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1 INTRODUCCION






Introduccién

1.1 PANORAMA ACTUAL EN EDUCACION

La lectura es una habilidad fundamental en nuestra sociedad actual como medio de acceso
y transmisidn de la informacidn, y consecuentemente, para ejercer los derechos como ciudadano
o para acceder a un trabajo de calidad. Los avances cientificos y tecnoldgicos realizados en los
ultimos afos han sido numerosos, pero aun asi, es dificil entender por qué hay nifios que aprenden
aleer sin dificultad mientras que otros fallan en esa habilidad tan basica sobre la cual se construye
la instrucciéon de otras destrezas. El informe PISA (Programme for International Student
Assessment) (https://www.oecd.org/pisa/) evalia el rendimiento escolar en base a las
competencias de lectura, matematicas y ciencias. Los resultados del informe PISA de 2012
indicaron que la puntuacién media en comprensidn lectora de los estudiantes espafioles era 8
puntos inferior al promedio de los paises de la OCDE (Organizacién para la Cooperacién y el
Desarrollo Econémicos), situando a Espafia en los ultimos puestos entre todos los paises
participantes en la evaluacién (Figura 1).En el dltimo informe realizado en el 2015 se observa una
leve mejoria en la puntuacidn obtenida en las pruebas de lectura, sin embargo el sistema
educativo de Espafia sigue siendo débil, lo cual resulta alarmante. Aspectos como la falta de
atencidn, la falta de control o la dificultad en la lectura contribuyen a esta debilidad ya que las
facultades para estas dos habilidades son fundamentales para la educacién. Al margen de otras
posibles causas que puedan contribuir en estas deficiencias (factores del entorno por ejemplo),
dos trastornos relacionados directamente con el aprendizaje, y en consecuencia con el
rendimiento escolar, son la dislexia y el trastorno por déficit de atencién e hiperactividad (TDAH).
Si bien estos dos trastornos pueden derivarse por muiltiples origenes, las alteraciones en el
componente genético son un factor importante a tener en cuenta, de modo que su estudio
contribuye a la comprensién de los procesos involucrados en la adquisicidn de estas habilidades

y podria proporcionar una guia para un apropiado diagndstico y clasificacién.
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Figura 1.-Resultados en las pruebas de comprensién lectora del PISA-2012 (grafico de laizquierda) y del PISA-2015
(derecha) en los paises participantes de la OCDE.

1.2 ESTUDIOS GENETICOS DE LOS TRASTORNOS COGNITIVOS

Como se viene demostrado durante varias décadas, muchos de los trastornos y
enfermedades humanas tienen una base genética. Sin embargo, es dificil aislar una causa genética
en el caso de los trastornos cognitivos o rasgos de la conducta. No obstante, los estudios con
gemelos han demostrado que los trastornos cognitivos tienen un alto grado hereditario’. Los
gemelos que crecen en un mismo entorno se pareceran el uno al otro ya que comparten las
mismas condiciones ambientales, sin embargo, en el caso de que la similitud entre gemelos
monocigdticos, con una identidad genética completa, sea mayor que la encontrada entre gemelos

dicigéticos, los cuales comparten solamente la mitad de su genoma, se les atribuye una influencia
alos genes2.
La heredabilidad es la proporcién de la varianza en un rasgo que puede ser atribuida a la

variacién genética3. Existe una alta heredabilidad entre habilidades cognitivas bésicas como la

inteligencia o las principales dimensiones de la personalidad, asi como en la mayorfa de los
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trastornos cognitivos del desarrollo. Los neurogenetistas intentan resolver el proceso por el cual
surge esta influencia, para lo cual el primer paso es la identificacién de los genes en los cuales las
variaciones (el genotipo) correlacionan con la diversificacién en el dominio cognitivo (el
fenotipo)?. Para conseguir este objetivo se realizan, entre otros, estudios de asociacién de casos
y controles, dénde se comparan las frecuencias alélicas o genotipicas de las variantes genéticas
entre un grupo de muestras que poseen el rasgo/trastorno y un grupo de muestras que no lo
poseen. Estos estudios se pueden abordar desde dos perspectivas: 1) estudio de genes
candidatos, el cual se centra en polimorfismos individuales que se sospecha que puedan estar
involucrados en la causa del trastorno de interés, 2) GWAS (del inglés Genome Wide Association
Study, estudio de asociacion de genoma completo), el cual consiste en analizar un gran nimero
de polimorfismos a lo largo de todo el genoma para identificar nuevas variantes posiblemente

asociadas al fenotipo.

Es fundamental tener en cuenta que ni la conducta ni las funciones cognitivas estan
directamente codificadas por genes, sino que éstos codifican proteinas, las cuales constituyen el
nivel descriptivo mds bajo en todo el proceso. Entender bajo qué circunstancias se expresa un
gen, qué proteina sintetiza, qué partes de esta proteina se unen a moléculas, cémo influyen todos
estos procesos en la célula, y cdmo estas cascadas moleculares complejas afectan al desarrollo y
funciones cognitivas es el objetivo final de la investigaciéon neurogenéticat. Por lo tanto,
establecer una asociacién entre genes y fenotipos cognitivos o conductuales supone una gran

dificultad.

Investigaciones previas apuntan a una explicacién multifactorial de la influencia genética
en la cognicidn'. Ademas, las mutaciones genéticas relacionadas con este tipo de rasgos estan
caracterizadas por efectos especificos en diferentes sistemas cuyas inter-relaciones son
desconocidas®. Si bien se han encontrado numerosos genes que podrian estar relacionados con
los procesos cognitivos, no todo se le puede atribuir a los genes. El hecho de que gemelos
idénticos no tengan habilidades lingtisticas idénticas, por ejemplo, demuestra que existen
factores no-genéticos, tales como factores epigenéticos, ambientales o interacciones entre
estos*. Las variantes genéticas que afectan a la funcién cognitiva que se han identificado hasta el
momento, son individualmente de efecto pequefio. Igualmente, para que su efecto sea aparente,

necesitan la influencia genética de su alrededor, de modo que un alelo concreto puede estar
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asociado sélo si co-ocurre con una mutacion desventajosa de otro gen o bajo circunstancias
ambientales especificas, aunque, en un entorno distinto en cambio, podria ser neutro o incluso
ventajoso’. Teniendo en cuenta esta heterogeneidad de posibles efectos causales, la nocién
intuitiva de que una causa singular produce efectos determinantes podria ser insuficiente, y la
dicotomia de genes y entorno demasiado simplista como para justificar el desarrollo de los
trastornos cognitivos. Por ello, el modelo alternativo de déficit multiple pasa a ser una explicacién
mas apropiada“. Este modelo viene en parte determinado por las ideas de Falconer® segun las
cuales existe un continuo en cuanto a la responsabilidad de causa para un trastorno. Miltiples
factores de riesgo podrian afectar a su desarrollo, pero el trastorno sélo es evidente cuando se

excede un limite de afecciones.

Es importante tener en cuenta que aunque la mayoria de los efectos genéticos ocurren
en interaccién con el ambiente, la influencia del entorno o experiencias tienen que pasar primero
por rutas sensoriales antes de impactar en el cerebro, y dichos mecanismos sensoriales estan
diseflados genéticamente. De manera que estas sefiales externas se convierten en internas y en
consecuencia estardn sujetas a las “limitaciones” impuestas por la estructura neuronal. Es decir,
cualquier cambio que estas sefiales pudieran producir en el cerebro estaran determinadas por los
mecanismos moleculares que estan bajo control genético, por lo que la experiencia sélo puede

influir en el organismo mediante el filtro de su propio genoma+.

La dislexia y el TDAH son dos trastornos neuro-conductuales con una alta prevalencia en
la poblacién’. Ambos son considerados anomalias complejas en los que influyen multiples
factores genéticos y ambientales de riesgo??, y al parecer son muchos los genes implicados en su

desarrollo, cada uno contribuyendo con un pequefio efecto a la varianza genética total.

1.3  DISLEXIA

La dislexia es un trastorno del desarrollo caracterizado por dificultades en el aprendizaje
de la lectura, aun habiendo tenido unas oportunidades educativas apropiadas, un coeficiente
intelectual normal, visién y audicidn correctas y oportunidades socioculturales adecuadas. Se

considera uno de los trastornos neuro-cognitivos mas comunes entre los nifios’. Los sintomas
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empiezan en lainfancia pero los problemas de lectura suelen persistir en la edad adulta afectando

alos logros académicos y/o a la vida social y emocional®.

La prevalencia de este trastorno varia entre un 5 y un 10%, pero puede llegar a alcanzar
incluso el 17%' dependiendo de los criterios establecidos para su diagndstico o de la lengua nativa
de la poblacién™, ya que la frecuencia de la dislexia es mayor en las lenguas no-transparentes
(como elinglés) que en los idiomas quasi-transparentes (italiano). Una ortografia transparente es
aquella en la que existe una correspondencia simple, clara y tnica entre las letras y los sonidos de
la lengua hablada. Asimismo, algunos estudios indican que la prevalencia de la dislexia es mayor

en chicos que en chicas™s.

Los individuos disléxicos muestran déficits en procesos cognitivos correlacionados como
por ejemplo la memoria verbal, la conciencia fonoldgica o el procesamiento ortografico™, y
algunos investigadores sugieren que la mayor deficiencia ocurre en el procesamiento fonolégico,
en el nombrado répido y en el reconocimiento de fonemas®™. En vista a los diferentes rasgos que
pueden estar afectados, existen diversas teorias en lo que concierne a las bases neurolégicas de
este trastorno. Algunos creen que es un trastorno fonoldgico, ya que asimilar la correspondencia
entre grafemay fonema es un punto esencial para el posterior aprendizaje de la lectura. Otros en

cambio, centran sus hipétesis en el procesamiento visual o auditivo?°.

La dislexia es fundamentalmente un déficit familiar y heredable. Los estudios de gemelos
han sido cruciales para diferenciar la contribucion relativa de los genes y el entorno. Se ha
demostrado que la tasa de concordancia entre gemelos disléxicos monocigdticos, los cuales
tienen el mismo fondo genético, es del 68% en comparacién con un 38% entre los gemelos
disléxicos dicigéticos™, lo cual indica que los genes contribuyen significativamente en este
trastorno cognitivo. También se ha encontrado que la proporcidén de la varianza en las habilidades
para la lectura que se puede explicar mediante los genes es alta, con una heredabilidad de 0.4-
0.8". Sin embargo, la blisqueda de estos marcadores genéticos causales relacionados con la
dislexia no es tan sencilla, ya que estamos ante un trastorno complejo (causado por diferentes
genes y en combinacion con el entorno), multifactorial (una combinacién de diferentes factores
de riesgo) y heterogéneo (el mismo fenotipo puede tener casusas distintas en cada individuo).
Ademéds hay que considerar que muchos de los factores de riesgo sélo tendrén un tamafio de

efecto pequefio o Ginicamente estaran implicados en algunos casos raros de disléxicos™. Aun asi,
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hay estudios que muestran una fuerte asociacién de algunas regiones genéticas con este
trastorno™. Hasta el momento, se han identificado 9 loci (DYX1-DYX9)"® candidatos susceptibles

en relaciéon con la dislexia.

1.3.1 En busca de rutas causales para explicar la dislexia

Aungue se han propuesto varios genes candidatos asociados con la dislexia (ver seccidn
1.3.2), todavia son escasas las propuestas sobre las rutas causales. El grupo de Poelman et al.?°
propone una ruta molecular cuyo desequilibrio es una posible causa de la dislexia, la cual implica
a 10 genes candidatos identificados en la literatura (ROBO1, KIAA0319, KIAA0319L, S100B, DOCK4,
FMR1, DIP2A, GTF21, DYX1C1y DCDC2) e introduce 3 nuevos (SLIT2, HMGB1y VAPA). Todos los genes
codifican proteinas relacionadas directa o indirectamente con procesos que regulan y modulan
los microtubulos y los filamentos de actina del citoesqueleto celular. La ruta en cuestidn, enlaza
los genes involucrados en el crecimiento de la neurita y en la migracién neuronal, dos procesos
neuroldgicos del desarrollo que utilizan una maquinaria molecular solapada. Sin embargo, no se
excluye que puedan existir otros modelos diferentes para conectar dichos genes con la dislexia a
un nivel molecular. No es la primera vez que se expone la migracién neuronal como la principal
causa de la dislexia. Galaburda et al.* ya mencionan que la funcién de muchos de los genes
involucrados en el desarrollo de la corteza cerebral, incluyendo a KIAA0319, DCDC2, DYX1C1 y
ROBO1, pueden ser los responsables de las malformaciones corticales observadas en cerebros
post-mortem de pacientes disléxicos?, los cuales podrian deberse a defectos en la migracion

neuronal y en el crecimiento axonal.

1.3.1.1 La migracion neuronal como posible causa principal de la dislexia

La neurona es la estructura basica en la composicién del cerebro. Durante el desarrollo
del sistema nervioso, cada neurona recién nacida debe migrar hasta llegar a su posicién definitiva
en el cerebro. A este proceso se le denomina migracion neuronal, el cual requiere el
funcionamiento regulado de una multitud de proteinas que permiten definir el movimiento, la
direccién y el lugar dénde debe detenerse cada neurona, para que finalmente éstas alcancen su
ubicacién final 2. Entender los mecanismos por los cuales se produce esta migracién neuronal es
imprescindible para comprender cdmo se realizan las conexiones cerebrales. Al mismo tiempo, el

estudio de este proceso también ofrece la posibilidad de descifrar posibles causas en los
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trastornos del desarrollo neurolégico®?4. Una migracién y organizacidn neuronal apropiada
durante el desarrollo es esencial para construir los circuitos sindpticos funcionales en el cerebro,
por lo que generar y determinar un nimero y tipo de neuronas apropiadas es un paso importante
para establecer, mantener y modificar dichos circuitos neuronales?4. De esta forma, alteraciones
en el patrén de migracién pueden llegar a producir malformaciones cerebrales en los casos mds
graves o defectos mas sutiles de organizacién neuronal en casos menos severos, pudiendo alterar
las conexiones entre las neuronas que nunca llegan hasta su posicién final*>. De manera que
cuando el nimero de neuronas afectadas es grande se pueden producir trastornos neurolégicos
generalizados. En cambio, si sélo una region cortical es la afectada, estos sintomas serdn mas

restringidos?3.

Existen tres pasos esenciales y repetitivos en toda migracidn neuronal. En primer lugar
la célula extiende una neurita delantera, ésta se genera como una protusién a partir del cuerpo
celular (soma) unida a un paquete de microtubulos. Al parecer, los microtibulos estabilizan a la
neurita en crecimiento y proveen lo necesario para la extensién de la membrana. Acto seguido se
genera un cono de crecimiento que extiende y contrae los filopodios y pliega el avance o colapso
de los lamelipodios a medida que va explorando el microentorno. El segundo paso consiste en la
translocaciéon del nlcleo hacia la neurita destacada, proceso también conocido como

nucleokinesis?.

Se han identificado dos tipos de migracién neuronal en base a su orientacion: la radial y
la tangencial. En la migracién radial las células migran desde la zona dénde han nacido hasta la
superficie del cerebro siguiendo el plano radial del tubo neural. De esta manera, las neuronas
pasan sobre las capas neuronales creadas anteriormente hasta alcanzar el punto final dénde
forman una nueva estructura laminar con un patrén distinto de conectividad. Para ello se ayudan
de las células gliales, las cuales sirven como estructura y guia para la migracion dirigida. Sin
embargo, en la migracién tangencial, las células migran ortogonalmente a la direccién de la
migracion radial. En este proceso no es necesaria la interaccién con las células gliales>+2°. Estds
dos rutas de migracién no son necesariamente exclusivas y algunas neuronas podrian utilizar

ambas para alcanzar su posicidn final?.
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1.3.2  Bases genéticas de la dislexia

Como ya se ha mencionado anteriormente, pese a la dificultad que conlleva el estudio de
trastornos complejos, las investigaciones de los tltimos afios han identificado 9 loci (DYX1-DYX9)™®

candidatos que podrian estar vinculados con la dislexia:

1.3.2.1 DYX1 (15q15-15q21)

Algunas variantes genéticas en el cromosoma 15 fueron posiblemente las primeras que
se relacionaron con la habilidad para la lectura?. Varios afios después, el estudio de Taipale et al.?®
indic6 el mapeo de un gen denominado dyslexia susceptibility 1 candidate 1 (DYX1C1) en esta regién
(15q21.3), a partir del punto de ruptura de una translocacién (t(2:15)(q11:q21)) hallada
anteriormente en una familia finlandesa?. La translocacién interrumpia el gen DYX1C1. En el mismo
estudio también describieron una significancia nominal para dos marcadores (-3G>A (rs7343205A)

y 1249G>T (rs57809907T)) situados en este gen, asi como para el haplotipo formado por ambos.

Los esfuerzos para replicar esta asociacién tanto para el fenotipo de dislexia como para
rasgos cognitivos y especificamente relacionados con la lectura, han producido resultados
dispares (ver detalles de los estudios mas relevantes en la Tabla 1) y a veces conflictivos. Por
ejemplo, dos estudios han encontrado el mismo marcador asociado pero en la direccién opuesta,
es decir, uno de los grupos detecté asociacién del alelo de no-riesgo segtin el estudio anterior3®3',
Mientras que en el estudio de Taipale et al.?® el alelo A de esa mutacién (-3G>A) parecia estar
asociado con dislexia en la poblacidn finlandesa, en el estudio de Wigg et al.3' fue el alelo G el que
se relaciond con este mismo trastorno en la poblacién canadiense. De esta misma forma, el alelo
T de la mutacién 1249G>T se asocid en el estudio de Taipale et al., mientras en el estudio de Scerri
et al., elaborado en base a una poblacién de U.K, fue el alelo G el que se asocid. Se observaron
estas mismas discordancias cuando se analizd el haplotipo formado por ambas mutaciones. Otros

grupos de investigacién también han identificado asociaciones con otros marcadores333.
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Tabla 1. Descripcién de los estudios de asociacidn realizados relativos a los polimorfismos -3G>Ay 1249G>T del gen
DYX1C1. Si=asociacién de la variante en el estudio de dislexia. No=no asociacién. d.o.= asociacién encontrada en
direccién opuesta al estudio original. #=asociacién Gnicamente en forma de haplotipo. *=asociacién con rasgos

cuantitativos relacionados con la lectura, no en fenotipo dicotémico.

Referencia Poblacion -3G>A 1249>T
Taipale et al. 2003 28 Finlandia Si Si

Scerri et al. 2004 3° U.K. No Si(d.o.)

Wigg et al. 20043 Canada Si(d.o) Si(d.o.)#

BrKanac et al. 2007 34 U.S.A. Si(d.o.)  Si(d.0.)
Marino et al. 2007 3 Italia Si* Si
Dahdouh et al. 2009 3¢ Alemania Si# No
Newbury et al. 2010 37 U.K. No Si*
Cope etal. 2004 38 U.K. No No
Meng et al. 2005 39 U.S.A. No No
Bellini et al 2005 4° Italia No No
Saviour et al. 20084 India No No
Bates et al. 2010 3 Australia No No
Lim et al. 2011 4 China Si No
Tranetal. 20134 Meta-andlisis No No
Becker et al. 2014 33 Europa central No No
Venkatesh et al. 201444 India No No

Meta-analisis realizados*>#> indican que no hay evidencias estadisticas para una asociacion
entre los marcadores -3G>A 6 1249G/T y el riesgo a padecer dislexia, ademas indican que hay una

baja credibilidad de estas asociaciones por la alta heterogeneidad existente entre los estudios.

Funcién molecular del gen DYX1C1

Desde su descubrimiento, DYX1C1 se ha considerado un candidato viable para la etiologia
de la dislexia, ya que se expresa en diferentes tejidos incluido el cerebro, concretamente en las
neuronas corticales y en las células gliales de la materia blanca. Diferentes estudios funcionales
han caracterizado la proteina codificada a partir de este geny, entre sus posibles efectos, se han

sugerido los siguientes:
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e Tapia et al.*® identificaron factores de transcripcion (TFlI-l, PARP1y SFPQ) que podrian regular
la expresion de DYX1C1 de manera alelo dependiente, y modelos animales sugieren que

algunos de estos factores tienen funciones en la memoria y en el desarrollo cerebral.

En el estudio de Massinen et al.4’ y posteriormente en el de Tammimies et al.*8 se implica
funcionalmente a la proteina de DYX1C1 en la interaccién con los receptores a y B de
estrégenos (ESR1y ESR2), los cuales son importantes para el desarrollo cerebral y procesos
neuronales como la migracion neuronal y la plasticidad sindptica, incluso podrian estar

relacionados con funciones cognitivas como la memoria y el aprendizaje.

Estudios realizados con ratones en los que se disminuyd la expresién de este gen mediante

RNA interferente (RNAI) in utero en el neocdrtex embrionario, mostraron patrones aberrantes

de migracién neuronal49-%', que eran similares a los observados en los cerebros post mortem

de disléxicos®.

e Varios genes relacionados con la dislexia se encuentran entre los regulados durante la
ciliogénesis, lo cual sugiere que los cilios podrian ser causa de una disfuncién en la lecturas.
Ademads, recientes descubrimientos indican que DYX1C1 podria estar involucrado en el
crecimiento y funcién de los cilios5>54. Aunque la localizacién principal de la proteina DYX1C1
es el centrosoma, ésta también se ha observado en el cilio primario de algunas células>. El gen
ortélogo de DYX1C1 del pez cebra, el cual se expresa en muchos tejidos ciliados, es esencial
para el desarrollo normal de los cilios y su knockdown conlleva a mdiltiples fenotipos
relacionados con cililopatiass4. Por otra parte Tarkar et al.>> reportan que ratones con la
delecién de los exones 2-4 del gen DYX1C1 presentan defectos de motilidad cilial.

e También se ha observado que DYX1C1 interacciona con LISI (una proteina implicada en la
lisencefalia) y con DCDC2 pero no con KIAA0319, asi como con proteinas componentes del
citoesqueleto (TUBB2B, TUBAI y Antaxin)¢ .

¢ Otros grupos de investigacion también han relacionado este gen con la inhibicién de la

ubiquitina ligasas? y como biomarcador para el cancer colorectal?, asi como para el cancer de

mama5%°°,

13.2.2  DYX2(6p22)

El locus DYX2 es sin duda el mas estudiado de todos los loci asociados con dislexia hasta

el momento. La primera evidencia de asociacion de estaregion con la dislexia proviene del estudio
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de Cardon et al. en 1994°%' y desde entonces muchos han sido los que han identificado esta zona
como susceptible para ciertos rasgos relacionados con la lectura®-%4. Posteriormente se han
identificado dos genes en esta regién, DCDC2 (doublecortin domain containing 2) (6p22.1) y
KIAA0319 (6p22.3) que se han asociado sucesivamente en numerosos estudios, pero como en el
caso de DYX1C1los resultados entre ellos no han sido siempre consistentes. En 2004, Deffenbacher
et al.® analizaron 31 marcadores localizados a lo largo de 10 genes de este locus y descubrieron
una regién enmarcando los genes VMP, KIAA0319, TTRAP y THEM2, asociada a rasgos relacionados
con la ortografia y la fonologfa en familias disléxicas de U.S.A.. Partiendo de esta regién y con
intencion de identificar el gen responsable de esta sefial, Meng et al.%¢ seleccionaron 147
marcadores alrededor de un microsatelite previamente identificado (JA04) y asociado a una
medida de ortografia®> en esta misma zona. Entre los resultados de su estudio destaca la
identificacion de una delecién de 2445 pares de bases (BV677278), localizada en el intrén 2 del gen
DCDC2, y la asociacién de varios marcadores situados en este mismo gen con indices de severidad
de dislexia en la poblacién de U.K., por lo que propone el gen DCDC2 como candidato para la
dislexia. El equipo de Schumacher por su parte y en paralelo, asocié el SNP rs793862 asi como el
haplotipo formado por este marcador junto con rs807701 (ambos ubicados en el gen DCDC2) con
la dislexia en la poblacién alemana™. Ninguno de los dos estudios en cambio, logré relacionar el
gen KIAA0319 con la lectura. Estudios posteriores han intentado replicar estos resultados en
diferentes poblaciones, pero las conclusiones logradas no siempre han sido las mismas. En un
meta-analisis realizado en base a 4 variantes del gen DCDC2, asi como de la delecidn identificada
por Meng et al.%?, concluyen que sélo el alelo C del SNP rs807701 esta asociado significativamente
con el riesgo a padecer dislexia, aunque parece ser que el analisis de sensibilidad indica que los

resultados son poco fiables por lo que hay que interpretarlos con precaucién.

Por otro lado, los grupos de Francks®® y Cope® también se centraron en la misma regién
asociada por Deffenbacher®. En el primer estudio®, identifican un haplotipo de riesgo formado
por dos SNPs del gen KIAA0319 (rs4504469 y rs2038137) y uno del gen TTRAP (rs2143340)
relacionado con medidas de lectura en familias disléxicas de U.K. y de U.SA.. Cope et al.®? replican
la asociacién de los dos marcadores de KIAA0319 en la poblacién de U.K. (estudio de casos y
controles) pero no la del SNP de TTRAP. Una de las mayores asociaciones encontradas fue para
rs4504469-KIAA0319. Un afio después, con intencion de replicar los resultados obtenidos por

estos dos grupos, Harold et al.7® analizan los mismos marcadores (incluyendo algunos nuevos) del
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gen KIAA0319 asi como del gen DCDC2. Asocian el SNP rs4504469-KIAA0319 a la dislexia y a
diferentes medidas de lectura, y el rs2038137-KIAA0319 sélo con medidas de lectura. Ni este
estudio ni el estudio de Cope® obtuvieron resultados significativos para ningtin marcador situado
en el gen DCDC2. Los resultados de asociacidn obtenidos para el gen KIAA0319 por los diferentes
grupos de investigadores en diversas poblaciones tampoco han sido muy consistentes entre ellos.
Sin embargo, del meta-analisis realizado en 201245 en base a 5 estudios se dedujo que el alelo T del
rs4504469-KIAA0319 estaba significativamente asociado con el riesgo a padecer dislexia. Diversos
estudios han encontrado una interaccidn entre los genes DCDC2 y KIAA0319, por lo que se sugiere
que los dos podrian contribuirindependientemente a la dislexia’®72. En estudios mas recientes’374
se asocian ambos genes con la habilidad para la lectura y se proponen tres nuevos genes

candidatos: FAM65B, CMAHF y S100B.

En cuanto a los otros genes localizados en esta misma regién (DYX2), parece ser que el
marcador situado en TTRAP esta en un alto desequilibrio de ligamiento (LD, linkage disequilibrium)
con el SNP rs9461045 ubicado en KIAA0319, el cual afecta a la expresién de KIAA0319, pudiendo
ser esta la razén de haber encontrado la asociacidon con TTRAP. Por otra parte, la asociacion de los

genes THEM y VMP no se ha replicado con respecto a la dislexia®.

Funcién molecular del gen DCDC2

DCDC2 pertenece a la familia de genes DCX (Doublecortin, DCX-repeat gene family),
caracterizada por su funcién de empaquetar y estabilizar los microtibulos neuronales, esenciales
para el crecimiento de neuritas y la migracién neuronal. Los genes DCX son conocidos por su
implicacién en la lisencefalia, una severa malformacién provocada por defectos severos en la
migracién neuronal®. En vista a estas funcionalidades, no es extrafio pensar que DCDC2 esté
involucrado en la migracién neuronal y varios estudios funcionales parecen haber confirmado
estas sospechas. El estudio realizado por Meng et al.®¢ y posteriormente por Alder et al.”> donde
se inhibe la expresion de DCDC2 (RNAi in utero) en ratas, se vio obstaculizada la migracién
neuronal caracterizada por una reduccidn progresiva de la distancia recorrida. Estas anomalias
eran similares a las encontradas en cerebros humanos post mortem de disléxicos’®77. En otro
estudio sin embargo?’, no se observaron déficits en la migracién neuronal en ratones DCDC2-

knockout (KO), pero si tenfan dificultades para el aprendizaje, con las tareas de discriminacion
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visual y con la memoria a largo plazo. Ademas, DCDC2 estd altamente expresado en las mismas
regiones cerebrales activadas durante la lectura tanto en los lectores fluidos como en los
disléxicos®®. A este gen también se le ha atribuido relacién con los cilios. Al parecer, una
sobreexpresién del gen en las neuronas del hipocampo incrementa la largura media del cilio
primario en aproximadamente el doble’8. En estudios realizados con Caenorhabditis elegans
también se sugiere que DCDC2 es importante para la morfologia de la neurona y que su
sobreexpresién causa una migracién neuronal anormal que sélo suele ser observable en las

neuronas ciliadas.

Funcién molecular del gen KIAA0319

Estudios celulares han demostrado que el haplotipo de riesgo asociado con la dislexia,
formado por los SNPs rs4504469-rs2038137-rs2143340 en KIAA0319, esta relacionado con una
reduccién de la expresion del mismo gen, la cual podria incluso verse reducida hasta mas de un
40%79. En concreto, en un estudio realizado por este mismo grupo?®®, en el cual se analizaron varias
versiones del promotor de KIAA0319, se concluyé que el alelo menos frecuente del rs9461045, el
cual se encuentra en completo LD con el SNP rs2143340 del haplotipo de riesgo, creaba un sitio
de unién para OCT-1 (un factor de transcripcion silenciador), razén por la cual se podria explicar la
reduccién de expresidn de este gen, ya que se ha observado que el KO de OCT-1 hace recuperar el

nivel de expresion de KIAA0319 en el haplotipo de riesgo.

El patrén de expresion de KIAA0319 en el neocdrtex en desarrollo hace pensar que este
gen también podria estar involucrado en la migracién neuronal, y diversas investigaciones asi lo
han postulado”5798'. RNAi in utero del gen homdlogo a KIAA0319 en ratas resultd en una reduccion
significativa de la distancia migrada por las neuronas asi como en un alargamiento de las dendritas
apicales. También se han encontrado heterotopias ventriculares (grupos de neuronas
desorganizadas) con neuronas que no migraban adecuadamente. Al corregir este silenciamiento

mediante una sobreexpresion del gen KIAA0319, la migracion neuronal se recuperaba.

Debido al splicing alternativo, este gen produce diferentes variantes de la proteina: A (la
principal), By 8. La isoforma A contribuye en el plegamiento de las proteinas, la estabilidad, la

adhesién celular y la interaccion célula-célula, razon por la cual se sugiere que podria estar



Introduccion

involucrada en la interaccién entre las neuronas y las fibras gliales durante la migracién
neuronal?®84. La isoforma B se ha detectado secretada en el medio extracelular, por ello se
hipotetiza que KIAA0319 podria estar involucrado en funciones més generales en las que se incluye

la sefializacién extracelular®s8586,

Ademds, a parte de los genes DYX1C1 y DCDC2, el estudio bioinforméatico del grupo de

investigacion de Ivlieb et al.>3 afiade el gen KIAA0319 a la lista de genes con funcidn ciliar.

1.3.2.3  DYX3 (2p11-2p16)

Este locus se maped por primera vez en una familia multigeneracional de Noruega la cual
presentaba un patrén de herencia dominante de la dislexia®. Estudios posteriores también han
asociado esta region con dislexia o con varias medidas cuantitativas relacionadas con la lectura
en familias disléxicas y en la poblacién general®-9°. En 2002, Franck et al.® propusieron los genes
SEMA4F (perteneciente a una familia de proteinas con funcién en la orientacién axonal), OTX1 (un
factor de transcripcién involucrado en la morfogénesis cerebral) y TACR1 (receptor de la sustancia
P de tachykinin y expresado en el sistema nervioso) como posibles candidatos a estar asociados
con dislexia dentro de este locus, pero no lograron hallar variantes de riesgo relacionadas. En
2007, el grupo de Anthoni®" identificé los genes C20RF3 y MRPL19, los cuales muestran un patrén
de expresién cerebral en las mismas regiones donde se expresan DYX1C1, DCDC2, ROBO1 y
KIAA0319. También se describidé un haplotipo de riesgo que contenia los genes C2ORF3 y MRPL19,
y se mostré que los individuos que portaban los alelos de riesgo presentaban una expresién

menor de ambos genes en comparacién con las muestras que portaban alelos de no-riesgo.

1.3.2.4  DYX5 (3p12-3q13)

La busqueda de posibles regiones relacionadas con la dislexia a cargo de Nopola-Hemmi
et al. serealizé en cuatro generaciones de una familia finlandesa con 21 familiares disléxicos, en la
que el trastorno se segregaba de forma autosémica dominante. Este estudio localizé la region
situada en el cromosoma 3 que se denomind DYX5%. Este mismo locus ha sido asociado
posteriormente con rasgos relacionados con la lectura en otras familias disléxicas asi como en la

poblacién general994. Pero el gen responsable de estas asociaciones no se descubrié hasta que
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Hannula-Jouppi et al. identificaron una translocacién cromosdémica en un paciente disléxico
(t(3;8)(p12;q11)) que interrumpia el gen ROBO1 (3p12) entre dos de sus promotores™. Tras este
descubrimiento, este mismo grupo volvié a analizar a la familia finlandesa estudiada por Nopola
Hemmi% y se percaté de que 19 de los 21 familiares afectados posefan un haplotipo de riesgo
formado por marcadores de ROBO1, el cual provocaba una atenuacién de la expresién del gen,
por lo que se sugirié que el mecanismo causal podria ser una regulacidn alterada del mismo. Segtin
concluyeron en su estudio, son necesarias dos copias funcionales de ROBO1 para adquirir una
habilidad normal en la lectura, y una haplo-insuficiencia parcial de ROBO1 podria predisponer a

desarrollar dislexia.

Funcién molecular del gen ROBO1

ROBO1 (Roundabout Guidance Receptor 1) se expresa abundantemente en el tejido
cerebral y su funcién en el desarrollo del cerebro y en la migracién neuronal estd bien establecida.
Es uno de los 4 genes ortélogos del gen Roundabout de Drosophila, el cual es critico para el
entrecruzado axdnico normal entre las dos mitades del cerebro. La proteina codificada por ROBO1
actla como receptor de las proteinas SLIT, las cuales se encargan de dirigir la migracién de las
neuronas al neocdrtex. Interaccionando con netrinas y sus receptores, aparte de regular la
direccién, también regulan el ratio del crecimiento axonal/neurita%. Estudios en ratones Robo1-
KO indican que estos animales mueren al nacer y tienen defectos en la migracién neuronal entre

otros sintomas2.

1.3.2.5  DYX4 (6q12-q15), DYX6 (18p11.2), DYX7 (11p15) y DYX8 (1p34-1p36)

La asociacién del locus DYX4 con dislexia no se ha replicado desde que éste se asocid a la
codificacion fonoldgica en pacientes con este trastorno%, aunque se ha sugerido una posible
relacién con el deletreo de palabras irregulares en la poblacién general®. En otro estudio Fisher
et al.9* identificaron marcadores del cromosoma 18p11.2 asociados a medidas de lectura de
palabras en familias disléxicas, que denominaron como locus DYX6. El locus DYX6 también se ha
relacionado con medidas de codificacién fonoldgica y ortografica, asi como para la habilidad en la
lectura?®%. Algunos de los genes que se han propuesto para esta zona son: MCR5, DYM, NEDD4L y

VAPA2%9%, Asi mismo, Fisher et al.%* también sugirieron una posible relacién en el cromosoma 11
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(11p15) y la conciencia fonoldgica, denominando a esta region asociada DYX7. Finalmente, el locus
DYX8 se nombrd gracias a la relacién encontrada de una region del cromosoma 1 con medidas
cualitativas y cuantitativas de la dislexia™®™"'. Aunque este cromosoma ya habia sido implicado
anteriormente a través de una translocacion (regidn 1p22) que se cosegregaba con dificultades
para la escritura y la lectura’, no fue hasta el afio 2008 cuando el grupo de Couto propuso el gen
KIAA0319L como posible candidato dentro de este locus'® al encontrar significancia nominal con
uno de sus marcadores y la dislexia en familias canadienses con dificultad para la lectura. Su
similitud de secuencia proteica con KIAA0319 (61%) hace pensar que podria tener funciones

similares a ésta y por consiguiente se considera un buen gen candidato.

1.3.2.6  DYX9 (Xq26-Xq28)

Mediante el estudio de ligamiento a nivel de genoma completo (genome-wide linkage
scan) realizado en una familia holandesa en la cual 15 de los 29 miembros se diagnosticaron como
disléxicos, se identificé un pico de ligamiento en el cromosoma X, Xq27.3'°4 que posteriormente
se ha replicado en familias francesas's. Sin embargo, en el andlisis de la secuencia codificadora de
los genes que se encuentran en esta regién (FMRI, Cxorfl (TMEM257), DKFZp574M2010, KIAA1854
(SLITRK2), Cxorfsl, FMR2, ASFMRI' y FMRINB) no se detectd ninguna mutacion, por lo que el gen

causante de la dislexia en estas familias particulares sigue sin estar resuelto.

1.3.2.7  FOXP2 (7q31): un gen para el lenguaje y el habla

Muchos de los individuos con dislexia padecen problemas similares a los del
procesamiento del lenguaje oral, razdn por la cual no se descarta que la habilidad para la lectura
y otros trastornos del lenguaje compartan mecanismos genéticos comunes. El SLI (del inglés
Speech Language Impairment), en castellano TEL (Trastorno Especifico del Lenguaje), se considera
una de las formas principales de los trastornos del lenguaje y es altamente comdrbido con la
dislexia, pudiendo llegar incluso hasta el 55 %®. El gen Forkhead Box P2 (FOXP2), definido como
uno de los genes responsables del desarrollo del habla y el lenguaje*® esta involucrado en el SLI'7
y una de sus variantes, el rs21533005, se ha asociado con los problemas del procesamiento del
lenguaje escrito en disléxicos'?. Estudios recientes lo han asociado con algunos rasgos de la

dislexia™®.
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El gen FOXP2 fue descubierto a raiz del estudio realizado en 1987 de una familia
trigeneracional, nombrada KE, con un trastorno del habla muy severo. De los 37 miembros de los
que constaba, 15 padecian dispraxia verbal severa, un trastorno de la coordinacién causado por
una inadecuada transmisidn de los mensajes del cerebro a los musculos de la cara. Un estudio de
ligamiento de genoma completo en esta familia identificé un pico de asociacién que se localizaba
en la regién cromosémica 7q31™°. Dos afios después, el grupo de Lai localizé una translocacion
entre los cromosomas 5 y 7 que afectaba al gen FOXP2 en dos pacientes con un diagndstico similar
al de la familia KE™. La secuenciacion del mismo reveld una mutacidn en esta familia (R553H) que
estaba presente de forma heterocigota en todos los afectados™. Dicha mutacién se localiza en el
dominio de unién al DNA del gen, por lo que afecta a su capacidad de unién y a su localizacién

nuclear.

Funcién molecular del gen FOXP2

FOXP2 actia como un represor transcripcional mediante la unidn directa a las zonas
reguladoras de los genes diana. De esta forma podria controlar el crecimiento y la diferenciacién
de una clase de neuronas destinadas a inervar tejidos involucrados principalmente en la
produccién del habla™. Uno de los genes que esta regulado mediante FOXP2 es CNTNAP2, el cual
codifica una de las proteinas neurexinas con mudltiples funciones de gran importancia en el
sistema nervioso central. Variantes de este gen se han asociado con medidas del lenguaje como
la repeticion de pseudopalabras en muestras con SLI"7 y también en muestras con dislexia™9.
Estudios funcionales realizados con ratones knock-in para Foxp2, revelan que los individuos
homocigotos para la mutacién en dicho gen sufrian un desarrollo atrasado con defectos motores
resultando finalmente en una muerte temprana. Los heterocigotos en cambio, si bien se
desarrollaban normalmente, padecian una alteracién de comunicacién en las vocalizaciones

emitidas™4.

1.3.2.8  Analisis de nimero de copias variable (CNV) en la dislexia

Durante las ultimas décadas, la investigaciéon de enfermedades psiquidtricas se ha

basado en la hipdtesis de enfermedad comun, variante comin (Common Disease, Common
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Variant, CDCV) para explicar la influencia genética de ésta, es decir, que las variantes comunes de
baja penetrancia son las mayores contribuidoras de la susceptibilidad genética de las
enfermedades comunes. Sin embargo, las asociaciones encontradas hasta el momento solamente
explican una proporcidn pequefia de la heredabilidad, por eso, la hipdtesis alternativa de
enfermedad comun, variante rara (Common Disease, Rare Variant, CDRV) estd cobrando cada vez
mas importancia. En este modelo las variantes raras (de frecuencia menor a 5%) tienen un efecto
de riesgo grande, pero cada alteracién por si sola resulta causal en una pequefia proporcién de
afectados™. Si bien es cierto que en la mayoria de los pacientes se encuentra una arquitectura
genética compleja con muchas variantes de riesgo, también hay casos inusuales donde el patrén
de herencia es consistente con una mutacidn rara en un gen concreto con un gran efecto™®.
Muchas de estas variantes raras suelen consistir en variaciones en ndmero de copia o CNVs (del
inglés Copy Number Variations). Los CNVs son anormalidades estructurales cromosdmicas raras
que conforman alrededor del 13% del genoma humano. Estas variaciones, las cuales son el
resultado de una recombinacién o replicacion errdénea, se han implicado en la etiologia de varias
condiciones psiquidtricas™®. Este tipo de polimorfismos operan a una escala mayor originando
deleciones, inserciones, duplicaciones y reordenamientos de regiones de DNA desde 100 pares de
bases (pb) hasta varios miles de pb. Asi los CNVs pueden abarcar regiones cromosdémicas que
contienen un gran ndmero de genes y afectar de esta forma a un amplio rango de caracteristicas

fenotipicas’.

Hasta el momento el nimero de estudios centrados en el andlisis de CNVs en relacién a
la dislexia no son muchos, pero entre ellos se han encontrado varios genes que podrian tener
relacién con la susceptibilidad a padecer este trastorno. Los primeros hallazgos que relacionan
los CNVs con la dislexia vinieron a través del grupo de Girijan'?, el cual analizd este tipo de
polimorfismo en diferentes fenotipos cognitivos, observando que habia una disminucién
significativa en la frecuencia de CNVs largos en los disléxicos en comparacion con los demas
trastornos. Stefansson et al."® también relacionaron varios CNVs con diferentes funciones
cognitivas. Especificamente observaron que los controles con historia de dislexia y discalculia
poseian una delecidén localizada en 15qg11.2. Sin embargo, los resultados mas prometedores los
trajo el grupo de Veerappa"¥'2, quien identificé varios casos de disléxicos con duplicaciones y
deleciones en Xg21.3 y Yp11.2 tras un escrutinio de los CNVs a nivel de genoma completo en 11

familias disléxicas. También hallaron CNVs que albergaban genes de las protocaderinas en la
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misma regién del cromosoma X, particularmente el gen PCDH11X, el cual estd implicado en la
comunicacion célula-célula, la habilidad verbal, la asimetria cerebral y la plasticidad dendritica
sindptica, por lo que este gen podria considerarse un buen candidato relacionado con la
dislexia™»™°, Este mismo grupo también identificd 5 CNVs de novo en familias disléxicas hindtes
que contenian concretamente los genes NEGR1, ACCN1, DCDC5 y el ya conocido candidato
CNTNAP2, los cuales estan implicados en el aprendizaje, cognicidon y procesos de la memoria™'.
Ademéds también identificaron una delecién y 5 microduplicaciones en la regién 17q21.31, donde se
sitian los genes KIAA1267, LRRC37A, ARL17A/By NSFP1'22, Los analisis de rutas moleculares sugieren
que todos estos genes podrian estar implicados en la transmisién sindptica, la orientacién axonal,

la adhesion celular y la fusién de membrana celular/vesicular.

1.3.3  Estudios de neuroimagen en la dislexia

La habilidad cognitiva general es un rasgo altamente heredable. Aunque todavia no se
han identificado genes con un alto impacto en esta capacidad, algunos se han correlacionado
reiteradamente con medidas de lectura™3. Asi mismo, la variacién de las regiones cerebrales
relacionadas con el lenguaje también parecen estar bajo un fuerte control genético™+. Por esta
razon, la asociacién directa de los rasgos anatémicos del cerebro, mediante imagenes
estructurales, puede dar pistas sobre los posibles efectos de las variantes genéticas asociadas.
Por otro lado, el estudio de imagenes funcionales del cerebro, es decir, el registro de la activacién
cerebral mientras los sujetos realizan alguna tarea, podria ofrecer una explicacién mads exacta de
los procesos necesarios para dichas tareas, por lo que también se puede analizar la relevancia
funcional de ciertas variantes genéticas en la activacién cerebral durante la lectura, por

ejemplo08125,

Algunos resultados son prometedores para algunos trastornos neuroldgicos, como la
ansiedad, procesos atencionales o la esquizofrenia. Sin embargo, son pocos los estudios
realizados para la dislexia™®. Los primeros hallazgos en base a la estructura cerebral de disléxicos,
vienen determinados por el grupo de Galaburda?, el cual examing tejido cerebral post-mortem de
individuos con dislexia. El estudio reveld, aparte de las ya mencionadas anomalias en la migracion
neuronal, defectos estructurales corticales microscépicos o ectopias corticales. Investigaciones

que comparan entre lectores normales y lectores con dificultades han demostrado que existen
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diferencias funcionales y estructurales en regiones del cerebro relacionadas con la lectura®®?s,
Ademads, varios andlisis han encontrado cambios en la volumetria, densidad o estructura de la
materia gris y la materia blanca™#"5, incluso en un caso han identificado una reduccién de la
materia gris en los sujetos disléxicos™S. También se han descrito diferencias en los patrones de
activacién funcional durante la ejecucion de tareas fonoldgicas o de lectura85127,128
demostrando una activacién menor de las dreas dorsales y ventrales en los disléxicos y, en
ocasiones, una sobre-activacion de la zona inferior frontal'?, aunque esto simplemente podria ser
el efecto de una estrategia compensatoria de lectura. Finalmente, se ha concluido que los sujetos
con dificultades en la lectura utilizan regiones del cerebro y circuitos neuronales diferentes
durante las tareas de lectura, sugiriendo que los determinantes de esta dificultad alteran el

desarrollo y el funcionamiento del cerebro™>129,

En los pocos proyectos que han indagado sobre la relacién entre variantes genéticas y la
estructura cerebral con respecto ala habilidad parala lectura, se han identificado ciertas regiones
cerebrales asociadas a determinados polimorfismos genéticos. El grupo de investigacién de
Meda™4 observé que los sujetos heterocigotos para la delecién del intrén 2 del gen DCDC2, en
comparacién con la ausencia de delecién, exhibfan volimenes de materia gris significativamente
superiores en regiones cerebrales relacionadas con la lectura/lenguaje en sujetos sanos de
Estados Unidos, por lo que sugiere que este gen podria ejercer su efecto a través de todo el
espectro de la habilidad parala lectura. Scerri et al. por su parte' también encontraron asociacion
del alelo G del marcador rs917235 situado en el locus MRPL19/C20RF3 con un menor volumen de la
materia gris en la poblacién sueca, sugiriendo asi mismo la probabilidad de estar asociado a
habilidades cognitivas generales. La concentracién de la materia gris también se ha visto alterada
en pacientes con esquizofrenia en relacidn a la variacién genética de FOXP2'*°. El grupo de Darki®',
en cambio, describiéd que los SNPs rs3743204-DYX1C1, rs793842-DCDC2 y rs6935076-KIAA0319
mostraban efectos significativos en la variabilidad normal del volumen de la materia blanca en las
regiones temporoparietales izquierdas, la cual se correlaciona con la habilidad para la lectura.
Posteriormente este mismo grupo®? volvid a escanear a 76 de estos mismos sujetos (un total de
3vecesalolargo de 2 afios) de edades entre 6 y 25 afios, sin ningdn tipo de trastorno neuroldgico.
En este segundo estudio, aparte de replicar los resultados anteriores, descubrieron que el alelo T
del marcador rs793842 de DCDC2 estaba significativamente asociado a un mayor grosor cortical

de las regiones temporales y parietales, relacionadas con un menor volumen de materia blanca
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durante el desarrollo de la infancia y en concordancia con menores calificaciones lectoras.
Concluyen que el volumen de la materia blanca en estas regiones es un buen predictor de la
comprensién lectora futura, es decir, 2 afios mds tarde. KIAA0319 también parece afectar a la
morfometria cerebral®¢, el KO embriénico de kiaao319 en ratas no produce cambios en el volumen
del cértex ni del hipocampo, pero si una reduccién significativa en el corpus callosum. Estudios
recientes de asociacion de genoma completo™ han identificado 5 variantes genéticas que

influyen en el volumen del putamen, el ntcleo caudado, el hipocampo y el volumen intracraneal.

En cuanto a la investigacién de las dreas funcionales cerebrales con respecto a las
variantes genéticas, en 2012 se llevaron a cabo 4 estudios con resultados destacables:

(i) La ausencia del alelo G del SNP rs12533005 situado en el gen FOXP2 mostré sobre-
activacion en ciertas zonas cerebrales involucradas en el procesamiento del lenguaje
durante la ejecucion de una tarea de lectura en la poblacién alemana'®.

(i) Ciertas variantes de los genes DCDC2 y TTRAP se asociaron con el patrén de activacién de
varias regiones cerebrales concretas durante la ejecucion de tareas de lectura, pero solo
variantes situadas en el gen DCDC2 pasaron la correccidn estadistica de falsos positivos'.

(iii) Los sujetos disléxicos con el haplotipo raro de expresién débil de ROBO1 presentan una
interaccion interaural defectiva en el proceso de cruzamiento axonal en las rutas auditivas,
por lo que se sugiere que para un funcionamiento normal de las rutas auditivas se requiere
una adecuada expresién del nivel de este gen™+.

(iv) Finalmente, el grupo de Pinel's al genotipar y escanear 94 adultos sanos durante tareas de
escritura y comprensién del lenguaje hablado, identificaron 5 SNPs en FOXP2 asociados
significativamente con la activacién en dos regiones frontales del cerebro y un SNP de
THEM2 asociado con la asimetria de la activacién en el Iébulo temporal durante tareas de

lectura y de fonologjia.

En vista a los resultados hallados en los diferentes estudios, la utilidad de imaging-
genetics queda demostrada, y se puede afirmar que las imdgenes cerebrales son un buen
endofenotipo para condicionar asociaciones genéticas y explorar mecanismos causales asi como
rutas bioldgicas que determinen los trastornos neurocognitivos™s, por lo que el estudio de
neuroimdgenes podria servir para establecer puentes entre los marcadores genéticos y la

conducta®?. Ademas, también se podrian identificar los posibles factores que median las
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funciones cognitivas y los trastornos del desarrollo™. Sin embargo, el nimero de estudios
realizados entre los genes candidatos en relacidn a dificultades lectoras y la activacién de regiones

cerebrales durante las tareas de lectura es todavia muy limitado.

1.4 TRASTORNO POR DEFICIT DE ATENCION E HIPERACTIVIDAD

El trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH), descrito por primera vez por
el pediatra George Still en 1902, es un trastorno iniciado en la infancia que se caracteriza por una
excesiva actividad motora, impulsividad e inatencién o falta de concentracion?. Este patrén de
sintomas es un riesgo importante de fracaso escolar. Dependiendo de los sintomas
predominantes se divide frecuentemente en tres subtipos: tipo inatento, tipo hiperactivo-
impulsivo o tipo combinado®®. Estos sintomas son crénicos y persisten en la edad adulta en un 30-
60 % de los casos™. Los niveles de hiperactividad e impulsividad tienden a decrecer mientras que

la inatencién es mas persistente™®.

Algunas investigaciones indican que existen diferencias etioldgicas para la inatencién y
los sintomas de hiperactividad/impulsividad™?. Las publicaciones de los ultimos 20 afios ofrecen
evidencias de la utilidad y validez de distinguir estos dos dominios de sintomas que aun estando
altamente correlacionados, predicen diferentes deficiencias. Ademds se acepta que tengan
diferentes correlaciones clinicas y neuronales8-4°, Especificamente, los sintomas de inatencién
tienden a predecir los problemas académicos, las dificultades conductuales, el ignorar a sus pares
y debilidades neurocognitivas, mientras que los sintomas de hiperactividad/impulsividad tienden
a predecir la agresion, o el rechazo de los pares, entre otras dificultades™. Segin argumentan
Milich et al.*?, reducir la variabilidad fenotipica del TDAH podria ser de ayuda para incrementar el
poder estadistico a la hora de detectar genes candidatos en los estudios moleculares. Sugieren
que tener rutas etioldgicas Unicas es evidencia suficiente para categorizar los subtipos de TDAH
como trastornos diferentes y proponen que las investigaciones futuras deberfan buscar las causas
neurobioldgicas de la sintomatologia de inatencidn en ausencia de sintomas de
hiperactividad/impulsividad para que las influencias genéticas de estos sintomas se puedan
entender mejor. En este estudio nos hemos centrado en nifios que padecian sintomas de

inatencion o falta de atencién (FA).
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La prevalencia mundial del TDAH varia entre el 2-10%, y como en el caso de la dislexia se
observa una mayor frecuencia en chicos con un ratio de chico:chica de 4:1, aunque esta diferencia
podria deberse a su mayor facilidad de deteccién en el grupo de género masculino ya que el
trastorno se presenta normalmente con una mayor alteracién. El fenotipo del trastorno también
parece diferir entre géneros, los chicos tienden a ser mas hiperactivos mientras que las chicas

normalmente muestran mas sintomas de inatencién3.

