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ABSTRACT 

Addiction is a complex neuropsychiatric disorder characterized by compulsive and uncontrolled 

use of an addictive stimulus such as drugs of abuse or food. Its etiology involves genetic and 

environmental factors, with epigenetics as the interplay between them. Although family and twin 

studies have estimated a high contribution of genetics to the disease, the underlying mechanisms 

remain largely unknown. In addition, multiple studies have shown that addiction is highly 

comorbid with other psychiatric disorders, which can be explained, at least in part, by shared 

genetics. 

The work presented in this Doctoral Thesis has contributed to the study and identification of 

genetic and epigenetic factors underlying drug and food addiction, as well as comorbid disorders. 

First, we have replicated a variant previously identified in a genome wide association study for 

drug dependence and we have discarded that NFAT5, a candidate gene for cocaine dependence, 

modulates dopamine synthesis by regulating DDC expression in dopaminergic neural cell lines. 

Subsequently, we focused on the identification of genes and epigenetic risk factors for drug and 

food addiction. We identified three variants associated with drug addiction that alter the 

methylation of CpG sites or the binding of miRNAs, pinpointing CTNNBL1, SCP2, ECHDC2 and 

PLCB1 as candidate genes for the disorder. Furthermore, we have identified several mRNAs and 

miRNAs that are differentially expressed in two brain areas of mice with extreme behaviours 

towards food addiction-like phenotype (vulnerable and resilient), some of these changes 

explained by promoter methylation alterations. Then, we have identified multiple variants 

affecting the methylation of CpG sites associated with ADHD. Some of these variants have an 

impact on the expression of three genes, ARTN, PIDD1 and C2orf82, pointing them as candidates 

to contribute to the disorder. For the C2orf82 gene, we have explored its expression in the mouse 

brain, obtaining the highest expression in the nucleus accumbens, and we have also phenotyped 

a knockout mouse model, observing hypolocomotion, impulsivity and lower cocaine motivation. 

Finally, we have identified multiple variants that affect brain methylation and expression of eight 

genes with pleiotropic effects on several psychiatric disorders.  
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1. Addicció a les drogues i al menjar 

L’addicció és un trastorn neuropsiquiàtric complex caracteritzat per comportaments 

maladaptatius i destructius, causats per un estímul addictiu, que pot ser una droga o un 

comportament (com per exemple l’addicció al menjar, al joc, a l’exercici, a internet, a comprar o 

al sexe). En aquesta Tesi ens centrem en l’addicció a les drogues en general, en l’addicció a la 

cocaïna en particular i també en l’addicció al menjar.  

L’addicció consisteix en l’ús d’una substància o l’execució d’una conducta de forma persistent, 

compulsiva i incontrolada. L’estímul addictiu produeix una sensació de plaer, reforç i gratificació 

que desplaça les recompenses naturals de l’organisme, tot afavorint la repetició de la conducta o 

el consum reiterat de la substància i provocant canvis adaptatius al sistema nerviós central (SNC). 

Aquests canvis n’alteren el funcionament i donen lloc a la simptomatologia associada a l’addicció: 

la tolerància (cada cop cal un estímul de major magnitud per aconseguir la mateixa recompensa), 

la pèrdua de control, l’establiment del deler o craving (desig intens d’experimentar els efectes de 

l’estímul addictiu), l’abstinència i els canvis emocionals i anímics que persisteixen fins molt de 

temps després que cesi el consum o la conducta. Els canvis neurobiològics es mantenen, són 

progressius i són responsables de la cronificació de l’addicció i l’aparició de recaigudes. 

L’addicció al menjar es caracteritza pel consum compulsiu d’aliments amb cert poder addictiu 

(aliments saborosos), que solen ser rics en greixos o en sucres, capaços d’activar el sistema de 

recompensa en humans de forma similar a les drogues d’abús. La idea de menjars amb poder 

addictiu va sorgir a finals del segle XIX, però no ha estat fins a principis del segle XXI quan s’ha 

començat a parlar de l’addicció al menjar (Meule, 2019). Tot i així, encara hi ha certa controvèrsia 

en la seva classificació com a una addicció a un comportament, ja que en ella també hi intervenen 

propietats addictives intrínseques dels menjars saborosos similars a les de les drogues d’abús 

(Gordon et al., 2018; Meule, 2019).  

1.1. Epidemiologia del consum de drogues i prevalença de les addiccions 

El consum i abús de les drogues comporta problemes tant a nivell individual com a escala global. 

A nivell individual la droga afecta l’entorn familiar, les relacions interpersonals i laborals i la salut 

del consumidor. A nivell global, a causa de la seva elevada prevalença, el consum de drogues té 

un gran impacte socio-sanitari, econòmic i polític i fomenta la delinqüència, la inestabilitat i la 

inseguretat ciutadana.  

Gran part de la població consumeix drogues lícites (com l’alcohol o el tabac), però també un 

percentatge considerable, que ha incrementat en els darrers anys, en consumeix d’il·lícites. L’any 

2017, l’Oficina de les Nacions Unides contra les Drogues i el Crim (UNODC) va estimar que 271 

milions de persones d’entre 15 i 64 anys (5,5% de la població mundial d’aquest grup d’edat) havien 
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consumit alguna droga il·lícita almenys una vegada durant l’últim any (UNODC, 2019) (Taula 1). 

Aquesta xifra suposa un increment del 30% comparat amb el 2009, quan 210 milions de persones 

havien consumit alguna droga il·lícita almenys una vegada durant l’últim any. Tot i que aquest 

augment era degut en part a un creixement del 10% de la població global de 15 a 64 anys, les 

dades actuals mostren una major prevalença del consum a nivell mundial (UNODC, 2019). A més, 

també va haver-hi un augment del 15% en el nombre d’individus diagnosticats amb trastorns per 

ús de drogues il·lícites, situant-se en 35,3 milions de persones (0,7% de la població mundial), i un 

increment de morts a causa de les drogues il·lícites, que s’ha situat en 585.000 l’any 2017 (UNODC, 

2019).  

Si ens referim a les drogues lícites, en aquesta Tesi ens hem centrat només en l’alcohol. L’any 2016 

l’Organització Mundial de la Salut (OMS) va comptabilitzar que més de la meitat de la població 

mundial de més de 15 anys (57% o 3.100 milions de persones) havia consumit alcohol en els últims 

dotze mesos (Taula 1). D’aquests, aproximadament 2.300 milions de persones eren bevedors 

habituals, i si ens fixem en els adolescents (15-19 anys), 155 milions (26,5%) són bevedors 

habituals. Per altra banda, el consum d’alcohol anual va passar dels 5,5 litres d’alcohol pur el 2005 

a 6,4 litres el 2010, nivell que s’ha mantingut estable fins el 2016 (World Health Organization, 

2018). Finalment, pel que fa a aquelles persones diagnosticades amb un trastorn per ús d’alcohol, 

l’any 2016 aquest número se situava en 283 milions (5,1% de la població mundial de més de 15 

anys) (World Health Organization, 2018).  

Taula 1. Prevalença anual i número de consumidors de drogues il·lícites 
d’entre 15 i 64 anys a nivell mundial l’any 2017 i de consumidors d’alcohol 
de més de 15 anys a nivell mundial. 

Droga Prevalença (%) Número (milions) 

Alcohol 57 3.100 

Cànnabis 3,8 188 

Opioides 1,08 53,4 

Opiacis 0,59 29,2 

Estimulants de tipus amfetamínic 0,59 28,9 

Èxtasi 0,41 21,3 

Cocaïna 0,37 18,1 

 

En relació a l’addicció al menjar, la prevalença a la població general o entre els estudiants se situa 

entre el 5 i el 10% (Gearhardt, Corbin i Brownell, 2009; Meule, 2011; Meule i Gearhardt, 2014), 

sent per tant més alta que les calculades pels trastorns per ús de drogues il·lícites o d’alcohol. 

Resulta interessant destacar que s’ha descrit una relació no lineal (similar a una corba en J, on 

primer trobem un petit descens i a continuació un increment pronunciat) entre l’addicció al 

menjar i l’índex de massa corporal (IMC), amb prevalences més elevades en les persones amb IMC 
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extrems (baix pes o obesitat) (Figura 1) (Meule, 2011; Hauck et al., 2017). Aquests estudis doncs, 

assenyalen la importància d’entendre el paper de l’addicció al menjar tant en trastorns de la 

conducta alimentària (on incloem la bulímia nerviosa i el trastorn per afartament) com en 

l’obesitat (Meule, 2011; Hauck et al., 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2. Diagnòstic 

L’ús o el consum de drogues és un terme que engloba diferents tipus de conductes que van des 

del consum esporàdic, passant per l’abús i fins la dependència. El diagnòstic clínic diferencial entre 

aquestes conductes es fa en base als criteris descrits en el Manual Diagnòstic i Estadístic de 

Trastorns Mentals de l’Associació Americana de Psiquiatria (Diagnostic and Statistical Manual of 

Mental Disorders; DSM), la versió vigent del qual és el DSM V, tot i que en molts centres se segueix 

utilitzant la quarta edició revisada del manual (DSM-IV-TR).  

El DSM conté una classificació dels trastorns mentals i proporciona descripcions clares de les 

categories diagnòstiques. La versió DSM-V buscava solucionar els problemes identificats a la 

versió DSM-IV-TR, per poder oferir una aproximació millorada del diagnòstic dels trastorns per ús 

de substàncies (American Psychiatric Association, 2013). El primer gran canvi que va introduir el 

DSM-V va ser la unificació dels criteris d’abús i dependència en una única categoria, els trastorns 

per ús de substàncies, amb dos canvis en els criteris diagnòstics utilitzats fins el moment: 

eliminació dels problemes legals deguts a l’ús de substàncies i incorporació del deler (o craving) 

(Taula 2). Un altre canvi va ser la incorporació de nous llindars indicadors de severitat. En el DSM-

IV-TR es considerava abús si es complien un o més criteris durant un any, sempre i quan el 

 

Figura 1. Prevalença de l’addicció al menjar segons l’índex de massa corporal 
diagnosticat segons YFAS2.0. Adaptada de Hauck et al., 2017. 
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símptomes no assolissin els criteris de dependència. La dependència, en canvi, es diagnosticava 

quan es complien tres o més criteris. En la nova versió (DSM-V) ja no es fa aquesta distinció i es 

diagnostiquen tres graus de trastorns per ús de substàncies: de dos a tres criteris es considera 

addicció lleu, de quatre a cinc addicció moderada i a partir de sis criteris addicció severa (Hasin et 

al., 2013). 

 

Taula 2. Criteris diagnòstics dels trastorns per ús de substàncies inclosos en els manuals de diagnòstic 
DSM-IV-TR i DSM-V. Adaptada de Hasin et al., 2013.  

