
cap associacid entre el gen SLC6A3 i la tolerabilitat al MPH (McGough et al., 2006;
McGough et al., 2009; Mick et al., 2006; Purper-Ouakil et al., 2008; Zeni et al., 2007).

Els gens que codifiquen els receptors dopaminergics, especialment DRD4, també han estat
avaluats com a potencials predictors dels efectes adversos en diversos estudis (Leddy et al.,
2009; Levy, Wimalaweera, Moul, Brennan i Dadds, 2013; McGough et al., 2006; Zeni et al.,
2007). Entre ells, I’estudi PATS demostra, per una banda, que els nens homozigots per a
I’al-lel 4R de DRD4 presentaven més freqiientment comportaments d’acaparament i, per
I’altra, que I’al-lel 7R incrementava el risc de retraiment social davant de dosis creixents del
farmac (McGough et al., 2006), malgrat que Levy i els seus col-laboradors no detectaren
aquesta darrera associacié amb DRD4, siné amb DRD1 (Levy et al., 2013).

Pel que fa al sistema noradrenérgic, els resultats més rellevants son els aportats per Cho et
al., que relacionaren els canvis en la freqliencia cardiaca i la pressio diastolica induits pel
tractament amb MPH amb els gens SLC6A2 i ADRA2A, respectivament, en una mostra de

cent un pacients infantils (Cho, Kim, Cummins, Kim i Bellgrove, 2012).

Altres gens implicats en el sistema de neurotransmissors també han mostrat un efecte
modulador sobre la tolerabilitat a la medicacio, tot i els resultats negatius obtinguts en alguns
casos (Thakur et al., 2010; Zeni et al., 2007). En concret, McGough et al. identificaren, en
un estudi realitzat amb vuitanta-dos nens i adolescents amb TDAH, una associacié entre el
polimorfisme Val158Met del gen COMT i I’aparicio d’irritabilitat, aixi com entre la variant
5-HTTLPR i la preséncia de simptomes vegetatius (p. e., apatia, trastorns del son o pérdua
d’apetit) (McGough et al., 2009). Més recentment, en canvi, Park i els seus col-laboradors

han reportat una correlacié positiva entre el nombre d’al-lels L d’aquest polimorfisme a
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SLC6A4 i I’ocurrencia de tics 0 la tendéncia a mossegar-se les ungles després del tractament
amb MPH (Park, Kim i Cheon, 2015).

En aquest sentit, convé destacar que 1’estudi PATS ja havia suggerit una possible associacio
entre la presencia de tics i altres moviments anormals i la variant T1069C del gen SNAP25
(McGough et al., 2006). Finalment, I’any 2014 es proposa com a candidat la neurotrofina 3
(NTF3), un factor neurotrofic préeviament estudiat en la fisiopatologia dels trastorns de 1’estat
d’anim (Duman, 2002; Fernandes et al., 2010; Hock et al., 2000). Els resultats d’aquesta
investigacio, realitzada en noranta-sis pacients infantils tractats amb MPH, revelaren que els
individus homozigots per a 1’al-lel A de I’SNP rs6332 mostraven unes puntuacions
significativament més elevades en les dimensions derivades del PCA ‘emocionalitat’ i ‘alerta
excessiva/euforia’, en particular, en els items de 1’escala SERS ‘tendéncia a plorar’ i
‘mossegar-se les ungles’, fet que resulta consistent amb la implicacié d’aquest gen en els

problemes emocionals (Park et al., 2014).

Com en el cas de I’eficacia, els gens relacionats amb la farmacocinética del MPH han rebut
una menor atencio, malgrat que les dades aportades suggereixen la seva participacié en la
susceptibilitat als efectes adversos. Després que Zhu et al. evidenciessin alteracions en els
nivells plasmatics del farmac i canvis hemodinamics com a consequiéncia de mutacions que
disminueixen 1’activitat de la carboxilesterasa 1 (Zhu et al., 2008), el gen CES1 ha estat
associat a I’aparicio de tristesa i a una notable reducci6 de I’apetit durant el tractament amb
MPH (Bruxel et al., 2013; Johnson et al., 2013). Per altra banda, la influéncia de gens com
ABCB1, que codifica una glicoproteina-P transportadora responsable d’expulsar una gran
varietat de compostos a través de la membrana cel-lular, també ha estat investigada. Kim i
els seus col-laboradors analitzaren I’ocurréncia d’efectes adversos en cent trenta-quatre nens
i adolescents tractats amb MPH per al TDAH i identificaren que els individus homozigots
per a I’al-lel T del polimorfisme 2677 G>T presentaven una tolerabilitat al farmac menor
que els pacients amb altres genotips. A continuacio, els autors comprovaren, a través d’un
estudi funcional, que I’al-lel T reduia I’activitat transportadora d’ABCB1, fet que, segons
ells, podia conduir a augmentar la biodisponibilitat del farmac i resultar en I’aparici6

d’efectes adversos (Kim et al., 2013).

Finalment, a part dels esmentats estudis basats en gens candidats, I’any 2011 es porta a terme
I’anic GWAS que existeix actualment en relacio a la tolerabilitat del MPH. A partir de la
mostra utilitzada per a I’estudi a escala genomica de 1’eficacia del farmac, Mick et al.

avaluaren els canvis en la pressio arterial induits pel tractament amb un sistema transdermic
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de MPH en cent quaranta pacients infantils. Malgrat no detectar cap associacid
estadisticament significativa, els resultats obtinguts posaren de manifest gens relacionats
amb la regulacié de la pressio arterial i altres fenotips cardiovasculars, com ara un SNP en
un intercanviador de Na*/Ca?" dependent de K* (SLC24A3) que s’expressa al muscul 1lis
vascular (Mick, McGough, Middleton, Neale i Faraone, 2011).

2.6. Limitacions

En definitiva, els estudis sobre la farmacogenetica del MPH realitzats en pacients amb
TDAH han aportat resultats majoritariament conflictius, fet que dificulta I’establiment de
conclusions definitives. Aquestes discrepancies es deuen, principalment, a la variabilitat
metodologica existent pel que fa al disseny de ’estudi (estudis retrospectius, naturalistics,
oberts, controlats amb placebo, etc.), les caracteristiques dels individus (sexe, edat, etnia,
etc.), les dosis administrades, els instruments d’avaluacio, la definicié de la resposta
farmacologica, la font d’informacié (pacient, pares i/o mestres, etc.) o la identificacid i
control de variables de confusié (p. e., puntuacions basals, comorbiditats, subtipus clinics o
medicacio concomitant), entre d’altres (Bruxel et al., 2014). La majoria d’investigacions, a
més, s’han centrat en Unic o un nombre molt limitat de polimorfismes que poden no ser
funcionals, trobar-se excessivament lluny de la veritable variant causal o exercir un efecte
massa petit com per poder detectar una associacio fiable en mostres reduides (Mick et al.,
2008). Per altra banda, 1’exposici6 a diferents influéncies ambientals, capaces de modular
els efectes dels factors genétics, aixi com les interaccions establertes entre multiples gens,
també poden ser responsables de 1’abséncia de resultats consistents obtinguts fins ara

(Froehlich et al., 2010).

70



Objectius

1. Hipotesis i objectius
1.1. Hipotesi 1
1.2. Hipotesi 2
1.3. Hipotesi 3






Obijectius

1. HIPOTESIS | OBJECTIUS

1.1. Hipotesi 1

Donades les evidencies seglients:

= EI TDAH presenta una heretabilitat estimada del 70-80%.

= Nombrosos estudis prospectius han demostrat la persisténcia del trastorn en una
proporcid significativa dels adults diagnosticats durant la infantesa.

= Mudiltiples evidéncies procedents d’estudis de neuroimatge, farmacologia, genética i
models animals suggereixen la implicacié del sistema dopaminergic com a factor de
predisposicio al TDAH.

= El sistema noradrenérgic esta implicat en la regulacié de funcions rellevants per al
TDAH. A més, els inhibidors de la recaptacié de noradrenalina, com el MPH o
I’atomoxetina, redueixen de forma efectiva els simptomes del trastorn.

= Els gens CES1 i CYP2D6 codifiquen enzims que metabolitzen el MPH i
I’atomoxetina, respectivament. Les alteracions en aquests gens s’han relacionat amb
la resposta farmacologica en pacients amb TDAH.

» El gen LPHN3 interacciona amb el sistema de neurotransmissié dopaminérgica i ha
estat identificat com a factor de risc per al TDAH, a més de modular la resposta
terapéutica al MPH.

= A més dels factors de risc genetics, s’han descrit nombroses variables ambientals amb
efectes sobre la gravetat dels simptomes de TDAH.

= Les investigacions que avaluen les interaccions G x E potencialment implicades en

I’etiologia o la gravetat del TDAH son escasses.
Es planteja com a hipotesi:

La variabilitat en gens relacionats amb el sistema de neurotransmissio dopaminérgica i
noradrenergica o amb la farmacocinética del MPH i I’atomoxetina es troba implicada en la
persistencia del TDAH a I’edat adulta. L’exposicio a esdeveniments vitals adversos, a més,
exerceix un efecte sobre la gravetat de la simptomatologia que pot ser modulat per factors

genetics especifics.
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1.1.1. Objectius

1.

Identificar factors genétics de risc per al TDAH adult mitjancant I’analisi de variants
potencialment funcionals en vuit gens candidats classics (DRD4, SLC6A3, COMT,
ADRAZA, CES1, CYP2D6, LPHN3 i OPRM1).

Investigar la influencia d’experiéncies estressants durant la infantesa en la gravetat
actual del trastorn.

Avaluar les possibles interaccions G x E establertes entre els factors geneétics de risc

1 I’adversitat ambiental sobre la gravetat de la simptomatologia.

1.2. Hipotesi 2

Donades les evidencies seglients:

El MPH és un inhibidor de la recaptacié de dopamina i noradrenalina ampliament
utilitzat en el tractament farmacologic del TDAH. No obstant aix0, aproximadament
un 30% dels pacients tractats amb el farmac no respon adequadament o interromp la
terapia com a conseqiiéncia, en la majoria dels casos, de I’aparici6 d’efectes adversos.
Nombrosos estudis d’associaci6 suggereixen que la variabilitat interindividual en els
efectes terapeutics del MPH esta determinada, entre d’altres, per factors genétics.
Tradicionalment, la recerca farmacogeneética realitzada en pacients amb TDAH ha
posat I’émfasi en 1’eficacia del MPH. La tolerabilitat del farmac, en canvi, ha rebut
una escassa atencio.

Les investigacions anteriors s’han centrat de forma quasi exclusiva en components
del sistema catecolaminérgic i, més concretament, en els gens SLC6A3, DRD4 i
COMT.

La majoria d’estudis han avaluat un tinic o un nombre molt reduit de polimorfismes
en base a la seva presumpta rellevancia funcional, sense tenir en compte la possible

interaccio entre ells o amb influéncies ambientals.

Es planteja com a hipotesi:

Els efectes terapeutics del MPH estan determinats per polimorfismes en gens del sistema

dopaminérgic i per I’exposicio a variables ambientals pre i perinatals, capaces de modular la

influéncia dels factors genétics.
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1.2.1. Objectius

1.

Identificar factors genetics associats a la resposta i tolerabilitat al MPH en una mostra
de pacients pediatrics amb TDAH a través de 1’analisi de multiples SNP en gens que
codifiquen els receptors dopaminérgics (DRD1, DRD2, DRD3, DRD4 i DRD5), el
transportador de dopamina (SLC6A3) i tres enzims responsables de la sintesi (TH) i
degradacié (COMT i DBH) del neurotransmissor.

Avaluar les possibles interaccions gen x gen establertes entre els loci identificats
sobre els efectes terapéutics del MPH.

Investigar la influéncia de variables ambientals pre i perinatals en la resposta clinica
i el risc d’aparici6 d’efectes adversos a la medicacio.

Avaluar les possibles interaccions G x E establertes entre els factors de risc genetics

i ambientals identificats sobre els efectes terapeutics del MPH.

1.3. Hipotesi 3

Donades les evidencies seglients:

Els estudis sobre la farmacogenética del MPH basats en gens candidats han aportat
resultats majoritariament conflictius.

Els GWAS representen una alternativa als estudis d’associacio basats en gens candidats
ja que avaluen SNP al llarg de tot el genoma sense necessitat d’una hipotesi prévia.
En els darrers anys s’han realitzat multiples GWAS que han permes la identificacid
de nous factors genetics de risc per al TDAH. En canvi, pel que fa a la
farmacogenética, només una investigacié ha avaluat 1’eficacia del MPH a través
d’aquesta estrategia.

Els estudis d’enriquiment 1 de vies de senyalitzaci6 aporten informacié sobre les

funcions cel-lulars i les vies biologiques implicades en 1’etiologia d’un trastorn.

Es planteja com a hipotesi:

L’analisi de variants genctiques a escala genomica, combinada amb dades d’anotacid

funcional, loci de trets quantitatius d’expressio (€QTL, de 1’anglés expression quantitative

trait loci) en cervell huma i enriquiment en funcions i vies biologiques, permet identificar

nous loci genetics i mecanismes moleculars implicats en els efectes terapéutics del MPH.
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1.3.1. Objectius

1.

Identificar marcadors farmacogenétics de la resposta al MPH en una mostra
pediatrica de pacients amb TDAH a través de la realitzacié d’un GWAS.

Prioritzar les variants genétiques identificades mitjancant eines de prediccio
funcional i I’analisi d’eQTL en cervell d’individus sans.

Caracteritzar les principals funcions i vies biologiques en que es troben implicats els
gens I’expressio cortical dels quals es troba regulada per polimorfismes associats a la
resposta clinica.

Explorar el possible enriquiment en candidats préviament relacionats amb el TDAH
o el tractament amb MPH entre els gens identificats.

Fer el seguiment dels principals senyals obtinguts en una cohort independent de
pacients adults amb TDAH a través del calcul de puntuacions de risc poligénic i/o

d’estratégies meta-analitiques.

76



Resultats

1. Informe dels directors sobre la contribucié de la doctorand

a les publicacions de la present tesi doctoral

1.1. Publicacié 1

1.2. Publicaci6 2

1.3. Publicacio 3

2. Resultats

2.1. Estudi 1. Implicacié del gen DRD4 i dels esdeveniments vitals
estressants en la persistencia del TDAH

2.2. Estudi 2. Farmacogenética de la resposta i tolerabilitat al MPH en
pacients infantils amb TDAH

2.3. Estudi 3. Analisi genomica integradora de la resposta al MPH en

pacients infantils amb TDAH






Resultats

1. INFORME DELS DIRECTORS SOBRE LA CONTRIBUCIODE LA
DOCTORAND A LES PUBLICACIONS DE LA PRESENT TESI
DOCTORAL

Titol de la tesi: Bases genétiques del trastorn per déficit d’atencié amb hiperactivitat i de la
resposta farmacologica al metilfenidat
Autora: Mireia Pagerols Teixidd

Directors: Dra. Marta Ribasés Haro i Dr. Josep Antoni Ramos Quiroga

1.1. Publicaci6 1

Titol: Dopamine receptor DRD4 gene and stressful life events in persistent attention deficit
hyperactivity disorder

Autors: Sanchez-Mora, C., Richarte, V., Garcia-Martinez, I., Pagerols, M., Corrales, M.,
Bosch, R., Vidal, R., Viladevall, L., Casas, M., Cormand, B., Ramos-Quiroga, J. A., Ribasés,
M.

Revista: Am J Med Genet B Neuropsychiatr Genet. 2015; 168(6): 480-491.

Indexs de qualitat: Factor d’impacte (IF) = 3,391; 2n quartil de les arees Genetics &
Heredity (posicié 53 de 166) i Psychiatry (posici6 41 de 142).

Aportacio personal a I’article: Participacio en el disseny de I’estudi; extraccido d’ADN i1
preparacio de les mostres per a la seva genotipacio; analisi estadistica; participacio en

I’edici6 final del manuscrit.

1.2. Publicaci6 2

Titol: Pharmacogenetics of methylphenidate response and tolerability in attention-
deficit/hyperactivity disorder

Autors: Pagerols, M., Richarte, V., Sdnchez-Mora, C., Garcia-Martinez, 1., Corrales, M.,
Corominas, M., Cormand, B., Casas, M., Ribasés, M., Ramos-Quiroga, J. A.

Revista: Pharmacogenomics J. 2017; 17(1): 98-104.

indexs de qualitat: IF = 3,812; 1r quartil de I’area Pharmacology & Pharmacy (posici6 50
de 261) i 2n quartil de I’area Genetics & Heredity (posicio 49 de 171).

79



Bases genétiques del TDAH i de la resposta farmacologica al MPH

Aportacié personal a I’article: Participacio en el disseny de 1’estudi; extraccié d’ADN i
preparacio de les mostres per a la seva genotipacio; analisi estadistica; elaboracié del primer

esborrany del manuscrit i participacio en 1’edicio final.

1.3. Publicaci6 3

Titol: Integrative genomic analysis of methylphenidate response in attention-
deficit/hyperactivity disorder

Autors: Pagerols, M., Richarte, V., Sanchez-Mora, C., Rovira, P., Soler Artigas, M., Garcia-
Martinez, 1., Calvo-Sanchez, E., Corrales, M., da Silva, B. S., Mota, N. R., Victor, M. M.,
Rohde, L. A., Grevet, E. H., Bau, C. H. D., Cormand, B., Casas, M., Ramos-Quiroga, J. A.,
Ribasés, M.

Revista: Sci Rep. 2018; 8(1): 1881.

Indexs de qualitat: IF = 4,122; 1r quartil de I’area Multidisciplinary sciences (posici¢ 12
de 64).

Aportaci6 personal a ’article: Participacid en el disseny de I’estudi; extraccié d’ADN i
preparacio de les mostres per a la seva genotipacio; analisi estadistica; elaboracié del primer

esborrany del manuscrit i participacio en 1’edici6 final.

Barcelona, 2 de juliol de 2018

Signat pels directors:

Dra. Marta Ribasés Haro Dr. Josep Antoni Ramos Quiroga

80



Resultats

2. RESULTATS

2.1. Estudi 1. Implicacié del gen DRD4 i dels esdeveniments vitals

estressants en la persisténcia del TDAH

2.1.1. Resum

Per mitja d’un estudi d’associacio cas-control amb vuit gens candidats (DRD4,
DAT1/SLC6A3, COMT, ADRA2A, CES1, CYP2D6, LPHN3 i OPRM1), la present
investigacio aporta evidencies sobre la contribucio de la duplicacié en tandem de 120 pb i el
VNTR de 48 pb a DRD4 en I’ctiologia del TDAH a I’edat adulta. A més, s’avalua la
influéncia d’experiéncies estressants durant la infantesa en la gravetat actual del trastorn,
aixi com la possible interacci6 entre 1’adversitat ambiental i les variants genétiques de risc
identificades. L’analisi d’interaccions G x E revela un efecte dels esdeveniments vitals
estressants sobre la gravetat del TDAH, especialment destacable pel que fa als simptomes
d’inatenci6 en els individus no portadors de la combinacio al-lelica L-7R. Els resultats de
I’actual estudi, per tant, suggereixen la capacitat de DRD4 per regular la influéncia de les
experiéncies adverses i emfasitzen la necessitat d’incloure 1’analisi d’interaccions G x E en

investigacions futures.

2.1.2. Referéncia

Sanchez-Mora, C., Richarte, V., Garcia-Martinez, 1., Pagerols, M., Corrales, M., Bosch, R.,
... Ribasés, M. (2015). Dopamine receptor DRD4 gene and stressful life events in persistent
attention deficit hyperactivity disorder. Am J Med Genet B Neuropsychiatry Genet, 168 (6),
480-491.
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of the disorder, where non carriers of the Dup 120bp (L) - VNTR
48bp (7R) haplotype were more sensitive to environmental
adversity than carriers. These results are in agreement with
previous works reporting a relationship between DRD4 and
the effect of adverse experiences, which may explain the discor-
dant findings in previous genetic studies and strengthen the
importance of gene-by-environment interactions on the severity
of ADHD.

Key words: Attention deficit hyperactivity disorder; ADHD;
DRD4; Stressful life events; GXE interaction

Attention deficit and hyperactivity disorder (ADHD) is one of the
most extensively studied neurodevelopmental disorders in child-
hood according to DSM-V criteria, with a high prevalence of 5.2%,
among children and adolescents [Polanczyk et al., 2007]. In the
past, ADHD was considered a childhood disorder that resolved
with maturation. However, recent longitudinal follow-up studies
have shown that at least 60% of patients diagnosed during child-
hood continue to suffer ADHD thereafter, with an estimated
prevalence in adulthood in the range of 2.5-4.9% [Kessler et al.,
2005; Brookes et al., 2006a; Simon et al., 2009; Faraone and Mick,
2010]. Family and twin studies have shown that ADHD is a highly
heritable and multifactorial disorder, with approximately 76% of
the phenotypic variance explained by genetic factors [Faraone and
Mick, 2010]. In this context, the Cross-Disorder Group of the
Psychiatric Genomics Consortium (http://www.med.unc.edu/pgc/
for-investigators/cross-disorder-analysis) also demonstrated that
single nucleotide polymorphisms (SNPs) explain about 28% of the
genetic variance of ADHD [Lee and Cross-Disorder Group of the
Psychiatric Genomics Consortium, 2013].