Las teorfas neurobioldgicas del TDAH se han centrado principalmente en dos modelos
comunes y existen evidencias que apoyan ambas, por lo que se sugiere que los dos sistemas
psicobioldgicos estan involucrados en el TDAH (para una informacién mas amplia consultar#4). El
primer modelo, denominado top-down, se centra en el funcionamiento ejecutivo™>. Las funciones
ejecutivas permiten una organizacidon compleja de la conducta mediante una seleccién apropiada
de los procesos. Barkley'> sugiere que los sintomas del trastorno estan causados por déficits en
la respuesta inhibitoria, lo cual acarrearia alteraciones en funciones ejecutivas especificas,
consistente con las deficiencias en las tareas que miden estos procesos en los pacientes con
TDAH. Segun este modelo, la inhibicidn de respuesta es la habilidad para suprimir una réplica
inapropiada a favor de una alternativa mas apropiada, por lo que es un paso fundamental en la
conducta dirigida a metas y en consecuencia su relacion con el TDAH es un factor importante. En
el trastorno también se han identificado problemas en otros dominios relacionados con el
ejecutivo central como la memoria de trabajo, el cambio y mantenimiento de tarea, la capacidad
de planificacién, etc.. El otro modelo, denominado bottom-up, se centra en la regulacién
motivacional, de recompensa, y emocional™®. Estos procesos se relacionan con una regulacion
pobre del afecto. EI TDAH frecuentemente se asocia a problemas con las emociones como pueden
ser el enfado o el humor. La regulacién emocional reflejaria la habilidad de cambiar o retrasar la

]H

respuesta inicial con el objetivo de crear una conducta mds adecuada para el “entorno”. Los
modelos integrados proponen considerar las dos alternativas para entender el patrén clinico de
este trastorno complejo, de forma que la regulacién emocional estad conectada a los sistemas de
memoria de trabajo y su disfuncién podria estar mds relacionada con los sintomas de inatencidn,
mientras que la inhibicién emocional estaria asociada a la habilidad de suprimir una reaccién para

expresar una conducta mas adecuada, relacionada con los sintomas hiperactivos e impulsivos'?.
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Existe una cierta controversia acerca de si este trastorno realmente existe o si es un
diagndstico inventado, debate en el que la industria farmacéutica parece jugar un papel
importante. Hay quienes opinan que el TDAH no existe y se oponen a la medicacién como
tratamiento en nifios. Otros, en cambio, aseguran que su causalidad bioldgica esta comprobada y
defienden la eficacia de la medicacién sobre cualquier otra medida terapéutica. Inventado o no,
los estudios de familias, de gemelos y de adopcién muestran que el TDAH es altamente heredable
(con una estimacion de heredabilidad de un 75-90%)" y se considera un trastorno complejo8. Si
bien existen estudios que identifican diferentes factores genéticos y ambientales asociados con
los diferentes subtipos del TDAH™8, esta evidencia no siempre es consistente, ya que también se
han encontrado factores genéticos comunes para ambos™9. El TDAH se manifiesta como un
espectro variante de sintomas y es dudoso que un tnico gen pueda contribuir a todos ellos™®°.
Hasta el momento no se ha encontrado ningin gen que describa mds del 5% de la varianza
fenotipica del TDAH. Por eso se piensa que muchos genes, cada uno contribuyendo con un
pequefio efecto en la varianza genética total, estdn implicados en este trastorno y son candidatos
para poder explicar la neurobiologia del mismo. Estudios longitudinales realizados con gemelos
indican que estas influencias genéticas también afectan a la continuidad de los sintomas en la

edad adolescente™".

En 1971, Wender™? desarroll6 una hipdtesis sobre la posible base biolégica del TDAH la
cual dirigia hacia una disfuncion en los neurotransmisores catecolaminérgicos (dopamina y
norepinefrina), sugiriendo un posible efecto genético. Levy refind esta hipdtesis desarrollando la
teoria del déficit de la dopamina'3. Afios después estudios de imagenes cerebrales documentaron
anomalias anatémicas en regiones cerebrales especificas coincidiendo con altas densidades de
receptores de dopamina. Ademas estas regiones parecen ser cruciales para ciertos componentes
atencionales™+. Estudios con modelos animales sugieren que las anomalias en la neurotransmisién
de la dopamina podrian ser fundamentales en el control motor y otras funciones
neuropsicoldgicas que estan afectadas en los pacientes con TDAH™°. Sin embargo, la evidencia
farmacoldgica es la mas sélida en cuanto a la involucracién de las rutas dopaminérgicas, ya que la
medicacién con psicoestimulantes como el metilfenidato o la anfetamina, los cuales inhiben la
actividad del transportador de la dopamina y en consecuencia elevan la cantidad de esta molécula

en la sinapsis, controlan eficazmente los sintomas del TDAH™®.
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1.4.1 Posibles rutas metabdlicas afectadas en los individuos con TDAH

Como se ha mencionado anteriormente, la teoria que mds aceptacion tiene en cuanto a
la etiologia molecular del TDAH es una disfuncién en el sistema dopaminérgico. La dopamina es
un neurotransmisor que activa 5 receptores de dopamina: DRD1, DRD2, DRD3, DRD4 y DRDs. Esta
molécula se produce en varias zonas cerebrales y se libera cuando existe un estimulo por el cual
merece la pena trabajar para conseguir su recompensa. Las rutas que transmiten el
neurotransmisor dopamina desde una regién del cerebro a otra se denominan rutas
dopaminérgicas, y existen 8 diferentes, cada una responsable de transmitir la dopamina de una
zona a otra. Dos de estas rutas, la mesolimbica y la nigrostriatal, se han estudiado extensivamente

en el TDAH por su potencial papel en la modulacién de la respuesta de la conducta.

En una transmisién sindptica se libera la dopamina empaquetada en vesiculas de la
neurona presindptica y se une al receptor de la dopamina localizado en la membrana
postsindptica, lo cual hard que la sefial se propague. El nivel de dopamina en una sinapsis esta
regulado de manera que no se acumule esta molécula en la hendidura sindptica’™#. Para degradar
la dopamina existen dos rutas. En la mayorfa de las dreas cerebrales, la dopamina se inactiva
mediante su recaptacion via el transportador de dopamina DAT1 seguido de su ruptura mediante
la enzima monoamina oxidasa (MAOA y MAOB) para convertirse en acido 3,4-dihidroxifenil. En la
corteza cerebral en cambio, hay muy pocas proteinas transportadoras de dopamina por lo que
esta molécula se inactiva mediante su recaptacion via el transportador de norepinefrina (NET) y,
después, la Catechol-O-Metiltransferasa (COMT) la rompe enzimaticamente convirtiéndola en 3-
metoxituramina. La dopamina que no se destruye de este modo se vuelve a empaquetar en
vesiculas gracias al transportador vesicular monoamina (VMAT2) para su reutilizacion (ver Figura
2). Por este motivo los principales genes candidatos y los que mas se han estudiado en este campo

son DRD4 y DAT1y, en menor medida, COMT y MAOA.
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Neurona
pre-sinaptica

Neurona
post-sinaptica

Figura 2 .Representacién de la ruta de la dopamina desde una neurona presindptica a una postsinaptica

1.4.2  Bases genéticas del TDAH

La causa mas estudiada para el TDAH siempre ha sido una disfuncién en el sistema
dopaminérgico y los genes candidatos para el origen del mismo también han girado en esa

direccion:

1.4.2.1 DRD4 (11p15.5): receptor de la dopamina 4

Desde su descubrimiento, el gen del receptor de la dopamina 4 (DRD4) ha sido un gen de
gran interés en los estudios de la conducta humana. El polimorfismo que mas se ha estudiado y
mas se ha replicado de este gen es un VNTR (del inglés “Variable Number of Tandem Repeats” o
ndmero variable de repeticiones en tandem) de 48 pb situado en el exdn Ill. Esta variante por lo
tanto, se localiza en una regién codificadora y en consecuencia afecta a la estructura proteica del
receptor. Los alelos descritos hasta el momento contienen entre 2 y 11 repeticiones de este
fragmento y, aunque éstos pueden variar en frecuencia dependiendo del grupo étnico, los alelos
de 2, 4 y 7 repeticiones son los mas frecuentes globalmente™s. Estudios iniciales sugieren que el

alelo de 7 repeticiones (7R) esta asociado al TDAH™®. Al parecer este alelo reduce la habilidad del
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receptor para unirse a la dopamina, llegando a ser esta eficiencia incluso del 50% en comparacién
conladelos alelos de 2 y 4 repeticiones'™. Existen numerosos estudios que analizan esta variante
y los resultados entre ellos no siempre son consistentes (consultar el articulo™s para una revisién
de los estudios realizados). Algunos autores describen que los portadores del alelo 7R realizan
mejor ciertas tareas cognitivas (la atencidn sostenida y la variabilidad en el tiempo de respuesta)
que los no portadores™®. Otros, en cambio, muestran que los portadores de 7R se caracterizan
por un fenotipo extremo pero mantienen intacta la cognicién™d. En diversos meta-analisis'¢°®2 se
ha demostrado una asociacidn significativa entre este VNTR y el TDAH, ddndole importancia a la
ruta de la dopamina en su etiologfa. No obstante, en la investigacion de Todd et al., realizada en
gemelos™, no encuentran ninguna relacién entre DRD4 y el TDAH. Todos los estudios
mencionados hasta ahora se enfocaron en el nimero de repeticiones del VNTR de DRD4, sin
embargo se sabe que la secuencia repetitiva en si muestra variacidon considerable en su
composicién de bases asi como en su longitud®. A parte de este VNTR otros investigadores

también han analizado una duplicacién de 120 pb identificada en este mismo gen64-%6,

1.4.2.2  DAT1 0 SLC6A3 (5p15.3): transportador de la dopamina

Desde la primera caracterizacién del gen del transportador de la dopamina (DAT1 6
SLC6A3)®7, su polimorfismo mas estudiado ha sido un VNTR de 40 pb situado en la regién 3" no
traducida (3'UTR). Se han identificado alelos del VNTR con repeticiones entre 3 y 11, siendo los
alelos mas frecuentes los de 9 y 10 repeticiones (9R y 10R), aunque las frecuencias de éstos varian
entre los diferentes grupos étnicos. En numerosas ocasiones se ha demostrado asociacién entre
este VNTR y el riesgo a padecer TDAH™7'%8 pero en otras no hay evidencias significativas de este
resultado™9-"7'. Dado que el polimorfismo no se encuentra en zona codificadora, y por lo tanto en
principio no afecta a la secuencia proteica, si podria afectar a la regulacién de la expresién de esta
proteina en las regiones cerebrales’>4. También, se ha sugerido que el alelo 10R podria influir en la
estabilidad del mRNA afectando el nivel de expresidn del gen DAT1'8, ademas de que la longitud
de este tipo de polimorfismos podria contribuir a la regulacién de la expresién génica™°. Se ha
demostrado que los portadores de 2 copias del alelo de 10R tiene una menor disponibilidad del
transportador'”2. Sin embargo, otros estudios han expuesto lo contrario, y observan un mayor
potencial efectivo de unién con este alelo en homocigosis'3, lo cual es compatible con la hipStesis

de un exceso de metabolizacidn de la dopamina en el TDAHS.
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Hay investigadores que han diseccionado el fenotipo de este trastorno y se han centrado
en medidas directas de la atencidén. Por ejemplo, en las investigaciones de Bellgrove et al.74y de
Loo et al.””> se muestra que el alelo 10R del VNTR de DAT1 confiere riesgo a padecer TDAH, y que
los individuos portadores de esta variante en homocigosis poseen menor atencién constante en
comparacion con los portadores del alelo 9R, lo cual se refleja en un mayor nimero de errores de
comision u omisidn en las tareas. Este gen también mostraba relacién con la variabilidad del
tiempo de respuesta, indicando que los individuos homocigotos para 10R eran deficientes al tratar

de mantener la atencién durante las tareas.

En varios meta-andlisis realizados en base a este gen se ha concluido que el alelo de 480
pb de longitud (10R) estaba asociado significativamente a TDAH™%%276, aunque también se han
identificado asociaciones con otros polimorfismos en este mismo gen'”’. En principio parece ser
el candidato mas fuerte para el trastorno, si bien es cierto que en los meta-andlisis mencionados
han encontrado muchas evidencias de heterogeneidad entre los estudios realizados con este gen,

lo cual sugiere un efecto pequefio de esta variante.

Se insiste en la caracterizacién apropiada del transportador de la dopamina y su efecto
en el TDAH porque el metilfenidato, el tratamiento mds efectivo para este trastorno, actta

inhibiendo la recaptacion de la dopamina (y la noradrenalina) via DAT1.

1.4.2.3  COMT (22q11.1-q11.2): catechol-O-metiltranferasa

El gen catechol-O-metiltransferasa (COMT) codifica una enzima que participa en la
degradacién metabdlica de la dopamina, norepinefrina y epinefrina, los cuales son

neurotransmisores que se proponen como involucrados en la etiologia del TDAH™°.

El polimorfismo mas estudiado del gen COMT es un SNP funcional (rs4680, G>A) que
resulta en un cambio de valina por metionina (Vali58Met) en la proteina. El genotipo de Met158
en homocigosidad reduce en 3-4 veces la actividad de COMT"78, de manera que cataboliza con
menor eficiencia la dopamina. Por el contrario, el genotipo Val158/Val158 incrementa la
degradacion de la dopamina causando una reduccidn de su concentracion en la sinapsis. Esta

variante es la que se cree que podria estar implicada en los déficits del TDAH"S.
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En el estudio de Eisenber et al.®®® observaron asociacién entre la variante de COMT de alta
actividad enzimatica y el subtipo impulsivo/hiperactivo del trastorno. Esta variante provocaria una
menor cantidad de dopamina y norepinefrina en la sinapsis. En el estudio de DeYoung et al.’®® en
cambio, es la variante Met158 la que se asocia al trastorno. Sin embargo, otros estudios realizados
no han encontrado asociacion de este gen con dicho trastorno™4, al igual que en dos meta-
andlisis realizados'™*"79, ni siquiera después de estratificar los resultados por género o por subtipo

de TDAH.

1.4.2.4  DBH (9q34): dopamina beta-hidroxilasa

La dopamina beta-hidroxilasa (DBH) es la responsable de la conversion de la dopamina en
norepinefrina. Se han identificado varios polimorfismos en este gen que podrian influir en la
actividad de su proteina. Uno de ellos es la variacidn del sitio de restriccidon Taqgl dentro del intrén
5'85. Daly et al.’® fueron de los primeros en mostrar una transmisién preferencial del alelo A1 de
este polimorfismo en los individuos con TDAH, resultados que confirmaron Roman et al.”® unos
afios mds tarde. Se ha descrito también que los nifios homocigotos para el alelo A2 de esta
variante hacen mas errores de comisidon en el test SART que los nifios sin ese alelo, lo cual indica

una atencidn sostenida mas pobre8.

Tal y como ocurre con los resultados de los otros genes candidatos mencionados, los
estudios de asociacién del gen DBH no muestran consistencia entre ellos®789192, Otros
polimorfismos que también se han estudiado en este mismo gen son el marcador -1021C>T

(rs1611115) de la regidn flanquenate 519394 o el SNP rs110850'%.

1.4.2.5  MAOA (Xp11.4-p11.3): monoamina oxidasa A

La monoamina oxidasa A (MAOA) es una flavoenzima que degrada la dopamina via
deaminacién oxidativa, por lo que es un regulador clave para la funcién normal del cerebro, ya
sea por exceso o defecto de actividad, y por lo tanto, su alteracién podria ser responsable de
trastornos neuroldgicos. El gen MAOA se ha visto asociado entre otros al autismo™®, a una
conducta agresiva'?, al trastorno afectivo bipolar'® o depresién'. Estudios clinicos muestran
que los inhibidores de MAOB son efectivos en el tratamiento del TDAH, por lo que se sugiere que
los genes MAO podrian estar involucrados en el origen del mismo. Estudios de ligamiento han

encontrado asociacion de un locus cercano a estos dos genes y este trastorno de atencion*°y,
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posteriormente, se ha confirmado el ligamiento entre un VNTR en MAOA y el TDAH?°'. Desde
entonces numerosos estudios se han centrado en esta enzima aunque no todos han logrado

encontrar significancia entre los polimorfismos analizados y el TDAH 192201203,

1.4.2.6  Otros genes relacionados con el TDAH

SNAP-25 (20p11.2): proteina asociada al sinaptosoma

Otros genes, como los serotonérgicos y proteinas asociadas a sinaptosoma (SNAP-25)
también se han expuesto como asociados al TDAH?°4-2°6, SNAP-25 es un gen funcional candidato
porque se localiza en la parte citosdlica de la membrana plasmatica sindptica y junto con
VAP/synaptobrevin y syntaxin forma el complejo proteico SNARE (del inglés "SNAP Soluble NSF
Attachment Protein Receptor”), el cual forma parte de la maquinaria molecular requerida para la
exocitosis de las vesiculas sindpticas durante la neurotransmisién. Variantes en secuencia de
SNAP-25 podrian influir en la susceptibilidad del TDAH puesto que podrian afectar a la liberacién

de la dopamina y otros neurotransmisores®.

DRD5 (4p16.3): receptor de la dopamina 5

Algunos proyectos han investigado la asociacién del alelo de 148 pb de un microsatelite
dinucledtido situado en el extremo 5°del gen DRD5 con TDAH™S, encontrando asociacién en 4
meta-andlisis™®176:207208 Dicho polimorfismo no se localiza en la regién codificadora y su funcién
no es conocida, por lo que podria darse el caso de que éste se heredase junto con otra variante

funcional o que influya en la funcién del gen de una manera atin desconocida®®.

SLC6A4, SERT, HTT 6 5-HTT (17p11.1-q12): transportador de la serotonina

En la literatura se describe un polimorfismo de insercidn/delecién de 44 pb en la regién
promotora de SLC6A4 que actla en la eficiencia transcripcional del gen®. El alelo de longitud larga
se relaciona con una mayor expresién del transportador2°9, asi como con una mayor unidn a la
membrana y absorcién de la serotonina*®. Diferentes estudios®'*? han encontrado una
frecuencia mayor del alelo de longitud larga en los nifios con TDAH y un meta-analisis confirma la

asociacion de este gen con el trastorno™°.
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5HT1B 6 HTR1B (6q13): Receptor de la serotonina

Se sugiere que 5HT1B esta relacionado con TDAH por ser el receptor de la serotonina y
porque los ratones que carecen de este receptor muestran hiperactividad, pero este hallazgo sélo
ha sido replicado parcialmente y sus resultados son ambiguos®. No obstante, el meta-analisis de

Gizer et al."® muestra evidencias de asociacién del gen con este trastorno.

Otros genes que se han sugerido o estudiado en relacién con TDAH han sido los receptores
de la dopamina 1, 2 y 3 (DRD1, DRD2 y DRD3), pero los resultados son inconsistentes como en los

casos anteriores™°.

1.4.2.7 Andlisis de CNVs en el TDAH

Elia et al.'3 observaron que los CNVs raros (poco frecuentes) de una muestra de TDAH
estaban enriquecidos con genes conocidos por su importancia en funciones psicolégicas y
neuroldgicas como el aprendizaje, la conducta, la transmisién sinaptica y el desarrollo del sistema
nervioso. Diversos estudios se han centrado en el andlisis de CNVs sugiriendo que genes como los
receptores metabotrépicos de glutamato (GRM5, GRM7, GRM8, y GRM1), PARK3, CHRNA7, AUTS2,
CNTNAP, NRXN1 0 NPY podrian tener relacién con el TDAH>4219,

1.4.3  Estudios de neuroimagen en el TDAH

EI TDAH, siendo un trastorno neuronal, refleja anomalias en el funcionamiento del sistema
nervioso. Por ello, el cerebro de los pacientes con este trastorno se ha estudiado desde un punto
de vista estructural y funcional®*°. A partir de los resultados de imagenes estructurales cerebrales,
se han reportado anomalfas en diversas dreas del cerebro como el cértex prefrontal, cerebellum,
striatum, ganglios basales, corpus callosum y en el cdrtex parietal. En el estudio de Castellanos et
al.*° los pacientes con TDAH tenian un volumen cerebral menor en todas las regiones cerebrales,
ademds de mostrar una reduccion del volumen de la materia blanca en comparacién con los
controles. Sowell et al.?' localizaron esta reduccion del volumen cerebral principalmente en la
zona inferior de la corteza prefrontal y la corteza anterior temporal. Mahone et al.*> observaron
un incremento de la materia gris y volimenes reducidos durante el desarrollo del caudado en los

pacientes con TDAH. Estas anomalias se han relacionado en ocasiones con ciertos genotipos de
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genes considerados candidatos para el trastorno. Diferentes estudios han demostrado una
asociacion entre el DRD4 y las anomalias en el volumen cerebral de los nifios con TDAH. Por
ejemplo, se ha descrito que los sujetos portadores del alelo de 7R del VNTR de 48 pb de DRD4
tenfan un volumen del cértex frontal superior y del cértex del cerebelo significativamente menor,
en comparacién con los sujetos sin este alelo??3. Otros en cambio no encuentran ninguna relacién
entre este alelo y medidas anatémicas cerebrales??4. El VNTR localizado en el gen DAT1 también
ha sido estudiado mediante MRI (del inglés “Magnetic Resonace Imaging”’). Algunos indican que
el alelo de 10R de DAT1 podria mediar el funcionamiento neuropsicolégico e incluso la funcién
cerebral y la estructura cerebral en los nifios con TDAH. En concreto, el grupo de Ferndndez-Jaén
et al.» concluye que los pacientes con dos copias del alelo 10R exhibian significativamente una

reduccién en el grosor del cértex prefrontal lateral derecho.

Estudios funcionales indican que existen anomalias en los individuos con TDAH,
particularmente en el cértex prefrontal, el striatum y en el cértex parietal??®. El gen DRD4 ha sido
el mas estudiado en cuanto a su funcionalidad neuroldgica, y diferentes alelos del VNTR de este
gen se han relacionado con la actividad funcional cerebral durante la realizacién de distintas
tareas cognitivas. De esta forma, el alelo 5R se ha asociado a la actividad neuronal durante tareas
atencionales y la capacidad para la creatividad®?, el alelo 4R se relaciona con una mayor actividad
en el I6bulo temporal derecho durante el procesamiento de estimulos emocionales negativos??®
y el 7R con un incremento de la activacién en la mitad izquierda e inferior del giro frontal en la
tarea de “respuesta incompatible frente a estimulos”??9, una mayor activacién cerebelar en la
tarea de discriminacion temporal®* y una menor activacién en varias dreas cerebrales durante las
tareas de control inhibitorio (“Go-No-Go””)?°. Cambios en la activacién neuronal relativos a esta
ultima funcidén cognitiva también se han relacionado con genotipos concretos de DAT1y COMT?3'.
Ademés, hay indicaciones de que DRD4 interacciona epistdticamente con el gen COMT durante la
respuesta inhibitoria??. También se ha reportado que la alteracién de la conectividad de la materia
blanca se basa en el genotipo de COMT, ya que una ruta que conecta 18 regiones cerebrales
(conexiones de materia blanca) estaba significativamente debilitada en los jévenes con TDAH que

portaban el alelo COMT-Met158 en comparacién con los portadores homocigotos de Val158233.
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1.5 COMORBIDAD ENTRE LA DISLEXIAY EL TDAH

Tanto la dislexia como el TDAH frecuentemente aparecen acompanados de otros
trastornos psiquiatricos o dificultades del aprendizaje. La dislexia, por ejemplo, suele co-ocurrir
con SLI (del inglés, Specific Language Impairment) o TEL (Trastorno Especifico del Lenguaje).
Existen evidencias que indican que los problemas del desarrollo en el lenguaje oral y las
matematicas pueden co-ocurrir en los individuos con dislexia. Algunas investigaciones indican que
la prevalencia de la discalculia (falta de habilidad para las mateméticas) es mayor en los nifios con
dislexia. Ademas se han encontrado correlaciones genéticas entre el lenguaje, las matematicas y
los rasgos de lectura. Seguin Oliver SP Lavis et al.?3* existe un componente genético sustancial en
la habilidad de la lectura y de las matematicas de los nifios, y se estima que alrededor de la mitad
de la correlacién observada entre estos rasgos se deben a efectos genéticos compartidos, lo que
indicarfa que si una gran proporcién de los factores genéticos que afectan estos rasgos son
pleiotrépicos, las diferencias individuales en cuanto a estas habilidades vendrian determinadas
relativamente por el entorno. Marino et al.3> muestran evidencias significativas entre variantes
de DCDC2 y los “hechos numéricos”, y entre variantes de DYX1C1 y el “calculo mental”. Sin
embargo ninguno de estos dos genes fue relacionado con fenotipos del lenguaje. En una muestra
de 200 nifios con discapacidad en el deletreo y en otra poblacién de disléxicos se identificé un
marcador situado en el gen MYO18B asociado a la habilidad para las mateméticas 2%, sin embargo

este mismo marcador no se consiguid replicar en otro estudio subsiguiente?37.

Asimismo, el TDAH suele ir acompafado del trastorno de oposicién desafiante (ODD, del
inglés Oppositional Defiant Disorder), trastorno de conducta (CD) o autismo. Esta comorbidad es
comun, ya que alrededor de dos tercios de los nifios con TDAH tienen el diagndstico de otro
trastorno psiquidtrico™®. Establecer las bases genéticas de un trastorno particular bajo este
patron es complicado ya que es imposible discernir a qué sintoma particular se asocia el
componente genético. Por ejemplo, el genotipo Val158/Val158 de COMT estd asociado con los
sintomas del trastorno conductual o con una conducta antisocial en los pacientes que tienen
TDAH%8239, |o cual indicaria que algunas variantes genéticas operan modificando el fenotipo del

trastorno, en vez de estar asociadas al trastorno en si.
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Es esencial mencionar que la dislexia y el TDAH también aparecen juntos con mayor
frecuencia de lo esperado®#°, hipotetizando que podria haber factores genéticos comunes entre
ambos. Algunos estudios han demostrado una misma sefial de asociacién (ligamiento o linkage)
entre las habilidades para la lectura y los sintomas de inatencién o los de
hiperactividad/impulsividad?#', mientras otros predicen una relacién mas fuerte especificamente
entre las dificultades lectoras y los sintomas de falta de atencién?#>-45. Los estudios de gemelosy
de familias sugieren que este solapamiento es, en parte, debido a un fondo genético
compartido®®. Es mas, varios grupos han demostrado que existen variantes de regiones
gendmicas coincidentes entre estos sindromes. Se ha relacionado el TDAH con la regién
cromosdmica 6p2224, la misma regidn dénde se sittian los genes DCDC2 y KIAA0319, lo que refuerza
la posibilidad de la existencia de un gen pleiotrépico en esta zona. También se han relacionado
con la dislexia las regiones cromosdmicas 4q13.1, 79q36.3 y 16p12.1, regiones previamente

implicadas en el TDAH?%, y el gen ADRA2A con la situaciéon comdrbida entre ambos trastornos24.

La bldsqueda de genes de susceptibilidad especificos para la dislexia y el TDAH estd siendo
complicada no sdlo por su complejidad y heterogeneidad, sino también por su co-ocurrenciay la
de otros trastornos cognitivos. Esta situacion hace todavia mas dificil la obtencién de resultados
fructuosos, particularmente si uno de los trastornos no estd diagnosticado. Si se ignora la
comorbidad, uno puede concluir erréneamente que alguna variante estd asociada a una
alteracién cuando en realidad estd asociada a la condicién comdrbida49. Por lo tanto, por las
razones mencionadas, es de vital importancia establecer correctamente los principios
diagndsticos de la dislexia y del TDAH con el fin de identificar asociaciones interpretables y
reproducibles3. Es por ello que la caracterizacidn de genes candidatos para la dislexia en pacientes

con TDAH (y viceversa) es una estrategia fundamental.

1.6 IMPORTANCIA DE LA DEFINICION DEL FENOTIPO EN LOS ESTUDIOS
GENETICOS DE ASOCIACION EN DISLEXIA Y TDAH

Si bien se han encontrado variantes genéticas asociadas a dislexia y TDAH, la consistencia
entre los resultados de los distintos estudios es muy escasa. Esta falta de reproducibilidad entre
estudios no es una sorpresa, puesto que este tipo de trastornos parece estar relacionado con

diversos factores de riesgo, los cuales podrian interaccionar entre ellos provocando
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manifestaciones miltiples de los sintomas. Por otra parte, diferentes factores de riesgo podrian
terminar también produciendo el mismo fenotipo'. Bajo este escenario tan heterogéneo, no es
facil establecer claramente unos criterios diagndsticos, y ésta es una de las razones por las cuales
estd siendo tan dificil la busqueda de genes individuales de gran efecto en los estudios de

asociacion (especialmente cuando el trastorno es de caracter complejo).

Desafortunadamente, no existen criterios universales ni pruebas psicométricas
generalizados para el diagndstico de la dislexia. Por esta razén cada grupo de investigacion utiliza
sus propios criterios y establece sus limites de inclusidn-exclusién, generalmente dependiendo
del idioma y la poblacidn estudiada. Algunos investigadores aplican como pauta para el
diagndsitco la discrepancia entre la habilidad para la lectura observada y la esperada en base a la
inteligencia del individuo. Otros en cambio, lo implementan segun la edad cronoldgica del nifio.
Obviamente, la falta de medidas uniformes influye directamente en la categorizacién de muestras
y, por supuesto, dificulta la comparacién entre estudios de diferentes poblaciones™. Por
consiguiente, la eleccién de factores decisivos podria ser un punto crucial. En muchas ocasiones,
los diagndsticos de tipo todo-o-nada podrian no ser dptimos para los estudios genéticos ya que
este tipo de caracterizacidn no captura la esencia completa del fenotipo’. Este tipo de trastornos
neurales podrian surgir por varios procesos cognitivos, y consecuentemente se ha sugerido que
el identificar genes susceptibles para fenotipos intermedios o alternativos serfa una estrategia
mas fructifera®?5°%', Es decir, usar directamente los valores registrados en las pruebas
psicométricas para establecer una relacién entre los factores moleculares y el trastorno, ya que
estos rasgos cuantitativos se vinculan directamente con las dificultades definidas. Estas medidas
pueden considerarse endofenotipos o indices cuantitativos mds faciles de relacionar con el
componente genético®°. Por las razones mencionadas, existen problemas a la hora de
conceptualizar la dislexia como un rasgo dicotéomico (caso/control) y se propone que
simplemente podria representar el extremo bajo de la cola de la variabilidad normal de la habilidad

para la lectura®2,

En lo que concierne al TDAH, el uso de los criterios diagndsticos aceptados
internacionalmente ha incrementado la fiabilidad del diagndstico, resultando incluso en una de
las caracterizaciones clinicas mejor validadas. Existen dos tipos de manuales que describen los

criterios para definir el TDAH: “Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders” quinta
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edicion (DSM-V)*3 e “International Classification of Mental and behabioural Disorders” décima
edicion (ICD-10)*4. En ambos se establece el fenotipo en base a los sintomas identificados en los
pacientes™®, en ocasiones por los sintomas descritos por los padres, en otras por los referidos por
los profesores y a veces combinando ambos, la cual parece ser la opcién que mejores diagndsticos
produce™8. Aunque la mayoria de los estudios genéticos han utilizado criterios estandarizados
para su diagndstico, algunos también consideran que este trastorno estd distribuido de una
manera continua en la poblacién™®. Es mas, hace ya mucho tiempo que un estudio de gemelos de
gran escala mostré que el TDAH se define mejor como el extremo final del continuo que como un
fenotipo categédrico®s. Por lo tanto, en vez de buscar diferencias genéticas entre casos y
controles, los grupos extremos de este patrén de continuidad en la distribucion, el andlisis directo
de los indices continuos de severidad en la poblacién general podria ayudar a encontrar genes
relacionados con los procesos cognitivos especificos influyentes en cada uno de los
trastornos?%2%7. Por esta razén, los investigadores empiezan a extender sus andlisis a dichas
poblaciones incrementando asf el poder estadistico, ademds de facilitar la deteccién de factores

genéticos con tamario de efecto individual pequefio™.

Un factor muy importante a tener en cuenta es que estamos hablando de trastornos del
desarrollo y por lo tanto, los déficits perceptuales que se ven en las primeras fases del mismo
podrian resolverse, pero a su vez podria estar afectado el subsiguiente progreso de las funciones
cognitivas®. La constelacién de sintomas que define un trastorno cognitivo podria cambiar a
medida que el individuo madura, algunos sintomas podrian mantenerse estables y otros en
cambio podrian empeorar o mejorar, por lo que las asociaciones encontradas en un principio en
relacion a estos sintomas (incluyendo relaciones causales) podrian no ser detectables en afos
futuros. Como ejemplos se pueden plantear los déficits del procesamiento fonoldgico y auditivo
(este ultimo propuesto en muchas ocasiones como causa del primero), dos sintomas que han
demostrado tener muchos disléxicos. Otros individuos que padecen dislexia, en cambio, podrian
no presentar el déficit auditivo, ya que con la edad este sintoma se podria haber corregido siendo
imposible de detectar en el momento de diagnosticar la dislexia. Sin embargo, el déficit auditivo
presente enlos primeros afios de vida, podria haber afectado al procesamiento fonolégico, el cual
persiste en edad mds avanzada?. Por otra parte, el perfil sintomatoldgico y neurofisiolégico del
TDAH cambia al entrar en la adolescencia, los sintomas de inatencién permanecen constantes

hasta los 9-12 afios mientras que los sintomas de hiperactividad/impulsividad si bien no llegan a
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normalizarse suelen decrecer?¢258, También se sugiere que ciertas anormalidades en la estructura
cerebral asociadas a este trastorno son mds prominentes en nifios, mientras que otras lo son en
adultos®9. Muchos de los estudios genéticos de la dislexia y del TDAH han adoptado una
perspectiva fija de las habilidades cognitivas y conductuales sin tener en cuenta que podria existir
un “cambio” en términos de la definicidn del fenotipo. Para una mejor comprension de las causas
que afectan a este tipo de trastornos, seria imprescindible el considerar las trayectorias del

desarrollo que empiezan en la infancia de los nifios que estdn siendo estudiados'®222259,

1.7 INTERACCION ENTRE LOS GENES Y EL AMBIENTE

Los estudios realizados con gemelos han sido cruciales a la hora de establecer ciertas
atribuciones genéticas. En este tipo de abordaje se efectia la comparativa de los ratios de
concordancia entre gemelos monocigdticos y dicigéticos para separar los factores genéticos de
la contribucién del medio ambiente™ y concluyen en ambos casos, dislexia y TDAH, que el factor
genético interviene significativamente en el trastorno, pero no completamente, lo cual hace
probable la hipdtesis de una interaccidn entre los genes y el entorno (GxE, del inglés Gene versus
Environment). Esta interaccion se refiere al hecho de que el ambiente puede modificar la
expresion del fondo genético de un individuo, reforzando o debilitando el efecto de los genes en
el fenotipo%°. Segun la literatura, la dislexia presenta un tipo de interaccién “bioecolégica”, es
decir, el trastorno es mds heredable bajo un entorno favorable. Es mds, cuanto mayor sea el nivel
educativo en una poblacién mas probable serad que las diferencias individuales en cuanto a la
habilidad para la lectura sean atribuibles a las diferencias genéticas entre los nifios3. Asi lo
demuestra el estudio de Friend et al. en el cual concluyen que la heredabilidad de la dislexia entre
gemelos depende del nivel educativo de los padres, donde el efecto de los genes es
particularmente evidente en los nifios que fracasan en el aprendizaje de la lectura aun teniendo
un soporte ambiental dptimo2%", y el estudio que describe que la calidad del profesorado modera
el efecto genético en cuanto al logro en la lectura®®2. Esto es, si los profesores son excelentes, la
variabilidad en cuanto al aprendizaje de la lectura parece estar atribuida enormemente a los
genes, sin embargo, una ensefianza de peor calidad impide a los nifios llegar hasta su mayor

potencial.
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El TDAH en cambio, sigue una interaccién de “diathesis-stress” dénde es mas heredable
bajo un ambiente desfavorable o de “riesgo”, de forma que la vulnerabilidad genética sumada al
estrés medioambiental aumentard las probabilidades del trastorno3. Esta es una de las pocas
condiciones psiquidtricas donde se han implicado factores ambientales especificos con relativa
confianza, entre ellos el peso bajo al nacer, nacimiento prematuro, estrés maternal, adversidad
psicoldgica o el consumo de tabaco maternal prenatal. Polimorfismos en los genes DAT1, DRD4 y
CHRNA4 en interaccién con la exposicién al tabaco durante el embarazo incrementan el riesgo
para el TDAH del tipo combinado 264-2°6. También se ha detectado una interaccién entre DAT1y el
consumo de alcohol durante el embarazo?®®’. La caracteristica comun de muchos de estos factores
ambientales de riesgo es su exposicién durante un periodo critico (el embarazo principalmente)
por lo que se sugiere que probablemente estén influidos por cambios epigenéticos. La
epigenética es un sistema de regulacién que controla la expresién de los genes pero sin alterar la
secuencia de DNA, y se ha propuesto como mediadora de los efectos del riesgo ambiental en los
trastornos psiquiatricos?®8. También se han encontrado interacciones con factores psicoldgicos,
como la interaccién de DRD4 con la auto-culpa de un nifio frente a conflictos maritales, lo cual
incrementa la susceptibilidad hacia la inatencion®®. Se sugiere que los factores de riesgo
bioambientales podrian influir en la manifestacién de los sintomas de hiperactividad/impulsividad,
mientras que los factores de riesgo psicoldgicos tendrian una mayor influencia en la dimensién de

los sintomas de inatencion?7°.

En el estudio de gemelos realizado por el grupo de Rosenberg et al.? replican la
interaccién GXE contraria descrita para la dificultad lectora (bioecoldgica) y para el subtipo
inatento de TDAH (“diathesis-stress’”) con respecto a la educacién parental en la misma muestra
de participantes. Los autores hipotetizan que sélo los genes especificos para cada trastorno, y no
los genes compartidos en la comorbidad, contribuyen en estas interacciones, aunque esta

hipétesis se quedé sin confirmar en los analisis realizados en su estudio.

Finalmente, es preciso mencionar que no todos los individuos expuestos a los factores
de riesgo ambientales desarrollan el trastorno en cuestién, es decir, los individuos difieren en su
respuesta hacia los factores ambientales especificos. De esta misma manera, en la mayoria de los

trastornos complejos, no todos los individuos que portan las variantes genéticas de
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susceptibilidad desarrollan la enfermedad a no ser que estén expuestos a factores ambientales

de riesgo®.

1.8  ESTUDIOS DE ASOCIACION DE GENOMA COMPLETO

Mediante los estudios de asociacion de genes candidatos se han identificado algunos
genes que podrian explicar parte de la variabilidad genética que influye en la dislexia y el TDAH
pero, como ya se ha mencionado anteriormente, los resultados entre los diferentes estudios no
son consistentes y todavia falta explicar gran parte de la variabilidad genética. Por ello, la
alternativa de aplicar en estas circunstancias estudios de asociaciéon de genoma completo o
GWAS, basados en el genotipado de un set denso de polimorfismos a lo largo de todo el genoma,
es una buena opcidn para identificar nuevas variantes que puedan estar implicadas en los

trastornos que nos ocupan®*72,

El genoma humano posee una estructura haplotipica, lo cual permite predecir con una alta
probabilidad la variacién genética de un locus frente a otro adyacente?. Gracias al proyecto
internacional Hapmap?73 se han determinado los patrones de LD a escala global, y este avance ha
sido crucial para que los estudios de genoma completo se puedan realizar de una forma eficiente.
El éxito en la busqueda de variantes asociadas a una enfermedad reside en la densidad de
marcadores utilizada, es decir, en la proximidad en la que se encuentran los polimorfismos
analizados?’4, ya que cuanto mas cerca estén dos marcadores, siempre y cuando estos
marcadores no estén en LD, mayor serd la posibilidad de encontrar la variante asociada. Un millén
de SNPs seleccionados aleatoriamente asi como unos cuantos cientos de miles seleccionados

Séptimamente mediante LD deberian ofrecer una cobertura completa del genoma?7.

Hoy en dia existen técnicas de alto-rendimiento que permiten analizar una enorme
cantidad de marcadores genéticos en un gran ndmero de muestras de una forma rdpida y
relativamente barata, plataformas de genotipado que son muy eficientes para la caracterizacién
de SNPs. Sin embargo para el genotipado de variantes estructurales como inserciones,

deleciones, inversiones o CNVs, estas mismas plataformas no son del todo éptimas.

Un punto a tener en cuenta es que los GWAS son una aproximacidn indirecta, es decir,

en muchos casos el SNP asociado no es necesariamente el marcador de riesgo funcional,
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simplemente puede estar en LD con una regién que contiene un gen funcional significativo3.

También posee limitaciones como un enorme potencial para generar falsos positivos y, en la

mayoria de los casos, una falta de poder estadistico para detectar el efecto de variantes raras con

frecuencia menor al 1%%7.

A pesar de estas desventajas, se han realizado mdiltiples estudios de genoma completo en

relacién con la dislexia o con alteraciones en la lectura, en base a los cuales se han sugerido

variantes asociadas en diferentes regiones cromosdémicas. Los primeros hallazgos vinieron a

cargo de estudios de ligamiento, en concreto:

El grupo de Fisher94 analizé el genoma completo en familias de U.S.A. y U.K.. Aparte de
algunos loci relacionados con medidas de lectura, ortografia y fonologia, los resultados
mas remarcables fueron la relacién de la regién 6p21 con la decodificacién fonémica en
la poblacién de U.K., asi como la regién 18p21 vinculada a medidas de lectura en ambas
poblaciones.

El locus 6p21 también se ha identificado en otro estudio®”® pero no siempre se consigue
asociar con rasgos de lectura®7.

En estudios posteriores también se han relacionado los loci 2p11 (muy cercano al locus
DYX3), 2q, 2p ,4q13.1, 7931-32, 7q36.1-q36.2, 7936.3, 10q, 13q 16p12.1, 17q22 y Xq37.3 con el
fenotipo disléxico, con medidas cuantitativas de lectura de palabras o con el nombrado
rapido de letras'4247:277-279,

En el cromosoma X, pero en un locus diferente al mencionado, en Xq27.3, sugieren el gen
FRAXA como posible candidato para la dislexia en familias francesas y refuerzan la

implicacién del locus DYX9 en este trastorno'.

Los estudios de asociacion de SNPs han sido mds numerosos y con resultados

prometedores (ver Tabla 2 para un resumen de los estudios):

En uno de los primeros estudios han asociado SNPs a la habilidad para la lectura situados
en los genes CSE1L, SOX5, IGSF22, CDC42BPA, NKAIN2, DPF3 y TIAM1. Sin embargo, ninguno
de estos SNPs aportaba mas de un 0,5% de la varianza de este rasgo?°. Ademads, ninguno
de los 10 marcadores mas significativos de este estudio fue replicado en muestras

australianas, por lo que sugieren que podrian ser errores de tipo | del estudio original®®".
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En el estudio realizado por el grupo de Scerri et al.82 en el cual se evalda la habilidad
relativa de la mano en individuos con dislexia, la sefial de asociacién mas significativa la
dan dos SNPs, rs9806256 y rs11855415, ambos situados en el gen PCSK6, llegando este
ultimo incluso a pasar el umbral de significancia establecido para su GWAS (p=2E-08). En
un meta-analisis posterior se replicé la asociacién de este gen pero en otro SNP,
rs718287428%,

Dos variantes situadas en el gen CLSTN2 en 3g23 (rs1365152 y rs2114167) también se han
asociado en un GWAS cuyo objetivo era buscar relaciones con medidas de MistMatch
Negativity (MMN), pero no consiguieron replicar esta asociacién en una segunda
muestra independiente. Sin embargo, otro de los marcadores, rs4234898 (4q32.1),
obtuvo un valor de p nominal en ambas fases e incluso llegé al umbral de significancia
para GWAS en la muestra combinada (p=5.14E08)34.

En lainvestigacion de Luciano et al. sugieren que los genes ABCC13 y DAZAP1 son posibles
implicados en la habilidad para la lectura, ya que algunas variantes de estos genes
muestran asociacion con medidas de lectura, de deletreo y de repeticion de
pseudopalabras?®®>. En un estudio reciente de replicacion?®, analizan 4 de los SNPs mds
significativos de este estudio (rs7187223, rs4839516, rs764255 y rs2192161) en muestras
holandesas y asocian nominalmente el marcador rs7187223, el cual se encuentra situado
cerca del gen CDH13, con medidas de RAN y conciencia fonolégica.

La comorbidad de la dislexia con otros trastornos neuroldgicos también se ha analizado
en estudios de genoma completo. Eicher et al.?87 intentan buscar marcadores comunes
para la comorbidad entre la dislexia y el LI (del inglés Language Impairment), y sugieren
los genes ZNF385D y COL4A2 como posibles candidatos. Es mas, el estudio de replicacién
realizado por Carrién-Castillo et al.?®¢ confirma la asociacién de un marcador situado en
el gen ZNF385D con medidas de lectura en la poblacién holandesa. Por otra parte, los
marcadores que obtuvieron la mayor asociacién entre las muestras disléxicas (sin
comorbidad) del estudio de Eicher et al.?®? se situaban en los genes OPA3, KIAA0196,
NUAK1, PLEKHA1y FAM19A1.

En un meta-andlisis realizado en base a tres GWAS sobre la lectura y el lenguaje,
identifican nuevas asociaciones de los SNPs rs59197085 y rs5995177 localizados en los

genes CCDC136/FLNCy RBFOX2, respectivamente. Ademads, el locus CCDC136/FLNC también
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mostrd asociacién con estas medidas en la poblacion general?8. Sin embargo, en un

posterior estudio?® no replican la asociacion del marcador situado en el gen RBFOX2.

Tabla 2.-Descripcién de los estudios de genoma completo realizados para la dislexia. QTL=Quantitative Trait Loci.

Referencia Tipo c!e Poblacién Genes con mayor asociacion
estudio
Meaburn et al. 20072%° QTL Reino Unido CSE1L, SOXs5, IGSF22, CDC42BPA, NKAIN2, DPF3 y TIAM1
Roeske et al. 2011284 QTL Alemania CLSTN2
Scerri et al. 2011282 QTL Reino Unido PCSK6
Eicher et al. 2013%% Caso/ Control Reino Unido OPA3, KIAA0196, NUAK1, PLEKHA1y FAM19A1
Luciano et al. 201355 Meta-andlisis ~ Rene Ynido/ ABCC13 y DAZAP1
Australia
Gialluisi et al. 2014 Meta-andlisis ~ Ren© Unido/ CCDC136/FLNC y RBFOX2
Colorado

Las primeras investigaciones de genoma completo en el TDAH, se realizaron mediante
estudios de ligamiento. De esta forma se identificaron regiones en 5p12, 10926, 1223 y 16p13™4.
La mayoria de las veces sin embargo, este tipo de estudios han fallado a la hora de identificar y
replicar factores genéticos consistentes. Los estudios de asociacién de SNPs han conseguido
identificar algunos genes que podrian estar vinculados a la causa del trastorno, aunque en la
mayorfa de los estudios falta la replicacion de los hallazgos en muestras independientes (ver Tabla

3 para detalles de los estudios):

e Enelprimer GWAS realizado en familias con TDAH, ninguno de los marcadores alcanzé
el umbral de significancia establecido para GWAS (p<E-08), aunque los SNPs mas
significativos estaban ubicados en los genes DCLK1 (organizador del citoesqueleto),
SPCK3 (componente de la matriz extracelular), CDH13 (proteina de adhesién célula-
célula) y dos reguladores de canales de potasio (KCNIP1y KCNIP4)?%9. Dos afios mds tarde,
el estudio de Lantiery et al.?*° intentd replicar los marcadores de mayor asociacion de
este estudio y encontrd significancia en dos marcadores, rs2939678 y rs12505502,
situados en los genes XKR4 y FAM190A, respectivamente.

e Utilizando las mismas muestras que en el estudio de Neale?®, Lasky-Su implementd un
analisis de rasgos cuantitativos de los sintomas de TDAH, e identificé dos marcadores

con significancia localizados en los genes CDH13 (rs6565113) y GFOD1 (rs552655)%9".
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Es preciso remarcar que un tercer estudio?? también encontré una tendencia de
asociacién para el gen CDH13, a parte de otros genes encargados de la adhesién celular
(ASTN2) y reguladores de la plasticidad sindptica (CTNNA2 y KALRN).

La mayoria de los GWAS realizados posteriormente no han llegado a obtener resultados
de asociacién significativos?9299, aunque en base a sus mejores asociaciones han
propuesto varios genes candidatos como son SLC9A1, GRM5, CHRNA7 o GPR139 entre
otros. Sin embargo, un reciente GWAS en el que utilizan la misma muestra del primer
estudio de Yang et al.2%, pero centrdndose esta vez en medidas endofenotipicas, este
mismo grupo, ha identificado un SNP (rs11514810) relacionado con la inhibicidn ejecutiva
de los pacientes con TDAH. Este marcador afecta en la expresién del gen MICALL2 en el
cerebro3®°.

En el meta-analisis3® basado en los resultados de 4 estudios no se encontrd ningin
marcador significativamente asociado, pero entre los genes cuyos marcadores habian
conseguido un valor de p menor se identificaron SH3BP5, AGBL1, NUCB1 y FURIN. Sin
embargo, en un meta-andlisis3°> mas reciente en base a datos de 17666 individuos (9
cohortes de Europa, Australia y U.S.A.), encuentran asociacién en 3 genes, LMOD2, WASL
y ASB15.

Teniendo en cuenta la heterogeneidad en el diagndstico de las muestras y la diversidad
genética entre distintas poblaciones, dos estudios recientes de gran interés para el
presente proyecto son los realizados en poblacién Espafiola, considerando muestras
adultas. A pesar de que ninguno de los dos obtiene resultados significativos, el primero
sefiala al gen SORCS23°3 como asociado con TDAH y el segundo al gen FBX033, ademds
de sugerir la ubiquitinacién (un tipo de modificacién post-traduccional de proteinas)
como nuevo posible mecanismo causante de este trastorno3°4. Asimismo es de gran
importancia un tercer estudio también realizado en sujetos espafiolesss el cual sugiere el

gen PID1 como candidato para el buen funcionamiento atencional de los nifios.
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Tabla 3.- Descripcidn de los estudios de genoma completo realizados para el TDAH. QTL=Quantitative Trait Loci.

Referencia Tipo de estudio Poblacién Genes con mayor asociacion
Lesch et al.200829* Caso/control Alemania CDH13,ASTN2, CTNNA2 y KALRN
Neale et al. 200828 Familias Caucasica DCLK1,SPCK3, CDH1, KCNIP1y KCNIP4

Lasky -Su et al.200829" QTL Caucdsica CDH13 y GFOD1
Neale et al. 2010293 Caso/control Caucasica PRKG1, PPM1H, TCERG1L y FLNC
Mick et al. 2010294 Familias U.S.A. EMP2, ELOVL6, UGT1A9, C210rf34,

Neale et al. 20103

Meta-analisis

U.S.A.y Europa

BMPR1B,CCDC46 y SLC9A9
SH3BPs5, AGBL1, NUCB1y FURIN

Hinney et al. 20113°¢ Caso/control y Alemania GPCs, BC11A y KIAA1267
familias
Stergiakouli et al.201229¢ Caso/control Caucasica IL20RA, HOXB1, TRIO, MAGI2 y ATXN2
Ebejer et al. 2013297 QTL Australia CPLX2, GPR139, DNMT3B y MAPRE1
Yang et al. 2013298 Caso/control China KIAA1486 y ARSB
Alemani et al.20153%3 QTL Espafia SORCS2
Sanchez-Mora et al. 20153%4 Caso/control Espafa FBX033
Zayats et al. 2015299 Caso/control Noruega TRIM36 y ZBTB16
Middeldorp et al.20163°2 Meta-analisis Europa, U.S.A.y LMOD2, WASL y ASB15
Australia
Alemany et al. 20163 QTL Espafia PID1
Yang et al.20173%° QTL China MICALL2

Como resumen cabe remarcar que los resultados entre los diferentes GWAS no se solapan

y, ademds, que ninguno de los genes candidatos “clasicos”, tanto de dislexia como de TDAH,

aparece entre los marcadores mds asociados de estos estudios.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL:

La lectura y la atencion son dos habilidades cognitivas basicas para el aprendizaje.
Defectos en estos rasgos cognitivos podrian desencadenar trastornos como la dislexia y la falta
de atencidn, dos discapacidades de alta prevalencia en Espafia. Si bien se consideran trastornos
complejos con una base genética, las variantes bioldgicas identificadas en los numerosos estudios
realizados hasta el momento no son consistentes ni se replican en diferentes paises. Por ello, el
objetivo general de esta tesis doctoral es identificar variantes genéticas asociadas a la lectura y
la atencién en una poblacién de nifos espafoles, haciendo especial hincapié en la dislexia, la falta
de atencidén y la comorbidad entre ambos trastornos, con el propdsito de hipotetizar rutas
funcionales causales que den luz sobre posibles métodos para diagndstico temprano de estos

trastornos cognitivos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Objetivo Técnico:

1.-Verficacién de la adecuacién del DNA proveniente de saliva para estudios de caracterizacion de
genoma completo. Teniendo en cuenta la distinta proporcién de células humanas y bacterias que
hay en la saliva, es un requisito el ajuste de los protocolos estandar de genotipado para asegurar

su aplicacién al DNA extraido de este tipo de muestra.

Objetivos Cientificos:

1.-Validar en la cohorte conseguida las variantes seleccionadas de tipo SNP y VNTR localizadas en
genes propuestos como candidatos a la susceptibilidad a padecer dislexia y/o TDAH en estudios
previos.