 DSM-IV-TR 
(abús)1 

DSM-IV-TR 
(dependència)2 DSM-V3 

Incompliment d’obligacions per l’ús recurrent  ✓  ✓ 

Ús recurrent en situacions perilloses ✓  ✓ 

Problemes legals per l’ús recurrent ✓   

Problemes socials i interpersonals per l’ús recurrent ✓  ✓ 

Tolerància4  ✓ ✓ 

Abstinència5  ✓ ✓ 

Consum de grans quantitats o al llarg de molt temps  ✓ ✓ 

Intents repetits d’aturar o controlar l’ús  ✓ ✓ 

Molt temps dedicat a l’ús  ✓ ✓ 

Abandonament d’activitats socials o laborals degut al consum  ✓ ✓ 

Deler (craving)   ✓ 

1L’abús es defineix quan es compleixen un o més criteris dins d’un període d’un any i no hi ha diagnòstic de 
dependència. 2La dependència es defineix quan es compleixen tres o més criteris dins d’un període d’un any. 
3L’addicció es defineix si es compleixen dos criteris o més dins d’un període d’un any, amb diferents graus de 
dependència. 4La tolerància és definida per a) la necessitat d’incrementar el consum per aconseguir l’efecte desitjat 
o b) quan l’efecte d’una mateixa quantitat de droga disminueix amb l’ús continuat. 5L’abstinència és definida per a) 
la síndrome d’abstinència típica de cada substància o b) el consum de la substància amb l’objectiu de reduir o evitar 
els símptomes de l’abstinència. 

 

Un altre manual utilitzat per al diagnòstic de les addiccions és la Classificació Internacional de 

Malalties (International Classification of Diseases; ICD), desenvolupat per l’OMS, sent la versió 

ICD-11 la més recent. L’ICD, a diferència del DSM-V, conserva encara la dependència de 

substàncies com a diagnòstic principal. Dins del diagnòstic de la dependència, hi ha criteris similars 

al DSM-V, com la tolerància, l’abstinència, la persistència en l’ús malgrat conèixer les 

conseqüències negatives que això comporta, i altres indicadors de pèrdua de control. Tot i que hi 

ha diferències entre els dos manuals, ambdós permeten classificar de forma fiable la dependència 

d’una substància. 

L’addicció al menjar té moltes similituds amb l’addicció a les drogues, ja que ambdues mostren 

patrons de comportament similars, que queden recollits en els criteris diagnòstics de la 

dependència de drogues: tolerància, abstinència, consum durant més temps o en més quantitat 
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del previst, intents repetits per controlar o aturar el consum, molt de temps dedicat a l’obtenció 

o consum, abandonament d’activitats socials o laborals pel consum o el consum malgrat saber-ne 

les conseqüències negatives. Tot i les semblances, l’addicció al menjar encara no està inclosa en 

els manuals de diagnòstic oficials, i és per això que s’utilitza un qüestionari anomenat Yale Food 

Addiction Scale (YFAS). La primera versió d’aquest qüestionari fou publicada l’any 2009 per la Yale 

University's Rudd Center for Food Policy and Obesity. Aquest qüestionari constava de 25 preguntes 

i es basava en els criteris diagnòstics per la dependència de substàncies descrits en el manual 

DSM-IV (Gearhardt, Corbin i Brownell, 2009). L’any 2016 es va revisar aquest qüestionari degut a 

la implementació del manual DSM-V incrementant el número de preguntes fins a 35 i 

desenvolupant així el YFAS 2.0 (Gearhardt, Corbin i Brownell, 2016). 

1.3. Neurobiologia 

En un inici, l’estudi de la neurobiologia de les addiccions es va centrar en l’efecte agut de les 

drogues d’abús al sistema nerviós central (SNC). Aquesta tendència, però, ha anat canviant i 

actualment l’interès central rau en entendre quins són els mecanismes genètics, epigenètics, 

cel·lulars i moleculars implicats en la transició de l’ús esporàdic fins a la pèrdua de control sobre 

la cerca i consum de la droga i la recaiguda crònica fins i tot després d’un període d’abstinència 

llarg (Koob i Volkow, 2010, 2016). 

Les drogues d’abús i els aliments saborosos actuen sobre el sistema de recompensa del cervell, 

un circuit format per diferents tipus de neurones, entre elles neurones dopaminèrgiques, que es 

projecten principalment des de l’àrea tegmental ventral (VTA) fins al nucli accumbens (NAc), a 

l’amígdala (AMY), a l’hipocamp (HPC) i a l’escorça prefrontal (PFC) (Figura 2) (Gardner, 1997; 

Carter et al., 2016; Cooper, Robison i Mazei-Robison, 2017; Walker i Nestler, 2018). Cadascuna de 

les àrees juga un paper clau en la recompensa obtinguda a partir de les drogues o del menjar. La 

VTA participa en el plaer, la recompensa, la cognició i la motivació; el NAc juga un paper clau en 

la presa de decisions i en el sistema de recompensa; l’HPC i l’AMY estan involucrats en la formació 

de memòries de la relació entre l’estímul i la recompensa, en el cas de l’HPC en la memòria 

declarativa, orientativa i espacial i en el de l’AMY en la memòria i processament d’emocions; i 

finalment, la PFC està implicada en la presa de decisions i en el control inhibitori. Així doncs, el 

sistema de recompensa està involucrat en la recompensa, la motivació, la presa de decisions i el 

control inhibitori (Volkow et al., 2013a), tot de processos centrals en el desenvolupament de 

l’addicció i en el consum excessiu de menjar.  



Introducció   

8 
 

 

Figura 2. El sistema de recompensa és similar en algunes espècies, com per exemple humans o ratolins. 
A la imatge es representen les àrees més importants relacionades amb el sistema de recompensa en 
l’home (A) i en el ratolí (B): les neurones dopaminèrgiques (en verd) de l’àrea tegmental ventral (VTA) 
tenen projeccions cap al nucli accumbens (NAC), a l’escorça prefrontal (PFC), a l’amígdala (AMY) i a 
l’hipocamp (HPC). El NAC també rep informació de neurones glutamatèrgiques (en vermell) que venen 
del PFC, AMY i HPC. Tot i que els mecanismes d’acció són específics per a cada substància, totes actuen 
a través del sistema de recompensa incrementant els nivells de dopamina. Adaptada de Walker i Nestler, 
2018. 

 

En el desenvolupament de l’addicció hi participen molts neurotransmissors, entre ells la dopamina 

(DA), que té un paper fonamental en molts aspectes del comportament, des del control motor a 

la regulació d’emocions, cognició, conducta, motivació i recompensa, entre d’altres (Björklund i 

Dunnett, 2007). La síntesi de DA s’inicia amb la conversió de fenilalanina a tirosina mitjançant 

l’enzim fenilalanina hidroxilasa (PAH). A continuació, l’enzim tirosina hidroxilasa (TH) oxida la 

tirosina convertint-la en L-dihidrofenilalanina (L-DOPA), pas limitant de la producció de DA, 

noradrenalina i adrenalina al cervell. La L-DOPA és llavors convertida en DA per la decarboxilasa 

d’aminoàcids aromàtics (AADC o DDC), que al seu torn és convertida en noradrenalina per la 

dopamina beta-hidroxilasa (DBH). Hi ha cinc tipus de receptors de DA amb diferents propietats 

estructurals i farmacològiques. S’agrupen en dues categories: els similars a D1, que activen 

l’adenilat ciclasa (receptors D1 i D5) i els similars al receptor D2, que inhibeixen la formació d’AMPc 

(receptors D2, D3 i D4) (Girault i Greengard, 2004). Finalment, el transportador de dopamina DAT 

s’encarrega de la recaptació de DA de l’espai sinàptic, tot regulant-ne els nivells. Un cop recaptada, 

la DA pot ser degradada alternativament pels enzims catecol-O-metil transferasa (COMT) o 

monoamina oxidasa (MAO). 

Les drogues d’abús, i també el menjar, activen de forma directa o indirecta l’activitat 

dopaminèrgica tot incrementant la concentració de DA a l’espai sinàptic (Koob i Le Moal, 2001; 

Nestler, 2001, 2005; Di Chiara et al., 2004; Wise, 2008; Volkow et al., 2013a). Els receptors D2 

tenen entre 10 i 100 vegades més afinitat per la DA que els receptors D1, i per tant són activats a 
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concentracions de DA molt més petites. En circumstàncies normals, les neurones 

dopaminèrgiques de la VTA alliberen una dosi petita i estable de DA (Uhl, Koob i Cable, 2019). En 

canvi, davant d’una resposta a una recompensa extraordinària, com la que s’obté després del 

consum de drogues d’abús o de menjars saborosos (Volkow et al., 2013a; Volkow i Morales, 2015), 

es produeix un increment molt ràpid i pronunciat de DA a l’espai sinàptic, activant així els 

receptors de dopamina D1, que serien necessaris per tenir una activació completa del sistema de 

recompensa (Baik, 2013). Els receptors de dopamina D1 estimulen la recompensa i l’aprenentatge 

associatiu o condicionament (Uhl, Koob i Cable, 2019), una altra característica clau de l’addicció, 

ja que permet als individus associar un estímul amb una recompensa o un càstig. A mesura que 

s’estableix aquest condicionament, les neurones dopaminèrgiques deixen de respondre a 

l’estímul en si mateix, la droga, i ho fan de forma anticipada en resposta a un estímul neutre 

condicionat que inicialment no produïa cap resposta (Schultz, 2002). Aquest tipus de 

condicionament es dona al NAc i a l’amígdala i és el que s’anomena aprenentatge incentiu-

condicionat. A més, en aquest procés hi participen l’aprenentatge d’hàbits (nucli caudat i 

putamen) i la memòria declarativa o explícita (HPC), de forma que qualsevol estímul associat al 

consum (per exemple, l’ambient en què es consumeix, les persones amb qui s’acostuma a 

consumir, l’estat d’ànim, etc.) produeix per si sol la motivació per la cerca de la substància i desig 

de consum (Volkow et al., 2002, 2013a). L’exposició repetida a menjars saborosos també pot 

donar lloc a aquest aprenentatge en què l’estímul condicionat podria ser l’olor dels aliments 

(Berridge, 2009). Aquest condicionament està produït per una sèrie d’adaptacions cel·lulars i 

moleculars que persisteixen després de llargs períodes d’abstinència i segueixen provocant desig 

de consum en resposta als estímuls condicionats (Volkow, Koob i McLellan, 2016). 

La DA és, doncs, fonamental en la motivació per les drogues o el menjar, però no és l’únic 

neurotransmissor involucrat. En el procés de transició de l’ús a la dependència hi intervenen gran 

part dels neurotransmissors i neuromoduladors, com ara els pèptids opioides, l’oxitocina, el 

glutamat, l’àcid γ-aminobutíric (GABA), la serotonina (5-HT), l’acetilcolina (ACh) i el sistema 

endocannabinoide. Els estímuls addictius actuen sobre tots aquests sistemes tot produint 

neuroadaptacions que donen lloc a la dependència. El sucre (i probablement també altres 

aliments saborosos) incrementen directament els nivells endògens d’opioides (Volkow, Wang i 

Baler, 2011) i agonistes i antagonistes d’opioides produeixen un increment o una disminució, 

respectivament, de la ingesta d’aliments saborosos (Stice et al., 2013). El sistema 

endocannabinoide, per la seva banda, afavoreix un increment del consum d’aliments a través de 

la modulació de les entrades excitadores i inhibidores a la VTA i al NAc i, indirectament, activant 

la transmissió de DA al sistema mesolímbic. A més, el sistema endocannabinoide també regula 
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accions de mediadors en l’hipotàlem (HT) que regulen la sensació de gana (D’Addario et al., 2014). 