Gene-based studies on ADHD have mainly focused on genes
involved in dopaminergic neurotransmission, such as those encod-
ing the dopamine receptor D4 (DRD4) or the dopamine trans-
porter (DATI1/SLC6A3). Researchers have mainly studied a
functional 48bp variable number of tandem repeats (VNTR) in
exon 3 of the DRD4 gene, and have found consistent associations
between ADHD and the 7 repeat allele (7R), which is related to
decreased functional activity [Asghari et al., 1995], in both children
and adults [Johansson et al., 2008; Gizer et al., 2009; Nikolaidis and
Gray, 2010; Sanchez-Mora et al., 2011; Tovo-Rodrigues et al., 2012,
2013]. A second polymorphism in DRD4, a 120bp duplication
located 1.2 kb upstream from the translation start codon that may
play a role in transcriptional activity [Paredes et al., 2013], has also
been studied in ADHD with controversial results [Barr et al., 2001;
D’Souza et al., 2004; Brookes et al., 2005; Bidwell et al., 2011, Hasler
et al., 2015]

Since stimulant medication blocks the dopamine transporter,
the DAT1/SLC6A3 gene has also been considered a good candidate
for ADHD. Two polymorphisms in this gene, a VNTR 40bp in the
3’untranslated region (3 UTR) and a VNTR 30bp in intron 8, have
been studied extensively [Franke et al., 2008; Johansson et al., 2008;
da Silva et al,, 2011; Kotte et al., 2013; de Azeredo et al., 2014; Tong
et al, 2015]. Although the results are inconsistent, and each
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polymorphism individually may not explain the association be-
tween DATI/SLC6A3 and ADHD, different haplotype combina-
tions including these two VNTRs have been associated with ADHD
in children and in adults [Laucht et al., 2007; Franke et al., 2010]. A
non-synonymous SNP, rs4680 (Vall58Met), in the catechol-O-
methyltransferase gene (COMT) encoding an enzyme involved in
catecholamine turnover that regulates the levels of dopamine,
norepinephrine and epinephrine in the synaptic cleft, has also
been associated with persistent ADHD and with alterations in brain
white matter in subjects with ADHD [Reuter et al., 2006; Gothelf
et al., 2007; Halleland et al., 2009; Hong et al., 2014; Lee and Song,
2015]. Other candidate genes have been investigated in adult
ADHD and include ADRA2A, which encodes the alpha-2A adren-
ergic receptor involved in adrenaline release and the pharmaco-
logical response to methylphenidate [Froehlich et al., 2010; Contini
et al., 2011; Park et al., 2013; Castro et al., 2013; McCracken et al.,
2014], LPHN3, which encodes a member of the latrophilin sub-
family of G protein-coupled receptors that may function in both
cell adhesion and signal transduction [Arcos-Burgos et al., 2010;
Ribases et al., 2011] and genes involved in the metabolism of
ADHD medication, such as CYP2D6 or CESI. The CYP2D6 gene
encodes a member of the cytochrome P450 superfamily of mono-
oxygenases that catalyses many reactions involved in the metabo-
lism of drugs such as antidepressants or atomoxetine, a selective
norepinephrine reuptake inhibitor used in the treatment of ADHD.
Genetic variants of this highly polymorphic gene allow classifica-
tion of individuals on the basis of their decreased or increased
ability to metabolize the enzyme’s substrates, and have been
associated with the response to atomoxetine in individuals with
ADHD [Bonnet et al., 2003; Michelson et al., 2007; Trzepacz et al.,
2008; Choi et al., 2014]. Polymorphisms in CESI, which encodes
a member of the carboxylesterase large family, have also
been associated with methylphenidate response and side effects
[Nemoda et al., 2009; Johnson et al., 2013].

To date, genome-wide association studies have been performed
in nine ADHD datasets, two of which on adult samples [Lasky-SuJ
et al., 2008a,b; Lesh et al., 2008; Mick et al., 2008; Neale et al., 2008,
2010; Franke et al., 2009; Hinney et al., 2011; Lesch et al., 2011;
Stergiakouli et al., 2012; Yang et al., 2013; Sdnchez-Mora et al,,
2015]. No single marker achieved genome-wide significance, and
there was little overlap between the studies or with previous
candidate gene association studies. These inconsistent results in
genetic studies may be explained in part by gene-by-environment
interactions (GxE) [Buitelaar, 2005], where genetic factors may
moderate the influence of environmental factors in ADHD. In
contrast to the high heritability estimated in ADHD, the contribu-
tion of the environment seems to be lower, with around 22% of
ADHD variance explained by environmental factors [Hudziak
et al., 2005]. A number of environmental risk factors for ADHD
have been described, including maternal smoking during pregnan-
cy [Langley et al., 2012; Kovess et al.,, 2014; Han et al., 2015],
institutional deprivation [Kumsta et al., 2010], inter-parental
conflict, parenting styles and childhood maltreatment [De
Sanctiset al., 2012; Prayez et al., 2012]. In addition, some studies
have supported GxE interactions in ADHD, mainly between DRD4
and exposure to prenatal smoking, DATI/SLC6A3 and maternal
use of alcohol during pregnancy, institutional deprivation or
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psychosocial adversity [Brookes et al., 2006b; Laucht et al., 2007;
Stevens et al., 2009], 5HTT and psychosocial stress [Muller et al.,
2008; Retz et al., 2008] and MAOA and negative parenting behavior
[Li and Lee, 2012].

In the present study we have performed a case-control associa-
tion study of eight candidate genes encoding proteins involved in
the dopaminergic and noradrenergic neurotransmitter systems
(DRD4, DAT1/SLC6A3, COMT, and ADRA2A), enzymes involved
in the pharmacokinetics of methylphenidate or atomoxetine (CESI
and CYP2D6, respectively), Latrophilin 3 (LPHN3) and the Opioid
Receptor Mu 1 (OPRM1I) in 604 adults with ADHD and 611
controls. Subsequently, based on previous findings suggesting
that environmental factors may be particularly harmful in combi-
nation with susceptibility genes [Todd and Neuman, 2007], we
investigated the impact of gene-by-environment interactions on
the severity of adult ADHD symptoms by considering exposure to
adverse life events and the studied ADHD genetic risk variants.

A total of 604 adult ADHD (60% combined, 36.3% inattentive, and
3.7% hyperactive-impulsive) patients of Caucasian origin from
Spain were recruited and evaluated at the Hospital Universitari Vall
d’Hebron (Barcelona, Spain). All subjects met DSM-IV criteria for
ADHD. The diagnosis of ADHD in adulthood was evaluated with
the Conners’ Adult ADHD Diagnostic Interview for DSM-IV
(CAADID Parts I and II) and the DSM-IV Axis I and II Disorders
(SCID-I and SCID-II). More detailed information on the clinical
assessment was provided previously [Sdnchez-Mora et al., 2013].
To investigate ADHD severity, a four-point Likert-type scale (from
0=not at all/never to 3 =very much/very frequently) was used
from the inattention and hyperactivity/impulsivity subscales of the
ADHD Rating Scale-IV (ADHD-RS), each with nine items
[DuPaul, 1998]). The severity of inattention and hyperactivity/
impulsivity was measured by counting the number of occurrences
in which the informant rated items from each scale at the three
different levels of symptom severity. Total ADHD severity was
calculated by considering the scores for both the inattention and
hyperactivity/impulsivity domains. Childhood stressful life events
were assessed retrospectively with the CAADID Part I in 425
subjects with persistent ADHD. A total of 12 life events were
assessed for each participant and included: separation or loss,
sexual abuse, physical abuse, emotional abuse, domestic violence,
emotional and physical neglect, extreme family stress, financial
stress and poverty, malnutrition, exposure to heavy metals, other
trauma in childhood or adolescence, and prenatal exposure to
nicotine.

The control sample consisted of 611 unrelated Caucasoid blood
donors matched for gender with the ADHD group in which DSM-
IV ADHD symptoms were excluded under the following criteria:
(1) no prior ADHD diagnosis and (2) negative answers to the
lifetime presence of the following DSM-IV ADHD symptoms: (1)
often has trouble keeping attention on tasks, (2) often loses things
needed for tasks, (3) often fidgets with hands or feet or squirms in
seat, and (4) often gets up from seat when remaining in seat is
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expected. The average age at assessment was 33 years (SD = 10.6)
for ADHD and 60 years (SD = 14.4) for control subjects. The study
was approved by the ethics committees of the participating insti-
tutions, and informed consent was obtained from all subjects or
parents, in accordance with the Helsinki Declaration.

Genomic DNA samples were obtained either from peripheral blood
lymphocytes by the salting out procedure or from saliva using the
Oragene DNA Self-Collection Kit (DNA Genotek, Kanata, Ontario
Canada). DNA concentrations were determined using the Pico-
Green dsDNA Quantitation Kit (Molecular Probes, Eugene, OR).

Eight potentially functional biallelic polymorphisms in six candi-
date genes for ADHD were selected for the association study
and included: COMT (rs4680), ADRA2A (rs1800544), CESI
(rs121912777), CYP2D6 (rs3892097), OPRMI1 (rs1799971),
LPHN3 (rs6813183, rs12503398 and rs1868790) and a 120bp
insertion/deletion in the promoter region of DRD4. Three addi-
tional variable number of tandem repeats (VNTR), a VNTR 48bp
in exon 3 of DRD4 and a VNTR 30bp and VNTR 40bp in intron 8
and in the 3> UTR region of DAT1/SLC6A3, respectively, were also
included in the analysis. All the SNP genotype assays were per-
formed using commercial TagMan™ assays in a 7,500 Real-Time
PCR System (Thermo Fisher Scientific Inc.). The analyses of 48bp
VNTRs and the Dup 120bp polymorphism in DRD4 were per-
formed using a standard PCR method, as previously described
[Sanchez-Mora et al., 2011; Franke et al., 2010], visualized on an
ABI 3130XL sequencer, and automatically called using GeneMap-
per software (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA).

The minimal statistical power was estimated post hoc using Genetic
Power Calculator software (http://pngu.mgh.harvard.edu/~pur-
cell/gpc/), assuming an odds ratio (OR) of 1.5, disease prevalence of
0.05, significance level of 0.05, the lowest minimum allele frequency
(MAF) observed in our control sample (0.166) and a codominant
model of inheritance. The presence of population substructures
was previously discarded by means of genetic stratification testing
using a panel of 45 unlinked non-genic SNPs [Ribasés et al., 2009].

The analysis of Hardy—Weinberg equilibrium (HWE; threshold
set at P<0.01) in the control sample and the comparison of
genotype and allele frequencies under a codominant genetic model
were performed with the SNPassoc R package [Gonzalez et al.,
2007] for biallelic markers and with OTT software [Ott J et al.,
1985] and the statistical package SPSS 22.0 for VNTRs (SPSS Inc.,
Chicago, IL). For multiallelic markers, rare genotypes or alleles
(MAF < 0.05) were grouped in a single class. For the multiple-
marker analysis, haplotype frequencies were estimated using
PHASE 2.0 software [Stephens et al., 2001] and values below
5% were grouped as “others” in the association analysis. The
frequency of carriers of the risk haplotypes was compared between
ADHD subjects and controls using SPSS 22.0.
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To assess the contribution of environmental risk factors to
ADHD symptom severity, the overall ADHD and the inattentive
and hyperactive-impulsive symptom scores were considered. The
relationship between symptom severity and the number of stressful
life events was evaluated with Pearson’s Correlation tests. Gene-by-
environment (GxE) interactions were assessed by linear regression
models to estimate the association between symptom severity and
(i) the Dup 120bp polymorphism, the VNTR 48bp or the Dup
120bp - VNTR 48bp haplotype in DRD4, (ii) the number of
stressful life events and (iii) their interaction using SPSS 22.0
(SPSS Inc.).

We studied 12 polymorphisms in eight candidate genes for ADHD
that encode proteins involved in dopaminergic and noradrener-
gic neurotransmission (DRD4, DATI1/SLC6A3, COMT, and
ADRA2A), enzymes involved in the pharmacokinetics of methyl-
phenidate or atomoxetine (CESI and CYP2D6, respectively),
Latrophilin 3 (LPHN3) and the Opioid receptor Mu 1
(OPRM1). Of the 12 polymorphisms initially selected for inclusion
in the genotyping assay, one was monomorphic in our sample
(rs121912777 in CESI), which resulted in 11 polymorphisms in
seven candidate genes finally considered in a total sample of 604
adults with ADHD and 611 controls. No significant departures
from HWE were identified in the control sample and, taking into
account the sequence variant with the lowest MAF (0.166), the
sample showed a minimum statistical power of 89%.

The case-control association study between ADHD and single
markers revealed significant differences for the two DRD4 poly-
morphisms, with the L allele of the Dup 120bp polymorphism
(Pcodominant = 0.04) (Supplementary Table S1A) and the 7R allele
of the VNTR 48bp being nominally associated with adult ADHD
(Pdominant = 0.026) (Table IA). A more detailed analysis of com-
mon alleles of the VNTR 48bp showed evidence for overrepresen-
tation of the 7R allele in the clinical sample (P,z=4.6e-03;
OR=1.37 (1.11-1.69)) (Table IB). We subsequently considered
DRD+ for the haplotype-based analysis and detected an association
between the Dup 120bp - VNTR 48bp haplotype and adult ADHD
(Pglobal-haplogenotypes = 0.008 and Pglobal-haplotype = 0.046,
Table ITA), with overrepresentation of the L-7R allelic combination
and increased frequency of carriers of this risk haplotype in
the ADHD group (Pcarrierst.7r =0.017; OR=1.36 (1.06-1.75))
(Table IIB). Although not reaching significance, the analysis of
an age-matched subsample of 122 ADHD adults and 122 unrelated
controls also showed an overrepresentation of L-7R carriers among
the cases (cases: 42%, controls: 34%; P=0.23). No significant
differences were observed for any of the other sequence variants
considered in DAT1/SLC6A3, COMT, ADRA2A, CYP2D6, LPHN3,
or OPRM1I (Supplementary Table SI).

Under the hypothesis that DRD4 is directly involved in ADHD,
but may also modulate the dopaminergic response to stressful
events, we subsequently tested potential gene-by-environment
(GxE) interactions on ADHD severity. Participants were assessed
for the severity of ADHD, as well as hyperactive and inattentive
subscales, according to the ADHD-RS [DuPaul, 1998]. Sixty-five
percent of participants had experienced stressful life events (23%
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232 (41.1%)
491 (44.1%)

2R4R
76 (13.9%)
70 (12.4%)
146 (13.1%)

Others®
87 (15.9%)
114 (20.2%)
202 (18.1%)

55 (5.0)
56 (5.0)

547

Controls N (%)
Cases N (%)

Sum

565
1,112

415 (18.7)

111 (5)

Controls N (%)

Cases N (%)

(B)

OR (IC 95%)

P-value

Non Carriers Carriers Non Carriers

Carriers

Genotype

471 (86.1)
288 (52.7)

76 (13.9)
259 (47.3)
125 (22.9)

495 (87.6)

70 (12.4)
232 (41.1)

2R4R
4R4R
4R7R

Allele

1.29 (1.01-1.31)

0.04

333 (58.9)
416 (73.6)

422 (77.1)

149 (26.4)

992 (90.7)
335 (30.6)
916 (83.7)

102 (9.3)
759 (69.4)
178 (16.3)

113 (10) 1,017 (90)

724 (64.1)

2R
4R

1.27 (1.06-1.51)
1.37 (1.09-1.69)°

8.0e-03
5.0e-05

406 (35.9)

893 (79)

237 (21)

7R

“Others: genotypes or alleles with frequency <5%, P-value = 0.06.

°Qthers: genotypes or alleles with frequency <5%, P-value = 0.026.

“When OR <1 inverted score is shown.
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Haplotype distribution N (%)

Haplogenotype distribution N (%)

(A)

Others® Sum
1,094

L-?R

L-4R
584

S-4R

175 (16)

s-2R
64
(5.9)

Sum

Others®

102

(L-4R)/(L-4R) (L-4R)/(S-4R) (L-4R)/(L-7R) (S-4R)/(L-7R)
150 (27.4)

(S-2R)/(L-4R)

(L-2R)/(L-4R)

95 (8.7)

76

1
(16.1)

547

88 (16.1) 37 (6.8)

98 (17.9)

26 (4.8) 46 (8.4)

Controls

(53.4)

(18.6)

137

151 568 222 119 1,122
(50.6) (19.8) (10.6)

(13.5)

33 (5.9) 28 (5.0) 153 (27.3) 68 (12.1) 106 (18.9) 36 (6.4) 561 62

Cases

(5.5)

(24.4)

Controls N (%)

Cases N (%)

(8)

Sum Carriers Non Carriers Sum P-value OR (IC 95%)

Non Carriers

Carriers
59 (10.5)
141 (25.1)

547
547

484 (88.5)

63 (11.5)
164 (30)
434 (74)
111 (20.3)

561
561
561
561

502 (89.5)
420 (74.9)

S-2R
S-4R
L-4R
L-7R

383 (70)
113 (20.7)

436 (79.7)

1.31 (1.02-1.79)
1.36 (1.06- 1.76)

0.039

547
547

146 (26)
361 (64.3)

415 (74)
200 (35.7)

0.017

“Others: genotypes or alleles with frequency <5%, P-value = 0.008.
°Qthers: genotypes or alleles with frequency <5%, P-value = 0.046.
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had experienced one event, 13% had experienced two events, and
29% had experienced three or more events). Positive correlations
were identified between the number of stressful life events and the
severity of ADHD (r=0.23, P=1.4e-06), hyperactive (r=0.22,
P=4.3e-06) and inattentive (r=0.172, P=3.7e-04) symptoms.
Subjects with higher severity scores had been exposed more
frequently to stressful life events than those with lower scores
(ADHD: F=16.8, P=5.1e-05; hyperactivity: F=13.0, P=3.5e-
04; inattention: F=11.4, P=1.0e-03). When stressful life events
were considered separately, significant differences in overall
ADHD severity were observed for sexual abuse (P=6.0e-03),
physical abuse (P=2.2e-06), emotional abuse (P=5.0e-07),
domestic violence (P=4.3e-05), extreme family stress (P=4.2e-
04), financial stress and poverty (P=1.7e-03), and exposure to
heavy metals (P=0.018) (Fig. 1).

Given the impact of an adverse environment on ADHD severity,
we subsequently investigated whether the interaction of DRD4 with
stressful life events moderates the effects of environmental factors
on the ADHD phenotype. No significant differences in the number
of stressful life events were observed between carriers and non
carriers of the Dup 120-bp (L) variant, the VNTR 48bp (7R) variant
or the Dup 120bp (L) - VNTR 48bp (7R) haplotype. No GxE
interactions on the overall ADHD severity or on the hyperactive
symptoms were detected when we considered the number of
stressful life events and the DRD4 variants (Supplementary Tables
S2A and B). Regarding inattention scores, no significance was
detected when we evaluated the two DRD4 variants separately, but
it rendered significant results when we cosidered stressful life
events (P=3.6e-05) or the interaction between the Dup 120bp
(L) - VNTR 48bp (7R) haplotype and the number of stressful life
events (P=0.031) (Table III). There were no significant main
effects on inattention symptoms for the Dup 120bp (L) - VNTR
48bp (7R) haplotype (P = 0.4). The effect of the number of stressful
life events on inattention scores was stronger among subjects who
do not carry the L-7R haplotype. ADHD-affected subjects carrying
the L-7R haplotype who experienced stressful life events had lower
scores in inattentive symptoms than non carriers (Table III and
Fig. 2A). This significant interaction showed that stress positively
predicted inattention symptoms among non carriers (b=2.3,
SE=0.5, t=4.6, P=7.6e-06) and L-7R heterozygotes (b=1.3,
SE=0.7, t=2.0, P=10.045), but not in the group of L-7R homo-
zygotes (b=1.2, SE=1.9, t=0.6, P=0.55).

We aimed to perform a case-control association study on adult
ADHD by focusing on eight classical candidate genes for the
disorder, and to further examine the impact of their interaction
with stressful life events on the severity of ADHD symptoms. Our
results provide evidence for (i) the contribution of DRD4 to adult
ADHD; (ii) a main effect of experienced stressful life events on the
severity of ADHD symptomatology; and (iii) a gene-by-environ-
ment interaction on the severity of inattention symptoms, in which
the individual response to adverse life events may be modulated by
DRD4 genotypes.

Based on previous genetic studies, we considered two functional
polymorphisms in DRD4: a 120bp duplication in the promoter
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FIG. 1. ADHD Rating scale-IV scores in ADHD subjects according to the presence or absence of stressful life events; *significant difference

(P-value <0.05).
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ADHD Rating Scale-IV

Prenatal exposure
Sexual abuse
Physical abuse

to nicotine
Separation or loss

—@— Non Carriers L Allele
—@— Carmiers L Allele

Emotional abuse

Domestic violence

Malnutrition
heavy metals

Exposure to

H
g
£

Financial stress
and poverty

Emotional and

Stressful Life Events

20

L

10

—@— Non Cariers 7R Allele
—@— Carmiers 7R Allele

Bia
=&
o8
9
FEd
ES
53
£5
53
3
£8
- B

20

15

10

Exposure to stressful life
B event
m Not exposure to stress-
ful life event

.4:><-:

—@— Non Cariers L-7R haplotype
—@— Canmiers L-7R haplotype

o 1 2 >3

—@— Non Cariers L Allele
—@— Cariers L Allele

0 1 2 >3

—@— Non Carriers LAllele
—#— Caniers L Allele

20

15

10

[

o 1 2 >3

Number of stressful life events

—@— Non Carriers 7R Allele
—#— Cariers 7R Allele

20

15

10

o 1 2 >3

—@— Non Cariers L-7R haplotype
—@— Caniers L-7R haplotype

o 1 2
Number of stressful life events

o

—@— Non Caniers 7R Allele
—#— Carriers 7R Allele

o 1 2 >3

e

—@— Non Cariers L-7R haplotype
—#— Carmiers L-7R haplotype

o 1 2 >3

o 1 2 >3

Number of stressful life events

(B) hyperactive-impulsive symptom severity; (C) ADHD symptom severity.

[ 1 2 >3



486

Predictor variables

GXxE interaction

DRD4

Stressful life events

Intercept

P-value
0.449

P-value SE P-value SE
2.18 1.158

SE
1.139

Inattentive symptoms

0.758

0.16 0.877

1.407

0.163 3.069

1.398

1.592

11.967

Dup 120bp polymorphism

L allele carriers vs. non carriers

VNTR 48bp polymorphism

0.261 3.932 9.86e ° 0.344 0.765 0.449 0.653 0.749 0.417 1.796 0.073

1.025

14.793

7R allele carriers vs. non carriers

1.078 0.258 4.174 3.63e° 0.634 0.768 0.825 0.41 0.906 0.419 2.162 0.031

14.689

Dup 120bp - VNTR 48bp haplotype

L/?R carriers vs. non carriers

AMERICAN JOURNAL OF MEDICAL GENETICS PART B

region, and a VNTR 48bp in exon 3. We found evidence for
nominal association between the L and 7R alleles, as well as the
L-7R allelic combination and persistent ADHD. Many association
studies have evaluated the role of DRD4 in ADHD and show
divergent results [Frank et al., 2004; Bellgrove et al., 2005; Bakker
et al., 2005; Brookes et al., 2005; Bhaduri et al., 2006; Kieling et al.,
2006; Gornik et al., 2007; Shaw et al., 2007; Johnson et al., 2008;
Altink et al., 2008; Nikolaidis and Gray, 2010; Smith, 2010;
Sanchez-Mora et al., 2011; Bidwell et al., 2011; Tovo-Rodrigues
et al., 2012; Tovo-Rodrigues et al., 2013; Hasler et al., 2015]. In
agreement with our findings, some of these studies reported an
association between the L or 7R variants and childhood ADHD
[Faraone et al., 2001; El-Faddagh et al., 2004; Gornick et al., 2007;
Gabriela et al., 2009], which suggests common susceptibility factors
for ADHD both in children and adults, and supports the continuity
of the disorder across the lifespan. Other studies, however, identi-
fied opposite ADHD risk variants or found a lack of association
between DRD4 and ADHD, which indicates that the involvement
of genetic variants in DRD4 in this neuropsychiatric disorder is less
straightforward than expected [Bakker et al., 2005; Sdnchez-Mora
et al,, 2011]. In this regard, the previous meta-analysis performed
by our research group highlighted the L-4R haplotype, instead of
the L-7R, as a risk variant for combined ADHD [Sanchez-Mora
et al., 2011]. These inconsistent results between studies might be
related with the modulatory role that DRD4 may exert in mediating
the effects of life stress exposures on ADHD symptoms, with
specific allele combinations being more vulnerable to environmen-
tal adversity. Additional explanations for divergent results could be
the limited overlap between the two studies, the subtype-specific
association observed in the previous meta-analysis, and differential
LD distribution across populations.