2.-ldentificacion de nuevos SNPs, grupos de SNPs o regiones de nimero de copia variable
asociados por un lado con la dislexia, la falta de atencién y/o la comorbidad de ambas, y por otro
lado con funciones cognitivas de lectura y atencionales en la cohorte espafiola estudiada, a través
de distintos abordajes que nos permitan la descripcién de rutas funcionales causales de estas

afecciones.
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Materiales y Métodos

3.1 ESTRATEGIAS DE ASOCIACION UTILIZADAS EN ESTE PROYECTO

En esta tesis se han llevado a cabo diversos estudios de asociacién en base a dos grandes
estrategias: genes candidatos y genoma completo (GWAS). Asimismo, ambas estrategias a su
vez, se han subdivido en dos metodologias de andlisis: casos/controles (para la dislexia, la falta de
atencion y la comorbidad entre ambos trastornos) y andlisis de QTLs (Quantitative Trait Loci) en
la poblacién general, es decir, independientemente del fenotipo de la muestra. Finalmente
partiendo de los resultados obtenidos en el estudio de genoma completo también se ha querido
hipotetizar sobre posibles rutas funcionales para cada uno de los trastornos asi como para las
funciones cognitivas analizadas. En la Figura 3 se muestra un esquema general de las estrategias

utilizadas en este proyecto.

ESTUDIO DE ASOCIACION GENETICA

Genes candidatos GWAS
(VNTRs y SNPs)
Estrategias Estrategias
Casos y Controles QTL Casos y Controles QTL

Poblacion Poblacion
general general

=

Rutas Funcionales

Figura 3.- Esquema general de las estrategias de asociacién seguidas en este proyecto.
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3.2 SUJETOS DE ESTUDIO Y CRITERIOS DE INCLUSION

En la ejecucidn de un estudio de asociacion genética, tanto si es un estudio de genes
candidatos como si es de genoma completo, hay un factor sin el cual serfa imposible cumplir con
los objetivos del proyecto, que es contar con una poblacién bien definida en cuanto al diagnédstico

del rasgo que se desea investigar.

3.2.1  Pruebas psicométricas y variables registradas para todos los sujetos del
presente proyecto

Tras previo consentimiento informado de los padres o tutores, se reclutaron un total de
5008 muestras de saliva de nifios de diversas zonas de Espafia. Los investigadores del consorcio
COEDUCA (Proyecto CONSOLIDER — CSD2008-00048) se encargaron de administrar a cada uno
de los nifios una bateria de pruebas psicométricas que permiten evaluar variables relacionadas
con la lectura y la atencidn. En total fueron 174 las variables medidas, las cuales se agruparon en
12 tareas (ver Tabla 4 y descripcién de las tareas mas adelante), siendo posible inferir de cada una

de éstas una medida de un proceso cognitivo diferente.

Tabla 4. Tareas evaluadas y funciones cognitivas asociadas para cada trastorno cognitivo evaluado.

N° TAREA Funcién cognitiva Trastf)l:no

cognitivo
1 Eliminacién del primer fonema
2 Identificacién de fonema inicial en dibujos Conciencia fonolégica
3 Repeticién en pseudopalabras
4 Identificacidn silabica Habilidad para la percepcién del habla

Nombrado rapido de letras, nimeros, colores Fluidez de lectura y velocidad de Dislexia
> y dibujos procesamiento
6 Lectura de palabras y pseudopalabras Decodificacién de grafema-fonema
7 Identificacion de la identidad de letras . e
Procesamiento ortografico

8 Identificacion de la posicidn de letras
d Stroop numerico Conflicto e inhibicién de respuesta
10 Stroop verbal

Falta de
1 Sefial de STOP Proceso inhibitorio atencidn

Al i i6 f fli
12 ANT (Attentional Network Test) erta, orlentauon‘y € e.cto contlicto
(control ejecutivo)

A continuacidn se describen las pruebas realizadas para evaluar cada una de estas tareas,

para las cuales las variables registradas fueron el niimero de aciertos y el tiempo necesario para
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la ejecucion de la misma. Posteriormente se calcularon varios indices a partir de estas dos

medidas.

3.2.1.1 Conciencia fonolégica

Uno de los aspectos de gran importancia para el aprendizaje de la lectura es el
conocimiento de las unidades que componen el lenguaje, y para una buena habilidad lectora es
indispensable tomar conciencia de la estructura fonoldgica del lenguaje hablado o de las
estructuras del sonido. La conciencia fonoldgica se refiere a la capacidad de ser consciente de las
unidades en que puede dividirse el habla (palabras, silabas y fonemas). Es un determinante
importante a la hora de evaluar el éxito del aprendizaje de la lectura y de la escritura. Para medir

esta funcién se utilizaron los valores obtenidos de las siguientes tareas:

Tarea 1: Eliminacién del primer fonema
La prueba consiste en presentar auditivamente a los participantes una palabra la cual tienen
que reproducir eliminando el primer fonema (ej: de la palabra MINA reproducir INA). Las

palabras utilizadas para ello fueron de diversas estructuras de vocales y consonantes.

Tarea 2: Identificacién de fonema inicial en dibujos
En esta prueba, se muestran dos dibujos y se presenta auditivamente una palabra. Los
participantes tienen que elegir el dibujo que empieza con el mismo fonema que la palabra

presentada auditivamente (ver Figura 4 como ejemplo del ejercicio).

Palabra = Pala

2 DAY,

Figura 4 Ejemplo del ejercicio de identificacion de fonemas en dibujo. Se presenta auditivamente la palabra “pala” y
el participante deberia elegir el dibujo de la pifia.
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El tiempo global empleado para realizar los ejercicios de eliminacién del primer fonema e
identificacién de fonemas en dibujos se definié como “Tiempo global en identificacién de fonema”

(var1).

Tarea 3: Repeticion de pseudopalabras
En esta tarea los participantes escuchan una serie de pseudopalabras cada vez de mayor

dificultad y ellos tienen que repetirlas con la mayor rapidez posible.

3.2.1.2 Percepcion del habla

La percepcién del habla es el proceso por el cual los sonidos del lenguaje son escuchados,
interpretados y entendidos. Su estudio pretende entender cémo las personas reconocen los
sonidos del habla y cémo utilizan esta informacién para entender el lenguaje hablado y para ello

se realizé la siguiente prueba:

Tarea 4: Identificacion silabica

En este ejercicio se presentan auditivamente un par de silabas y los participantes tienen que
discriminar entre ellas diciendo si son iguales o distintas (ej: pe-pe/pe-be). Mediante esta
tarea se evalla la habilidad para discriminar entre el contraste de consonantes en un
contexto de parejas de silabas. El tiempo global empleado para realizar este ejercicio, para
los dos tipos de silabas (iguales y distintas), se denomind “Tiempo global en discriminacion

sildbica” (var 2).

3.2.1.3 Fluidez de lectura y velocidad de procesamiento

La fluidez de la lectura representa la capacidad para leer de manera correcta, con la
entonacién, ritmo, fraseo y pausas apropiadas. Para ello es necesario que el lector entienda cémo
se relacionan las letras con los sonidos de la lengua, la forma en la que estos sonidos se mezclan
para formar palabras y el significado de estas palabras. Un lector fluido no tiene que parar para
“descifrar” cada palabra, es decir, puede leer la mayoria de ellas automaticamente, por ello,
puede centrar su atencién en comprender lo que estd leyendo. La fluidez lectora va unida a la

velocidad de procesamiento. Esta, representa la relacién entre la ejecucién cognitiva y el tiempo
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invertido en realizar una tarea, por lo tanto implica realizar con fluidez dichas tareas. Se describe
como la capacidad de procesar informacién de forma automética sin pensar conscientemente en
ella, cuanta mayor velocidad de procesamiento, mas eficientemente se pensard y se aprendera.

El ejercicio empleado para evaluar dicho proceso fue el siguiente:

Tarea 5: Nombrado rapido de letras, nimeros, colores y dibujos

Esta tarea también denominada RAN (por sus siglas en inglés de Rapid Automatized Naming)
consiste en entregar unos listados con dibujos, nimeros, letras o con colores (por separado)
y el participante tiene que indicar el dibujo, nimero, letra o color que ve con la mayor rapidez
posible (ver Figura 5 como ejemplo). Este tipo de ejercicio esta fuertemente correlacionado
con medidas de la velocidad de procesamiento, en consecuencia puede predecir la fluidez
para la lecturay la habilidad para leer que un nifio puede desarrollar en un futuro. Dentro de
esta tarea se calculé un tiempo compuesto identificado como “Tiempo de nombrado rdpido
compuesto de dibujos y colores” (var3). Para obtener esta medida, se hizo un célculo

compuesto del tiempo empleado para la realizacién de las pruebas de dibujos y colores.

e (=B (=

- 64792467209
ome=CBCHE= | 7942964276
&rﬂ—’aml':ﬂ—@ 4 67 47926094

= 9726974762
= B=-C C
@ iy 7492426427

w@mE#E@

oasdpaospd
sdapdoapso EEEEER
aosasdpoda
ds podsasop N EEEEER
sadpapoaps EE EEE 1

Figura 5. Ejemplo del ejercicio de nombrado rapido.

3.2.1.4  Decodificacion de grafema-fonema

En ling(iistica, un grafema se considera como la unidad minima de escritura de una lengua,
es decir, los grafemas se corresponden con las letras. Un fonema, en cambio, es la articulacién
minima de un sonido vocalico o consonantico, son los sonidos del habla que permiten distinguir
las palabras de una lengua. El proceso de decodificacién de grafema-fonema se refiere al proceso

de relacionar las representaciones de las palabras escritas con su representacion verbal, es decir,
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implica relacionar las letras que componen una palabra con su correspondiente sonido. Para ello
es inevitable la conciencia fonoldgica, ya que es necesario el conocimiento de los sonidos de las
palabras para poder relacionarlos con los sonidos de una letra. La tarea considerada para esta

funcidn fue:

Tarea 6: Lectura de palabras y pseudopalabras

Alos participantes se les presentan una serie de palabras y pseudopalabras (compuestas por
diferentes estructuras de vocales y consonantes) y ellos tienen que leerlas lo maés
rapidamente posible. Dentro de esta tarea se definié la “Eficiencia de palabras y
pseudopalabras” (var 4) y ésta se calculé a partir del nimero de aciertos cometidos y el

tiempo requerido para realizar el ejercicio.

3.2.1.5 Procesamiento ortografico

El procesamiento ortografico hace posible el reconocimiento de la palabra de forma fluida
y sin esfuerzo. Esta habilidad aparece con posterioridad al procesamiento fonoldgico, ya que
segun se van aumentando las representaciones léxicas se favorece la unién entre el deletreo, la
pronunciacién y el significado de la palabra. En consecuencia los nifios se convierten en lectores
mas eficientes y dependen en menor medida del procesamiento fonoldgico. Es por ello que el
procesamiento ortografico sirve como indicador del rendimiento lector. Las pruebas realizadas

para medir el procesamiento ortogréfico fueron:

Tarea 7: Identificacion de la identidad de letras
En esta prueba, al participante se le presentan dos pares de dos letras y éste tiene que decir
sisoniguales o no. Estas letras pueden variar en su identidad (igual o distinta), en su similitud

(letras parecidas o no) y en su representacion de caja (mayuscula-mindscula).

Tarea 8: Identificacion de la posicién de letras

En esta ocasidn, la tarea consiste en mostrar dos pares de cuatro letras y el participante tiene
que decir si son iguales o no. En el caso de ser diferentes, estas diferencias pueden ser
debidas a una transposicion, es decir, con las dos consonantes interiores transpuestas (irfo-

ifro) o a un remplazo, con las dos consonantes interiores remplazadas por otras (isto-ifro).
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Para definir los “Aciertos del efecto de transposicién” (var 5), se calculd el nimero de aciertos
de la condicidn de transposicion. Es decir, el nimero de veces que los participantes

respondieron que (irfo-ifro) eran diferentes.

3.2.1.6 Procesamiento automatico/atencion selectiva/efecto conflicto

Existen dos tipos de procesos cognitivos, por un lado el procesamiento controlado, el cual
implica un esfuerzo y un consumo de atencidn, y se produce bajo consciencia. Por otro lado el
procesamiento automatico, el cual incluye procesos que se aprenden y se hacen de una manera
menos consciente o de forma automética. Para evaluar este segundo tipo de procesamiento se le
genera al participante una situacién de conflicto, donde tiene que responder sobre un aspecto
(ej.: tamafio fisico del numero/color de la palabra) ignorando otro de los aspectos presentes (ej.:
cantidad numérica real/significado de la palabra), por lo que el sujeto tiene que ser selectivo,
centrarse Unicamente en uno de los estimulos, e inhibir otras respuestas. Mediante estos
ejercicios se puede evaluar el procesamiento automdtico ya que la mente automdticamente
determina el significado de la palabra o la cantidad numérica, por otra parte, también sirve como
indicadora de la atencién selectiva. Para medir esta funcidn cognitiva las tareas utilizadas en el

presente proyecto fueron:

Tarea 9: Stroop numérico

Se exponen dos nimeros y el participante tiene que decidir cudl de los dos es de mayor
tamafio fisico, sin tener en cuenta su verdadera cantidad numérica. Estos niimeros pueden
ser de la misma cantidad numérica (condicién neutral) o de diferente cantidad numérica. En
este segundo caso, el tamafio fisico puede ser congruente con la magnitud numérica o
incongruente (ej.: en la pareja de nimeros 1y 6, si el 1 es de menor tamafio fisico que el 6
estarfamos ante una situacién congruente, y si fuera al revés ante una situacion
incongruente) (ver Figura 6 como ejemplo). Este ejercicio permite calcular varios efectos a
partir de la resta del nimero de aciertos o del tiempo empleado entre las tareas congruentes
y las tareas incongruentes. De esta forma se calcularon el “Efecto en aciertos de condiciones
incongruente menos congruente (Stroop numérico)” (var 6) y el “Efecto en tiempos de

condiciones incongruente menos congruente (Stroop numérico)” (var 7).
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1 6 = Condicién congruente
1 6 = condicién incongruente
3 3 = Condicién neutral

3 3 =Condicién neutral

Figura 6. Ejemplo de ejercicio de Stroop numérico

Tarea 10: Stroop verbal

Se muestran una serie de palabras/simbolos (estimulos) escritas en diferentes colores y el
participante tiene que decir de qué color estd escrita la palabra. Se utilizan para ello
estimulos de tres tipos: palabras que nombran colores, palabras que no nombran colores y
grupos de simbolos. Cuando la palabra que nombra un color y el color en el que esta escrita
es el mismo, estamos ante una situacidon congruente, en caso contrario ante una situacién
incongruente. Las palabras que no determinan colores y los grupos de simbolos pertenecen
a una situacion neutra (ver Figura 7 como ejemplo). Al igual que en la tarea anterior, los
efectos denominados “Efecto en aciertos de condiciones incongruente menos congruente
(Stroop verbal)” (var 8) y “Efecto en tiempos de condiciones incongruente menos congruente
(Stroop verbal)” (var 9) se calcularon a partir de la resta del nimero de aciertos o del tiempo

empleado entre las tareas congruentes y las tareas incongruentes.

ROJO = Condicién congruente
AZUL = Condicidn incongruente
%%% = Condicién neutra
SALA = Condicién neutra
Figura 7.-Ejemplo de ejercicio de Stroop verbal

3.2.1.7 Proceso inhibitorio

La respuesta inhibitoria consiste en la capacidad de inhibir o controlar las respuestas
automaticas o impulsivas para dar lugar a respuestas mediadas por la atencidn. Los ejercicios para
determinar dicha funcién se basan en la habilidad para suprimir una respuesta que ya no es
necesaria, concepto que apoya el poseer una conducta flexible en ambientes de constante
cambio. Este proceso se considera un importante factor en la funcién ejecutiva3®’ y se midié con

esta prueba:
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Tarea 11: Sefal de STOP
En la pantalla del ordenador aparece un avidén en una determinada direccién (derecha o
izquierda). El participante tiene que presionar una tecla (S o L) dependiendo de la direccién

del avidn y dejar de presionar la tecla cuando en la pantalla aparece una sefial de STOP.

3.2.1.8  Alerta, orientacion y efecto conflicto (control ejecutivo)

La atencidn se define como la capacidad de entender y tener en consideracién un objetivo.
Se utiliza como filtro de los estimulos ambientales, decidiendo y priorizando los estimulos mds
relevantes por medio de la concentracidn, de esta forma, se convierte en un mecanismo capaz de
controlar de una manera estructurada la actividad humana. También se encarga de controlar y
regular los procesos cognitivos. Existen tres mecanismos de atencién en el cerebro humano: la

alerta, la orientacién y la resolucién del conflicto. Estos caracterizaron de la siguiente forma:

Tarea 12: ANT

ANT (de las siglas en inglés Attention Network Test) es un test que permite evaluar los tres
mecanismos de atencidn mencionados anteriormente. El ejercicio consiste en decir en qué
direccidn va la flecha central de un conjunto de flechas (derecha o izquierda) (ver Figura 8
como ejemplo). Estas flechas (estimulos) se presentan de una manera congruente (la flecha
central va en la misma direccién que las de su alrededor) o de una manera incongruente (la
flecha central va en direccién opuesta a las de su alrededor). En el ejercicio se presentan,
ademas de las flechas, sefiales adicionales (asteriscos) como pista de dénde apareceran las
flechas en la pantalla. Dependiendo de la posicién en la que aparezcan estos asteriscos se
diferencian: una sefal valida (en la misma posicién donde aparecera el estimulo), doble sefal
(encima y debajo de donde aparecerd el estimulo), sefial contraria (en posicién contraria a
donde aparecerd el estimulo), sefial neutra (en la mitad de la pantalla) o sin sefial. Al final de
la tarea se reporta el niumero de errores y el tiempo invertido en la misma. A partir de los
datos registrados con este ejercicio se calculé el “Indice conflicto” (var 10) mediante la resta
del tiempo necesario para todos los ejercicios incongruentes y todos los congruentes (con

todas las posibles sefales de pista).
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D =D <D <D <D
THTH <D TH T

Figura 8. Ejemplo de ejercicio ANT

Condicién Congruente

Condicién Incongruente

3.2.2  Diagnéstico de los sujetos a partir de las variables medidas

Seleccién de los sujetos disléxicos

Para la seleccién de los sujetos disléxicos (D) y controles (D_ct ays)se llevé a cabo un andlisis
discriminante a partir de un grupo a priori diagnosticados como disléxicos (N=43) y un grupo de
controles con una desviacion tipica por encima de la media en las pruebas de comprensidn de
textos (N=470). Las variables de la funcién discriminante que mejor separaban a disléxicos y
controles, con una sensibilidad de 91% y una especificidad del 94 %, fueron la eficiencia de palabras
y pseudopalabras, el RAN de dibujos y colores, el emparejamiento de dibujo-fonema, y la
identificacidn de silabas. Posteriormente, se aplicé esa funcidn discriminante a todos los datos y
se consideraron como disléxicos aquellos participantes situados en los deciles 1y 2 de la funcién
discriminante y como controles los situados en le decil 5 o por encima de éste. Todos los

participantes tenfan un coeficiente intelectual no verbal superior a 8o.

Seleccién de los sujetos con falta de atencién

La seleccidn de los participantes con falta de atencidn (FA), se llevé a cabo teniendo en cuentala
ejecucion de los participantes en las tareas de Stroop verbal, y Stroop numérico (tanto el tiempo
de reaccién como aciertos) y en la ANT (tiempo de reaccion). En concreto se consideré como
participantes con falta de atencién aquellos que puntuasen en el quartil 4 del tiempo de reaccién
(lentos) o bien en el quartil 1 de aciertos (pocos aciertos), ambos en las tareas de Stroop numeérico,
Stroop verbal y ANT. Se clasificaron como controles (Ctr_ga) los participantes situados en los
cuartiles 1, 2 y 3 de los tiempos de reaccién. Asimismo, los participantes que puntuaron bajo

simultdneamente en el tiempo de reaccién del Stroop verbal y numérico, se definieron como
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controles mas estrictos (Ctr_ra ). Todos los participantes tenian un coeficiente intelectual no

verbal superior a 80.

3.2.3  Criterios de inclusién/exclusién de muestras

Entre todas las muestras recibidas en el laboratorio se hizo una seleccién para el estudio.
El origen espafiol de las muestras fue un criterio obligatorio por lo que se descartaron aquellas
muestras procedentes de nifios con: madre o padre de origen no-espafiol, madre o padre sin dato
de origen, nifio de nacimiento no-espafiol y nifio sin dato de nacimiento. También se excluyeron
del estudio las muestras de los nifios a los que no se les habia realizado la bateria completa de

pruebas psicométricas y las muestras con una calidad de DNA inapropiada para este estudio.

3.3 EXTRACCION Y CARACTERIZACION DE DNAs DE SALIVA

Uno de los objetivos de este proyecto es obtener DNAs de calidad dptima a partir de saliva
que nos permitan la correcta interpretacion de los resultados, los cuales serian dudosos si los

DNAs caracterizados estuvieran degradados.

3.3.1  Recogida de muestras de saliva a los participantes

Cadauno delos tutores legales de los nifios participantes en el estudio accedid a ceder una
muestra de saliva que fue recogida con el kit de saliva "Oragene-500" (DNA Genotek Inc). Cada
individuo deposité 2 ml de saliva en un tubo que se mezclé de inmediato con otros 2 ml de buffer
de almacenamiento, el cual inactiva cualquier tipo de microorganismo presente en la muestray el
cual preserva el DNA estable durante afios incluso almacenado a temperatura ambiente. Para un
mejor rendimiento de las técnicas posteriores, se les pidid a los participantes no comer, beber,
fumar o masticar goma de mascar 30 minutos previos a la recogida de su saliva. El CICbioGUNE
contaba con el consentimiento del Comité de Etica y Bienestar Animal para la manipulacién de

este tipo de material en el momento de recibir las muestras de saliva.
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3.3.1.1 Extraccidén y cuantificacién del DNA

La extraccidn del DNA del total de la saliva se efectué mediante el protocolo “Laboratory
protocol for manual purification of DNA from 4,0 ml of Oragene ® DNA/saliva” siguiendo las
indicaciones de la casa Oragene. La concentracion total del DNA extraido se midié una primera
vez mediante Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) (método de absorbancia a 260 nm) y
posteriormente se recuantific6 mediante Qubit (Thermo Fisher Scientific, método de
fluorimetria). Las muestras que no llegaron a la concentracién requerida para la experimentacion
se precipitaron con etanol para disminuir el volumen de eluido. Todas las muestras se
normalizaron de una manera automatica mediante el robot epMotion 5070 (eppendorf) a una
concentraciéon determinada y se almacenaron a -80°C. La integridad del DNA se evalud mediante
electroforesis en geles de agarosa al 0,7 %, 1x TAE y el DNA fue visualizado con luz UV previa

tincidn con bromuro de etidio.

3.3.2  Caracterizacion del contenido del DNA proveniente de saliva humana

3.3.2.1 Cuantificacion de DNA Humano

Para cuantificar la proporcién de DNA humano presente en cada muestra se realizé una
gPCR con sonda TagMan™ (Thermo Fisher Scientific) disefiada en una regién del gen BRCA (Breast
Cancer), la cual estd muy conservada en humanos en cuanto a secuencia y a numero de copias.
Las secuencias de los cebadores para la amplificacion y la sonda TagMan™ que se utilizaron son
los descritos por Covault et al. en 20033°%: BRCA_F 5'- AAA CAT GTT CCT CCT AAG GTG CTT T-3/,
BRCA_R5'-ATG AAA CCA GAA GTA AGT CCA CCA GT-3', BRCA_MGB (6FAM-MGB) 5'-ACA CAG CTA
GGA CGT-3'. Las condiciones en las que se llevd a cabo la reaccién de qPCR fueron: 0.4 pM de
ambos cebadores BRCA, 0.25 uM de sonda BRCA, 1x TagMan™, Universal PCR Master Mix (No
AmpErase. UNG (P/N 4324018)) y 20 ng de DNA gendmico total, en un volumen final de 1opl. La
amplificacion se llevé a cabo en un termociclador CFX96-C1000 (Bio-Rad Laboratories, Inc.)
durante 49 ciclos de 30 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C. Para poder determinar el porcentaje
de DNA humano presente en cada muestra se realizé una curva estdndar utilizando para ello
estandares artificiales de una mezcla de DNA humano (ABI, Ref. 4312660) y bacteriano (Sigma,
Ref. D4889). Estos porcentajes variaron entre el 100 % de DNA humano (0 % de DNA bacteriano) y

0 % de DNA humano (100 % DNA bacteriano). Tanto los estandares de DNA humano:bacteriano
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como las muestras se procesaron por triplicado.

3.3.2.2  Cuantificacién de DNA bacteriano

La cuantificacidn del porcentaje de DNA bacteriano presente en cada una de las muestras
también se llevd a cabo mediante gPCR. En este caso se utilizé EvaGreen como fluoréforo parala
medicién de fluorescencia durante la amplificacién del target establecido. Los cebadores
empleados para la PCR cuantitativa fueron los descritos por Muyzer et al. en 19933 los cuales
amplifican una regién del gen 16S ribosomal de 193pb, regién muy conservada entre las especies

bacterianas: BACT_F15’-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3’ y BACT_R15’- ATT ACC GCG GCT GCT GG-3'.

Las condiciones elegidas finalmente para la cuantificacién del DNA bacteriano fueron: 1x
mi-Hot Tag Mix (Metabion, mi-E8011), 1uM de cebadores, 1x EvaGreen (Biotium Inc. ref. 31000) y
20 ng de DNA en un volumen total de 15 pl. Las reacciones se mantuvieron durante 3 min a 95°C,
seguido de 26 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 62,8°C y 1 min a 72°C. La curva de
disociacién (melting curve) consistié en un gradiente de 65°C a 95°C en incrementos de 0,5°C cada
5 segundos (CFX96, C1000 thermal cycler). Para estimar el porcentaje de DNA bacteriano, se
utilizaron los mismos estdndares empleados en la determinacién de la proporcion de DNA
humano (ver apartado 3.3.3.1). Tanto los estandares DNA humano:bacteriano como las muestras

se procesaron por triplicado.

3.3.2.3  Calculo de porcentajes de DNA humano y bacteriano

Los datos obtenidos de las PCRs de cuantificacion de DNA humano y bacteriano se
analizaron mediante el software “Bio-Rad CFX Manager”. Este programa detecta un valor Ct
(Cycle Thershold, nimero de ciclo de la PCR en el que se detecta producto amplificado y que es
proporcional a la cantidad inicial de DNA de la muestra) para cada uno de los estdndares de
distintos porcentajes de DNA humano y bacteriano, y construye con ellos una recta de calibrado.
Esta recta se define como una regresion lineal con un determinado coeficiente de correlacién (r?)
que se representa, mediante la férmula: Y= aX + B, dénde Y es el Ct medio de la muestra-estandar,

a es la pendiente de la recta estandar, X es la proporcién de DNA inicial de la muestra y B es una
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constante matematica. A partir del Ct medio de cada una de las muestras cuestinadas y

empleando la ecuacién mencionada, se pudo estimar su porcentaje de DNA humano y bacteriano.

3.4 ESTUDIO DE ASOCIACION DE GENES CANDIDATOS

3.4.1  Seleccion de las variantes genéticas candidatas

Para la validacién de la asociacidn de genes candidatos con dislexia y falta de atencién en
nuestra poblacién de estudio, se seleccionaron 11 marcadores basdndonos en estudios
anteriores?®66:109167,181310-312 Fn concreto fueron 9 SNPs y 2 repeticiones en tdndem de nimero
variable (VNTR, del inglés Variable Number of Tandem Repeats) localizados en 9 genes. Siete de
los marcadores (5 SNPs y 2 VNTRs) se habian relacionado previamente con TDAH y 4 SNPs con
dislexia (ver Tabla 5). La eleccién del marcador exacto se hizo en base a su previa asociacién con

el trastorno cognitivo o por su posible efecto funcional de acuerdo a la base de datos FastSNP3%.

Tabla 5 .Caracteristicas de los marcadores candidatos seleccionados. Gen=nombre del gen. Chr=cromosoma donde
se ubica el gen. Variant_ID=nombre del marcador. Tipo de variante: SNP o VNTR. Asociado previamente: Si o No,
junto con la referencia donde se ha publicado cada estudio. Trastorno cognitivo asociado=trastorno con el cual se ha
asociado el marcador.

L o VLT \-Iraifi(;:tee prAefI(l"a(:ri:(ei:te cogn-li-:iisc;“:s':::iado
KIAA0319 6 rs4504469 SNP Sist

DCDC2 6 rs2274305 SNP Si¢6
DYX1C1 15 rs57809907 SNP S8 DISLEXIA
FOXP2 7 rs12533005 SNP Sit09
COMT1 22 rs4680 SNP Si &

DBH 9 rs1611115 SNP Si3

DBH 9 rs13306306 SNP No
MAOA 9 rs6323 SNP Si202 TDAH
MAOA X rs72554632 SNP No

DRD4 1 DRD4 VNTR e

DAT1 5 DAT1 VNTR Si'67
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3.4.2 Estudio de VNTRs

3.4.2.1 Genotipado de los VNTRs situados en los genes DRD4 y DAT1

El genotipado del VNTR de 48 pares de bases (pb) situado en el exén 1l del gen DRD4 se
realizé en un volumen total de reaccién de 20 pl que contenia: 1x mi-Hot Tag Mix (Metabion), 0.2
puM de cada cebador (Forward: 5-GGT CTA CTC GTC CGT GTC CTC CTT-3" y Reverse: 5-CTCTCC TCC
CCG CCC CTCAG-3") y 20 ng DNA gendmico. Al ser esta una secuencia rica en CG se afadieron 2 pl
de DMSO (Dimetil Sulféxido) 100 % a la mezcla de reaccién para facilitar su desnaturalizacion. Las
muestras se procesaron en un termociclador MyCycler (Bio Rad) con las siguientes condiciones:
40 ciclos de 30 seg a 95°C, 30 seg a 62°Cy 30 seg a 72°C. Los productos se visualizaron en geles de
agarosa del 2% y 1x TAE y los genotipos correspondientes se identificaron en base al marcador de
tamafio ¢x174/Hinfl (Biotools) y un marcador compuesto por fragmentos de nimero de

repeticiones especificos generado a la carta en el laboratorio (ver seccion 3.4.2.3).

El genotipado de polimorfismo VNTR de 40 pb de la regién 3°UTR del gen DAT1, se realizé
en un volumen total de reaccién de 20 pl que contenia: 1x mi-Hot Tag Mix (Metabion), 0.5 uM de
cebadores y 20 ng de DNA gendmico. Los cebadores fueron disefiados segun lo descrito en
Vandenbergh et al.3"> con una modificacidn en el cebador reverso para mejorar la amplificacién:
Forward: 5'TGT GGT GTA GGG AAC GGC CTG AG- 3"y Reverse: 5-TGG AGG TCA CGG CTC AAG G3'.
La regién que contenia el VNTR se amplificé en un termociclador MyClycler (Bio-Rad), durante 40
ciclos de 30 seg a 95°C, 30 seg a 68°C y 30 seg a 72°C. Los productos se visualizaron en geles de
agarosa del 2 % y 1x TAE, y sus correspondientes genotipos se identificaron segin el tamafio del
marcador de peso molecular ¢x174/Hinfl (Biotools) y un marcador compuesto por fragmentos de

ndmero de repeticiones especificos creado en el laboratorio (ver seccién 3.4.2.3).

3.4.2.2  Clonacién de los distintos alelos de VNTRs amplificados

Los productos de PCR que contenian un nimero distinto de repeticiones de los dos VNTRs
estudiados fueron clonados para poder ser secuenciados y evaluar el nimero exacto de
repeticiones que contenfan. Para ello se utilizd el kit de clonacién "TOPO TA Cloning kit"

(Invitrogen). El kit consta del vector "pCR™2.1-TOPO® vector", células competentes DH5a™ ("One
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Shot® Chemically Competent cells”) y de un plasmido control pUC19. Para la transformacién de
estas células se utilizé una reaccién de ligacién con un ratio inserto:vector de 3:1. La discriminacidén
de colonias positivas (aquellas que presentaban el inserto del producto de PCR), se realizé en base
al color de la colonia, siendo las colonias blancas positivas y las azules negativas (la diferencia de
color se debe al gen LacZa del vector, el cual se rompe al insertarse el fragmento de PCR clonado).
De esta forma, se seleccionaron 10 colonias que potencialmente contenian vector con cada
fragmento de PCR clonado para verificar su tamafio mediante PCR con los cebadores M13

especificos del vector.

3.4.2.3  Secuenciacién de los productos de PCR clonados

Con el objetivo de identificar el nimero exacto de repeticiones de los alelos-VNTR
clonados (ver apartado anterior), cada clon se secuencié con tecnologia Sanger tanto con los
cebadores especificos del vector (M13) como con los cebadores utilizados para la amplificacion
de dichos VNTRs. La secuenciacion se llevdé a cabo en la compafila STABVIDA
(http://www.stabvida.com/index.php/es). El alineamiento y comparaciéon de las secuencias
obtenidas se realiz6 mediante el programa Sequencher™ 4.7 (Gene Codes). Una vez
determinados los nimeros de repeticiones de cada fragmento, se amplificaron todos los alelos
diferentes con los cebadores especificos para cada uno de los genes y se construyé un marcador

de tamafio para cada uno de los VNTRs.

3.4.2.4 Anadlisis de asociacion de los VNTRs: caso/control

Las comparativas siempre se realizaron entre un grupo de casos frente a un grupo control,
tal y como se especifica en la Tabla 10 de resultados. El andlisis de asociacién de los VNTRs se
realizé de diversas maneras. Por un lado se compararon las frecuencias de cada genotipo frente
al resto, por otro, la presencia de cada genotipo frente a la ausencia del mismo y, finalmente, por
agrupaciones denominadas “repeticiones largas’” frente “repeticiones cortas”. Todos los andlisis
se realizaron mediante el test exacto de Fisher utilizando la herramienta informatica R (versién

2.13.0).
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3.4.3 Estudio de polimorfismos de nucleétido tinico (SNPs)

3.4.3.1 Genotipado de los SNPs candidatos seleccionados

El genotipado de las muestras para todos los SNPs seleccionados se realizd utilizando los
sistemas de PCR a tiempo real ViiA™ 7 o QuantStudio™ 6 (QS-6) mediante la tecnologia TagMan™
(Thermo Fisher Scientific). Los detalles de las sondas utilizadas asi como el nimero de ciclos de
PCR utilizado para cada una de estas reacciones se pueden encontrar en la tabla suplementaria 1.
Las reacciones se efectuaron en microplacas de 384 pocillos en un volumen total de 5 ul o 1opl en
el caso de FOXP2 y utilizando 20 6 40 ng de DNA gendmico total, respectivamente. La
amplificacién se hizo segun las indicaciones del fabricante (50-55 ciclos de 15 segundos a 95°C y

90 segundos a 60°C).

3.4.3.2  Anadlisis de asociacién caso/control

Analisis individual de SNPs

El andlisis de asociacién de SNPs individuales se realizé mediante la comparacidn de las
frecuencias alélicas entre el grupo de casos y de controles utilizando para ello el test de chi
cuadrado y el test de Fisher (ver Tabla 10 de resultados para los detalles de las comparativas
realizadas). Por otra parte también se analizaron los datos bajo varios modelos genéticos
(genotipico, dominante y recesivo), asi como utilizando el test de tendencia de Cochran-Armitage.

Todos estos andlisis se han realizado con la herramienta PLINK3',

Andlisis de interacciones por parejas de marcadores (epistasia)

El andlisis de interacciones entre SNPs (dos a dos) se realizé implementando un modelo de

regresion logistica mediante el programa PLINK.

Analisis de asociacién haplotipica partiendo de los datos de genotipado de genoma completo
El estudio de asociacidn en este proyecto se abordé de dos maneras diferentes. Por una
parte se realizé un andlisis de asociacién de SNPs o VNTRs en genes candidatos (descrito en esta
misma seccion) y por otra parte un andlisis de asociacion de genoma completo (ver seccion 3.5).
De los datos obtenidos en el GWAS se pudo extraer un gran nimero de marcadores para 8 de los

genes candidatos. Para ello se identificaron las posiciones de comienzo y fin de cada uno de los
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genes y mediante PLINK se filtraron estos datos del resto. El andlisis de haplotipos se realizé

utilizando el programa Haploview37 segun los detalles descritos en el apartado 3.5.2.5.2.

3.5 ESTUDIO DE ASOCIACION DE GENOMA COMPLETO

3.5.1  Genotipado de genoma completo: protocolo Infinium

El genotipado de genoma completo se realizd utilizando los arrays Human Omniexpress
(Illumina Inc): v1.0 y v1.1. El panel completo de estos arrays ofrece la posibilidad de caracterizar
760525 SNPs distribuidos a lo largo de todo el genoma. Este panel se puede abordar para estudiar
SNPs individuales y para el andlisis de regiones con nimero de copias variables (CNVs). El
protocolo utilizado para este genotipado de genoma completo fue el “lllumina® Infinium® HD
Assay Super protocol” tal como lo describe lllumina Inc. con la modificacién de partir de 400 ng de
DNA gendmico total en vez de los 200 ng recomendados, ya que el DNA utilizado proviene de
saliva (ver detalles en la seccidn 4.1.3). En este protocolo, en primer lugar se amplifica el genoma
completo en una incubacién de 20 horas a 24°C con dligos arbitrarios y DNA-polimerasas. El gDNA
amplificado se fragmenta enzimaticamente y se diluye en un tampdn apto para la hibridacién con
las sondas que se encuentran inmovilizadas en el array Human Omniexpress. Tras la retirada de los
fragmentos de DNA no hibridados o hibridados inespecificamente se extiende una sola base del
oligonucledtido que estd hibridado con una hebra de DNA, la cual incorpora un marcaje capaz de
emitir fluorescencia si se excita a una longitud de onda determinada. El escéner HiScan de Illumina
distingue la luz emitida por cada fluoréforo en cada una de las muestras, generando un fichero
con datos creados a partir de las fluorescencias registradas. Este fichero lo decodifica el software
GenomeStudio (Illumina® GenomeStudio 2010, (c) lllumina, Inc. 2003-2010), transformando los

valores de fluorescencias en datos de genotipado.

3.5.2  Analisis de datos de genoma completo:

3.5.2.1 Analisis conjunto de diferentes versiones de arrays de genotipado

A causa de la discontinuidad de la versién 1.0 de los arrays Human Omniexpress se tuvo que
utilizar la siguiente version (v1.1) para genotipar parte de las muestras de este estudio. Con el fin

de analizar conjuntamente las muestras genotipadas con ambas versiones de Human
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OmniExpress, se construyd un fichero con todos los genotipos. Dicha fusidn se realizé mediante
el programa PLINK utilizando el comando --merge. Esta funcién permite sobreponer dos ficheros
en funcién de los marcadores y de los individuos que contengan, es decir se crea un nuevo fichero
con todos los individuos y todos los marcadores que existan en los dos ficheros que se quieren

juntar (para el andlisis de CNVs no fue posible realizar un analisis conjunto, ver apartado 4.3.1).

3.5.2.2  Andlisis de reproducibilidad de los arrays de genotipado masivo

Para que una técnica se considere fiable, ésta tiene que ser reproducible, es decir, bajo las
mismas condiciones se deben obtener los mismos resultados independientemente de la técnica
aplicada. En este estudio para evaluar la reproducibilidad de genotipado de los arrays Human
OmniExpress se genotipé un mismo DNA en cada una de las placas utilizadas para el estudio de
genoma completo (un total de 8 réplicas para la version 1.0 de los arrays y un total de 11 réplicas
para la versidn 1.1 de los arrays, repartidas en 8 y 11 chips diferentes). Para medir el grado de
concordancia de genotipado entre todas las réplicas se utilizé el comando -merge -mode 7 en el
programa PLINK el cual compara los genotipos de dos ficheros y calcula la similitud entre los
marcadores genotipados en ambos. De esta forma, se calculd el grado de concordancia dentro de
las réplicas de cada una de las versiones de los arrays y también la concordancia entre las réplicas

de ambas versiones.

3.5.2.3  Criterios de filtrado de los datos crudos obtenidos mediante los arrays de
genotipado masivo

Fueron descartados aquellos SNPs que tenfan una codificacién discordante entre las dos
versiones de los arrays (ver apartado 4.3.1.), asi como los marcadores que no llegaban al umbral
de GenTrain Score de 0.6 considerado por la compafiia lllumina (este parametro es un indicador
de la calidad con la que se ha efectuado el cluster del marcador). De esta forma, se inspeccionaron
visualmente los clusters de los marcadores con un valor de GenTrain Score menor a 0.6 y se

corrigieron o descartaron segun fuera necesario.
Ademas, se excluyeron las muestras con un porcentaje de genotipado menor al 98 %, en

base al valor de Call Rate indicado en GenomeStudio, y aquellos SNPs que no se genotiparon en

mas de un 90 % de las muestras, los que no superaron una frecuencia del 5 % en cuanto a su alelo
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minoritario (MAF, Minor Allele Frequency), asi como los que no pasaron el test de Hardy Weinberg

con un valor de p de 0.001.

3.5.2.4  Estructuracion y seleccion de outliers: Analisis de componentes principales

El andlisis de componentes principales (APC) sirve para reducir la dimensionalidad de un
conjunto de datos. En el caso de los estudios de genoma completo al tener genotipos de cientos
de miles de marcadores, mediante el APC se reduce la informacién de todos estos marcadores,
de manera que se calculan los dos componentes principales (los cuales explican la mayoria de la
variabilidad del conjunto de marcadores) y se pueden correlacionar uno contra el otro. Mediante
este andlisis se puede deducir si los individuos estudiados son un grupo genéticamente
homogéneo (todos los individuos se distribuyen en un dnico grupo) o bien concluir si existe
estructuracion poblacional dentro de ellos (los individuos se separan en diferentes grupos). El
APC se realizé mediante PLINK. Primero se estimé el factor IBD (Identical By Descent, idénticos
por descendencia) por parejas de individuos, con el objetivo de buscar parejas que fueran
demasiado parecidas, es decir, mds de lo esperado por azar. Partiendo de esta informacidn se
crearon los clusters y se calcularon los 4 componentes principales. Correlacionando los dos
primeros componentes se obtuvo un grafico de dimensién reducida del conjunto de datos. Este
grafico se realizé mediante la herramienta informdtica R. Aquellos puntos que se separan del
grupo principal en el grafico se denominan outliers. Para su deteccidn se utilizaron dos técnicas:

visualizacidn directa en el grafico y el paquete de R “mvoutlier”.

3.5.2.5 Estudio de asociacidon: caso/control

3.5.2.5.1 Analisis de marcadores individuales: SNPs

El analisis de asociacién de SNPs individuales se realizé mediante la comparacién de las
frecuencias alélicas del grupo de casos y de controles utilizando para ello el test de chi cuadrado
y el test de Fisher. Por otra parte también se analizaron los datos bajo varios modelos genéticos
(genotipico, dominante y recesivo), asi como utilizando el test de tendencia de Cochran-Armitage.

Todos los abordajes estadisticos se realizaron con la herramienta PLINK.

Una manera sencilla de revisar visualmente todos estos resultados es mediante un grafico

de manhattan, donde cada punto corresponde a un SNP. En el eje X de este tipo de gréficos se
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representa la posicién cromosdmica de cada uno de los SNPs en pares de bases y, en el eje Y, el
valor de significancia de cada una de las asociaciones en escala logaritmica. Cada cromosoma se
simboliza con un color distinto de puntos para una mejor interpretacién. Estas visualizaciones

graficas se obtuvieron mediante el software Haploviews3".

Analisis de enriquecimiento de los marcadores mas asociados segtin su localizacién génica

Con el objetivo de ver si entre los marcadores mds asociados existia una proporcién mayor
o menor (enriquecimiento) de marcadores ubicados en posiciones génicas concretas se realizé el
siguiente analisis: 1) se calculd la proporcién de cada uno de los tipos de mutaciones en el panel
completo de genotipado. Los tipos de mutaciones fueron: intrén, codificador sinénimo,
codificador “missense”, codificador “nonsense”, UTR-3", UTR-5’, splice-3’, splice-5’, cerca del gen
3"y cerca del gen 5'. Estas proporciones se denominaron “esperadas”. 2) En los 1500 marcadores
mas asociados de cada comparativa, se calcularon estas mismas proporciones, y asi
sucesivamente restando 50 marcadores en cada calculo. Estds proporciones se denominaron
“observadas”. 3) Se calculé la proporcién entre los valores observados y esperados para cada tipo
de mutacién. Si este valor es cercano a 1, las proporciones observadas son similares a las
esperadas, si el valor es mayor a 1, existen mas marcadores con ese tipo de mutacidn entre los X
marcadores mas significativos en comparacién con lo esperado, y si por el contrario el valor es

menor a 1, existen menos marcadores significativos de lo esperado.

3.5.2.5.2 Analisis de haplotipos

En muchas ocasiones un Unico marcador no estd asociado individualmente al rasgo de
interés. En cambio, al analizarse conjuntamente varios marcadores con una posicién
cromosdémica cercana, los valores de asociacion cambian. Se denominan haplotipos a una serie de
alelos (en un mismo cromosoma y cercanos en cuanto a su posicién) que poseen una alta
probabilidad de ser heredados conjuntamente, es decir, que estan en desequilibrio de ligamiento
(LD del inglés Linkage Disequilibrium). Para el andlisis de haplotipos se utilizé el software
Haploview3". Este programa se basa en las frecuencias alélicas de los marcadores para estimar
cudles de ellos estan en LD e inferir asi los denominados bloques haplotipicos. Para la creacién de

dichos bloques se utilizé el algoritmo de Gabriel et al.3®8, el cual viene establecido por defecto.
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Este método ignora los marcadores con un MAF menor de 0.05%. Para el resto de los marcadores,
calcula un valor de LD o D" por cada comparacién dos a dos, y agrupa estos valores como "fuerte
LD", "no concluyente" o "fuerte recombinacién". Los marcadores se agrupan en un mismo bloque
haplotipico si el 95 % de las comparaciones informativas (excluyendo las "no concluyentes") son
del tipo "fuerte LD". Una vez generados los bloques, se calcula la asociacién que hay entre casos

y controles para cada uno de los bloques haplotipicos mediante un test de chi cuadrado.

3.5.2.5.3 Analisis de ventanas corredizas (Sliding Windows)

Otra metodologia distinta para analizar conjuntos de marcadores es basarse en
marcadores contiguos, lo cual se denomina andlisis de ventanas corredizas. La diferencia que
tiene con respecto al andlisis haplotipico es que en este caso los bloques no se establecen en base
al LD entre las variantes, sino por su localizacién adyacente. PLINK permite seleccionar el nimero
de marcadores que contiene cada “ventana” estudiada y compara las frecuencias alélicas del
genotipo compuesto entre casos y controles. Para este estudio se seleccionaron “ventanas’” de
SNPs desde 3 hasta 13 marcadores y se analizaron todos los posibles bloques generados en todos

los cromosomas.

3.5.2.5.4 Analisis de interacciones por parejas de marcadores (epistasia)

Para el andlisis de interaccidn entre SNPs de los estudios de dislexia, FA y comdrbidos se
utilizé el software SIXPAC™. Este software se basa en el test de contraste de LD de Zhou et al.3?°.
Segln sus autores, la interaccion entre dos genes o loci crea desequilibrio de ligamiento entre
ellos en la poblacién caso, aun sin estar estos dos loci ligados. El nivel de LD dependerd de la
magnitud de la interaccién entre los dos loci. SIXPAC utiliza una versién simplificada de este test
de contraste y de esta forma ofrece la posibilidad de abarcar todos los SNPs analizados en el
genoma. El test compara los SNPs que estan en un fuerte LD en casos pero que no estan en
desequilibrio (o tiene un bajo LD o un LD-reverso) en los controles. Muestrea pequefios grupos
de casos y resalta, en cada uno de estos, combinaciones de alelos presentes en todos los
individuos del grupo. De esta forma, se disminuye drdsticamente el nimero de combinaciones
necesarias para analizar todas las parejas de SNPs resultantes de cada array. Cada genotipo (0/1/2
alelos minoritarios) se reduce a dos variables binarias: estado recesivo (rec, 2 alelos minoritarios)
o estado dominante (dom, 0 ¢ 1 alelo minoritario). De modo que para cada pareja de SNPs, se

analizan 4 modelos genéticos de interaccion dependiendo del estado de cada uno de los dos SNPs
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analizados: dom-dom, dom-rec, rec-dom, rec-rec. Para algunos de los anadlisis de epistasia, en
concreto los relativos a las comparativas descritas en la Tabla 10, las cuales se realizaron sdélo con

las parejas de SNPs mas significativas, se utilizé el programa PLINK.

3.5.2.5.5 Andlisis de CNVs

Obtencién de ficheros con datos LRR y BAF

En los arrays de genotipado de lllumina se utilizan dos sondas para detectar la presencia
de los dos posibles alelos de cada uno de los SNPs. Los alelos medidos por el canal X (“Cys dye”,
fluorescencia roja) se denominan alelos A mientras que los alelos medidos por el canal Y (“Cy3
dye”, fluorescencia verde) se denominan alelos B. A partir de estas dos medidas, el software de
lllumina GenomeStudio calcula los siguientes parametros: 1) LRR (logR ratio), el cual es una
medida relativa al total de la intensidad por lo que también es proporcional al nimero de copias.
2) BAF (del inglés B Allele Frequency, frecuencia del alelo B), la cual es una medida de la

contribucidn relativa del alelo B al total de la sefal, por lo que refleja la composicién alélica.

El cdlculo del valor LRR se obtiene a partir de la siguiente ecuacién:

LOg R ratio: |0g z(R observado/R esperado)

R observado €S €l valor de intensidad de fluorescencia normalizado, el cual se
calcula mediante la transformacién polar de las dos intensidades medidas para
el SNP (una para cada uno de los alelos).

R esperado €S UNa interpolacién del ratio alélico observado con respecto a los

clusters de genotipo candnico.

Si el valor de LRR es mayor a 0, se considera que existe una ganancia de copias mientras
que si es menor a 0 se considera como una delecién. En cuanto a la BAF, se calculé mediante el
valor theta (allelic intensity ratio) de la muestra y la posicién de cluster esperada. Este valor puede
serde o (sin ningun alelo B), 0.5 (un alelo B) 6 1(dos alelos B) en un estado de diploidia. Variaciones

en estos valores indican ganancias o pérdidas de segmentos de secuencia de DNA.
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Para el andlisis de asociacién de numero de copias variable (CNV) se exportaron los
archivos de LRR y BAF del GenomeStudio a partir de los datos de fluorescencia obtenidos de los

arrays Human OmniExpress.

Deteccidn de las regiones de nimero de copia variable

Para definir los segmentos de DNA que contenian diferentes nimeros de copias se utilizé
el programa informatico PennCNV3?'. Este software utiliza un modelo oculto de Marcov (HMM)
para inferir el nimero de copias a partir de los datos de genotipado. Los segmentos definidos
debfan tener un minimo de 10 SNPs para que fueran considerados, de lo contrario se descartaban.
Durante el proceso, el programa calcula para cada una de las muestras la desviacién estandar del
LRR (LRR SD) como criterio de calidad de la muestra. Se descartaron para su posterior analisis las

muestras con un LRR SD > 0.2, para minimizar asi el nimero de falsos positivos.

Analisis de asociacién caso/control

Una vez identificadas las regiones de nimero de copias variable en cada una de las
muestras, se utilizé la herramienta informatica ParseCNV322 para realizar un andlisis de asociacion
de dichas zonas entre casos y controles. Este programa lo primero que hace es establecer las
regiones CNV consenso (CNVR) a partir de los segmentos de nimero de copia variable
identificados en PennCNV. Este paso es necesario para obtener las regiones exactas que se
quieren comparar, ya que PennCNV identifica en cada muestra los segmentos de copia variable,
pero éstos pueden no ser exactamente de la misma longitud en todas las muestras. De esta forma,
se establece una regidn consenso entre los CNVs identificados en una misma regién basandose
en los SNPs de alrededor de similar significancia (casos por un lado y controles por otro) y la
frecuencia de la CNVR sera la que se compare entre ambos grupos. El estadistico utilizado para la
comparativa es un test exacto de Fisher de dos-colas basado en la tabla de contingencia: casos
con delecién/casos diploides/controles con delecién/controles diploides, y lo mismo para las

duplicaciones (considerando como delecién CN=0, 1y como duplicacién CN=3, 4).
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3.5.2.6  Analisis de enriquecimiento de rutas funcionales relativas a las mutaciones mas
significativas del estudio

Otra perspectiva para analizar los datos obtenidos de un genoma completo es centrarse
en determinar qué rutas funcionales son las mas significativas en vez de analizar todos los
marcadores por separado. Para ello existen diferentes programas3?-32 entre los cuales se
selecciond el de GSA-SNP3?%, por su facil manejo, rapidez y simplificacién de resultados. Tras
probar diferentes opciones que ofrece el programa y comparar los resultados obtenidos, los
parametros utilizados para los andlisis de este proyecto fueron los siguientes: 1) dentro de los
SNPs de un mismo gen, utilizar el valor de p del mejor SNP para determinar el valor de significancia
que se le dara al gen; 2) establecer el limite superior e inferior de un gen en +/- 20 kb de su posicién
cromosdmica, para el cual se consideraran los SNPs; 3)establecer un nimero minimo de 10 genes
y un maximo de 200 para definir una ruta funcional. La definicién de rutas se realizé de acuerdo a

las bases de datos de “Gene Ontology” y “KEGG”.

3.5.2.7  Anotacién de las variantes analizadas

Para la anotacién de los SNPs mas significativos de todos los estudios realizados se utilizé
el software ‘“SeattleSeq Annotation 137”7, basado en la versiéon de genoma humano NCBI
36/hg183% (http://snp.gs.washington.edu/SeattleSegAnnotation138/HelpAbout.jsp). Esta
anotacién incluye, entre otros campos, los identificadores rs de los SNPs, el nombre de los genes
y sunumero de acceso, la funcién de la variacién (missense, nonsense... ) la posicién de la proteina,

el cambio aminoacidico y la asociacidn clinica.