Finalment, el sistema serotoninèrgic està involucrat en la regulació de processos cognitius, en 

particular el control d’impulsos i també té un paper modulador en la regulació de l’activitat 

dopaminèrgica neuronal. A més, ha estat una de les dianes terapèutiques principals en la cerca 

de fàrmacs per la pèrdua de pes (Higgins, Sellers i Fletcher, 2013).  

El sistema endocrí també està involucrat en el procés addictiu ja que els pèptids responsables de 

la regulació de funcions homeostàtiques, com el consum d’aliments, també influeixen en la 

recompensa de les drogues (Volkow et al., 2013b; Zallar et al., 2017). La grelina és l’hormona 

encarregada de generar la sensació de gana, i actua sobre les neurones AgRP en l’HT i sobre les 

neurones dopaminèrgiques de la VTA, per incrementar la ingesta d’aliments, per incrementar la 

motivació per obtenir menjar i per regular la glucosa en sang (Kamegai et al., 2000; Zallar et al., 

2017). Les hormones que suprimeixen la sensació de gana (per exemple la insulina o la leptina) 

contraposen les accions de la grelina. El nivell d’aquestes hormones augmenta quan hi ha ingesta 

d’aliments, i tenen la funció d’atenuar el sistema de recompensa i reduir la motivació pel menjar 

(Labouèbe et al., 2013). Així doncs, l’estat metabòlic té un efecte en el sistema de recompensa, 

de manera que es fa patent el vincle existent entre els mecanismes homeostàtics a l’HT i el sistema 

de recompensa.  

2. Trastorns comòrbids 

Les diferents addiccions són trastorns que presenten comorbiditat entre elles (múltiples drogues) 

i també amb un gran ventall de trastorns psiquiàtrics. La comorbiditat és la presència concomitant 

o concurrent, en un pacient, d’una o més malalties o trastorns amb una malaltia o trastorn primari. 

Definim, doncs, com a trastorns comòrbids aquells trastorns o malalties addicionals al trastorn 

primari. El fet que dues malalties siguin comòrbides també implica que les malalties interactuen, 

tot afectant el curs i el pronòstic de totes dues (Ross i Peselow, 2012; Santucci, 2012). Hi ha 

múltiples trastorns o condicions psiquiàtriques que són comòrbides a la dependència de drogues, 

com els trastorns d’ansietat, on incloem el trastorn per ansietat generalitzada, el trastorn de pànic 

i el trastorn per estrès posttraumàtic (Torrens, Gilchrist i Domingo-Salvany, 2011; Magidson et al., 

2012; Brady et al., 2013; Vorspan et al., 2015), la depressió i el trastorn bipolar (Pettinati, O’Brien 

i Dundon, 2013; Grant et al., 2016), el trastorn per dèficit d’atenció amb hiperactivitat (De Alwis 

et al., 2014; Harstad et al., 2014; van de Glind et al., 2014; Chen et al., 2018) o l’esquizofrènia 

(Hunt et al., 2018). 
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Estudis epidemiològics descriuen que aproximadament la meitat de les persones diagnosticades 

amb un trastorn psiquiàtric desenvoluparan addicció a les drogues en algun moment de la seva 

vida i viceversa (Ross i Peselow, 2012). També s’han fet alguns estudis sobre la comorbiditat en 

joves, que suggereixen que el 60% dels adolescents diagnosticats amb addicció a les drogues 

també compleixen els criteris diagnòstics per com a mínim una altra malaltia mental (Hser et al., 

2001).  

Els pacients que pateixen més d’un trastorn psiquiàtric tenen pitjor pronòstic, una major gravetat 

de la malaltia i també una trajectòria pitjor de la malaltia en diferents aspectes, com per exemple 

un risc més alt de recaiguda, un compliment deficient de la medicació o majors taxes de suïcidi, 

dificultats legals, problemes mèdics, recaiguda o estrès familiar, entre d’altres. A més, també s’ha 

vist que si hi ha dificultats en tractar un dels trastorns, sense importar quin, això afecta 

negativament el tractament adequat dels altres (Ross i Peselow, 2012).  

Les vies principals que poden contribuir a la comorbiditat entre l’addicció a les drogues i altres 

trastorns psiquiàtrics són, per una banda, factors de risc comuns entre ambdós trastorns, i per 

l’altra, els mateixos trastorns psiquiàtrics que, per la seva naturalesa, poden contribuir a l’ús i 

addicció a les drogues i viceversa. Quan parlem de factors de risc, ens referim a factors genètics i 

epigenètics de vulnerabilitat, problemes en àrees cerebrals similars i factors ambientals com ara 

l’exposició primerenca a l’estrès o al trauma. Entre els factors de risc genètics hi ha per exemple 

gens concrets que alteren de forma directa la resposta que té una persona a un fàrmac o el temps 

que aquest roman en el cos, o també aquells que estan involucrats en diferents sistemes de 

neurotransmissió, com seria el cas dels gens implicats en l’alliberació de diferents 

neurotransmissors com la dopamina, la serotonina, el glutamat o la norepinefrina (Tsapakis i 

Travis, 2002; Cerdá et al., 2010; Müller i Homberg, 2015; Xing, Li i Gao, 2016). També cal 

considerar aquells gens que actuen de forma indirecta tot alterant la resposta d’una persona a 

l’estrès (Enoch, 2012) o incrementant els comportaments de presa de riscos o de cerca de 

novetats (Kelly i Daley, 2013). Finalment, hi ha afeccions en algunes àrees cerebrals que són 

comunes tant per l’addicció com per altres trastorns psiquiàtrics, com per exemple aquelles 

implicades en la recompensa, la motivació, la presa de decisions, el control dels impulsos o les 

emocions (Ross i Peselow, 2012). 

D’entre tots els trastorns psiquiàtrics comòrbids a les addiccions, en aquesta Tesi ens hem centrat 

amb el trastorn per dèficit d’atenció amb hiperactivitat (TDAH), que ha mostrat una alta 

comorbiditat a les addiccions en múltiples estudis (De Alwis et al., 2014; Harstad et al., 2014; van 

de Glind et al., 2014; Weissenberger et al., 2017; Chen et al., 2018; Romo et al., 2018). 
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Trastorn per dèficit d’atenció amb hiperactivitat (TDAH) 

Diversos estudis clínics demostren una alta comorbiditat entre el TDAH i l’addicció a les drogues, 

i també amb l’addicció al menjar (De Alwis et al., 2014; Harstad et al., 2014; van de Glind et al., 

2014; Weissenberger et al., 2017; Chen et al., 2018; Romo et al., 2018). Pel que fa a l’addicció a 

drogues, els nens amb TDAH tenen 2,5 vegades més risc de desenvolupar alguna addicció a les 

drogues (Harstad et al., 2014). Si analitzem les addiccions a les diferents drogues, observem que 

els nens diagnosticats amb TDAH tenen tres vegades més risc de patir dependència de la nicotina, 

el doble de risc de patir dependència de l’alcohol o de la cocaïna i aproximadament 1,5 vegades 

més de risc d’addicció al cànnabis (Lee et al., 2011). En el cas dels adults amb TDAH, aquests tenen 

nou vegades més risc de desenvolupar algun trastorn per ús de substàncies (Chen et al., 2018). 

Tot i això, diferents estudis suggereixen que a través d’un correcte tractament del TDAH amb 

estimulants es pot reduir el risc de desenvolupar trastorns per ús de substàncies (Biederman et 

al., 1999; Harstad et al., 2014). Pel que fa a l’addicció al menjar, un estudi ha determinat que 

estudiants (d’entre 18 i 24 anys) amb TDAH tenien 2,27 vegades més risc de patir addicció al 

menjar (Romo et al., 2018).  

El TDAH és un trastorn neuropsiquiàtric que apareix en la infància amb una prevalença del 5% 

(Polanczyk et al., 2007) i que es manté en l’edat adulta amb una prevalença del voltant del 2,5% 

(Simon et al., 2009). El sexe és un factor que també afecta la prevalença, essent el trastorn quatre 

cops més freqüent en nens que en nenes segons estudis clínics (Polanczyk et al., 2007) i 2,4 

vegades més freqüent segons estudis poblacionals. Aquestes diferències en funció del sexe, però, 

són pràcticament inexistents en l’edat adulta (Matte et al., 2015). Els criteris diagnòstics del TDAH 

es recullen en el DSM o en l’ICD, les versions actualitzades dels quals són el DSM-V i l’ICD-11. En 

el diagnòstic del TDAH es tenen en compte els dos símptomes principals del trastorn, el dèficit 

d’atenció per una banda i la hiperactivitat amb impulsivitat per l’altra, i el DSM-V recull un total 

de nou criteris diferents per diagnosticar cadascun d’aquests dos trets (Taula 3). Es considera que 

un pacient presenta un d’aquests dos trets si compleix sis o més dels criteris, o, en individus que 

tenen més de 16 anys, almenys cinc criteris durant els últims sis mesos amb un grau que no 

concorda amb l’edat de desenvolupament i/o amb un impacte negatiu en les activitats socials, 

acadèmiques o professionals (Taula 3). Segons la simptomatologia que presenten els pacients 

podem diferenciar entre tres subtipus de TDAH: predominantment amb dèficit d’atenció, 

predominantment hiperactiu/impulsiu, i combinat, que són els casos on es presenta dèficit 

d’atenció i hiperactivitat/impulsivitat.  
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Taula 3. Criteris diagnòstics del trastorn per dèficit d’atenció amb hiperactivitat.  

CRITERIS PEL DÈFICIT D’ATENCIÓ  

1) Sovint no presta atenció suficient als detalls o comet errors deguts a descuits en les tasques 
escolars, a la feina o en altres activitats. 

2) Sovint té dificultats per mantenir l'atenció en tasques o en activitats lúdiques. 

3) Sovint sembla no escoltar quan se li parla directament. 

4) Sovint no segueix instruccions i no finalitza tasques escolars, encàrrecs, o obligacions en el 
centre de treball. 

5) Sovint té dificultats per organitzar tasques o activitats. 

6) Sovint evita, li desagrada o és reticent pel que fa a dedicar-se a tasques que requereixen un 
esforç mental sostingut. 

7) Sovint extravia objectes necessaris per a tasques o activitats. 

8) Sovint es distreu fàcilment per estímuls irrellevants. 

9) Sovint és descuidat en les activitats diàries. 

CRITERIS PER LA HIPERACTIVITAT I IMPULSIVITAT 

1) Sovint mou en excés mans o peus, o es mou en el seu seient. 

2) Sovint abandona el seu seient a classe o en altres situacions en què s'espera que romangui 
assegut. 

3) Sovint corre o salta excessivament en situacions en què és inapropiat fer-ho. 

4) Sovint té dificultats per jugar o dedicar-se tranquil·lament a activitats d'oci. 

5) Sovint "està en marxa" o sol actuar com si tingués un motor. 

6) Sovint parla en excés. 

7) Sovint precipita respostes abans d'haver estat completades les preguntes. 

8) Sovint té dificultats per guardar torn. 

9) Sovint interromp o interfereix en les activitats d'altres. 