Gene-by-environmental interactions might be particularly rele-
vant in ADHD, where symptom severity is influenced by environ-
mental risk factors, such as prenatal exposure to nicotine, family
adversity, parental ADHD, inter-parental conflict, parenting styles
or childhood maltreatment [Linnet et al., 2005; Schmitz et al., 2006;
Banerjee et al., 2007; Ellis and Nigg 2009; Nigg et al., 2010; Freitag
etal., 2012; Caye et al., 2013]. Therefore, we explored the potential
impact of adverse life events on ADHD severity and found evidence
of the effect of stressful life events, including sexual and physical
abuse, emotional abuse, domestic violence, extreme family stress,
financial stress and poverty or exposure to heavy metals, on higher
severity of inattentive and hyperactive symptoms in a large clinical
sample of adults with ADHD. We then hypothesized that the
influence of stressful experiences across the lifespan on ADHD
may be modulated by the genetic background. As previously
described in other psychiatric conditions such as depression, the
risk of ADHD after a stressful event may be higher among geneti-
cally susceptible subjects than among those at low genetic risk
[Caspi et al.,, 2003]. Although no differences in the severity of
ADHD symptoms were found between carriers and non carriers of
the studied DRD4 genetic variants, we found evidence for gene-by-
environmental interactions. Our results suggest that DRD4 may
moderate the effect of adverse life events on ADHD severity, as non
carriers of the L-7R haplotype who experienced stressful life events
had more inattentive symptoms than those carrying this allelic
combination. The protective effect of the 7R allele at DRD4 agrees
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with previous reports showing an association between this variant
and lower scores of ADHD symptoms on the Conners’ scales, a
milder form of ADHD, and better neuropsychological function
and clinical outcome [Bellgrove et al., 2005; Gornick et al., 2007;
Shaw et al., 2007; Altink et al., 2008; Boonstra et al., 2008]. In
addition, the 7R allele variant was previously related to the effect of
adverse experience, such as stress exposure during prenatal life, or
aggression in adulthood [Bakermans-Kranenburg and van Ljzen-
doorn, 2006; Berry et al., 2013; Dilalla et al., 2013; Buchmann et al.,
2014].

Our results should be viewed in the context of some limitations.
First, since statistical power is a critical issue in GxE studies, we
minimized the number of comparisons performed by applying a
conservative statistical approach and restricting the analysis of GXE
only to genes that showed evidence of association with ADHD in
the case-control study. Therefore, we cannot rule out having
missed genes other than DRD4 that contribute to mediating the
effect of stressful life events on ADHD symptoms. In addition, since
no corrections for multiple testing were applied, all results should
be considered as nominal associations. Second, further studies in
larger age-matched samples are required to elucidate the effect of
age at assessment on ADHD symptomatology. However, age
differences between cases and controls may not represent a major
issue in the present study since, in addition to the assessment of
ADHD in adulthood, DSM-IV ADHD symptoms in childhood
were retrospectively excluded in the control group. Thirdly, the
retrospective ascertainment of adverse life events should be con-
sidered particularly important in the interpretation of the results,
since retrospective recall measures may undercount such events
and, therefore, result in inaccurate reports [Moffit et al., 2010].
Further studies using prospective methods may be more represen-
tative of lifetime stressful exposure and will provide insight into
DRD4 involvement in the modulation of environmental
influences.

Under the hypothesis that specific genes modulate the effect of
environmental factors on ADHD and that these gene-environmen-
tal interactions may be responsible for some of the inconsistent
findings in genetic association studies, other candidate genes, in
addition to DRD4, have been evaluated in ADHD subjects by other
authors. Interaction between the serotonin transporter 5HTT
and stress on ADHD severity has been described, where carriers
of the short allele of the SHTT-LPR polymorphism are more
sensitive to stress and environment adversity than homozygotes
for the long allele [Muller et al., 2008; Retz et al., 2008; van der
Meer et al,, 2014]. In addition, interactions between MAOA
and negative parenting or DATI/SLC6A3 and psychosocial
adversity have been identified that increase ADHD symptoms
[Laucht et al., 2007; Stevens et al., 2009; Li and Lee 2012], which
also supports the role of gene-by-environment interactions in the
etiology of ADHD.

In summary, we have identified a tentative association between
ADHD and DRD4 and found preliminary evidence for the contri-
bution of DRD4 in the modulation of the effect of stressful life
events on the inattentive dimension of the disorder. These results
strengthen the hypothesis of gene-by-environmental interactions
on the severity of ADHD, may explain discrepancies in previous
genetic studies that investigate the relationship between ADHD
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and DRD4, and emphasize the need to include stressful life
experiences in further genetic studies.

We are grateful to all the patients and their families for their kind
participation. We thank the clinical collaborators who contributed
to the diagnosis of the probands.
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Bases genétiques del TDAH i de la resposta farmacologica al MPH

2.2. Estudi 2. Farmacogenética de la resposta i tolerabilitat al MPH en
pacients infantils amb TDAH

2.2.1. Resum

El MPH és un potent inhibidor del transportador de dopamina ampliament utilitzat per al
tractament farmacologic del TDAH en nens i adolescents. No obstant aixo0, existeix una
considerable variabilitat interindividual en la resposta clinica, fet que podria estar
determinat, entre d’altres, per influéncies genétiques. La present investigacio estudia
cinquanta-set SNP en nou gens candidats del sistema dopaminérgic (TH, DBH, COMT,
DATL1 i DRD1-5) com a possibles predictors de ’eficacia i la tolerabilitat al MPH. A
continuacio, es realitza una analisi d’interaccions G X E en qué es consideraren variables pre
i perinatals com a factors de risc ambientals capagos d’influir en els efectes terapéutics del
farmac. Els resultats obtinguts proporcionen evidéncies sobre la contribucié de DRD3, DBH,
TH i I’exposicid prenatal al tabac en ’eficacia clinica del MPH. En particular, s’observa un
major risc de resisténcia al tractament en individus susceptibles genéticament i amb mares
fumadores durant ’embaras. A més, la preséncia d’efectes adversos s’associa de forma
significativa a la variabilitat a DBH i DRD2. Aquest estudi suggereix que el sistema
dopaminergic, juntament amb 1’exposicid prenatal a la nicotina, pot modificar els efectes del

tractament amb MPH.
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ORIGINAL ARTICLE
Pharmacogenetics of methylphenidate response and

tolerability in attention-deficit/hyperactivity disorder

M Pagerols'?, V Richarte?, C Sanchez-Mora'*?, | Garcia-Martinez'?, M Corrales?, M Corominas®>, B Cormand*>¢, M Casas**”,
M Ribasés'** and JA Ramos-Quiroga®®’

Methylphenidate (MPH) is the most frequently used pharmacological treatment in children with attention-deficit/hyperactivity
disorder. However, a considerable interindividual variability exists in clinical outcome, which may reflect underlying genetic
influences. We analyzed 57 single-nucleotide polymorphisms in 9 dopamine-related candidate genes (TH, DBH, COMT, DAT1 and
DRD1-5) as potential predictors of MPH efficacy and tolerability, and we considered prenatal and perinatal risk factors as
environmental hazards that may influence treatment effects in a gene-by-environment analysis. Our results provide evidence for
the contribution of DRD3 (P=0.041; odds ratio (OR)=4.00), DBH (P=0.032; OR=2.85), TH (P=5.5e-03; OR=4.34) and prenatal
smoking (P=1.7e-03; OR=5.10) to the clinical efficacy of MPH, with a higher risk for treatment failure in genetically susceptible
subjects whose mother smoked during pregnancy. Adverse events after MPH treatment were significantly associated with variation
in DBH (P=6.4e-03; OR=0.28) and DRD2 (P=0.047; OR=3.76). This study suggests that the dopaminergic system together with
prenatal smoking exposure may moderate MPH treatment effects.

The Pharmacogenomics Journal (2017) 17, 98-104; doi:10.1038/tpj.2015.89; published online 26 January 2016

INTRODUCTION

Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is a childhood-
onset neuropsychiatric disorder that affects around 5% of children
and adolescents worldwide' and causes high costs to the health-
care system and society.’

Among the variety of pharmacological options available in
ADHD treatment, methylphenidate (MPH) has shown to be
generally effective in reducing ADHD symptoms and improving
quality of life.> However, a considerable interindividual variability
exists in clinical outcome, optimal dosage and duration of effect,**
which may reflect underlying genetic influences.

Most of the pharmacogenetic studies conducted so far in ADHD
patients have addressed MPH response, although genetic
moderators of tolerability may be clinically more relevant than
predictors of efficacy.® These investigations have mainly focused
on genes related to the catecholamine neurotransmission, as MPH
is thought to exert its therapeutic effects by increasing synaptic
levels of dopamine through the inhibition of the dopamine
transporter (DAT).” Thus the DATT gene has long been considered
a prime candidate that may contribute to the effectiveness and
safety of MPH. Numerous studies have investigated the 40-bp
variable number of tandem repeats (VNTR) polymorphism in the
3’-untranslated region of DATT as a possible source of variation in
clinical response to MPH, given its putative role in regulating
mMRNA stability, nuclear transport and protein syn'(hesis.8 However,
the results published to date are controversial,” "> and a recent
meta-analysis based on 16 studies reported no significant
summary effect sizes.'

The involvement of the dopamine receptor D4 (DRD4) in
treatment outcome has also been extensively examined, as it
regulates dopamine synthesis, release and neuron-firing rate.'”
One of the most frequently studied polymorphisms is the 48-bp
VNTR in exon 3 of DRD4. The seven-repeat allele, although
consistently associated with ADHD,'® has yielded disparate results
in pharmacogenetic studies.>'"'*?° A second polymorphism in
DRD4, consisting in a duplication of 120 bp in the promoter
region, has been associated with improved response to MPH."?

Other investigations have evaluated the catechol-O-methyl-
transferase (COMT), which has a specific role in the catabolism of
dopamine in the prefrontal cortex. The p.Val158Met polymorph-
ism reduces the enzyme activity threefold®' and may moderate
MPH effects on ADHD symptoms.'"'%?2

Few data are available regarding the impact of genetic variation
in additional dopamine receptors or enzymes involved in the
dopamine synthesis and degradation. Winsberg and Comings®®
attempted to relate the DRD2 gene to the behavioral outcome of
MPH therapy in 30 African-American ADHD children but no
evidence of significant main effects was found while Tahir et al.*°
reported an association between a 151-bp allele of a microsatellite
marker located 5’ from the DRD5 gene and favorable response to
MPH. Only Contini et al.>* have examined the role of DBH as a
moderator of treatment outcome among adult patients, although
the findings were negative.

The majority of studies, however, have focused on a single or
few polymorphisms that may not be functional, may be too
distant from the true causal variant or may exert an effect too
small to reliably detect an association with small sample sizes,®
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which could partially explain the absence of clear conclusions
regarding MPH response. Distinct environmental influences that
act to moderate the effects of genetic factors may also be
responsible for discrepancies in the results.

Based on previous reports pointing to the involvement of
genetic variants in the effectiveness and safety of MPH, we
performed a pharmacogenetic study to evaluate the association of
single-nucleotide polymorphisms (SNPs) across nine dopamine-
related genes with therapeutic response and risk of side effects in a
sample of ADHD pediatric subjects receiving MPH treatment. To
our knowledge, this is the first study that (1) assesses multiple SNPs
covering, in terms of linkage disequilibrium, the genes encoding
the main components of the dopamine neurotransmitter system;
(2) considers gene-gene interactions and (3) examines whether
environmental risk factors interplay with dopaminergic candidate
genes in predicting the response and adverse events to MPH.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

The study sample included 107 ADHD pediatric patients for whom MPH
was prescribed. Subjects were required to satisfy full Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders (DSM)-IV criteria for ADHD, be < 18
years of age, Spanish of Caucasian origin and have never been exposed to
MPH. Patients with an Intelligent Quotient <70 or having pervasive
developmental disorders were not eligible for the investigation. Additional
exclusion criteria included schizophrenia or other psychotic disorders;
adoption; sexual or physical abuse; birth weight < 1.5 kg; any significant
neurological or systemic disease that might explain ADHD symptoms; and
clinical contra-indication to MPH. Comorbid oppositional defiant disorder,
conduct disorder, depression and anxiety disorders were allowed unless
determined to be the primary cause of ADHD symptomatology. The study
was approved by the Ethics Committee of the Hospital Universitari Vall
d’Hebron. Written informed consent was obtained from parents/caregivers.

Clinical assessment

Diagnosis of ADHD and comorbidities were established by child
psychiatrists blind to patients’ genotypes through the Present and Lifetime
version of the Kiddie Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia
for School-Age Children. Furthermore, families were interviewed with the
Clinical Global Impression-Severity scale (CGI-S). Additional information on
clinical assessment is available in Supplementary Material.

Pharmacological intervention

Patients were treated according to the program’s recommendations of
initiating treatment with MPH at low-to-moderate dose and titrating to
higher doses until no further clinical improvement or limiting adverse effects
were observed. The mean daily dose of MPH prescribed was 1.07 mg kg™’
(s.d.=0.30). Risperidone was the most frequent concomitant drug.

Treatment outcome

We considered the Improvement subscale of the Clinical Global Impression
scale (CGI-) as the primary outcome measure of treatment success. The
CGI-S scale, applied at baseline and after 8 weeks of treatment, was used as
a secondary outcome measure by both categorical and dimensional
approaches for those risk variants associated with MPH response according
to the CGl-l scale. Stimulants' side effects were elicited through systematic
questions at each visit during the first 2 months of treatment. Patients and
their parents were asked about the presence or absence of the 17
symptoms listed on the Side Effects Rating Scale developed by Barkley.?®
Any reported side effect was counted as positive, independently of its
frequency or severity. Criteria used for therapeutic response evaluation can
be found in Supplementary Material.

Environmental screening
Fourteen prenatal and perinatal risk factors were assessed during an
interview with the mother in 86 study members (Supplementary Material).
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Experimental procedures

The DNA isolation procedure is described elsewhere.?” We examined nine
candidate genes involved in dopaminergic neurotransmission that encode
five dopamine receptors (DRD1-5), the dopamine transporter (DAT1) and
three enzymes responsible for dopamine synthesis (TH) and degradation
(COMT and DBH). The SNP selection strategy used was published
previously.?® All SNPs were genotyped using the SNPlex Genotyping
Platform (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Of the 69 SNPs initially
chosen, 12 were discarded from the analysis (Supplementary Material).

Statistical analyses

The minimal statistical power was estimated using the Genetic Power
Calculator software (http://pngu.mgh.harvard.edu/~ purcell/gpc). Assum-
ing a significance level of 0.05, the lowest minor allele frequency observed
in our study (0.15), and a prevalence of 0.30 and 0.39, we were able to
detect odds ratio values >2.5 for treatment failure and adverse events
with moderate-to-high statistical power (76% and 89.9%, respectively) in a
codominant model of inheritance.*3°

The presence of population stratification was previously discarded.’
Potential confounders were included as covariates based on a statistical
definition (association with both the study factor and outcome for
P<0.20).%?

Genotype frequencies were tested for Hardy-Weinberg equilibrium
(P < 0.01) using a Chi-square test. The effects of genetic polymorphisms on
MPH response or adverse events were examined with the SNPassoc
R package (http://www.cran.r-project.org/web/packages/SNPassoc). Those
SNPs displaying nominal associations when analyzing genotypes under a
codominant model or alleles were also studied under dominant and
recessive models. The Bonferroni correction for multiple comparisons,
considering 57 SNPs, the analysis of genotype and allele frequencies and
two different outcomes (MPH response and adverse effects), establishes
the significance threshold at P< 2.2e-04.

The haplotype-based association study was restricted to genes
nominally associated with treatment outcome or adverse events in the
single-marker analysis. The best two-marker haplotype from all possible
combinations was identified for each of these genes. Additional markers
(up to four) were added in a stepwise manner to the initial two-SNP
haplotype and specific estimated haplotypes were subsequently assigned
to individuals with the PHASE 2.0 software (http://stephenslab.uchicago.
edu/software.htmlffphase). Significance was estimated using 10 000
permutations with the UNPHASED software (https:/sites.google.com/site/
fdudbridge/software). The best two-, three- or four-marker haplotypes
identified were subsequently tested for association with the primary
outcome measure of treatment success or adverse events using the
statistical package SPSS 15.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).

The gene-by-environment (G xE) analysis was restricted to sequence
variants identified in the pharmacogenetic study and environmental risk
factors associated with either clinical outcome or adverse events after
Bonferroni correction (significance threshold at P<3.6e-03, considering
the 14 prenatal and perinatal risk factors assessed).

Pearson’s Chi-square test, Fisher's exact test, Student's t-test or
non-parametric Mann-Whitney U-test were applied, where appropriate.
For additional data on statistical analyses, see Supplementary Material.

RESULTS

Subjects were predominantly male (88.8%), with an average
age at assessment of 936 (s.d.=2.76) years (range 5-16).
Seventy-four percent of participants (n=79) met DSM-IV
criteria for ADHD-combined subtype, 20.6% (n=22) had
ADHD-inattentive subtype and 5.61% (n=6) were diagnosed with
ADHD-hyperactive-impulsive subtype. Comorbid disorders were
present in a small number of patients (20.6%), the main ones
being disabilities in reading and writing (9.35%), oppositional
defiant disorder (6.54%) and anxiety disorders (1.87%).
Seventy-nine percent of subjects (n=84) responded favorably
to treatment according to the CGI-I scale, while 21.5% (n=23)
failed to show a clinical response to MPH. Responders and
non-responders were comparable with regard to age, sex, ADHD
subtype, comorbidity, use of concomitant medication, MPH dose
and drug formulation (P> 0.05). There were significant differences,
however, in the severity of symptoms as assessed by the CGI-S
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X>=6.94; df =2; P=0.031

Table 1. (a) Haplotype-based association study between 10 DRD3 SNPs and methylphenidate response and (b) haplotype distributions of rs2134655
and rs1800828
(a)
Methylphenidate response®
Haplotype® Global P-value Best haplotype-specific P-value (adjusted P-value) OR (95% Cl)
2-9 0.031 0.012 (0.028) 2.40 (1.20-4.80)
2-3-9 0.062 9.5e-03 (0.043) 2.47 (1.23-4.95)
(b)
Methylphenidate response®
Haplotype® Non-responders Responders Haplotype-specific P-value; OR (95% Cl)
2-9
A-G 7 (15.9) 53 (31.6) 0.040; 0.41 (0.17-0.98)°
G-C 8 (18.2) 40 (23.8) —
G-G 29 (65.9) 75 (44.6) 0.012; 2.40 (1.20-4.80)

responders.

Abbreviations: Cl, confidence interval; DRD3, dopamine receptor D3; OR, odds ratio; SNP, single-nucleotide polymorphism. ®2-rs2134655; 3-rs9880168;
9-r51800828. Best multiple-marker combination in bold. "Defined by a Clinical Global Impression-Improvement score <2. “Under-represented in non-

scale (P=0.043), with children resistant to MPH scoring higher
at the baseline evaluation than children showing clinical
improvement.

Regarding MPH tolerability, 65.1% of patients (n =69) presented
some treatment-related side effect, with insomnia (34.3%) and
appetite reduction (25%) being the most prevalent ones. When
subjects were divided according to the emergence of adverse
events, no significant differences were found in any of the
variables mentioned above, except for MPH dose (P=0.050) and
the rate of comorbid conditions (P=0.030). MPH dose was
significantly higher, whereas comorbid disorders were less
frequent in children exhibiting side effects.

MPH response according to the CGI-l scale

The single-marker analysis identified three SNPs in DRD3, DBH and
TH displaying a nominal association with the primary outcome
measure: 152134655 (P=0.022; odds ratio (OR)=3.03 (1.14-8.33)),
rs2073833 (P=0.030; OR=6.25 (0.78-50)) and rs2070762
(P=0.020; OR=3.03 (1.19-7.69)), respectively (Supplementary
Table S1). We included CGI-S baseline scores as a covariate in
the analysis of rs2070762, as they were associated with both
MPH response (P=0.043) and rs2070762 (P=0.033), and found
that subjects homozygous for the rs2070762C allele, who started
from lower CGI-S scores than carriers of the rs2070762T
variant, had a poorer treatment response (P=5.5e-03; OR=4.34
(1.54-12.2)).

Consistent with the single-marker study, the multiple-marker
analysis highlighted an association between clinical outcome
and a two-marker haplotype in DRD3 (rs2134655-rs1800828;
global P-value=0.031; Table 1a) with an overrepresentation of the
rs2134655G-rs1800828G allelic combination in the non-responders
group (Pagjustea=0.028; OR=2.40 (1.20-4.80); Table 1b). We then
considered the frequency of the rs2134655G-rs1800828G carriers
and confirmed the association between DRD3 and treatment failure
(P=0.041; OR=4.00 (0.87-18.4)). The haplotype-based analysis of
DBH also revealed a two-marker haplotype associated with MPH
response (rs1541332-rs2073833; global P-value=0.042; Table 2a)
with an overrepresentation of the rs1541332T-rs2073833C allelic
combination among treatment-resistant patients (P,gjustea = 0.049;
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OR=3.43 (1.59-7.40); Table 2b). An increased frequency of this risk
haplotype carriers was observed in the non-responders group
(P=0.032; OR=2.85 (1.07-7.62)).

The combined effect of the TH rs2070762C/C genotype and the
risk haplotypes at DRD3 (rs2134655G-rs1800828G) and DBH
(rs1541332T-rs2073833C) accounted for 18.4% of the variability
in MPH response. Additionally, we explored possible interactions
between the markers identified and found no evidence support-
ing the existence of epistatic effects in the risk to develop
treatment resistance.

MPH response according to the CGI-S scale

In order to demonstrate the robustness of our findings, we
expanded our analysis to examine the effect of genetic variants in
DRD3, DBH and TH associated with the primary outcome measure
on MPH response using the CGI-S scale. In agreement with the
results observed in CGI-I scores, subjects homozygous for the
rs2070762C allele in the TH gene or carriers of the rs1541332T-
rs2073833C allelic combination in DBH showed an increased
risk for treatment failure when we considered an improvement of
at least two points on the CGI-S scale at follow-up (P=0.017;
OR=433 (1.21-155) and P=0.011; OR=458 (1.32-15.9),
respectively). Additionally, a significant impact of s2070762
on the variation in CGI-S scores was identified, as patients
homozygous for the rs2070762C allele exhibited a smaller
symptom reduction than carriers of the T allele (P=7.1e-03; CC
genotype: mean score=1.92 (s.d.=0.82); CT/TT genotypes: mean
score=2.36 (s.d.=0.69).

