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ANEXO IV

JUSTIFICACION DE PROYECTOS DE INVESTIGACION EN DROGODEPENDENCIAS

MEMORIA CIENTIFICA DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

12 ANUALIDAD 22 ANUALIDAD 32 ANUALIDAD FINAL

N° Expediente: 2011/0080
Investigador principal: José Antonio Ramos-Quiroga

Otros investigadores:

- Oscar Andion Pérez, DNI: 43.786.896-W, Licenciado en Psicologia por la
Universidad de la Laguna de Tenerife. Psicélogo adjunto del Servicio de
Psiquiatria. Fundacio Institut de Recerca del Hospital Universitari Vall d’'Hebron.

- Rosa Bosch Muns6, DNI: 43.670.776-D, Licenciada en Psicologia por la
Universidad Autonoma de Barcelona. Psicologa adjunta del Servicio de Psiquiatria
del Hospital Universitari Vall d’'Hebron.

- Marc Ferrer Vinardell, DNI: 40.340.5361-A, Licenciado en Medicina por la
Universidad Auténoma de Barcelona. Médico adjunto del Servicio de Psiquiatria
del Hospital Universitari Vall d’'Hebron.

- Mariana Morais Morais, DNI: X2926930L, Licenciada en Psicologia por el
Instituto Superior de Ciencias de la Salud de Portugal. Psicdloga adjunta del
Servicio de Psiquiatria. Fundacié Institut de Recerca del Hospital Universitari Vall
d’Hebron.

- Gloria Palomar Martinez, DNI: 37.282.866, Licenciada en Medicina por la
Universidad de Barcelona. Médico adjunto del Servicio de Psiquiatria del Hospital
Universitari Vall d’'Hebron.
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Salud Miguel Servet adscrita al Servicio de Psiquiatria del Hospital Universitari Vall
d’'Hebron.

- Cristina Sanchez Mora, DNI: 47.723.949-F, Licenciada en Ciencias Biologica por
la Universidad Autonoma de Barcelona. Biologa del Servicio de Psiquiatria.
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Titulo del Proyecto o subproyecto: FACTORES DE RIESGO GENETICO ASOCIADOS A LOS
TRASTO,RNOS POR USO DE SUSTANCIAS EN PACIENTES CON TRASTORNO POR DEFICIT DE
ATENCION CON HIPERACTIVIDAD

Titulo del Proyecto Coordinador en el que se integra (s6lo en caso de ser un subproyecto):

Organismo: Fundacio Institut de Recerca Hospital Universitari Vall d’'Hebron.
Centro: Fundacid Institut de Recerca Hospital Universitari Vall d’Hebron.
Departamento: Servicio de Psiquiatria. Hospital Universitari Vall d’Hebron.
Area tematica: Psiquiatria

Palabras clave: TDAH

RESUMEN: (objetivo, ambito de estudio, sujetos de estudio, instrumentalizacion, resultados,
conclusiones. Maximo 2000 palabras).

Se ha observado una alta prevalencia de Trastorno por déficit de atencion con hiperactividad (TDAH) en los
pacientes en tratamiento por trastornos por uso de sustancias (TUS). La combinacion de TUS y TDAH en un
mismo individuo presenta consecuencias mas graves que cada uno de los trastornos de forma
independiente. A pesar de los avances publicados, se mantienen interrogantes sobre los factores genéticos
asociados a un mayor riesgo de desarrollar TUS en el TDAH. Se considera relevante indagar en este
aspecto para mejorar el conocimiento de la patologia y disefiar estrategias especificas de prevencion en
adolescentes.

Las hipotesis generales planteadas en el proyecto han sido:

1. Existen factores genéticos de susceptibilidad que aumentan el riesgo de desarrollar un trastorno por
uso de sustancias en pacientes con TDAH.

2. Existen factores genéticos de susceptibilidad diferenciales entre el grupo de pacientes con TDAH
que presenta trastorno por uso de sustancias de tipo psicoestimulante (cocaina) y el grupo de
pacientes con TDAH que presenta trastorno por uso de sustancias de tipo sedante (cannabis).