Para anotar la posicién génica de los marcadores mas asociados se utilizé la herramienta
informdtica SCAN (http://www.scandb.org/newinterface/about.html), ya que esta herramienta
permite obtener un solo resultado por cada uno de los SNPs en un tiempo razonable para la gran
magnitud de datos que se querian anotar. Esta herramienta diferencia entre las siguientes
localizaciones que puede tener un SNP dentro de un gen: Intrén, codificador sinénimo,
codificador “missense”, codificador “nonsense”, UTR-3°, UTR-5°, splice-3’, splice-5", cerca del

extremo 3" del geny cerca del extremos 5° del gen.
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Para anotar los genes incluidos en los CNVs detectados se utilizé el sistema de anotacién
del propio programa ParseCNV3%, el cual estd basado en la versién de genoma humano UCSC

(BuildHg18).

3.5.3 Validacién tecnoldgica de las variantes de mayor relevancia

3.5.3.1 Seleccion de las variantes para su validacién tecnolégica

Cuando se realiza un estudio de genoma completo es importante contar con una
validacién tecnoldgica, es decir, ver si con una tecnologfa diferente a la utilizada se obtienen los
mismos resultados, para evitar asi, falsos positivos debidos a la tecnologia. Tras analizar los

resultados obtenidos, se seleccionaron 48 SNPs y 22 CNVs entre los resultados mas significativos.

3.5.3.2  Genotipado y andlisis de replicacién de los SNPs seleccionados

Los 48 SNPs elegidos para su replicacién, se genotiparon en todas las muestras con
diagndstico (2314 muestras) utilizando la tecnologia TagMan™ (Thermo Fisher Scientific). Las
especificaciones de las sondas asi como el nimero de ciclos empleados para cada una de éstas,
se encuentran en la tabla suplementaria 1. Para realizar el andlisis de replicacidn se utilizé el mismo
método que para calcular la concordancia entre las réplicas del estudio de genoma completo (ver
apartado 3.5.2.2). Estd concordancia se calculé para cada uno de los SNPs individualmente y para
todos los SNPs en conjunto. Puesto que el nimero de muestras genotipadas en la validacién fue
mayor que en el estudio de asociacién de genoma completo, se repitieron los tests comparativos
de caso/control descritos en el apartado 3.4.3.2 (analisis de SNPs individuales, haplotipos,

ventanas corredizas y epistasia).

3.5.3.3  Genotipado y analisis de replicacion de los CNVs seleccionados

Los 22 CNVs seleccionados para su validacion, se genotiparon mediante la tecnologia
TagMan™ (Thermo Fisher Scientific). Esta tecnologia consiste en dos sondas marcadas con
fluoréforos y cebadores sin marcar. Una de las sondas (sonda CN) detecta la regién del gen o
secuencia de interés y estd marcada con el fluoréforo FAM-MGB, la otra sonda (sonda de
referencia), marcada con VIC-TAMRA, corresponde a la secuencia de una regién gendémica

presente en doble copia en un genoma diploide. Estds dos sondas se cuestionan simultdneamente
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en la misma reaccién de manera que se registra la fluorescencia emitida por ambos fluoréforos.
La sonda de referencia utilizada corresponde al gen RNAseP la cual detecta el HIRNA (Ribonuclease
P RNA component H1) del gen RPPH1 localizado en el cromosoma 14, citobanda 14q11.2. La posicidn
especifica de la sonda es chr.14:20811565 segun la versién de genoma Humano NCBI-GR37 y es un
amplicén de 87 pb que corresponde al Unico exén del gen RPPH1. Los detalles de las 22 sondas

CNs seleccionadas se describen en la Tabla 6:

Tabla 6. Descripcién de las sondas CNs seleccionadas para la replicacién tecnoldgica de los CNVs mas significativos.
Nombre_sonda=Identificador de la sonda segtin Thermo Fisher Scientific. Chr=cromosoma. Localizacién=posicién
cromosdmica de la sonda.

CNV_ID Nombre sonda Chr Gen p toig‘a::éatica Localizacién
Hs02189896_cn  Chr1 SCNN1D 1p36.33a 1221589
CNWV1 Hs07480167_cn Chr1 GLTPD1 1p36.33a 1262722
Hs02057266_cn Chr1 MXRAS8 1p36.33a 1290679
Hs00980423 _cn  Chr11 PTDSS2 11p15.5d 450613
CNV2 Hs02600799 cn  Chr11 DRD4 11p15.5d 637563
Hs00988676_cn  Chri1 EPS8L2 11p15.5¢C 727639
Hs02219266_cn  Chr16 SOX8 16p13.3f 1035900
Hs00554929 cn  Chr16 BAIAP3 16p13.3e 1391402
NV Hs01993673 cn  Chr16 IFT140,TMEM204 16p13.3e 1604907
Hs00593499 cn  Chr16 MAPKS8IP3 16p13.3e 1756421
Hs00769725 cn  Chr16 MEIOB 16p13.3e 1903092
Hs00407143_cn  Chr16 ZNF598 16p13.3e 2049800
CNV4 Hs01719675_cn  Chrig DPF1 19q13.2a 38713054
Hs02045154_cn  Chr1g KCNK6 19q13.2a 38817513
CNVs Hs00752842_cn Chrs PCDHA 5g31.3a 140186720
Hs02533973_cn Chrg PCDHA 5g31.3a 140201839
Hs04347242_cn Chr8 ARHGAP39 8qg24.3h 145767835
cve Hs00533492_cn  Chr8 ARHGAP39 8qg24.3h 145773336
NV Hs02134493_cn  Chrg  LOC100129722,C90rf173 9q34.3f 140146912
Hs00295274 cn  Chrg NELFB (COBRA1) 9q34.3f 140151405
CNVS Hs05366201_cn  Chr1s GABRB3 15q12b 26854714
Hs07457448 cn  Chris GABRB3 15q12b 26870079

Las reacciones se prepararon segun las instrucciones del fabricante en un volumen total

de 10 pl, de los cuales 2 pl correspondian a la mezcla de reaccidn, 0.5 pl a cada una de las sondas,
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30 ng de DNA gendmico total dispensados en 2 pl, y el resto a agua. Las condiciones de
amplificacién fueron 10 minutos a 95°C seguidos de 40 ciclos de amplificacién compuestos por 15
segundos a 95°Cy 1 minuto a 60°C. Todas las reacciones se prepararon en placas de 384 pocillos y
se amplificaron en el sistema de PCR a tiempo real Quant Studio™ -6 (QS-6). Cada muestra se
analizé por triplicado y en cada placa se afadieron 9 muestras negativas (sin DNA) y 2 muestras

control (cada una 6 veces) las cuales se incluyeron en todas las placas como controles positivos.

Los resultados obtenidos tras la PCR cuantitativa fueron analizados con el software
CopyCaller ® Software v2.0 (Thermo Fisher Scientific). En este software se introducen los valores
de Ct obtenidos para la sonda de referencia y para la sonda de CN en cada una de las muestras, y
el programa calcula un Ct comparativo (AA CT) determinando de esta forma el nimero de copias

de laregidn cuestionada.

3.6 ESTUDIO DE ASOCIACION DE RASGOS COGNITIVOS CUANTITATIVOS (QTL)

3.6.1  Analisis de QTLs con los genotipos de los genes candidatos

En relacién a los genes candidatos, la comparativa de genotipos con las variables
psicométricas se ha ejecutado con un andlisis de covarianza o ANCOVA, el cual se basa en eliminar
de la variable dependiente el efecto predicho por una o mas covariables mediante regresidn lineal
multiple. En nuestro caso, la variable dependiente fue cada una de las 174 medidas de las pruebas
realizadas a cada nifio, y como coavariable se utilizé la edad de cada uno de los nifios. De esta
forma se pudo eliminar la heterogeneidad causada por la influencia de la edad de los nifios en la
variable de interés, reduciendo asi la diversidad y aumentando en consecuencia la potencia
estadistica. De esta manera se compard cada uno de los genotipos correspondientes a los 5 SNPs
frente a las variables cuantitativas, asi como la presencia/ausencia de cada alelo identificado de
los VNTRs. Para estos analisis se han utilizado todas las muestras para las que se disponia de la
bateria completa de pruebas psicométricas realizada. Quedaron excluidos del analisis aquellos

nifos con un coeficiente intelectual no verbal inferior a 80o.
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3.6.2  Andlisis de QTLs con los genotipos de genoma completo

En cuanto a los datos de genoma completo, se seleccionaron 10 variables de entre la
bateria completa de pruebas psicométricas realizadas a los participantes, para examinar si existia
relacién genotipo-fenotipo con alguno de los marcadores estudiados en el panel de genoma
completo. En la Tabla 7 se describen las variables seleccionadas (el detalle de cada variable se

puede encontrar en la seccién 3.2.1).

Tabla 7 Variables de lectura y atencionales seleccionadas para el estudio de QTLs con los genotipos del panel de
genoma completo. Se describen las funciones cognitivas asociadas.

Variable Funcién cognitiva Rasgo
Var1 Tiempo global en identificacién de fonema Conciencia fonoldgica
Var2 Tiempo global en discriminacidn sildbica Percepcidn del habla
Tiempo de nombrado rapido compuesto Fluidez de lectura y velocidad de
Var3 - . Lectura
de dibujos y colores procesamiento
Var4 Eficiencia de palabras y pseudopalabras Decodificacién de grafema-fonema
Vars Aciertos del efecto de transposicién Procesamiento ortografico
Varé Aciertos »
- Stroop numeérico
Varz Tiempo . A
Vars i Conflicto e inhibicién de respuesta
ar ciertos i
Stroop verbal Atencion
Varg Tiempo
. Al i i6 f fli
Vario indice conflicto erta, onentacuon_y e e.cto conflicto
(control ejecutivo)

A diferencia de la asociacidon caso control descrita en el apartado 3.4.3.2, en este andlisis
los datos no contienen informacién de diagndstico dicotémico, si no variables con medidas
cuantitativas. De esta forma, se hizo un analisis de asociacion cuantitativo basado en el test
asintdtico de Wald bajo una distribucién t de los datos mediante PLINK. Este andlisis se llevd a
cabo bajo distintos modelos: lineal, genotipico, dominante y recesivo. PLINK también ofrece la
posibilidad de testar la diferencia de asociacién de un rasgo cuantitativo entre dos ambientes
diferentes o dos grupos en nuestro caso. En dicho analisis simplemente se compara la diferencia

entre dos coeficientes de regresidon de casos y controles (“Quantitative trait interaction (GXE)”).
La visualizacién detallada de las regiones de interés localizadas en los andlisis descritos

arriba se efectué mediante la herramienta LocusZoom v1.13%, Esta herramienta expone

visualmente la sefial de asociacidn relativa a la posicién genédmica de los marcadores, ademads de
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presentar el desequilibrio de ligamiento, el patrén de recombinacién y la posicién de los genes en

la region seleccionada.

Asimismo, con los resultados del estudio de asociacién lineal, también se realizd un

andlisis de enriquecimiento de rutas funcionales tal y como se ha descrito en el apartado 3.5.2.6
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4.1 PUESTA A PUNTO TECNOLOGICA
4.1.1 Selecciéon de muestras

Como parte del proyecto COEDUCA, el total de muestras de saliva recogidas fue de 5008.
Segun el origen de nacimiento paterno, materno y del propio nifio se excluyeron del andlisis un
total de 1241 muestras. Asi mismo, por su edad adulta (mayor de 16 afios) o por no tener realizada
la baterfa completa de pruebas psicométricas se rechazaron otras 328 muestras. El rango de edad
de los nifios que pasaron todos los criterios de inclusién del estudio fue 6-16 afios con un ratio
chicos/chicas de 1:0.99. Entre estos sujetos también se excluyeron del estudio 25 muestras porque
la calidad del DNA obtenido a partir de su saliva fue insuficiente. En la Tabla 8 se presentan en
detalle las cantidades de muestras excluidas segtin cada criterio:

Tabla 8. NUmero de muestras descartadas en este estudio y causa de su exclusion.
N° muestras

CAUSA excluidas
Padre o madre nacido fuera de Espafia 563
Sin dato de origen del padre ni de la madre 289
Sin dato de origen del padre 246
Sin dato de origen de la madre 72
Nifo nacido fuera de Espana 38
Sin dato de origen del nifio 33
Adultos o bateria de pruebas incompleta 328
Calidad de DNA insuficiente 25

De entre los 3414 individuos que pasaron todos los criterios de inclusién, se definieron los

siguientes grupos fenotipicos segun los criterios de diagndstico establecidos:
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78
(43/35)
Controles
de FA
Controles de 408

Dislexia

comorbidos (216/192)
106 163
(39/67) (82/81)

Comoérbidos

45
— 147 (16/29)
53/94
(594/497) o)
FA

Controles de
dislexia

40
(16/24)

Figura 9. Nimero total de muestras diagnosticadas para cada trastorno cognitivo estudiado (dislexia y falta de
atencién -FA-) asi como los controles correspondientes. El niimero de muestras seguin sexo para cada categoria
estd detallado entre paréntesis (chicas/chicos).

Del total de muestras que cumplian los criterios de inclusién, se asigné grupo fenotipico a
un total de 2078 nifios (Figura 9): casos con dislexia (D=163+45+78 =286), controles para dislexia
(Ctr_p=1091+106+40 =1237), casos con falta de atencion (FA=147+45+40 =232) y controles para
falta de atencion (Ctr_ra=408+106+78 =592). Tal y como se puede observar, existen muestras que
pueden pertenecer a mas de un grupo fenotipico. A los 45 individuos que fueron diagnosticados
con ambos trastornos, dislexia y falta de atencidn, se les denomind “comérbidos” (C) y a las 106
muestras que se asignaron como controles tanto para dislexia como para falta de atencién se les
consideraron “controles para comdrbidos” (Ctr_.). En la estrategia de genes candidatos realizada
en este proyecto, todas las muestras con fenotipo asignado se utilizaron para el estudio de casos
y controles. Para el estudio cuantitativo (QTL, del inglés Quantitative Trait Loci) poblacional, sin
embargo, se utilizaron las 3414 muestras, es decir, todas las muestras que cumplian los criterios

de inclusién independientemente del fenotipo.
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Segun el discriminante utilizado para el diagndstico de las muestras, hemos observado que
los comdrbidos obtuvieron los valores mas extremos de las variables consideradas (Figura 10).
Las muestras representadas en el otro extremo de valores del discriminante corresponden a los
controles (linea negra). Interesantemente, la diferencia entre los disléxicos y los controles fue

menor que la encontrada entre las muestras con FA y el grupo control.
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Figura 10. Distribucién de los valores de la funcién discriminante en los grupos fenotipicos considerados. Cada
histograma se evalué mediante una estimacion de densidad de Kernel. Las muestras comdrbidas se consideraron
como un grupo fenotipico independiente, por lo que fueron excluidas de los grupos de dislexia y de falta de atencién.
Las lineas verticales de colores situadas en la parte superior e inferior de la figura muestran los valores individuales
del discriminante para las muestras de cada grupo (azul=comdrbidos, verde=muestras con FA, rojo=disléxicos y
negro=controles). Las lineas discontinuas verticales representan la media de cada una de las distribuciones
(azul=comdrbidos, verde=muestras con FA, rojo=disléxicos y negro=controles).

4.1.2  Cuantificacion de DNA humano y bacteriano de las muestras provenientes de
saliva

Puesto que los DNAs que se estudian en este proyecto provienen de saliva, y por lo tanto
contienen tanto el DNA gendmico de las células humanas como el de bacterias u hongos
presentes en la microbiota bucal, antes de comenzar con el genotipado de las muestras, se

cuantificé la proporcion de DNA humano y DNA bacteriano por gPCR en 30 extractos
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provenientes de saliva para establecer los porcentajes de presencia de cada tipo de DNA en

nuestra poblacidn.

Las rectas patron utilizadas para cada una de las cuantificaciones, basadas en los
resultados de mezclas controladas de DNA con distintos porcentajes de DNA humano vy
bacteriano comerciales, obtuvieron un indice de correlacién (r?) de 0.99. Las proporciones de DNA
de origen humano y bacteriano detectadas se resumen en la Tabla 9. El porcentaje de DNA de
otro origen se obtuvo restando al total de 100% la proporcién cuantificada de los DNAs humano y

bacteriano conjunta.

Tabla 9. Proporciones (%) maximas, minimas, medias y desviacién estdndar (SD) de DNA humano, bacteriano y de
otro origen detectado en los 30 extractos analizados.

Tipo de DNA Max Min Media SD

Humano 72.8 6.9 26.25 14.28
Bacteriano 4.9 0.5 2.34 1.07

Otro Origen 90.03 13.94 69.6 13.94

4.1.3  Puesta a punto de la tecnologia de arrays de genotipado partiendo de DNA
extraido de saliva

Como hemos visto en el apartado anterior, la composicién del DNA extraido de muestras
de saliva no es 100 % humano. Por ello, en este proyecto fue necesario ensayar el genotipado de
varias concentraciones de DNA con muestras con diversa proporciéon de DNA humano/bacteriano.
La primera puesta a punto se realizé con los Human660oW-quad v1.0 BeadChips, los cuales no se
pudieron utilizar en el resto del proyecto porque fueron discontinuados por lllumina Inc.. Para
dicha puesta a punto se seleccionaron dos muestras de DNA que tuvieran un % de DNA humano
extremo (23.28 y 72.8 %) y se utilizaron 3 concentraciones de partida diferentes a la requerida en
el protocolo estandar (200 ng): 250, 300 y 400 ng de DNA total. Si bien cualquier concentracién
de DNA de partida funciond satisfactoriamente en base al valor de SNPs genotipados, o call rate,
el cual fue superior a 0.99 en todos los casos, se selecciond la concentracién de 300 ng ya que su
porcentaje de genotipado fue algo superior al resto. De esta forma, se procedid al genotipado de
otras 8 muestras con diversos porcentajes de DNA humano partiendo de 300 ng de DNA. El call
rate obtenido para todas las muestras fue superior a 0.99 excepto para una, independientemente

de su % de DNA humano.
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Toda esta puesta a punto se repitié con los BeadChips de genotipado de genoma completo
de densidad intermedia que estaban disponibles en el momento de comenzar la caracterizacién
de las muestras del estudio, los arrays Human OmniExpress v1.0 (lllumina Inc.). En este caso, la
optimizacién de la concentracion de DNA de partida se hizo en 3 fases. |) En la primera fase se
utilizaron 3 concentraciones de DNA de partida (250, 300 y 400 ng) de 4 muestras de distinto
porcentaje de DNA humano (7.11/ 12.5/ 24.26/ 38.27 %). Il) Para la segunda fase se utilizaron 3
concentraciones de DNA de partida (500, 600 y 700 ng) de 4 muestras de distinto porcentaje de
DNA humano (5.33/ 7.1/ 10.33/ 40.74 %). La muestra de 7.11 % de DNA humano fue la misma
empleada en la fase 1. Ill) En la tercera fase de la puesta a punto también se utilizé la muestra de
7-11 % de DNA humano (previamente utilizada en las dos primeras fases) y se repitieron las
concentraciones de DNA de partida de 400 y 500 ng, aparte de afiadir otras dos intermedias de
430 y 460 ng, para poder determinar si los datos de los tres arrays utilizados eran comparables
entre ellos. Los resultados obtenidos una vez normalizados los datos con respecto a esta muestra

se detallan en la Figura 11.

El logR ratio (LRR) es un valor proporcional al total de la intensidad de fluorescencia
medida con los ensayos Infinium (lllumina Inc.), que refleja el nimero de copias de cada region
cromosdémica por cada muestra. Como otro control de calidad durante esta puesta a punto, a
partir de los resultados obtenidos se calculé la desviacién estandar del LRR para cada una de las
muestras, la cual evalud la calidad de los datos para su posterior andlisis de CNVs. Como se puede
observar en la Figura 11 los datos obtenidos a partir de las muestras con porcentaje de DNA
humano inferior a 10 % no eran de buena calidad para la caracterizacion de CNVs,
independientemente de la concentracion de partida que se utilizara en el array (basandonos en
el valor de la desviacion del LRR). Utilizando una concentracion de DNA de partida de 400 ng, la
calidad de los datos para el posterior andlisis de CNVs resulté adecuada. Por otro lado, el
genotipado fue satisfactorio (de acuerdo al valor de call rate > 0.99) para cualquier concentracién

de partida utilizada y con cualquier porcentaje de DNA humano presente en la muestra.
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Figura 11. Representacion de la desviacién estandar del logR ratio (LRR) con respecto a la concentracién de partida
de DNA utilizada en el chip de genotipado y el porcentaje de DNA humano presente en la muestra. Cada uno de los
puntos representa una de las muestras genotipadas. En el eje x se representa la concentracién de DNA de partida
(ng) utilizada para el genotipado y en el eje Y el porcentaje de DNA humano presente en la muestra. Escala de colores
en base a la desviacién del LRR de la muestra: tonos amarillos indican un mayor valor de la desviacién de LRR, en
consecuencia una peor calidad de los datos para el posterior andlisis de los CNVs, y los tonos naranjas un valor menor
de la desviacion del LRR, es decir, una mejor calidad. Resultados normalizados en base a la muestra idéntica utilizada
en la misma concentracién de DNA de partida para los tres arrays, provenientes de las fases 1, 2 y 3 de la puesta a
punto.

4.1.4  Andlisis de reproducibilidad

La muestra que contenia un porcentaje de DNA humano de 7.11 % estuvo presente en las 3
primeras pruebas, por lo que se pudo utilizar para calcular la reproducibilidad de resultados entre
los distintos chips de Human OmniExpress v1.0 procesados (ver detalles en la seccién 3.5.2.2). De
la misma forma, las muestras con porcentaje de DNA humano de 12.5 % y 24.26 % se procesaron en
los dos tipos de BeadChips (Human 660-quad y Human OmniExpress v1.0) por lo que éstas también
sirvieron para calcular la reproducibilidad entre los distintos BeadChips Kits. En ambos casos la
concordancia fue mayor del 99 %, indicando que tanto entre distintos chips de un mismo kit
(Human OmniExpress v1.0) como entre los de 2 kits (Human 660-quad vs. Human OmniExpress v1.0)

mas del 99 % de los marcadores coincidentes obtuvieron el mismo genotipo.
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4.2 ESTUDIO DE ASOCIACION DE GENES CANDIDATOS

En el presente estudio, las muestras se diagnosticaron para dislexia y falta de atencién.
Asimismo, también se seleccionaron muestras control especificas para cada trastorno, de manera

que en los estudios de asociacién se consideraron los siguientes grupos de acuerdo a su fenotipo:

Casos
D: Muestras diagnosticadas sélo como disléxicos.
FA: Muestras diagnosticadas sélo con falta de atencién.

C: Muestras diagnosticadas con dislexia y falta de atencién (comérbidos).

Controles

Ctr_p: Muestras caracterizadas como controles para el grupo de disléxicos (40 de estas muestras
también tienen falta de atencidn).

Ctr-P_p: Muestras caracterizadas como controles puros para el grupo de disléxicos (ninguna de estas
muestras tiene falta de atencién).

Ctr_ra: Muestras caracterizadas como controles para el grupo de falta de atencién (78 de estas
muestras también tienen dislexia).

Ctr-P_ra: Muestras caracterizadas como controles puros para el grupo de falta de atencién (ninguna
de estas muestras tiene dislexia).

Ctr_ra;*: Muestras caracterizadas como controles mas estrictos para el grupo de falta de atencién
(29 de estas muestras también tienen dislexia).

Ctr-P_ra,**: Muestras caracterizadas como controles puros mas estrictos para el grupo de falta de
atencion (ninguna de estas muestras tiene dislexia).

Ctr_c: Muestras caracterizadas como controles validos tanto para el grupo de dislexia como para el

grupo de falta de atencién (controles para comérbidos).

* Todas las muestras del grupo Ctr_ra; estdn incluidas en el grupo Ctr_ga.

** Todas las muestras del grupo Ctr-P_a; estan incluidas en el grupo Ctr-P_ga

Para el estudio de asociacion de casos y controles, teniendo en cuenta los diversos diagndsticos
fenotipicos que presentaban las muestras del proyecto, se realizaron diferentes comparativas
utilizando distintos grupos de casos y controles. Dichas comparativas se especifican en la Tabla

10.
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Tabla 10.- Comparativas de caso/control realizadas y nimero de muestras consideradas en cada grupo, los cuales
estdn definidos segtin el recuadro de la pagina 91.

Casos Controles
Grupo | N°muestras Grupo N° muestras
D+C 286 vs Ctr_p 1237
D+C 286 vs | Ctr-P_p 197
D 241 vs | Ctr-P_p 197
C 45 vs| Ctr-P_p 197
C 45 vs | Ctr-P_FA 514
C 45 vs | Ctr-P_raz 278
C 45 vs Ctr_c 106
FA+C 232 vs | Ctr_rA 592
FA+C 232 vs | Ctr-P_ra 514
FA+C 232 Vs Ctr_ra: 307
FA+C 232 vs | Ctr-P_Fa2 278
FA 187 vs | Ctr-P_FA 514
FA 187 vs | Ctr-P_Faz 278

4.2.1  Asociacion de VNTRs con dislexia y falta de atencién

Entre las variantes histéricamente asociadas con dislexia y/o falta de atencién, hay dos
variables de nimero de copia yuxtapuestas (Variable Number Tandem Repeats ~VNTRs-) en los

genes DRD4 y DAT1, las cuales fueron determinadas en este proyecto.

Tras el genotipado de estas variables en varias muestras, se aislaron y clonaron 3
fragmentos correspondientes al VNTR del gen DRD4 cuya secuenciacion verificé la deteccidn de
fragmentos de 3, 4 y 7 repeticiones de la region variable de 48 pares de bases (pb). Para el VNTR
de DAT1 fueron 4 los fragmentos aislados y clonados, correspondientes a 7, 9, 10 y 11 repeticiones
de la regidn variable de 4opb. Gracias a los clones obtenidos de estas bandas, se pudieron
amplificar cada una de ellas para preparar marcadores de tamafio especifico de los alelos
presentes en nuestra poblacién para cada VNTR. De esta forma, se establecieron los genotipos
de los 2 VNTRs de cada una de las muestras en base a sus perfiles de amplificacién resueltos en
geles de agarosa y la comparativa de tamafios de los productos de PCR contrastados con los

marcadores customizados y los marcadores moleculares comerciales “100bp” y “dx174/Hinfl”.
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4.2.1.1 Genotipos identificados para el VNTR situado en el gen DRD4

Dentro de la poblacién estudiada, para el VNTR del gen DRD4 se encontraron alelos de 2 a
11 repeticiones, exceptuando la repeticién de 10 copias. En la Figura 12 se detallan algunos de los
alelos identificados en este estudio. Los alelos predominantes fueron los de 3, 4, 5y 7 repeticiones

(ver Tabla 11-a). Los genotipos mds frecuentes se describen en la Tabla 11-b.

12 3 4 56 7 89 101 1213 14 1516
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Figura 12. Visualizacién de productos amplificados del VNTR de 48pb del gen DRD4 resueltos en gel de agarosa del
2 % y TAE 1x. Las calles 1 y 16 corresponden a marcadores de tamafo molecular de 100bp y ¢x174/Hinfl
respectivamente. Las calles 2 y 15 pertenecen al marcador con alelos de 3, 4 y 7 repeticiones (R) elaborado
especificamente para este estudio. Las calles 3, 5, 6, 8, 9, 10,13 y 14 son los resultados de muestras que portan el alelo
04R; la calle 4 corresponde a un heterocigoto con los alelos 02R yo 7R; la calle 7 es una muestra con alelos 02R y 03R;
la calle 11 con alelos 04R y 07R; y la calle 12 con aleloso 7R y 08R.
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Tabla 11. a) Alelos y b) genotipos del VNTR situado en el gen DRD4 encontrados con frecuencia mayor a 0.01 en la
poblacién estudiada (3208 muestras). Las variantes que no llegaron a la frecuencia minima establecida se agrupan
bajo la definicion “Resto”. NNR y NNRZZR, indican el nimero de repeticiones de la regiéon variable de 48pb
identificada.

a) b)

DRD4 alelos Frecuencia DRD4 genotipos Frecuencia

02R 0.086 02R04R 0.118

o3R 0.025 02R0o7R 0.028

04R 0.679 03R04R 0.035

o5R 0.014 04R04R 0.462

o7R 0.185 04R05R 0.019

Resto 0.01 04Ro7R 0.247

o07Ro7R 0.039

Resto 0.092

Los resultados de significancia estadistica (Test de Fisher) obtenidos de la comparacién de
presencia/ausencia de cada uno de los alelos y de cada uno de los genotipos observados frente al
resto al comparar las poblaciones casos versus controles estan descritos en la Tabla 12. En el
andlisis donde se comparé cada genotipo individual del VNTR del gen DRD4 frente al resto en
casos y controles, el genotipo 04R05R (formado por los alelos de 4 y 5 repeticiones) fue el tnico
que pasé el umbral de significancia de 0.05 en determinadas comparativas, al igual que la
presencia del alelo de 5 repeticiones (ver Tabla 12). En el estudio realizado con el grupo de
individuos con FA, los valores de significancia fueron menores cuando se eliminaron aquellas

muestras con dislexia de dicho grupo (Tabla 12, comparativas FA vs Ctr-P_gay FAvs Ctr-P_ga,). Cabe

destacar que en el grupo de comdrbidos no se observé ninguna asociacion (Tabla 12, Cvs Ctr_().

Al repetir los andlisis sélo con el grupo de chicos, a parte del genotipo 04R05R vy la
presencia de 05R, también se asocié significativamente el genotipo formado por el alelo de 7
repeticiones en homocigosis (07Ro7R) en la poblacién diagnosticada para el estudio de dislexia
(Tabla 12, comparativas D+C vs Ctr_p y D vs Ctr-P_p). En los analisis realizados con el grupo de

chicas no se obtuvo ningun valor significativo.
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Tabla 12.Resultados de asociacién genotipica y de presencia/ausencia alélica del VNTR situado en el gen DRD4.
E.C.=estudio de comdrbidos, Variante=genotipo o alelo analizado, Grupo=grupo de muestras analizadas.
Casos/Controles=grupo de muestras utilizadas como casos o controles segtin la definicién del recuadro de la pagina
91. N° cas.=nlmero de casos totales, N° ctr.=nldmero de controles totales. El nimero de muestras segun sexo para
cada categoria estd detallado entre paréntesis (chicas/chicos). S6lo se muestran los valores de significancia <0.05.

Estudio de Dislexia E.C Estudio de Falta de Atencion
Casos D+C D C FA+C FA+C FA FA
Controles Ctr_p Ctr-P_p Ctr_c Ctr_ra Ctr_ra2 Ctr-P_FA  Ctr-P_ra:
Variante Grupo
Todos 0.0296 0.0218 0.0359 0.018 0.017
04Ro05R Chicos 0.0089 0.031 0.0059 0.0235
Chicas
Todos
o7Ro7R Chicos 0.0277 0.014
Chicas
Todos 0.0367 0.0242
o5R Chicos 0.0206 0.0357 0.031 0.0144 0.0235
Chicas
N° cas. 286 241 45 232 232 187 187
(141/145)  (125/116) | (16/29) | (85/147) (85/147)  (69/118)  (69/118)
N° ctr. 1237 197 106 592 307 514 278
(649/588) (633/564) | (39/67) | (298/294) (144/163) (255/259)  (125/153)

Por otra parte, al analizar los alelos largos (de 5 a 12 repeticiones), frente a los cortos (de
2 a 4 repeticiones), se observé una diferencia significativa entre las muestras disléxicas y sus
controles (D vs Ctr-P_p), tanto utilizando la poblacién completa como considerando sélo a los

chicos (valores de p 0.04367 y 0.04579, respectivamente).

Si bien hay valores estadisticamente significativos mostrando una posible asociacién de
estos genotipos/alelos con los trastornos cognitivos, es preciso mencionar que el nimero de
muestras con dichas variantes era muy pequefio, sobre todo en los analisis realizados con el grupo
de chicos. Sin embargo, en la mayoria de los tests significativos la frecuencia de dichos alelos y
genotipos llegd a pasar el valor de 0.01 (ver tabla suplementaria 2 con las frecuencias de cada uno

de los genotipos y alelos).
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4.2.1.2 Genotipos identificados para el VNTR situado en el gen DAT1

Para el VNTR del gen DAT1 los alelos observados fueron de 3 a 12 repeticiones,
exceptuando los alelos de 4 y 5 repeticiones. En la Figura 13 se detallan las bandas observadas de
los diferentes fragmentos de repeticiones del VNTR. Las variantes predominantes fueron los

alelos de 9 y 10 repeticiones, asi como los genotipos formados por ambos (ver Tabla 13).
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Figura 13. Visualizacién de productos amplificados del VNTR situado en el gen DAT1 resueltos en gel de agarosa del
2 % y TAE 1x. a) Las calles 1y 16 corresponden a marcadores de tamafio molecular de 100bp y al ¢x174/Hinfl,
respectivamente. Las calles 2 y 15 son el marcador con alelos de 7, 9, 10 y 11 repeticiones (R) elaborado en el
laboratorio. Las calles 3, 6, 8, 9, 11y 14 tienen muestras homocigotas para el alelo 10R. Las calles 4, 7 y 12 son muestras
con los aleloso 9R y 10R. La calle 5 con alelos 06R y 09R. La calle 10 con el alelo 09R. La calle 13 heterocigoto con los
alelos 03R y 10R. b) La calle 1 corresponde a marcadores de tamafio molecular de 100bp. La calle 2 corresponde al
marcador customizado por nosotros. La calle 3 resuelve una muestra con los alelos 08R y 10R. La calle 4 con el alelo
09R. La calle 5 con los alelos 09R y 10R y la calle 6 con el alelo 10R.

Tabla 13. a) Alelos y b) genotipos del VNTR situado en el gen DAT1 encontrados con frecuencia mayor a 0.01 en la
poblacién estudiada (3311 muestras). Las variantes que no llegaron al umbral de frecuencia establecido se agruparon
bajo la definicidn “Resto”. Los cédigos NNR y NNRZZR indican el nimero de repeticiones de la regién variable de 48
pb identificada para los alelos y los genotipos, respectivamente.

a) b)

DAT1 alelos Frecuencia DAT1 genotipos Frecuencia
09R 0.354 09Ro9R 0.128
10R 0.63 o9R10R 0.435

Resto 0.016 10R10R 0.403
Resto 0.03

96



Resultados

Los resultados de significancia estadistica (Test de Fisher) obtenidos de la comparacién de
la presencia de cada uno de los alelos y de cada uno de los genotipos frente al resto, estdn
descritos en la Tabla 14. El resultado mas relevante se observé en el estudio del grupo de
disléxicos, tanto con las muestras comdrbidas como sin ellas (Tabla 14, comparativas D+C vs Ctr_p
y D vs Ctr-P_p), ya que se encontraron dos genotipos asociados dependiendo del grupo de
muestras comparado (el genotipo formado por los alelos de 10 y 11 repeticiones y el formado por
9y 11repeticiones). La presencia de los alelos 10R y 11R también mostraron valores de significancia
en ambos tests dependiendo del grupo de muestras analizado, es decir, mientras que el aleo 10R
se asocié Unicamente al grupo de chicas, el alelo 11R lo hizo al grupo total asi como al formado
sélo por chicos. En las comparativas correspondientes al estudio de falta de atencién asi como en
el estudio de comdrbidos no se observé ninguna asociacion (ver tabla suplementaria 3 con las

frecuencias de cada uno de los genotipos y alelos).

Tabla 14. Resultados significativos de asociacion genotipica y de presencia/ausencia alélica del VNTR situado en el
gen DAT1. Variante=genotipo o alelo analizado, Grupo=grupo de muestras analizadas. Casos/Controles=grupo de
muestras utilizadas como casos o controles segtin la definicién del recuadro de la pagina 91. N° cas.=ntimero de casos
totales, N° ctr.=niimero de controles totales. EI N de chicos y chicas de cada grupo se muestra entre paréntesis
respectivamente. Sélo se muestran los valores de significancia <0.05.

Estudio de Dislexia
Casos D+C D
Controles Ctr_p Ctr-P_p
Variante Grupo
Todos 0.0323 0.0189
10R11R Chicos 0.0014 0.0008
Chicas
Todos
o9R11R Chicos
Chicas 0.0373 0.0284
Todos
10R Chicos
Chicas 0.0338 0.0349
Todos 0.0139 0.017
1R Chicos 0.0475 0.07414
Chicas
286 241
N° cas. (141/145) (125‘/}116)
12 1
N (649588) _ (6331564)
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4.2.2  Estudio de polimorfismos de nucleétido tinico (SNPs)

4.2.2.1 Caracteristicas de los marcadores analizados

Las frecuencias genotipicas y alélicas de los 7 marcadores de polimorfismos de nucleétido
Unico (en inglés “Single Nucleotide Polymorphism” o SNP) encontradas en la poblacién estudiada,
segun los criterios de inclusién establecidos, estdn resumidas en las Tabla 15 y Tabla 16. Los
marcadores rs13306306 Yy rs72554632 no superaron la frecuencia del 5% en cuanto a su alelo

minoritario por lo que se descartaron del estudio.

Tabla 15. Frecuencias alélicas de los SNPs para la poblacién estudiada. Se especifica el gen, el identificador del
marcador (SNP) y el cromosoma (Chr) donde se ubica dicho marcador. A1=nucledtido del alelo mayoritario,
A2=nucledtido del alelo minoritario, fg=frecuencia, N=niimero de muestras caracterizadas.

Gen SNP Chr A1 A2 fqA1 fqA2 N

KIAA0319 rs4504469 6 C T 0.66 0.34 3334
0.46 0.54 3340
0.61  0.39 3340
0.1 0.9 3321
0.78 0.22 3316
0.45 0.55 3338
0.26 0.74 3339

FOXP2  rs12533005 7
DCDC2 rs2274305 6
DYX1C1  rs57809907 15

DBH rs1611115 9
COMT rs4680 22
MAOA rs6323 X

O >» N > NN
=4 O 4 N 4 0O

Tabla 16. Frecuencias genotipicas de los SNPs para la poblacién estudiada. Se especifica el gen, el identificador del
marcador (SNP) y el cromosoma (Chr) donde se ubica dicho marcador. Gx=genotipo, fq=frecuencia, N=niimero de
muestras caracterizadas.

Gen SNP Chr Gt G2 G3 fqG1 fqG2 fqG3 N

KIAA0319 rs4504469 6 CC CT TT 0.43 0.46 0.12 3334
FOXP2 rs12533005 7 CC CG GG o0.22 0.47 0.31 3340
DCDC2 rs2274305 6 CC CT TT o0.37 0.49 0.14 3340
DYX1C1  rs57809907 15 AA AC CC o0.03 0.15 0.82 3321

DBH rs1611115 9 CC CT TT o0.61 0.34 0.04 3316
COMT rs4680 22 AA AG GG o1 0.5 0.3 3338
MAOA rs6323 X GG GT TT 046 049  0.65 3339
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4.2.2.2  Asociacién de los marcadores candidatos en la poblacién estudiada

Los resultados de asociacion de los SNPs asi como del andlisis de interaccién dos a dos,
estan resumidos en las Tabla 17 y Tabla 18, respectivamente. Las sefiales de asociacién (mostradas
con el valor de p) variaron dependiendo de los grupos de muestras comparados (Tabla 10). El nivel
de asociacién, estableciendo como mayor significancia un valor menor de p, fue distinto al
analizarse un solo SNP o al analizar la interaccion entre cada dos SNPs. Se obtuvo un resultado de
gran interés al comprobar que los SNPs de los genes KIAA0319 y FOXP2 se asociaban
significativamente en las comparativas D+C vs Ctr p y D+C vs Ctr-P_p, pero esta asociacién
desaparecia cuando se excluian las 45 muestras comdrbidas del analisis (D vs Ctr-P_p), volviendo
a manifestarse cuando las muestras comérbidas se analizaron por separado (Tabla 17, C vs Ctr-
P o/ C vs Ctr-P_ga/ C vs Ctr-P_ga, y C vs Ctr_¢). Se observé un patrén similar al considerar la
interaccidon entre los marcadores de los genes DCDC2 y DYX1C1, los cuales presentaron una
asociacion significativa en el grupo de falta de atencién (Tabla 18, FA+Cvs Ctr_ga/ FA+C vs Ctr-P_ga
y FA+Cvs Ctr_ga,), disminuyendo su significancia al excluir las muestras comérbidas (Tabla 18, FA
vs Ctr-P_ra y FA vs Ctr-P_ga,) y asociandose de nuevo en los tests de C vs Ctr-P_ga y C vs Ctr_¢
(comdrbidos). DCDC2 también mostré asociacién en combinacién con KIAA0319 en el grupo de
disléxicos independientemente de la inclusién/exclusién de las muestras comdrbidas (Tabla 18,
D+Cvs Ctr_p/D+Cyvs Ctr-P_p y D vs Ctr-P_p). El marcador rs4680, situado en el gen COMT, mostré
una asociacién significativa en el andlisis genotipico en las comparativas D+C vs Ctr_p/D+C vs Ctr-
P oy Cvs Ctr-P_p (valores de p de 0.021, 0.019 y 0.017, respectivamente; ver tabla suplementaria
4). Ademas, al filtrar el analisis por género, este marcador no aparecié asociado a ninguno de los
tests realizados, sin embargo, aun no llegando al nivel de significancia, se observé una tendencia
interesante en el andlisis recesivo del test D vs Ctr-P_p en el grupo de los chicos (valor de p 0.07,
ver tabla suplementaria 5).Para el andlisis del marcador rs6323 del gen MAOA, situado en el
cromosoma X, sélo se utilizé el grupo de chicas. Los resultados mostraron un valor significativo
en los analisis recesivos de las comparativas FA+C vs Ctr_ga/ FA+C vs Ctr-P_ga [ FA+C vs Ctr_fay Yy
FA+C vs Ctr-P_ga, (valores de p 0.023, 0.022, 0.014 y 0.033 respectivamente, ver tabla
suplementaria 6). En este caso, no pudimos comparar el efecto de las muestras comdrbidas con
respecto a este marcador ya que las comparativas del modelo recesivo en estos grupos de
muestras (comdrbidos vs controles) no se llevaron a cabo para MAOA puesto que el tamafio de

muestra era demasiado pequefio.
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Tabla 17. Resultados de asociacién alélica de SNPs individuales. Chr=cromosoma, At=alelo 1, A2=alelo 2. Casos/Controles=grupo de muestras utilizadas
como casos o controles segtin la definicion del recuadro de la pagina 91. N° cas.=niimero de casos, N° ctr.=nlimero de controles. Sélo se muestran los

valores de significancia <0.05.

Estudio de Dislexia

Estudio de Comérbidos

Estudio de Falta de Atencién

Casos | D+C D+C D C C C C FA+C FA+C FA
Controles | Ctr p Ctr-P_p Ctr-P_p | Ctr-P_p Ctr-P_ra Ctr-P_rn. Ctr_c Ctr-P_ra  Ctr_rao Ctr-P_ra: Ctr-P_ra
Chr SNP Gen Al A2
6  rs4504469 KIAA0319 T C 0.01 0.0084 0.0025 0.0032 0.0037 0.01
7 rs12533005  FOXP2 C G| 0.018 o.0191 0.0079  0.0015 0.0044  0.01
6 rs2274305 DCDC2 T C
15 rs57809907 DYX1C1 A C
9 rs1611115 DBH T C
22 rs4680 COMT A G
X rs6323 MAOA G T
N° cas 286 286 241 45 45 45 45 232 232 187
Nectr. | 1237 197 197 197 514 278 106 307 278 514




Tabla 18. Resultados de asociacién de la interaccién de SNPs dos a dos. Gen 1=gen ddnde se ubica el SNP 1, Gen 2=gen dénde se ubica el SNP 2.
Casos/Controles=grupo de muestras utilizadas como casos o controles segtin la definicién del recuadro de la pagina 91. *=fuera del equilibrio de
Hardy-Weinberg. Solo se muestran los valores de significancia <0.05. Ver tabla 17 para ubicacién de los genes y nimero de muestras empleadas.

Estudio de Dislexia Estudio de Comérbidos Estudio de Falta de Atencién

Casos D+C D+C D C C C C FA+C FA+C FA+C FA+C FA FA

Controles | Ctr p Ctr-P_p Ctr-P_p |Ctr-P_p Ctr-P_fa Ctr-P_ra; Ctr_c |Ctr_fA Ctr-P_fA Ctr_ra> Ctr-P_Fa2 Ctr-P_FA Ctr-P_ra:

SNP 1 Gen 1 SNP 2 Gen 2

rs2274305 DCDC2 rs4504469 KIAA0319 | 0.0014 0.0014 0.0026
rs2274305 DCDC2  rs12533005 FOXP2

rs2274305 DCDC2 rs1611115 DBH
rs2274305 DCDC2  rs57809907  DYX1C1 0.0151%  0.0237 0.0368 | 0.0039 0.0056  0.0164 0.0215
rs2274305 DCDC2 rs4680 COMT

rs4504469 KIAA0319 rs12533005  FOXP2
rs4504469 KIAA0319 rs1611115 DBH
rs4504469 KIAA0319 rs57809907  DYX1C1
rs4504469 KIAA0319 rs4680 COMT
rs12533005  FOXP2 rs1611115 DBH
rs12533005  FOXP2  rs57809907  DYX1C1

rs12533005  FOXP2 rs4680 COMT
rs1611115 DBH rs57809907  DYX1C1
rs1611115 DBH rs4680 COMT

rs57809907 DYX1C1 rs4680 COMT
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4.3 ESTUDIO DE ASOCIACION DE GENOMA COMPLETO

4.3.1  Consecuencias del uso de diferentes versiones de arrays de genotipado de
genoma completo

El estudio de asociacién de genoma completo (GWAS) de este proyecto se realizé en varias
etapas, bien dependiendo de las fechas de recepcién de muestras o bien de las definiciones de
fenotipos. Compaiias como Illlumina Inc. tienen ofertados muchos arrays para este objetivo, los
cuales se actualizan frecuentemente. Debido a esta situacion en el presente proyecto tuvimos
que utilizar dos versiones distintas de un mismo chip, de forma que las primeras 606 muestras se
procesaron con la versién 1.0 del array Human OmniExpress, y las siguientes 1124 se genotiparon
con la version 1.1. En ambas versiones, se utilizé un mismo DNA como réplica técnica (un total de
8 réplicas para la versién 1.0 de los arrays y un total de 11 réplicas para la versién 1.1, repartidas en
8 y 11 chips diferentes, respectivamente) con el objetivo de verificar que los resultados eran
replicables entre chips de una misma versidon y entre chips de distintas versiones. Los resultados
obtenidos para esta réplica técnica indicaron una concordancia superior al 99 %, es decir, mas del
99 % de los SNPs resultaron en el mismo genotipo con cualquiera de los chips y versién de panel

de genotipado.

Al estudiar a fondo qué SNPs se genotiparon diferentemente entre las 2 versiones de
BeadChips, observamos que habia varios marcadores que estaban decodificados de manera
reversa-complementaria para ambas versiones. Es decir, el alelo que en la versién 1.0 estaba
codificado con fluorescencia roja, en la versién 1.1 lo estaba con verde, y por lo tanto las
frecuencias alélicas resultaron opuestas. Si bien la compafifa Illumina niega haber cambiado esta
codificacidn, identificamos claramente algunos de los SNPs codificados de esta forma opuesta
(ver Figura 14 con tres ejemplos de este evento). Todos los SNPs decodificados de distinta manera
fueron descartados para los andlisis. También se inspeccionaron visualmente cada uno de los
graficos de los SNPs con resultado significativo en alguno de los andlisis (anlisis individual, por
grupos o interaccion epistdtica) para verificar si correspondian a alguno con decodificacién

complementaria o con una clusterizacion dudosa.
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Figura 14. Representaciones graficas de los clusters genotipicos generados para los SNPs rs7912364, rs10205900 y
rs196956, en base a los genotipos obtenidos de 8 y 11 réplicas técnicas con la versién 1.0 y la 1.1 de los arrays Human
OmniExpress, respectivamente. En rojo muestras con genotipo AA, en morado con AB y en azul con genotipo BB. La
intensidad de la sefal se muestra en el eje Y (Norm R) y la frecuencia alélica en el eje X (Norm Theta).

Otra de las dificultades derivada del uso de dos versiones de arrays fue la imposibilidad de
realizar un analisis conjunto de CNVs debido a la diferencia de calidad de datos obtenida en cada
caso. En base a los valores de genotipado de las réplicas técnicas, se evaluaron 3 pardmetros para
determinar dicha calidad: 1) LRR SD, que corresponde a la variacidn de la desviacion estandar del
LRR. Una mayor desviacién indica una peor calidad de datos. 2) BAF drift, el cual tiene en cuenta
los patrones de la frecuencia del alelo B (B Allele Frequency o BAF), es decir, si estos valores son
cercanos bien a 0, 0.5 6 a 1. La BAF describe la contribucién relativa del alelo B al total de la sefial
de intensidad, por lo que refleja la composicidn alélica. Un mayor desvio indica una peor calidad

de datos. 3)”LRR Waviness Factor” corresponde al patrén que forma el valor de LRR a lo largo de
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un cromosoma, el cual puede estar formado por una linea recta en torno a o0, o puede formar
diferentes “olas” hacia arriba (en torno a 1) o hacia abajo (en torno a -1). Un valor de waviness
cercano a o0 indica una mejor calidad de los datos. Estos resultados se resumen en la Figura 15,
donde se puede comprobar que la calidad de los datos fue mejor para las muestras genotipadas

en la versién 1.1 en cuanto a los tres pardmetros.

LRR SD BAF drift LRR waviness factor
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Figura 15. Representacion gréfica de los pardmetros de calidad calculados para las muestras genotipadas con ambas
versiones de arrays de Human OmniExpress (v1.0 y v1.1). Graficos correspondientes a LRR SD, BAF drift y al LRR
waviness factor, respectivamente.

Al correlacionar los valores de LRR SD con los del BAF drif (Figura 16-a) y con los valores
del LRR waviness factor (Figura 16-b), se pudo observar que las muestras formaban dos grupos
diferenciados, correspondientes a las muestras genotipadas con la versién 1.0 y con la versién 1.1.

Los valores mas cercanos a 0 correspondieron a la versién 1.1 en ambos casos.

104



Resultados

0.002

BAF drift
0.001
LRR waviness factor

0.1 0.15 0.2 025 0.3 0.35
LRR SD

Figura 16. Comparativa de la calidad de genotipado obtenida con las dos versiones de chips Human OmniExpress
(Illumina Inc.) utilizados en este proyecto. Los puntos dentro de los circulos rojos corresponden a las muestras
genotipadas con la versidn 1.1 de los arrays y los englobados en los circulos azules, a las genotipadas con la versién
1.0. En el gréfico de la izquierda se muestra la correlacién entre la LRR SD y el BAF drift y, en el de la derecha, la
correlacién entre la LRR SD y el LRR waviness factor de las muestras genotipadas.

4.3.2  Estudio de asociacion caso/control

4.3.2.1 Detalles de las poblaciones analizadas en genoma completo

Se genotiparon un total de 1730 muestras con los arrays Human OmniExpress
correspondientes a los grupos que figuran en la Tabla 19. Tras descartar las muestras y los SNPs
segun los criterios de calidad descritos en los apartados 3.2.3 y 3.5.2.3 , los datos analizados

finalmente se resumen en esa misma tabla (Tabla 19).

Tabla 19. Resumen de muestras consideradas. Nimero de muestras genotipadas con cada una de las versiones de
Arrays Human OmniExpress, asi como nimero de muestras y de marcadores considerados en cada uno de los estudios
tras excluir las muestras y marcadores oportunos (nimero de muestras separado por diagndstico). Nota: Los 106
controles comdrbidos (Ctr_c) genotipados con la v1.1 estan contabilizados en los tres estudios.

OmniExpress v1.0 OmniExpress v1.1 N° muestras y SNPs finales considerados
ESTUDIO Casos Controles Casos Controles Casos Controles N° SNPs
Dislexia 184 390 61 466 238 841 642617
FA o] (o] 137 356 136 352 646608
Comérbidos 32 o 13 106 45 102 641651

Con el objetivo de tener una muestra lo mds homogénea posible en cuanto a su fondo
genético, se descartaron 22, 5 y 4 outliers para los estudios de dislexia, falta de atencidn y
comdrbidos, respectivamente. La similitud genética entre las muestras restantes fue visualizada

mediante la representacién de los dos primeros componentes principales (ver Figura 17).
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4.3.2.2  Comparacién de los resultados obtenidos para los genes candidatos a partir de
los datos de genoma completo

A partir de los genotipos obtenidos mediante los arrays de genoma completo, se
estudiaron en detalle los resultados de asociacion de todos los SNPs ubicados en 8 de los 9 genes
candidatos de este estudio, ya que el panel de genotipado Human OmniExpress no contenia

ningun marcador del gen DRD4.

El grado de desequilibrio de ligamiento (Linkage Disequilibrium o LD) entre los marcadores
caracterizados para el gen DCDC2 y el gen KIAA0319 (ambos genes ubicados en el cromosoma 6)
en nuestra poblacién se muestra en la Figura 18. Estos dos genes representan dos bloques de
desequilibrio independientes. Ademas, el grado de LD entre los dos SNPs candidatos en este

proyecto es practicamente nulo (circulo verde de la Figura 18, LD=7).
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DCDC2 KIAA0319
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Figura 18. Representacion grafica del patron de desequilibrio de ligamiento entre los marcadores situados en los
genes DCDC2 y KIAA0319 estimado para el andlisis de dislexia (238 casos vs. 841 controles). En el tridangulo mas
pequefio (abajo a la izquierda) se representan todos los marcadores situados en estos dos genes mientras que en
el triangulo principal se han seleccionado solo los marcadores ubicados cerca de los dos SNPs candidatos de este
proyecto (ndmeros de la franja gris). Los puntos verdes estan situados en las posiciones de los SNPs rs2274305 y
rs4504469, respectivamente. El valor del grado de desequilibrio entre dos marcadores estd indicado por el nimero
que aparece en el recuadro dénde se cruzan los dos marcadores a comparar, el cual se representa también por la
intensidad mayor o menor del color rojo de los cuadros, siendo los tonos mas intensos los que tienen un mayor
grado de LD. El circulo verde enmarca el valor de LD entre estos dos marcadores.