Adverse events after MPH treatment

Nominally significant differences were found for rs2007153
(P=0.016; OR=2.07 (1.15-3.73)) and rs2797855 (P=0.048,
under a codominant model) in DBH and rs2283265 (P=0.013;
OR=431 (1.18-15.7)) within DRD2 (Supplementary Table S1).
Patients carrying the rs2283265T allele received a significantly
higher MPH dose than subjects homozygous for the rs2283265G
variant (P=0.061) and had an increased risk for adverse
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Table 2. (a) Haplotype-based association study between 12 DBH SNPs and methylphenidate response and (b) haplotype distributions of rs1541332
and rs2073833
(a)
Methylphenidate response®
Haplotype® Global P-value Best haplotype-specific P-value (adjusted P-value) OR (95% Cl)
5-10 0.042 9.7e-03 (0.049) 3.43 (1.59-7.40)
2-5-10 0.018 0.014 (0.085) 3.23 (1.47-7.06)
(b)
Methylphenidate response®
Haplotype® Non-responders Responders Haplotype-specific P-value; OR (95% Cl)
5-10
c-C 12 (27.3) 73 (43.5) —
C-G 9 (20.5) 22 (13.1) —
T-C 15 (34.1) 22 (13.1) 9.7e-03; 3.43 (1.59-7.40)
T-G 8(18.2) 51 (30.4) —
X’=8.19; df=3; P=0.042
Abbreviations: Cl, confidence interval; DBH, dopamine beta-hydroxylase; OR, odds ratio; SNP, single-nucleotide polymorphism. #2-rs2797851; 5-rs1541332;
10-rs2073833. Best multiple-marker combination in bold. ®Defined by a Clinical Global Impression-Improvement score < 2.

and rs77905

Table 3. (a) Haplotype-based association study between 12 DBH SNPs and adverse effects and (b) haplotype distributions of rs2007153, rs2797853

x'=125; df=5; P=0.028

(a)
Adverse effects
Haplotype® Global P-value Best haplotype-specific P-value (adjusted P-value) OR (95% Cl)
1-7 0.010 1.5e-03 (5.1e-03) 0.33 (0.18-0.63)
1-7-9 0.028 1.4e-03 (0.027) 0.29 (0.14-0.61)
(b)
Adverse effects
Haplotype® Presence Absence Haplotype-specific P-value; OR (95% Cl)
1-7-9
A-G-C 14 (12.3) 23 (32.9) 1.4e-03; 0.29 (0.14-0.61)°
A-GT 11 (9.6) 7 (10) —
G-A-C 7 (6.1) 4 (5.7) —
G-A-T 32 (28.1) 19 (27.1) —
G-G-C 32 (28.1) 11 (15.7) —
G-G-T 18 (15.8) 6 (8.6) —

Abbreviations: Cl, confidence interval; DBH, dopamine beta-hydroxylase; OR, odds ratio; SNP, single-nucleotide polymorphism. ®1-rs2007153; 7-rs2797853;

9-r577905. Best multiple-marker combination in bold. PUnder-represented in patients displaying adverse effects.

effects, considering MPH dose as a covariate (P=0.047; OR=3.76
(1.02-13.9)).

The multiple-marker analysis revealed a three-marker
haplotype in DBH associated with the emergence of side
effects (rs2007153-rs2797853-rs77905; global P-value =0.028;
Table 3a). The rs2007153A-rs2797853G-rs77905C haplotype
was significantly more frequent in patients tolerating the
medication (Pagjusted =0.027; OR=0.29 (0.14-0.61); Table 3b). In
particular, carriers of this allelic combination were 61.9% less likely
to present adverse events (P=0.020). As comorbidity was

© 2017 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.

associated with both adverse events (P=0.030) and the DBH
haplotype (P=0.154), we adjusted the analysis for comorbid
conditions and corroborated the protective effect of the
rs2007153A-rs2797853G-rs77905C  combination  (P=6.4e-03;
OR=0.28 (0.11-0.70)).

The additive effect of the DBH rs2007153A-rs2797853G-
rs77905C haplotype and the rs2283265T allele in DRD2 explained
15.7% of the phenotypic variance in MPH tolerability. Epistasis
analysis, however, showed no evidence of gene-gene interactions
between them.
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Figure 1. Gene-by-environment analysis between DRD3, DBH, TH and prenatal smoking on methylphenidate response according to the

Clinical Global Impression-Improvement scale.

Gene-by-environment interactions
We subsequently examined the effect of 14 prenatal and perinatal
risk factors on clinical outcome or adverse events and found
association between prenatal smoking and MPH response accord-
ing to the CGI-l scale (P=1.7e-03). More than 31% of mothers
(n=27) reported smoking cigarettes during pregnancy, and their
offspring had a poorer treatment response than those who were
not prenatally exposed to nicotine (OR=5.10 (1.76-14.8)).
Stratified analysis, based on maternal smoking and the presence
of the risk variants identified in the pharmacogenetic study,
disentangled significant interactions between prenatal smoking
and DRD3, DBH or TH on MPH response. The risk for treatment
failure was higher for carriers of the risk variants in DRD3
(rs2134655G-rs1800828G  haplotype; P=2.2e-03; OR=176
(1.96-157.9)), DBH (rs1541332T-rs2073833C haplotype; P=2.9e-04;
OR=16.3 (2.79-94.7)) or TH (rs2070762C/C genotype; Pagjusted = 7.5
e-04;, OR=185 (3.40-101.1)) whose mother smoked during
pregnancy (Figure 1). The joint effect of in utero exposure to
tobacco and the DBH rs1541332T-rs2073833C haplotype or the TH
rs2070762C/C genotype on MPH response was also identified
when assessed using the CGI-S scale according to the categorical
approach. Additionally, the rs2070762 significantly interplayed with
prenatal smoking on the variation in CGI-S scores (data not shown).

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first study that examines multiple
SNPs across genes encoding the main components of the
dopaminergic system to identify genetic factors that moderate
response variability in ADHD treatment. Specifically, we aimed to
(1) identify genetic factors as potential predictors of MPH response;
(2) identify genes involved in MPH tolerability; and (3) examine
G X E interactions that may influence treatment effects. Our results
provide preliminary evidence for the contribution of DRD3, DBH, TH
and prenatal smoking to the clinical efficacy of MPH, with a higher
risk for treatment failure in genetically susceptible subjects whose
mother smoked during pregnancy. Additionally, we identified a
significant association between variation in DBH and DRD2 and
adverse events after MPH treatment.

The role of DBH as a moderator of treatment outcome is
supported by the association found with both MPH tolerability
and response according to two different scales but contradicts a
prior pharmacogenetic study.?* Although the discrepancy may be
attributed to differences in subjects’ characteristics, therapeutic
response evaluation or the polymorphisms assessed, we cannot
exclude spurious positive signals, given our limited sample size. We
also provide evidence for the involvement of DRD3 in MPH
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response, which is in agreement with McCracken et al,** who
reported a relationship between DRD3 and clinical improvement of
hyperactive-impulsive behaviors in children with autism spectrum
disorders (ASD). This previous investigation examined six SNPs
within DRD3, including the rs2134655 variation highlighted in the
present study, but no overlap between positive signals was
identified across studies. As McCracken et al.>* considered a sample
of ASD subjects, these differences may be due to underlying
disorder neurobiology. Another interesting finding arising from our
research is the impact of rs2070762 in TH on both the responder
status and symptom scores after MPH treatment. Although the
current report is the first that examines the contribution of TH to
the variability in treatment outcome, this polymorphism has
previously been associated with ADHD?® and evidence from
in vitro assays suggests a potential regulatory activity for this
intronic variant* Interestingly, the enzymes encoded by TH and
DBH are involved in the dopamine synthesis and dopamine
conversion to norepinephrine, respectively, which suggests that
functional variants within these genes may moderate dopamine
availability at the synaptic cleft and therefore clinical outcome.
For the most part, pharmacogenetic research has focused on
genes presumably related to the mechanism of action of MPH,
namely DAT1, DRD4 or COMT. The sequence variants assessed in
the current investigation were selected to ensure full genetic
coverage of candidate genes, not according to their potential
functional implications. Thus we did not genotype individuals for
previously studied markers such as the 40-bp VNTR in DATT or the
48-bp VNTR in DRD4. However, none of the SNPs located in these
genes displayed significant associations with either MPH response
or side effects. This is in agreement with a prior meta-analysis and
several individual studies reporting that the classic candidate
genes in ADHD pharmacogenetics do not have an important role
in treatment response or adverse events.'"'®** Conversely, we
propose that variants in genes not extensively examined, but
rational candidates given their distribution and regulatory
functions in the dopamine neurotransmitter system, may influ-
ence the ability of MPH to exert its therapeutic effects.
Additionally, studies conducted so far in ADHD patients have
emphasized the efficacy of MPH and have focused little on side
effects. Our results suggest that variants in DBH and DRD2 are
associated with MPH tolerability. The putative impact of DRD2 on
adverse events is supported by previous findings from McCracken
et al,*® who reported an association between DRD2 and the rate
of treatment discontinuation. Moreover, the rs2283265G allele,
which increases mRNA expression of an alternative splicing variant
of DRD2* has recently been implicated in the emotion
dysregulation experienced by children with ASD.3” This is of
particular interest, as increased emotionality and dysphoria occur
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in a subgroup of MPH-treated patients with ADHD and there is
evidence suggesting that they may be partially moderated by
genetic influences.®

Considering that evidence of a direct relation between genetic
polymorphisms and ADHD treatment has been inconsistent, we
hypothesized that clinical response to MPH may be the result of a
much more complex matrix of factors, including both genetic and
environmental risks. Although epidemiological studies have
demonstrated that exposure to various stressors, especially during
pregnancy and delivery, such as tobacco smoking, alcohol
consumption, stressful life events, and obstetrical complications
are associated with an increased risk for ADHD,*° to date only
Grizenko et al.*® examined whether the severity of maternal stress
affected the children’s response to MPH. The authors did not find
significant differences in the child’s responder status, suggesting
that it may not be related to early environmental factors. In
contrast, we revealed a strong association between prenatal
smoking and clinical outcome, where children whose mother
reported smoking cigarettes during pregnancy showed a poorer
treatment response than those who were not exposed. The
subsequent GxE analysis unraveled significant epistatic effects
between prenatal smoking and DRD3, DBH or TH on MPH
response. Similarly, earlier investigations have demonstrated that
polymorphisms in dopamine-related genes act in conjunction
with maternal smoking to modify the risk and severity of
ADHD,*'*? but no other study has explored GxE interactions
between them with regard to MPH response. A prior report,
however, assessed the joint effect of SNPs in the LPHN3 gene and
maternal smoking or stress during pregnancy in a double-blind,
placebo-controlled, cross-over trial.** Choudhry et al.** provided
evidence for a significant association between LPHN3 and treatment
response, which only became apparent in the group where mothers
experienced mild or minimal stress. In contrast, a complete lack of
interaction was noted with in utero exposure to tobacco.

The main strengths of our findings include (1) the recruitment
of stimulant-naive patients; (2) the exclusion of confounding
population substructures; (3) the full coverage of the dopaminer-
gic genes assessed in terms of linkage disequilibrium; (4) the
assessment of both efficacy and side effects and the use of
different outcome measures of treatment success; and (5) the
evaluation of gene-gene and G xE interactions. Some methodo-
logical aspects, however, should also be considered when
interpreting the results of the current study: (1) Our estimate of
a 20.6% comorbidity rate is in contrast with the high prevalence
reported in the literature, where approximately two-thirds of
ADHD children have impairing comorbid diagnoses.***® The
clinical sample was composed of Spanish ADHD children who had
never been exposed to stimulant medication and with an average
age at assessment of 9.36 years, which could explain the small
number of patients with comorbidity. Although modest, this
proportion may influence treatment outcome and thus the
presence of comorbid disorders has been considered as a
potential confounder. (2) The naturalistic design may have limited
the power of our analyses. However, the rate of response to MPH
was similar to that generally found in placebo-controlled clinical
trials, and we minimized the probability that differences between
carriers and non-carriers of the studied alleles might be attributed
to other factors by performing a comprehensive assessment of
potential confounders. (3) The lack of a strictly standardized
medication titration, although patients were treated in a compar-
able manner by the same experienced psychiatrists. (4) MPH was
administered with no control of adherence by clinicians.
(5) Information on environmental risk factors was collected
retrospectively and may therefore be subject to recall bias.
(6) Other prenatal factors, such as maternal stress during
pregnancy, or postnatal factors that we did not examine may
influence the efficacy or tolerability of MPH treatment.
(7) Variability in genes that are known to interact with the
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dopaminergic system has not been considered. In this sense,
LPHN3 represents a very promising candidate, as it has shown to
confer susceptibility to ADHD and moderate MPH response, either
alone or in conjunction with environmental factors.*47-2

In conclusion, despite the relatively limited sample size, we
identified DRD3, DBH, TH, DRD2 and prenatal exposure to nicotine
as potential predictors of MPH treatment effects. Further
pharmacogenetic studies with larger samples are required to fully
validate these results and to disentangle the impact of prenatal
smoking on clinical response to MPH in genetically susceptible
children.
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Bases genétiques del TDAH i de la resposta farmacologica al MPH

2.3. Estudi 3. Analisi genomica integradora de la resposta al MPH en
pacients infantils amb TDAH

2.3.1. Resum

ElI MPH constitueix el principal tractament farmacologic per al TDAH en nens i adolescents.
No obstant aix0, existeix una considerable variabilitat interindividual en la resposta clinica.
Per aquest motiu, es porta a terme un GWAS sobre I’eficacia del MPH en una mostra de cent
setanta-tres pacients pediatrics amb el trastorn. Malgrat que cap variant assoli el llindar de
significacio genomica (P<5e-08), es detecta un enriquiment significatiu en candidats
previament estudiats en relacio al TDAH o a la resposta terapéutica entre el conjunt de gens
que contenien SNP nominalment associats al tractament farmacologic (P<0,05). A
continuacid, els SNP nominals es prioritzaren en base a evidéncies sobre 1’anotaci6 funcional
i I’analisi de cis-eQTL en cervell huma, i s’identificaren trenta-tres SNP relacionats amb els
nivells d’expressio de trenta-dos gens diferents (referits com a eSNP i eGens,
respectivament). L’analisi d’enriquiment de vies biologiques revela una sobrerepresentacio
de gens involucrats en el desenvolupament i funcié del sistema nervids entre els eGens.
Altres categories relacionades amb malalties neurologiques i psiquiatriques, com el déficit
d’aprenentatge, o amb la conducta, com el comportament hiperactiu, també es trobaren
significativament enriquides. Finalment, I’associaci6 entre la resposta clinica i els trenta-tres
eSNP identificats es meta-analitza al llarg de la mostra d’estudi i d’una cohort independent
de cent vuitanta-nou pacients adults amb TDAH, fet que evidencia quinze senyals
suggestius. Aixi doncs, els resultats obtinguts a través d’aquesta estratégia integradora
contribueixen a ampliar el coneixement sobre els mecanismes moleculars implicats en els

efectes del tractament amb MPH i suggereixen candidats prometedors per a estudis futurs.
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Methylphenidate (MPH) is the most frequently used pharmacological treatment in children with
attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD). However, a considerable interindividual variability
exists in clinical outcome. Thus, we performed a genome-wide association study of MPH efficacy in
173 ADHD paediatric patients. Although no variant reached genome-wide significance, the set of
genes containing single-nucleotide polymorphisms (SNPs) nominally associated with MPH response
(P < 0.05) was significantly enriched for candidates previously studied in ADHD or treatment outcome.

. We prioritised the nominally significant SNPs by functional annotation and expression quantitative

* traitloci (eQTL) analysis in human brain, and we identified 33 SNPs tagging cis-eQTL in 32 different

. loci (referred to as eSNPs and eGenes, respectively). Pathway enrichment analyses revealed an
over-representation of genes involved in nervous system development and function among the
eGenes. Categories related to neurological diseases, psychological disorders and behaviour were also
significantly enriched. We subsequently meta-analysed the association with clinical outcome for the
33 eSNPs across the discovery sample and an independent cohort of 189 ADHD adult patients (target
sample) and we detected 15 suggestive signals. Following this comprehensive strategy, our results
provide a better understanding of the molecular mechanisms implicated in MPH treatment effects and
suggest promising candidates that may encourage future studies.

Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is a neurodevelopmental disorder characterised by per-
sistent and age-inappropriate symptoms of inattention, hyperactivity and/or impulsivity!, which significantly
impacts on academic, social, emotional and psychological functioning. With a worldwide prevalence rang-
ing from 5.3 to 7.1% in school-age children and adolescents?, ADHD is one of the most common childhood
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psychiatric conditions and causes high costs to the healthcare system and society®*. Although its aetiology is
largely unknown, several family, twin and adoption studies reported heritability estimates around 76%?>, suggest-
ing a strong genetic component in the pathogenesis of the disorder.

Among the wide variety of pharmacological options available in ADHD treatment, methylphenidate (MPH)
is the first-line choice in paediatric patients, given its proved general efficacy in reducing ADHD symptoms and
improving neuropsychological performance on executive functions®’. However, a considerable interindivid-
ual variability exists in clinical outcome, optimal dosage and duration of effect®’, which may reflect underlying
genetic influences.

Most of the pharmacogenetic studies conducted so far in ADHD patients have focused on genes related to the
catecholamine neurotransmission, with SLC6A3 and DRD4 being the most extensively investigated, since MPH
is thought to exert its therapeutic effects through the inhibition of the dopamine and the norepinephrine trans-
porters!?. Based on this putative mechanism of action, additional genes such as DRD2, DRD5, COMT, SLC6A2,
ADRA2A, TPH2, SLC6A4, HTR1B, HTR2A and MAOA!! have been considered plausible candidates that may
influence medication response. Nevertheless, a recent review on ADHD pharmacogenetics in childhood reported
no consistent effects for dopaminergic and serotoninergic signaling, and suggested neurodevelopmental genes as
new promising targets'2.

Given that candidate gene-based investigations have not reached many compelling results, genome-wide
association studies (GWAS) may represent an alternative, hypothesis-free approach to unravel the molecular
mechanisms implicated in MPH treatment. To date, only one prior GWAS evaluated the efficacy of a MPH trans-
dermal system in 187 children with ADHD". Although no genome-wide significant associations were found, the
metabotropic glutamate receptor 7 (GRM?7) and two SNPs within the SLC6A2 gene showed potential involvement
in MPH response. Using that sample, Mick ef al.'* conducted a secondary GWAS of changes in blood pressure
after MPH therapy and detected nominal evidence for genes functionally related to blood pressure regulation
and other cardiovascular phenotypes, including a SNP in a K*-dependent Nat/Ca?" exchanger (SLC24A3).
Furthermore, despite the fact that GWAS have been useful to identify genetic risk loci for multiple complex
conditions, yet the functional effects of the trait-associated variants and the underlying pathological mechanisms
remain mainly elusive.

Based on the absence of clear conclusions regarding MPH response raised by previous genetic studies, we
undertook a GWAS of MPH efficacy in 173 ADHD paediatric patients and, for the first time to our knowledge, we
integrated data from functional annotation, expression quantitative trait loci (eQTL) and enrichment analyses to
characterise the biological pathways associated with treatment response. Additionally, we performed a polygenic
risk score analysis and a meta-analysis across the study sample and an independent population of 189 ADHD
adult patients.

Materials and Methods

Discovery population. The study sample included 173 ADHD paediatric patients for whom MPH was pre-
scribed. Subjects were required to satisfy full DSM-1V criteria for ADHD, be under 18 years of age, Spanish of
Caucasian origin and have never received MPH treatment. Patients with an IQ below 70 or having pervasive
developmental disorders were not eligible for the investigation. Additional exclusion criteria included schizo-
phrenia or other psychotic disorders; adoption; sexual or physical abuse; birth weight <1.5kg; any significant
neurological or systemic disease that might explain ADHD symptoms; and clinical contra-indication to MPH.
Comorbid oppositional defiant disorder, conduct disorder, depression and anxiety disorders were allowed unless
determined to be the primary cause of ADHD symptomatology. The study was approved by the Ethics Committee
of the Hospital Universitari Vall d'Hebron and all methods were performed in accordance with the relevant
guidelines and regulations. Written informed consent was obtained from parents/caregivers.

Clinical assessment. Diagnoses of ADHD and comorbidities were established by child psychiatrists blind to
patients’ genotypes through the Present and Lifetime version of the Kiddie Schedule for Affective Disorders and
Schizophrenia for School-Age Children (K-SADS-PL). Furthermore, families were interviewed with the Clinical
Global Impression-Severity scale (CGI-S). Additional information on clinical assessment is available elsewhere'®.

Pharmacological intervention. Patients were treated according to the program’s recommendations of
initiating treatment with MPH at low to moderate dose and titrating to higher doses until no further clinical
improvement or limiting adverse effects were observed. The mean daily dose of MPH prescribed was 1.06 mg/kg
(SD=0.28). Risperidone was the most frequent concomitant drug.

Treatment outcome. We considered the Clinical Global Impression-Improvement scale (CGI-I)'¢, which
ranges from 1 (‘very much improved’) to 7 (‘very much worse’), as the primary outcome measure of treatment
success. Those patients rated with a CGI-I score of two points or less after eight weeks of treatment were consid-
ered as responders, while the remaining were classified as non-responders.

Genome-wide association study. Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukocytes by a
salting out procedure’’. A total of 173 samples were genotyped on the Infinium PsychArray-24 BeadChip plat-
form (Illumina, San Diego, CA, USA), which covers 588,628 markers, and processed at the Stanley Center for
Psychiatric Research, Broad Institute of MIT and Harvard (Cambridge, MA, USA). Pre-imputation quality con-
trol and principal components analysis were implemented following the QC and PCA modules from the Ricopili
with the default settings (https://sites.google.com/a/broadinstitute.org/ricopili/). Genotype imputation was per-
formed with the pre-phasing and imputation strategy using the EUR population of the 1,000 Genomes Project
Phase 1 dataset as the reference panel (http://www.1000genomes.org/). We assured the accuracy of the imputation
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data by filtering best-guess genotypes for an info score <0.3. This resulted in a total of 11,051,824 markers eligible
for association tests.

Before GWAS analysis, further quality control measures were applied using the PLINK software'®. Individuals
exhibiting high rates of genotype missingness (>98%) were removed, as well as SNPs with low call rate (<0.99),
MAF < 0.01 or failing Hardy-Weinberg equilibrium test (P < 1e-06).

Finally, 173 subjects and 3,566,199 variants were tested for association with MPH response through logistic
regression under an additive model, which included those clinical variables (i.e., CGI-S baseline scores) and prin-
cipal components (i.e., PC6) significantly associated with clinical outcome (P <0.05) as covariates.

Identification of candidate causal SNPs. Among the SNPs showing nominal association with treatment
outcome (P < 0.05), we used the genome pipeline of SNPinfo (http://snpinfo.niehs.nih.gov/)" to prioritise those
that were more likely to affect protein sequence, transcriptional regulation, mRNA splicing or miRNA binding
based on functional annotation. GenomePipe parameter values included: GWAS population = CEU; study pop-
ulation = CEU; flanking region = 200,000 bp; GWAS P-value < 0.05; LD threshold = 0.8; and MAF = 0.01 for all
prediction methods. Additionally, we combined both the predicted conserved transcription factor-binding sites
(TFBS) with the regulatory potential score (RP Score; available at http://genome.ucsc.edu) to improve predictions
as suggested in several studies?*-2%.