Los objetivos del proyecto han sido: continuar con la caracterizacion clinica y obtencion de muestras de DNA
de pacientes adultos con TDAH para obtener una muestra de 1000 pacientes (400 con trastorno por uso de
sustancias y 600 sin trastorno por uso de sustancias), seleccionar genes candidatos y variantes polimorficas
tipo SNP, genotipar variantes polimorficas mediante ensayos GoldenGate (llumina), identificar polimorfismos
asociados a un mayor riesgo de desarrollar un trastorno por uso de sustancias en pacientes con TDAH
mediante estudios de asociacion, identificar polimorfismos comunes y/o especificos del tipo de trastorno por
uso de sustancias (cocaina o cannabis) que presentan los pacientes con TDAH mediante estudios de
asociacion y replicar los resultados obtenidos en una segunda muestra de individuos de diferentes centros
miembros de los grupos europeos IMpACT ((International Multicenter Persistent ADHD Collaboration) y
ICASA (Internacional Research Group on ADHD and Substance Abuse).
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Para ello, se ha realizado un estudio transversal para determinar los factores genéticos de predisposicion
implicados en el riesgo a desarrollar trastorno por uso de sustancias en pacientes con TDAH mediante
andlisis de asociacion de tipo poblacional. Asi mismo, se ha realizado con parte de la financiacion del
proyecto el primer estudio GWAS en adultos con TDAH a nivel internacional.

En el marco de los proyectos FIS P1041267, PI042010, P1040524 y P108/0519 el equipo del Servicio de
Psiquiatria del Hospital Universitario Vall d’'Hebron (Barcelona) evalud clinicamente y obtuvo muestras de
DNA de 725 pacientes adultos con TDAH (333 (46%) con trastorno por uso de sustancias y 392 (54%) sin
trastorno por uso de sustancias).

En el presente proyecto se pretendié continuar evaluando y obteniendo muestras de DNA de nuevos
pacientes para llegar a un total de 1000 pacientes adultos con TDAH. Para ello se han seguido los
procedimientos ya establecidos en la institucion.

A lo largo de las dos primeras anualidades se realizo el reclutamiento de pacientes con éxito, llegando a la
muestra inicialmente planteada. Asi mismo se seleccionaron los genes y las variantes polimdrficas tipo SNP
que fueron analizados durante la tercera anualidad del proyecto, y se realiz6 el estudio GWAS.

Los resultados del proyecto se pueden dividir en resultados de tipo clinico y de tipo genético:
A. Resultados clinicos:

La evaluacion clinica exhaustiva llevada a cabo como parte del proyecto ha permitido obtener diferentes
resultados que se han publicado en un total de 5 articulos internacionales indexados con factor de impacto.
Se ha validado la entrevista semiestructurada FAST (Functioning Assessment Short Test) para examinar la
funcionalidad en pacientes adultos con TDAH (Rotger et al., 2014). Se han identificado diversas
caracteristicas clinicas de la infancia que se han asociado con un mayor riesgo de trastornos por uso de
substancias en la edad adulta en pacientes con TDAH, como la presencia de trastornos de conducta
asociados al TDAH (trastorno negativista desafiante y trastorno disocial), expulsion de la escuela y sufrir
abusos sexuales en la infancia (Nogueira et al., 2014). Asi mismo, se ha estudiado el valor discriminativo del
cluster de sintomas de inestabilidad emocional en los adultos con TDAH, ya que también se han asociado a
un mayor riesgo de TUS en pacientes con TDAH (Vidal et al., 2014). El cluster de sintomas de inestabilidad
emocional mostraron una sensibilidad del 87.1% y una especificidad del 46.6% en la discriminacion del
diagndstico de TDAH versus otros trastornos del eje 1 o Il.