Los resultados de los andlisis de asociacidon de marcadores individuales correspondientes
a los modelos alélico y genotipico para cada uno de los estudios (correspondientes a las
comparativas D vs Ctr-P_p (dislexia), FA vs Ctr-P_ga (FA) y Cvs Ctr_c (comdrbidos)) se encuentran
detallados en la Figura 19. Tal y como se observa, en el estudio de dislexia hay marcadores de los
genes KIAA0319 y FOXP2 que muestran asociacién segin el modelo alélico y el genotipico,
incluyendo también SNPs en DAT1 y COMT en este Ultimo modelo. En el estudio de falta de
atencion en cambio, son algunos marcadores ubicados en los genes DCDC2, KIAA0319, FOXP2 y
DYX1C1 los que mayor significancia presentan en el modelo alélico y sélo los dos primeros genes
pasan el umbral de significancia en el modelo genotipico. En el estudio con individuos comérbidos
se identifican un nimero mayor de marcadores significativos, los cuales se ubican en todos los

genes candidatos excepto en DYX1C1 y MAOA en ambos modelos genéticos considerados. (Los
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identificadores de los marcadores y los valores de p obtenidos bajo los distintos modelos

genéticos se encuentran en la tabla suplementaria 7).
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Figura 19. Representacién grafica de los valores de asociacion en escala logaritmica (log_p) de todos los marcadores del panel de Human OmniExpress (lllumina Inc.) ubicados
en los 8 genes candidatos (cada uno con puntos de distinto color). La linea discontinua indica el valor de p=0.05. Los marcadores estdn ordenados en el eje X segtin su posicion
cromosdmica.



Resultados

En la asociacién de SNPs independientes, considerando Unicamente los tres tests que
contenian los individuos con diagndsticos puros (Figura 19), es decir, las comparativas D vs Ctr-
P_p(dislexia), FAvs Ctr-P_ga (FA)y Cvs Ctr_c (comdrbidos), no se observé ningtin SNP significativo
coincidente entre las tres pruebas segun el andlisis alélico, genotipico o recesivo. En el andlisis de
dominancia hubo solamente 3 SNPs (rs464049 ubicado en el gen DAT1, y rs1194328 y rs1527153
ubicados en el gen FOXP2) con p menor a 0.05 coincidentes entre el test D vs Ctr-P_p y el test Cvs
Ctr_c. Al incluir en el analisis las comparativas D+C vs Ctr-P_p y FA+C vs Ctr-P_fa, las cuales
consideran las 45 muestras comdrbidas tanto dentro de la poblacidn disléxica como de la de FA,

la significancia de estos SNPs varid sin un patron claro de interpretar (ver tabla suplementaria 7).

Los resultados del andlisis de haplotipos en las poblaciones puras (comparativas D vs Ctr-
P o/ FA vs Ctr-P_ga y C vs Ctr_¢) se resumen en la Tabla 20. Los haplotipos significativos no
coincidieron entre estudios. Curiosamente hubo un haplotipo formado por marcadores ubicados
en el gen DYX1C1 que mostré significancia en el estudio de comdrbidos a pesar de que ninguno de

los marcadores fue significativo individualmente para la misma comparativa.

Los resultados obtenidos en el andlisis de epistasia con todos los SNPs ubicados en los 8
genes candidatos estan detallados en la Tabla 21, en los que el SNP rs793674 ubicado en DCDC2 se
asociaba con mayor fuerza a las poblaciones de nifos disléxicos (tanto en solitario como
afiadiendo los comérbidos) en interaccién con varios SNPs situados en FOXP2. Cabe destacar, que
en la comparativa FA vs Ctr-P_ga existe una interaccion significativa entre un SNP de DCDC2 y otro
situado en KIAA0319, ambos genes previamente relacionados con problemas de lectura, y en el
test D vs Ctr-P_p (dislexia) se observé una asociacidn entre la interaccién de dos SNPs ubicados

en el gen DAT1, gen previamente relacionado con problemas de atencidn.
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Tabla 20. Descripcién de los haplotipos asociados significativamente en los estudios de dislexia, falta de atencién y comdrbidos a partir de los genotipos obtenidos
mediante los arrays de SNPs de genoma completo para los genes candidatos. Haplotipo=nucleétidos especificos que forman el haplotipo. SNPs=identificador de los
SNPs que componen el haplotipo. En las columnas referentes a cada uno de los estudios se muestra el valor de p obtenido para el haplotipo correspondiente: D=valores
de p para el grupo de disléxicos; FA=valores de p para el grupo de individuos con falta de atencién; C=valores de p para el grupo de individuos comdrbidos. Sélo se

muestran los valores de p <0.05. Los SNPs coincidentes en mas de un haplotipo estan subrayados.

Gen Haplotipo SNPs D FA C
cCOMT GGGGGGA rs4646312, rs165656,rs165722,rs4633,rs2239393,rs4680,rs4646316 0.0404
DBH GAGGG rs2797851,rs1611118,rs1108580,rs1108581,rs2873804 0.0113
KIAA0319 CAAGAG rs4576240, rs17307478,rs4236031,rs6915373,rs9379671,rs7763790 0-0207
AACGAG 0.043
DAT1 GGA rs464049, rs11737901,rs460000 0.0233
DCDCa AAAGAAAG rs11755011, rs1417215, rs1340697, rs18';6§:779.3r§131262116. rs1770909, rs1770909, rs793839, 0.0495
DCDC2 AAAGAG rs1417215, rs1340697,rs1856837,rs11962116,rs1770909,rs793839 0.0143
DCDC2 AGA rs3846829,rs707862, rs707864 0.0278
AGAAGCAG 0.01
DCDC2 AGAGAACE rs7765678, rs4052662, rs12192603, rs1535331, rs1277351,rs2753912,rs793674,rs6921810 0.024
GAGAGAGCGCAG 0.0397
DYXiC1 AAGAGAGCCAAG rs501231, rs8027135, rs1osr;i?é;),grssi?;12;;2;;561,1222173692,3r’sr152111}§;)56389c:, rs17819108, rs16953240, 0.0303
GAGAACGCGCGA 0.0088
FOXP2 ACAGG rs7778560, rs1830282, rs1528090, rs12538008, rs717233,rs12535428 0.0321
FOXP2 AGAAG rs1194328, rs11771168, rs1209254, rs12112572, rs12705958, rs1527152 0.0187
FOXP2 GGGGA rs1194328, rs11771168, rs1209254, rs12705958, rs1527152 0.0467
FOXP2 AGG rs2694933, rs1916986, rs2690833 0.0298
FOXP2 AAGGAA rs2690833, rs2245192, rs7785799, rs2140619, rs2694943, rs10249531 0.0242
FOXP2 AAAGG rs2245192, rs7785799, rs2140619, rs2694943, rs10249531 0.047
FOXP2 GGAAC rs6966051, rs17213159, rs1563408, rs2396765, rs12705971 0.0369




Gen Haplotipo SNPs D FA C

FOXP2 GAAG rs10486026, rs10262192, rs10262103, rs727644 0.0351
FOXP2 AGCAGGG rs10486026, rs10262192, rs10262103, rs727644, rs4727799,rs17372842,rs6980093 0.0108
GAA 0.0091
FOXP2 rs10269986, rs1229761, rs12705966
ACG 0.03
AG 0.0203
FOXP2 rs1868757, rs13243235
AA 0.0103

Tabla 21. Resultados de asociacién de la interaccién de SNPs dos a dos, realizado a partir de los datos obtenidos en el GWAS para los SNPs ubicados en los 8 genes
candidatos. Gen 1=gen dénde se ubica el SNP 1, Gen 2=gen ddnde se ubica el SNP 2 (el cromosoma ddénde se localizan los genes se detalla entre paréntesis al lado de

cada gen). Casos/Controles=grupo de muestras utilizadas como casos o controles segtin la definicién del recuadro de la pagina 91. Sélo de muestran los valores de
p<1E-04.

Estudio de Dislexia Estudio de Comoérbidos | Estudio de Falta de Atencion
Casos D+C D C FA+C FA
Controles Ctr’P_D Ctr-P_D th_c Ctr—P_FA Ctr-P_FA

Gen 1 SNP 1 Gen 2 SNP 2

DCDC2(6)  rs793674 FOXP2 (7) rs10262192 4.89E-06 5.43E-06
DCDC2(6)  rs793674 FOXP2 (7) rs10269986 3.14E-05 2.44E-05
DCDC2(6)  rs793674 FOXP2 (7) rs10262103 9.45E-06 2.78E-05

DAT1(5)  rs2042449 DAT1(5) rs403636 3.99E-05
DCDC2(6)  rs793674 FOXP2 (7) rs10486026 4.95E-05 4.37E-05
DCDC2(6)  rs793674 FOXP2 (7) rs727644 1.68E-05 5.64E-05
DCDC2(6) rs7765678  KIAA0319 (6) rs807541 8.97E-05




Resultados

4.3.2.3 Estudio de asociacion de genoma completo de polimorfismos de nucleétido
unico (SNPs)

Con los arrays Human Omniexpress v1.0 y v1.1 (Illumina Inc) se genotiparon un total de 1612
muestras (238 disléxicos, 841 controles de dislexia, 136 FA, 352 controles de FA y 45 comdrbidos).
Los datos de genotipado obtenidos se analizaron para cada uno de los tres estudios (dislexia, falta
de atencién y comdrbidos) de diversas maneras: i) teniendo en cuenta marcadores individuales,
i) haplotipos, iii) ventanas corredizas y iv) epistasia. Debido a la ingente cantidad de analisis
realizados es imposible mostrar todos los resultados en este apartado, razén por la que los valores
estadisticos mas significativos para cada uno de los modelos genéticos analizados y para cada uno

de los tres estudios se presentan en las tablas suplementarias 8 a 28).

Entre todos los resultados adquiridos, se seleccionaron los que obtuvieron una p< 9.99 E-
05 en los casos del andlisis de marcadores individuales y de haplotipos, y un valor menor a 9.99 E-
07 en el caso del andlisis de ventanas corredizas, a excepcidn del estudio de comdrbidos en el cual
el umbral de ventanas corredizas se puso en 9.99 E-06. Debido a la diferencia de valores de
significancia encontrados en el analisis de epistasia para cada uno de los estudios, el criterio de
corte para esta aproximacion varié en cada caso. Tras este primer filtrado segun el valor de p, nos

centramos tan sélo en aquellos marcadores cuya posicidn los situaba dentro de algin gen.

En algunas ocasiones al analizar conjuntos de marcadores situados en los mismos genes,
se obtuvo un valor de significancia mayor que al analizar los marcadores individuales (la
descripcion de los marcadores especificos que constituyen los haplotipos o ventanas, asi como
los nucledtidos especificos que los componen se encuentra en las tablas suplementarias 12, 13, 19,
20, 26 y 27). También se encontraron genes que sélo mostraron asociacion en los andlisis de

conjuntos de SNPs.
La funcién y caracteristicas de cada uno de los genes cuyos marcadores pasaron el umbral

de asociacion establecido se identificaron en las bases de datos Pubmed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) y STRING (http://string-db.org)).
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Resultados

4.3.2.3.1

Estudio de asociacion de dislexia

Identificacion de SNPs individuales, haplotipos y ventanas corredizas asociados con dislexia

Los valores de mayor significancia obtenidos en el analisis de marcadores individuales para

cualquiera de los modelos genéticos abordados fueron del orden de 1E-07 menos para el modelo

recesivo que obtuvo un valor del orden de 1E-06 (los valores de p para cada uno de los marcadores

mas significativos bajo los distintos modelos genéticos se pueden ver en las tablas suplementarias

8 a 11y los relativos a haplotipos y ventanas corredizas en las tablas suplementarias 12 y 13). El

listado de genes asociados mediante alguno de los marcadores situados dentro de los mismos se

resume en la Tabla 22.

Tabla 22. Listado de genes con valores de significancia en alguno de sus marcadores segun lo descrito en el texto.
Resultados correspondientes a la asociacion individual de SNPs bajo distintos modelos genéticos, haplotipos y
ventanas corredizas con dislexia. Chr=cromosoma, p_X=valor de p bajo el modelo genético especificado, pudiendo
ser “X”: alel=alélico, geno=genotipico, dom=dominante, rec=recesivo, haplo=andlisis de haplotipos, VC=ventanas
corredizas. Los valores de p <9.9E-07 estan remarcados en negrita. Los genes cuya funcién estd relacionada con el
sistema nervioso estan representados en negrita y subrayados.

Chr Gen p_alel p_geno p_dom p_rec p_haplo p_VcC
14 ACTN1 8.43E-08
4 AFAP1 9.72E-05
15 AKAP13 2.14E-05 6.22E-06
10 ARID5B 6.07E-05
2 BAZ2B 2.48E-06
14 C140rf182 1.59E-05 7.72E-05 9.52E-05 3.48E-05
12 CACNA1C 3.02E-05 5.79E-05
10 CAMK1D 7.93E-05 2.46E-05
3 CDCP1 9.61E-05
18 CELF4 8.97E-05
7 CFTR 2.08E-05
3 CHCHD6 8.24E-05
3 CHL1 1.92E-07
19 CHST8 2.47E-07
18  CLUL1,C180rf56 | 9.87E-05
8 CSGALNACT1 2.55E-05 6.11E-05 1.70E-05
6 DDO 7.87E-06 2.38E-05 2.66E-05 1.68E-05 7-35E-07
2 DIS3L2 8.70E-05 3.97E-05 6.85E-05
8 DLC1 7.71E-05
2 DYNC1I2 5.70E-05
19 ELAVL1 5.91E-05
22 ELFN2 4.37E-05 9.43E-05
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Chr Gen p_alel p_geno p_dom p_rec p_haplo p_VvcC
3 EPHA6 2.00E-05 1.22E-05
8 EYA1 9.47E-05
6 EYS 9.94E-05
3 FHIT 9.52E-05 6.25E-05
5 GABRG2 5.92E-05
X GRIA3 1.56E-05 5.41E-05
19 HIF3A 6.95E-07
16 HS3ST4 9.76E-05 7.42E-05
IRF2 1.90E-05 3.56E-06 8.12E-05 1.28E-06 2.51E-05 8.94E-07
KANK1 5.30E-06 3.44E-06 9.07E-07
22 LARGE 2.89E-05
17 LASP1 2.73E-05 8.44E-05 8.27E-05 8.61E-06 8.63E-07
18 LDLRAD4 7.12E-05
1 LINGO4 9.59E-05
8 LOC100287313 4.12E-05 4.82E-05
20 MACROD2 8.19E-05
18 MAPK4 5.37E-05
12 MUC19 1.56E-05 2.94E-06
2 OSBPL6 6.18E-05
13 PDS5B 5.62E-05
17 PIPOX 1.80E-07 3.20E-07 4.49E-07
8 PLAT 5.05E-05 8.19E-05
10 PLXDC2 7.86E-05
12 PLXNC1 6.24E-05
2 PPP1R1C 5.21E-05 8.97E-05
19 PPP5C 5.15E-07
13 PRHOXNB 3.04E-05
5 RAB3C 7.85E-05
2 RNF103-CHMP3 5.73E-05
3 RORC 9.59E-05
20 SDCBP2 9.21E-05
5 SEMA5A 9.22E-05
20 SLC13A3 8.00E-05
2 SLC25A12 5.70E-05
20 SNPH 7.26E-05 6.72E-05
SORBS2 4.48E-05
SORCS2 3.74E-05 3.88E-05 2.38E-05
2 SPRED2 7.24E-05 8.11E-05 9.66E-05
3 SRGAP3 3.65E-05 4.69E-05 6.01E-05
13 ST13P4 8.52E-05
6 SYNE1 9.29E-05
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Chr Gen p_alel p_geno p_dom p_rec p_haplo p_VvcC
1 TCEA3 4.07E-05
1 TDRKH 9.59E-05
12 TESPA1 2.96E-05 7.83E-05 1.32E-05 3.56E-05
12 TMEM132D 5.84E-07
1 TRABD2B 2.96E-05 1.37E-05
20 TSHZ2 8.57E-05 9.51E-05
12 WSCD2 9.50E-05
16 WWOX 8.48E-07

Un 34 % del total de los genes seleccionados por su significancia (los 24 genes resaltados
en negrita y subrayados en la Tabla 22) tienen una relacién directa con el sistema nervioso o con
sus componentes segln la base de datos STRING o segtn su definicién de funcién en Pubmed
(desarrollo del sistema nervioso y cerebro, neurogénesis, migracion neuronal, axones,
transmisién sindptica y transporte de neurotransmisores o relacién con alguna enfermedad
neuroldgica). También se encontraron 12 genes relacionados con la estructura del citoesqueleto
y la adhesién celular (EYA1, PLNXC1, KANK1, CHL1, DLC1, SEMA5A, SORBS2, ACTN1, SYNE1, CDCP1,
AFAP1y LASP1), 6 de ellos coincidentes con los relacionados con el sistema nervioso mencionados
anteriormente. Ademas, 4 genes de este listado (BAZ2B, TCEA3, RORC y LASP1) pertenecen al

grupo de moléculas de unidn al zinc.

Interacciones de parejas de SNPs asociadas con dislexia (epistasia)

En la Tabla 23 se detallan las asociaciones epistdticas con dislexia mas significativas. Un
total de 122 interacciones SNP-SNP pasaron el umbral establecido de p<9.99E-12 (los detalles de
estas interacciones se pueden consultar en la tabla suplementaria 14). De todos los hallazgos, se
excluyeron aquellos que contemplaban los dos SNPs con localizacién fuera de un gen, por su
interpretacion incierta. De esta forma finalmente nos centramos en 66 interacciones, 23 de éstas
se producian entre SNPs situados en dos genes mientras que 43 fueron entre un marcador génico
y otro intergénico. En la Tabla 23 se presentan las 23 interacciones entre marcadores incluidos en
genes (gen-gen). En 26 de las 66 interacciones citadas, al menos uno de los marcadores esta
ubicado en un gen con una funcién relacionada con el sistema neuroldgico (neurotransmisores,
desarrollo del sistema nervioso, regulacién sindptica, neurogénesis, axones, etc.) segun las bases
de datos STRING y Pubmed. Algunos de los genes correspondientes a estas funciones, los que

interaccionaban con otro gen, son los escritos en negrita y subrayados en la Tabla 23. Ademds de

16



Resultados

éstos, también se identificaron SNPs en los genes NRP1, GABRB1, NPAS3, ORPM1, DLGAP1y CSMD1

interaccionando con marcadores de zonas no codificantes del genoma.

Tabla 23. Resultados mas significativos obtenidos a partir del andlisis de interaccién de los SNPs, dos a dos, para el
estudio de dislexia. Chr 1/2=cromosoma en el que se sittia el SNP. SNP 1/2=identificador del marcador analizado. Gen
1/2=gen dénde se ubica el marcador analizado. Valor de p=valor de significancia del andlisis de interaccién entre los
dos marcadores de cada linea. Los genes cuya funcién estd relacionada con el sistema nervioso estdn representados

en negrita y subrayados.

Chr1 SNP 1 Gen1 Chr 2 SNP 2 Gen 2 Valor de p
12 rs12231356 TPH2 15 rs17235533 FMN1 1.01E-14
2 rs6718486 ZNF385B 20 rs742922 ANGPT4 1.08E-14
12 rs12231356 TPH2 15 rs11072170 FMN1 1.77E-14
2 rs2438028 SAP130 10 rs6593449 TMEM72 3.37E-14
2 rs11680146 SAP130 10 rs6593449 TMEM72 3.38E-13
1 rs11589363 DESI2 1 rs2697825 SPON1 3.46E-13
1 rs11589363 DESI2 1 rs2697823 SPON1 6.70E-13
4 rs16860198 GABRB1 22 rs9618216 UsP18 9.74E-13
5 rs16901583 PDZD2 1 rs58795 NTM 1.02E-12
1 rs4658683 EFCAB2 18 rs304933 NFATC1 1.13E-12
4 rs10028945 GABRB1 22 rs9618216 USP18 1.19E-12
3 rs2255532 COL7A1 1 rs4944452 DLG2 1.33E-12
12 rs11043265 WDR66 15 rs3751586 GLDN 1.52E-12
2 rs447106 TANC1 3 rs361052 IQSEC1 2.09E-12
1 rs6702844  ST6GALNAC3 12 rs10505830 PLCZ1 3.91E-12
17 rs767574 ARHGAP44 20 rs6110189 SIRPB2 4.56E-12
9 rs7047127 KANK1 19 rs4808331 CYP4F8 5.39E-12
4 rs2661665 APBB2 7 rs375981 CDHR3 6.39E-12
3 rs11710743 ZNF385D 4 rs13110423 LDB2 6.59E-12
2 rs1529289 CNTNAP5 18 rs1372770 DOK6 7.81E-12
3 rs11710743 ZNF385D 4 rs283029 LDB2 8.76E-12
2 rs1529289 CNTNAP5 18 rs7238969 DOK6 8.92E-12
1 rs7116459 DENND5A 16 rs4290460 CDH13 9.47E-12

Uno de los resultados mds interesantes fue el obtenido para ciertos marcadores del gen

KANK1, ya que el SNP rs3739592 obtuvo un valor de significancia de p=9.07E-07 en el andlisis de

marcadores individuales bajo el modelo genético dominante (Tabla 22), y el rs7047127 resultd ser

aun mds significativo al considerar su interaccién epistética con un SNP del gen CYP4F8 (p=5.39E-

12, Tabla 23).
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4.3.2.3.2 Estudio de asociacién de falta de atencién

Identificacion de SNPs individuales, haplotipos y ventanas corredizas asociados con falta de

atencion

En la Tabla 24 se muestran los genes cuyos SNPs han resultados significativamente
asociados con falta de atencién (FA) bajo los distintos modelos genéticos empleados. El menor
valor de significancia obtenido en esta comparativa fue de 2.24E-07 (los valores de p obtenidos
para cada uno de los marcadores de mayor significancia bajo los diferentes modelos genéticos
empleados se especifican en las tablas suplementarias 15, 16, 17 y 18 y los detalles de los resultados

relativos a haplotipos y ventanas corredizas en las tablas suplementarias 19 y 20).

Tabla 24. Listado de genes con valores de significancia en alguno de los marcadores segtin lo establecido en el texto.
Resultados del estudio de asociacién de SNPs a lo largo del genoma completo con falta de atencién bajo distintos
modelos genéticos, haplotipos y ventanas corredizas. Chr=cromosoma, p_X=valor de p bajo el modelo genético
especificado, pudiendo ser “X”: alel=alélico, geno=genotipico, dom=dominante, rec=recesivo, haplo=andlisis de
haplotipos, VC=ventanas corredizas. Los valores de p<9.9E-07 estan remarcados en negrita. Los genes cuya funcidn
estd relacionada con el sistema nervioso estan representados en negrita y subrayados.

Chr Gen p_alel p_geno p_dom p_rec p_haplo p_VcC
3 ADAMTS9 6.38E-05
2 ANKRD44 4.17E-05
1 APLNR 6.51E-05
14 ARG2 7.28E-05 4.16E-05 5.92E-05
7 ATXN7L1 9.37E-06
2 BRE 4.00E-06 8.42E-06 9.59E-06 1.89E-05 2.24E-07
5 C50rf64 6.04E-05 7.65E-05 2.59E-05
3 CACNA2D3 5.88E-05
1 CD44 3.37E-05
1 CEP350 5.68E-05 3.13E-05
15 CHRNA3 9.86E-05
" CNTN5 7.59E-05
9 COL27A1 9.91E-05
12 CORO1C 2.68E-05
2 CPS1 9.64E-05 9.12E-05
13 CRYL1 9.22E-05 3.33E-05
8 CSMD1 8.97E-05
22 DEPDCs 1.16E-05 6.85E-05
7 ELMO1 8.92E-05
7 EMID2/COL26A1 3.87E-08
2 FARSB 1.96E-05
18 FHOD3 9.89E-05 9.40E-05 5.70E-05
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Chr Gen p_alel p_geno p_dom p_rec p_haplo p_VC
12 GLT1D1 7.96E-05 8.89E-05
2 GREB1 7.47E-05
16 HS3ST4 3.87E-05
20 JAG1 2.35E-05 9.99E-05 3.79E-05 8.97E-05
1 KDMs5B 5.19E-05
16 KIAA1609 1.25E-05 2.89E-05 7.89E-05 7.84E-06 8.36E-07
1 KIF26B 5.10E-05 9.62E-05 9.25E-05 4.53E-05
9 LOC100506834 9.65E-05
6 LOC100652953 3.72E-05
1 MAEL 8.83E-05 6.05E-05 8.74E-05
2 MOGAT1 9.48E-06 7.40E-05 1.96E-05
13 NALCN 1.69E-05
1 NDUFC2- 9.50E-05 7.31E-05
KCTD14
6 NHSL1 5.19E-05
15 NOP10 8.38E-05
7 NRCAM 5.03E-05 5.46E-05
2 NRXN1 6.83E-05
1 NTNG1 8.61E-05 8.61E-05
6 PARK2 3.18E-05 7.70E-05 5.06E-05
21 PCP4 1.85E-06 5.06E-06 2.10E-05
1 PLDs5 5.03E-06
14 PLEK2 8.90E-07
6 PPP1R14C 7.90E-05
22 PRR14L 9.17E-05
3 PTPRG 1.46E-05 8.14E-05 5.96E-05
23 RPGR 1.73E-05 4.12E-06
1 SCN3B 2.99E-07
18 SETBP1 2.73E-05 8.31E-05 1.23E-05
10 SFTPD 2.54E-05 3.03E-05 3.03E-05
1 SPATA1 7.42E-05 1.90E-05
12 SSH1 8.31E-05 2.68E-05
12 SSPN 7.31E-05 7.78E-05
14 STON2 3.56E-05 1.69E-05
14 STON2 1.69E-05
12 TMEM132D 3.30E-05 8.62E-06
12 TMEM132D 8.62E-06
9 TNC 9.85E-07
18 TPGS2 5.70E-05
3 TRIM71 3.13E-05 4.92E-05
8 UNC5C 7.84E-05
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El 32 % del total de los genes asociados con FA (los 19 genes en negrita y subrayados en la
Tabla 24) resultaron tener una funcidn neuroldgica (desarrollo del sistema nervioso,
neurogénesis, axones, etc.) seglin la base de datos STRING y la descripcién detallada en Pubmed.
De este set de SNPs también destacaron los ubicados en genes relacionados con el citoesqueleto
y adhesién celular (CD44, KIF26B, SFTPD, SSPN, CEP350, ELMO1, FHOD3, PLEK2, COROC1C, NRCAM,
NRXN1, SSH1, TNC y PARK?2), asi como los relacionados con canales de sodio y calcio (CACNA2D3,
NDUF2-KCTD14, NALCN, CHRNA3 y SCN3B). También se han de mencionar 5 genes con funciones
relacionadas con el metabolismo de lipidos (CPS1, CRYL1, MOGAT1, TNC y PARK2). Ademds, 2 de los
SNPs asociados estdn localizados en genes relacionados con la formacién y organizacién de cilios
(JAG1y RPGR) y 5 con la unidn, homeostasis y respuesta a la presencia de moléculas del zinc

(PARK2, CPS1, ADAMT59, KDM5B y TRIM71).

Interacciones de parejas de SNPs asociadas con falta de atencion (epistasia)

Los resultados mas relevantes del andlisis de interaccién de parejas de SNPs se encuentran
en la Tabla 25. Los valores de p obtenidos en el estudio de FA (valor menor de p=1.75E-11) fueron
mayores que en el estudio de dislexia (valor menor de p 1.97E-15), por lo que, en este caso se
consideraron las interacciones con valores de p menores a 9.99E-10 (los detalles de las
interacciones de mayor significancia pueden consultarse en la tabla suplementaria 21). En total
fueron 57 las interacciones consideradas. Como en el caso del estudio anterior, se examinaron
sélo aquellas interacciones cuyos SNPs se localizaban dentro de un gen (43 interacciones). Diez
de éstas fueron entre marcadores situados en dos genes, mientras que en el resto (33) sélo uno
de los marcadores era génico. En la Tabla 25 se muestran las 10 interacciones formadas por
marcadores situados en genes. Las casillas en negrita y subrayadas representan genes
relacionados con en el sistema nervioso (desarrollo del sistema nervioso, neurogénesis, axones,
etc.) seglin la base de datos STRING y Pubmed. Ademas de éstos, también se encontraron
interacciones entre marcadores de los genes NRXN3, RELN, RBFOX1 y SHISA9 y marcadores

intergénicos.
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Tabla 25. Resultados mas significativos obtenidos a partir del andlisis de interaccién de los SNPs dos a dos para el
estudio de falta de atencién. Chr 1/2=cromosoma en el que se sitia el SNP. SNP 1/2=identificador del marcador
analizado. Gen 1/2=gen dénde se ubica el marcador analizado. Valor de p=valor de significancia del analisis de
interaccion entre los dos marcadores de cada linea. Los genes cuya funcidn esta relacionada con el sistema nervioso
estdn representados en negrita y subrayados.

Chr1 SNP 1 Gen1 Chr 2 SNP 2 Gen 2 Valor de p
16 rs4534848 HS3ST4 17 rs9916110 ASIC2 4.57E-11
22 rs9624712 KIAA1671 7 rs7801843 SDK1 2.18E-10
22 rs9624712 KIAA1671 7 rs6971090 SDK1 2.55E-10
2 rs10495492 DCDC2C 13 rs9317622 PCDH9 2.76E-10
7 rs697191 DGKB 15 rs716218 MEIS2 2.88E-10
3 rs811322 FAIM 17 rs8067393  C17orf101 4.15E-10
5 rs2910260 GRIA1 20 rs1892318 CDH4 4.92E-10
8 rs16915883  LINC00535 13 rs17678470 NALCN 5.95E-10
2 rs4927635 SNTG2 21 rs2837108 B3GALTs5 7.98E-10
3 rs1545991 NLGN1 9 rs7036989 SH3GL2 8.17E-10

Hubo dos genes, HS35T4 y NALCN, con valores de significancia de 3.87E-05 y 1.69E-05 en el
andlisis genotipico y de haplotipos respectivamente, que aumentaron su valor de asociacion en el
andlisis de interaccién de marcadores por parejas, llegando hasta valores de 4.57E-11 (HS35T4 con

ASIC2) y de 5.95E-10 (NALCN con LINC00535).

4.3.2.3.3 Estudio de asociaciéon con muestras comérbidas

Identificacién de SNPs individuales, haplotipos y ventanas corredizas asociadas a muestras

comorbidas

El valor de mayor asociacidn en el estudio de las muestras comdrbidas fue p=8.97E-07 (los
valores de p de mayor significancia obtenidos para cada uno de los marcadores bajo los distintos
modelos genéticos empleados se muestran en las tablas suplementarias 22, 23, 24 y 25 y los
referentes a haplotipos y ventanas corredizas en las tablas suplementarias 26 y 27). En la Tabla 26
se muestra el valor de p del marcador mas significativo situado en cada uno de los genes
detallados bajo los distintos modelos genéticos. Sélo se han afiadido los valores de significancia
menores a 9.99E-05 en todos los casos excepto en el andlisis de ventanas corredizas que el umbral

se puso en 9.99E-06.
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Tabla 26. Valores de significancia obtenidos del estudio de asociacién de SNPs individuales bajo distintos modelos
genéticos, haplotipos y ventanas corredizas para la poblacién de comérbidos. Chr=cromosoma, p_X=valor de p bajo
el modelo genético especificado, pudiendo ser “X”: alel=alélico, geno=genotipico, dom=dominante, rec=recesivo,
haplo=andlisis de haplotipos, VC=ventanas corredizas. Los valores de p<9.9E-07 estan remarcados en negrita. Los
genes cuya funcién estd relacionada con el sistema nervioso estan representados en negrita y subrayados.

Chr Gen p_alel p_geno p_dom p_rec p_haplo p_VcC
7 AGAP3 7.29E-05 3.31E-05
ANK1 8.35E-05
2 ANTXR1 6.46E-05
7 BBS9 8.06E-05
12 C120rf28 6.14E-05
5 CDH12 7.45E-05
7 CDK4 5.75E-05
13 COL4A1 2.37E-05 8.58E-06
6 COL9A1 1.39E-05 5.12E-06
CSGALNACT1 7.10E-06 6.76E-06 6.76E-06 4.76E-06
CSMD1 8.87E-05 9.06E-05 5.91E-05 9.45E-07
7 DNAH11 1.34E-05
14 DPF3 2.08E-05
7 ELMO1 6.49E-05
4 GAK 8.72E-05 5.47E-05 4.61E-05
18 IMPA2 6.22E-05 7.18E-05 2.97E-05
1 KCNN3 8.03E-05 4.20E-05 4.20E-05 2.53E-05 4.26E-06
1 LOC100505768 2.75E-05 3.91E-05
13 LOC100506063 3.48E-05 3.48E-05 2.80E-05
14 LOC728755 8.68E-05 4.94E-05 4.94E-05
1 LPPR5 1.80E-05
2 LRRTM4 5.29E-05
1 MARC1 4.35E-05 2.83E-05 2.97E-05
1 MKNK1 8.92E-06 5.64E-06
1 MOB3C 8.92E-06 5.96E-06
2 MYO3B 1.56E-05 7.16E-05 3.41E-05 1.93E-05
19 NMRK2 3.93E-05
16 NOD2 5.54E-05
1 OPCML 2.03E-05
12 PDE3A 1.58E-05
6 PHACTR1 1.74E-05
5 S100Z 2.52E-05
6 SAMDs5 6.60E-05 1.01E-05 5.14E-06
12 SCARB1 3.67E-05
1 SHANK?2 8.62E-05
1 SLC2A1 4.31E-05 6.73E-06
1 SLC35F3 7.44E-05
17 SLC39A11 9.44E-05
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Chr Gen p_alel p_geno p_dom p_rec p_haplo p_VvcC
16 SNX20 5.54E-05

2 SRBD1 6.95E-05 2.58E-06

1 SSBP3 8.97E-07
15 TCF12 7-47E-05

12 TDG 6.22E-05

21 TIAM1 9.09E-05

1 TNNI1 4.86E-05

6 TRERF1 4.35E-05

9 TRPM3 4.35E-05

3 ULK4 7.71E-05

3 VGLL4 2.94E-06

2 ZNF385B 8.01E-05

Entre los 50 genes con marcadores de mayor significancia listados en la Tabla 26, un 30 %
(15 genes, remarcados en negrita y subrayados en la tabla) resultaron tener una funcién en el
sistema nervioso (desarrollo, neurogénesis, neurotransmisores, axones, etc.). Dentro de esta lista
también se encuentran genes relacionados con adhesidn y citoesqueleto (ANK1, CDH12, CDK4,
NMRK2, OPCML, SCARB1, TIAM1, ANTXR1, ELMO1 y ULK4). También hemos de mencionar que 5 de
estos genes tienen relacién con el transporte o la unién del ion zinc (AGAP3, DPF3, SLC39A11, VGLL4
y ZNF385B), otros 3 genes forman parte de procesos que involucran a los cilios (BBS9, DNAH11y

ULK4) y 4 genes codificantes o reguladores de colageno (COL9A1, COL4A1, ANTXR1y SSBP3).

Interacciones de parejas de SNPs asociadas a muestras comérbidas (epistasia)

Los valores de p obtenidos en el andlisis de interaccién por parejas de marcadores fueron
mayores que en los dos estudios anteriores (ver listado de interacciones mas significativas en la
tabla suplementaria 28). El listado de interacciones consideradas en este estudio se detalla en la

Tabla 27.
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Tabla 27. Resultados mas significativos obtenidos a partir del analisis de interaccién de los SNPs dos a dos para el
estudio de comdrbidos. Chr 1/2=cromosoma en el que se sitta el SNP. SNP 1/2=identificador del marcador analizado.
Gen 1/2=gen ddénde se ubica el marcador analizado. Valor de p=valor de significancia del andlisis de interaccién entre
los dos marcadores de cada linea. Los genes cuya funcién estd relacionada con el sistema nervioso estan
representados en negrita y subrayados.

Chr1 SNP 1 Gen1 Chr 2 SNP 2 Gen 2 Valor de p
9 rs7874876 PTPLAD2 10 rs1060093 FRMD4A 1.83E-08
9 rs7874876 PTPLAD2 10 rs17153667 FRMD4A 3.68E-08
4 rs4859880 PARM1 7 rs505532 CPVL 1.73E-07
2 rs17031056 THADA 5 rs4916689 GPR98 1.88E-07
4 rs4583740 HTRA3 23 rs2998250 CASK 2.13E-07
3 rs359045 LMCD1-AS1 10 rs7901991 RNLS 2.42E-07
2 rs17031056 THADA 5 rs4916688 GPR98 2.66E-07
3 rs986613 PTPRG 7 rs2373284 CNTNAP2 2.91E-07
2 rs1022386 RBMS3 17 rs3751957 BX2 3.24E-07
8 rs10505173 CSMD3 21 rs2824607 CHODL 3.47E-07
2 rs900439 IQCA1 9 rs1144434 GNA14 3.81E-07
8 rs2685320 SCARA5 1 rs1031381 NCAPD3 3.90E-07
2 rs3771033 NRP2 3 rs7644727 SLC9A9 5.05E-07

rs13110849 GALNTL6 9 rs460154 BRD3 5.16E-07

rs2677605 SH3TC1 8 rs9297586 SAMD12 5.55E-07
12 rs2277414 FOXJ2 17 rs4386173 IKBKB 5.68E-07
7 rs10488578 AB(CB5 20 rs8117911 RBL1 5.70E-07
2 rs13387277 PARD3B 2 rs6746926 PIKFYVE 5.76E-07
7 rs7796223 CHN2 22 rs6007640 MIRLET7BHG 6.61E-07
7 rs3812367 CHN2 22 rs6007640 MIRLET7BHG 6.61E-07
7 rs3812368 CHN2 22 rs6007640 MIRLET7BHG 6.61E-07
4 rs6832401 LOC285423 18 rs525374 FHOD3 6.72E-07
5 rs1428439 ST8SIA4 14 rs10130801 LOC283587 6.89E-07
5 rs1428439 ST8SIA4 14 rs12884100 LOC283587 6.89E-07
5 rs1428439 ST8SIA4 14 rs4144361 LOC283587 6.89E-07
2 rs1519634 LOC150568 1 rs7949010 TEAD1 6.93E-07
3 rs1520203 CCDC50 6 rs13209503 ANKRD6 7.18E-07
6 rs1799910 COL1A2 20 rs2064272 PLCB1 7.83E-07
5 rs7736159 GALNT10 1 rs902869 LOC100127946 7.85E-07
6 rs9320552 FRK 16 rs464349 CPNEy7 7.90E-07
6 rs1040285 LOC100996634 1 rs17133433 CNTN5 8.59E-07
10 rs12769066 A1CF 13 rs7337686 MYCBP2 8.87E-07
10 rs12769066 A1CF 13 rs2329029 MYCBP2 8.87E-07
1 rs3767498 CACNA1S 16 rs1520233 CDH11 9.41E-07
17 rs736866 KIF18B 17 rs2279732 SDK2 9.81E-07
1 rs9804135 CAPN8 10 rs734187 NRP1 9.92E-07
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El menor valor de p identificado en el andlisis de epistasia para el estudio de comdrbidos
fue de 1.83E-08, por lo que se decidié considerar las interacciones con significancia menor a 9.99
E-07, es decir, un total de 150 interacciones. Como en los estudios anteriores sélo se analizaron
aquellas interacciones cuyos marcadores, al menos uno de ellos, estuviera localizado dentro de
algin gen, por lo que el nimero de interacciones se redujo a 121. Finalmente fueron 36 las
interacciones realizadas entre dos marcadores situados ambos en un geny el resto (85) eran entre
un marcador génico y otro intergénico. En la Tabla 27 se presentan los 36 resultados mas
significativos obtenidos a partir de interacciones entre marcadores ubicados en genes. Los genes
escritos en negrita y subrayados corresponden a aquellos con funcién relacionada con el sistema
nervioso segun las bases de datos Pubmed y STRING. Entre las interacciones compuestas por
marcadores génicos e intergénicos destacan las de los genes SRRM4, SYNPR, TSNARE1, PDE7B,
PTPRN2, RTN1, TRIM9, SYNGR1y SLIT1. Ninguno de los genes significativos en el analisis de epistasia

coincidid con los asociados al estudiar marcadores individuales, haplotipos o ventanas corredizas.

4.3.2.3.4 Comparacién de los genes asociados entre los estudios de dislexia, falta de atencién
y muestras comérbidas

Al mirar en detalle los genes cuyos marcadores se han asociado significativamente bajo
alguno de los modelos genéticos empleados (alélico, genotipico, dominante, recesivo,
haplotipos, ventanas corredizas e interaccidn epistatica) observamos que en rasgos generales los
genes asociados en cada estudio (dislexia, FA y comdrbidos) son exclusivos, es decir, cada
trastorno presenta una serie de genes asociados de forma privativa. Aun asi, se han encontrado
algunas coincidencias. Los genes TMEM132D y HS35T4 aparecen asociados tanto con el grupo de
disléxicos como con la poblacién que muestra falta de atencién. Entre los disléxicos y los
comdrbidos se encuentran significativamente asociados los genes CSGALNACT1 y NRP1,
mostrando este Ultimo su asociacién tan sélo en modo de interaccién epistatica en ambos
estudios. Curiosamente las interacciones de NRP1 no son las mismas en los dos estudios, ya que
mientras que en el estudio de dislexia interacciona con el marcador rs784500 ubicado en el
cromosoma 3 (datos no mostrados en la tabla) en el estudio de comdrbidos lo hace con el
marcador rs9804135 situado en el gen CAPN8 del cromosoma 1. Los genes CSMD1 y ZNF385B
asociados a la poblacién comdrbida también tienen un valor significativo en el estudio de dislexia,

pero sélo en su epistasis con otro marcador genético, especificamente con el marcador
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rs12529514 situado en el cromosoma 6 en el primer caso (datos no mostrados en la tabla) y con el
marcador rs742922 del gen ANGPT4 del cromosoma 20 en el segundo. También existen
coincidencias entre las muestras con falta de atencién y los comdrbidos: los genes CSMD1y ELMO1
aparecen asociados en ambos estudios, y CNTN5, FHOD3 y PTPRG se asocian por si solos en el
estudio de falta de atencién y en interaccién con los comdrbidos. En concreto, el gen CNTN5
interacciona con el marcador rs1040285 ubicado en el cromosoma 6 (LOC100996634), FHOD3 lo
hace con el marcador rs6832401 del cromosoma 4 (LOC285423) y PTPRG con un marcador situado

en el gen CNTNAP2 del cromosoma 7 (rs2373284)(datos no mostrados en la tabla).

4.3.2.3.5 Diferencias en la significancia de los marcadores de mayor asociacién en distintos
grupos de muestras

En el subproyecto referente a los genes candidatos (apartado 4.2) se realizaron distintas
comparativas de asociacién segun la definicién de fenotipos de las poblaciones (Tabla 10). En este
apartado del proyecto, también se realizaron estas mismas comparativas con los datos de
genoma completo con el objetivo de identificar posibles diferencias de asociacién entre los
distintos fenotipos. Los marcadores seleccionados para dicho analisis fueron los que mayor valor
de significancia habian alcanzado en los andlisis previos (ver tablas suplementarias 8 a 28). Para
el andlisis de SNPs individuales se escogieron 183 SNPs, los cuales estaban genotipados en todos
los grupos comparados (valor de p<9.9E-05), para el estudio de epistasia 176 (valor de p segun el
establecido en cada comparativa: en dislexia p<9.99E-12, en FA p<9.99E-10 y en comdrbidos p<
9.99E-07) y para el analisis de ventanas corredizas y haplotipos se estudiaron 18 bloques (con
p<9.9E-07 y que estuvieran ubicados en algin gen). Los andlisis de asociacion se realizaron
utilizando los mismos filtros y condiciones descritos anteriormente (ver apartado 3.5.2.3), salvo
para el andlisis de epistasia que se realizé6 mediante PLINK3' por su rapidez y simplificacién de
resultados. Los grupos de muestras utilizados fueron los correspondientes a las comparativas D+C
vs Ctr-P_p (283 casos/841 controles), D vs Ctr-P_p (238 casos/841 controles), FA+C vs Ctr-P_ga (181

casos/352 controles), FA vs Ctr-P_ra (136 casos/352 controles) y Cvs Ctr_c (45 casos/102 controles).
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Analisis de los marcadores individuales

Las Unicas asociaciones identificadas (valor de p <9.9E-05) fueron en los tests relativos
al trastorno de cual se habia seleccionado el marcador reanalizado, a excepcidon de dos
marcadores que se asociaron tanto a comorbidad como a falta de atencién. El SNP rs1342872
(LOC105373231) obtuvo un valor de p=2.8E-05 bajo el modelo alélico en comdrbidos (C vs Ctr_¢),
un valor de 5.92E-05 en el estudio de falta de atencién (FA vs Ctr-P_ga) y un valor de 0.008116 al
juntar las muestras de ambas comparativas (FA+C vs Ctr-P_ga). Por otra parte, el marcador
rs16976956 ubicado en el gen IMPA2, obtuvo valores de significancia del orden de E-05 bajo
distintos modelos genéticos en el grupo de comdrbidos (C vs Ctr_¢), un valor de 0.006007 para
falta de atencidn (FA vs Ctr-P_ra) bajo el modelo genético dominante, y un valor de 7,83E-05 bajo

este mismo modelo al afiadir las muestras comdrbidas (FA+C vs Ctr-P_ga).

De los 71 marcadores asociados con dislexia (D vs Ctr-P_p), 54 cambiaron de orden de
significancia al incluir las muestras comdrbidas (D+C vs Ctr-P_p). Diez marcadores (rs7682286,
rs13120088, rs12649641, rs13115095, rs11726275, rs6918133, rs2252795, rs1058151, rs7236483 y
rs7241967) disminuyeron su valor de p en un orden (aumentando asi su significancia de
asociacién) al incluirse las muestras comdrbidas y uno, rs4129455, disminuyé en dos érdenes.
Ademds, 39 marcadores aumentaron en un orden su valor de p (rs2790661, rs2105233, rs1107901,
rs9288078, rs9845704, rs17036126, rs9878908, rs4279078, rs301923, rs11723606, rs9297093,
rs9487396, rs2024364, rs16916968, rs7822386, rs7826130, rs10465023, rs12552198, rs10893866,
rs10790952, rs3764002, rs9528771, rs4415908, rs10140681, rs8016253, rs927306, rs10134613,
rs10220533, rs12147602, rs2355654, rs4900974, rs3825575, rs17623915, rs3865390, rs7231380,
rs7407139, rs2071857, rs12557112 y rs5931716) y 4 marcadores (rs7565742, rs10120392, rs3739592 y
rs3764714) lo hicieron en dos drdenes de magnitud (disminuyendo asi su significancia de

asociacion).

Centrandonos en las asociaciones con falta de atencién, de los 67 marcadores
seleccionados (FA vs Ctr-P_ga), sélo 8 disminuyeron su valor de p en un orden de magnitud al unir
las muestras comdrbidas con FA (FA+Cvs Ctr-P_ra) (rs6748782, rs1382381, rs10075443, rs1269662,
rs2125391, rs755782 y rs3742855) mientras que 9 marcadores lo aumentaron en dos érdenes de

magnitud (rs12143525, rs10920473, rs11127143, rs12342660, rs4964758, rs589346, rs12454120,
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rs7248031 y rs2244188) y 38 lo hicieron en un solo orden (rs1041238, rs6701279, rs11127135,
rs1968000, rs7568185, rs10203337, rs6547838, rs10495763, rs17041592, rs999497, rs2177250,
rs7574494, rs13410347, rs12611436, rs6739216, rs17066305, rs10865564, rs9819574, rs4678297,
rs12488404, rs12494312, rs2950220, rs2974452, rs9458413, rs2193241, rs17694897, rs1570856,
rs2282624, rs746886, rs7969314, rs11628716, rs8020575, rs7173, rs472054, rs434690, rs1465594,
rs2852780 y rs16981324).

Analisis de haplotipos y ventanas corredizas

Tanto los haplotipos como las ventanas corredizas seleccionados fueron en general tinicos
de cada trastorno, sélo hubo un haplotipo formado por los marcadores rs3820546 y rs3820548
(GG) y situado en el gen SLC2A1, con valor de significancia de 2.21E-05 cuando consideramos sélo
comorbidos (C vs Ctr_¢), que obtuvo un valor de 5.59E-06 en la comparativa de dislexia mas
comdrbidos (D+C vs Ctr-P_p). El resto de los haplotipos especificos del estudio de dislexia
disminuyeron su valor de p (aumentando asi su significancia) en uno o dos dérdenes al incluir los
comdérbidos. Los valores de p para los haplotipos asociados con falta de atencién bien se
mantuvieron o bien aumentaron en un orden (disminuyendo asi su significancia) cuando se
consideraban a los comdrbidos entre los individuos caso. En cuanto a las ventanas corredizas en
cambio, si hubo bloques que disminuyeron su valor de p, como los ubicados en CHL1, CHST8 y IRF2
que disminuyeron en un orden en la comparativa de D+C vs Ctr-P_p con respecto al test de D vs
Ctr-P_p, y el bloque situado en el gen SCN3B que también lo hizo en la comparativa de FA+C vs Ctr-
P_ra con respecto al test de FA vs Ctr-P_ra. El resto bien se mantuvo o bien disminuyd la

significancia.

Andlisis de las interacciones de parejas de marcadores

Al incluir las 45 muestras comdrbidas tanto con las muestras disléxicas (D+C vs Ctr-P_p)
como con las muestras de FA (FA+C vs Ctr-P_ra) los valores de p se mantuvieron o aumentaron,
haciendo estas interacciones menos significativas, excepto para las siguientes parejas de
marcadores donde el valor de p disminuyd en el test de D+C vs Ctr-P_p con respecto a la

comparativa de D vs Ctr-P_p (Tabla 28).
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Tabla 28. Interacciones epistdsicas que aumentaron su significancia al incluir a las muestras comérbidas en el grupo
de casos. Chr 1/2=cromosoma en el que se sitta el SNP. SNP 1/2=identificador del marcador analizado. Gen 1/2=gen
ddnde se ubica el marcador analizado. p=valor de significancia del andlisis de interaccién entre los dos marcadores
de cada fila. Casos/Controles=grupo de muestras utilizadas como casos o controles segn la definicién del recuadro
de la pagina 91.

Estudio de Dislexia

Casos D+C D

Controles | Ctr-P_p Ctr-P_p

SNP 1 Chr1 Gen 1 SNP 2 Chr 2 Gen 2

rs6718486 2 ZNF385B  rs742922 20 ANGPT4 | 7.35E-15 1.08E-14

rs2255532 3 COL7A1 1s4944452 11 DLG2 7.22E-13  1.33E12

rs11043265 12 WDR66  rs3751586 15 GLDN 2.62E-14  1.52E-12

4.3.2.3.6  Enriquecimiento de los marcadores mas asociados segun su localizacién génica

En la Figura 20 se muestra la proporcién de marcadores observados frente a los esperados
segun su ubicacion génica (exdnico, intronico, localizado cerca del extremo 3’0 5°del gen, en el
UTR-3'0 el UTR-5"), entre los 1500 marcadores mas asociados (p<0.0023 para dislexia, p< 0,0022
para FA, p<0.0026 para comdrbidos) segin el modelo alélico de los tres GWAS independientes
realizados. Como se puede observar, en FA hay un aumento de mutaciones en la regién UTR-3’
con respecto a lo esperado a medida que se contabilizan los marcadores de mayor valor
significativo. Para dislexia en cambio, el aumento de mutaciones significativas ocurren en los
marcadores situados cerca del extremo 3" de los genes y en los ubicados en los UTR-5’, estos

ultimos también predominantes entre los marcadores relacionados con comorbidad.
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Figura 20. Representacion grafica de la proporcién de marcadores observados frente a los esperados considerando
los marcadores mas significativos (“top” marcadores) con dislexia, falta de atencién o comdrbidos, seguin su
localizacién génica.
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4.3.2.3.7 Validacion tecnoldgica de los marcadores de mayor asociacién con los trastornos
investigados

En todo proyecto que considera un nimero grande de marcadores, se caracterizan un
pequefio nimero de asociaciones mediante otra técnica disponible, con el fin de validar los
resultados globales. En esta tesis se seleccionaron 48 marcadores de entre los resultados mas
significativos descritos, teniendo como criterio que los genes en los que se situaban los SNPs
elegidos fueran de interés para el estudio. Concretamente los genes elegidos tenian funciones
neuronales o estaban relacionados con la adhesién y la estructura celular:

- 36 SNPs asociados con dislexia de los cuales 3 SNPs pertenecian a 2 interacciones
epistaticas (genes DOK6 y CNTNAP5), 14 SNPs de un haplotipo o una ventana corrediza
dentro del gen DDO, 9 SNPs de un haplotipo y una ventana corrediza dentro del gen
LASP1, 8 SNPs formaban una ventana corrediza dentro del gen ACTN1 y 2 SNPs
individuales del gen KANK1.

- Dentro del estudio de falta de atencidn se seleccionaron 12 SNPs de la siguiente forma:
2 SNPs que formaban una interaccidn epistatica entre los genes NLGN1y SH3GL2, 9 SNPs
de un haplotipo y ventana corrediza dentro del gen BRE y un SNP individual localizado en

el gen PCP4.

Todos estos marcadores se genotiparon en todas las muestras de |la cohorte recogida para
este estudio con diagndstico, de forma que se aumentd asi el nimero de DNAs analizados con
respecto a los utilizados en el estudio de genoma completo. Tras aplicar los filtros descritos en el
apartado 3.5.2.3, el nimero de muestras que se consideraron para las validaciones se resume de
la siguiente manera: 247 disléxicos, 1421 controles para dislexia, 187 muestras con falta de
atencidn, 520 controles para falta de atencidn y 45 muestras comdrbidas (dentro de los controles

se encuentran 112 controles compartidos para ambos trastornos).