Cis-expression quantitative trait loci analysis. Cis-eQTL analysis was conducted on 193 neuropatho-
logically normal cortical samples of adult humans from Myers et al.”*. Expression-genotype pairs were extracted
after extending the genotyped data by imputation as previously described, and considering a 10kb window
around the untranslated regions. Rank-invariant normalised expression levels were log,, transformed and tran-
scripts detected in less than 75% of the samples were discarded from the study. Association tests were performed
under a linear model with the MatrixEQTL R Package®, including gender, age at death, cortical region, day of
expression hybridisation, institute source of sample, post-mortem interval and transcripts detected rate in each
sample as covariates.

Functional and pathway enrichment analysis. The biological functions and pathways related to genes
containing at least one SNP nominally associated with both MPH response and human cortical expression levels
(referred to as eSNPs) were assessed through the Ingenuity Pathway Analysis software (IPA) (Ingenuity Systems,
Redwood City, CA, USA; www.ingenuity.com). IPA was also used to test for over-representation of genes previ-
ously studied in either ADHD or treatment outcome. Candidate genes for ADHD or MPH response were selected
based on the gene list provided by the ADHDgene database (http://adhd.psych.ac.cn/index.do)* and a compre-
hensive search for published reviews of ADHD genetic and pharmacogenetic studies'""'>2°-31, Thus, a total of
436 genes were considered (Supplementary Table S1). Fisher’s exact tests, with a Benjamini-Hochberg-adjusted
P-value (P y;) < 0.05 as significance threshold, were applied in all analyses. To achieve meaningful statistics and
interpretation of the results, we restricted the enrichment analysis to those annotation terms that included >2
genes of our dataset.

Polygenic risk score analysis. We generated polygenic risk scores (PRS) based on the results of the present
GWAS using the Polygenic Risk Score software (PRSice)*. A logistic regression model was applied to test whether
PRS at multiple stepwise P-value thresholds (i.e., P < le-04, Py < 1e-03, P+ < 0.05, P+ < 0.1, P; < 0.2, P; < 0.3,
P+ < 0.4, and P < 0.5) predicted treatment outcome in an independent sample of patients with ADHD (target
population). The target population comprised 189 Brazilian adults from the Adult ADHD Outpatient Clinic
of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, who underwent immediate-release MPH treatment. Diagnoses of
ADHD and comorbidities, as well as inclusion/exclusion criteria, were achieved as previously described*. The
outcome measures of MPH treatment were the CGI-S scale, applied before medication and at least four weeks
after its beginning, and the CGI-I scale. Drug response was defined following the criteria used in the discovery
sample. Similarly, samples were genotyped and imputed using the same platform, imputation protocol and refer-
ence panel. The resulting dataset consisted of 7,304,149 SNPs with an info score >0.6, a genotype call probability
>0.8 and a missing rate <0.02.

Potential confounders were included as covariates in the PRS model if they were associated with MPH
response (P <0.05) in the target sample (i.e., CGI-S baseline scores, use of concomitant medication and pres-
ence of phobia as comorbid condition), as well as the 10 first principal components to control for population
stratification.

Meta-analysis. The eSNPs nominally associated with MPH response in the discovery sample were
meta-analysed across the discovery and the target population used in the PRS analysis by the inverse-variance
weighted method. The threshold for significance was set at P < 1.52e-03 under the more conservative Bonferroni
correction, taking into account 33 SNPs.

Data availability. The datasets generated and/or analysed during the current study are not publicly available
due to ethics constraints but are available from the corresponding author on reasonable request.

Results

Genome-wide association study in the discovery population. Subjects were predominantly male
(84.4%), with an average age at assessment of 9.59 (SD =2.91) years (range 5-17). One hundred and thirty-one
participants (75.7%) met DSM-IV criteria for ADHD-combined subtype, 37 (21.4%) had ADHD-inattentive
subtype and 5 (2.9%) were diagnosed with ADHD-hyperactive-impulsive subtype. Comorbid disorders were
present in a modest number of patients (22.5%), the main ones being disabilities in reading and writing (12.7%),
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oppositional defiant disorder (5.8%) and tic disorders (1.7%). One hundred and forty-one subjects (81.5%)
responded favourably to treatment according to the CGI-I scale, while 32 (18.5%) failed to show a clinical
response to MPH. Responders and non-responders were comparable with regard to age, sex, ADHD subtype,
comorbidity, use of concomitant medication, MPH dose and drug formulation (P >0.05). There were signif-
icant differences, however, in the severity of symptoms as assessed by the CGI-S scale (P < 1e-03), with chil-
dren resistant to MPH scoring higher at the baseline evaluation than children showing clinical improvement
(Supplementary Table S2).

No variant reached genome-wide significance (P < 5e-08). However, the set of 4,709 genes containing SNPs
nominally associated with MPH response (P < 0.05; Supplementary Table S3) was significantly enriched for can-
didates previously studied in ADHD or treatment outcome, with 199 out of 436 being present in this category
(ratio =0.46; Py ;= 1.56e-31).

Identification of candidate causal SNPs and cis-expression quantitative trait loci analy-
sis. Considering these results, we prioritised the SNPs with P-values below 0.05 based on functional annotation
and eQTL analysis rather than focusing on the top significant hits. Eight hundred and ninety-six independ-
ent markers were selected as candidate causal variants by functional annotation (Supplementary Table S4) and
were subjected to further cis-eQTL analysis on a pre-existing dataset of 193 neuropathologically normal human
cortical samples®. After imputation and quality control, a total of 284 variants and 300 genes with detectable
expression levels in at least 75% of the samples were available for 146 individuals. Of these, we identified 33
SNPs tagging cis-eQTL in 32 different loci (referred to as eGenes), with eight SNP-gene pairs surpassing the 0.05
false discovery rate (FDR) threshold: rs12302749-SPSB2, Pypg = 1.13e-05; rs1061115-PYROXD2, Pypp = 2.17e-04;
152071421-ARSA, Prpg = 7.26e-04; rs11553441-RRP7A, Pypg = 7.26e-04; 154902333-CHURCI, Pppg = 7.26¢-04;
1517279558-GGH, Pypg =0.013; 159901673-SENP3, Pype = 0.023; and rs17685420- PEBP4, Py = 0.041 (Table 1).

Functional and pathway enrichment analysis. The set of 32 eGenes included three candidates pre-
viously investigated in ADHD, namely ALDHILI**, CDH23% and CMTM8* (ratio=0.007; Py ;; =0.023), and
showed over-representation of genes implicated in abnormal morphology of molecular layer of cerebellum
(Pg.y=0.012), abnormal morphology of white matter (P ; =0.012), morphology of axons (Py ; =0.012), mor-
phology and length of neurites (P ;;=0.012 and Py ;; = 0.021, respectively), coordination (Py_ ;= 0.022), and
formation of hippocampus (Pg ;= 0.033). Interestingly, categories related to neurological diseases, psychological
disorders and behaviour were also significantly enriched, including learning deficit (P ;= 0.012), hyperactive
behaviour (P 3 =0.015) and spatial learning (P ;=0.018) (Table 2).

Polygenic risk score analysis and meta-analysis using the target population. Finally, in order to
assess the predictive value of our findings we first computed PRS derived from the present GWAS in an independ-
ent sample of ADHD adult patients for whom data on response to MPH were available. The demographic and
clinical characteristics of the target population according to the response status are presented in Supplementary
Table S5. Briefly, 85.2% of subjects (n=161) were classified as responders, while 14.8% (n = 28) exhibited a
reduced or lack of improvement. Responders and non-responders significantly differed with regard to CGI-S
baseline scores, use of concomitant medication and presence of phobia as comorbid condition, and thus these
additional risk factors were entered as covariates in the PRS model, as well as the 10 first principal components
to control for population stratification. Since we did not detect significant results at any of the predefined P-value
thresholds, we subsequently focused on the 33 eSNPs nominally associated with treatment outcome in the discov-
ery sample and we increased statistical power by performing a meta-analysis across the discovery and the target
population. Sixteen suggestive signals were identified (Table 3). Among them, 15 revealed the same direction of
effect, with rs17685420 in the PEBP4 gene being significant after Bonferroni correction (OR=3.07 (1.76-5.35),
P =7.90e-05), followed by additional compelling markers such as rs2071421 within ARSA (OR=2.63 (1.29-
5.37), P=7.71e-03), rs2886059 in ALDHILI (OR=2.30 (1.14-4.66), P =0.020), and rs17712523 in CDH23
(OR=2.13 (1.07-4.24), P=0.031).

Discussion

To our knowledge, this is the first study investigating the genetic basis of MPH response from an integrative
perspective that combines GWAS data, functional annotation, eQTL in relevant tissues to ADHD and pathway
enrichment analyses. Our results highlight genes related to nervous system development and function, neuro-
logical diseases and psychological disorders. Thus, this comprehensive strategy provides a better understanding
of the molecular mechanisms implicated in MPH treatment effects and suggests promising candidates that may
contribute to clinical outcome.

In our attempt to improve earlier genetic studies by bridging the gap between genotype and phenotype, we
prioritised the nominally significant SNPs based on functional annotation and cis-eQTL analysis in human brain,
and we identified three candidates previously investigated in ADHD: ALDH1L1**, CDH23%* and CMTM&*. Of
these, CMTMS8 showed overlapping association between adult ADHD and bipolar disorder®®, and ALDHILI,
which yielded suggestive results in the present meta-analysis of MPH response, has been related to other neu-
ropsychiatric conditions such as major depressive disorder or schizophrenia®-**. In addition, the ALDHILI
locus was found among the top hits of a GWAS conducted on children and adolescents with ADHD?** and
contains non-synonymous rare variants identified through whole-exome sequencing in an ADHD nuclear
family®. Similarly, CDH23 harbours one of the top SNPs from a pooling-based GWA of adult ADHD* and
reached nominal significance in our meta-analysis. CDH23 is a member of the cadherin superfamily that medi-
ates calcium-dependent cell-cell adhesion. The activity of cadherins depends on their anchorage to the neuronal
cytoskeleton through proteins termed catenins (e.g., CTNNA2), which in turn activate KALRN, a key regulator
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Risk GWAS eQTL eQTL adjusted

Gene Chr* | Start base® Stop base® SNP SNP base? allele OR (95% CI) P-value Beta P-value P-value (FDR)®
SPSB2 12 6870935 6873357 rs12302749 6867132 T 2.31(1.22-4.39) 0.011 0.115 3.34e-08 1.13e-05
PYROXD2 10 98383565 98415221 rs1061115 98417292 G 2.23(1.13-4.41) 0.021 —0.088 1.28e-06 2.17e-04
ARSA 22 50622754 50628173 rs2071421 50625988 T 2.56 (1.06-6.22) 0.037 0.104 8.26e-06 7.26e-04
RRP7A 22 42508335 42519823 rs11553441 42516091 C 3.13 (1.15-8.54) 0.026 0.177 1.04e-05 7.26e-04
CHURC1 14 64914361 64935368 1rs4902333 64909368 T 2.37(1.24-4.51) 8.73e-03 0.116 1.07e-05 7.26e-04
GGH 8 63015079 63039051 rs17279558 63015187 C 3.61(1.12-11.7) 0.032 0.130 2.38e-04 0.013
SENP3 17 7561992 7571969 rs9901673 7580783 A 3.95(1.79-8.71) 6.53e-04 0.052 4.66e-04 0.023
PEBP4 8 22713251 22941095 rs17685420 22927888 T 2.87 (1.38-5.94) 4.62e-03 —0.073 9.72e-04 0.041
STRBP 9 123109494 123268576 159032 123104493 C 2.28 (1.07-4.85) 0.033 0.071 2.15e-03 0.081
ETFDH 4 158672101 158708713 rs11559290 158680524 C 2.08 (1.01-4.28) 0.048 —0.048 2.57e-03 0.087
CORO7 16 4354542 4416961 rs3810818 4382028 A 2.10(1.13-3.94) 0.020 —0.053 3.17e-03 0.098
FXR2 17 7591230 7614897 rs9901675 7581494 A 4.12 (1.32-12.9) 0.015 0.130 3.84e-03 0.107
NFIB 9 14081843 14398983 rs7858 14087770 C 2.89(1.02-8.19) 0.045 —0.055 4.12e-03 0.107
ALDHILI1 3 126103561 126181526 rs2886059 126146923 C 2.73(1.04-7.14) 0.041 —0.078 5.31e-03 0.129
OPCML 11 132403361 133532983 15751655 132623600 C 3.08 (1.18-8.02) 0.022 —0.063 7.43e-03 0.158
PURA 5 140114123 140119416 rs2013169 140118020 T 3.32(1.23-9.01) 0.018 0.071 7.45e-03 0.158
ZDHHC7 16 84974460 85011732 1rs3210967 84975857 C 2.09(1.11-3.94) 0.023 0.056 8.03e-03 0.160
WRB 21 39380287 39397889 1s3761372 39371919 T 3.38(1.39-8.22) 7.36e-03 0.071 8.54e-03 0.161
FARP2 2 241356249 241494842 1s757978 241431686 C 5.18 (1.19-22.6) 0.029 0.062 0.010 0.181
SENP3 17 7561992 7571969 rs11552708 7559238 A 3.81(1.50-9.72) 5.05e-03 0.041 0.011 0.189
ZNF565 19 36182060 36215084 rs4805162 36183403 G 2.24(1.19-4.22) 0.012 0.034 0.016 0.255
ESYT2 7 158730998 158829628 rs1061735 158733764 G 291 (1.10-7.67) 0.031 0.030 0.017 0.255
HTT 4 3074510 3243960 1$362272 3233253 G 2.40 (1.06-5.42) 0.035 —0.033 0.019 0.276
CMTM8 3 32238679 32370325 1s4627790 32259860 C 1.98 (1.07-3.68) 0.030 0.054 0.021 0.298
ZNF134 19 57614219 57624717 rs10413455 57620255 A 5.75(1.35-24.4) 0.018 0.061 0.024 0.323
PDIA2 16 283118 287209 rs1048786 286916 C 3.55(1.19-10.6) 0.023 —0.087 0.027 0.345
PIGM 1 160027672 160031993 rs12409352 160030645 A 2.67 (1.00-7.12) 0.049 0.029 0.032 0.395
TRIB3 20 380629 397559 152295490 388261 G 2.06 (1.06-4.00) 0.033 0.092 0.034 0.406
ZNF211 19 57633167 57644046 rs10420097 57633193 G 7.29 (1.82-29.3) 5.18e-03 0.084 0.038 0.439
ARHGAPI2 10 31805398 31928876 1s2799018 31913141 T 1.89 (1.00-3.56) 0.049 —0.036 0.039 0.446
ARHGEF28 5 73626158 73941993 18929740 73621913 G 2.52(1.31-4.84) 5.40e-03 —0.037 0.042 0.453
CDH23 10 71396934 71815947 rs17712523 71777857 G 2.61 (1.05-6.48) 0.039 —0.073 0.045 0.475
ELP5 17 7252053 7259940 184562 7260420 A 2.22(1.24-3.95) 6.95e-03 —0.031 0.048 0.497

Table 1. Cis-associated gene-SNP pairs with a nominal significant effect on methylphenidate response in the
GWAS analysis. Note: SNP, single-nucleotide polymorphism; GWAS, genome-wide association study; Chr,
gene chromosomal location; OR, odds ratio; CI, confidence interval; eQTL, expression quantitative trait loci.
abedA]l relative to the human reference genome GRCh38 (NCBI Build 38). Significance threshold for the False
Discovery Rate (FDR) correction at P < 0.05.

of dendritic spine development and synaptic plasticity underlying learning and memory*. This is of particular
interest since catenin-cadherin cell-adhesion complexes are important in cerebellar and hippocampal lamina-
tion*' and both CTNNA2 and KALRN have shown nominal associations with clinical outcome in our GWAS.
In this sense, Park et al.*' demonstrated that mice lacking the actin-binding domain of Ctnna2 (cdf-mutant
mice) exhibited abnormal morphology of cerebellum and hippocampus. Moreover, the cdf-mutant mice showed
an impaired control of the startle response and deficits in startle modulation have also been found in ADHD
patients’>**. Therefore, cell-adhesion molecules and regulators of synaptic plasticity may play a role in MPH
treatment effects, which is in agreement with data from genome-wide linkage and association studies pointing to
cadherin13 (CDH13) as one of the most consistent candidates implicated in ADHD pathophysiology. Specifically,
CDH13 was detected in three independent GWAS***>* and lies within the 16q22-16q24 region identified in a
meta-analysis of seven ADHD linkage scans®*. Furthermore, SNPs in this gene have been linked to defects in ver-
bal working memory and hyperactive/impulsive symptoms in subjects with ADHD**’, addiction vulnerability
and drug dependence (e.g., methamphetamine, alcohol, and nicotine)**.

Pathway enrichment analysis provided further evidence for neuroplastic changes in response to MPH treat-
ment, considering the over-representation of genes involved in morphology of neurons, neuroglia, white matter
and brain regions relevant to ADHD (e.g., cerebellum, cerebral cortex, and hippocampus) that we found among
eGenes associated with drug response. Our results are in accordance to a wealth of data from neuroimaging
studies showing that unmedicated ADHD patients present cortical thickness and reduced white matter volume
in several areas of the brain compared to healthy subjects, while medicated children do not differ from control
group®*-**. In addition to structural alterations, ADHD patients exhibit deficits in neural functioning, which may
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Nervous System Development and Function, Organ Morphology,

abnormal morphology of

Organismal Development molecular layer of cerebellum 0.012 ARSA, PURA

Nervous System Development and Function, Organ Morphology, abnprmal morphology of 0012 ARSA, PURA

Tissue Morphology white matter

Cellular Development, Embryonic Development, Organismal differel}tiation of neuronal 0.012 FXR2, HTT

Development progenitor cells

Developmental Disorder, Neurological Disease learning deficit 0.012 ARSA,HTT

Cell Morphology, Nervous System Development and Function,

Organ Morphology, Organismal Development, Tissue Morphology morphology of granule cells | 0.012 HTT, NFIB

Cell Morphology, Haematological System Development and . .

Function, Nervous System Development and Function morphology of microglia 0.012 ARSA, HTT

Neurological Disease gait disturbance 0.012 ARSA, HTT, PURA

Cgll Morphology, Nervous System Development and Function, morphology of axons 0.012 ARSA, HTT, PURA

Tissue Morphology

Cell Morphology, Nervous System Development and Function morphology of neuroglia 0.012 ARSA, HTT, NFIB

gell Morphology, Nervous System Development and Function, morphology of brain cells 0012 ARSA, HTT, NFIB, PURA
rgan Morphology, Organismal Development

Cell Morphology, Nervous System Development and Function, . ARSA, FARP2, HTT,

Tissue Morphology morphology of neurites 0.012 PURA

Cell Morphology, Nervous System Development and Function, hol ¢ 0.012 ARSA, CDH23, FARP2,

Tissue Morphology morphology of neurons " HTT, NFIB, PURA

Neurological Disease late-onset encephalopathy 0.014 ARSA,HTT

Psychological Disorders hyperactive behaviour 0.015 ARSA, FXR2, HTT

Neurological Disease tremor 0.015 ARSA, HTT, PURA

gervogs System Development and Function, Organ Morphology, abnormal morphology of 0.015 NFIB, PURA
rganismal Development dentate gyrus

Cell Morphology, Nervous System Development and Function, abnormal morphology of 0015 ARSA. PURA

Organ Morphology, Organismal Development, Tissue Morphology | Purkinje cells i >

Cell Death and Survival, Cellular Compromise, Neurological neurodegeneration of 0015 ARSA. HTT

Disease, Organismal Injury and Abnormalities, Tissue Morphology | Purkinje cells : >

Nervous System Development and Function, Organ Morphology, abnormal morphology of 0.015 ARSA, HTT, NFIB

Organismal Development telencephalon

Behaviour spatial learning 0.018 ARSA, FXR2, HTT

Nervous System Development and Function, Organ Morphology, mass of brain 0.019 HTT, PURA

Organismal Development

Cell Morphology, Cellular Function and Maintenance, Nervous .