Fruto de las colaboraciones internacionales con el grupo ICASA, se ha realizado el mayor estudio
epidemioldgico internacional sobre la prevalencia del TDAH en pacientes que consultan por TUS, asi como el
primer estudio epidemioldgico sobre la prevalencia segun los criterios DSM-5. Se ha observado una
prevalencia de TDAH en pacientes con TUS entre el 7,6% (Hungria) y el 32,6% (Noruega), siendo en Espafa
el 10,6% (van de Glind, et al., 2014). Finalmente, en el marco del grupo ICASA se ha estudiado la
comorbilidad de los pacientes con TUS+TDAH en comparacion a los que presentan TDAH sin TUS,
observado que los pacientes con TUS+TDAH presentan un mayor riesgo de trastornos externalizantes. El
75% de los pacientes con TDAH presentaron como minimo otro trastorno adicional comparado con el 37%
de los pacientes con TUS sin TDAH (van Emmerik-van Oortmerssen K et al., 2014).
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B. Resultados genéticos:

En primer término se evalud la contribucion de un SNP en el sitio miR-96 en HTR1B y ocho tagSNPs dentro
de la region gendmica que contiene este miRNA en adultos con TDAH con y sin TUS, en sujetos con TUS sin
diagndstico de por vida de TDAH y controles emparejados por sexo (Sanchez-Mora et al 2013). Mediante un
andlisis de marcador individual y mdltiple se observd una asociacion entre dos SNPs localizados en la region
3 'de miR-96 (rs2402959 y rs6965643) y el TDAH sin SUD. Nuestros resultados proporcionan una evidencia
de la contribucion de dos variantes de secuencia en el cluster miR-183-96-182 de TDAH sin SUD
comdrhidos, y destacan la necesidad de tomar en cuenta las comorbilidades en los estudios genéticos para
minimizar el efecto de heterogeneidad y aclarar estos fenotipos complejos.

Posteriormente con parte de la ayuda, se realizd el primer estudio GWAS a nivel internacional en adultos con
TDAH. La muestra descubrimiento incluy6 607 casos de adultos con TDAH y 584 controles (Sanchez-Mora
et al. 2014). Las sefiales quasi significativas fueron posteriormente incluidas para la replicacion en tres
muestras independientes de seguimiento de 2.104 pacientes con TDAH y 1.901 controles del consorcio
colaborativo IMpACT. Ninguno de los hallazgos superé el umbral de significacion (PGCo5el08), pero hemos
encontrado pruebas de la implicacion de la FBXO33 (F-box only protein 33) en el TDAH combinado en la
muestra de descubrimiento (P%:9.02el07) y en el andlisis conjunto de ambas etapas (P%:9.7€l03). Se
encontraron pruebas adicionales para un papel FBXO33 en el TDAH. Los alelos de riesgo se asociaron con
una menor expresion FBXO33 en lineas de células linfoblasticas y con una reduccion del volumen volumen
de materia gris a nivel frontal en un muestra de 1.300 sujetos adultos. Nuestros resultados sefialan por
primera vez en la maquinaria de ubiquitinacion como un nuevo mecanismo de la enfermedad para adultos
TDAH. Por otra parte, y fruto de este estudio GWAS, se analizaron las CNV (copy number variants) (Ramos-
Quiroga et al., 2014). La tasa global de CNVs> 100 kb fue 1,33 veces mayor en los sujetos con TDAH que
en los controles (p = 2.4e-03), una observacion impulsada principalmente por una mayor proporcion de
pequefios eventos (de 100 kb a 500 kb; 1,35 veces; p = 1.3e-03).

El uso de muestras de casos y controles, muestras familiares, y muestras longitudinales fruto de las
colaboraciones internacionales en TDAH y TUS, permitié realizar marcos de particiones recursivas con
informacion clinica, demogréfica y genética (del variacion genética LPHN3) que de manera eficiente y
robusta pueden predecir la presencia de TUS en pacientes con TDAH. Ademas, estos modelos siguen
siendo muy eficientes en la prediccion TUS cuando se aplica a una amplia muestra de individuos evaluados
de una institucion psiquiatrica (resultados enviados a publicar a Translational Psychiatry, en revision). Por
tanto variantes de riesgo del gen LPHN3 combinadas con caracteristicas clinicas, predicen de forma
significativa el riesgo de TUS en pacientes con TDAH.