La concordancia entre los genotipos obtenidos mediante los arrays Human OmniExpress y
la tecnologia de TagMan™ (Thermo Fisher Scientific) fue del 97-99 % a excepcién de dos de las
sondas (las correspondientes a los marcadores rs11127135 y rs9487396), las cuales obtuvieron un
valor de concordancia del 87y 94 % respectivamente. 18 sondas obtuvieron valores entre 97-98 %

y el resto (28 sondas) superaron el 99 % de concordancia.
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Al haber aumentado el nimero de muestras genotipadas para estos 48 SNPs, se volvieron
a realizar los test comparativos de caso/control descritos en la Tabla 10. Los resultados mas
significativos del andlisis de marcadores individuales se encuentran detallados en las Tabla 29 y

Tabla 30:

En general los valores de p son mayores (menor asociacion) que los obtenidos en el
estudio de genoma completo. Los valores de significancia de la comparativa de D vs Ctr-P_p en
comparacion con la de D+Cvs Ctr-P_p o D+C vs Ctr_p son menores, es decir, al quitar del grupo de
disléxicos aquellas muestras que también presentan falta de atencién (Tabla 29). Cabe destacar
que el valor de significancia del marcador rs10120392 situado en KANK1 alcanzé el umbral de
significancia para los GWASs al aumentar el nimero de muestras (D vs Ctr-P_p). Se observa la
misma tendencia con los marcadores asociados con FA, al comparar el test de FA+C vs Ctr-P_ra 0
FA+Cvs Ctr_ga con el de FA vs Ctr-P_ga y al comparar el test de FA+C vs Ctr-P_ga, 0 FA+C vs Ctr_gaz
con el test de FA vs Ctr-P_ra,, es decir al quitar del grupo FA las muestras comdrbidas (Tabla 30)
(en la tabla suplementaria 29 se detallan los valores de p obtenidos para cada uno de los

marcadores replicados bajo los distintos modelos genéticos empleados).
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Tabla 29. Resultados obtenidos mediante la tecnologia TagMan™ del estudio de asociacién del modelo alélico de marcadores individuales en los distintos grupos de
muestras con los marcadores seleccionados del GWAS con dislexia. pGWAS=valor de p obtenido en el estudio de genoma completo de dislexia. Casos/Controles=grupo
de muestras utilizadas como casos o controles segtin la definicién del recuadro de la pagina 91. Sélo se muestran los valores de p< 0.01. El valor de p<9.9E-08 se

destaca con fuente roja.

Estudio de Dislexia Estudio de Comérbidos Estudio de Falta de Atencion
Casos D+C D+C D C C C C FA+C FA+C FA+C FA+C FA FA
Controles [ Ctr_p CtrPp Ctr-Pp| Ctr-P D Ctr-PFa Ctr-P_FA2 Ctrc | Ctr A Ctr-P_Fa Ctr_FA> Ctr-P_FA2 Ctr-P_Fa Ctr-P_rA:
SNP GEN  pGWAS
rs9487396 DDO 7.87E-06 | 5.15E-05  1.59E-05 2.25E-05
rs10120392 KANK1  8.76E-06 | 1.28E-06  2.62E-06 4.17E-08
rs3739592 KANK1 5.30E-06 | 1.08E-05 2.69E-05 4.18E-07
rs82977 LASP1  2.73E-05 | 0.00024 0.00024 0.00017
Tabla 30. Resultados obtenidos mediante la tecnologia TagMan™ del estudio de asociacién del modelo alélico de marcadores individuales en los distintos grupos de
muestras con los marcadores seleccionados del GWAS con FA. pGWAS=valor de p obtenido en el estudio de genoma completo de FA. Casos/Controles=grupo de
muestras utilizadas como casos o controles segtin la definicién del recuadro de la pagina 91. Sélo se muestran los valores de p< 0.01.
Estudio de Dislexia Estudio de Comdrbidos Estudio de Falta de Atencion
Casos D+C D+C D C C C C FA+C FA+C FA+C FA+C FA FA
Controles| Ctr p Ctr-P.p Ctr-Pp | Ctr-P.p Ctr-P_fFA Ctr-P_Fa> Ctrc | CtrFA Ctr-P_Fa  Ctr_FA2 Ctr-P_FA2 Ctr-P_FA Ctr-P_ra>
SNP GEN pGWAS
rs4637064  BRE 0.0009 0.00072  0.00103  0.00106 0.00100  0.00075  0.00070
rs11127135 BRE 6.76E-06
rs12470242  BRE 7.84E-06 4.20E-05 2.47E-05 9.08E-06 9.74E-06  2.10E-05  7.60E-06
rs11127143 BRE  4.00E-06 0.00030 0.00037 0.00060 0.00098 0.00003  0.00012
rs2244188 PCP4  1.85E-06 0.00217  0.00067  0.00014 0.00012  0.00035  0.00006
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En cuanto a los haplotipos y ventanas corredizas replicados, si bien los genotipos se
correspondian con los obtenidos en los arrays, los resultados de asociacion no fueron tan
significativos, probablemente por no haber seleccionado todos los marcadores correspondientes
al haplotipo o ventana corrediza completo. El patrén de significancia de los tests que consideran
FA se parece al observado con los SNPs individuales, es decir, se obtienen valores de p menores
en las comparativas de FA vs Ctr-P_ra 0 FA vs Ctr-P_ra, en comparacién con los test donde se
consideran también las muestras comdrbidas dentro de los casos. En cuanto a los relacionados
con dislexia en cambio, esta diferencia no fue tan marcada (los marcadores que forman cada
haplotipo o ventana corrediza asi como los valores de p obtenidos en cada uno de los tests

empleados se detallan en la tabla suplementaria 30).

El andlisis epistatico de los 48 marcadores seleccionados, se realizé mediante PLINK. Los
valores de asociacién obtenidos fueron mucho mayores (menos significativos) que los obtenidos
mediante SIXPAC, por lo que para que los resultados de ambos analisis fueran comparables, el
andlisis de estos 48 marcadores se realizé con las dos herramientas. La comparacién de valores
de p obtenidos se detalla en la Tabla 31. Tal y como se puede observar, tanto utilizando SIXPAC
como PLINK, las asociaciones obtenidas mediante el genotipado de sondas TagMan™ disminuyen
con respecto a las obtenidas en el andlisis de genoma completo (ver detalles de los valores de

significancia obtenidos en cada uno de los tests en la tabla suplementaria 31).

Tabla 31. Valores de significancia obtenidos del analisis de epistasia con el software SIXPAC y el software PLINK con
los genotipos obtenidos mediante arrays de genoma completo (GWAS) y mediante sondas TagMan™ (TAQ).
*Resultados correspondientes al Test D vs Ctr-P_p. #Resultados correspondientes al Test FA vs Ctr-P_ga.

Gen1 SNP 1 Gen2 SNP 2 GWAS sixpac  GWAS plink  TAQsixpac  TAQ plink
CNTNAP5  rs1529289  DOK6  rs1372770 7.80E-12 0.4486 1.83E-09 * 0.4137 *
CNTNAP5 1529289  DOK6 157238969 8.92E-12 0.4014 1.96E-09*  0.4660 *

NLGNT  rs1545991 SH3GL2 157036989 8.17E-10 0.00018 1.54E-06%  0.00337

4.3.2.4 Estudio de asociaciéon de genoma completo de CNVs

4.3.2.4.1 Estudio de asociacion de dislexia

Debido a la diferencia de calidad de datos obtenida con las diferentes versiones de arrays

Human OmniExpress utilizados, para el estudio de dislexia no se pudo hacer un andlisis de CNVs
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(del inglés, Copy Number Variations) con los datos conjuntos de ambas versiones (ver apartado
4.3.1). De manera que, por una parte se analizaron los 184 casos y 390 controles genotipados con
la versién 1.0 de los arrays y por otro lado los 61 casos y 466 controles genotipados con la version
1.1. Los resultados de duplicaciones y deleciones significativas halladas en estas muestras estan
descritos enla Tabla 32. Conla versidén 1.0 de los arrays, fueron 31 las regiones de CNV encontradas
que contenian una duplicacién y 6 regiones con una delecién, mientras que con los datos de la
version 1.1 s6lo se encontré una duplicacion (marcada con un asterisco en la Tabla 32). La longitud
de dichas regiones se puede estimar a partir de las posiciones gendmicas de inicio y fin que figuran
en la primera columna de la tabla. Algunas de estas regiones resultaron ser muy largas y contenian
una enorme cantidad de genes por lo que en la cuarta columna de la tabla aparecen puntos
suspensivos indicando un mayor niimero de genes a parte de los citados. El nimero exacto de

genes ubicados en las regiones se encuentra entre paréntesis.

Entre los genes duplicados o delecionados se encuentran varios con funciones de interés
para el trastorno analizado. Siguiendo en la misma linea que en el andlisis de marcadores
individuales, grupales e interaccién, se encontraron varios genes relacionados con canales
iénicos, entre ellos los de calcio (CACNA1H), sodio (SCNN1D), potasio (KCNK6) y cloro (CLCN7) y
genes con funcién neuronal: proteinas especificas neuronales (PTX4, CEND1), neuropeptidos
(NPW), diferenciacion de células gliales (METRNL) o relacionados con el neuroblastoma (DVL1,
TP73) entre otros. También hay diversos genes con funcién en las uniones celulares y estructura
del citoesqueleto (ACRT3C, THEM204, EPS8L2, COL9A3, PCDHA1-5). Hemos de mencionar también
el nimero elevado de genes con secuencias especificas que codifican para estructuras que
permiten la interaccién con la molécula zinc (ZNF10, TRAF7, CASZ1, DEAF1, DPF1, ZNF598, ZNF300,
DPF1), asi como la presencia duplicada de los genes DRD4 y DYNGR3, ambos relacionados con la
ruta dopaminérgica. Entre los presentes, también destacan dos genes encargados del trafico de

vesiculas (RAB26, MAPK8IP3) y otros dos relacionados con lipidos (DGKQ, PNPLA2).
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Tabla 32.Duplicaciones y deleciones significativas encontradas en el estudio de dislexia. CNVR=regién de nimero de
copias variable. N° SNPs=ntimero de marcadores genotipados dentro de cada CNV. Dist_gen=distancia entre cada
CNV definido y el gen mencionado en la columna “Gen”. *=Duplicacién hallada a partir de los datos de genotipado

de la versién 1.1 de los arrays.

Duplicaciones
CNVR(hg18) N°SNPs  Valor de p Gen Dist_gen
chr1:1201632-1295323 28 1.81E-05 ACAP3... DVL1... UNQ662 (11) (o]
chr7:1462702-1508191 12 0.0004 INTS1,KIAA1440, MICALL2 (o]
chrs:140165568-140185473 10 0.0005 PCDHA1-5 (o]
chr8:145737286-145750506 8 0.0007 KIAA1688 0
chr17:80012769-80034443 4 0.0008 METRNL 1366758
chr9:139261086-139279173 12 0.0009 COBRA1,FAM166A,L0C441476 (o]
chr22:20098359-20144663 13 0.0010 HIC2 (o]
chr14:105660766-106020366 38 0.0016 BC011773...249973 (4) (o]
chr10:135023586-135121732 41 0.0017 ECHS1...SPRN (6) (o]
chr21:46934826-46958299 19 0.0023 PRMT2 25535
chr11:382912-838760 36 0.0024 AK123483...DRD4...TSPAN4 (38) 0
chr20:62568408-62641575 17 0.0029 C200rf69 163257
chr16:87862007-87866399 17 0.0029 ANKRD11,AX747440 (o]
chr16:818802-2199788 40 0.0039 AK05681, BAIAP3...ZNF598 (72) ¢}
chr1:10678843-10743363 19 0.0047 CASZ1 0
chr2:242712870-242755965 1 0.0062 LOC441309 (o]
chr4:871675-965779 29 0.0080 DGKQ...TMEM175 (5) o]
chr1:3368143-3585041 40 0.0092 ARHGEF16...WDRS8 (5) o]
chr1:2323146-2359280 18 0.0119 PEX10,RER1 (o]
chr22:46356554-46519363 14 0.0130 AK093107,AK128136,BC039485 o]
chr11:2859055-2885728 14 0.0181 BWRI1B...SLC22A18AS (4) ¢}
chr1:6481842-6487031 5 0.0242 PLEKHG5 0
chr19:629303-657666 14 0.0254 FSTL3,PRSSL1,UNQ674 [o]
chr12:133130292-133164690 10 0.0264 ZNF268 840758
chr12:19372357-19466956 8 0.0276 PLEKHAS5 [o]
chr20:60880653-60919960 18 0.0318 C200rf20,COL9A3,FLJ00084,0GFR o]
chr2:239066379-239066379 1 0.0359 AK057376 17691
chr19:23316947-23364565 4 0.0446 BC038574,ZNF91 (o]
chr10:47568296-47568296 1 0.0447 FAM21B,FAM21D 98873
chr7:27146653-27146807 2 0.0453 HOXAs5 714
chr11:64573589-64606177 1 0.0348 AB231703,CDCA5,NAALADL1 [o]
*chr15:24369643-24433948 (o] 0.0313 GABRB3 o]
Deleciones
CNVR(hg18) N°SNPs  Valor de p Gen Dist_gen
chr19:43372386-43513659 1 0.0030 C190rf33,DPF1...YIF1B(8) o}
chr11:55367889-55424207 17 0.0039 SPRYD5 o]
chr5:150254041-150254620 2 0.0361 ZNF300 o]
chr19:41333284-41333284 15 0.0414 CAPNS1 189
chr15:34718594-34807851 12 0.0420 C150rf41 [o]
chr19:28036744-28036744 o] 0.0420 LOC100101266 3898655
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4.3.2.4.2 Estudio de asociacion de falta de atencion

Todas las muestras del estudio de falta de atencidn se genotiparon con la versién 1.1 de los
arrays, por lo que sélo hizo falta realizar un andlisis. Los resultados de las duplicaciones y
deleciones significativas se describen en la Tabla 33. En total se detectaron 4 duplicacionesy 3

deleciones que pasaron el umbral de significancia de 0.05.

Tabla 33. Duplicaciones y deleciones significativas encontradas en el estudio de falta de atencién. CNVR=regién de
numero de copias variable. N° SNPs=ntimero de marcadores genotipados dentro cada CNV. Dist_gen=distancia
entre cada CNV definido y el gen mencionado en la columna “Gen”.

Duplicaciones
CNVR(hg18) N°SNPs  Valor de p Gen Dist_gen
chr10:47543322-47663696 30 0.0111 FAM21B,FAM21D 73899
chr12:63979105-64108839 13 0.0145 MSRB3 (o]
chr19:53518747-53518747 1 0.0440 EMP3 1694
chr7:5823221-5888663 16 0.0179 OCM,ZNF815 0
Deleciones
CNVR(hg18) N°SNPs  Valor de p Gen Dist_gen
chr18:1908848-1972346 33 0.0027 C18orf2 511667
chr15:24357212-24472002 18 0.0027 GABRB3 0
chr4:168807727-168893805 17 0.0222 CR614646 341212

Entre los genes duplicados o delecionados en estos CNVs y de los que se dispone
informacién funcional, destacan el gen OCM por codificar una proteina que se une al calcio, los
genes MSRB3 y ZNF815 por su implicacidn con el zinc y el gen GABRB3, ya que ademas de codificar

una subunidad del canal de cloro, también es un neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso.

4.3.2.4.3  Validacién tecnolégica de los CNVs de mayor asociacion genética

Entre las duplicaciones y deleciones encontradas en los estudios de dislexia y falta de
atencidn se eligieron 8 CNVs para replicar utilizando una tecnologia diferente a la de los arrays de
genoma completo. Los CNVs se eligieron en funcién del interés funcional de los genes que
contenian. Dependiendo de la longitud del CNV identificado en los GWAS, se seleccionaron 2,3 0
6 sondas por region, para validar dichos resultados. Las 22 sondas ubicadas en los 8 CNVs
mencionados (Tabla 6) se genotiparon en 247 muestras disléxicas, 1421 muestras control de

dislexia, 187 muestras diagnosticadas con falta de atencidn, 520 muestras control para la falta de
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atencidén y 45 muestras comérbidas. 112 controles servian como controles para ambos trastornos.
Los resultados de 9 de las 22 sondas no llegaron al Iimite de confianza necesario (>0.95) para
adjudicarlos como “datos fiables”. Con el resto, si bien se genotiparon de una manera éptima, no
se validaron los resultados de nimero de copias establecido mediante los arrays. En la mayoria de
las muestras el nimero de copias establecido por la tecnologia TagMan™ fue de 2, por lo que
entre los resultados obtenidos mediante los datos de genoma completo y los obtenidos por esta
técnica alternativa no hubo concordancia. Incluso, en algunos casos, las sondas seleccionadas
dentro una misma regién de CNV tampoco fueron concordantes entre ellas. Esto se observd con
la regién situada en el cromosoma 11 (Figura 21), para la que los datos de los arrays de genotipado

de genoma completo identificaron una duplicacién en la muestra representada en la imagen.
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Figura 21. Representacion del logR ratio (LRR) de una region de CNV situada en el cromosoma 11 a partir de los datos
de fluorescencia obtenidos mediante los arrays de genoma completo. En esta imagen se visualiza tan sdlo la region
comprendida en el recuadro rojo, en la izquierda de la representacién del cromosoma 11 completo. Dentro del
recuadro verde se encuentra la region exacta de CNV cuestionada mediante sondas TagMan™. En la parte inferior
de laimagen se pueden observar mediante asteriscos la ubicacién de las sondas empleadas asi como los genes dénde
se ubican. El grafico de la parte superior corresponde a una muestra con duplicacién y el de abajo a una muestra con
2 copias para la region representada, segun la definicién de segmentos obtenida mediante PennCNV32',

La duplicacion se puede observar por el aumento en el logR Ratio (por encima del valor 0) con
respecto a la muestra de dos copias. Sin embargo, las 3 sondas elegidas para replicar este CNV
dieron unos resultados discordantes para esta misma muestra que contenia la duplicacién: la
sonda situada en el gen PTDSS2 no identificaba ninguna copia en esta region (delecidn), la sonda
situada en el gen DRD4 la consideraba de dos copias, mientras que la sonda ubicada en el gen

EPS8L2 la identificaba como de 3 copias.
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4.4 ESTUDIO DE ASOCIACION DE QTLs EN LA POBLACION GENERAL

4.41 Estudio de asociacién con los genotipos relativos a los genes candidatos
seleccionados

Para interpretar los datos de genotipado en base a las caracteristicas fenotipicas
registradas de cada muestra, se procedid a realizar un andlisis de locus cuantitativos (QTL) en
primer lugar para los SNPs y VNTRs candidatos. Asi, se utilizaron los genotipos de 3414 muestras,
es decir, todas las muestras de nifios con origen espafiol independientemente de su diagndstico,
los cuales se contrastaron con las 174 variables derivadas de las pruebas psicométricas realizadas
a todos los individuos. Los resultados mds destacables de la relacién entre los genotipos de los
marcadores candidatos y las 174 variables cuantitativas evaluadas en la poblacidén, se encuentran
resumidos en la Tabla 34. En dicha tabla se indica con un “SI” la asociacién de alguna de las
variables del conjunto que componen la tarea cognitiva, es decir, si el correspondiente SNP
mostré un valor de p menor a 0.05 al menos en una de las variables medidas para esa tarea. En

los siguientes apartados (4.1.1y 4.1.2) se describen los detalles de dichas asociaciones.
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Tabla 34. Relacién de los SNPs y VNTRs analizados con las variables medidas para cada una de las tareas cognitivas
estudiadas. Freq=frecuencia, RAN=Rapid Automatic Naming, ANT=Attentional Network Test, Sl=relacién significativa
para alguna variable de la tarea cognitiva (valor de p<0.05 tras la correccidn de falsos positivos Benjamin-Hochberg),
vacio=sin relacién con ninguna de las variables.
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Global sI sI
Palabras Alta freq si Sl sl sl
Lectura
Baja freq sI sI
Decodificacién pseudopalabras sl sl
Lexicalidad SISl
Conciencia fonolégica Sl sl Sl Sl
RAN sl sl sl sl
Discriminacion silabica s sl Sl Sl
Verbal sl Sl SISl
STROOP
Numérico sl SI ] Sl sI sl
ANT SI Sl

4.4.1.1 Correlaciones entre variables cuantitativas y genotipos de los VNTRs candidatos

Entre los resultados mas remarcables cuando consideramos la presencia/ausencia de los

alelos analizados para cada uno de los VNTRs frente a las variables cognitivas, se encontraron los

siguientes:

- En el andlisis correspondiente a las variables que miden la habilidad para la lectura
(variables dentro de la tarea de decodificacion de grafema-fonema), tanto la presencia
del alelo 09R como la del 10R del VNTR situado en el gen DAT1 (en adelante 09R-DAT1 y
10R-DAT1) se relacionaron con el tiempo de reaccién (TR) de lectura de palabras y
pseudopalabras. El alelo 10R-DAT1 también se asocid con el nimero de aciertos en la

lectura de palabras.
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4.4.1.2

El VNTR situado en el gen DRD4 en cambio, no resultd asociado en esta tarea y ninguno
de los dos VNTRs lo hizo tampoco con el test de nombramiento automatico rapido RAN
(delinglés Rapid Automatic Naming) que evalua la fluidez de la lectura.

En lo referente a la conciencia fonolégica, la presencia del alelo o5R del gen DRD4 (05R-
DRD4) se asocid al TR en la tarea de dibujos. También se relacioné con el nimero de
aciertos en esta misma tarea asi como en la correspondiente a la eliminacién del primer
fonema. La presencia del alelo de 02R de este mismo gen por otro lado, presenté una
asociacion aislada con el nimero de aciertos en la tarea de eliminacién del primer
fonema.

Con respecto a la percepcion del habla, fue el 03R-DRD4 el que superd el umbral de
significancia en relacion con el nimero de aciertos al discriminar entre silabas diferentes
y silabas iguales, incluso llegando a ser significativo al analizar globalmente estos dos
tipos de silabas. El alelo 07R-DRD4, si bien no obtuvo valores significativos
individualmente, si que llegd a ser significativo a nivel global.

Centrédndonos en las variables atencionales, encontramos que ambos genes se asociaron
tanto a las tareas de Stroop verbal como a las de Stroop numérico. El alelo 03R-DRD4 se
asocié al nimero de aciertos en ambas tareas y al TR en la tarea verbal. Sin embargo, el
alelo 09R-DAT1 se relaciond con el TR del Stroop numérico mientras que 10R-DAT1 lo hizo
con el nimero de respuestas correctas en el Stroop verbal.

En cuanto a los resultados del test ANT (Attentional Network Task), el alelo 02R-DRD4 se
asocié con el indice de conflicto en errores, calculado como la resta entre el nimero de
errores de las situaciones incongruentes y congruentes. (Los valores de p obtenidos en

las variables descritas anteriormente se encuentran en la tabla suplementaria 32).

Comparativa de las variables fenotipicas cuantitativas con los genotipos de los
SNPs candidatos en la poblacién de estudio

Los resultados de asociacién mds destacados de la correlacién entre los genotipos de los

SNPs candidatos y las variables cognitivas se resumen de la siguiente manera:

Entre las tareas correspondientes a la habilidad para la lectura, el marcador rs6323-
MAOA mostrd un patrén de asociacién consistente con el tiempo de lectura de palabras

y pseudopalabras asi como al compuesto de ambas. Ademas, rs4504469-KIAA0319 y
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rs57809907-DYX1C1 mostraron asociacién con los aciertos en la lectura de palabras de
alta frecuencia. Este uGltimo SNP junto con el rs1611115-DBH fueron también asociados
significativamente al efecto de la lexicalidad en aciertos (la diferencia entre los aciertos
de palabras y pseudopalabras). En cuanto al resto de genes, aunque si se observé
relacién con algunas estructuras de palabras especificas, no llegaron a ser significativas
a un nivel mas global del andlisis.

- En lo referente a la fluidez para la lectura, evaluada mediante la tarea de RAN, la
asociacidon mas llamativa se obtuvo con los marcadores rs4504469-KIAA0319, rs2274305-
DCDC2, rs57809907-DYX1C1 y rs6323-MAOA con respecto al nimero de aciertos en el
compuesto formado por las tareas de colores y dibujos. Ademas, rs4504469-KIAA0319
también mostré asociacidon con el nimero de aciertos en estas tareas por separado y
rs6323-MAOA Unicamente a la tarea de colores.

- En cuanto al proceso cognitivo de la conciencia fonolégica, los marcadores situados en
los genes DCDC2 y DBH se relacionaron significativamente al TR global de las tareas de
identificacién de fonemas en dibujos (al compuesto de las tareas utilizando dos tipos de
distractor diferentes). Por otra parte, rs6323-MAOA se relacioné con el TR de la tarea de
eliminacién del primer fonema.

- En el andlisis de las variables correspondientes a la percepcién del habla, el marcador
rs1611115 situado en el gen DBH y el rs4504469 situado en el gen KIAA0319 se asociaron al
ndmero de aciertos en la tarea de discriminacién silabica (silabas iguales o diferentes),
mientras que rs6323-MAOA lo hizo al TR Unicamente cuando las silabas eran diferentes,
y también al considerar las dos tareas en conjunto.

- Finalmente, en lo referente a las tareas atencionales, los marcadores rs4504469-
KIAA0319, rs6323-MAOA, rs57809907-DYX1C1 y rs12533005-FOXP2 se relacionaron con el
efecto conflicto calculado por las tareas de Stroop numérico. Especificamente, KIAA0319
y MAOA se correlacionaron con el ndmero de aciertos asi como al TR mientras que
DYX1C1 se asocié sélo al numero de aciertos y FOXP2 solo al tiempo. Ademads, estos dos
Gltimos genes también fueron significativos en las tareas de Stroop verbal de la misma
forma: DYX1C1 con el nimero de aciertos y FOXP2 con el tiempo.

- Por otro lado, los resultados del test ANT (Attentional Network Test) mostraron que el
marcador rs4680-COMT se asociaba al indice de conflicto el cual se obtiene mediante Ia

resta del TR de todas las situaciones incongruentes y el TR de todas las congruentes. (Los
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valores de p obtenidos en las variables descritas anteriormente se encuentran en la tabla

suplementaria 33).

4.4.2  Asociacién de valores cuantitativos pertenecientes a rasgos cognitivos en la
poblacién general a partir de los datos de genotipado de genoma completo

El siguiente apartado de resultados estd dividido en dos secciones: 1) los resultados QTL
obtenidos en base a las 5 variables de lectura principales, las cuales se han analizado con las
muestras correspondientes al estudio de dislexia, al estudio de FA y al estudio de comdrbidos
(analisis realizados en cada grupo de muestras por separado y sin tener en cuenta el diagndstico
de caso/control) y 2) los resultados QTL obtenidos en base a las 5 variables atencionales
seleccionadas, las cuales Unicamente se han analizado en las muestras correspondientes al

estudio de FA.

Para cada uno de los andlisis realizados (modelos genéticos lineal, GXE - donde se compara
la diferencia entre dos coeficientes de regresién entre casos y controles-, dominante, recesivo y
genotipico) la magnitud de resultados generados ha sido enorme, por lo que se han simplificado
en tablas (Tabla 35, Tabla 36 y Tabla 37 para las variables de lectura y Tabla 38 para las variables
atencionales), indicando solamente los valores menores de p obtenidos para cada variable y

modelo genético empleado, asi como el nimero de marcadores que obtuvieron un valor de p <

9.9E-05.

4.4.2.1  Rasgos cognitivos relacionados con la lectura

En la Tabla 35 se incluyen los resultados mds significativos para cada una de las 5 variables de
lectura analizadas. Los valores de p obtenidos para cada uno de los SNPs mencionados se

encuentran en la tabla suplementaria 34.

143



Resultados

Tabla 35. Descripcidn de los resultados de asociacién entre genotipos y las 5 variables de lectura utilizando los datos
de 1079 muestras (238 disléxicos y 841 controles en conjunto), bajo distintos modelos genéticos (Lineal,
GxE=interaccién entre genotipo y diagndstico, Dom=dominante, Rec=recesivo, Geno=genotipico). Var
x=identificador de la variable, p_min=valor de p menor encontrado, N° SNPs=n(imero de marcadores con valor de
P<9.9E-05. Los valores de p<9.9E-08 estdn remarcados en negrita y los valores de p<9.9E-09 subrayados.

Poblacién con Dislexia
Var 1 Var 2 Var 3 Var 4 Var s
p_min 2.08E-07 1.12E-06 1.73E-07 1.53E-06 3.67E-06
Lineal
N° SNPs 101 86 94 64 85
p_min 5.10E-06 2.49E-07 1.57E-07 3.94E-06 7.96E-06
GxE
N° SNPs 71 85 87 58 59
p_min 1.66E-08 3.23E-07 8.37E-08 2.41E-06 9.42E-07
Dom
N° SNPs 78 89 89 80 75
p_min 7.31E-08 5.24E-07 9.58E-13 9.40E-07 2.33E-06
Rec
N° SNPs 149 77 416 75 63
p_min 3.33E-08 1.11E-06 3.27E-12 3.64E-06 9.89E-07
Geno
N° SNPs 137 82 292 88 83

Var 1= “Efecto de transposicién en aciertos”: Mide el procesamiento ortogréfico.

Var 2= “Tiempo de nombrado rapido compuesto de dibujos y colores”: Mide la fluidez de lectura y
la velocidad de procesamiento.

Var 3= “Tiempo global en discriminacién sildbica”: Mide la percepcién del habla.

Var 4=“Tiempo global en identificacién de fonema”: Mide la conciencia fonoldgica.

Var 5=“Eficiencia de palabras y pseudopalabras”: Mide la decodificacién grafema-fonema.

Las variables 1 y 3 fueron las que mostraron valores de p menores bajo los modelos
genéticos dominante, recesivo y genotipico, llegando incluso al umbral de significancia
establecido para los estudios de genoma completo (E-08). Aun asi no se observé ningtin conjunto
de marcadores destacables para la variable 3. Si bien la variable 1 no llegé a valores del orden de
E-08 analizandolo con el modelo lineal, entre las asociaciones mas significativas con esta variable,

se encontré una region en el cromosoma 11 que se desmarcaba del resto (ver Figura 22).

Fueron 24 los marcadores del cromosoma 11 con p<9.9E-05 y los genes en los cuales se
localizan son: DLG2, CNTN5, H2AFX, DPGAT1, C2CD2L, HINFP, NRLX1, PDZD3, CBL y MCAM. Entre estos
marcadores, tres codifican una mutacién que cambia la pauta de traduccién aminoacidica
(rs643788, dentro del gen DPGAT1, rs4245191, dentro del gen NRLX1 y rs1815811 dentro del gen
PDZD3).
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Figura 22. Gréfico de Manhattan obtenido a partir de los valores de asociacién de la variable 1 bajo el modelo lineal.
En el eje Y se representa el valor de significancia de cada uno de los marcadores en una escala logaritmica. La linea
horizontal azul sefiala un valor de p=1E-05 y la linea horizontal roja un valor de p=1E-06. Los marcadores estdn
ordenados seguin su posicién cromosémica a lo largo del eje X. La region del cromosoma 11 mds significativa se ha
resaltado con un circulo rojo.

La variable 2, aunque mostré valores de p mayores que la variable 1, también demostrd
estar especialmente asociada con un grupo de marcadores en el cromosoma 13, tanto en el

modelo lineal como en el modelo dominante (ver Figura 23).
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Figura 23. Grafico de Manhattan obtenido a partir de los valores de asociacién de la variable 2 bajo el modelo lineal.
En el eje Y se representa el valor de significancia de cada uno de los marcadores en una escala logaritmica. La linea
horizontal azul se encuentra a la altura de un valor de p 1E-05 y la linea horizontal roja en un valor de p de 1E-06. Los
marcadores estan ordenados segun su posicién cromosdmica a lo largo del eje X. La region del cromosoma 13 mas
asociada es la destacada con un circulo rojo.

El total de marcadores asociados con la variable 2 con valor de p <9.9E-05 y posicionados

en el cromosoma 13 fueron 15 y ninguno de ellos se localizaba dentro de genes.
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Cabe mencionar que en este andlisis 3 marcadores ubicados en el gen MAOA (rs5906893,
rs5906938 yrs6520894) obtuvieron valores de p del orden de E-05 con la variable 3 bajo el modelo
genético lineal y que el marcador rs1358278 del gen FOXP2 también obtuvo un valor de

significancia de ese mismo orden para la variable 5 bajo el mismo modelo.

La descripcion de los resultados de asociacion obtenidos para las 5 variables de lectura,
pero utilizando esta vez los datos genotipicos de los nifios con falta de atencién y sus
correspondientes controles, se encuentran en la Tabla 36. El listado de valores de p obtenidos

para los SNPs citados se encuentra en la tabla suplementaria 35.

Tabla 36. Descripcién de los resultados de asociacién entre genotipos y las 5 variables de lectura utilizando los datos
de 488 muestras (136 muestras con falta de atencién y 352 controles en conjunto), bajo distintos modelos genéticos
(Lineal, GxE=interaccién entre genotipo y diagndstico, Dom=dominante, Rec=recesivo, Geno=genotipico). Var
x=identificador de la variable, p_min=valor de p menor encontrado, N° SNPs=niimero de marcadores con valor de
P<9.9E-05. Los valores de p<9.9E-09 estdn subrayados.

Poblacién con Falta de Atencién
Var 1 Var 2 Var 3 Var 4 Vars
p_min 2.06E-06 1.85E-06 1.45E-07 9.17E-06 4.72E-06
Lineal
N° SNPs 100 50 124 51 67
p_min 1.03E-07 1.24E-06 7.46E-09  3.35E-06 3.97E-07
O N° SNPs 95 73 170 63 106
p_min 1.74E-06 4.65E-06 1.02E-07 8.90E-06 3.11E-06
bom N° SNPs 80 42 105 46 55
p_min 4.93E-07 1.83E-06 1.45E-11 6.09E-07 2.16E-06
Rec N° SNPs 96 47 812 57 54
p_min 2.16E-06 7.74E-07 3.03E-11 2.72E-06 1.39E-06
Geno N° SNPs 107 68 625 52 205

Var 1= “Efecto de transposicién en aciertos”: Mide el procesamiento ortogréfico.

Var 2= “Tiempo de nombrado rapido compuesto de dibujos y colores”: Mide la fluidez de lectura y
la velocidad de procesamiento.

Var 3= “Tiempo global en discriminacién sildbica”: Mide la percepcién del habla.

Var 4=“Tiempo global en identificacién de fonema”: Mide la conciencia fonoldgica.

Var 5=“Eficiencia de palabras y pseudopalabras”: Mide la decodificacion grafema-fonema.

La dnica variable que obtuvo un valor de significancia menor a 9,9E-08 fue la variable 3,
que mostré los valores menores de p en los modelos genéticos de interaccién (GxE), recesivo y
genotipico. Tal y como se puede observar en la Tabla 36, tanto en el modelo genotipico como en

el recesivo el nimero de marcadores con un valor de p< 9.9 E-05 fue elevado.
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Al igual que en los dos casos anteriores, también se utilizé la poblacién de muestras que
presentaban ambos trastornos (comérbidos) y los controles compartidos para analizar la posible
asociacion de los marcadores con las variables de lectura en esta poblacién. La descripcién de los
resultados de dichos analisis se encuentra en la Tabla 37. Los valores de p de los marcadores mas
asociados para cada una de las variables y modelos genéticos empleados se pueden ver en la tabla

suplementaria 36.

Tabla 37. Descripcidn de los resultados de asociacion entre genotipos y las 5 variables de lectura utilizando los datos
de 147 muestras (45 comdrbidos y 102 controles en conjunto), bajo distintos modelos genéticos (Lineal,
GxE=interaccién entre genotipo y diagndstico, Dom=dominante, Rec=recesivo, Geno=genotipico). Var
x=identificador de la variable, p_min=valor de p menor encontrado, N° SNPs=n(imero de marcadores con valor de
p<9.9E-05. Los valores de p<-9.9E-08 estan remarcados en negrita y los valores de p<9.9E-09 subrayados.

Poblacién de Comérbidos
Var1 Var 2 Var 3 Var 4 Vars

) p_min 7-48E-08 4.66E-07 2.69E-08 2.53E-06 2.49E-06

tineal N° SNPs 127 53 160 83 57
p_min 4.11E-07 1.38E-07 6.84E-12 1.38E-07 1.46E-06

OxE N° SNPs 150 125 161 135 96
p_min 2.96E-07 4.86E-08 6.16E-08 6.23E-07 3.86E-06

Pom N° SNPs 103 69 15 74 55
p_min 2.63E-08 2.70E-06 1.58E-11 2.23E-06 1.72E-07

Rec N° SNPs 126 56 1406 50 33
p_min 3.01E-08 6.77E-08 5.88E-14 2.20E-10 2.88E-07

Geno N° SNPs 398 194 1246 102 90

Var 1= “Efecto de transposicién en aciertos”: Mide el procesamiento ortogréfico.

Var 2= “Tiempo de nombrado rdpido compuesto de dibujos y colores”: Mide la fluidez de lectura y
velocidad de procesamiento.

Var 3= “Tiempo global en discriminacién sildbica”: Mide la percepcién del habla.

Var 4="Tiempo global en identificacién de fonema”: Mide la conciencia fonoldgica.

Var 5=“Eficiencia de palabras y pseudopalabras”: Mide la decodificacién grafema-fonema.

En este analisis volvid a aparecer la variable 3 con valores de p atin mas bajos. Los modelos
recesivo y genotipico resultaron tener muchisimos marcadores con valores p<9.9E-05 repartidos
a lo largo del todo el genoma, por lo que ninguno de ellos resulté destacar sobre el resto. Entre
los marcadores mas significativos del modelo GxE se encontraron el SNP rs1864952 ubicado en el
gen SLIT3 con un valor de p=6.84E-12, rs1346891 correspondiente al gen DLG2 con un valor de

p=1.37E-11, rs2223065 con significancia de 2.03E-11, rs10912866 localizado en el gen CACYBP y un
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valor de p=3.65E-10 y los marcadores rs11806870 y rs12072529 ubicados en el gen RABGAP1L con

valores del orden de p=E-10.

Sélo un marcador (rs8055964, cromosoma 16, LOC105371370) obtuvo un valor de 2.2E-10

con la variable 4, el resto se mantuvo en valores en torno a 1E-06.

4.4.2.2  Rasgos cognitivos relacionados con la atencién

Las 5 variables atencionales seleccionadas se analizaron uUnicamente en la poblacién
compuesta por nifios con falta de atencidn y sus controles. Los resultados obtenidos del estudio
de asociacién de las 5 variables frente a los genotipos del genoma completo de estas muestras se
encuentran resumidos en la Tabla 38. Los valores de p obtenidos para los marcadores mas
asociados en cada una de las variables y modelo genético empleado se encuentran en la tabla

suplementaria 37.

Tabla 38. Descripcidn de los resultados de asociacidn entre genotipos y las 5 variables de atencidn utilizando los datos
de 488 muestras (136 muestras con falta de atencién y 352 controles en conjunto), bajo distintos modelos genéticos
(Lineal, GxE=interaccién entre genotipo y diagndstico, Dom=dominante, Rec=recesivo, Geno=genotipico). Var
x=identificador de la variable, p_min=valor de p menor encontrado, N° SNPs=niimero de marcadores con valor de
P<9.9E-05. Los valores de p<9.9E-08 estan remarcados en negrita y los valores de p<9.9E-09 subrayados.

Poblacién con Falta de Atencion
Var 6 Var 7 Var 8 Var 9 Var 10

) p_min 1.00E-13 3.89E-06 4.96E-07 1.16E-06 5.84E-07

Hineal N° SNPs 261 64 100 79 48
p_min 1.30E-25 6.24E-07  4.70E-07  1.59E-06 1.14E-06

o€ N° SNPs 431 101 17 105 1M1
p_min 7-47E-09 4.56E-06 1.04E-06 1.18E-06 2.87E-06

bom N° SNPs 166 50 93 76 55
p_min 7.47E-26 5.96E-09 4.36E-10 4.83E-07 7.78E-08

fec N°SNPs 1837 431 391 58 353
p_min 1.00E-27 1.70E-08 1.49E-09 1.10E-06 3.29E-07

Geno N° SNPs 1499 280 274 71 192

Var 6= “Efecto en aciertos de condiciones incongruente menos congruente (Stroop numérico)”

Var 7= “Efecto en tiempos de condiciones incongruente menos congruente (Stroop numérico)”

Var 8= “Efecto en aciertos de condiciones incongruente menos congruente (Stroop verbal)”

Var 9= “Efecto en tiempos de condiciones incongruente menos congruente (Stroop verbal)”

Las variables 6, 7, 8 y 9 miden el procesamiento automatico, la atencién selectiva y el efecto conflicto.
Var 10= “indice conflicto”: Mide la alerta, orientacién y efecto conflicto.
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La variable 6 obtuvo los valores de p menores en todos los modelos genéticos empleados.
Si bien el valor mas significativo del modelo GxE fue de 1.30E-25, sélo dos SNPs fueron los que
llegaron hasta esta significancia (rs12121570 del cromosoma 1 y rs274849 del cromosoma 2 y
ubicado en el gen LOC105373661). Otros dos marcadores (rs6082725 (chr 20) y rs7929179 (chr 11)
con localizacidn intergénica) llegaron hasta el orden de p=1E-12 y fueron los terceros mas

asociados.

Los modelos genotipico y recesivo obtuvieron un numero elevado de marcadores
significativos con ubicaciones cromosdmicas variables por lo que no se pudo establecer ninguna

region especifica como asociada a esta variable.

Entre los resultados de la asociacidn lineal, se encontraron dos regiones, una ubicada en el
cromosoma 8 y otra en el cromosoma 2, con asociaciones de marcadores claramente destacables
conrespecto al resto (Figura 24). Especificamente, el marcador rs11989470 (chr 8) obtuvo un valor
de p=1E-13 y el SNP rs670302 (chr 2) un valor de p=2.33E-08. La misma regién ubicada en el

cromosoma 8 obtuvo con el modelo genotipico valores del orden entre 1E-27 y 1E-25.

-log10(P)
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s Chr2 ] s Chr22 s ChrX s ChrY s ChiXY

Figura 24. Grafico de Manhattan obtenido a partir de los valores de asociacién de la variable 6 bajo el modelo lineal.
En el eje Y se representa el valor de p de cada uno de los marcadores en una escala logaritmica. La linea horizontal
azul sefiala el valor de p=1E-05 y la linea horizontal roja un valor de p=1E-06. Los SNPs analizados estan ordenados
segun su posicién cromosdémica a lo largo del eje X. Las regiones mas significativas de los cromosomas 2 y 8 se han
destacado con circulos rojos.
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Centrandonos Unicamente en las dos regiones cromosdmicas que han mostrado mayor
nivel de asociacidn con la variable 6, representamos los resultados mediante la herramienta
LocusZoom3?® en dos graficos que muestran el grado de LD entre los marcadores considerados y

la anotacion de los genes comprendidos en cada regién (Figura 25 y Figura 26).

Si bien ninguno de los marcadores mas asociados con la variable 6 del cromosoma 8 se
ubica dentro de genes, en la Figura 25 se pueden observar los genes que hay en las zonas
flanqueantes a dichos marcadores.En cambio la regién del cromosoma 2, asociada también con la

variable 6, resulté ser mucho mas rica en genes (Figura 26).

Para las variables 7y 8, aun habiendo marcadores asociados muy significativamente no se

encontrd ninguna region cromosdémica destacable.
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Figura 25. Representacién gréfica de los valores de significancia en escala logaritmica (eje Y parte izquierda) del
marcador rs11989470 (el mas significativo) con la variable 6 y los SNPs de su entorno en la regién del cromosoma 8,
y visualizacién del grado de desequilibrio entre los SNPs representado por la escala de color de r? (desequilibrio de
ligamiento). En la parte inferior de la figura se pueden observar los genes ubicados en esta regién. La linea azul
representa la tasa de recombinacién.
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Figura 26. Representacién grafica de los valores de significancia en escala logaritmica (eje Y parte izquierda) del
marcador rs6707302 (el mas significativo) y los de su entorno en la region del cromosoma 2 y visualizacién del grado
de desequilibrio entre los SNPs representado por la escala de color de r2 En la parte inferior de la figura se pueden
observar los genes ubicados en esta regién. La linea azul representa la tasa de recombinacidén entre los SNPs
considerados.

4.5 ENRIQUECIMIENTO DE RUTAS FUNCIONALES A PARTIR DE LOS GENES MAS
ASOCIADOS

4.5.1  Enriquecimiento de rutas funcionales derivado de los estudios de asociacién
caso/control

En este apartado del estudio se realizé un andlisis de enriquecimiento de rutas funcionales,
considerando para ello la significancia génica hallada a partir de los SNPs bajo el modelo alélico
en nuestra poblacidn. Este andlisis se realizé utilizando dos descripciones de rutas funcionales:
GO (Ontologia genética, https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/)) y KEGG
(http://www.genome.jp/kegg/). Puesto que el nimero de rutas significativas obtenidas fue

enorme, estos resultados se agruparon por similitud de funcién a modo de simplificacién, de
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forma que se pudieran llevar a cabo comparaciones entre los tres estudios. Para dicha agrupacién
se han tenido en cuenta tan sdlo las rutas funcionales con un valor de asociacién de p<9.9 E-05.
(El listado de las rutas especificas agrupadas en cada uno de estos sets, asi como el valor de
significancia obtenido para cada una de ellas se encuentran en las tablas suplementarias 38 y 39,

columnas E-F-G).

Enriquecimiento de rutas funcionales a partir de los genes mas asociados con dislexia

Las agrupaciones derivadas de las rutas con valor de p<9.99E-05 identificadas segun la
base de datos GO (15 rutas en total) y las rutas identificadas segun la base de datos KEGG (12 rutas
en total), se encuentran detalladas en las Tabla 39 y Tabla 40. Para mas detalles sobre las rutas
especificas y valores de p obtenidos en referencia a las bases de datos GO y KEGG ver tablas

suplementarias 38 y 39, columna E.

Tabla 39. Agrupaciones realizadas a partir de las rutas funcionales con p<9.99E-05 (tras la correccién de
Benjamini&Hochbaum por tests multiples) segun la definicién de GO para el estudio de dislexia. Se muestran el
nimero de rutas agrupadas en cada caso y el rango de valores de p de las significancias de enriquecimiento de las
rutas que componen cada grupo.

Grupo N°rutas  Valor menordep  Valor mayor de p
Adhesidn/estructura celular 4 5.89E-06 6.97E-05
Neurona 4 9.57E-06 3.83E-05
Proteinas G acopladas 1 3.83E-05 3.83E-05
Cerebro (telencéfalo) 1 6.04E-05 6.04E-05
Canales 3 6.97E-05 8.28E-05
Sefalizacion (unién de la calmodulina) 1 8.28E-05 8.28E-05

Proceso catabdlico de amino acidos de la

familia del aspartato 1 8.28E-05 8.28E-05
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Tabla 40. Rutas funcionales con p<9.99E-05 (tras la correccién de Benjamini&Hochbaum por tests mdiltiples) segtin
la definicién KEGG para el estudio de dislexia. ARVC= Cardiomiopatia arritmogénica ventricular derecha.

Ruta KEGG Descripcion de la ruta Valor de p
hsao4020 Ruta de sefializacién del calcio 2.47E-06
hsao4360 Orientacién axonal 2.47E-06
hsaos5146 Amoebiasis 2.47E-06
hsao4510 Unidn focal 1.27E-05
hsaos5412 ARVC 1.27E-05
hsaos5414 Cardiomiopatia dilatada 1.46E-05
hsao4970 Secrecién salival 1.66E-05
hsao4270 Contraccion vascular del musculo liso 1.81E-05
hsao2010 Transportadores ABC 2.49E-05
hsao4514 Moléculas de adhesién (CAMs) 7.07E-05
hsao4530 Uniones estrechas 8.14E-05
hsao5416 Miocarditis viral 8.14E-05

Entre las rutas mas significativas segun la base de datos GO se encontraron varias
relacionadas con la adhesiény estructura celular, asi como con neuronas. Segtn KEGG, en cambio,
las relacionadas con la sefializacién de calcio fueron las mas significativas, si bien estos canales
también aparecieron entre las mas asociadas de GO, seguidas de la ruta de orientacién axonal.
Entre los resultados de KEGG, destacan también rutas relacionadas con el corazdn y adhesién o

uniones celulares.

Enriquecimiento de rutas metabdlicas a partir de los genes mas asociadas con falta de atencién

Partiendo de los resultados obtenidos en la asociacidn alélica, se detectaron un total de 61
rutas enriquecidas con un valor de p<9.9E-05 segin la base de datos GO, las cuales se
concentraron en los 14 grupos detallados en la Tabla 41 (el listado de las rutas concretas asi como
el valor de p obtenido se puede ver en la tabla suplementaria 38, columna F). Fueron 2 los grupos
de rutas predominantes: 1) las relacionadas con neuronas, tales como: transmision y regulacién
sindptica, despolarizaciéon de la membrana, desarrollo de dendritas y reconocimiento de
neuronas, y 2) las rutas relacionadas con canales idnicos, tanto los canales activados por ligando
como los activados por voltaje, especialmente los canales de calcio de este Gltimo grupo, asi como
las rutas relacionadas con los receptores de glutamato y el transporte idnico. El resto de grupos
mencionados en la tabla fueron rutas aisladas si bien obtuvieron valores de p significativos. Segun

la definicién de KEGG en cambio, las rutas predominantes fueron las relacionadas con el corazén
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y la ruta de sefializacién del calcio Tabla 42 (los detalles de estas rutas pueden consultarse en la

tabla suplementaria 39, columna F).

Tabla 41. Agrupaciones realizadas a partir de las rutas funcionales con p<9.99E-05 (tras la correccién de
Benjamini&Hochbaum por tests muiltiples) segin la definicion de GO para el estudio de falta de atencién. Se
muestran el nimero de rutas agrupadas en cada caso y el rango de valores de p de enriquecimiento de las rutas que
componen cada grupo.

Grupo N° de rutas Valor de p menor Valor de p mayor
Neuronas-dendritas 17 <En 3.97E-05
Canales 23 2.60E-11 7.74E-05
Proteinas G acopladas 3 1.58E-05 2.50E-05
Fosfatasa/kinasa (Sefializacién) 2 1.56E-09 1.56E-09
Cognicién 3 5.89E-06 4.12E-05
Mdsculo esquelético 3 8.82E-06 2.61E-05
RifNdN 2 1.58E-05 2.50E-05
Cerebro (telencéfalo) 1 3.93E-05 3.93E-05
Respuesta de alarma 1 2.21E-07 2.21E-07
Conducta locomotora 1 2.82E-07 2.82E-07
Adhesidén/estructura 1 5.14E-05 5.14E-05
Regulacion del transporte de aminas 1 7.78E-06 7.78E-06
Reconocimiento celular 1 8.37E-05 8.37E-05
Parte de la estructura encapsuladora ] 9.82E-05 9.82E-05

externa

Tabla 42. Rutas funcionales con p<9.99E-05 (tras la correccién de Benjamini&Hochbaum por tests mdiltiples) segin
KEGG para el estudio de falta de atencién. ARVC= Cardiomiopatia arritmogénica ventricular derecha;
HCM=Cardiomiopatia hipertrofica.

Ruta KEGG Descripciéon KEGG Valor de p
hsaos412 ARVC 1.01E-07
hsaos5410 HCM 1.94E-05
hsao5414 Cardiomiopatia dilatada 4.22E-05
hsao4020 Ruta de sefalizacion del calcio 9.24E-05

Enriquecimiento de rutas funcionales a partir de los genes mas asociados a muestras
comorbidas

En total se obtuvieron 64 rutas funcionales enriquecidas con un valor de p<9.9E-05 en
contraste con la base de datos GO y 7 rutas con KEGG (ver detalles de las rutas y sus valores de
significancia en las tablas suplementarias 38 y 39, columna G). Las agrupaciones creadas a partir

de las rutas de GO y las rutas de KEGG se encuentran detalladas en las Tabla 43 y Tabla 44.
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Tabla 43. Agrupaciones realizadas a partir de las rutas funcionales con p<9.99E-05 (tras la correccién de
Benjamini&Hochbaum por tests mdiltiples) segin GO para el estudio de comdrbidos. Se muestran el nimero de rutas
agrupadas en cada caso y el rango de valores de p de las significancias de enriquecimiento de las rutas que componen
cada grupo.

Grupo N° Rutas Valor de pmenor  Valor de p mayor
Proteinas G acopladas 4 1.33E-07 6.83E-05
Funcién neuronal 15 1.33E-07 7.64E-05
Canales y transporte 16 2.00E-07 6.70E-05
Cognicién 3 1.02E-06 1.13E-05
Sistema inmunoldgico 6 5.55E-06 6.55E-05
Adhesidn/estructura 4 6.49E-06 6.83E-05
Proliferacién celular 3 1.28E-05 3.02E-05
Cerebro (telencéfalo) 1 1.38E-05 1.38E-05
Reconocimiento celular 1 2.00E-05 2.00E-05
Fosfatas/kinasa (sefializacién) 3 3.02E-05 8.24E-05
Respuesta a los alcaloides 1 3.06E-05 3.06E-05
Respuesta a los compuestos que contienen purina 1 3.76E-05 3.76E-05
Ciclo del pelo 5 4.69E-05 6.83E-05
Colageno 1 5.43E-05 5.43E-05

Tabla 44. Rutas funcionales con p<9.99E-05 (tras la correccién de Benjamini&Hochbaum por tests mdiltiples) segtin
KEGG para el estudio de comdrbidos.