System Development and Function, Tissue Morphology length of neurites 0.021 FARP2, HTT

Organismal Injury and Abnormalities abnormality of head 0.022 HTT, NFIB

Nervous System Development and Function coordination 0.022 ARSA, FXR2, HTT

Cellular Development differentiation of stem cells 0.022 FXR2, HTT, NFIB

aD:&ri%Er;;r:Siltiissorder, Neurological Disease, Organismal Injury cerebral dysgenesis 0.022 NFIB, PURA

Nervm}s System Development and Function, Organ Morphology, morphology of cerebral 0.023 HTT, NFIB, PURA

Organismal Development cortex

Organismal Development size of head 0.024 HTT, NFIB, PURA

Neurological Disease, Organismal Injury and Abnormalities astrocytosis 0.025 ARSA,HTT

C.ell Death and Survival, Cellular Compromise, Neurological neurodegeneration of axons | 0.026 ARSA, HTT

Disease, Tissue Morphology

Cellular G}'owth and Proliferation, Nervous System Development proliferation of brain cells 0.030 HTT, PURA

and Function, Organ Development

Nervous System Development and Function, Organ Morphology, abnf)rmal morphology of 0.030 ARSA, HTT, NEIB, PURA

Organismal Development brain

EDr:‘z};(;I;izrll)‘evelopment, Organismal Development, Tissue mesoderm development 0.032 CHURCIL, HTT

Embryonic Development, Nervous System Development and

Function, Organ Development, Organismal Development, Tissue formation of hippocampus 0.033 HTT, NFIB

Development

Nervous System Development and Function, Organ Morphology, quantity of brain cells 0.042 HTT, PURA

Tissue Morphology

Nervous System Development and Function sensation 0.047 CDH23, FXR2, HTT

Table 2. Significantly enriched biological functions and diseases identified by Ingenuity Pathway Analysis
within the eGenes associated with methylphenidate response. Note: eGenes, genes whose expression levels are
associated with at least one genetic variant. *Significance threshold for the Benjamini-Hochberg correction at

P <0.05.
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Risk SPAIN BRAZIL META-ANALYSIS
SNP Chr* | SNP base® allele OR (95% CI) P-value OR (95% CI) P-value OR (95% CI) P-value® Gene
1rs17685420 8 22927888 T 2.87 (1.38-5.94) 4.62e-03 3.38 (1.43-8.01) 5.71e-03 3.07 (1.76-5.35) 7.90e-05 PEBP4
1$3210967 16 84975857 C 2.09 (1.11-3.94) 0.023 2.25(1.02-4.94) 0.044 2.15(1.31-3.52) 2.40e-03 ZDHHC7
rs10413455 19 57620255 A 5.75 (1.35-24.4) 0.018 3.86 (0.63-23.7) 0.144 4.93 (1.59-15.3) 570e-03 | ZNF134
152071421 22 50625988 T 2.56 (1.06-6.22) 0.037 2.76 (0.84-9.15) 0.096 2.63 (1.29-5.37) 7.71e-03 ARSA
1512302749 12 6867132 T 2.31(1.22-4.39) 0.011 1.49 (0.72-3.10) 0.280 1.91 (1.18-3.09) 8.48e-03 SPSB2
rs10420097 19 57633193 G 7.29 (1.82-29.3) 5.18e-03 1.58 (0.14-17.7) 0.712 4.98 (1.49-16.6) 9.13e-03 ZNF211
rs3810818 16 4382028 A 2.10(1.13-3.94) 0.020 1.40 (0.62-3.16) 0.413 1.81(1.10-2.97) 0.019 CORO7
152886059 3 126146923 C 2.73(1.04-7.14) 0.041 1.89 (0.67-5.33) 0.230 2.30 (1.14-4.66) 0.020 ALDHIL1
159901675 17 7581494 A 4.12(1.32-12.9) 0.015 1.57 (0.33-7.46) 0.572 2.95 (1.18-7.39) 0.021 FXR2
154805162 19 36183403 G 2.24(1.19-4.22) 0.012 1.21 (0.59-2.50) 0.608 1.72 (1.07-2.76) 0.026 ZNF565
154562 17 7260420 A 2.22(1.24-3.95) 6.95e-03 1.05(0.51-2.15) 0.889 1.65 (1.05-2.59) 0.029 ELP5
1517712523 10 71777857 G 2.61 (1.05-6.48) 0.039 1.63 (0.57-4.66) 0.366 2.13 (1.07-4.24) 0.031 CDH23
152799018 10 31913141 T 1.89 (1.00-3.56) 0.049 1.40 (0.66-2.97) 0.375 1.67 (1.03-2.71) 0.038 ARHGAPI2
1512409352 1 160030645 A 2.67 (1.00-7.12) 0.049 1.63 (0.54-4.95) 0.387 2.15(1.03-4.49) 0.041 PIGM
rs4902333 14 64909368 T 2.37(1.24-4.51) 8.73e-03 0.94 (0.41-2.18) 0.893 1.68 (1.01-2.80) 0.046 CHURCI
1rs2295490 20 388261 G 2.06 (1.06-4.00) 0.033 1.22 (0.48-3.13) 0.678 1.73 (1.01-2.98) 0.048 TRIB3
154627790 3 32259860 C 1.98 (1.07-3.68) 0.030 1.13 (0.52-2.45) 0.761 1.59 (0.98-2.59) 0.060 CMTMS$
151048786 16 286916 C 3.55(1.19-10.6) 0.023 1.15(0.38-3.48) 0.805 2.03 (0.93-4.43) 0.074 PDIA2
159901673 17 7580783 A 3.95(1.79-8.71) 6.53e-04 0.21 (0.054-0.77) 0.019 1.82(0.92-3.59) 0.084 SENP3
rs751655 11 132623600 [} 3.08 (1.18-8.02) 0.022 0.99 (0.37-2.62) 0.986 1.76 (0.89-3.49) 0.104 OPCML
rs11559290 4 158680524 C 2.08 (1.01-4.28) 0.048 1.03 (0.39-2.74) 0.957 1.62 (0.90-2.90) 0.105 ETFDH
1s7858 9 14087770 C 2.89 (1.02-8.19) 0.045 1.12 (0.41-3.09) 0.820 1.78 (0.86-3.67) 0.119 NFIB
18929740 5 73621913 G 2.52(1.31-4.84) 5.40e-03 0.69 (0.34-1.41) 0.313 1.40 (0.87-2.27) 0.169 ARHGEF28
1s9032 9 123104493 C 2.28 (1.07-4.85) 0.033 0.71 (0.25-2.01) 0.515 1.52 (0.82-2.81) 0.179 STRBP
rs11552708 17 7559238 A 3.81 (1.50-9.72) 5.05e-03 0.11 (0.020-0.62) 0.012 1.70 (0.75-3.86) 0.207 SENP3
rs1061735 7 158733764 G 2.91 (1.10-7.67) 0.031 0.79 (0.32-1.98) 0.618 1.46 (0.75-2.84) 0.265 ESYT2
1511553441 22 42516091 C 3.13(1.15-8.54) 0.026 0.74 (0.29-1.90) 0.529 1.46 (0.73-2.90) 0.284 RRP7A
18362272 4 3233253 G 2.40 (1.06-5.42) 0.035 0.72(0.31-1.68) 0.451 1.34(0.75-2.41) 0.324 HTT
18757978 2 241431686 C 5.18 (1.19-22.6) 0.029 0.74 (0.22-2.42) 0.613 1.59 (0.63-4.01) 0.325 FARP2
1517279558 8 63015187 C 3.61(1.12-11.7) 0.032 0.37 (0.081-1.74) 0.210 1.56 (0.62-3.97) 0.348 GGH
1$3761372 21 39371919 T 3.38(1.39-8.22) 7.36e-03 0.65 (0.30-1.39) 0.268 1.31(0.73-2.33) 0.365 WRB
151061115 10 98417292 G 2.23(1.13-4.41) 0.021 0.58 (0.28-1.24) 0.161 1.22(0.74-2.02) 0.438 PYROXD2
152013169 5 140118020 T 3.32(1.23-9.01) 0.018 0.28 (0.11-0.73) 9.33e-03 0.92 (0.46-1.84) 0.813 PURA

Table 3. Meta-analysis of the eSSNPs nominally associated with methylphenidate response across the discovery
and the target population. Note: eSNP, single-nucleotide polymorphism associated with cortical expression
levels; Chr, gene chromosomal location; OR, odds ratio; CI, confidence interval. *°All relative to the human
reference genome GRCh38 (NCBI Build 38). Significance threshold for Bonferroni correction at P < 1.52e-03.

be normalised by MPH. In this sense, Rubia et al.>*-*® demonstrated that MPH restores the aberrant activation
and functional connectivity in attention, motivation and interference inhibition networks, as well as during error
processing, thus improving neuropsychological performance of subjects with ADHD.

It should also be noted that 15 out of the 32 eGenes included in the pathway enrichment analysis harboured
variants which provided preliminary evidence for an association with clinical outcome across the discovery and
an independent sample. Our top hit from the meta-analysis, rs17685420, is located in the phosphatidylethanola-
mine binding protein 4 (PEBP4), a member of an evolutionary conserved family of proteins with pivotal biologi-
cal functions such as cell proliferation and survival, stimulation of acetylcholine synthesis and inhibition of serine
proteases®’. Given that serine proteases are implicated in many processes during development and tissue home-
ostasis (e.g., neuronal outgrowth, cell migration, and cell death), disturbances in their activity on the nervous
system have been proposed as a possible pathological mechanism for neurological disorders®. Indeed, Hohman
et al.®® identified a gene-gene interaction involving PEBP4 associated with late onset Alzheimer’s disease (AD)
across 13 independent datasets, and decreased expression levels have been found in hippocampus of both AD
patients and mouse models for another phosphatidylethanolamine binding protein, the PEBP1¢-2, which has
also shown alterations after methamphetamine and morphine administration®***. Additional compelling results
were detected for ARSA, SPSB2, CORO7 and PIGM. The ARSA gene encodes the arylsulfatase A, whose deficiency
is characterised by decline in school performance, emergence of behavioural problems and neurologic symptoms,
such as cerebellar ataxia, among others®>. SPSB2 has been associated with borderline personality disorder in a
genome-wide methylation analysis®® and CORO7, which has shown to be important in brain development®,
was identified as a novel candidate gene for emotionality by comparing the expression profile of two mouse lines
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with either high or low anxiety-related behaviour®. Finally, mutations in the PIGM gene, which encodes a pro-
tein involved in the synthesis of the glycosylphosphatidylinositol anchor, have been reported in individuals with
severe neurological features, including seizures, muscular hypotonia and intellectual disability®.

Another interesting finding arising from our research is the significant enrichment for candidates previ-
ously related to ADHD or MPH response detected among the set of genes nominally associated with treatment
outcome. It is worth mentioning that four of these candidates, namely CTNNA2 (rs79067553, P = 3.51e-05),
PARD3B (rs62172701, P =3.28e-04), LRP1B (rs410870, P =4.00e-04) and GRM?7 (rs17047590, P = 6.36e-04),
were significant at P < 1e-03 in the present GWAS analysis. In particular, the metabotropic glutamate receptor 7
(GRM?7), which is widely expressed in brain regions relevant to ADHD such as the cerebral cortex, the hippocam-
pus and the cerebellum®"”® and has been associated with the disorder”'-73, was also found among the top hits in a
prior GWAS of MPH efficacy'?, thus supporting the role of the glutaminergic system as a moderator of treatment
outcome.

The main strengths of our design include the coverage of a considerably higher number of genetic variants in
comparison with the study from Mick et al."* (319,722 vs 3,566,199 markers), the use of an integrative approach
that combines GWAS data with bioinformatic methods, and the follow up of our top signals in an independent
cohort, which did increase the association of a number of markers located in loci with biologically plausible func-
tions (PEBP4, ARSA, and SPSB2). Nevertheless, some limitations should also be considered when interpreting
these results. Given the limited sample size, the present study might not be sufficiently powered to detect indi-
vidual variants of modest effects and we did not identify any loci reaching the genome-wide threshold. This con-
straint, however, is heavily conditioned on the difficulty to find the required phenotype as shown by the sample
size of the studies included in the last meta-analysis of candidate gene-based investigations on MPH response’*.
The small dimension of our paediatric sample could also explain the lack of significance of the PRS derived from
the GWAS results in an independent population of ADHD adult patients. Alternatively, this discrepancy may be
attributed to differences in the genetic background and the clinical heterogeneity (e.g., comorbidities, frequency
of clinical subtypes, and sex ratio) of ADHD among children and adults, as suggested by most of the pharmaco-
genetic studies conducted in adult samples, which failed to replicate variants previously identified in children and
adolescents”. Additional methodological aspects or distinct environmental influences between the discovery and
the target population may also be responsible for the absence of association.

In conclusion, despite not reaching any genome-wide significant association, our results are consistent with
previous findings and highlight genes related to morphological abnormalities in brain regions important for
motor control, attention and memory, thus supporting the use of bioinformatic and biological evidence as a com-
plement to GWAS data to disentangle the genetic basis of MPH response.
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Discussio

1. PRINCIPALS RESULTATS I DISCUSSIO GENERAL

La present tesi doctoral s’ha centrat, per una banda, en I’estudi dels processos etiologics
implicats en el TDAH i, per I’altra, en la identificacio de marcadors genétics de la resposta

i la tolerabilitat al principal farmac utilitzat per al tractament del trastorn, el MPH.

Els resultats derivats del primer estudi suggereixen una associacié entre el TDAH i el
receptor dopaminergic D4. A més, palesen la influéncia dels esdeveniments vitals adversos
en la gravetat de la simptomatologia, tant de forma aillada com en interaccié amb els
genotips de DRDA4.

L’estudi 2 estén la contribucid del sistema dopaminergic als efectes terapeutics del MPH i

assenyala, novament, I’existéncia d’interrelacions entre els factors genétics i ambientals.

Finalment, el darrer estudi farmacogenétic proporciona evidencies preliminars sobre la
participacié de gens relacionats amb el desenvolupament i funcié del sistema nervids, les
malalties neurologiques i els trastorns psicologics, a través d’una estratégia integradora que

combina resultats de GWAS amb dades biologiques i bioinformatiques.

Els resultats obtinguts en els diferents estudis que conformen la tesi doctoral es discuteixen

detalladament a continuacio.

1.1. Bases genétiques del TDAH i de la resposta farmacologica al MPH

L’actual treball ha contribuit a establir els mecanismes moleculars subjacents al TDAH i la
resposta farmacologica al MPH a través de la identificacio de loci genétics implicats en el

sistema dopaminérgic i el neurodesenvolupament.

1.1.1. Implicacio del sistema dopaminergic

L’estudi 1 de la present tesi doctoral revela la contribucié de DRD4 en el TDAH, un gen
altament expressat en regions cerebrals involucrades en D’atencid, la memoria, el
processament del llenguatge i la inhibicié (Noain et al., 2006). En concret, la variant 7R,
identificada com a factor de risc, ha estat associada consistentment amb el trastorn, tant en
individus infantils com adults, a través de diverses meta-analisis (Faraone, Doyle, Mick i
Biederman, 2001; Gizer et al., 2009; Li, Sham, Owen i He, 2006; Nikolaidis i Gray, 2010).
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Bases genétiques del TDAH i de la resposta farmacologica al MPH

A part dels resultats derivats de la recerca genética, la implicacio del sistema dopaminergic
en la fisiopatologia del TDAH recolza en multiples evidéncies provinents de models animals,
estudis farmacologics i de neuroimatge (Genro et al., 2010). Aixi, per exemple, les
investigacions en rosegadors han demostrat que 1’administracidé neonatal de 6-
hidroxidopamina indueix un descens en els nivells de dopamina, fet que es tradueix en
comportaments hiperactius, deficits de memoria i d’aprenentatge (Archer et al., 1988). De
forma similar, altres models animals caracteritzats per presentar una funcié dopaminergica
disminuida, com la rata SHR (de I’angl¢s spontaneously hypertensive rat) o el ratoli mutant
coloboma, també exhibeixen hiperactivitat, impulsivitat i/o dificultats per mantenir I’atencid
(Hess, Jinnah, Kozak i Wilson, 1992; Leo et al., 2003; Raber et al., 1997; Russell, 2000;
Sagvolden, 2000).

Per altra banda, els estudis de neuroimatge estructural realitzats en pacients amb TDAH
evidencien alteracions morfologiques en arees frontoestriatals i regions com I’hipocamp, el
cerebel, els ganglis basals o I’amigdala, encarregades, entre d’altres, de 1’atencio,
planificacio, organitzacié, memoria i control de les emocions i els moviments (Cortese,
2012; Hoogman et al., 2017; Kasparek, Theiner i Filova, 2015). Tenint en compte que es
tracta de regions riques en dopamina, aquestes observacions reforcen la teoria que atribueix
els simptomes del TDAH a un déficit del neurotransmissor en arees especifiques del cervell
(Levy, 1991). A nivell funcional, a més, s’ha observat una menor activacio dels circuits
frontoestriatals durant la realitzacié de tasques cognitives, un increment de la densitat del
transportador de dopamina a I’estriat i una disminucio dels receptors dopaminergics D2 i D3
(Durston, 2003; Spencer et al., 2005; Teicher et al., 2000; Volkow et al., 2007).

Finalment, els farmacs, com el MPH, que inhibeixen la recaptaci6 de dopamina i
n’augmenten la disponibilitat a 1’espai sinaptic, redueixen de forma efectiva les
manifestacions cliniques del trastorn. Per aquest motiu, es considera que, a més de conferir
susceptibilitat al TDAH, la variabilitat genetica en el sistema de neurotransmissié
dopaminérgica pot condicionar els efectes del tractament farmacologic per al trastorn. En
aquest sentit, la recerca farmacogenetica del MPH s’ha centrat de forma quasi exclusiva en
gens suposadament relacionats amb el mecanisme d’accid del farmac, entre els quals
destaquen SLC6A3, DRD4 i COMT. No obstant aix0, els resultats aportats pels ‘candidats
classics’ han estat majoritariament negatius o discordants, segons una revisié dels estudis
farmacogenetics realitzats en pacients infantils i adults amb TDAH (Bruxel et al., 2014). Per
contra, I’estudi 2 de I’actual tesi doctoral ha permés identificar DRD3, DBH, TH i DRD2
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com a moduladors potencials dels efectes terapéutics del MPH, uns gens fins ara poc
estudiats perd que representen candidats raonables donada la seva distribucié i funcio

reguladora dins del sistema dopaminergic.

Els enzims codificats per TH i DBH es troben implicats en la sintesi i degradacié de la
dopamina, respectivament. Per tant, és presumible que les variants funcionals en aquests
gens alterin els nivells de neurotransmissor disponible a I’espai sinaptic i repercuteixin en la
resposta al tractament. El paper de DBH recolza en ’associaci6 identificada tant amb la
tolerabilitat com amb la resposta clinica, avaluada a través de dues escales diferents (CGI-I
i CGI-S). Tanmateix, aquestes observacions contrasten amb les de 1’anica investigacio
anterior en qué s’avalua sense ¢xit els efectes de DBH sobre la resposta al MPH (Contini et
al., 2012). El gen TH, en canvi, no ha estat préviament explorat en estudis farmacogenetics,
malgrat les evidencies sobre la seva associacio amb el TDAH (Li et al., 2014). Pel que fa als
receptors dopaminergics, la implicacié de DRD3 en I’eficacia clinica concorda amb els
resultats de McCracken i els seus col-laboradors, els quals relacionaren aquest gen amb la
millora dels simptomes hiperactius/impulsius que experimenten els nens amb TEA després
del tractament amb MPH (McCracken et al., 2014). L’estudi 2, a més, vincula el risc
d’aparicié d’efectes adversos amb la variabilitat a DRD2 i reforga, aixi, 1’associacid

previament detectada per aquests autors (McCracken et al., 2014).

Per altra banda, convé destacar la preséncia de DRD2 i DRD3 en regions del cervell
fonamentals per al control dels moviments, la cognicio i les emocions. Concretament, s’han
detectat nivells elevats o moderats d’aquests receptors a la formacié hipocampica, una
estructura pertanyent al sistema limbic que inclou 1’hipocamp, el gir dentat i el subicle
(Bahena-Truijillo, Flores i Arias-Montafio, 2000; Jackson i Westlind-Danielsson, 1994). El
receptor D2 es troba també en altres arees del cortex cerebral, juntament amb DRD1 i DRD4,
mentre que DRD3 s’expressa de forma abundant a les cél-lules de Purkinje del cerebel
(Jaber, Robinson, Missale i Caron, 1996; Jackson i Westlind-Danielsson, 1994; Missale,
Nash, Robinson, Jaber i Caron, 1998; O’Dowd, 1993). El cerebel, a més, conte els subtipus
de receptors D1 i D5, malgrat que aquest ultim s’observa predominantment a 1’hipocamp,
on exerceix un paper destacat en la formacio de la memoria (Faraone et al., 2014; Jaber et
al., 1996; Jackson i Westlind-Danielsson, 1994; Missale et al., 1998). La distribucié dels
receptors dopaminergics resulta especialment interessant si es tenen en compte els resultats
de I’estudi 3 en queé 1’associacié amb la resposta al MPH s’analitza a través d’una estratégia

consistent en integrar dades de GWAS amb evidencies biologiques i bioinformatiques. En

119



Bases genétiques del TDAH i de la resposta farmacologica al MPH

particular, I’analisi d’enriquiment de vies revela una sobrerepresentaci6 de gens involucrats
en la morfologia de la capa molecular del cerebel, les cel-lules de Purkinje, el gir dentat o el
cortex cerebral, i la formacio de ’hipocamp. Aquests resultats concorden amb les dades
procedents dels estudis de neuroimatge i, per tant, suggereixen un possible mecanisme
molecular subjacent a les alteracions estructurals observades en pacients amb TDAH
(Castellanos et al., 2002; Cortese, 2012; Hoogman et al., 2017; Kasparek et al., 2015). A
més, les variants funcionals en gens relacionats amb la morfologia i funcié del cerebel i
I’hipocamp podrien comprometre el correcte desenvolupament d’aquestes regions, riques en
dopamina, i modificar, en conseqliencia, la neurotransmissié dopaminergica. En aquest
sentit, estudis en animals demostren que la neurodegeneracio i perdua cel-lular a nivell de
I’hipocamp, el gir dentat i/o el cerebel indueix canvis en la sintesi, alliberament i
senyalitzacio de la dopamina, aixi com simptomes motors i cognitius (Bernert, Hoeger,
Mosgoeller, Stolzlechner i Lubec, 2003; Ferguson, 1996; Ferguson, Paule i Holson, 1996;
Kohlhauser, Mosgoeller, Hoeger, Lubec i Lubec, 1999; Loidl et al., 1994; Pletnikov, Rubin,
Vogel, Moran i Carbone, 2002a, 2002b). Concretament, la irradiacié neonatal de I’hipocamp
en rates, utilitzada com a model de TDAH, produeix una marcada disminuci6 de les cel-lules
granulars al gir dentat, una menor estimulaci6é de 1’activitat adenilat ciclasa per part de la
dopamina, i comportaments hiperactius o deéficits d’aprenentatge i memoria, que milloren
amb I’administracié de dexamfetamina (Altman, 1987; Chronister, Palmer i Gerbrandt,
1980; Gazzara i Altman, 1981; Highfield, Hu i Amsel, 1998).

En definitiva, la present tesi doctoral ha contribuit a establir els mecanismes moleculars
implicats en el TDAH i la resposta al MPH a través de la identificacid de loci genetics que,
de forma directa o indirecta, afecten la neurotransmissié dopaminérgica en regions del

cervell fonamentals per al control dels moviments, la cognici6 i les emocions.

1.1.2. Implicacio de gens del neurodesenvolupament

Tal com s’ha comentat, a més de les alteracions en la senyalitzacié dopaminérgica, el darrer
estudi farmacogenétic suggereix la participacio de gens relacionats amb 1’estructura i funcio
del sistema nervios, uns resultats que reafirmen la importancia del neurodesenvolupament
en la fisiopatologia del TDAH. D’entre ells, un dels més prometedors és el de la
glicoproteina d’adhesid cel-lular CDH23, pertanyent a la superfamilia de les cadherines, ja
que inclou un dels SNP més significatius d’'un GWAS sobre el TDAH a I’adultesa (Lesch et
al., 2008). L’activitat de les cadherines depén del seu ancoratge al citoesquelet neuronal a
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través d’unes proteines anomenades catenines (p. €., CTNNA2), les quals s’encarreguen
d’activar KALRN, un regulador clau per al desenvolupament d’espines dendritiques i la
plasticitat sinaptica subjacent a 1’aprenentatge i la memoria (Penzes i Jones, 2008). A més,
els complexos d’adhesio cel-lular formats per les cadherines i les catenines exerceixen una
important funci6 en la laminaci6 del cerebel i I’hipocamp (Park, Falls, Finger, Longo-Guess
i Ackerman, 2002), dues regions cerebrals amb alteracions morfologiques en pacients amb
TDAH (Castellanos et al., 2002; Cortese, 2012; Hoogman et al., 2017; Kasparek et al.,
2015). En aquest sentit, conveé destacar que tant CTNNA2 com KALRN mostraren
associacions nominals amb la resposta clinica en el present GWAS. Per tant, és presumible
que les molécules d’adhesi6 cel-lular i els reguladors de la plasticitat sinaptica modulin
també els efectes del tractament amb MPH, especialment si es tenen en compte els estudis
de lligament i d’associacio a escala genomica en qué s’assenyala la cadherina 13 (CDH13)
com un dels candidats implicats de forma més consistent en la fisiopatologia del TDAH
(Lasky-Su, Neale et al., 2008; Lesch et al., 2008; Neale, Medland, Ripke, Anney et al., 2010;
Zhou et al., 2008). Per altra banda, els SNP en el gen CDH13 s’han relacionat amb defectes
en la memoria de treball verbal i els simptomes hiperactius/impulsius en pacients amb
TDAH (Arias-Véasquez et al., 2011; Salatino-Oliveira et al., 2015), aixi com amb la
susceptibilitat a I’addicci6 i la dependéncia a drogues com la metamfetamina, 1’alcohol o la

nicotina (Drgon et al., 2009; Treutlein i Rietschel, 2011).