A més a més també s’han de complir les següents condicions: 

A) Alguns dels símptomes de dèficit d’atenció o hiperactivitat i impulsivitat han d’haver estat 
presents abans dels 12 anys. 

B) Alguns dels símptomes de dèficit d’atenció o hiperactivitat i impulsivitat es presenten en dos o 
més ambients (per exemple: casa i escola/feina; amb amics o familiars). 

C) Hi ha proves clares que els símptomes interfereixen o redueixen la qualitat de l’activitat social, 
acadèmica o laboral. 

D) Els símptomes no es presenten durant el transcurs d’un altre trastorn psicòtic, i no s’expliquen 
millor per la presència d’un altre trastorn mental (trastorns de l’estat d’ànim, ansietat, trastorn 
dissociatiu o trastorn de la personalitat). 

 

Hi ha una elevada similitud entre els criteris descrits en el DSM-V i l’ICD-11 a l’hora de diagnosticar 

el TDAH. L’ICD-11 però, té una visió més àmplia pel que fa a la caracterització clínica del TDAH ja 

que defineix els límits amb la “normalitat” i amb altres diagnòstics, a més de mostrar un panorama 

evolutiu (canvis en el temps o manifestacions dependents de l’edat) així com diferències pel que 

fa al gènere.  



Introducció   

14 
 

Hi ha múltiples regions corticals del cervell que estan implicades en el TDAH: l’escorça prefrontal 

dorsolateral està relacionada amb la memòria del treball, l’escorça prefrontal ventromedial està 

implicada en la presa de decisions i la planificació estratègica, i finalment l’escorça parietal està 

implicada en l’atenció orientativa (Figura 3). També hi ha regions subcorticals que estan 

implicades en el TDAH: la circumvolució dorsal anterior del cíngol promou components afectius i 

cognitius del control executiu. Aquesta àrea, juntament amb el gangli basal (que inclou el NAc, el 

nucli caudat i el putamen) formen el circuit frontoestriatal (Figura 3) (Faraone et al., 2015). Estudis 

de neuroimatge en pacients amb TDAH mostren deficiències en totes aquestes estructures i 

també en l’AMY i el cerebel a nivell d’estructura (Valera et al., 2007; Ellison-Wright, Ellison-Wright 

i Bullmore, 2008; Nakao et al., 2011; Frodl i Skokauskas, 2012; Norman et al., 2016; Hoogman et 

al., 2017), funció (Hart et al., 2012; Plichta i Scheres, 2014; Norman et al., 2016) i connectivitat 

(Chen et al., 2016; Cortese et al., 2016; Aoki, Cortese i Castellanos, 2018). Tot i així, el 

descobriment més consistent és una reducció en la mida total del cervell amb canvis específics al 

nucli caudat, a la matèria blanca de l’escorça prefrontal, al cos callós i a la vermis del cerebel (Tripp 

i Wickens, 2009). 

 

Figura 3. Àrees corticals i subcorticals cerebrals implicades en el TDAH. a) Visió lateral b) Visió medial. 
Adaptada de Faraone et al., 2015. 

 

Igual que per les addiccions, la dopamina (DA) també és un neurotransmissor clau en el TDAH. De 

fet, una de les teories proposades per explicar la fisiopatologia del TDAH és la teoria del dèficit de 

transferència de DA (Figura 4) (Blum et al., 2008). Una transferència normal de la senyalització de 

DA dona primerament una gran alliberació de DA degut a una recompensa no esperada. Després, 
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en les primeres fases de l’aprenentatge, part de l’alliberació de DA és transferida a l’estímul 

condicionat previ a la recompensa. Al final de l’aprenentatge tota la resposta de DA és transferida 

a l’estímul condicionat (Figura 4). Segons aquesta teoria, la transferència d’alliberació de DA a 

l’estímul condicionat previ està disminuïda en nens amb TDAH, de manera que és ineficaç. El 

dèficit de transferència de DA explica doncs els símptomes de falta d’atenció, com la manca 

d’atenció als detalls o el fet de cometre errors per descuits, ja que hi ha una absència del reforç a 

l’atenció continuada obtingut a partir de l’alliberació anticipada de DA. De la mateixa manera, 

també explica la hiperactivitat i la impulsivitat, com per exemple quan el nen s’aixeca de la cadira, 

ja que l’alteració de la transferència dopaminèrgica fa que no obtinguin la recompensa (Tripp i 

Wickens, 2009). A més, aquesta teoria també es veu reforçada pel fet que el mecanisme d’acció 

dels tractaments més utilitzats pel TDAH, com el metilfenidat, les amfetamines o l’atomoxetina, 

entre d’altres, és l’alliberació de DA i norepinefrina al SNC. 

 

 

Figura 4. Teoria del dèficit de transferència de dopamina. A) Transferència normal de l’alliberació de DA 
a l’estímul condicionat previ durant l’aprenentatge. B) Transferència deficient de l’alliberació de DA a 
l’estímul condicionat previ durant l’aprenentatge, situació proposada en pacients amb TDAH. Adaptada 
de Rege, 2019.  

 

3. Genètica de les addiccions i trastorns comòrbids 

Els trastorns neuropsiquiàtrics com les addiccions o el TDAH són trastorns multifactorials en què 

hi intervenen factors genètics i ambientals de predisposició que determinen la susceptibilitat. 

Durant dècades, els investigadors han treballat per identificar les causes moleculars subjacents 

als trastorns psiquiàtrics. En un inici, l’estudi de la genètica d’aquests trastorns es va centrar en 

buscar alteracions en diferents components dels sistemes de neurotransmissió de DA, 



Introducció   

16 
 

noradrenalina i serotonina mitjançant estudis dirigits de gens candidats. Tot i així, l’adveniment 

dels estudis genòmics a gran escala, que no parteixen d’hipòtesis prèvies, ha permès descriure 

molts altres gens que també estan implicats en els trastorns. 

3.1. Heretabilitat 

Tot i que és fàcil identificar quins són els factors ambientals que participen en el desenvolupament 

de la dependència, estudis familiars, d’adopcions i de bessons demostren l’existència d’una forta 

component genètica. L’heretabilitat (H²), en termes estadístics, és la proporció de variància 

fenotípica total d’una població que pot ser atribuïda a factors genètics. En el cas dels trastorns per 

ús de drogues, les heretabilitats oscil·len entre el 33 i el 79% segons la droga d’abús, essent la 

dependència de cocaïna de les més elevades (Goldman, Oroszi i Ducci, 2005; Agrawal et al., 2012; 

Ducci i Goldman, 2012) (Figura 5). L’inici del consum i l’ús de les drogues d’abús presenten en 

general una heretabilitat menor (però significativa) que la dependència. Per tant, podem dir que 

els factors genètics no només predisposen a la dependència, sinó que també tenen un paper en 

l’inici del consum i de l’ús de la droga o conducta (Goldman, Oroszi i Ducci, 2005; Ducci i Goldman, 

2012). A més, també s’ha descrit que els familiars en primer grau de pacients dependents de 

cocaïna, opiacis, cànnabis i/o alcohol tenen un risc vuit vegades superior de desenvolupar 

dependència d’aquestes drogues que els familiars d’individus controls (Merikangas et al., 1998). 

Finalment, també s’ha observat una agregació familiar pel que fa a la droga d’abús predominant, 

recolzant la idea de l’existència de factors genètics de risc específics de cada substància a part dels 

factors de risc comuns per a totes les drogues.  

De moment, encara no s’han realitzat estudis de bessons per determinar l’heretabilitat de 

l’addicció al menjar (Figura 5). Malgrat això, sí que s’ha estudiat l'heretabilitat d’altres conductes 

que tenen relació amb l’addicció al menjar, com l’obesitat o el trastorn per afartament (Davis i 

Bonder, 2019). Un estudi de bessons realitzat en 11.000 parelles de bessons va estimar una 

heretabilitat per a l’índex de massa corporal d’un 37% (Llewellyn et al., 2013). Un altre estudi 

recent, que incloïa 18.000 bessons adults, va determinar una heretabilitat del trastorn per 

afartament del 65% (Capusan et al., 2017). Aquests resultats obtinguts per Capusan et al., 2017, 

són força congruents amb els de dos estudis previs en els quals s’obtenien heretabilitats pel 

trastorn d’afartament del 41% i del 57% (Reichborn-Kjennerud et al., 2004; Javaras, 2007). Així 

doncs, tot i que l’heretabilitat de l’addicció al menjar encara no està determinada, estudis en 

conductes similars suggereixen que gran part de la variabilitat fenotípica en l’addicció al menjar 

és deguda a la genètica (Davis i Bonder, 2019).  
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Figura 5. Heretabilitat (mitjana 

ponderada i rang) de 10 trastorns 

addictius: dependència o abús 

d’al·lucinògens, estimulants, 

cànnabis, sedants, opiacis i 

cocaïna; dependència de l'alcohol; 

persistència del tabaquisme; 

consum de cafeïna i jocs 

patològics. Les mitjanes 

ponderades estan calculades a 

partir de les dades d’estudis de 

bessons adults. Entre parèntesis: 

número de parelles de bessons. 

Adaptada de Ducci i Goldman, 

2012. 

 

Finalment, l’últim trastorn amb què hem treballat en aquesta Tesi és el TDAH, que té una 

heretabilitat del 70-80%, tot mostrant la gran importància de la genètica en aquest trastorn 

(Faraone et al., 2005). També s’ha descrit que germans de pacients amb TDAH tenen 

aproximadament nou vegades més risc de desenvolupar el trastorn en comparació amb la 

població general (Chen et al., 2008).  

3.2. Estudis d’associació genètica 

Els estudis d’associació de tipus cas-control són una de les metodologies més utilitzades per a la 

identificació de factors genètics de susceptibilitat a les malalties complexes. Es tracta de mètodes 

no paramètrics basats en la comparació, mitjançant taules de contingència, de les freqüències 

genotípiques o al·lèliques d’un determinat marcador entre un grup d’individus afectats i un grup 

de controls. La mostra control defineix dos tipus d’estudis d’associació, els poblacionals, en què 

la mostra control consisteix en individus no relacionats amb els casos; i els familiars, en què la 

mostra control consisteix en els al·lels no transmesos dels progenitors de famílies amb un únic fill 

afectat.  

La gran majoria d’estudis d’associació realitzats se centren en variants genètiques comunes 

(polimorfismes) que estan presents a la població general, però que tenen una freqüència superior 

en els individus afectats. Així doncs, els primers treballs es van centrar en la hipòtesi “malaltia 

comuna - variant comuna” o “common disease - common variant (CDCV)”. Recentment, aquesta 

tendència està canviant gràcies a l’aparició de tecnologies de seqüenciació a gran escala, que 



Introducció   

18 
 

permeten explorar també variants poc comunes o rares en moltes malalties complexes, per tal de 

contrastar la hipòtesi “malaltia comuna-variant rara” o “common disease - rare variant (CDRV)”. 

Segons aquesta segona hipòtesi, les variants genètiques poc freqüents també podrien contribuir 

a l’etiologia de les malalties, probablement amb efectes més penetrants sobre el fenotip. 