Ruta KEGG Descripcion KEGG Valor de p
hsao4514 Moléculas de adhesién (CAMs) 2.54E-08
hsao4940 Diabetes Mellitus Tipo | 3.81E-08
hsao5330 Rechazo a aloinjertos 1.09E-07
hsa05332 Rechazo a transplantes 5.51E-06
hsao4020 Ruta de sefalizacién del calcio 6.18E-06
hsao4510 Adhesion focal 1.95E-05
hsao4360 Orientacion axonal 1.95E-05

Aligual que en los estudios anteriores, las funcionalidades mds asociadas con las variantes
en comdrbidos fueron las pertenecientes a canales y transporte celular, con especial presencia de
los canales relacionados con calcio y aquellas rutas con funciones neuronales. Las rutas del
sistema inmunoldgico, diabetes o las relacionadas con aloinjertos también obtuvieron valores

significativos en este andlisis.
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Comparativa de las rutas funcionales entre estudios

En cuanto a las rutas funcionales predominantes en cada uno de los estudios, destaca la
concordancia de las rutas relacionadas con los canales de iones y en especial la de sefializacion de
calcio, ya que se identifican en los tres tipos de trastornos. También se asocian significativamente
las rutas relacionadas con el sistema nervioso y rutas relacionadas con la adhesion y estructura. Si
bien existen similitudes entre los tres estudios, también se observan rutas especificas para cada
uno de ellos. En las Tabla 45 y Tabla 46 se sefialan el nimero de rutas con valor de p<9.9E-05

encontradas para cada agrupacion (Grupo) en cada una de las comparativas realizadas.

Tabla 45. Nimero de rutas funcionales con p<9.9E-05 (tras la correccién de Benjamini&Hochbaum por tests
multiples) segun la base de datos GO, agrupadas segun la similitud de funciones (Grupo) para cada uno de los
estudios realizado. Los nlimeros con un asterisco representan las agrupaciones de rutas particulares para la
comparativa correspondiente.

Grupo Dislexia FA  Comérbidos

Canales y transporte 3 23 16

Funcién neuronal 4 17 15
Adhesidn/estructura 4 1 4

Proteinas G acopladas 1 3 4
Sefalizacién 1 2 3

Cerebro (telencéfalo) 1 1 1

Cognicién 0 3 3

Rifién 0 2 1

Proceso catabdlico de amino dcidos de la familia del aspartato 1% 0 0
Mdsculo esquelético 0 3* o}

Respuesta de alarma 0 1* o}

Conducta locomotora 0 1% 0
Regulacién del transporte de aminas 0 1* ¢}
Reconocimiento celular 0 1% 0

Parte de la extructura encapsuladora externa 0 1% (o]
Envoltura celular 0 1% 0
Sistema inmunoldgico 0 0 6*
Ciclo del pelo 0 0 5%
Proliferacion celular 0 0 3*
Reconocimiento celular 0 0 1*
Respuesta a los alcaloides 0 0 1*
Respuesta a los compuestos que contienen purina 0 0 1%
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Tabla 46. Nimero de rutas funcionales con p<9.9E-05 (tras la correccién de Benjamini&Hochbaum por tests
multiples) seguin la base de datos KEGG, agrupadas segtn la similitud de funciones (Grupo) para cada uno de los
estudios realizado. Los ndmeros con un asterisco representan las agrupaciones de rutas particulares para la
comparativa correspondiente.

Grupo Dislexia FA  Comodrbidos

Ruta de senalizacién de calcio 1 1 1
Adhesion 3 o] 2
Orientacién axonal 1 0 1
Corazon 3 3 0
Amoebiasis 1* o} o}
Mdsculo liso 1* o} o}
Secrecidn salival 1* o} o}
Transportadores ABC 1% 0 0
Injertos 0 0 2%
Diabetes Mellitus Tipo | 0 0 1*

Entre las rutas identificadas mediante GO, se encontraron varias particulares para cada uno
de los trastornos, de esta forma, las rutas relacionadas con el musculo esquelético, el rifidn, la
respuesta de alarma y la conducta locomotora podrian ser mas especificas de la falta de atencién,
mientras que las relacionadas con el sistema inmunoldgico, el ciclo del cabello y la proliferacién
celular estarfan mds vinculadas a la situacién comdrbida. Centrdndonos en las definiciones KEGG
en cambio, encontramos rutas como la amoebiasis, el musculo liso, la secrecién salivar y los
transportadores ABC relacionadas Unicamente a la dislexia, mientras que la diabetes y las rutas
relacionadas con injertos (estrechamente relacionadas con el sistema inmunoldgico) se

vincularian a la situacién comadrbida.

4.5.2  Enriquecimiento de rutas funcionales derivado de los genes mas asociados con
los rasgos cognitivos a partir de los datos de genotipado de genoma completo

Esta seccién de resultados se divide de la misma manera en la que se ha dividido la seccién
4.2, en dos apartados: por una parte los resultados del andlisis de enriquecimiento de rutas en
relacion con las variables de lectura (descritos en detalle Gnicamente para la poblacién de

dislexia) y por otra parte los de las variables atencionales (inicamente en la poblacién con FA).
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4.5.2.1 Rutas funcionales asociadas con las variables de lectura

Mediante los resultados obtenidos del analisis asintético de asociacion (Lineal) con las
variables cuantitativas, se determinéd qué genes y, en consecuencia, qué rutas funcionales
aparecian enriquecidas segun la significancia de los SNPs analizados. En la Tabla 47 se describen
las rutas que se muestran enriquecidas por mutaciones de la poblacién disléxica asociadas con
datos cuantitativos de tests de lectura (variables 1 a 5) de acuerdo con la base de datos GO. En
dicha tabla tan sdélo se muestran los resultados con valor de p<9.9E-07. Los valores de p obtenidos
para cada una de las variables en cada ruta funcional descrita se encuentran en la tabla
suplementaria 38, columnas H, I, J, Ky L.

Tabla 47. Rutas funcionales mas significativas (p<9.9E-07, tras la correccién de Benjamini&Hochbaum por tests

multiples) segun la base de datos GO de entre las identificadas tras el analisis QTL con las 5 variables de lectura.
Var.sig.=Variable de lectura a la que se encuentra asociada la ruta funcional.

Ruta metabdlica Var.sig.
Espina dendritica 1-2-3-4-5
Espina neuronal 1-2-3-4-5
Parte de la matriz extracelular 1-3-4-5
Actividad del transportador transmembrana del ién de calcio 2-3-5
Actividad de los canales catidnicos dependientes de voltaje 1-2-4
Actividad del transportador transmembrana de cationes inorgénicos divalentes 35
Membrana sindptica 3-5
Actividad del factor intercambiador del nucleétido guanina 3-5
Cabeza de la espina dentritica 2-3
Densidad postsindptica 2-3
Actividad de los canales dependientes de voltaje 2-4
Actividad de los canales idnicos dependientes de voltaje 2-4
Regulacion de la actividad del transportador 2-4
Complejo de canales idnicos 3

Unidn de la calmodulina
Regulacién del potencial de membrana
Regulacién de la actividad fosfolipasa C
Regulacién de la actividad del transportador transmembrana

Desarrollo del telencéfalo

RV B e

Desarrollo del cortex cerebral

Var 1= “Efecto de transposicion en aciertos”: Mide el procesamiento ortogréfico.

Var 2= “Tiempo de nombrado rdpido compuesto de dibujos y colores”. Mide la fluidez de lecturay
la velocidad de procesamiento.

Var 3= “Tiempo global en discriminacidn sildbica”: Mide la percepcién del habla.

Var 4=“Tiempo global en identificacién de fonema”: Mide la conciencia fonoldgica.

Var 5=“Eficiencia de palabras y pseudopalabras”: Mide la decodificacién grafema-fonema.
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Dos de las rutas funcionales identificadas, las correspondientes a la espina dendritica y
neuronal, se encontraron enriquecidas en los anadlisis con las 5 variables de lectura, obteniendo
un valor muy significativo (p< 2 E-11) para las variables 2 y 3. Curiosamente entre los resultados
para estas dos mismas variables también se encontrd enriquecida la ruta correspondiente a la
cabeza de la espina dendritica. Entre las restantes rutas destacan las relacionadas con canales
dependientes de voltaje y con los transportadores transmembrana. Un dato interesante es la

relacién unica de la variable 5 con el desarrollo del cerebro (cértex y telencéfalo).

Al bajar el umbral de significancia hasta <9.99E-05, el nimero de rutas enriquecidas
aumentd hasta 109 (24 de ellas relacionadas con la variable 1, 36 con la variable 2, 39 con la variable
3, 46 con la variable 4 y 51 con la variable 5). Considerando este nuevo umbral las rutas que
aparecieron significativamente enriquecidas para todas las variables de lectura, a parte de las
correspondientes a la espina dendritica, fueron las relacionadas con los canales dependientes de
voltaje. En cuanto a las rutas asociadas especificamente a una sola variable, se encontré el
desarrollo cerebral (cdrtex, telencéfalo, cerebellum, migracién de células cerebrales, capas de
materia blanca y gris, robencéfalo) y rutas especificas del cono de crecimiento neural y filopodios,
Unicamente relacionados con la variable 5. Las rutas encargadas del sistema inmunitario sélo se
encontraron asociadas a la variable 4, la regulacién de péptidos (secrecidn y transporte) asi como
el desarrollo del higado y una ruta especifica de coldgeno se relacionaron con la variable 3; la
regulacion de la movilidad de las células (migracion, locomocidn, extensién de axén y cono de
crecimiento) mostraron asociacién con la variable 2 y, finalmente, el transporte de
neurotransmisores y la transmision sindptica GABAérgica obtuvieron valores significativos en la

variable 1 (tabla suplementaria 38, columnas H, I, J, Ky L).

Al utilizar la definicién de las rutas KEGG en cambio, los resultados fueron diferentes. Enla
Tabla 48 se describen las rutas que obtuvieron un valor de p<9.9E-07 para alguna de las 5 variables
de lectura analizadas con los genotipos de la poblacién de dislexia y sus controles. Al bajar el
umbral de significancia hasta 9.9E-05 también se asociaron las rutas de potenciacién a largo plazo
(hsao4720), la de sefializacién de GnRH (hsao4912), la de interaccién entre receptor y matriz
extracelular (hsao4512) y la correspondiente a la enfermedad tiroidea autoinmune (hsa05320).
Los valores de p obtenidos para cada una de estas rutas en cada una de las variables se pueden

ver en la tabla suplementaria 39, columnas H, I, J, Ky L.
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Tabla 48. Rutas funcionales mds significativas (p<9.9E-07, tras la correccién de Benjamini&Hochbaum por tests
multiples) entre las 5 variables de lectura analizadas segtin KEGG. Var.sig.=variable de lectura a la cual se encuentra
asociada la ruta funcional.

Ruta KEGG Descripcién ruta Var.sig.
hsao4020 Ruta de sefalizacién del calcio 3-4-5
hsao5412 ARCV (corazén) 2-4
hsao4514 Moleculas de adhesién (CAMs) 1-4
hsao4360 Orientacién axonal 2
hsaos414 Cardiomiopatia dilatada 4
hsao4970 Secrecién salival 4

Var 1= “Efecto de transposicién en aciertos”: Mide el procesamiento ortogréfico.

Var 2= “Tiempo de nombrado rapido compuesto de dibujos y colores”: Mide la fluidez de lecturay
la velocidad de procesamiento.

Var 3= “Tiempo global en discriminacién sildbica”: Mide la percepcién del habla.

Var 4=“Tiempo global en identificacién de fonema”: Mide la conciencia fonoldgica.

Var 5=“Eficiencia de palabras y pseudopalabras”: Mide la decodificacién grafema-fonema.

Las rutas enriquecidas mediante la definicién de KEGG fueron similares a las encontradas
en el estudio de caso control de dislexia. Destaca el valor de significancia de 3.41E-11 de la ruta de

moléculas de adhesidn con la variable 1.

A parte de analizar el enriquecimiento de rutas relacionadas con las variables de lectura
para la poblacidn de dislexia, también se analizaron los datos con la poblacién FA y sus controles
asi como con la poblacién comérbiday los controles compartidos (tablas suplementarias 38 y 39,
columnas M-V). Ante la imposibilidad de describir con detalle todos los resultados encontrados,
se agruparon todas estas rutas segtn su funcién para observar qué variables se relacionaban con
estos nuevos conjuntos generados, tanto para las variables de lectura como para las variables
atencionales, estas Ultimas descritas en el siguiente apartado. Al final del mismo se encuentra una

comparativa de los grupos funcionales encontrados para cada una de las comparativas.

4.5.2.2  Rutas funcionales asociadas con las variables atencionales

Los resultados de asociacidn de genotipos frente a rasgos cuantitativos atencionales
realizados en la poblacién de FA, se utilizaron para identificar las rutas funcionales mds
enriquecidas en dicha correlacién. En la Tabla 49 se encuentran las rutas (segin GO) que
obtuvieron un valor de p<9.9E-07 para cada una de las 5 variables atencionales estudiadas. Los

valores de p obtenidos se encuentran en la tabla suplementaria 38, columnas W-AA).
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Tabla 49. Rutas funcionales mds significativas (p<9.9E-07, tras la correccién de Benjamini&Hochbaum por tests
multiples) entre las 5 variables atencionales analizadas segtn la descripcidn de GO. Var.Sig.=variable atencional con
la cual se encuentra asociada la ruta funcional.

Ruta Var.Sig
Espina dendritica 6-7-9-10
Espina neuronal 6-7-9-10
Membrana sinaptica 6-7-9
Membrana postsindptica 6-7
Conducta locomotora 6-7
Regulacion del desarrollo de la neurona de proyeccion 6
Actividad del trasportador transmembrana del ion calcio 6
Complejo proteico MHC de clase Il 6
Unién de moléculas de adhesién celular 6
Balsas lipidicas 6
Procesamiento antigénico y presentacién de antigenos de péptido o 6
polisacérido via MHC clase Il
Actividad del transportador transmembrana de cationes divalentes inorgénicos 6
Actividad del receptor transmembrana de proteina fosfatasa 7
Actividad del receptor transmembrana de proteina tirosina fosfatasa 7
Regulacién del potencial postsinaptico excitatorio de la membrana 9
Parte de la matriz extracelular 9
Organizacion de la matriz extracelular 9
Organizacidn de la estructura extracelular 9
Actividad de los canales dependientes de ligando 9
Actividad de los canales iénicos dependientes de ligando 9
Complejo de canales idnicos 10
Organizacion de la sinapsis 10
Complejo de canales catiénicos 10
Célula de adhesién homofilica 10

Var 6= “Efecto en aciertos de condiciones incongruente menos congruente (Stroop numérico)”

Var 7= “Efecto en tiempos de condiciones incongruente menos congruente (Stroop numérico)”

Var 8= “Efecto en aciertos de condiciones incongruente menos congruente (Stroop verbal)”

Var 9= “Efecto en tiempos de condiciones incongruente menos congruente (Stroop verbal)”

Las variables 6, 7, 8 y 9 miden el procesamiento automatico, la atencion selectiva y el efecto conflicto.
Var 10= “indice conflicto”. Mide la alerta, orientacién y efecto conflicto.

Entre las rutas mas significativas no hubo ninguna asociada a la variable 8. Las
correspondientes a la espina dendritica y neuronal volvieron a estar presentes en la asociacion de
las variables 6, 7, 9 y 10. Las variables 6 y 7 miden un mismo proceso cognitivo por lo que no
asombra que compartan rutas funcionales significativas. Aun asi cada una de estas variables

obtuvo rutas especificas significativas, destacando entre éstas las relacionadas con el sistema

161



Resultados

mayor de histocompatibilidad y la variable 6. Por otra parte, también merece la pena nombrar la

ruta relacionada con las balsas lipidicas en el andlisis de esta misma variable.

Tal y como se hizo con las variables de lectura, al bajar el umbral de significancia a 9.9E-05,
se obtuvieron un total de 87 rutas enriquecidas (29 de las cuales estan asociadas con la variable
6, 28 con la variable 7, 6 con la variable 8, 34 con la variable 9 y 45 con la variable 10). Las rutas
significativas coincidentes entre las cinco variables atencionales fueron las de la espina dendritica
y neuronal. Se observé mayor coincidencia de rutas entre las variables 6, 7 y 10 que con las
restantes variables (8 y 9). Las rutas relacionadas con canales idénicos aumentaron con el umbral
mas laxo, pero curiosamente ninguna de éstas se asocid a la variable 8, sin embargo se
encontraron rutas especificamente enriquecidas para esta variable: el desarrollo de dendritas y la
adhesidn entre células neuronales. Por otro lado, el transporte de cationes divalentes aparecié
sélo asociado a la variable 9. La variable 10 obtuvo el mayor nimero de rutas asociadas y entre las
exclusivas se encontraron varias relacionadas con el musculo esquelético, la Unica ruta
relacionada con axones y migracion neuronal, asi como las encargadas de la transmisién de
impulsos nerviosos. Dentro de las variables 6 y 7 no se observaron cambios de gran importancia

al utilizar el umbral de significancia de p<9.9E-05 en comparacién con el umbral de 9.9E-07.

Sélo 3 rutas resultaron con significancia menor a 9.9E-07 segin KEGG: la ruta de
sefializacién del calcio, la de moléculas de adhesién celular y la de orientacion axonal, y las 3
resultaron asociarse con la variable 6. Al considerar también las rutas con valores de p menores a
9.9E-05, fueron 9 las rutas enriquecidas (Tabla 50). Los valores de p obtenidos para las rutas
descritas en cada una de las variables se pueden observar en la tabla suplementaria 39, columnas

W-AA.
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Tabla 50. Rutas funcionales mas significativas (p<9.9 E -05, tras la correccién de Benjamini&Hochbaum por tests
multiples) entre las 5 variables atencionales analizadas segtin la descripcion KEGG. Var.Sig.=variable de lectura con la
cual se encuentra asociada la ruta funcional.

Ruta KEGG Descripcién ruta Var.Sig
hsao4020 Ruta de sefalizacidon del calcio 6
hsao4514  Moléculas de adhesién (CAMs)  6-7-8
hsao4360 Orientacién axonal 6
hsao4540 Uniones gap 6-8
hsa04971 Secrecién de acidos géstricos 6
hsa04971 Secrecion salival 6
hsaos310 Asma 6
hsaos5310 Diabetes mellitus tipo | 6
hsao2010 Transportadores ABC 9

Var 6= “Efecto en aciertos de condiciones incongruente menos congruente (Stroop numérico)”

Var 7= “Efecto en tiempos de condiciones incongruente menos congruente (Stroop numérico)”

Var 8= “Efecto en aciertos de condiciones incongruente menos congruente (Stroop verbal)”

Var 9= “Efecto en tiempos de condiciones incongruente menos congruente (Stroop verbal)”

Las variables 6, 7, 8 y 9 miden el procesamiento automatico, la atencidn selectiva y el efecto conflicto.
Var 10= “indice conflicto”. Mide la alerta, orientacién y efecto conflicto.

4.5.2.3 Comparativa de las rutas asociadas entre las variables

Para poder comparar las rutas funcionales mas asociadas (p<9.9E-05, tras la correccién de
Benjamini&Hochbaum por tests muiltiples) a las variables de lectura y a las variables atencionales,
asi como las relacionadas con dislexia, falta de atencién y al estado comdrbido, se agruparon el
total de rutas enriquecidas (258) en alguno de los andlisis previos en grupos definidos por la
similitud de su funcién. Una vez generados dichos grupos, se contd el nimero de rutas
enriquecidas en cada uno de los andlisis. Se han utilizado las 5 variables de lectura en conjunto y
las 5 variables atencionales en conjunto para contabilizar las rutas enriquecidas. En la Tabla 51 se
muestran los ndmeros de rutas resultantes de este andlisis. Las rutas que componen cada uno de
los grupos, asi como el valor de p obtenido por cada variable en cada una de las rutas (p<9.9E-05)

se describen en la tabla suplementaria 38.
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Tabla 51. Nimero de rutas funcionales enriquecidas para cada set de muestras analizadas en base a la estrategia de
QTLs o de casos/controles. E_D=Poblacién conjunta (casos+controles) del estudio GWAS de dislexia, E_FA=Poblacién
conjunta (casos+controles) del estudio GWAS de falta de atencidn, E_C=Poblacién conjunta (casos+controles) del
estudio GWAS de comdrbidos, Var.atencién=variables atencionales, D=dislexia, FA=falta de atencién, C=comdrbidos.

ESTUDIO DE QTLs Es:‘s‘.dci‘:,:; gla::s
GRUPO
Variables de lectura || Var.atenciéon
D FA C
ED EFA EC E_FA

Total 24 26 28 21 3 23 | 16

Transporte 13 1 10 7 2 7 8

Actividad canales Calcio ° > / 3 2 > 4

Potasio 2 2 3 5 o} (o]

Glutamato 0 6 3 1 0 3 0

Receptores 1 5 5 1 0 4 1
Neuronas/sinapsis 16 23 21 17 4 17 15
Adhesidén-estructura 9 1 10 10 4 1 4
Fosfatasa/kinasa 2 3 4 0 2 3

Sefalizacion

Otros 3 5 1 6 1 o} 0

Cyclic nucleotyde 5 15 4 1 0 o] 0
GTPasa 3 8 6 2 1 3 4
Migracién/locomocién 1 2 2 2 0 1 0
Cerebro 5 1 1 o] 1 1 1
Cognicién 0 1 3 o] 0 3 3
Estimulos 2 1 2 (o] o} (o] 0

Rifién 8 1 2 1 o} 2 1
Musculo esquelético 1 4 1 7 0 3 0
S.Inmunolégico 4 1 1 3 0 (o] 6
Proliferaciéon 3 0 1 0 (o] 3
Lipidos 10 o} 0 3 0 ¢} 0
Péptido 3 o 1 6 o} (o] o}
Pelo/muda 0 o] 0 o] 0 (o] 5
Respuesta Alarma o} 1 o} (o] o} 1 0

Los grupos predominantes que aparecen en todos los estudios son los relacionados con
canales y neuronas o sinapsis. Las funciones de los canales de calcio y potasio aparecen tanto en
las variables de lectura como en las variables atencionales, pero éstos ultimos no se observaron
en los estudios de caso/control individuales. En cuanto al glutamato, parecié relacionarse
principalmente al utilizar muestras con falta de atencidn. Las rutas encargadas de la sefializacion

molecular, asi como las GTPasas y nucledticos ciclicos, los cuales estan estrechamente
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relacionadas con los canales y la actividad sindptica, también se observaron en la mayoria de las

comparativas.

La adhesidén y estructura celular son asimismo otras de las principales funciones que se
asocian tanto a las variables de lectura como a las atencionales, asi como a los tres tipos de

estudios realizados.

Como dato de interés, se encontré que dentro de las rutas que afectaban al cerebro
Unicamente la ruta del desarrollo del telencéfalo coincidia entre estudios, el resto de rutas
cerebrales fueron especificamente relacionadas a las variables de lectura al analizarse en las
muestras del estudio de dislexia, lo mismo sucedié con la mayoria de las rutas relacionadas con
lipidos. Si bien rutas relacionadas con la migracién se asociaron a varios de los grupos analizados,
su significancia fue predominante en las variables de lectura con el grupo de muestras con dislexia

y lo mismo sucedi6 con las funciones renales.

Por otra parte, las rutas del musculo esquelético fueron predominantes con las variables
atencionales. Las rutas relacionadas con el cabello o la muda sdélo aparecieron enriquecidas en el
estudio de caso/control de comdrbidos. Destaca la ruta de respuesta de alarma en el estudio de
caso/control de falta de atencién, asi como en el de QTLs con las variables de lectura al utilizar

estas mismas muestras de FA, lo cual no se observa en cambio con las variables atencionales.

Al agrupar las rutas metabdlicas asociadas definidas segun la base de datos KEGG, se
observan algunas similitudes con respecto a las rutas definidas mediante GO. Las rutas
relacionadas con la adhesién y estructura celular, las del sistema nervioso, sefializacién y muisculo
también aparecen con frecuencia en los distintos andlisis realizados. Sin embargo a diferencia de
lo anteriormente descrito, aparecen rutas cardiovasculares, rutas relacionadas con diferentes

enfermedades asi como asociadas al sistema digestivo.
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Discusion

En la presente tesis se ha tratado de identificar variantes genéticas que pudieran estar
relacionadas con la lectura y con la atencién infantil, haciendo especial hincapié en la dislexia, la
falta de atencién y en la comorbidad entre ambos trastornos. Para ello se han llevado a cabo
estudios de asociacidn en base a dos grandes estrategias: genes candidatos y genoma completo.
Existen varios genes vinculados a estos trastornos en diversos estudios y, aun observando que los
resultados obtenidos no se replican entre las diferentes poblaciones, se ha querido comprobar si
en la poblacién espafiola se asociaban. Ademas, con el propdsito de identificar variantes nuevas
se harealizado un estudio de asociacidn de genoma completo. Asimismo, dada la heterogeneidad
sintomatoldgica dentro de los trastornos estudiados, hemos visto la oportunidad de analizar la
variabilidad de ciertos rasgos cognitivos en relacién al genotipo. De esta forma, ambas estrategias
a su vez, se han subdivido en dos metodologias de analisis: casos/controles y andlisis de QTLs
(Quantitative Trait Loci). Finalmente partiendo de los resultados obtenidos en el estudio de
genoma completo también se ha querido hipotetizar sobre posibles rutas funcionales
responsables de cada uno de los trastornos asi como para las funciones cognitivas analizadas.
Todos estos temas serdn discutidos a continuacién comenzando con algunas particularidades que

se han observado durante el procesamiento de las muestras.

5.1  LASALIVA COMO FUENTE DE DNA PARA ESTUDIOS DE GENOMA COMPLETO:
LA PRECISA PUESTA A PUNTO DE LA TECNICA PARA ESTE TIPO DE MUESTRA

Los estudios epidemioldgicos de grandes poblaciones requieren la obtencién de muestras
de DNA de miles de individuos para poder investigar las influencias genéticas asi como las
respuestas a los posibles tratamientos de la enfermedad. Una alta participacién es esencial para
tener un nimero de muestra representativo y poder aumentar asi el poder estadistico del estudio.
Para incrementar el porcentaje de conformidad de estos individuos es preferible que el método
de recogida sea no-invasivo, por ello muchos estudios utilizan células epiteliales bucales como
fuente de DNA3». Hasta el momento la sangre era la fuente de DNA preferida ya que
generalmente se obtienen grandes cantidades y altas calidades de DNA3°, sin embargo, presenta
una serie de limitaciones como una menor participacién de voluntarios debido a la invasividad de
su recogida, y restricciones de temperatura y tiempo en cuanto a su almacenamiento33'. En vista
a estas limitaciones cada vez son mas los estudios que utilizan la saliva como fuente de DNA

humano ya que tiene ventajas como no tener que acudir a un centro de salud para poder donar la
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muestra3* (puede enviarse via correo) y puede almacenarse a temperatura ambiente durante

afios antes de proceder a su extraccion33'.

Un obstdculo a la hora de utilizar el DNA proveniente de la saliva, a parte de la
heterogeneidad con respecto a la cantidad de células bucales de cada individuo, es la alta
variabilidad en cuanto al porcentaje de DNA de origen humano y no-humano que se obtiene de
este tipo de muestra. Estimar la cantidad de DNA genédmico humano en las muestras de saliva es
de vital importancia ya que podrian contener cantidades variables de DNA bacteriano o de otros
origenes (alimentos u origen flngico)33. Varios estudios realizados al respecto indican que la
proporcion de DNA humano en una muestra de saliva puede variar entre 11y el 100 %33° tal y como
se ha demostrado en este estudio, en el que la cantidad media de DNA humano encontrado fue
del 26 %. Esto puede considerarse un problema ya que, segin determina el estudio de M. Nishita
et al.3%', una proporcién menor a un 30 % de DNA humano en la muestra puede conllevar un bajo
rendimiento de los métodos de genotipado masivo. Hay estudios que revelan que el éxito de
genotipado mediante sondas TagMan™ es mayor al utilizar muestras de DNA provenientes de
sangre, y lo asocian a la cantidad de DNA humano presente en la muestra, no a la cantidad total
de DNA extraido33, aunque no todos opinan lo mismo y apoyan el uso de DNA proveniente de

saliva3333t,

En el presente proyecto, el grado de genotipado de SNPs (del inglés, Single Nucleotide
Polymorphisms) mediante arrays (en base al call rate de la muestra) fue exitoso en todas las
muestras estudiadas independientemente de la cantidad de DNA de partida utilizada, no obstante
para el andlisis de los CNVs (del inglés, Copy Number Variations) las condiciones requeridas fueron
algo mas exigentes. Por ello, es preciso remarcar la importancia de establecer exhaustivamente
las condiciones éptimas de genotipado dependiendo y teniendo muy en cuenta los analisis que
se quieran realizar posteriormente. En nuestro estudio de puesta a punto no se observé ninguna
relacion entre el porcentaje de genotipado de una muestra y la de DNA humano que esta
contenia, es mas, muestras con menores cantidades de DNA humano obtuvieron mejores tasas
de genotipado. Sin embargo, para el andlisis de los CNVs si parecian influir las proporciones bajas
de DNA humano. Asi, aunque la compafiia lllumina recomienda usar 200 ng de DNA de partida en

los chips para el genotipado, se creyd conveniente aumentar dicha cantidad a 400 ng dada la
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heterogeneidad de las muestras provenientes de saliva, ya que esto podria ser un factor que

afectara a los resultados de esta estrategia.

5.1.1 Observaciones sobre la reproducibilidad del genotipado en las diferentes
versiones de arrays Human OmniExpress utilizadas.

Otro factor de vital importancia en este tipo de tecnologias es que los resultados
obtenidos puedan ser reproducibles. En los tres tipos de arrays utilizados en este proyecto la
concordancia entre los genotipos obtenidos en cualquiera de ellos superé el 99 %, sin embargo, al
analizar mas en detalle algunos de sus marcadores, observamos que la codificacién para un mismo
SNP no era la misma entre las diferentes versiones del array Human OmniExpress, lo cual nos llevé
a conclusiones preliminares erréneas acerca de las frecuencias observadas para cada alelo.
Ademas la calidad de los datos para su posterior analisis de CNVs fue diferente para cada una de
las dos versiones del array utilizadas, poniendo en duda lo adecuado que pueda resultar mezclar
datos de diferentes arrays. Existen evidencias que indican que cuando los estudios de asociacién
tienen un ndmero de muestras bajo, la falta de poder estadistico conlleva a resultados
contradictorios. Una alternativa para aumentar este nimero de muestras y cerciorarse de previos
resultados inconsistentes es realizar un meta-andlisis334. Nuestros hallazgos de las diferencias
encontradas entre las distintas versiones de arrays de genotipado masivo pueden considerarse
un obstdculo a la hora de comparar resultados de diferentes estudios asi como a la hora de
proceder a fusionar resultados para este tipo de andlisis. Por ello es de vital importancia
asegurarse de que los datos comparados de diferentes investigaciones tengan exactamente la

misma codificacion alélica independientemente de la plataforma de genotipado utilizada.

También debe considerarse la reproducibilidad entre distintas técnicas de genotipado. Los
marcadores analizados mediante la tecnologia TagMan™ obtuvieron un buen valor de
concordancia en su mayoria, sin embargo las sondas para genotipar los CNVs no consiguieron
replicar ninguno de los resultados de duplicaciones o deleciones observadas. Por lo tanto los
resultados relativos a las diferencias en el nimero de copias entre los casos y los controles, si bien
resultan intrigantes en cuanto al interés funcional de los genes duplicados o delecionados, han
quedado sin confirmar y en consecuencia hemos considerado no discutirlos en la disertacion de

este trabajo.
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5..2  La importancia del estudio de la epistasia: hallazgos de asociaciones mas
significativas por interacciéon de SNPs

En los estudios de asociacién de genoma completo la mayoria de las variantes asociadas a
las enfermedades tienen un efecto pequefo, por lo que, aun sumando el efecto de todas ellas,
explican un bajo porcentaje de la variabilidad genética heredada. Ademas, al analizar cada locus
por separado se tiende a implicar genes individuales con las enfermedades sin tener en cuenta la
posible interaccién entre elementos funcionales de un sistema3'. Dos variantes genéticas que
individualmente tienen un efecto pequefio para un trastorno podrian ejercer un efecto mucho
mayor en combinacién si por ejemplo estdn involucradas en una misma ruta neural’, por lo que
los efectos de los diferentes loci no se suman independientemente sino interaccionando los unos
conlos otros. De esta manera, cualquier efecto que un gen singular ejerza sobre el fenotipo podria
estar moderado en magnitud y/o en direccién por otra variante genética33>. Por esta razén, una
buena forma de encontrar asociaciones “funcionales” es realizar un andlisis de interacciones
entre las variantes genotipadas. Analizar todos los SNPs de un genoma completo dos a dos
supone tener que superar grandes limitaciones computacionales (memoria y tiempo de
ejecucion), por ello algunas herramientas informaticas para este tipo de andlisis se centran en una
seleccion de marcadores candidatos o analizan solamente los SNPs que estdn cerca los unos de
los otros pudiendo perderse muchas interacciones reales3. En este proyecto se ha podido
comprobar que efectivamente, las asociaciones encontradas mediante interacciones epistaticas
fueron mas significativas que las individuales incluso para los mismos marcadores. Aun asi, la
comparativa del uso de diferentes programas informaticos para realizar dichos andlisis de

interaccién produjo resultados diferentes.

5.2 EL ESTUDIO DE GENES CANDIDATOS REVELA ASOCIACIONES DESIGUALES
DEPENDIENDO DEL GRUPO DE MUESTRAS CONSIDERADO, ASi COMO UNA
RELACION CON LOS RASGOS COGNITIVOS DE LA POBLACION GENERAL

5.2.1  El origen poblacional y el criterio diagnéstico: dos factores clave en los
estudios de asociacién genética

Un punto esencial que se debe tener en cuenta al tratar de replicar los resultados de los
estudios genéticos de asociacion es la etnia de las cohortes consideradas, ya que el fondo

genético y, consecuentemente, las frecuencias de los polimorfismos analizados son
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heterogéneos. Ademds, no hay que ignorar que de los estudios provenientes del proyecto
multipoblacional IMAGE han concluido que los participantes de Israel y Espafia muestran perfiles
genéticos diferentes al del resto de los europeos del norte*'. Valorando el andlisis de
componentes principales de los tres estudios realizados en la presente tesis doctoral (dislexia,
falta de atencién (FA) y comdrbidos), entre las 1730 muestras genotipadas con arrays de genoma
completo se observé que el fondo genético era similar para todas ellas, indicando una
homogeneidad en cuanto a la etnia de la poblacién caracterizada. También es importante
considerar que los polimorfismos causales de un trastorno en particular no tienen necesariamente
porqué ser los mismos en todas las poblaciones33, ya que las frecuencias alélicas de SNPs difieren
considerablemente entre las poblaciones humanas33%-338, |o cual enfatiza la importancia de la
consideracién de las etnias en el disefio e interpretacion de cualquier estudio de asociacién

genético.

Otro factor tan importante como el origen poblacional en estos abordajes es el criterio
diagndstico aplicado a las muestras de interés, el cual es particularmente dificil de establecer para
ciertos sindromes, como es el caso de los trastornos neuroldgicos. A pesar de esta dificultad y la
complejidad de la bisqueda de marcadores genéticos para rasgos complejos, se han propuesto
varios loci como biomarcadores potenciales de la dislexia® y la FA%. Sin embargo, los resultados
obtenidos en diferentes estudios son frecuentemente contradictorios y su reproducibilidad es
limitada. Los criterios utilizados para describir los grupos categdricos, si bien son cruciales, son
heterogéneos, y ésta podria ser una de las razones de las repetidas inconsistencias encontradas
por cada grupo de investigacidn. Este hecho se observa claramente en la asociacién significativa
del test recesivo del gen MAOA hallada en nuestro proyecto. A parte de apoyar la idea de su
posible funcidén en la FA, la sefial se acentda mads al utilizar un grupo de controles de FA mas
estricto, indicando la importancia del riguroso establecimiento de los fenotipos. Lo mismo
sucedid con el genotipo 04R05R y la presencia del alelo de o5R del gen DRD4 en los tests
referentes a FA. A la hora de definir a los pacientes caso, es incuestionable la necesidad de una
buena caracterizacién, es mds, varios articulos indican el impacto de los diferentes grados de
severidad del trastorno investigado en los resultados obtenidos. Sin embargo, poco se sabe de
las consecuencias de la definicién de criterios de inclusién del grupo control33. Aunque este
campo no se investiga frecuentemente, Smith34° ha observado que las frecuencias alélicas de la

poblacién control podrian ser las que determinan la variabilidad de las asociaciones entre casos y
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controles, es mas, la fuerza de la asociacidn podria estar mediada en parte por el método por el
cual se ha reclutado al grupo control3¥'. Por ello es de importancia critica la apropiada definicién
de este grupo en los estudios de asociacién, ya que la seleccién inapropiada de los controles
podria haber influido en la inconsistencia de los resultados encontrados hasta el momento338.
Generalmente en las investigaciones se consideran a las poblaciones control como un solo grupo,
sin embargo Fair et al.3** encuentran varios perfiles cognitivos existentes en los nifios con TDAH
(Trastorno por Déficit de Atencidn e Hiperactividad) asi como en el grupo de controles, y
proponen que diferenciar qué funciones cognitivas son las atipicas en cualquier nifio dependerd
del contexto que proporciona la poblacién control. Por lo que concluyen que para identificar
mecanismos asociados a trastornos mentales, es necesario comparar los individuos con controles
bien ajustados al mismo estilo cognitivo. Seglin nuestros resultados, la estricta caracterizacién

fenotipica de los controles tiene la misma importancia que la definicién del mismo trastorno.

.2, a inclusién/exclusion as muestras comorbidas altera rma
22 L lusidén/exclusiéon de las estras comorbidas alte de fo
trascendente los resultados de asociacién de algunos marcadores

En la mayoria de los proyectos que se centran en trastornos del desarrollo como la dislexia
y la falta de atencidn, estas afecciones se clasifican como grupos clinicos separados, por lo que se
consideran independientemente, aunque exista un porcentaje de ellos que comparta las dos
condiciones. Sin embargo, recientemente, los estudios con condiciones comdrbidas estdn
ganando mas relevancia®7.244343-346, Un dato importante en referencia a las muestras comérbidas
de esta tesis doctoral, es que registraron los valores mas extremos del discriminante utilizado

para el diagndstico.

En nuestro proyecto, replicamos los resultados del gen KIAA0319 en las muestras disléxicas
y relacionamos el gen FOXP2 con este trastorno. Los distintos valores de significancia obtenidos
para los SNPs de estos genes en cada una de las comparaciones apoya la idea de que son las
muestras comdrbidas las que empujan esas sefiales de asociacion. Esta observacién es
concordante con el hecho de que los individuos que sufren los dos trastornos son los que
presentan una manifestacién mas severa de los sintomas como se ha visto en investigaciones

anteriores?#5347 asi como en el presente estudio (Figura 10). Ademas, se sugiere que la condicidn
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comdrbida muestra un perfil mas extenso y severo en cuanto a la debilidad neuropsicoldgica y
tiene una mayor carga genética para los dos trastornos, la dislexia y la FA?49. Segiin muestran
Willcut et al.?#, la heredabilidad de déficits en lectura y ortografia fueron significativamente
mayores cuando los individuos aparte de poseer un trastorno de lectura también cumplian los
criterios de TDAH, lo cual apoya nuestros resultados que indican que las muestras comdrbidas son
las que presentan un valor menor en la funcién del discriminante. Diversos estudios genéticos
relacionados con la lectura coinciden en obtener una mayor asociacién cuando las muestras se

clasifican segun su severidad'65¢8,

DCDC2 y DYX1C1 son genes potencialmente asociados al desarrollo de la dislexia, pero
ninguno de ellos alcanzd un valor de asociacion significativo en el presente proyecto. Esta falta
de asociacién no sorprende, ya que por un lado, se ha contemplado que la relacién genética de
variantes de DCDC2 con el fenotipo disléxico difiere dependiendo de la clasificacién de subgrupos
realizada para este trastorno34®. En contra a nuestras consideraciones acerca de la homogeneidad
de las muestras a la hora de realizar analisis genéticos de asociacién, Scerri et al. mantienen la
importancia de no excluir a las muestras comdrbidas al hacer las agrupaciones. Segun su estudio
las asociaciones de los marcadores de DCDC2 con trastornos de lectura se refuerzan si se
mantienen las muestras comdrbidas de trastorno especifico del lenguaje (TEL) y de TDAH349,
posiblemente por la misma causa que en nuestra poblacién, puesto que las muestras comdrbidas
son las que presentan un fenotipo neurolégico mds extremo. Por otro lado, los resultados
significativos de DYX1C1 encontrados por Taipale et al.?® en una poblacién finlandesa no han sido
replicados en ninguln otro proyecto3®4°. En vista de que los resultados de asociacién del SNP de
DYX1C1 han sido obtenidos en direccion opuesta para la poblacién estudiada, muchos
investigadores creen que habra algun otro gen causante de dislexia en el locus DYX1 todavia sin
descubrir o que tal vez existan diferentes variables causales en DYX1C1 entre las diferentes
poblaciones. No obstante, ninguno de los marcadores genotipados en los arrays de genoma
completo situados en este gen mostré asociacidn con la poblacién disléxica. También podria
haber patrones de desequilibrio de ligamiento (LD) singulares en este gen para cada pobacién'°,

o puede que su efecto sélo se presente bajo circunstancias ambientales desfavorables3s°.
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5.2.3 El gen COMT como posible candidato para la susceptibilidad hacia los
problemas de lectura, asi como para el estudio de las diferencias cognitivas
entre géneros

En cuanto a los genes candidatos de TDAH, DBH, COMT y MAOA, su asociacién no se replicd
en nuestra poblacién de FA mediante el test alélico, aunque encontramos algunas asociaciones
en otros andlisis realizados (tabla suplementaria 4). Interesantemente, el gen COMT aparecid
asociado en los analisis genotipico y recesivo en las muestras disléxicas. COMT se ha relacionado
recientemente con tareas de habilidad hacia la lectura (conciencia fonoldgica y deletreo)’s' y
especificamente, con la comprensién lectora tal y como muestran Gringorenko et al.35?, ya que

observan diferentes frecuencias de haplotipos de COMT en los individuos con y sin dificultades.

La diferencia en la prevalencia de la dislexia entre chicos y chicas esta bien documentada
en numerosas investigaciones?*#9 y la neurotransmision dopaminérgica, la cual estd implicada en
una multitud de funciones cognitivas, podria estar modulada por el género353. Ademads, diversos
estudios de COMT en relacién al TDAH han descrito efectos especificos dependientes del genero
para este gen3+3%, La tendencia hallada en nuestros resultados hace pensar que el gen COMT
podria estar influyendo de forma diferente segiin el género en nuestro grupo disléxico (tablas
suplementarias 5y 6). También se observaron efectos mas acentuados de asociacion en los nifios
con el genotipo 04R05R y con la presencia del alelo o5R del gen DRD4 en comparacién con las
nifias. Seglin Knopik et al. (1998)3¢ la correlacién genética entre los dos géneros en base a la
capacidad de lectura (reading performance) es inferior a 1, lo que sugiere bien que existen alelos
de riesgo especificos de género o bien, al menos, efectos genéticos especificos para cada
género®. Esta razén podria contribuir al incremento de ratio 2:1 de la dislexia observada en los
chicos. Otras razones podrian ser la diferencia en la plasticidad del desarrollo entre los dos
géneros o que la vulnerabilidad a un dafio cerebral sea mayor en los chicos, o que exista una
diferencia de respuesta ante este dafio cerebral entre los dos sexos®'. Diversos autores muestran
también diferencias de género en el TDAH, sin embargo se sabe poco acerca de las causas de estas
diferencias. Investigaciones neurobioldgicas de afios anteriores sostienen que variantes en el gen
COMT podrian tener una mayor influencia en los chicos mientras que las de MAOA influirian mas
en las chicas, y asi lo demuestran Biederman et al.3¥’. La actividad de COMT aparentemente

también difiere entre géneros, siendo esta actividad mayor en el higado, eritrocitos y cértex
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prefrontal masculino3%2. Por tanto, COMT se convierte en un buen candidato para estudiar las

posibles diferencias en los procesos cognitivos entre los chicos y las chicas.

5.2.4  Las asociaciones de los alelos de los genes DRD4 y DAT1 de riesgo a padecer
TDAH reportadas en estudios anteriores no se replican en nuestro proyecto

Si bien el alelo asociado con FA del VNTR de DRD4 en nuestras muestras es el o5R, el cual
anteriormente ya se habia relacionado con este trastorno’?, el alelo de riesgo y el que
mayoritariamente aparece asociado a TDAH es el de o7R. Sin embargo, este alelo no se relaciond
en nuestra poblacidn de FA, aunque en base a los meta-analisis realizados en torno a este alelo,
sumagnitud de asociacién difiere substancialmente entre cohortes34358, Los subtipos de TDAH y
la metodologia del estudio son las heterogeneidades mas estudiadas. Segtin Sagvolden et al.®,
los sintomas de hiperactividad/impulsividad se relacionan con la hipofuncién de la ruta
dopaminérgica mesolimbica mientras que los procesos atencionales lo hacen con la ruta
mesocortical. El alelo de 07R se ha implicado en ambas rutas, por lo que se esperaria una mayor
asociacion de éste al tipo combinado de TDAH. Asi una proporcién elevada de pacientes inatentos
entre los casos se relacionaria con una menor asociacion de 07R, segun lo demuestra Smith34°. De
esta misma forma, el alelo 10R de DAT1 también se asocia mas fuertemente con el tipo combinado
de TDAH que con el de inatencién3%9. Ademds, esta demostrado que la secuencia repetitiva del
VNTR de 48pb de DRD4 muestra variacién considerable en su composicion de bases?, siendo mas
probable que esté constituida por una secuencia anormal cuanto mas larga sea su longitud™9. Si
estas diferencias en la secuencia afectan a la conducta, es posible que especificar simplemente la
longitud del VNTR no sea suficiente para capturar las caracteristicas fundamentales del gen DRD4
que pudieran estar asociadas con la manifestacién de los sintomas de TDAH™. Existen evidencias
que indican que haplotipos formados por el alelo de 10R de DAT1 estdn asociados a TDAH, como
describen Barr et al.3%°, quienes encuentran un sesgo en la transmisién del haplotipo formado por
el VNTR y dos variantes del intrén 9 de este gen, Galili-Weisstub et al.3®" al hallar mayor asociacién
de un haplotipo formado por el alelo de 10R y un SNP del exdn 15, o los resultados de Hawi et al.32,
quienes también sugirieron una asociacién haplotipica con el alelo de 10R y el exdn 9. Por ello es
posible que el alelo 10R esté en LD con una variante de riesgo u otros alelos de DAT1, o que la
susceptibilidad para el TDAH dependa de la interaccion entre este alelo y algun otro polimorfismo

funcional®®>334, Entre los SNPs pertenecientes al gen DAT1 genotipados en los arrays de genoma
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completo, pudimos observar que existe un marcador intrénico (rs460000) que alcanza el valor de
significancia (p<0.05) en la poblacién de FA y otros SNPs que se asocian a la poblacion disléxica y

comdrbida (ver tabla suplementaria 7).

Aun siendo DRD4 y DAT1 dos de los principales genes involucrados en la susceptibilidad
del TDAH, nuestros analisis mostraron asociacion de ambos con la poblacién disléxica. Sin
embargo, un estudio anterior en el cual también analizan la posible asociacién del alelo de 07R de
DRD4 con dislexia no mostré evidencias de significancia, aunque no descartan que otras variantes
de DRD4 pudieran estar afectando a la susceptibilidad de este trastorno3%. El genotipo 10R10R de
DAT1 en cambio se ha visto relacionado con la lectura, sugiriendo que este polimorfismo podria
influir en un mecanismo neural comun tanto para la adquisicién de la lectura como para los

sintomas de TDAH364,

5.2.5  SNPs ubicados en los genes candidatos revelan asociaciones de interés

La falta de asociacién de algunos de los marcadores no implica necesariamente que no
estén relacionados con el trastorno, ya que a veces al analizar el efecto de interaccién entre dos
SNPs se encuentran nuevas relaciones. Este hecho fue observado entre los SNPs candidatos
localizados en los genes KIAA0319 y DCDC2. La distancia gendmica entre DCDC2 y KIAA0319 es de
s6lo 130 kb, sin embargo, este intervalo es relativamente rico en recombinaciones. La ausencia de
LD entre ellos en la poblacién estudiada apunta hacia una asociacion independiente pero
cooperativa de estos dos genes para la dislexia. Es muy probable que cualquier asociacién
detectada en alguno de estos dos genes sea especifica del gen implicado y no el reflejo del efecto
del otro gen'. Ademds, nuestros resultados son consistentes con los obtenidos por Powers et
al.”?, quienes muestran que el haplotipo de riesgo del gen DCDC2 interacciona de forma sinérgica
con otro ubicado en el gen KIAA0319, mostrando unos resultados mas extremos al analizarse
estos haplotipos en conjunto que cada haplotipo por separado. La interaccién entre estos dos
genes ha sido descrita anteriormente por otros grupos?°793653%, DCDC2 también parece
interaccionar con DYX1C1 en nuestras muestras con FA cuando los dos genes se analizan
epistaticamente. Marcadores que previamente se habfan asociado a RD (del inglés, Reading
Disability) se han asociado también a TDAH. Tal y como muestran en Couto et al.¥, DCDC2 se

asocié a las dos formas de TDAH, a la hiperactividad y a la falta de atencién. DIX1C1 también se ha
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analizado en muestras con TDAH, donde varios SNPs situados en este gen asi como un haplotipo
formado por 6 marcadores se han asociado con los sintomas de falta de atencién del

trastorno366:367,

También hay que considerar que tal vez los marcadores elegidos para este estudio no
hayan sido los iddneos para capturar la asociacién, ya que otros SNPs de estos mismos genes han
obtenido valores con mayor significancia en nuestros GWAS. Entre los resultados mas destacados
observamos que la mayoria de los SNPs pertenecientes al gen DCDC2 que llegaron al umbral de
significancia lo hicieron al considerar la poblacién de falta de atencidn, lo que sugiere que podria
estar involucrado en este trastorno (tabla suplementaria 7). Tal y como ocurria con los
marcadores candidatos seleccionados, también se observd una interaccién entre marcadores de
los genes DCDC2 y KIAA0319, pero esta vez en la poblacién con falta de atencién. Hasta el momento
no se han encontrado evidencias de que KIAA0319 esté relacionado con los procesos atencionales.
En concordancia con lo descrito en la literatura, marcadores de los genes KIAA0319, FOXP2 y de
DCDC2 en interaccién con FOXP2 también se asociaron al grupo de muestras disléxicas como era

de esperar o al grupo comdrbido.

En ocasiones el andlisis basado en haplotipos ha revelado evidencias de asociacién
mayores a las encontradas con cualquier marcador en solitario. Bien sea porque el efecto esté
atribuido directamente al haplotipo o bien porque el haplotipo describa mas eficientemente la
causa de riesgo que cualquier SNP por si solo3%8. Ademas, los métodos basados en haplotipos
también podrian ser capaces de capturar el efecto de SNPs raros3%9, por lo que con esta estrategia
se podria mejorar la identificacién de nuevos genes causales. Curiosamente un haplotipo en el
gen COMT que contenia un marcador en alto LD con nuestro SNP candidato, el cual no obtuvo
significancia en ninguno de los tests realizados, se asoci6 a la poblacién comérbida. Haplotipos en
el gen DCDC2 volvieron a mostrar relacién en la poblacién con FA, ofreciendo soporte adicional
sobre su posible influencia en el trastorno. Cabe destacar que por lo general cada marcador y cada
haplotipo se asociaron a una situacién neuroldgica, indicandonos que es probable que cada uno
de los trastornos y la situacion comdrbida entre ambos dispongan de marcadores especificos que

influyan solamente en esa situacion.
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5.2.6 La importancia del diagnéstico certero y homogéneo de las muestras
consideradas en andlisis genéticos: la utilidad de endofenotipos como
alternativa

La falta de uniformidad observada entre los diferentes estudios puede deberse a la
heterogeneidad de los criterios de seleccién de muestras. Investigaciones realizadas con
diferentes subgrupos de una misma muestra®%6:68 apoyan la idea de que los analisis son sensibles
a pequenas diferencias en la composicion de ésta, especialmente cuando la muestra es de
tamafio pequefio®. Tal y como hemos observado en nuestros resultados, los comdrbidos, aun
siendo un subgrupo muy pequefio, pueden alterar el resultado de la asociacién dependiendo de
su inclusién o exclusién, y asimismo también lo hacen los controles escogidos. La determinacién
del fenotipo disléxico para los estudios genéticos no estd consensuado, por lo que cada
investigador utiliza criterios de clasificacién arbitrarios, algo que muchas veces es inevitable
debido a las diferencias inherentes de los idiomas. La seleccién de sujetos en base a la codificacién
fonolégica o en base a su habilidad para el deletreo podrian no ser comparables?, lo que supone
un problema para entender o mezclar datos de diferentes proyectos. Cabe preguntarse si la
dislexia se determina mediante un Unico rasgo o es un grupo de subtipos relacionados con
diferentes etiologias, los cuales estarfan bajo la influencia de diferentes genes?. Esto mismo podria
plantearse también para la falta de atencién. Podrian existir diferentes etiologias para los mismos
sintomas ya que el TDAH no describe simplemente un sindrome, sino estados bioldgicamente muy
heterogéneos y, por lo tanto, agrupar a los sujetos en un Unico grupo basandose en el fenotipo
clinico puede ser limitado a la hora de identificar factores genéticos causantes de dichos
fenotipos™+. Es mds, algunos genes podrian estar asociados solamente a ciertas habilidades
cognitivas en cuyo caso seria dificil detectar la asociacion utilizando grupos categdricos como
casosy controles, y esta es larazén por la cual centrar los esfuerzos en buscar relaciones genéticas
con rasgos neuroldgicos que fundamentan cada uno de los trastornos puede producir resultados
mds exitosos. Todo lo mencionado hace muy dificultosa la comparacién de las conclusiones
obtenidas hasta el momento. Ademads, en cada grupo de investigacién se analizan distintas
variantes genéticas. Esto también podria explicar por qué los resultados que relacionan los genes
candidatos de la dislexia o el TDAH con los rasgos cognitivos son muy inconsistentes entre los
diferentes estudios3”%%24" asi como con los obtenidos en este proyecto, los cuales no

correlacionan en su totalidad con los descritos en la literatura.
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Nuestro estudio muestra algunas relaciones sistematicas entre procesos cognitivos y
genes. En lo que concierne a la lectura, diferentes grupos de investigacion3>446825737° han
asociado los genes DCDC2, KIAA0319 y DYX1C1 con la lectura de palabras regulares, irregulares y
pseudopalabras, mientras otros no encuentran esos mismos resultados3”:>4'. En nuestra poblacién
se replicé la asociacion de KIAA0319 y DYX1C1 pero solamente en la tarea de lectura de palabras
reales, sin embargo el gen que perece tener una relacidn consistente con esta habilidad es MAOA,
aunque los resultados que conciernen a este gen hay que considerarlos con precaucién, ya que es
un gen situado en el cromosoma X y en esta parte del proyecto los chicos y las chicas se han
analizado en conjunto. Si bien las deficiencias en la ruta fonolégica son una posible explicacién
para los problemas de lectura, también lo son las deficiencias en la ruta Iéxica. La implicacién de
estas rutas estarfa relacionada con la lectura de palabras de alta frecuencia (ruta léxica) y de
pseudopalabras o de palabras de baja frecuencia (ruta fonoldgica)37'372. En investigaciones previas
se ha documentado el efecto de lexicalidad en los nifios escolares utilizando para ello la tarea de
decisidn léxica3”™373 y, en nuestro estudio, se han relacionado los polimorfismos de los genes
DYX1C1y DBH con este efecto, particularmente con las respuestas correctas. Diferentes alelos de

DAT1 también se vieron relacionados con esta funcidn.