L’analisi d’enriquiment de vies aporta evidéncies addicionals sobre els possibles canvis
neuroplastics induits pel tractament amb MPH donada la sobrerepresentacido de gens
implicats, entre d’altres, en la diferenciacio de cel-lules mares i progenitors neuronals, la
morfologia de les neurones, la microglia o la neuroglia, la llargada de les neurites o la
quantitat de cél-lules cerebrals. Aquests resultats es troben en linia amb la sobreexpressio de
gens relacionats amb processos com la formacid, maduracio i estabilitat de noves connexions
neurals observada a nivell estriatal en rates tractades amb MPH durant I’adolescéncia
(Adriani et al., 2006). De forma similar, estudis anteriors en diferents especies ja havien
demostrat que I’administraci6 de MPH induia canvis en els nivells de gens d’expressid
rapida, com els factors de transcripcié c-fos i Egrl o el factor de plasticitat sinaptica Homer
1a, al llarg de regions cerebrals potencialment implicades en el TDAH (Brandon i Steiner,
2003; Chase et al., 2003; Chase et al., 2005; Lin et al., 1996; Penner et al., 2002; Trinh et
al., 2003; Yano i Steiner, 2005a, 2005b). A mes, s’ha observat una major densitat d’espines

dendritiques a les neurones MSN-D1 i MSN-D2 (de I’anglés medium spiny neurons
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expressing dopamine D1 and D2 receptors, respectivament) del nucli accumbens, una
llargada i complexitat superior de les dendrites al cortex cingulat anterior dorsal i un nombre
més elevat de neurones de nova formacio al gir dentat com a conseqtiencia del tractament
amb MPH en rosegadors (Elia, Laracy, Allen, Nissley-Tsiopinis i Borgmann-Winter, 2012;
Lee etal., 2012; Zehle, Bock, Jezierski, Gruss i Braun, 2007).

Per altra banda, els resultats obtinguts a 1’estudi 3 son consistents amb els GWAS realitzats
en pacients amb TDAH, els quals suggereixen la participacio de gens implicats en processos
biologics com I’adhesid i divisié cel-lular, la migracié neuronal, la formacio i creixement de
neurites o la neurogenesi (Banaschewski et al., 2010; Franke et al., 2009; Hawi et al., 2015;
Poelmans et al., 2011). Aquest fet, juntament amb 1’enriquiment en candidats préviament
relacionats amb el TDAH que es detecta entre els gens amb variants nominalment associades
a la resposta clinica, reforca la potencial utilitat dels estudis farmacogenetics en elucidar els

mecanismes moleculars subjacents al trastorn.

1.2. Influéncia de ’ambient en la gravetat i farmacologia del TDAH

L’actual treball mostra la influéncia dels esdeveniments vitals estressants i el consum matern
de tabac durant I’embaras en la gravetat del TDAH a I’edat adulta i la resposta clinica al
MPH de la descendéncia, respectivament, tant de forma aillada com en interacci6 amb

factors geneétics de risc.

1.2.1. Esdeveniments vitals estressants

Els factors ambientals com I’adversitat psicosocial poden exercir una influéncia destacable
en I’etiologia del TDAH. Aixi, per exemple, s’han descrit diverses circumstancies (nivell
sociocultural baix, ingressos economics escassos, conflictes familiars, estils educatius dels
pares, negligéncia, abus, maltractament infantil, etc.) que tendeixen a incrementar el risc de
presentar TDAH i que sovint contribueixen a agreujar-ne les manifestacions (Banerjee et al.,
2007; De Sanctis et al., 2012; Ellis i Nigg, 2009; Freitag et al., 2012; Thapar et al., 2012).
En linia amb aquestes observacions, a 1’estudi 1 de la present tesi doctoral s’identificaren
correlacions positives entre el nombre d’experiéncies estressants durant la infantesa i la

gravetat de la simptomatologia a 1’edat adulta.
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Malgrat no coneixer-se els processos pels quals les influencies ambientals condueixen, anys
més tard, a ’aparici6 de trastorns neuropsiquiatrics, es considera que els mecanismes
epigeneétics podrien exercir un rol determinant com a mediadors (Hamza et al., 2017; Lesch,
2011). Aquest tipus de modificacions, entre les quals destaquen la metilacio de ’ADN i la
modificacié post-traduccional de les histones (p. e., fosforilacio, acetilacid, metilacio i
ubiqiiitinacio), modulen 1’expressié génica sense alterar la seqiiéncia de nucleotids (Hamza
et al., 2017). De fet, diversos estudis demostren que 1’exposicié a determinats toxics
ambientals, com el tabac, els PCB o els metalls pesants, indueix canvis en els nivells de

metilacio de I’ADN i de modificacio de les histones (Hamza et al., 2017).

Pel que fa als factors psicosocials, és presumible que els canvis epigenétics afectin I’eix
hipotalem-hipofisi-adrenal (HPA, de I’anglés hypothalamic-pituitary-adrenal), principal
responsable de regular la resposta i adaptacio a 1’estrés (Gudsnuk i Champagne, 2012).
Aquest sistema s’inicia amb la sintesi i1 alliberament de 1’hormona alliberadora de
corticotropina (CRH, de I’anglés corticotropin-releasing hormone) per part de les neurones
parvocel-lulars del nucli paraventricular de I’hipotalem. La CRH assoleix la hipofisi, a través
del sistema portal hipofisari, on estimula 1’alliberament de corticotropina (ACTH, de
I’anglés adrenocorticotropic hormone) a la circulacié sistémica. Finalment, I’ACTH actua
sobre I’escorca adrenal 1 estimula la secrecid de glucocorticoides, els quals s’uneixen a
receptors situats, entre d’altres, a I’hipocamp 1 inhibeixen la sintesi de CRH per mitja d’un
mecanisme de feedback negatiu (Hackman, Farah i Meaney, 2010; Kapoor, Petropoulos i
Matthews, 2008; Kelly i Fudge, 2018). Ara bé, I’activacio excessiva de I’eix HPA com a
conseqiiencia de I’exposicio cronica a situacions estressants (p. e., maltractament, abus,
negligencia, etc.) altera aquest control inhibitori i condueix, per tant, a una hipersecrecio de
CRH i anivells elevats de glucocorticoides circulants.

En aquest sentit, les investigacions en animals han permés evidenciar de forma sistematica
que la qualitat de la cura materna, expressada a través de la freqiiéncia amb qué llepen i
empolainen les seves cries, modifica els sistemes que regulen la resposta a 1’estrés en la
descendeéncia, fet que es tradueix en canvis en el comportament. Concretament, les cries que
reben una menor atencid per part de la mare presenten, a 1’edat adulta, nivells elevats de
CRH i una expressié hipocampica disminuida del gen Nr3cl que codifica el receptor de
glucocorticoides (Caldji et al., 1998; Francis, Diorio, Liu i Meaney, 1999; Liu et al., 1997,
Weaver et al., 2004). Altres estudis, a més, suggereixen la participacio de mecanismes
epigeneétics en els efectes observats atés que la regié promotora del gen Nr3cl es troba

123



Bases genétiques del TDAH i de la resposta farmacologica al MPH

hipermetilada en aquestes cries, fet que impedeix la uni6 del factor de transcripcié NGFI-A
(de I’anglés nerve growth factor-inducible protein A) (Weaver et al., 2004; Weaver et al.,
2007) (Figura 9). De forma similar, McGowan 1 els seus col-laboradors associaren 1’abls
infantil en humans amb una major metilacié del promotor de NR3C1 i amb la consegiient
disminuci6 de I’expressié del receptor de glucocorticoides a nivell de 1’hipocamp

(McGowan et al., 2009).

Baixa cura Elevada cura
maternal maternal

Y N

{ expressié GR T expressio GR
Y N
T glucocorticoides { glucocorticoides
T ansietat { ansietat

Figura 9. Efecte del comportament de la mare vers les cries en la
regulaci6 de I’eix HPA (adaptacié de Hackman et al., 2010).
Nota: GR, receptor de glucocorticoides.

Per altra banda, el sistema monoaminérgic també exerceix un paper fonamental en la
regulacio de la resposta a 1’estrés (Joéls i Baram, 2009). Concretament, el sistema
dopaminergic mesocortical, que s’activa davant d’estimuls estressants, afavoreix el retorn a
la normalitat dels nivells plasmatics de glucocorticoides i, per tant, actua com a mecanisme
compensatori 0 de feedback negatiu amb I’objectiu d’evitar 1’activacié excessiva de I’eix
HPA (Sullivan, 2004; Sullivan i Dufresne, 2006). A més, donada la rellevancia de la via
mesocortical en la cognicidé i regulacio de les emocions, es considera que la seva disfuncio
pot ocasionar dificultats per dirigir I’atenci6 i controlar o planificar la conducta (Sagvolden,
Johansen, Aase i Russell, 2005).
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Aixi doncs, les alteracions en el sistema dopaminérgic podrien explicar les diferéncies
individuals en la vulnerabilitat a I’adversitat que condueixen al desenvolupament de trastorns
psiquiatrics. D’acord amb aquesta hipotesi, nombroses investigacions han demostrat que la
variant 7R de DRD4, que presenta una resposta disminuida a la dopamina (Asghari et al.,
1995), és capa¢ de modificar la resposta individual a determinats factors psicosocials i
d’afavorir 1’aparicié de comportaments exterioritzats (p. e., oposicionistes, agressius) i
problemes de conducta quan es dona en interaccié amb circumstancies estressants com la
manca de sensibilitat o I’hostilitat materna, I’exposicio a estrés durant el periode prenatal o
les agressions entre companys (Bakermans-Kranenburg i van ljzendoorn, 2006; Buchmann
et al., 2014; Dilalla, Gheyara i Bersted, 2013; Schlomer et al., 2015). Pel que fa al TDAH,
la recerca sobre els factors de risc psicosocial en relacio a les interaccions G x E és escassa,
malgrat que, fins ara, han mostrat efectes epistatics superiors que els estressors pre i
perinatals a I’hora de modular el risc del trastorn i el nimero de simptomes, especialment
d’inatencio (Nigg, Nikolas i Burt, 2010; Pennington et al., 2009; Rosenberg, Pennington,
Willcutt i Olson, 2012). D’entre les diferents analisis, només una ha detectat una interacciod
significativa que impliqui el gen DRD4 (Martel et al., 2011). Concretament, Martel i els seus
col-laboradors observaren que els nens homozigots per aI’al-lel L de la duplicacié en tandem
presentaven una susceptibilitat al TDAH i als simptomes d’inatenci6 superior en preséncia
d’estils educatius inconsistents i com major era el sentiment de culpa que els generaven els

conflictes entre els seus pares.

La investigacid realitzada en el marc de la present tesi doctoral també suggereix la capacitat
de DRD4 per regular la influéncia de les experiencies estressants sobre el curs i gravetat del
TDAH aI’edat adulta, si bé els resultats obtinguts semblen indicar un efecte protector per a
la combinacié al-lélica L-7R. Aquesta aparent paradoxa podria ser deguda a diferéncies en
les variables ambientals considerades. Martel et al. avaluaren 1’estil educatiu dels pares i la
percepci6 infantil dels conflictes conjugals, mentre que la mesura utilitzada a 1’estudi 1
agrupa combinacions molt diverses de factors de risc psicosocial. L’efecte de la interaccid
amb DRDA4, per tant, podria variar en funcio de les influencies ambientals analitzades o de
I’etapa del desenvolupament, de manera que 1’edat dels participants també podria justificar
els resultats conflictius. En aquest sentit, els pacients adults podrien haver desenvolupat amb
el temps estratégies de compensacid que els permetin atenuar els deficits ocasionats pel
trastorn (problemes d’organitzaci6, oblits, ajornaments, etc.), motiu pel qual la gravetat dels

seus simptomes seria menor, malgrat haver estat exposats a una major adversitat durant la
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infantesa. Convindria, doncs, disposar d’informacié sobre 1’is d’aquest tipus d’estrateégies
per part dels pacients a fi de contrastar la possibilitat que, tal i com suggereixen nombrosos
estudis, els individus amb 1’al-lel de risc 7R, a més de ser sensibles a la influéncia
d’estressors ambientals, també es beneficien en major proporcié de 1’efecte d’intervencions
psicoeducatives (Bakermans-Kranenburg, van ljzendoorn, Pijiman, Mesman i Juffer, 2008;
Beach, Brody, Lei i Philibert, 2010; Schlomer et al., 2015).

En definitiva, els resultats derivats del primer estudi palesen la influencia dels esdeveniments
vitals adversos en la gravetat del TDAH, tant de forma aillada com en interaccié amb els
genotips de DRDA4.

1.2.2. Exposicio prenatal al tabac

L’estudi 2 de la present tesi doctoral evidencia, per primera vegada, una major resisténcia al
tractament amb MPH en els fills de mares que fumaren durant I’embaras. Aquesta
observacid, tanmateix, concorda amb nombroses investigacions epidemiologiques segons
les quals I’exposicio prenatal al tabac augmenta el risc de problemes cognitius i de conducta,
com el TDAH, en la descendéncia (Button et al., 2005; Koshy et al., 2011; Langley, Rice et
al., 2005; Linnet et al., 2003; Linnet et al., 2005; Silva et al., 2014; Thapar et al., 2003;
Weitzman et al., 2002).

A més, estudis de neuroimatge i en models animals mostren que el consum de tabac per part
de la mare afecta negativament el desenvolupament fetal del cervell i produeix canvis
estables en el temps (Button, Maughan i McGuffin, 2007; Holbrook, 2016; Tiesler i
Heinrich, 2014). A nivell estructural, els nens i adolescents exposats al tabac dins 1’tter
presenten disminucions en el gruix del cortex frontal, temporal i parietal, i volums cerebrals
inferiors, especialment en regions com el cerebel, la matéria gris cortical, 1’amigdala,
I’hipocamp o el cos callds (Bublitz i Stroud, 2012; EI Marroun et al., 2014; Haghighi et al.,
2013). Per altra banda, s’han detectat alteracions en ’activitat normal del cervell (p. e., en
els ganglis basals) i en les funcions de memoria, sensorials i motores (Chang et al., 2012;
Jacobsen et al., 2007; Longo, Fried, Cameron i Smith, 2014). Les evidéncies procedents
d’aquest tipus d’estudis, per tant, estableixen una possible relacid entre 1’exposicio prenatal
al tabac i la posterior aparicié de simptomes de TDAH, tenint en compte que les alteracions
descrites també s’observen en pacients amb el trastorn (Castellanos et al., 2002; Cortese,
2012; Hoogman et al., 2017; Kasparek et al., 2015).
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El fum del tabac conté més de quatre mil compostos quimics diferents, entre els quals destaca
la nicotina pels seus efectes addictius i altament toxics. La nicotina és capa¢ d’accedir al
compartiment fetal a través de la barrera placentaria, on s’acumula en una proporcié superior
a la dels teixits materns (Lambers i Clark, 1996). Aquest compost actua com a agonista dels
receptors colinérgics nicotinics (NAChR) i mimetitza els efectes de 1’acetilcolina, un
neurotransmissor fonamental per al desenvolupament del cervell ates que participa en la
proliferacio, maduracio i diferenciacié de multiples tipus de cél-lules cerebrals (Blood-
Siegfried i Rende, 2010; Tiesler i Heinrich, 2014). Ara bé, a nivell prenatal, la nicotina
provoca la dessensibilitzacio dels nAChR i, per tant, altera els processos modulats per
I’acetilcolina com ara la formacidé d’axons i1 dendrites, la migracié de cél-lules neuronals, la
funcié sinaptica i la localitzacié de poblacions cel-lulars neuronals especifiques (Blood-
Siegfried i Rende, 2010; Tiesler i Heinrich, 2014). En concret, estudis en animals relacionen
I’exposicio gestacional a nicotina amb 1’aparici6 de defectes en la maduracio i/o migracio
de les cél-lules de Purkinje cerebel-lars, aixi com amb la mort neuronal (Lavezzi, Corna,
Repetti i Matturri, 2013; Smith, Dwoskin i Pauly, 2010).

Per altra banda, els nAChR es troben implicats en I’alliberament de neurotransmissors, motiu
pel qual es considera que els problemes cognitius i de comportament presents en subjectes
amb mares fumadores durant I’embaras podrien ser deguts a alteracions en el
desenvolupament del sistema catecolaminergic (Tiesler i Heinrich, 2014). En aquest sentit,
s’ha observat que 1’exposicid prenatal a nicotina repercuteix de forma negativa en la funcio
de la noradrenalina i la dopamina ja que disminueix els nivells d’aquests neurotransmissors
i suprimeix els elements presinaptics i postsinaptics necessaris per a la neurotransmissio
(Cohen et al., 2005; Muneoka et al., 1997; Slikker, Xu, Levin i Slotkin, 2005). Aquestes
pertorbacions podrien explicar també els efectes epistatics observats a ’estudi 2 entre el
consum matern de tabac i variants genétiques de risc a DRD3, DBH i TH. Donat que els
enzims codificats per TH i DBH es troben implicats en la sintesi i degradacié de la dopamina,
respectivament, és presumible que les variants funcionals en aquests gens regulin la
disponibilitat del neurotransmissor a 1’espai sinaptic de forma similar a la nicotina i, per tant,
repercuteixin en la resposta clinica sinérgicament. De fet, altres investigacions han mostrat
que determinats polimorfismes en gens del sistema dopaminérgic sén capacos de modificar
el risc i la gravetat del TDAH quan es donen en combinacié amb el consum matern de tabac
(Becker et al., 2008; Kahn et al., 2003; Neuman et al., 2007) pero, fins ara, cap estudi havia

explorat la seva possible interaccio pel que fa a la resposta al MPH. No obstant aix0, Thakur
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i els seus col-laboradors evidenciaren una associacio altament significativa entre la resposta
terapeutica i SNP al transportador noradrenérgic després d’estratificar els pacients en funciod

de si havien estat exposats 0 no a tabac abans de néixer (Thakur et al., 2012).

Malgrat les evidencies existents sobre els efectes de 1’exposicid prenatal al tabac resulta
dificil establir una relacio directa amb la posterior aparicié de simptomes de TDAH. En
primer lloc, el consum de tabac per part de la mare durant I’embaras es troba associat a
multiples complicacions obstétriques, com ara la prematuritat i el baix pes en néixer
(Holbrook, 2016; Tiesler i Heinrich, 2014), factors que alhora confereixen risc a
desenvolupar el trastorn (Banerjee et al., 2007; Thapar et al., 2013). L’aparicio del TDAH,
per tant, podria no estar causada per 1’exposicié gestacional a nicotina, sind per altres
variables amb qué manté una associaci6. Tanmateix, pel que fa a I’estudi 2, cap de les

esmentades complicacions mostra un efecte significatiu sobre la resposta al MPH.

De forma similar, s’ha observat que les mares fumadores difereixen de les no fumadores en
multiples caracteristiques, entre elles el nivell educatiu i socioeconomic, I’edat o la carrega
genetica, relacionades també amb el desenvolupament de trastorns psiquiatrics en la
descendéncia. Per exemple, la conducta fumadora es troba amb frequéncia associada al
TDAH, presumptament com a resultat dels efectes beneficiosos de la nicotina sobre els
simptomes d’inatenciéo (Lerman et al., 2001), fet que suggereix 1’existéncia d’una base
genetica compartida. EI consum de tabac per part de la mare, per tant, pot estar reflectint una
predisposici6 genetica al TDAH que doni lloc al trastorn en ser transmesa a la descendéncia
(Button et al., 2007; Kahn et al., 2003; Neuman et al., 2007; Thapar et al., 2003). Amb
I’objectiu de controlar la influencia dels factors genétics o familiars, Langley i els seus
col-laboradors compararen, per una banda, el risc de TDAH en fills de mares fumadores
durant ’embaras amb el d’individus amb pares fumadors. Per I’altra, avaluaren I’efecte del
tabaquisme passiu en families amb progenitors no fumadors en qué la mare es trobava
exposada al tabac a I’entorn laboral o familiar. Els autors observaren que el consum matern
0 patern de tabac es correlacionava amb els simptomes del trastorn en la descendéncia, a
diferéncia de I’exposicio passiva (Langley, Heron, Smith i Thapar, 2012). Aquests resultats
coincideixen amb els d’estudis anteriors en que tambe es questiona 1’existéncia d’una relacid
causal entre 1’exposici6 prenatal a nicotina i el desenvolupament de TDAH (D’Onofrio et
al., 2008; Thapar et al., 2009). Per mitja d’un disseny basat en 1’Gs de técniques de
reproduccio assistida, Thapar et al. estudiaren la presencia del trastorn en nens geneticament

relacionats o no amb la mare gestant i detectaren una associacié amb el consum de tabac

128



Discussio

durant I’embaras inicament en els primers (Thapar et al., 2009). De forma similar, el grup
de D’Onofrio no observa diferéncies en el nombre de simptomes de TDAH entre germans

que havien estat exposats o0 no al tabac durant la gestacio (D’Onofrio et al., 2008).

El control efectiu d’aquestes variables de confusio, per tant, resulta imprescindible per a
I’establiment de conclusions de causalitat definitives (Button et al., 2007; Tiesler i Heinrich,
2014). No obstant aix0, a I’estudi 2 no fou possible ja que no es disposava d’informacid

sobre la conducta fumadora dels pares, el genotip o I’historial de psicopatologia de les mares.