Els estudis d’associació entre fenotips i variants comunes utilitzen dos tipus d’aproximacions: 1) 

Estudis d’associació de gens o sistemes gènics candidats basats en evidències prèvies; 2) Estudis 

d’associació a escala genòmica (Genome-Wide Association Studies, GWAS), en què s’analitzen 

polimorfismes (en general de canvis d’un únic nucleòtid, o SNPs) que cobreixen tot el genoma.  

3.2.1. Estudis d’associació de gens i sistemes gènics candidats 

Aquests estudis preseleccionen un conjunt de gens o sistemes gènics candidats amb una possible 

implicació en el trastorn en base a en evidències prèvies obtingudes en estudis farmacològics, 

d’expressió gènica, de neuroimatge, d’estudis realitzats en animals o de deduccions derivades 

dels fenotips. 

Des de principis dels 2000 s’han publicat un gran número d’estudis dirigits a gens candidats per 

les addiccions a drogues o a una droga específica, la gran majoria d’ells centrats en gens que 

codifiquen proteïnes implicades en dels diferents sistemes de neurotransmissió (dopaminèrgic, 

serotoninèrgic, GABAèrgic, etc.) (Hall et al., 2013). Si considerem aquells estudis d’associació per 

l’addicció a les drogues en general, s’han trobat associacions amb gens que codifiquen receptors 

de diversos sistemes de neurotransmissió (DRD2, DRD3, DRD4 OPRD1, OPRK1, OPRM1 i GABRA), 

així com per un transportador del sistema serotoninèrgic (SLC6A4) o altres gens relacionats amb 

els sistemes de neurotransmissió, com la catecol-O-metiltransferasa (COMT) (Comings et al., 

1994; Persico et al., 1996; Vandenbergh et al., 1997, 2000; Kranzler et al., 1998; Krebs et al., 1998; 

Hoehe et al., 2000; Luo et al., 2003; Agrawal et al., 2006; Zhang et al., 2008; Al-Eitan et al., 2014). 

També s’han publicat nombrosos estudis dirigits a gens candidats per la dependència de cocaïna 

específicament, una de les addiccions considerades en aquesta Tesi. De fet, el nostre grup ha 

contribuït a aquest coneixement realitzant estudis d’associació que consideren tant gens dels 

sistemes serotoninèrgic i dopaminèrgic com gens relacionats amb l’alliberament de 

neurotransmissors (Fernàndez-Castillo et al., 2010, 2012, 2013; Tristán-Noguero et al., 2013). 

Quan considerem els estudis d’associació realitzats per la dependència de cocaïna, alguns dels 

gens destacats són els mateixos que els destacats per la dependència de drogues en general com 

és d’esperar, ja que tot i que cada droga activa vies específiques (Russo et al., 2009; Zhou et al., 

2011; Graziane et al., 2016), totes elles actuen directa o indirectament sobre el sistema de 



  Introducció 

19 
 

recompensa (Wise, 1996; MacNicol, 2017). En les associacions obtingudes en els estudis 

d’associació de gens candidats a la dependència de cocaïna hi trobem altre cop receptors de 

diversos sistemes de neurotransmissió (DRD2, DRD3, HTR3A, HTR3B, CHRNA3, CHRNB4, CHRNA5, 

CNR1 o NK3R), així com el transportador DAT o altres proteïnes relacionades com COMT, DBH, 

PDYN, NPY, TPH2 o CARTPT (Noble et al., 1993; Cubells et al., 2000; Chen et al., 2002; Messas et 

al., 2005; Dahl et al., 2006; Wetherill et al., 2008; Foroud et al., 2008; Grucza et al., 2008; Lohoff, 

Bloch, et al., 2008; Lohoff, Weller, et al., 2008; Zuo et al., 2009; Sherva et al., 2010; Fernàndez-

Castillo et al., 2010, 2012; Clarke et al., 2013; Yang i Li, 2014). 

Altres trastorns psiquiàtrics comòrbids a l’addicció també han estat associats a alteracions en 

diferents components dels sistemes de neurotransmissió, com el TDAH, un trastorn que ha sigut 

àmpliament estudiat pel grup mitjançant diverses aproximacions, per exemple estudis 

d’associació (Sánchez-Mora et al., 2010, 2011; Ribasés, Ramos-Quiroga, et al., 2012; Ribasés, 

Sánchez-Mora, et al., 2012; Sánchez-Mora et al., 2013; Garcia-Martínez et al., 2016; Pagerols et 

al., 2017). En el cas del TDAH, els estudis d’associació principalment s’han centrat en els sistemes 

dopaminèrgic i noradrenèrgic, dianes dels medicaments utilitzats per aquest trastorn, tot i que 

també s’han considerat altres sistemes de neurotransmissió, com el sistema serotoninèrgic. 

Algunes de les associacions que s’han trobat han destacat gens que codifiquen receptors, de 

dopamina (DRD1, DRD4 i DRD5) o de serotonina (HTR1B) o que codifiquen transportadors, de 

dopamina DAT (SLC6A3), de norepinefrina (SLC6A2), o de serotonina (SLC6A4). Igual que en el cas 

de l’addicció a drogues i cocaïna, també s’han identificat associacions amb gens que codifiquen 

productes relacionats de forma no tant directa amb els sistemes de neurotransmissió, com COMT, 

la monoamino oxidasa A (MAOA), la dopamina beta-hidroxilasa (DBH), la tirosina hidroxilasa (TH) 

o SNAP-25 (amb un rol important en la regulació de l’alliberació de neurotransmissors i en la 

funció sinàptica) (Faraone et al., 2005; Gizer, Ficks i Waldman, 2009; Franke et al., 2010; Landaas 

et al., 2010; Sánchez-Mora et al., 2011; Zhang et al., 2012; Gallo i Posner, 2016; Pagerols et al., 

2017). Com podem observar, alguns dels gens destacats en aquests estudis són comuns amb els 

obtinguts per la dependència de drogues, segurament a causa de l’alta comorbiditat existent 

entre ambdós trastorns. 

Tot i que s’han publicat un gran nombre d’estudis d’associació per l’addicció o per trastorns 

comòrbids, la majoria d’associacions identificades són nominals i en molts pocs casos s’han pogut 

replicar els resultats obtinguts. Això podria ser degut a diferències en el disseny o a una mida 

mostral insuficient per detectar associacions. 
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3.2.2. Estudis d’associació a escala genòmica 

Des de l’aparició de les tecnologies de genotipació a gran escala, van sorgir noves aproximacions 

que permetien realitzar estudis lliures d’hipòtesis, com els estudis d’associació a escala genòmica 

(GWAS). Aquests estudis no seleccionen gens o regions candidates en base a coneixements previs, 

sovint molt limitats, de manera que els resultats obtinguts no presenten biaixos. Aquest enfoc 

requereix la realització d’un elevat nombre de tests estadístics de contrast, i per tant és necessària 

una mostra molt més gran per tal d’assolir suficient poder estadístic en les associacions. A partir 

d’aquests estudis també es va començar a calcular l’anomenada heretabilitat deguda a SNPs, un 

terme molt important en els trets complexos, que es defineix com la proporció de variació 

fenotípica atribuïble als efectes additius d’un conjunt d’SNPs.  

Pel que fa a les addiccions, en els últims anys, els GWAS han permès identificar múltiples regions 

del genoma o gens concrets que poden contribuir a la dependència de drogues en general o a la 

dependència d’una droga específica. Alguns d’aquests GWAS han assenyalat gens de risc que ja 

s’havien explorat en estudis de gens candidats previs, com per exemple la família alcohol 

deshidrogenasa (ADH) per la dependència de l’alcohol (Samochowiec et al., 2014; Deak, Miller i 

Gizer, 2019). En canvi, hi ha altres estudis que han assenyalat nous candidats per a la dependència 

de drogues en general o per una droga en particular, com ara la cocaïna, tot identificant noves 

funcions que podrien estar relacionades amb l’etiologia de la malaltia (Taula 4). La gran majoria 

de GWAS sobre drogues han explorat en la dependència de l’alcohol (Tawa, Hall i Lohoff, 2016), 

però n’hi ha també sobre la dependència de cocaïna (Gelernter et al., 2014; Cabana-Domínguez 

et al., 2019) o sobre les drogues en general (McGue et al., 2013; Wetherill et al., 2014; Johnson et 

al., 2015). Alguns d'aquests GWAS descriuen associacions que són biològicament interessants i 

robustes estadísticament (Taula 4), però calen estudis de rèplica en mostres independents i també 

estudis funcionals que ajudin a entendre els mecanismes pels quals aquests factors genètics són 

importants en la predisposició a la dependència.  
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Taula 4. Associacions significatives a escala genòmica obtingudes en estudis GWAS de dependència de 
cocaïna o de múltiples drogues. Adaptada de Jensen, 2016. 

Variant Referència Associat a  Població P-valor Gen proper 

rs2629540 Gelernter et al., 2014 Dependència de cocaïna AA, EA 4,28E-08 FAM53B 

rs1868152 McGue et al., 2013 

Dependència de múltiples 
drogues 

EA 4,9E-08 CRYGS 

rs9829896 Johnson et al., 2015 AA 4,63E-08 KAT2B 

rs2952621 
Wetherill et al., 2014 

EA 1,8E-08 LOC151121 

rs2567261 EA 3,8E-08 ARHGAP28 

EA = americans d’origen europeu; AA = americans d’origen africà 

 

Per altra banda, fins ara només s’ha realitzat un GWAS per l’addicció al menjar, ara fa 4 anys 

(Cornelis et al., 2016). En aquest estudi hi van participar un total de 9.314 dones amb ascendència 

europea, de les quals 287 van ser diagnosticades amb addicció al menjar segons el qüestionari 

YFAS. Malgrat el poder limitat d’aquest estudi a causa del baix nombre de casos, es van identificar 

associacions amb dos loci per sota del llindar de significació a escala genòmica (17q21.31 i 

11q13.4), assenyalant PRKCA i NTM com a possibles gens candidats del trastorn.  

En els primers GWAS realitzats per TDAH no es van descriure variants per sota el llindar de 

significació (Lasky-Su, Anney, et al., 2008; Lasky-Su, Neale, et al., 2008; Lesch et al., 2008; Mick et 

al., 2010; Neale, S. Medland, et al., 2010; Hinney et al., 2011; Fliers et al., 2012; Ebejer et al., 2013; 

Yang et al., 2013; Zayats et al., 2015; Sánchez-Mora et al., 2015), malgrat que moltes d’aquestes 

mostres es van combinar en una metanàlisi (Neale, S. E. Medland, et al., 2010). Probablement la 

no obtenció d’associacions significatives es devia a que els primers GWAS realitzats tenien mides 

mostrals petites, amb poder suficient per detectar només riscos relatius grans. Malauradament, 

els riscos relatius de les variants genètiques comunes associades a les malalties mentals solen ser 

petits, de manera que, per tal d’obtenir associacions significatives calia augmentar 

significativament la mida mostral (Sullivan et al., 2018). El Psychiatric Genomics Consortium (PGC) 

és un consorci que es funda l’any 2007 amb el propòsit de coordinar esforços d’investigadors 

d’arreu del món per tal de poder aconseguir mides mostrals molt més grans. Per exemple, l’any 

2019 es va publicar la primera metanàlisi de dades GWAS amb resultats significatius a escala 

genòmica per al TDAH, utilitzant 12 cohorts diferents que inclouen un total de 20.183 casos i 

35.191 controls (Demontis et al., 2019). D’aquesta manera, aquest consorci ha fet grans 

aportacions per a la comprensió de les bases genètiques de diversos trastorns psiquiàtrics, 

promovent la realització de GWAS i metanàlisis que han identificat un gran número d’associacions 

significatives a escala genòmica i han calculat l’heretabilitat deguda a SNPs per a cadascun 

d’aquests trastorns (Taula 5).  
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Taula 5. Mides mostrals i resultats obtinguts pel Psychiatric Genomics Consortium (PGC) fins l’any 2017. 
Adaptada de Sullivan et al., 2018. 