Finalmente, las colaboraciones internacionales en el grupo IMpACT y el Psychiatric Genetics Consortium han
permitido obtener nuevos datos genéticos sobre el TDAH en adultos. Se ha observado una asociacion con el
gen DISC1 (Jacobsen et al., 2013), asi como una heredabilidad del TDAH del 76% y se ha cuantificado a
nivel molecular por ver primera el impacto de las variantes tipo SNP en el TDAH (29%) (Lee et al.2013.) y el
componente poligénico del TDAH y su implicacion en las redes neuronales que se relacionan con el
neurodesarrollo (Yang et al., 2013).

Como conclusiones, se han identificado caracteristicas clinicas de la infancia que se asocian con una mayor
riesgo de trastornos por uso de substancias en la edad adulta en pacientes con TDAH. La entrevista FAST
es un buen instrumento para evaluar la funcionalidad en pacientes adultos con TDAH. La inestabilidad
emocional es frecuente en adultos con TDAH y TUS, con una moderada capacidad discriminativa. El TDAH
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es frecuente en muestras de pacientes adultos que consultan por TUS (7.6-32.6%), y los pacientes con
TDAH y TUS presentan mayor complicacion clinica por la presencia de otras comorbilidades, en
comparacion con los pacientes con TUS y sin TDAH.

Se ha encontrado una asociacion intensa entre con el gen LPHN3 y el riesgo de TUS a lo largo de la vida,
en combinacion con variables clinicas, con una buena capacidad de prediccion. Este nuevo enfoque
metodologico ofrece nuevos conocimientos sobre las interacciones predictivas de orden superior y ofrece
una oportunidad Unica para la aplicacion translacional en la evaluacion clinica de los pacientes con alto
riesgo de TUS. Por ver primera se ha vinculado el sistema de proteinas de la ubiquitinacion con el TDAH en
adultos. Ademas, nuestro estudio proporciona una evidencia sugestiva para una mayor tasa de CNV en
adultos con TDAH en comparacion con los controles y contribuye a la creciente lista variantes de
estructurales potencialmente implicadas en la etiologia del trastorno. Finalmente, no se han encontrado
diferencias a nivel genético entre los sujetos con TDAH y dependencia a cocaina y los sujetos con TDAH y
dependencia a cannabis.

ARTICULOS PUBLICADOS COMO CONSECUENCIA DE LA ACCION: Se adjuntara una separata de cada uno de
ellos y se remitira una copia en formato digital a pndinvestigacion@msssi.es para el fondo documental de la Delegacion
del Gobierno para el Plan Nacional sobre Drogas.

La convocatoria regula en su articulo décimo, punto 3 que la produccion cientifica derivada del proyecto financiado
debe ser comunicada a la Delegacion del Gobierno para el Plan Nacional sobre Drogas y en cualquier tipo de
publicacion a que dé lugar, incluso paginas web,_se hara constar_expresamente, de forma visible y preferencial
gue el proyecto se ha realizado con financiacion de la Delegacién del Gobierno para el Plan Nacional sobre
Drogas.
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OBJETIVOS

PLANTEADOS: (Transcribir los del proyecto original)

A. Continuar con la caracterizacion clinica y obtencion de muestras de DNA de pacientes adultos
con TDAH para obtener una muestra de 1000 pacientes (400 con trastorno por uso de
sustancias y 600 sin trastorno por uso de sustancias).

B. Seleccionar genes candidatos y variantes polimorficas tipo SNP: Los estudios de asociacion
incluirdn SNPs que cubren, en términos de desequilibrio de ligamiento, 33 genes que codifican
moléculas implicadas en las vias de neurotransmision dopaminérgica y serotoninérgica y
proteinas del sistema endocannabinoide.

C. Genotipar variantes polimorficas mediante ensayos GoldenGate (llumina).

D. Identificar polimorfismos asociados a un mayor riesgo de desarrollar un trastorno por uso de
sustancias en pacientes con TDAH mediante estudios de asociacion.