1.3. Consideracions metodologiques

1.3.1. Mida de la mostra

Els resultats de la present tesi doctoral han de ser interpretats tenint en consideracié una serie
d’aspectes metodologics. En primer lloc, la reduida mida de les mostres ha dificultat la
deteccid d’associacions positives, especialment a nivell genomic en que es requereixen
mostres superiors als dotze mil individus per assolir el Ilindar de significacio (Franke et al.,
2012). Malgrat aquesta limitacio, els procediments emprats en la seleccid dels subjectes han
contribuit a reduir I’heterogeneitat entre els grups i han permés contrarestar parcialment la
manca de poder estadistic. Els pacients amb TDAH van ser avaluats de forma exhaustiva per
un equip clinic ampliament experimentat en el diagnostic del trastorn mitjangant instruments
estandarditzats i estructurats. Els individus control inclosos a I’estudi 1 també foren
entrevistats amb 1’objectiu de descartar la preséncia de trets d’inatencid i hiperactivitat en la
historia personal o familiar. Tant els casos com els controls es reclutaren en una area
geografica restringida al voltant de Barcelona i es trobaven aparellats per sexe i etnia atés
que tots eren de nacionalitat espanyola i origen caucasic. A més, es confirma 1’abséncia de
subestructures poblacionals mitjancant la genotipacié de quaranta-vuit SNP intergénics
independents localitzats a una distancia minima de 100 kb de qualsevol gen conegut
(Sanchez et al., 2006) i I’analisi de components principals. Finalment, la mostra de pacients
pediatrics amb que es realitzaren els dos estudis farmacogenétics constitueix un grup
especialment homogeni per la incipient evolucié de la malaltia i pel fet de no haver estat

préviament exposats a tractaments psicoestimulants.
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1.3.2. Seleccio de polimorfismes

Les variants genetiques incloses en la present tesi doctoral han estat seleccionades a traves
de diferents estratégies. Aixi, I’estudi 1 es centra en 1’analisi de polimorfismes potencialment
causals donada la seva presumpta rellevancia funcional. Aquesta aproximaci, tanmateix, es
troba limitada per les escasses evidéncies disponibles sobre la implicacié funcional de la
majoria de variants genetiques, fet que redueix de forma substancial el nombre de
polimorfismes avaluats. Per aquest motiu, a I’estudi 2 s’opta per garantir la maxima
cobertura del sistema de gens candidats considerat en base a la informaci6 proporcionada
per projectes com el HapMap o 1000 Genomes sobre els patrons de LD del genoma huma.
Independentment de 1’estratégia de seleccid utilitzada, ambdods estudis avaluaren I’efecte
dels haplotips formats per multiples marcadors no necessariament consecutius, cosa que
representa un avantatge respecte 1’analisi de variants genétiques aillades. Per altim, en el
tercer estudi s’amplia la cobertura genética a tot el genoma i s’incrementa considerablement
el nombre de variants genétiques analitzades respecte 1"anic GWAS sobre I’eficacia del
MPH realitzat anteriorment (Mick et al., 2008) a través d’un procés d’imputaci6 (319.722
marcadors enfront de 3.566.199). Aquesta darrera aproximacio, a més, es complementa amb
1I’6s d’informacié procedent de 1’anotaci6 funcional, 1’analisi d’eQTL en cervell huma i de
I’enriquiment en funcions i vies biologiques a fi d’aprofundir en els mecanismes moleculars

implicats en els efectes terapeutics del MPH.

1.3.3. Analisi d’interaccions gen x ambient

Un altre aspecte destacable és 1’avaluacio6 d’interaccions G x E, un fenomen a penes explorat
en estudis genetics i farmacogenétics del TDAH, malgrat les nombroses evidéncies sobre la
influéncia dels estressors ambientals en I’etiologia del trastorn. La mida de la mostra i el
poder estadistic, que com s’ha comentat constitueixen una de les principals limitacions de
’actual tesi doctoral, resulten especialment critics en els estudis que investiguen 1’epistasi
atés I’elevat nombre de comparacions establertes. Per aquest motiu, tant a I’estudi 1 com al
2 I’analisi es restringi Unicament als gens que es trobaven associats al TDAH o a la resposta
clinica, respectivament, i, per tant, no podem descartar que els altres candidats no alterin la
gravetat del trastorn o els efectes del tractament farmacologic a través de la interaccié amb
variables ambientals. De fet, Laucht i els seus col-laboradors detectaren, en una investigacio

similar, una interaccio significativa entre SLC6A3 i I’adversitat psicosocial en abséncia d’un
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efecte genetic principal sobre la simptomatologia del TDAH (Laucht et al., 2007). En
aquesta mateixa linia, tampoc es pot excloure la influéncia de factors ambientals diferents
als considerats a I’estudi 1 com ara el baix pes en neixer, els estils educatius parentals, el
consum de tabac 0 alcohol per part de la mare durant I’embaras 0 la privacio institucional,
tenint en compte les evidencies disponibles sobre la seva interaccié amb gens del sistema de
neurotransmissié dopaminérgica i adrenergica (Becker et al., 2008; Brookes et al., 2006;
Kahn et al., 2003; Li i Lee, 2012; Neuman et al., 2007; Sonuga-Barke et al., 2009; Stevens
et al., 2009; Thapar et al., 2005). Igualment, existeix la possibilitat que factors de risc
prenatals, com I’estrés gestacional, o postnatals no avaluats a I’estudi 2 repercuteixin en la
resposta i tolerabilitat al MPH que exhibeixen els pacients amb TDAH. En aquest sentit,
Choudhry et al. revelaren una associacio significativa entre LPHN3 i I’eficacia del
tractament, inicament observable en el grup d’individus amb mares que havien experimentat
un estrés minim o lleu durant I’embaras (Choudhry et al., 2012). Per altra banda, 1’avaluacid
retrospectiva dels esdeveniments vitals adversos pot haver generat informes poc fiables com
a resultat d’errors o biaixos a ’hora de recordar la informacié amb exactitud. Aixi doncs,
I’abséncia de resultats positius podria reflectir la tendéncia a subestimar amb el temps
I’ocurréncia i intensitat de certes experiéncies (Brusco i Watts, 2015; Hassan, 2005; Moffitt
et al., 2010).

A meés dels problemes associats al poder estadistic, una altra limitacié important dels estudis
d’interaccié G x E és la dificultat de distingir les veritables epistasis de les correlacions gen-
ambient ja que I’exposicio a determinades circumstancies ambientals, especialment les
relacionades amb I’ambit familiar (p. e., l’estil educatiu dels pares o el nivell
socioeconomic), es troba influida, almenys en part, per factors genétics (Nigg, Nikolas i
Burt, 2010; Pennington et al., 2009). Per exemple, és freqlient que els nens amb TDAH
presentin de forma innata un temperament dificil o conflictiu, fet que pot acabar provocant
reaccions negatives en els pares i 1’s de practiques de crianga inadequades per intentar
controlar el comportament del seu fill (p. e., escassa supervisio i implicacio, inconsistencia
en la disciplina, rebuig, hostilitat, falta de suport emocional, agressivitat, castig fisic, etc.)
que agreugin els simptomes del trastorn o afavoreixin I’aparicio de comorbiditat (Gehricke
et al., 2007; Nigg, Nikolas i Burt, 2010). En aquests casos 1’exposicié a esdeveniments
estressants no es produeix de forma aleatoria, sind6 que I’ambient en qué es desenvolupa
I’individu manté una associacié amb I’expressio del seu genotip, de manera que es tracta

d’una correlaciéo gen-ambient en comptes d’una interacci6 real. Per altra banda, tal i com
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s’ha comentat anteriorment, s’ha observat que la conducta fumadora es troba freqiientment
associada al TDAH, fet que suggereix I’existéncia d’una base genética compartida. El
consum de tabac per part de la mare, per tant, pot estar reflectint una major carrega de risc
per al TDAH que doni lloc a formes més greus i resistents del trastorn en ser transmesa a la
descendencia (Kahn et al., 2003; Neuman et al., 2007; Thapar et al., 2003). Amb 1’objectiu
de discernir aquests dos processos, nombrosos estudis avaluen 1’associacid entre els factors
de risc geneétics i ambientals (Caspi et al., 2002; Caspi et al., 2003; Nigg, Nikolas i Burt,
2010); una comprovacié que no fou possible en 1’actual treball ja que no es disposava
d’informacio sobre el genotip o I’historial de psicopatologia dels progenitors. No obstant
aix0, la manca de correlacié amb un locus determinat no permet excloure’n completament
I’existencia ja que I’exposicié ambiental pot estar influida per altres marcadors genetics no

avaluats (Nigg, Nikolas i Burt, 2010; Pennington et al., 2009).

1.3.4. Disseny experimental

A part de I’analisi d’interaccions G x E, el segon estudi realitzat en el marc de la present tesi
doctoral incorpora una altra millora substancial en comparaci6 amb la majoria
d’investigacions farmacogenetiques anteriors: I’avaluacié de la tolerabilitat al MPH a fi
d’identificar variants genétiques que alertin del risc a desenvolupar efectes adversos. Convé,
tanmateix, fer referéencia a una serie de limitacions associades al disseny naturalistic de
I’esmentat estudi, aixi com de la darrera investigacio inclosa. En primer lloc, la manca d’un
grup control i d’aleatoritzacio dels individus pot haver limitat el poder de les analisis. De
totes maneres, 1’index de resposta al MPH obtingut fou similar al d’assajos clinics controlats
amb placebo (Masellis et al., 2002; McGough, 2005; Wigal, 2009). A més, es porta a terme
una exhaustiva avaluacio dels factors de confusidé potencials (a saber, caracteristiques
demografiques, valors basals a 1’escala CGI-S, subtipus clinic, tractament concomitant, dosi
de MPH i preparacio farmaceutica) per tal de minimitzar la probabilitat que les diferéncies
entre els individus portadors i no portadors dels al-lels de risc identificats fossin atribuibles
a altres causes. En conseqlencia, les variables cliniques associades a la resposta o
tolerabilitat al MPH, com la gravetat incial dels simptomes, la dosi de farmac, la preséncia
de trastorns comorbids o 1’as de medicacié concomitant, s’ inclogueren com a covariables en
les diferents analisis. Per altra banda, malgrat la falta de regims de tractament estandarditzats
que caracteritza els estudis naturalistics, tots els pacients foren tractats de forma similar per

part d’un equip de psiquiatres experimentats amb dosis considerades optimes per assolir un
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benefici terapeutic (Montafiés-Rada et al., 2009). Finalment, el fet d’administrar el MPH
sense control de 1’adheréncia terapéutica no permet establir amb seguretat la relacié entre
els factors genetics i la resisténcia al tractament. Ara bé, convé assenyalar que malgrat
I’heterogeneitat dels dissenys naturalistics i1 la consegiient dificultat en la interpretacio dels
resultats que se’n deriven, aquest tipus d’estudis son els que reprodueixen de forma més
fiable la practica clinica real a qué va dirigida la farmacogenetica (Mas, Llerena, Saiz,
Bernardo i Lafuente, 2012).

Pel que fa a I’estudi 3 en concret, les dimensions de la mostra no han estat suficients per
detectar variants individuals amb un efecte lleu 0 moderat que superin el llindar de
significacié genomica, un fet que resulta congruent si es tenen en compte els estudis del PGC
en altres trastorns psiquiatrics (Franke et al., 2012). No obstant aix0, en el cas de la resposta
al MPH, aquesta limitacio es troba fortament condicionada per la dificultat d’obtenir el
fenotip d’interés, tal i com es desprén de la mida de les mostres incloses en 1’ultima meta-
analisi realitzada amb investigacions de gens candidats (Myer et al., 2017). Les dimensions
de la nostra mostra pediatrica també podrien justificar 1’abséncia de significacié de les
puntuacions de risc poligénic derivades del GWAS en una poblacid independent de pacients
adults amb TDAH. Per contra, i a pesar dels esforcos per uniformitzar els protocols
metodologics de manera que ambdues mostres fossin el més comparables possibles, aquesta
discrepancia pot deure’s a diferéncies en la carrega genética i a I’heterogeneitat clinica del
trastorn al llarg del desenvolupament, tal i com suggereixen la majoria d’estudis
farmacogenetics realitzats en adults, incapacos de replicar les variants previament
identificades en mostres de nens i adolescents (Contini et al., 2013). Per exemple, els
pacients infantils i adults difereixen considerablement en el perfil de comorbiditats, la
freqiiéncia dels subtipus clinics i la distribucié entre sexes, variables que han demostrat
influir els efectes i compliment del tractament amb MPH (Bruxel et al., 2014; Contini et al.,
2013; Rovaris et al., 2014). A més, d’acord amb les observacions dels estudis 1 i 2 de la
present tesi doctoral, una explicacio alternativa als resultats discordants podria ser la
regulacié diferencial dels efectes genétics exercida per circumstancies ambientals
especifiques de la poblacid de descobriment i la poblacié diana. Malgrat tot, la meta-analisi
realitzada amb les dues mostres refor¢a 1’associacié identificada en la poblacido de
descobriment per a quinze dels trenta-tres eSNP considerats, alguns d’ells, localitzats en
candidats plausibles, tenint en compte les seves funcions biologiques i implicacio en el
TDAH.
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1.4. Perspectives de futur

Els resultats dels estudis que conformen I’actual tesi doctoral aporten informacio innovadora
i rellevant al camp de I’etiologia i la farmacogenética del TDAH. Per una banda, les
evidencies generades a través de I’analisi d’interaccions G x E ofereixen la possibilitat
d’implementar mesures de promocié de la salut, com ara 1’evitacié de factors ambientals de
risc, amb 1’objectiu de prevenir el desenvolupament del trastorn o la persisténcia a 1’edat
adulta en persones susceptibles genéticament, aixi com de millorar el pronostic amb el
tractament farmacologic. Per altra banda, la identificacio de marcadors genetics implicats en
la resposta i la tolerabilitat al MPH contribuira a I’establiment d’una terapia més
personalitzada i al disseny de noves estratégies terapéutiques més eficaces i segures basades

en el coneixement dels mecanismes moleculars subjacents al trastorn.

No obstant aix0, per a I’aplicacié dels esmentats resultats a la practica clinica es requereix
un nombre considerable d’estudis que abordin les limitacions dels anteriors dissenys i
proporcionin dades consistents. En aquest sentit, resulta indispensable 1’obtencié de mostres
més amplies a través de consorcis formats per diferents equips d’investigacio (Froehlich et
al., 2010; Gallo i Posner, 2016). L’establiment d’aquest tipus de col-laboracions, tanmateix,
comporta el risc d’incrementar I’heterogeneitat genética i fenotipica (Akutagava-Martins et
al., 2013; Franke et al., 2012; McGough, 2005; Rovaris et al., 2014), motiu pel qual convé
seleccionar grups etnicament homogenis i estandarditzar els protocols metodologics referits
als criteris d’inclusid/exclusio, el fenotip d’estudi i els instruments d’avaluacié (Gao, Liu,
Qian i Wang, 2014; Masellis et al., 2002). Pel que fa als estudis farmacogenétics, nombrosos
autors assenyalen la conveniéncia d’utilitzar assajos prospectius, aleatoritzats i controlats
amb placebo que avaluin un ampli ventall de dosis terapeutiques i diferents medicacions,
tant psicoestimulants com no psicoestimulants, en multiples periodes de temps (Bruxel et
al., 2014; Froehlich et al., 2010; McGough, 2005; Stein i McGough, 2008). D’altres, en
canvi, alerten de la dificultat de traslladar els resultats obtinguts a la practica assistencial,
atés que les estrictes condicions en que es porten a terme es troben molt allunyades de la
realitat clinica (Mas et al., 2012).

Un altre factor critic que convindra consensuar, especialment en el marc de projectes
col-laboratius, és la definicio del fenotip d’estudi. Amb 1’objectiu de reduir 1’heterogeneitat
1 d’augmentar el poder estadistic, cada vegada més professionals s’oposen a la tradicional
concepcidé del TDAH com a constructe unitari i advoquen per aproximacions dimensionals

al trastorn mitjangant la mesura quantitativa dels simptomes o I’ts d’endofenotips
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(Akutagava-Martins et al., 2013; Gallo i Posner, 2016; Hawi et al., 2015). Els endofenotips,
en concret, son caracters hereditaris i mesurables, que es troben associats a un fenotip clinic
determinat. A diferéncia dels diagnostics categorics, se’ls considera més propers als
processos biologics que condueixen al trastorn i genéticament menys complexos, motiu pel
qual resulten especialment apropiats per a I’estudi dels trastorns psiquiatrics (Bruxel et al.,
2014; Franke et al.,, 2012; Gallo i Posner, 2016; Hawi et al., 2015). Diversos trets
neurocognitius, com la variabilitat en el temps de resposta, el control inhibitori o la memoria
de treball, representen endofenotips prometedors per al TDAH, si es té en compte que les
caracteristiques principals del trastorn, entre elles la manca d’atenci6 i la hiperactivitat, es
troben conceptualment relacionades amb dominis cognitius com les funcions executives
(Franke et al., 2012; Gallo i Posner, 2016; Hawi et al., 2015). Tanmateix, aquest tipus
d’endofenotips son susceptibles de generar errors en la mesura produits per canvis en 1’estat
mental, la motivacio, I’estres o la fatiga i, per tant, no suposen un veritable avantatge respecte
al fenotipic clinic (Kendler i Neale, 2010). Com a alternativa, s’han proposat les mesures
electrofisiologiques i de neuroimatge estructural i funcional, malgrat compartir amb els trets
cognitius la manca d’especificitat (Franke et al., 2012; Gallo i Posner, 2016; Kendler i Neale,
2010). Finalment, I’obtencié de mostres suficientment grans permetra estratificar el trastorn
en funci6 dels diferents subtipus o presentacions cliniques, en comptes de considerar el
diagnostic de TDAH globalment, fet que contribuira també a disminuir 1’heterogeneitat
genetica (Hawi et al., 2015). En el cas dels estudis farmacogenétics, a més d’estandarditzar
els procediments d’avaluacié de I’eficacia i de promoure la utilitzacié de mesures
quantitatives, convindra accentuar la necessitat de valorar la millora dels déficits funcionals,
aixi com 1’aparicio d’efectes adversos a la medicacio (Bruxel et al., 2014; Froehlich et al.,
2010).

Per altra banda, I’augment de la mida de la mostra hauria d’impulsar 1’analisi en profunditat
de les interaccions gen x gen i G x E (Akutagava-Martins et al., 2013; Asherson i Gurling,
2012; Bruxel et al., 2014; Contini et al., 2013), responsables en part de ‘I’heretabilitat
perduda’ del TDAH i de I’abséncia de resultats consistents. En aquest sentit, es recomana
complementar la recerca futura amb 1’estudi dels mecanismes epigenétics (p. €., metilacid
de I’ADN, modificacio de les histones o microARN) a través dels quals els factors
ambientals indueixen canvis en 1’expressio génica a fi d’establir els processos implicats en
I’aparicio i progressio del trastorn o en la variabilitat de la resposta clinica. Malgrat que els

dissenys longitudinals en humans resulten especialment apropiats per a aquests proposits,
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les dificultats metodologiques que comporten suggereixen 1’us de models animals, en qué
tant la carrega genctica com 1’ambiental pot ser manipulada experimentalment (Gao et al.,

2014; Pennington et al., 2009).

Pel que fa als estudis farmacogenétics, confiem que les col-laboracions entre grups
permetran, en un futur, la realitzaci6 de GWAS que contribueixin a identificar nous
candidats i vies biologiques subjacents als efectes farmacologics (Bruxel et al., 2014;
Rovaris et al., 2014), d’acord amb la tendéncia observada en les investigacions sobre
I’etiologia del TDAH. No obstant aix0, mentre no s’assoleixi la mida mostral necessaria per
obtenir senyals significatius a escala genomica, convindra millorar els estudis d’associacid
de gens candidats mitjancant diferents estrategies com ampliar els sistemes considerats fins
ara. Aixi, per exemple, seria interessant avaluar els gens implicats en els processos de la
farmacocinética del MPH, entre ells, el metabolisme o el pas a través de membranes (Contini
et al., 2013; Froehlich et al., 2010; McGough, 2005). Els gens dels sistema glutamatérgic o
del neurodesenvolupament també representen candidats prometedors (Bruxel et al., 2014),
especialment tenint en compte els resultats de 1’anterior GWAS sobre I’eficacia i ’analisi de
’actual tesi doctoral (Mick et al., 2008). Finalment, caldra que la recerca del futur es centri
en caracteritzar la importancia funcional de les variants identificades i els mecanismes a
través dels quals influeixen els efectes terapéutics (Hawi et al., 2015), a més de replicar els

resultats obtinguts en mostres independents suficientment grans.
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1. CONCLUSIONS FINALS

1.1. Conclusions

1. La variabilitat genética en el receptor dopaminérgic D4 confereix susceptibilitat al
TDAH. Concretament, la variant L de la duplicacio en tandem de 120 pb i I’al-lel 7R
del VNTR de 48 pb s’associen a la persisténcia del trastorn a I’edat adulta.

2. L’exposicié a esdeveniments vitals adversos durant la infantesa, entre ells, 1’abus
sexual, fisic o emocional, la violéncia domeéstica, ’estrés familiar intens o les
dificultats economiques, incrementa significativament la gravetat del trastorn a
I’adultesa.

3. Els genotips de DRD4 regulen la influéncia de les experiéncies estressants sobre la
gravetat del TDAH ates que els individus portadors de la combinacio al-1élica L-7R
sotmesos a esdeveniments vitals adversos puntuen significativament més baix en els
simptomes d’inatencio.

4. Els polimorfismes en gens del sistema dopaminergic condicionen els efectes del
tractament farmacologic per al TDAH en pacients pediatrics amb el trastorn. En
particular, la variaci6é genética a DRD3, DBH i TH esta relacionada amb la resposta
clinica al MPH mentre que els gens DRD2 i DBH s’associen al risc d’aparicio
d’efectes adversos.

5. El consum de tabac per part de la mare durant I’embaras disminueix la resposta
terapeutica al MPH de la descendencia.

6. Els individus portadors de variants genetiques de risc a DRD3, DBH o TH i amb
mares fumadores durant ’embaras presenten una major resistencia al tractament
farmacologic que els exposats Unicament a factors de risc genetics o a nicotina dins
Iuter.

7. L’analisi de variants genétiques a escala genomica, complementada a través
d’evidéncies biologiques i bioinformatiques, ha permes relacionar la resposta al MPH
amb gens implicats en el desenvolupament i funcid del sistema nervios, especialment
en regions del cervell fonamentals per al control dels moviments, 1’atencio 1 la

memoria.
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1.2. Conclusions (English)

1.

Genetic variation in dopamine receptor D4 confers susceptibility to ADHD.
Specifically, the L variant of a 120-bp duplication and the 7R allele of a 48-bp VNTR
are associated with the disorder’s persistence across the lifespan.

Exposure to adverse life events during childhood, such as sexual, physical or
emotional abuse, domestic violence, extreme family stress or financial stress,
significantly increases ADHD severity in adulthood.

DRD4 genotypes modulate the influence of stressful experiences on ADHD severity,
since subjects carrying the L-7R haplotype who experienced adverse life events have
lower scores in inattentive symptoms than non-carriers.

Genetic polymorphisms in the dopamine neurotransmitter system determine the
effects of pharmacological treatment in ADHD pediatric patients. In particular, MPH
response is related to variation in DRD3, DBH and TH, while DRD2 and DBH are
associated with the emergence of adverse events to medication.

Maternal smoking during pregnancy decreases therapeutic response to MPH in the
offspring.

Individuals carrying risk variants in DRD3, DBH or TH, whose mother smoked
during pregnancy, show a poorer treatment response than those who have only been
exposed to genetic factors or to nicotine in utero.

Genome-wide analysis of genetic variants, in combination with bioinformatic and
biological evidence, relates MPH response to genes involved in nervous system
development and function, especially in brain regions important for motor control,

attention and memory.
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