Trastorn psiquiàtric Casos (N) Associacions 
H2 general 
(bessons) H2 SNP 

Esquizofrènia 60.955 155 81% 45% 
Depressió 130.664 44 30%-40% 8.9% 
Trastorn bipolar 20.352 19 80% 21% 
Trastorn per dèficit d’atenció amb hiperactivitat 20.183 12 70%-80% 22% 
Trastorns de l’espectre autista 18.381 5 75% 12% 
Anorexia nerviosa 3.495 8 56% ≈20% 
Trastorn per ús de substàncies 12.798 1 50% ≈8% 
Síndrome de Tourette 4.232 1 60%-80% 58% 
Trastorn obsessiu-compulsiu 2.688 0 45%-65% 37% 
Trastorn per estrès posttraumàtic 5.131 0 30%-40% 5%-35% 
Associacions: associacions independents per sota del llindar de significació a escala genòmica (p < 5E-08); H2 general 
(bessons): Heretabilitat estimada a partir d’estudis de bessons; H2 SNP: Heretabilitat deguda a SNPs estimada a partir 
de resultats de GWAS. 

 

Aquest consorci no només ha realitzat GWAS per a trastorns psiquiàtrics específics, sinó que 

també ha publicat GWAS que reuneixen diversos trastorns psiquiàtrics, amb l’objectiu de conèixer 

les bases genètiques comunes (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 

2019; Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2013). L’últim estudi 

transversal va incloure un total de vuit trastorns psiquiàtrics: anorèxia, trastorn per dèficit 

d’atenció amb hiperactivitat, trastorns de l’espectre autista, trastorn bipolar, depressió, trastorn 

obsessiu-compulsiu, esquizofrènia i síndrome de Tourette. Aquest estudi va incloure un total de 

232.964 casos i 494.162 controls i va descriure un total de 109 loci associats com a mínim a dues 

malalties, tot demostrant que hi ha factors genètics de risc comuns entre els diferents trastorns 

(Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2019). 

3.2.3. Model omnigènic 

L’aparició dels GWAS i dels estudis de seqüenciació d’exomes, la fracció codificant del genoma, 

ha permès desxifrar part de les bases genètiques de les malalties complexes, però tot i així, les 

associacions significatives obtingudes en aquests estudis només expliquen una part de la variació 

genètica de les malalties complexes, tal i com s’indica amb el càlcul de l’heretabilitat deguda a 

SNPs per cada trastorn. L’any 2009, Manolio et al. van introduir un nou concepte, “l’heretabilitat 

perduda”, que definia tota aquella variació genètica que no s’explicava per les senyals d’associació 

significatives dels estudis a gran escala (Manolio et al., 2009). Més tard, nous estudis van descriure 

que l’heretabilitat perduda podia explicar-se a través dels efectes grans de variants rares (Marouli 

et al., 2017) però també pels efectes moderats dels polimorfismes d’un únic nucleòtid situats per 

sota del llindar de significació dels estudis a gran escala (Yang et al., 2010; Shi, Kichaev i Pasaniuc, 

2016). En malalties complexes, moltes de les variants que presenten associacions significatives en 
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GWAS cauen en regions no codificants del genoma, tot indicant un possible efecte dels elements 

de regulació de l’expressió gènica. De fet, per diferents trets i malalties complexes, s’ha observat 

un enriquiment d’associacions significatives en regions de cromatina activa, com ara regions 

promotores o regions amplificadores (enhancers, en anglès) (Maurano et al., 2012; Kundaje et al., 

2015; Wang et al., 2016). Totes aquestes evidències fan pensar que les malalties complexes estan 

causades per l’acumulació de petits efectes en gens clau i en vies reguladores d’aquests gens. 

L’any 2017 es va descriure un nou model d’herència per les malalties complexes anomenat model 

omnigènic (Boyle, Li i Pritchard, 2017), que destacava la importància de les variants de risc 

comunes amb associacions per sota del llindar de significació. El model omnigènic proposa que la 

majoria dels trets complexos estan directament afectats per un nombre modest de gens o vies 

reguladores amb una funció específica per l’etiologia de la malaltia. Aquests són els anomenats 

gens essencials (core genes) i tenen un rol biològic evident en la malaltia. A més, mencionen que 

l’efecte d’aquests gens és relatiu, ja que gran part de la contribució genètica total ve de gens 

perifèrics que no tenen un rol directe en la malaltia i que superen en número el grup de gens 

essencials (Boyle, Li i Pritchard, 2017). Dos anys més tard, els autors van aprofundir més en aquest 

nou model, tot postulant que la funció/expressió dels gens essencials estaria probablement 

afectada per un gran nombre de variants situades en trans amb un efecte petit (variants 

perifèriques). Si suposem que un tret pot tenir centenars de gens essencials, això pot ajudar a 

explicar perquè hi ha tants punts diferents en el genoma que contribueixen a l’herència d’aquests 

fenotips. A més, aquest model més desenvolupat suggereix que la major part de l’heretabilitat és 

deguda als efectes en trans, sobretot si els gens essencials tendeixen a ser co-regulats (Liu, Li i 

Pritchard, 2019).  

4. Epigenètica de les addicions i trastorns comòrbids 

En el cas de les addiccions i els trastorns comòrbids, en tractar-se de malalties complexes, hi 

intervenen factors genètics i ambientals, amb l’epigenètica com a vincle entre ambdues. El terme 

epigenètica s’utilitza per descriure les modificacions moleculars dinàmiques que es generen a la 

cromatina, ja sigui directament sobre la molècula de DNA o a nivell de la carcassa proteica que 

l’embolcalla. Aquestes modificacions tenen un efecte funcional en la regulació de diferents 

processos com la reparació del DNA, l’organització de la cromatina, l’splicing o la transcripció de 

l’RNA entre d’altres (Hamilton i Nestler, 2019). Els mecanismes epigenètics més estudiats són les 

modificacions d’histones, la metilació del DNA i els microRNAs (miRNAs). 
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Alguns factors ambientals com l’estrès crònic, els traumes, les drogues o l’exposició a fàrmacs 

poden induir canvis estables en l’expressió gènica, que poden alterar el funcionament de circuits 

neuronals i en última instància tenir un impacte sobre el comportament (Peña et al., 2014). 

L’epigenètica estaria darrere les interaccions entre ambient i genètica. Diferents estudis també 

comencen a proposar que aquests canvis epigenètics poden ser transmesos a la següent 

generació (Nestler, 2014), però, aquest és encara un tema controvertit. Per altra banda, alguns 

estudis suggereixen que alguns factors ambientals poden interaccionar amb la genètica tot 

generant canvis epigenètics en estadis del desenvolupament concrets que incrementarien el risc 

de desenvolupar trastorns psiquiàtrics o addicció a algunes substàncies (Nestler, 2014; Peña et 

al., 2014). Un exemple és el cas del consum de cànnabis en l’adolescència (aquí el cànnabis seria 

el factor de risc ambiental), que mostra una clara associació amb un risc més elevat de patir 

episodis psicòtics (Barkus i Murray, 2010; Parakh i Basu, 2013). 

Pel que fa a l’addicció, les cèl·lules nervioses del sistema de recompensa pateixen adaptacions a 

nivell epigenètic a mesura que un individu esdevé addicte degut a l’exposició repetida a una 

substància. Aquestes adaptacions epigenètiques (per exemple metilació de certs gens) són les que 

generen canvis en la funcionalitat del cervell i contribueixen a comportaments característics de 

l’addicció que es mantindran de per vida. Estudiar aquests mecanismes epigenètics pot ajudar a 

entendre les bases biològiques de l’addicció i també buscar noves teràpies. Malauradament, la 

complexitat del paisatge neuroepigenètic generat per les substàncies addictives fa difícil saber 

quins són els canvis concrets que contribueixen als mecanismes patogènics de l’addicció 

(Hamilton i Nestler, 2019). Entre aquests mecanismes hi ha les modificacions posttraduccionals 

d’histones, la metilació del DNA i els miRNAs.  

4.1. Modificacions posttraduccionals d’histones 

Les modificacions posttraduccionals (MPTs) d’histones són el mecanisme epigenètic més ben 

estudiat. A l’interior del nucli cel·lular hi ha la cromatina, un complex macromolecular format per 

DNA empaquetat amb histones (octàmers proteics) per formar els nucleosomes (Kornberg, 1974). 

Les modificacions posttraduccionals regulen el grau de condensació de la cromatina fent que els 

gens d’una regió concreta siguin més o menys accessibles a la maquinària de transcripció. Les 

subunitats de les histones poden ser modificades per nombroses MPTs. Les MPTs més freqüents 

són l’acetilació dels residus de lisina (K), associada a un increment de la transcripció, la metilació 

dels residus de lisina o arginina (R) i la fosforilació dels residus de serina (S) o treonina (T), que 

poden promoure o reprimir la transcripció, en funció del residu que es modifiqui. A més, hi ha 

altres tipus de MPTs com la ubiqüitinació, la sumoilació i l’ADP-ribosilació, l’efecte de les quals 
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encara no està ben estudiat (Figura 6) (Wood i Shilatifard, 2004; Allis i Jenuwein, 2016; Hamilton 

i Nestler, 2019). La gran diversitat de MPTs existents i el fet que aquestes es puguin produir en 

innumerables llocs al llarg del genoma explica la gran complexitat del paisatge epigenètic 

(Hamilton i Nestler, 2019).  

 

 

Figura 6. Estructura del nucleosoma. El nucleosoma consisteix en 147 parelles de bases del DNA al voltant 
d’un octàmer d’histones (dues còpies de H2A, H2B, H3 i H4). Les cues N-terminal de les histones queden 
exposades fora del nucleosoma i són objecte de les diferents MPTs que definiran el grau de compactació 
de la cromatina. Adaptada de Wood i Shilatifard, 2004. 