Es preciso mencionar también que a partir de los resultados analizados con los SNPs de los
genes candidatos genotipados en los arrays, se observé una epistasia significativa entre dos
marcadores situados en el gen DAT1 en la poblacidn disléxica analizada. La implicacidn de este gen
con la lectura ya se habia visto anteriormente. Cornish et al.3% muestran una fuerte y directa
relacién entre DAT1y lalectura, y aunque Shaywitz374 propone que la alteracidn de los mecanismos
atencionales influye en las dificultades para la lectura, los resultados de Cornish et al.3%¢ eran
inexplicables como consecuencia de los sintomas de TDAH, por lo que se sugiere que el genotipo
10R10R del VNTR en DAT1 podria ser un posible candidato para explicar las disrupciones en la
adquisicién de la lectura y los sintomas de inatencion del TDAH. Esta podria ser una de las razones
de las inconsistencias halladas entre los estudios de asociacion de DAT1 con los fenotipos
neuropsicolégicos del TDAH, siendo posible que las asociaciones reflejen en realidad la influencia
incontrolada de la habilidad de lectura y la variacién en la frecuencia de los genes compartidos

entre ambos trastornos3%4.
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Otro rasgo cognitivo que esta directamente relacionado con el proceso de la lectura es la
fluidez. La asociacion del gen DCDC2 y la fluidez para la lectura se ha identificado
anteriormente349375) y una alteracién en DYX1C1 y varias localizadas en KIAA0319 también se han
asociado previamente con la tarea RAN (del inglés, Rapid Automatized Naming)*»37°376, En este
proyecto proponemos afadir a esta lista los marcadores rs4504469-KIAA0319 y rs6323-MAOA, ya
que se han asociado al nimero de respuestas correctas en el conjunto de tareas que consisten en

identificar dibujos y colores.

La decodificacién fonoldgica tiene una funcién central en el desarrollo normal y anormal
de la lectura y ha sido repetidamente relacionada con la habilidad para la lectura3?7-379. De hecho,
los déficits en la decodificacién fonémica, los cuales estdn estrechamente ligados a la conciencia
fonolégica, se consideran la principal causa de la mayoria de los casos de dificultades en la
lectura3®. Algunos genes candidatos de dislexia se han correlacionado con las tareas que miden
este proceso cognitivo, tal como DYX1C1 y FOXP2 con la memoria a corto plazo3*3%4 y con la
memoria fonoldgicat>*, o los genes DCDC2% y KIAA0319°5:68349:376 con la conciencia fonémica. En
nuestro estudio, ademds de replicar la asociacién de DCDC2 con una medida de la conciencia
fonoldgica (el tiempo de reaccidn global en la tarea de identificacién de fonemas en dibujos),
también hemos detectado una posible implicacién de los genes DBH con la misma tarea, MAOA

con la tarea de delecidén del fonema inicial y DRD4 con ambas tareas.

Larelacién de la percepcion del habla en las muestras disléxicas se propuso hace tiempo3®',
particularmente con el déficit en el procesamiento automdtico de la informacién medida por el
componente de MisMatch Negativity (MMN). Esta medida, al parecer depende de la memoria a
corto plazo y se ha visto reducida en los disléxicos®™. Se considera una medida objetiva para la
habilidad de la discriminacién del habla asi como un endofenotipo potencial para la dislexia3®.
Ademas, algunos investigadores han relacionado la MMN con variantes genéticas de SLC2A3%%4 o
variantes raras en alto LD en DCDC2 y una regién de KIAA03193%. En el presente estudio
encontramos correlaciones entre el gen candidato para la dislexia KIAA0319, asi como entre
MAOA, DBH y DRD4, todos candidatos para TDAH, con la tarea de discriminacién silabica. Aunque
estas tareas miden procesos diferentes (procesamiento del habla automatico vs atento), ambas

estdn relacionadas con el procesamiento del habla.
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Debilidades en los dominios ejecutivos como en la memoria verbal de trabajo,
planteamiento y respuesta inhibitoria, son los rasgos cognitivos mas consistentes que podrian
explicar parte de los sintomas del TDAH5384-387, En el presente trabajo no se ha replicado la
asociacién encontrada por Fosella el al.388, cuyo estudio mostré una relacion de MAOA con la
atencidn ejecutiva y de alerta. Sin embargo, la conexién encontrada entre rs4680-COMT y el indice
de conflicto (basado en el test ANT) en nuestros resultados, relaciona este gen con el dominio
ejecutivo. Varios estudios han asociado recientemente variantes de COMT con dominios
cognitivos como la memoria de trabajo3®® o la flexibilidad cognitiva3?°, ademas de haberse
asociado a las tareas de Stroop atencional?¥'. Estas tareas atencionales no suelen analizarse
generalmente con los genes candidatos de dislexia, por lo que un resultado intrigante obtenido
en nuestra cohorte es la relacién de los genes KIAA0319, DYX1C1 y FOXP2 con la tarea atencional
de Stroop, el cual forma parte de un campo hasta el momento bastante desconocido. No
obstante, nuestros resultados indican la posible vinculacidon de los genes presuntamente

relacionados con la lectura y los procesos atencionales.

Sin duda DRD4 y DAT1 son los dos genes clasicamente relacionados con el TDAH, y también
nosotros detectamos asociacién de diversos alelos de ambos genes con las tareas atencionales
medidas a través del test ANT o de la prueba Stroop. Los estudios donde analizan la correlacién
entre los diferentes alelos de estos genes con respecto a las medidas continuas en la poblacién
general no abundan. No obstante, existen evidencias de correlacién de los sintomas de
hiperactividad3* e inatencién3% con DAT1 y de ambos sintomas también con DRD439, aunque no
todos revelan evidencias significativas394. El alelo de 4 repeticiones de DRD4 muestra una peor
resolucion del conflicto ejecutivo3®y el de 7 repeticiones una peor memoria de trabajo espacial3%.
Los genes DAT1y COMT también se han relacionado con esta tltima medida cognitiva 3%, aunque
no todos los investigadores obtienen resultados positivos397:398, Sin duda, la tarea cognitiva mas
consistente ha sido el control inhibitorio. Tanto el alelo 07R de DRD4 como el 10R de DAT1 se han

asociado con medidas de inhibicién de respuesta398-4°,

Muchos investigadores'® se han centrado en la discrepancia entre la presencia o ausencia
del alelo de 07R-DRD4, considerado el alelo de riesgo para TDAH. Sorprendentemente, se ha
mostrado que los pacientes con el trastorno portadores del alelo de riesgo 07R hacen menos

errores de comision y omisién que los no portadores de este alelo en las pruebas de atencién
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sostenida*°»4°2) y responden mas rdpido en las tareas de respuesta inhibitoria“®3, aunque estos
resultados no siempre han sido consistentes#°4. Estos efectos resultan paraddjicos, ya que el alelo
de 07R deberia conferir riesgo hacia el TDAH, en parte mediante estos procesos cognitivos. Una
posible explicacion es que los portadores y los no portadores de este alelo tengan subtipos
diferentes del trastorno, cada uno caracterizado por diferentes déficits cognitivos™9. Sin
embargo, en las pruebas para medir la funcién ejecutiva, la orientacién y la alerta, los pacientes
de TDAH portadores de alelo 07R son mas lentos que los pacientes no portadores de este alelo™.
En cuanto al alelo de 4 repeticiones, los pacientes de TDAH homocigotos 04R04R hacen menos
errores de comisién y omisién que los portadores de una tnica copia de dicho alelo, lo que sugiere

que este locus tiene un efecto protector4°44°s,

Teniendo todo esto en mente, podemos asumir que aun habiendo encontrado asociacién
de FOXP2 y COMT con la dislexia en nuestro estudio de casos y controles, estos genes no se
relacionan con ninguna variable de lectura en la poblacién general, lo cual sugiere que podrian
ejercer su funcién en los fenotipos mas extremos de la habilidad para la lectura, aunque se
relacionan con las tareas atencionales. Sin embargo, KIAA0319, también asociado con dislexia,
parece actuar mediante las variables de discriminacidn silabica, RAN y lectura de palabras de alta
frecuencia, y también se relaciona con la tarea de Stroop numérico. Por otro lado, DBH y MAOA se
correlacionaron con tareas atencionales y de lectura en la poblacién general, pero no mostraron
ninguna relacién individual con los fenotipos definidos. Los alelos de riesgo de los VNTRs situados
en DRD4 y DAT1 no se asocian con la falta de atencién en nuestra cohorte, si bien varios genotipos
estan asociados con el grupo disléxico asi como con algunas de las tareas cognitivas relacionadas
con la lectura y la atencién. Estos datos refuerzan la importancia del estudio de medidas
cuantitativas aplicadas a la definicién de los fenotipos considerados, con el objetivo de descubrir
evidencias de causa-consecuencia entre genes y procesos cognitivos respectivamente, en vez de

centrarse solamente en los grupos categdricos extrapolados a partir de ellos.

5.2.7 Busqueda de otros posibles genes causales de estos trastornos neurolégicos

La implicacién genética en el desarrollo de la dislexia y la falta de atencién estd

universalmente aceptada. Los estudios con gemelos indican que ciertos genes estan implicados
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en estos trastornos, pero no revelan cuantos ni qué genes. En estos ultimos afios las
investigaciones exponen una serie de loci como implicados en la dislexia, predominantemente los
mencionados anteriormente, y la migracién neuronal como una de las causas principales®. Pero
existe un problema con esta ruta causal hipotética, ya que es de esperar que una migracion
neuronal anormal afecte también otros aspectos cognitivos del desarrollo y no sélo al rasgo
selectivo de lalectura'. De esta forma, se esperaria que estos genes pudieran causar un trastorno
del aprendizaje mas generalizado o incluso retraso mental y no Unicamente dislexia*. Ademas los
efectos de los genes candidatos en la migracién neuronal no se restringe solamente a dreas
corticales especificas relacionadas con la lectura®, por lo que en vez de buscar “genes para la
dislexia” estariamos buscando “genes del desarrollo neuroldgico”, que podrian determinar una
gran variedad de condiciones clinicas®¥’. Otra posible explicacién es que haya otros genes atin sin
identificar que interaccionen con los genes responsables de la migracién neuronal. En el caso del
TDAH, si bien se han encontrado genes que parecen estar fuertemente asociados a este
trastorno, los efectos genéticos de estos no superan el 5 % de la variabilidad fenotipica total del
mismo?'. Es muy probable que todavia falten por descubrir muchos genes de susceptibilidad,
siendo muy interesante el verificar si estos implican mecanismos moleculares similares a los

encontrados a partir de los candidatos, o nuevas rutas moleculares™.

Mediante los estudios de asociacién de genoma completo es posible descubrir parte de la
influencia genética no observada en las estrategias enfocadas en genes candidatos, asi como
describir posibles rutas afectadas de las que partir en busca de nuevas variantes genéticas

relacionadas con estos trastornos.

5.3 LOSESTUDIOS DE GWAS DESVELAN SNPS, GENES Y RUTAS FUNCIONALES DE
INTERES PARA LA DISLEXIA Y LA FALTA DE ATENCION

En el presente proyecto, ninguno de los marcadores llegé a pasar el umbral de significancia
de p<7.7E-08, establecido tras su correccion por el nimero de tests realizados en este GWAS, bajo
ningtin modelo genético en ninguno de los estudios de caso/control elaborados. Sin embargo, el
hecho de que entre los marcadores mas significativamente asociados a los diferentes trastornos

hubiera una proporcién mayor de la esperada de SNPs ubicados en regiones funcionalmente
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importantes como las regiones 3’UTR o 5"UTR (ver Figura 20) aportd confianza con los resultados

obtenidos.

No es necesario discutir la importancia de las mutaciones en las regiones exdnicas dado
que son las responsables mas directas de la codificacion errénea de proteinas. En referencia a las
regiones UTRs (del inglés UnTranslated Regions), localizadas en los extremos 5’y 3" de los genes,
son las responsables de la regulacién de la traduccién del mMRNA%°64°7, Sj bien la mayoria de los
trastornos genéticos humanos descritos hasta el momento estdn causados por mutaciones que
afectan a regiones codificantes de proteinas, durante los dltimos afios, la des-regulacién a nivel
traduccional (incremento o disminucién de la eficiencia de la generacion de proteina) se ha
definido como un mecanismo causante de ciertas enfermedades o de la progresion de las
mismas+®7. Es mas, dicha desregulacidn es tan importante como la regulacién transcripcional para
un funcionamiento celular adecuado*°®. Los ejemplos mejor estudiados de la des-regulacién de la
traduccién estan mediados por las regiones 5°UTR, e involucran mutaciones que alteran el control
de iniciacién de la misma+°®-4°8, Por otro lado, las regiones 3°UTR suelen afectar a la traduccién
indirectamente, es decir, mediante la determinacidn de la estabilidad del mRNA, aunque
variaciones que afectan a las sefiales de poliadenilacién, terminacién del coddén o en las
estructuras secundarias de la region 3'UTR, también podrian estar involucradas en la des-
regulacion del proceso+°748, E| listado de enfermedades genéticas causadas por mutaciones que
afectan la expresion de mRNA aumenta rdpidamente y, debido al gran ndmero de proteinas
involucradas en el proceso de traduccién, es probable que existan aln mas enfermedades
relacionadas+®®. Segun los datos obtenidos en este proyecto, los individuos con FA exhiben un
aumento de mutaciones de alta significancia en la regién UTR 3', y los disléxicos y comdrbidos en
las regiones UTR 5'. Estos resultados nos permiten hipotetizar que estos trastornos cognitivos

podrian formar parte del listado de afecciones citado anteriormente.

5.3.1  Mutaciones en el gen KANK1 candidatas a ser causales del desarrollo de dislexia

Al validar los marcadores que resultaron con mayor asociacion en nuestros estudios de
GWAS mediante la tecnologia TagMan™ y aumentando el niimero de muestras caracterizado, el
marcador rs10120392 situado en el gen KANK1 (kn motif- and ankyrin repeat domain-containing

protein 1), también conocido como ANKRD15, llegé a pasar el umbral de significancia establecido
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en nuestro GWAS de dislexia (una vez excluidas las muestras comdrbidas) bajo el modelo alélico
(p=4.17E-08). Este gen se localiza en la posicion 9p24 y es miembro de la familia de proteinas
KANK. Entre sus funciones destacan (i) la formacién del citoesqueleto por la regulacién negativa
de la polimerizacién de la actina, (ii) la regulacién de la polaridad celular durante la migracién
dirigida mediante la influencia en los procesos de la reorganizacién del citoesqueleto® y la
estabilizacion de los microtdbulos en las adhesiones focales*™, (jii) la inhibicion de la migracién
celular via las rutas de sefializacién de RHOA y RAC4'2413  asi como la formacidn de los lamelipodios
pero no la de los filopodios#344, (iv) la inhibiciéon de la produccién y el crecimiento de las
neuritas?3 (v) y también se ha visto que regula positivamente la apoptosis e inhibe el crecimiento
celular en los tumores malignos del sistema nervioso#'>. La region 9p24.3-9934.3, dentro de la cual
se ubica KANK1 esta enriquecida en deleciones cortas y patdgenicas*®, ademas esta zona se ha
relacionado con diversos carcinomas y otras enfermedades. A parte de su implicacién como
supresor tumoral del carcinoma renal*?, se han identificado mutaciones causales en este gen en
pacientes con una enfermedad del desarrollo del sistema nervioso denominada palsy spastic
quadriplegic type 24®. Asimismo, mutaciones cercanas a nuestro marcador asociado se han
relacionado con la glucosa en plasma#y el procesamiento y secrecién de la insulina#°. Diferentes
investigaciones también han asociado esta regién con el sindrome Afi (caracterizado por retraso
mental y autismo)#*, o con el trastorno obsesivo-compulsivo#?. En la region flanqueante de KANK1
destacan varios genes que son potencialmente responsables de fenotipos conductuales,
incluyéndose FOXD4 (de la misma familia que FOXP2)'°® y DOCK843. Por eso, es razonable
especular que KANK1 puede estar involucrado en enfermedades conductuales o relacionadas con
el sistema nervioso*3. Mutaciones en este gen se convierten de esta forma en buenas candidatas
para la susceptibilidad de padecer dislexia. Asimismo, la mayor significancia encontrada en el
grupo de disléxicos puros en comparacién con el grupo que también contenia muestras
comorbidas podria indicar su especificidad hacia la dislexia (p=4.17E-08 dislexia pura 'y p=2.62E-06
junto con los comdrbidos). Su interaccion con el marcador rs7047127 (p=5.39E-12,Tabla 23)
ubicado en el gen CYP4F8 podria implicar a los acidos grasos con este trastorno neuroldgico.
CYP4F8 cataliza numerosas reacciones del metabolismo de farmacos y de la sintesis del colesterol,
esteroides y otros lipidos, y también metaboliza &cidos grasos omega-3 (el &cido
decosahexaenoico (DHA) y el dcido eicosapentaenoico). Ademds, otros genes con relacion
lipidica también ocupan los primeros puestos de asociacién de nuestro estudio disléxico como

son: OSBPL6, LDLRAD4 y PLCZ1 (Tabla 22 y Tabla 23). La implicacién del metabolismo de los acidos

187



Discusion

grasos y de los fosfolipidos de la membrana celular en los trastornos neurolégicos del desarrollo
como la dislexia, el TDAH o el autismo ha sido estudiada anteriormente#*4, incluso se propone que
surelacién con los lipidos podria explicar el grado de comorbidad entre las diferentes condiciones.
La deficiencia de acidos grasos también se ha relacionado con una capacidad menor en la
lectura4? y esta deficiencia estd correlacionada con la severidad de los sintomas de la dislexia,
particularmente en los dominios visual, auditivo y lingtiistico, y asimismo también se relaciona con

problemas motores+®.

Entre los genes mas significativos de esta tesis también se han encontrado algunos afines
al metabolismo lipidico en el estudio de FA (MOGAT1, DGKB y PLD5 Tabla 24 y Tabla 25) y en el de
comorbidos (SCARB1, PTPLAD2, PLCB1y LPPR5 Tabla 26 y Tabla 27), asi como rutas implicadas en el
metabolismo lipidico enriquecidas en los tres GWAS (ver apartado 4.3). Estudios centrados en
determinar el perfil lipidico en pacientes con TDAH han mostrado que ocurren cambios
significativos en la proporcién de ciertos lipidos en dichos pacientes en comparacién con los
controles#?7, y que algunos sintomas reportados para TDAH son similares a los observados en las
personas con deficiencia de acidos grasos esenciales®. Por ello abundan las investigaciones
sobre la ingesta de ciertos acidos grasos en la dieta para prevenir el TDAH, ya que ademéds de la
farmacoterapia como tratamiento, los suplementos nutricionales también podrian tener un gran

impacto en la sintomatologia de este trastorno+7:429,

5.3.2 Los elementos involucrados en la transmision sindptica: la causa mas
observada de trastornos cognitivos

Cumpliendo con nuestras expectativas, muchas de las rutas enriquecidas a partir de los
SNPs mds asociados en el presente proyecto pertenecen a la regulacién sindptica y a la estructura
neuronal y han aparecido en todas nuestras comparativas, tanto en dislexia, falta de atenciény
comdrbidos como en los resultados derivados de QTLs con variables de lectura y de atencién (ver
apartado 4.5). La transmisién sindptica es un factor esencial para la transferencia de la
informacién por lo que cualquier mal funcionamiento en algin elemento clave asi como en la
regulacion de este proceso (canales de calcio, sodio potasio, estructura de la neurona, etc.) podria
estar involucrado en el desarrollo de trastornos cognitivos. En los tres estudios caso/control

llevados a cabo, se ha detectado cierta asociaciéon de un nimero elevado de marcadores ubicados
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en genes relacionados con esta funcidn, por lo que discutir la posible implicacién de cada uno de

ellos resulta complicado. Por ello, tan sélo vamos a resaltar estos hallazgos:

-El marcador rs3764714, del gen SNPH, asociado en nuestro estudio de dislexia (p_alel=7.26 E-05,
Tabla 22) se encuentra muy cerca del marcador rs3764715 (SNPH) asociado débilmente en este
caso al TDAH (p=0.043) por el equipo de Sdnchez—Mora#®°. El gen SNPH codifica una proteina que
estd asociada alamembranay es responsable de inhibir la formacién del complejo SNARE (Soluble
N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein REceptor) mediante la unién a syntaxin-1 (o
mediante absorcién de la syntaxin-1 libre). El complejo SNARE estd formado por syntaxin-1,

synaptobrevin/VAMP y SNAP25 y es necesario para el empaquetamiento y la fusién de vesiculas.

-Cuatro de los SNPs mas significativos en nuestro GWAS de dislexia (rs4944452 (DLG2) en
interaccién con rs2255532 (COL7A1), p=1.33E-12, Tabla 23; rs7682286 (SORCS2), p_alel=3.74E-05;
rs13132581 (SORCS2), p_geno=3.68E-05 y rs7682286 (SORCS2), p rec= 2.38E-05 (ver tablas
suplementaria 8,9 y 11)) estan ubicados en genes (DLG2 y SORCS2) relacionados con la interaccién
de los sitios postsinapticos. Ademds, SORCS2 se expresa fuertemente en el sistema nervioso
central (http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed). Algunos marcadores situados en estos dos genes
se han asociado previamente a medidas atencionales en pacientes espafioles (rs17147674 (DLG2)

y rs4689642(SORCS2), p=5,21E-06 y p=3.65E-07, respectivamente)3°.

-El gen NRXN1 codifica una proteina que se une a las neuroliginas formando el complejo
neurexin/neuroligin en las sinapsis del sistema nervioso central, el cual es esencial para una
neurotransmisién eficiente y la formacion de los contactos sindpticos. Si bien Neale et al.?% no
obtuvieron resultados significativos para este gen en su estudio de TDAH, uno de los SNPs
(rs17495366) resultd entre los 100 mas significativos, lo que aporta confianza a la asociacion
encontrada en nuestras muestras de falta de atencion (rs12617277, p_dom=6.83E-05), tabla

suplementaria 17).

-Un marcador del gen CNTNAP2, otro de los genes de neurexina, ha resultado entre los mas
significativos de nuestro estudio comdrbido (rs2373284 (CNTNAP2) en interaccién con rs986613
(PTPRG) p=2.91E-07, Tabla 27). Este gen se ha asociado previamente a varias condiciones

neuroldgicas del desarrollo como SLI (Speach Language Disorder)'*’, autismo*' y dislexia™®.
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5.3.3 La adhesion celular y la estructura estrechamente relacionados con la
migracién neuronal

Otras rutas predominantes en las asociaciones obtenidas en nuestro proyecto han sido las
relacionadas con la estructura y la adhesion celular, tales como la regulacién y organizacién de las
uniones celulares o rutas relacionadas con la matriz extracelular. No es de extrafiar que estas rutas
también predominen como influyentes de estos trastornos cognitivos, ya que la migracién
neuronal se alcanza mediante el reordenamiento de los componentes del citoesqueleto en
respuesta a sefiales o pistas extracelulares?®43. Para ello se requiere un patrén de interacciones
coordinadas entre la matriz extracelular, las sefiales secretadas como guias, las moléculas de
adhesidn celular, las quinasas de tirosina situadas en la superficie celular y los receptores de
sefializacidn de integrinas?*. Muchos de los SNPs mds asociados en las tres comparativas
planteadas, es decir, en los GWAS de dislexia, falta de atencién y comorbidad, se localizan en
genes encargados de la adhesién y sefializacién molecular. En ese gran listado de genes, aparte
del ya mencionado KANK1, el tnico que superé el umbral de significancia establecido para los
GWAS en la fase de validacidn, aparecen otros que ya se habian relacionado en anteriores estudios
con alguno de estos trastornos o variables cognitivas afines. El rs2409411 del gen TIAM1 se asocid
(p=0.004) a variables de lectura en un estudio con muestras de U.K.2%°. Sin embargo, este
resultado no se replicé posteriormente en muestras australianas®®'. Si bien no es la misma
variante, en nuestro estudio de comdrbidos el rs475142, situado en este mismo gen, también
alcanza los primeros puestos de significancia (p_alel= 9.09E-05, ver tabla suplementaria 22). El
gen PTPRG, también estd representado entre los marcadores de mayor asociacion en el meta-
andlisis genético del TDAH realizado por Neale et al.3', y en nuestro estudio se refuerza la
importancia de este gen con la falta de atencién (rs17066305, p_alel=1.46E-05, Tabla 24) y su
comorbidad con la dislexia (rs986613 (PTPRG) en interaccidn con rs2373284 (CNTNAP2) p=2.91E-
07, Tabla 27).

Otros genes que representan bien la funcién estructural son las cadherinas puesto que son
las principales moléculas de adhesion celular. La cadherina 13 (CDH13), cuyas variantes se han
analizado en diversos estudios en relacién al TDAH, ha obtenido resultados significativos?' y no

significativos?92433, Sin embargo, en nuestro GWAS de dislexia obtuvimos un valor de asociacién
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de 9.47E-12 (Tabla 23) en la interaccién del SNP rs4290460 de CDH13 y el rs7116459 de DENND5A.
Este gen ya se habia relacionado anteriormente con la lectura®5?%¢, En cuanto a la falta de
atencién, fue la cadherina 4 (CDH4) la Unica que se ha asociado a este trastorno, esta vez también
en interaccidn con el gen GRIA1, el cual codifica un receptor de glutamato y, en consecuencia, es
importante en la neurotransmisién del sistema nervioso central (rs2910260 (GRIA1) y rs1892318
(CDH4), p=4.92E-10, Tabla 25). En las muestras comdrbidas también se identifican SNPs situados
en este tipo de moléculas de adhesidn, particularmente en los genes CDH11 y CDH12, con valores
de asociacion interesantes (rs1520233 (CDH11) en interaccién con rs3767498 (CACNA1S), p=9.41E-
07, Tabla 27; rs6884278 (CHD12), p_alel= 7.45E-05, tabla suplementaria 22).

5.3.4 Ciertas disfunciones en el sistema inmunitario podrian estar implicadas en el
desarrollo de trastornos neurolégicos

Cabe destacar los resultados mds intrigantes en cuanto a las rutas con funcién inmunitaria
enriquecidas de variantes en estos trastornos neuroldgicos que son las rutas relacionadas con el
complejo proteico MHC, sefializacién mediada por el interferén gamma o presentacién de
antigenos entre otras. La actividad inmunitaria en el Sistema Nervioso Central (SNC) esta
restringida principalmente por la barrera hematoencefélica®34, la cual se sitla entre los vasos
sanguineos y el SNC e impide la entrada de sustancias tdxicas. Durante tiempo se creyd que la
deteccion de células inmunitarias en el SNC era caracteristico en los pacientes con
neuropatologias en los que se hipotetizaba que la barrera hematoencefdlica estaria afectada,
permitiendo la infiltracién de dichas células#*. Hoy en dia en cambio, se acepta la existencia de
una colaboracién entre el sistema nervioso y el sistema inmunitario, y que dicha interaccién es
esencial para el funcionamiento normal del cuerpo#3®. Es mas, el sistema inmunitario puede ser
beneficioso o incluso protector ante una patologia del SNC#7. No se puede ignorar que un mal
funcionamiento inmunitario pueda contribuir potencialmente o incluso sea el factor causal en
la etiologia de las enfermedades del desarrollo neurolégico, cognitivas o psiquiatricas®?. Esta
interaccién inmunitaria podria producirse en la zona de las meninges (membranas que cubren el
cerebro) ya que estan pobladas densamente por células mieloides (macrdfagos, linfocitos T, etc.).
Ademds, Louveau et al.#3® han descubierto recientemente que hay vesiculas linfaticas capaces de
transportar fluidos y células inmunitarias en las meninges de cerebros de ratones, sugiriendo que
un mal funcionamiento de estas vesiculas podria ser causa de diversos trastornos neuroldgicos,

lo cual podria hacer que se replanteara la presuncién basica de la neuroinmunologia. Este mismo
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grupo de investigacién** ya habia definido anteriormente las dreas meningeales como lugares
importantes para la respuesta inmunitaria que ocurre durante el aprendizaje, y que los linfocitos
T ayudan en este proceso. Diversos estudios realizados en ratones muestran que la ejecucién de
tareas cognitivas produce una acumulacién de linfocitos T, productores de IL-4 en las meninges*#,
y su deficiencia estd acompafiada frecuentemente por defectos cognitivos#3944° afectando al
aprendizaje y a la memoria®3>%7. Ademas las células inmunitarias también podrian influir en la
respuesta ante el estrés psicolégico*4' o la neurogénesis##. Estos efectos adversos suelen mejorar
o revertir mediante la reposicién de los linfocitos T437442. En cuanto a su mecanismo de accidn, se
propone que ante una situacién de estrés se liberan mediadores moleculares que dirigen la
respuesta inmunitaria. Algunos de estos mediadores podrian ser neuropeptidos o
neurotransmisores (acetilcolina, adrenalina, noradrenalina o dopamina)#3, la dopamina
particularmente, tiene funcién inmunomodulatoria y los linfocitos pueden producirla por si

mismos*3>,

Los argumentos que vinculan la dislexia con el sistema inmunoldgico vienen de afios atras,
cuando en 1991 el grupo de Smith4# implicé polimorfismos proteicos del cromosoma 6 en las
proximidades del complejo MHC con la dislexia. Sin embargo posteriormente, empleando las
mismas muestras, no se pudieron conectar las enfermedades inmunoldgicas con la dislexia44.
Entre los SNPs de mayor asociacién de nuestro estudio, hemos identificado algunos ubicados en
genes con funcién inmunoldgica como IRF2 (rs11723606 y rs11726275 bajo diferentes modelos
genéticos, como haplotipo y en ventana corrediza, Tabla 22 y tablas suplementarias 8-13) y TESPA1
(rs2252795 bajo diferentes modelos genéticos y en un haplotipos de 5 marcadores, ver tablas
suplementarias 8-10 y 12), ambos asociados a dislexia, o NOD2 (p_haplo=5.54E-05 incluyendo los
marcadores rs4785224, rs5743266, rs2111234, rs13380741, rs11647841, rs2066843 y rs1861757 Tabla
26, y tabla suplementaria 26) y IKBKB (rs4386173 (IKBKB) en interaccidn con rs2277414 (FOXJ2),
p=5.68E-07, Tabla 27) relacionado con la situacién comdrbida. En este ultimo grupo también
observamos enriquecimiento de las rutas de “rechazo a aloinjertos (hsao5330)” y “rechazo a
trasplantes (hsa05332)”, coincidiendo con lo descrito por Alemany et al.3%, quienes buscaron
marcadores a lo largo de todo el genoma que estubieran asociados a sintomas de falta de
atencion en adultos espafioles con TDAH y analizaron si esas correlaciones estaban enriquecidas

en ciertas rutas bioldgicas.
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5.3.5 La deficiencia de zinc podria tener relacién con el desarrollo neurolégico
defectuoso y los trastornos cognitivos

Otro dato que nos llamd la atencién de nuestros resultados fue la cantidad de genes
relacionados con la unién, transporte y respuesta a la presencia de moléculas de zinc (ver Tabla
22, Tabla 24 y Tabla 26). Diversas investigaciones han relacionado el zinc o genes relacionados con
este elemento y la dislexia. Por ejemplo, se ha mostrado que la concentracion de zinc medida en
sudor era significativamente menor en los disléxicos#4. En estudios de asociacion, se han
propuesto los genes codificantes de “zinc finger proteins” (factores de transcripcion de DNA)
ZNF280D, ZNF385D y ZNF804A como candidatos para la dislexia o trastornos del lenguaje287:447,448,
Nuestros andlisis han relacionado el gen ZNF385D con la dislexia (rs11710743 (ZNF385D) en
interaccién con rs13110423 (LDB2), p=6.59E-12, y con rs283029 (LDB2), p=8.76E-12, Tabla 23).Este
gen ya se habia relacionado previamente con la lectura y con ciertas medidas de vocabulario?®.
En este mismo estudio, ZNF385D se asocié con la condicién de comorbidad de RD y LI (Language
Impairment) indicando la posibilidad de una implicacién en los procesos comunes entre estos dos
trastornos y, recientemente, se ha replicado su relacién con la lectura de palabras y la velocidad
de procesamiento en la poblacién general holandesa?®. Ademas también se ha observado una
asociacion de ZNF385D con el volumen global del cerebro lo cual afectaria a la conectividad y
funcionalidad de las regiones cerebrales importantes para la eficiencia fluida del lenguaje verbal
y escrito?®’. Asimismo, ZNF385D se ha implicado previamente con la esquizofrenia o con el
TDAH?2°449, Por otro lado, aunque no encontramos ninguna asociacién significativa de SNPs
ubicado en ZNF804A, Beccker et al.44® asocian este gen con una mejor habilidad cognitiva en base
a medidas que constituyen el patrén caracteristico de la dislexia (lectura de palabras y pseudo-
palabras, deletreo de palabras, delecién de fonemas y nombrado rapido de letras y nimeros).
Teniendo en consideracién sus resultados, concluyen que ZNF804A podria influir en rasgos
cognitivos de importancia para la lectura y el deletreo*#. En el estudio con muestras de U.K.
realizado por Meaburn et al.?® y en la replicacion de sus mejores resultados en una segunda
muestra Australiana?®' se asociaron marcadores ubicados en el gen DPF3, el cual también codifica
una “zinc finger protein”, con rasgos de lectura. En nuestro proyecto, si bien el SNP no fue el
mismo, también obtuvimos asociacion de rs8007249 con las muestras comdrbidas (valor de
p_geno= 2.08E-05, Tabla 26, y tabla suplementaria 23), afadiendo validez a la posible implicacidn

del gen en este rasgo cognitivo. Marcadores situados en otro de los genes relacionado con el zinc,
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ZNF385B, también aparecieron entre los mds asociados con nuestra cohorte de dislexia
(rs6718486 (ZNF385B) en interaccion con rs742922 (ANGPT4), p=1.08E-14, Tabla 23) asi como con

comorbidos (rs9541973, p_alel=8.01E-05, Tabla 26 y tabla suplementaria 22).

Aproximaciones con modelos animales han mostrado que el zinc estd involucrado en el
control del desarrollo de la neurogénesis y su deficiencia tiene implicaciones en el desarrollo
cerebral, la cognicidn, asi como en la propia neurogénesis, ya que este proceso se ve reducido
mediante la limitacién del nimero de precursores neuronales de proliferacién4°. Por ejemplo, se
ha demostrado que el zinc es significativamente deficiente en los nifios con TDAH*%', aunque en
nuestro proyecto no hemos encontrado ningtn gen relacionado con él en falta de atencién. Los
déficits de aprendizaje causados por una baja concentracién de zinc en el organismo se pueden
corregir mediante un suplemento de este elemento en la dieta*5*. Es mas, un suplemento de zinc
en la dieta, acompafiado del tratamiento general, mejora significativamente los sintomas de
inatencion433. Por ello, en los ultimos afios se estd investigando la posible implicacidn de la dieta
en la etiologia del TDAH, y los resultados han mostrado que una dieta sana, asi como la ingesta de

vitaminas y minerales influyen en su desarrollo.

5.3.6  ¢(Podria ser la dislexia una ciliopatia?

Un gran avance que plantea una nueva posible etiologia para los trastornos neurolégicos
es la caracterizacidn de la funcién de los cilios. Los defectos en los cilios se asocian con un amplio
rango de enfermedades humanas denominadas ciliopatias, las cuales comparten sintomas
comunes incluyéndose entre ellos algunos defectos neurocognitivos, sin embargo la relacidn
entre ambos es poco conocidas54. Segun nuestros hallazgos con la poblacién de dislexia, la
implicacion de los genes relacionados con los cilios queda descartada para este trastorno en su
estado puro. Sin embargo, teniendo en cuenta la comorbidad con la falta de atencién, hemos
identificado ciertos marcadores ubicados en genes con funcién ciliar, tales como BBs9
(rs17170286,p_alel=8.06E-05, Tabla 26 y tabla suplementaria 22), DNAH11 (p=1.34E-05 para un
haplotipo formado por los marcadores rs6979397 y rs2072221, Tabla 26 y la tabla suplementaria
26) y ULK4 (p=7.71E-05 para un haplotipo formado por los marcadores rs4973889, rs7629556,
rs13068312, rs4973978, rs974595 y rs9828875, ver Tabla 26 y la tabla suplementaria 26). Puede
que las alteraciones en los cilios sélo estén involucradas en la forma comdrbida del trastorno, o

puede que sdlo afecten a los casos mas severos de dislexia. Hasta ahora se desconocia que la
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dislexia pudiera tener relacién con los cilios, sin embargo, el hecho de que los genes candidatos
para la etiologia de la dislexia (KIAA0319, DCDc2 y DYX1C1) tengan posibles implicaciones en las
funciones ciliares, tanto en los cilios motiles como con el cilio primario, sugiere que este trastorno
podria considerarse como un nuevo tipo de ciliopatia. Si bien la alteracion de alguno de estos
tres genes individualmente resulta en anormalidades en la migracién neuronal, todavia se
desconoce si este fenotipo es una consecuencia de los defectos observados en las estructuras y
funciones ciliares. No obstante, la influencia del cilio primario en los patrones cerebrales se ha
descrito con anterioridad y varios defectos cognitivos se observan frecuentemente en los

sindromes ciliopaticos>4.

La lista de enfermedades que abarca esta pequefia extensidn celular se expande
constantemente, con un solapamiento de fenotipos y de causas genéticas entre los diferentes
trastornos#4. El gran rango de fenotipos presentes en las ciliopatias apunta a la posible diversidad
de funcionalidad de los cilios. Por una parte, estos parecen ser especialmente importantes en la
modulacion de las cascadas de sefializacién subcelular (incluyendo las rutas Shh y Wnt, las cuales
son importantes en el desarrollo neuronal) en varias etapas del desarrollo y en la homeostasis
adulta7®454, Se sugiere que los cilios podrian actuar como foco de sefializacién capaz de concentrar
y amplificar ciertas cascadas, procesos que hasta el momento sélo se le atribuian a la arquitectura
neuronal#+4. Por otra parte, también se han visto involucrados en la orientacién de la migracion y
el posicionamiento de las neuronas en el cortex cerebral4s, en el desarrollo del tubo neuronal4s,
la polaridad celular, la orientacién axonal y en la neurogénesis adulta. Esta Gltima funcién es
particularmente interesante ya que el bloqueo de la neurogénesis en el hipocampo podria
producir defectos en las funciones cognitivas del aprendizaje y la memoria, en las cuales también

se han involucrado los cilios457:458,

5.4 EL ANALISIS DE QTLS MUESTRA REGIONES DE MAYOR ASOCIACION QUE EL
ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES

Como ya se ha mencionado anteriormente, la estrategia de analizar endofenotipos o
rasgos cuantitativos en vez del clasico estudio de casos y controles podria aportar resultados mas
fructiferos, ya que las variables cuantitativas analizadas estardn mas cerca de la sintomatologia

del fenotipo estudiado®2°%'. Una buena prueba de ello es la alta significancia de asociacién
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encontrada en nuestra estrategia de QTLs, tanto de forma global, como considerando
Unicamente las regiones genéticas fuertemente asociadas a alguna de las variables. El nimero de
marcadores que pasan el umbral de significancia estadistica establecido para los GWAS-QTLs es
grande, abriendo asi un abanico de posibles alteraciones causales que afectan a los rasgos
cognitivos analizados. La denominada variable 3 (“Tiempo global en discriminacién silabica”), la
cual mide la percepcién del habla, ha obtenido resultados especialmente significativos en
cualquiera de los tres abordajes (GWAS de dislexia, de falta de atencién y de comdrbidos),
indicandonos por un lado que este rasgo cognitivo, si bien se utiliza para medir procesos de
lectura, no es especifico de los sujetos con dislexia ya que también se ve afectado genéticamente
en los demas grupos, o que este atributo estd alterado en los dos tipos de trastornos y en la
comorbidad de ambos. Por otro lado, el procesamiento ortogréfico, medido en la variable 1
(“Efecto de transposicion en aciertos’), se vio fuertemente asociado a una region situada en el
cromosoma 11 en las muestras con dislexia y sus controles. Entre los genes que se encuentran en
dicha regidn, se ubican 3 genes que por su funcién neuronal podrian estar relacionados con la
habilidad para realizar la tarea cognitiva asociada: el gel DLG2, que también se asocié al fenotipo
disléxico como se ha mencionado anteriormente, el gen CNTN5 el cual regula las interacciones
celulares durante el desarrollo del sistema nervioso y el gen NCAM que codifica una proteina de
adhesion neuronal. Lo mismo sucedid con la variable 2 (“Tiempo de nombrado rapido compuesto
de dibujos y colores”), la cual se utilizé para evaluar la fluidez de la lectura y la velocidad de
procesamiento. Una regién intergénica situada en el cromosoma 13 se asocié en la cohorte de

dislexia y sus controles.

A partir de los SNPs mds asociados con QTLs se identifican las mismas rutas que en la
estrategia de casos y controles, es decir, también aparecen rutas relacionadas con canales, con el
sistema nervioso, con la adhesién y estructura celular y sefializacién en general. Gran parte de las
rutas funcionales asociadas con las variables 6 (“Efecto en aciertos de condiciones incongruente
menos congruente (Stroop numérico)”) y 7 (“Efecto en tiempos de condiciones incongruente
menos congruente (Stroop numérico)”’) coinciden en ambas. Sin embargo, las dos regiones
significativamente asociadas con la variable 6 no los estan con la 7. Ambas variables evaldan un
mismo proceso cognitivo, por lo que estos resultados sugieren una especificidad génica para cada

tarea cognitiva dentro de un mismo patrén metabdlico alterado.
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5.4.1  Dos regiones situadas en los cromosomas 2 y 8 significativamente asociadas al
procesamiento automatico, la atencion selectiva y el efecto conflicto

Uno de los resultados mas llamativos y destacables de este proyecto fue la asociacién
hallada en dos regiones con la variable encargada de medir el procesamiento automatico, la
atencion selectivay el efecto conflicto (variable 6). Ambas regiones, una situada en el cromosoma
2 (2p13) y otra en el cromosoma 8 (8p21), se relacionaron en la poblacién conjunta de los
individuos FA'y sus controles. En la regién del cromosoma 8 no se localiza ningin gen, aunque no
por ello deja de ser un hallazgo importante. Las zonas intergénicas muchas veces se descartan
por no ser codificantes, pero ya hace afios que se aportan evidencias sobre la utilidad del
denominado “DNA-basura” en lainvestigacion médica. Por ejemplo, Lunyak et al.45% describen una
secuencia de DNA intergénica crucial para el funcionamiento de un gen situado en otra regién
alejada. Cuando la causa de una patologia se encuentra en zonas reguladoras intergénicas, los
pacientes muestran sintomas de tener algtin gen particular alterado sin que se observe ninguna
mutacién en el mismo. Si bien es cierto que en esta tesis debido al gran nimero de analisis
realizados nos hemos centrado en las asociaciones cuyos marcadores se situaban en genes, existe
informacién de indudable relevancia en el DNA intergénico, como las claves que permiten explicar
por qué los genes se activan en determinados momentos del desarrollo, o por qué lo hacen en
unas células y no en otras. Los marcadores en regiones codificantes estdn generalmente
aceptados como “la respuesta” hacia la patologia®°. Sin embargo, una observacién que
sorprende es que la mayoria de los loci identificados mediante GWAS como asociados a
enfermedades estdn en zonas no-codificantes, los cuales pueden influir en los rasgos biomédicos
al afectar a la expresién génica mediante la alteracién, por ejemplo, de la eficiencia
transcripcional?”»?72, También es preciso remarcar que el reciente estudio de Alemany et al.3°
sobre QTLs en poblacién de nifios espafioles, relaciona entre sus resultados mas significativos el
rs2320783 con la atencidn ejecutiva. Este marcador se localiza muy cerca del SNP mds significativo
de la region del cromosoma 8 descrita en nuestro estudio (rs11989470). Ademds, un gen de esta
misma regién, DOCK5, pertenece a la familia DOCK, la cual estd relacionada con el desarrollo
cerebral y las enfermedades neuroldgicas*®'. Otro resultado muy interesante de nuestro proyecto
es que en la region flanqueante del gen KANK1 (candidato de susceptibilidad a padecer dislexia
seglin nuestro GWAS) también se sitiia un gen que pertenece a esta familia, el gen DOCK8433,

previamente asociado a la discapacidad intelectual. Otros genes resaltados por Alemany et al.3°>
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por la asociacién de alguno de sus SNPs, son NUFIP1, MAP2K4, PID1, EPB41L4A, MAGI1, CLSTN2, CTGF
y CTGF, y todos coinciden con marcadores asociados significativamente en nuestro estudio de

QTLs con variables atencionales.

En nuestro proyecto se identificé también un QTL en una regién situada en el cromosoma
2 (2p13), la cual es muy rica en genes aunque, segun las funciones adscritas a ellos, no se les puede
atribuir una relacién directa con procesos cognitivos. Aun asi, destacan los genes DCTN1462, TLX2463
y SEMA4F88 los cuales cumplen funciones en el desarrollo del sistema nervioso y en el transporte
axoénico. Algo realmente interesante de esta region es que ya se habfa relacionado anteriormente
y en varias ocasiones con la dislexia®®?78, es mas, se trata de la denominada regién DYX3 (2p11-
2p16). De esta forma, segtin los resultados de nuestro estudio existe un solapamiento entre las
regiones génicas involucradas en la lectura y en la atencién. Por otra parte, diferentes estudios
realizados en base al TDAH también han relacionado marcadores y genes en torno a esta region
con dicho trastorno. Ejemplo de ello son los estudios de los grupos de Stergiakouli (2012)¢ y
Ebejer (2013)*7, quienes hacen mencién especial de los genes XPO1 (2p15) y REG1B (2p12) en
relacion al TDAH o sus sintomas; el primero a partir de un estudio de casos y controles en

poblacién caucasica y el segundo mediante una estrategia de QTLs en australianos.

5.5 CONSIDERACIONES FINALES

Tal como se ha descrito en el presente proyecto, la mayor proporciéon de marcadores que
han resultado asociados con algun trastorno cognitivo estan en genes distintos a los propuestos
hasta el momento como candidatos a conferir alteraciones en la lectura o falta de atencién. No
obstante, en la estrategia de QTL hemos identificado 3 marcadores ubicados en el gen MAOA que
obtuvieron valores de asociacion moderados con la tarea encargada de evaluar la percepcidn del
habla (variable 3) y dos marcadores situados en el gen FOXP2 con la habilidad de la decodificacion
entre grafemas y fonemas. Por lo tanto, este hallazgo no descarta la posible vinculacién de estos

genes candidatos con las tareas cognitivas estudiadas.
Hasta el momento, la investigacién de las bases genéticas de dislexia y falta de atencién,
aunque intensa, no ha conseguido determinar variantes genéticas causales “oficiales” de las que

partir en busca de soluciones para mejorar estos dos trastornos. La diversidad genética entre las
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poblaciones humanas es un obstdculo para extrapolar los resultados de los distintos estudios,
sobre todo en los relacionados con la lectura, ya que al ser un rasgo que va estrechamente
relacionado al idioma, los genes o rutas que puedan estar afectadas en este trastorno podrian
variar dependiendo de ambos elementos, la poblacidn y el lenguaje utilizado por ésta. Se han
identificado variantes asociadas a estas dos condiciones neuroldgicas, sin embargo estas no
superan el 5% de la variabilidad fenotipica total del trastorno. Existen varios factores que podrian
dar respuesta a este desmotivador resultado. Por una parte, la epistasis o interaccién entre genes
no se ha explorado lo suficiente hasta el momento y por otra parte, la interaccién entre genes 'y
ambiente puede inflar la estimacién de la heredabilidad*®. El concepto de heredabilidad no
deberia de ser un concepto fijo, ya que la proporcién de la varianza total atribuida a los genes es
parcialmente dependiente de la varianza en la exposicién hacia el factor de riesgo ambiental

relevante (el cual es desconocido), y de las caracteristicas de la poblacién estudiada®™.

Un impedimento para el avance de las investigaciones neurogenéticas es la escasa
comunicacién existente entre los dedicados al estudio de las bases genéticas de los rasgos
complejos y los investigadores de las funciones cerebrales. Ninguna de las dos disciplinas por
separado puede dar una descripcion completa de la enfermedad4%4. Es por ello que los abordajes
de imagenes funcionales correlacionadas con descripciones genéticas deberian de ser una opcidén
a tener en cuenta, ya que conceden un potencial para esclarecer los efectos de los genes en el
desarrollo de las funciones cognitivas™'». Si existen variantes genéticas que afectan al
aprendizaje de un nifio (en sus capacidades atencionales o lectoras) se necesitarfa identificar
cémo afectan éstas al desarrollo del cerebro y su funcién. De esta forma, se podrian desarrollar
métodos de intervencién para superar el problema, los cuales simplemente podrian consistir en

una ensefianza individualizada ajustada a las necesidades de cada nifio4%.
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En el presente proyecto hemos demostrado que el DNA que se extrae de saliva humana
es de calidad éptima para llevar a cabo estudios genéticos de alto rendimiento, y que su
genotipado requiere una puesta a punto técnica que permita resultados reproducibles,

debido al porcentaje variable de DNA humano presente en este tipo de biopsia.

Los andlisis conjuntos o meta-analisis de genotipos derivados de muiltiples tecnologias,
como por ejemplo de distintas versiones o tipos de arrays y de ensayos de bajo
rendimiento tipo TagMan™, han de plantearse con maximo cuidado, ya que su calidad y

concordancia en muchos casos son ambiguas.

La asociacion de los SNPs y VNTRs candidatos seleccionados no se ha validado en la
estrategia caso/control de marcador tnico en nuestra poblacién, pero si al considerar la
epistasia entre pares de SNPs, lo que apoya la causa multigénica de la dislexia y la falta

de atencidn.

En esta tesis se ha demostrado que la seleccién de criterios de inclusién/exclusién de la
poblacién caso y de la control para un estudio de asociacién genética es clave para que

los hallazgos sean relevantes y reproducibles.

En nuestra poblacién general de nifios de origen espafiol, genes candidatos para la
dislexia se asocian a variables atencionales, asi como genes candidatos para TDAH se
asocian a variables relacionadas con la lectura, por lo que nuestro estudio sugiere que
podria existir una vinculacién entre ambos procesos con genes o sintomas causales

compartidos.

En nuestros GWAS de dislexia, falta de atencién y comorbidad, la mayoria de los SNPs
con alta significancia de asociacién se ubican en zonas reguladoras génicas y en genes
de interés causal para estos trastornos. Por ello, aunque no hayamos obtenido unos
valores de asociacidon muy significativos, los resultados de este proyecto muestran no

ser fruto del azar.
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7. Nuestro anadlisis de enriquecimiento de rutas ha mostrado que los SNPs que han
despuntado en cualquiera de las comparativas realizadas pertenecen a genes que
codifican proteinas de cascadas funcionales relacionadas con la transmisién sindptica y
la adhesidn o estructuracion celular. Gracias a esta metodologia también nos es posible
proponer ciertos componentes del sistema inmunitario como participantes en el

desarrollo de los trastornos estudiados.

8. EISNPrs10120392, situado en el gen KANK1, ha resultado asociado con nuestra poblacidn
de dislexia, por lo que consideramos que este polimorfismo y el gen KANK1 son

candidatos de susceptibilidad a padecer dicho trastorno.

9. El abordaje de asociacion de SNPs, o grupos de estos, con medidas cuantitativas
aplicadas a la definicion de los fenotipos considerados, denominadas endofenotipos,
ha resultado en hallazgos noveles muy importantes, como por ejemplo la asociacién de
una regién del cromosoma 11 con el procesamiento ortografico, y de dos regiones

situadas en los cromosomas 2 y 8 con el procesamiento automatico.
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