E. Identificar polimorfismos comunes y/o especificos del tipo de trastorno por uso de sustancias
(cocaina o cannabis) que presentan los pacientes con TDAH mediante estudios de asociacion.

F. Replicar los resultados obtenidos en una segunda muestra de individuos de diferentes centros
miembros de los grupos europeos IMPACT ((International Multicenter Persistent ADHD
Collaboration) y ICASA (Internacional Research Group on ADHD and Substance Abuse).

ALCANZADOS: (Ordenar de igual forma que los planteados. En el caso de proyectos coordinados, el coordinador
debera describir ademas el desarrollo de la coordinacion entre subproyectos en este afio, y los resultados de dicha
coordinacion con relacion a los objetivos globales del proyecto).

A. Continuar con la caracterizacion clinica y obtencién de muestras de DNA de pacientes
adultos con TDAH para obtener una muestra de 1000 pacientes (400 con trastorno por uso
de sustancias y 600 sin trastorno por uso de sustancias).

B. Seleccionar genes candidatos y variantes polimorficas tipo SNP: Los estudios de asociacion
incluirdn SNPs que cubren, en términos de desequilibrio de ligamiento, 33 genes que codifican
moléculas implicadas en las vias de neurotransmision dopaminérgica y serotoninérgica y
proteinas del sistema endocannabinoide.

C. Genotipar variantes polimérficas mediante ensayos GoldenGate (llumina).

D. Identificar polimorfismos asociados a un mayor riesgo de desarrollar un trastorno por uso de
sustancias en pacientes con TDAH mediante estudios de asociacion.
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E. Identificar polimorfismos comunes y/o especificos del tipo de trastorno por uso de sustancias
(cocaina o cannabis) que presentan los pacientes con TDAH mediante estudios de asociacion.

F. Replicar los resultados obtenidos en una segunda muestra de individuos de diferentes centros
miembros de los grupos europeos IMPACT ((International Multicenter Persistent ADHD
Collaboration) y ICASA (Internacional Research Group on ADHD and Substance Abuse).

METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO

PROYECTADO:

Fase |: Estudio de identificacion de las variantes de secuencia asociadas al trastorno por uso de sustancias
en pacientes con TDAH:

En el marco de los proyectos FIS P1041267, PI042010, P1040524 y P108/0519 el equipo del Servicio de Psiquiatria del
Hospital Universitario Vall d'Hebron (Barcelona) evalud clinicamente y obtuvo muestras de DNA de 725 pacientes
adultos con TDAH (333 (46%) con trastorno por uso de sustancias y 392 (54%) sin trastorno por uso de sustancias).

En la fase | del presente proyecto se evaluaron y obtuvieron muestras de ADN de nuevos pacientes para llegar a un
total de 1000 pacientes adultos con TDAH.

La fase | se desarrolld durante los tres afios del proyecto en el marco del Servicio de Psiquiatria del Hospital
Universitario Vall d’'Hebron. Se reclutaron los sujetos con TDAH en el Programa de TDAH y en el Centro de Asistencia
y Seguimiento de Drogodependencias del Servicio de Psiquiatria.

Fase II: Estudio de replicacion de los resultados obtenidos en una muestra de pacientes de origen europeo con TDAH:

Una vez identificadas las variantes de secuencia asociadas al trastorno por uso de sustancias de tipo psicoestimulante
0 sedante en los pacientes con TDAH, se procedera a replicar estos resultados en una segunda muestra de 1000
pacientes con TDAH (400 individuos con trastorno por abuso/dependencia de substancias y 600 sin trastorno por
abuso/dependencia de substancias) de diferentes centros miembros de los grupos europeos IMPACT ((International
Multicenter Persistent ADHD Collaboration) e ICASA (Internacional Research Group on ADHD and Substance Abuse)
que actualmente colaboran con el grupo de investigacion. Para ello se seguird la misma metodologia de genotipado y
andlisis estadistico utilizados en el estudio de la muestra de pacientes original. El proceso de genotipacion se llevara a
cabo mediante tecnologia MassARRAY (Sequenom) y se procedera a realizar el andlisis estadistico siguiendo la
misma metodologia utilizada en el estudio de la muestra de pacientes original.