 

Les MPTs d’histones són reversibles i dinàmiques, són generades per enzims “writer”, 

reconegudes per proteïnes “reader”, que són les que duen a terme la resposta cel·lular, i 

eliminades per enzims “eraser” (Allis i Jenuwein, 2016). L’expressió i funció de moltes d’aquestes 

proteïnes involucrades en la formació, lectura i eliminació de les MPTs està alterada en humans 

que pateixen addiccions i en models animals d’addicció (Robison i Nestler, 2011; Rogge i Wood, 

2013; Egervari et al., 2018). Per exemple, l’exposició aguda o crònica a diferents drogues produeix 

un increment global de l’acetilació de les histones H3 i H4 al NAc (Kumar et al., 2005; Schroeder 

et al., 2008; Shen et al., 2008; Renthal et al., 2009; Botia et al., 2012), una regió molt important 

en el sistema de recompensa. Aquest increment global d’acetilació es dona perquè les drogues 

alteren el balanç d’expressió existent entre l’acetil transferasa d’histones (HAT) i la desacetilasa 

d’histones (HDAC) (Renthal et al., 2007; Malvaez et al., 2011; Taniguchi et al., 2012; Valzania et 

al., 2017). Restaurar el funcionament correcte de les proteïnes involucrades en la formació, 

lectura i eliminació de les MPTs pot suposar una nova àrea d’investigació dels tractaments per 
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l’addicció, però encara hi ha poc coneixement sobre com la regulació d’aquestes proteïnes 

afectaria el fenotip addictiu (Hamilton i Nestler, 2019).  

En el cas del TDAH la implicació de les MPTs d’histones en el trastorn ha estat molt poc estudiat, 

però tot i així, aquest mecanisme epigenètic sí que s’ha relacionat amb la patogènesi d’altres 

trastorns psiquiàtrics comòrbids a les addiccions, principalment amb l’esquizofrènia i la depressió. 

En esquizofrènia, es proposa HDAC2 com a possible diana terapèutica (Kurita et al., 2012) i també 

se suggereix que la combinació de l’acetilació d’histones i la metilació del DNA en promotors de 

GABA en neurones pot tenir un paper clau en la fisiopatologia d’aquesta malaltia (Tremolizzo et 

al., 2002; Dong et al., 2007). En un model de depressió en ratolí s’ha relacionat amb una 

disminució de l’expressió de Bdnf amb un increment dels nivells de metilació de les histones 

situades en el seu promotor. A més, aquesta disminució de l’expressió s’ha pogut corregir a través 

de l’administració d’un antidepressiu que actua incrementant els nivells d’acetilació de les 

histones del promotor de Bdnf (Onishchenko et al., 2008). Finalment, també s’han observat 

patrons de metilació i acetilació d’histones aberrants en pacients amb depressió o esquizofrènia 

(Chase et al., 2013; Schmitt et al., 2014). 

4.2. Metilació del DNA 

La metilació del DNA és una marca epigenètica dinàmica i reversible però més estable que les 

modificacions d’histones. Pot ser modificada per factors ambientals i és catalitzada per 

metiltransferases del DNA (DNMTs) (Figura 7A), que afegeixen un grup metil al C5 de la citosina 

(5-mC), majoritàriament en dinucleòtids CpG (Klose i Bird, 2006). En mamífers hi ha tres DNA 

metiltransferases principals: DNMT1, encarregada de la metilació de manteniment, i DNMT3a i 

DNMT3b, encarregades de la metilació de novo (Figura 7A) (Liu et al., 2018). Les proteïnes TET són 

les implicades en la demetilació (Tahiliani et al., 2009). 

La funció principal de la metilació del DNA és la regulació de l’expressió gènica. La metilació de 

dinucleòtids CpG prop dels llocs d’inici de transcripció presenta amb freqüència una correlació 

negativa amb l’expressió gènica i, en canvi, quan la metilació es produeix en el cos dels gens la 

correlació és positiva. La metilació intergènica, per altra banda, no sembla que tingui tan impacte 

sobre l’expressió gènica (Liu et al., 2018). En el cas de la repressió de la transcripció, la metilació 

del DNA en les zones promotores pot actuar de dues maneres: (1) evitant la unió de factors de 

transcripció a les zones promotores de gens (Figura 7B) (Hope, 1998; Domcke et al., 2015) o (2) 

promovent l‘entrada de proteïnes d’unió a grups metil-CpG, com MeCP2 (methyl-CpG binding 

protein 2) que recluten co-repressors transcripcionals com HDACs (Figura 7C), que afavoreixen la 

compactació de la cromatina (Bird i Wolffe, 1999; Kundu i Rao, 1999; Klose i Bird, 2006).  
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Figura 7. Característiques principals de la 

metilació del DNA. A) Metabolisme de la 

metilació del DNA. Dnmt1 s’encarrega de la 

metilació de novo, en canvi DNMT3A i 

DNMT3B s’encarreguen de la metilació de 

manteniment. B) Regulació de l’expressió 

gènica directa. La metilació dels llocs CpG 

(piruletes blaves) evita que els factors de 

transcripció s’hi uneixin, de manera que 

s’evita la iniciació de la transcripció. C) 

Regulació de l’expressió gènica indirecta. Les 

citosines metilades a la regió promotora dels 

gens recluten proteïnes d’unió a grups metil 

i complexes remodeladors de la cromatina 

per inhibir la transcripció. Adaptada de Razin 

i Kantor, 2005. 

 

Gràcies a l’aparició de la seqüenciació a gran escala, durant els darrers anys s’han desenvolupat 

nombrosos mètodes per avaluar la metilació al llarg de tot el genoma (perfil metilòmic), per 

exemple MeDIP-seq, MBD-seq, MRE-seq, RRBS-seq o WGBS-seq (Yong, Hsu i Chen, 2016). En els 

mètodes de MeDIP-seq, MBD-seq i MRE-seq es duu a terme un enriquiment de DNA metilat previ 

a la seqüenciació. MeDIP-seq precipita el DNA metilat utilitzant un anticòs que reconeix la 5mC, 

MBD-seq precipita el DNA metilat utilitzant la proteïna MeCP2, que té afinitat pels grups metil-

CpG, i finalment, MRE-seq utilitza uns enzims sensibles a la metilació que només tallaran aquells 

fragments no metilats, enriquint així la mostra amb fragments de DNA metilat. La RRBS-seq utilitza 

enzims de restricció per dur a terme un enriquiment de regions del genoma amb alt número de 

dinucleòtids CpG que posteriorment es bisulfiten i finalment es seqüencien. Finalment, la WGBS-

seq ens permet avaluar la metilació de tot el genoma mitjançant la bisulfitació del DNA seguida 

de seqüenciació. En tots els casos, aquestes tecnologies ens permetran identificar a gran escala 

regions diferencialment metilades (Differentially Methylated Regions, DMRs) quan comparem 

diferents grups.  

Aquests últims anys s’ha suggerit que la metilació del DNA podria jugar un paper important en 

l’etiologia dels trastorns neuropsiquiàtrics. Estudis de metilació a escala genòmica han determinat 
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nivells globals de metilació anormals en la majoria de trastorns psiquiàtrics (Shimabukuro et al., 

2007; Bönsch et al., 2012; Melas et al., 2012; Nishioka et al., 2013; Tremolizzo et al., 2014; Tseng 

et al., 2014; Murphy et al., 2015; Liu et al., 2018). A més, s’ha descrit que pacients amb 

esquizofrènia tractats amb diferents fàrmacs neurolèptics mostren una correcció d’aquest canvi 

en els nivells de metilació globals per arribar pràcticament als nivells de metilació observats en 

controls (Bönsch et al., 2012; Melas et al., 2012). 

Si ens referim a gens concrets, s’han observat canvis dels nivells de metilació de gens relacionats 

amb la neurotransmissió en diferents trastorns psiquiàtrics (Taula 6) (Liu et al., 2018). També 

s’han detectat canvis d’expressió de proteïnes implicades en la metilació del DNA i en la seva 

funció reguladora. Per exemple, tant el consum de cocaïna i metamfetamina, com l’esquizofrènia 

o el trastorn bipolar s’han relacionat amb canvis d’expressió d’algunes isoformes de DNMT (Costa 

et al., 2007; Anier et al., 2010; Laplant et al., 2010; Bodetto et al., 2013; Jayanthi et al., 2014) i en 

el cas de la proteïna MeCP2, s’han observat canvis d’expressió d’aquesta proteïna relacionats amb 

el consum de drogues, l’autisme o el TDAH (Nagarajan et al., 2006; Im et al., 2010; Lv et al., 2013; 

Deng et al., 2014). De fet, els ratolins genoanul·lats per la proteïna MeCP2 (un repressor de la 

transcripció que reconeix llocs CpG metilats) presenten deficiències locomotores i reduccions en 

la mida del cervell, característiques similars als símptomes de la síndrome de Rett, una patologia 

amb certs paral·lelismes amb els trastorns de l’espectre autista (Guy et al., 2001; Collins et al., 

2004).  
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Taula 6. Canvis dels nivells de metilació de gens implicats en sistemes de neurotransmissió en trastorns 
psiquiàtrics. Adaptada de Liu et al., 2018 

Gene Locus Funció Teixit 
Efecte en la 
metilació 

Sistema dopaminèrgic 

DRD2 11q23.2 Receptor DA Cervell, Sang ↓SZ, ↑AN 

DRD4 11p15.5 Receptor DA Cervell, Sang ↓SZ i TDAH 

DRD5 4p16.1 Receptor DA Sang ↓SZ 

MB-COMT 22q11.21 Regulador dels nivells 
homeostàtics de DA en sinapsis 

Cervell, Saliva ↓SZ i BP 

S-COMT 22q11.21 Regulador dels nivells 
homeostàtics de DA en sinapsis 

Cervell, Sang, 
Saliva 

↑SZ 

SLC6A3 (DAT) 5p15.33 Transportador DA Sang ↑AN i BN, ↓AUD 

DBH 9q34.2 DA beta-hidroxilasa Sang ↓AUD 

Sistema serotoninèrgic 

HTR1A 5q12.3 Receptor de serotonina Sang ↑SZ i BD 

HTR2A 13.q14.2 Receptor de serotonina Cervell ↑SZ 

SLC6A4 (5-HTT) 17q11.2 Transportador de serotonina Cervell, Sang, 
Saliva 

↑SZ, BD, MDD i 
TDAH 

Sistema GABAèrgic 

GAD1 (GAD67) 22q31.1 Sintetitzador de GABA Cervell, Sang ↓SZ, BD i AUD 

RELN 7q22.1 Migració i posicionament 
neuronal  

Cervell ↑SZ 

GABRP - Receptor de GABA Sang ↑AUD 

Sistema glutamatèrgic 

GRM2 3p21.2 Receptor GLU metabotròpic Cervell ↓SZ 

GRM5 11q14.2.3 Receptor GLU metabotròpic Cervell ↓SZ 

SCG2 2q36.1 Estimulador de la secreció de GLU Cervell ↓SZ 

VGLUT1 19q13.33 Empaquetador de GLU en 
vesícules sinàptiques 

Cervell ↑SZ 

VGLUT2 11p14.3 Transportador de glutamat Cervell ↓SZ 

SLC1A2 (EAAT2) 11p13 Proteïna transportadora de soluts Sang ↑BD 

BDNF 11p14.1 Factor neurotròfic Cervell, Sang ↑BD, SZ i BN 

AN: Anorèxia, AUD: trastorn per ús d'alcohol, BD: trastorn bipolar; BN: bulímia nerviosa, DA: dopamina, GABA: àcid 
gamma-aminobutíric; GLU: glutamat, TDAH: Trastorn per dèficit d'atenció amb hiperactivitat, SZ: esquizofrènia 

 

En aquesta Tesi, hem tingut especial interès amb un mecanisme epigenètic relacionat amb la 

metilació del DNA, la metilació específica d’al·lel. 