La obtencién y cuantificacion de muestras de ADN se realizaron el Laboratorio de Psiquiatria Genética del Servicio de
Psiquiatria durante los dos primeros afios del proyecto. Durante el segundo afio se publicaron resultados preliminares
y durante el tercer afio se llevaron a cabo el resto de andlisis estadisticos.

EJECUTADO:

Se ha reclutado la muestra prevista para los dos primeros afios del estudio y se ha realizado la obtencion y
cuantificacion de muestras de ADN de los pacientes incluidos en el estudio. Se han realizado los andlisis previstos en
la FASE Il en el proyecto, ademas de un estudio GWAS y estudios clinicos.
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ACTIVIDADES

PROYECTADAS:

Seleccion de pacientes para el estudio y obtencion y cuantificacion de muestras de ADN, asi como los
andlisis estadisticos y la publicacion de resultados.

EJECUTADAS:

Se han ejecutado todas las actividades proyectadas.

EN CASO DE FINANCIACION DE ESTANCIA AVALADA POR EL NIDA, INDIQUE:

- Objetivos alcanzados
- Actividades realizadas vinculadas con el proyecto
- Duracion de la estancia

APLICABILIDAD Y UTILIDAD PRACTICA DE LOS RESULTADOS EN EL AREA DE LAS DROGODEPENDENCIAS
(solo en caso de memoria final)

1. Validacion de la entrevista FAST para medir la funcionalidad en adultos con TDAH

2. Conocimiento de la prevalencia de TDAH en adultos que consultan por TUS y
necesidad de evaluar la posible presencia de TDAH en todo paciente que consulte
por TUS.

3. Conocimiento de la mayor gravedad clinica de los pacientes adultos con TDAH y

TUS en comparacion a los pacientes con TUS sin TDAH.

4, Tratamiento y prevencion en la infancia de los factores clinicos que se asocian a
TUS en la edad adulta en pacientes con TDAH.
5. Necesidad de evaluar la inestabilidad emocional en adultos con TDAH.

6. Aplicacion del estudio del gen LPHN3 en la prediccion del riesgo de TUS en
pacientes con TDAH, conjuntamente con variables clinicas.

TRANSFERENCIA Y DIFUSION DE RESULTADOS A LA CIUDADANIA: ACCIONES LLEVADAS A CABO
(en caso de memoria de segunda anualidad o de memoria final)

se han publicado los resultados del estudio en publicaciones biomédicas (se adjuntan separatas).
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PATENTES U OTROS RESULTADOS EXPLOTABLES COMERCIALMENTE QUE SEAN CONSECUENCIA DEL
PROYECTO (solo en caso de memoria final)

No se han desarrollado patentes o resultados explotables comercialmente.

OTRAS SUBVENCIONES O RECURSOS (INCLUIDOS FONDOS PROPIOS) QUE FINANCIAN ESTE PROYECTO O
PENDIENTES DE RESOLUCION (importe, procedencia y aplicacion)

No existen otras subvenciones que financien este proyecto o proyectos pendientes de resolucion. Los otros
recursos econdmicos son fondos propios del Servicio de Psiquiatria del Hospital Universitari Vall d’Hebron
obtenidos a partir de la realizacion de ensayos clinicos financiados por industrias privadas.

SUBVENCIONES O AYUDAS SOLICITADAS PARA ESTE PROYECTO Y NO CONCEDIDAS
(Organismo, convocatoria y cantidad)
Ninguna.

OTRAS CONSIDERACIONES QUE SE DESEE HACER CONSTAR

En esta fecha se remite también por correo electréonico a la direccion pndinvestigacion@msssi.es la presente
memoria.

En Barcelonaa5 de enero de 2015

NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGADOR PRINCIPAL
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