Metilació específica d’al·lel 

Anteriorment s’assumia que la metilació de dinucleòtids CpG era equivalent en els dos al·lels a les 

cèl·lules diploides amb l’excepció d’un número petit de gens imprintats (fenomen epigenètic pel 

qual certs gens s’expressen de manera específica segons l’origen parental) i regions subjectes al 

fenomen de la inactivació del cromosoma X en femelles. Però la realitat és molt més complexa a 

causa de l’existència de la metilació específica d’al·lel (Allele-Specific Methylation, ASM), 

característica bastant freqüent en el genoma humà (Meaburn, Schalkwyk i Mill, 2010). 
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L‘ASM és un mecanisme epigenètic pel qual els nivells de metilació d’un lloc CpG depenen del 

genotip present en una determinada posició polimòrfica situada en cis o en trans. Per exemple, 

per a una variant genètica C/T, els genotips CC, CT o TT determinarien diferents nivells de 

metilació d’un dinucleòtid CpG situat a una certa distància. És un tret quantitatiu i heterogeni 

entre individus i teixits (Meaburn, Schalkwyk i Mill, 2010) que pot determinar una expressió 

específica d’al·lel (ASE) tot alterant l’activitat dels promotors de gens de la regió (Gaur et al., 

2013). A més, s’ha observat un enriquiment d’ASM en zones reguladores del genoma, remarcant 

el seu possible paper funcional (Benton et al., 2019). L’ASM en cis s’hereta generalment de forma 

mendeliana, ja que en aquest cas dependria dels al·lels d’un polimorfisme genètic presents en una 

regió propera al lloc que es metila. Aquest mecanisme ens pot ajudar en la interpretació dels 

resultats dels GWAS, en què sovint es detecten variants genètiques associades a una patologia 

concreta que estan localitzades lluny de qualsevol gen, en regions no codificants (Tycko, 2010a, 

2010b), i així desxifrar part de l’heretabilitat perduda d’alguns trastorns psiquiàtrics.  

Al llarg dels últims anys, hi ha diferents estudis que s’han centrat en la identificació d’ASM en 

múltiples teixits (Do et al., 2017), alguns d’ells en regions cerebrals (Gibbs et al., 2010; Zhang et 

al., 2010). A més, s’ha observat un enriquiment de variants ASM en diferents trastorns psiquiàtrics 

(Gamazon et al., 2013; Hannon et al., 2015), destacant la seva importància funcional. Finalment, 

alguns estudis recents han explorat la contribució de l’ASM a diferents trastorns psiquiàtrics com 

ara l’autisme (Andrews et al., 2017), el trastorn bipolar (Chuang et al., 2013) o l’esquizofrènia (Van 

Eijk et al., 2015; Gagliano et al., 2016; Wu i Pan, 2019), entre d’altres. 

4.3. MicroRNAs 

Els microRNAs (miRNAs), són molècules de RNA no codificants (ncRNAs) d’uns 22 nucleòtids de 

longitud. Es tracta de molècules altament conservades en l’evolució que actuen com a reguladors 

post-transcripcionals de l’expressió gènica. Es transcriuen a partir del DNA nuclear donant lloc a 

un precursor de diversos centenars de nucleòtids de longitud que pren una estructura de forquilla 

degut a la seva autocomplementarietat. Aquesta molècula precursora rep el nom de pri-miRNA i 

pot contenir d’un a sis precursors de miRNAs, és processada seguint diferents passos que tenen 

lloc tant al nucli com, posteriorment, al citoplasma, per generar una molècula funcional de cadena 

única d’RNA: el miRNA madur (Figura 8). 
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Figura 8. Biogènesi dels miRNAs. La transcripció dels gens que codifiquen miRNAs dona lloc als pri-

miRNAs, que seran processats en el nucli cel·lular per un complex microprocessador que inclou les 

proteïnes DROSHA i DGCR8, tot produint unes estructures d’uns 60-100 nucleòtids anomenades pre-

miRNAs. Aquest pre-miRNAs són translocats del nucli al citoplasma amb l’ajuda de l’exportina-5. Un cop 

al citoplasma, el pre-miRNA és processat per DICER, que talla el miRNA a nivell del loop, donant lloc a un 

dúplex de RNA de 19-24 nucleòtids de llargada. A continuació una de les dues cadenes es degrada i l’altra 

s’uneix al complex miRISC, que té com a components principals les proteïnes AGO, entre d’altres. El 

complex miRISC guiarà el miRNA cap al mRNA diana, modificant així l’expressió del mRNA mitjançant la 

deadenilació /degradació o la repressió traduccional. Adaptada de Luoni i Riva, 2016. 

 

Els miRNAs funcionen per complementarietat de bases amb l’RNA missatger (mRNA), unint-se a 

la seva regió 3’UTR (3’-untranslated region), tot i que en alguns casos també es pot unir a la regió 

5’UTR (5’-untranslated region) o a la regió codificant del mRNA (Lytle, Yario i Steitz, 2007; Lee et 

al., 2009; Forman i Coller, 2010). La unió miRNA-mRNA bloqueja l'accés dels ribosomes al mRNA 

o indueix la degradació del mRNA, donant lloc a una disminució de la síntesi de la proteïna (Figura 

8). A més de la funció citoplasmàtica canònica, hi ha nombroses evidències que demostren que 

els miRNAs poden actuar al nucli regulant l’estabilitat del mRNA al nuclèol i també el splicing 

alternatiu, així com activant o inhibint la transcripció dels gens diana (Catalanotto, Cogoni i Zardo, 

2016). Un mateix miRNA pot regular l’expressió de 10 a 100 mRNAs diferents, i a la vegada, un 

mRNA pot estar regulat per desenes o centenars de miRNAs (Friedman et al., 2009). Aquest fet, 

sumat al fet que l’acció dels miRNAs no és del tipus “tot o res” (on-off switch), sinó que permet la 

regulació fina de l’expressió del gen diana, fa que els miRNAs funcionin com un mecanisme de 
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control dinàmic de l’expressió gènica (Kim, Han i Siomi, 2009; Afonso-Grunz i Müller, 2015; 

Gulyaeva i Kushlinskiy, 2016).  

Aquests darrers anys s’han anat acumulant estudis que demostren que els miRNAs són uns 

mediadors importants de nombrosos mecanismes clau del SNC, des del desenvolupament del 

cervell (dendritogènesi, formació de les espines o creixement de les neurites), fins la modulació i 

plasticitat sinàptica i la regulació d’activitats cerebrals superiors, incloses la memòria i 

l’aprenentatge (Schratt, 2009; Ceman i Saugstad, 2011; Meza-Sosa et al., 2012; Wang, Kwon i Tsai, 

2012; Sun i Shi, 2015; Luoni i Riva, 2016). L’any 2014 un estudi a gran escala va caracteritzar 

sistemàticament les interaccions entre miRNAs i mRNAs al cervell humà, mitjançant la tècnica 

d’immunoprecipitació contra la proteïna argonauta 2 (AGO2), una de les proteïnes del complex 

miRISC. En aquest treball es van identificar unes 7.000 regions d’unió a AGO2 que contenien 916 

SNPs que alterarien la unió miRNA:mRNA (Boudreau et al., 2014). En els últims anys s’ha 

demostrat que els miRNAs tenen un paper clau en la remodelació del sistema de recompensa 

induïda per les drogues, fet que probablement impulsa l’aparició de l’addicció i també alteracions 

de la plasticitat sinàptica (Smith i Kenny, 2018). A més, s’han descrit múltiples miRNAs específics 

relacionats amb les addiccions, com ara els miR-212, miR-181a, let7 o miRNA-124, que s’han 

relacionat àmpliament amb la dependència de cocaïna (Chandrasekar i Dreyer, 2009, 2011; Bali i 

Kenny, 2013).  

En el cas del TDAH, tot i que encara hi ha pocs estudis centrats en investigar la funció dels miRNAs 

en el trastorn (Wu et al., 2010, 2015, 2017; Németh et al., 2013; Sánchez-Mora et al., 2013; 

Kandemir et al., 2014; Garcia-Martínez et al., 2016), diverses evidències suggereixen que hi juguen 

un paper important, similar a l’observat en altres trastorns psiquiàtrics (Srivastav, Walitza i 

Grünblatt, 2018). Estudis d’expressió de miRNAs a gran escala realitzats en àrees cerebrals de 

pacients amb trastorns psiquiàtrics demostren l’existència de perfils de miRNAs específics segons 

l’àrea cerebral i el trastorn (Luoni i Riva, 2016). Per exemple, Smalheiser et al. 2012, van observar 

una disminució dels nivells d’expressió de miRNAs a l’escorça prefrontal de pacients amb 

depressió suïcida (Smalheiser et al., 2012). La majoria d’estudis de miRNAs en trastorns 

psiquiàtrics però, s’han centrat en l’esquizofrènia, el trastorn bipolar i la depressió. Per exemple, 

la neurotrofina BDNF és un element clau en el fenotip depressiu, i s’ha descrit una reducció de la 

seva expressió per l’acció de diferents miRNAs: miR-30a-5p (Mellios et al., 2008), miR-124a (Bahi, 

Chandrasekar i Dreyer, 2014), miR-16 (Bai et al., 2012) i miR-182 (Y. Li et al., 2016). Finalment, els 

sistemes de neurotransmissió també mostren alteracions de la seva expressió per l’acció de 

miRNAs en diferents trastorns psiquiàtrics. Per exemple, un estudi recent descriu una correlació 
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entre un increment de l’expressió del miRNA Let-7a i una reducció de l’expressió del receptor de 

serotonina 4 en l’hipocamp de rates que presenten un fenotip depressiu com a conseqüència de 

la privació materna (Bai et al., 2014). Un altre estudi, realitzat en un model de ratolí de depressió, 

va detectar associacions entre el miR-135a i el transportador monoaminèrgic de serotonina SERT 

i el receptor de serotonina 5-HT-1A en un model de ratolí de depressió (Issler et al., 2014).  

Totes aquestes evidències suggereixen que els miRNAs poden influir en el desenvolupament de 

trastorns psiquiàtrics, una camp d’estudi que ha estat sent explorada durant els últims anys 

(Hunsberger et al., 2009; Geaghan i Cairns, 2015; Issler i Chen, 2015; Luoni i Riva, 2016; Kuehner 

et al., 2019). 

5. Models animals 

Finalment, tant en relació a la genètica com a l’epigenètica, els models animals són una 

aproximació àmpliament utilitzada. Un organisme model és una espècie no humana que s’utilitza 

per comprendre fenòmens biològics particulars, amb l'expectativa que els descobriments 

realitzats en l'organisme model proporcionin una visió del funcionament en l’organisme humà. Els 

organismes model s’utilitzen per investigar malalties humanes quan l’experimentació humana 

seria inviable o poc ètica.  

El desenvolupament de models animals convincents i útils per estudiar trastorns psiquiàtrics 

representa un repte important a causa de l’heterogeneïtat que hi ha en els símptomes, la manca 

de biomarcadors i el coneixement incomplet de la seva neurobiologia i genètica. Al llarg dels anys, 

s’han seguit diferents metodologies per a l’obtenció de models animals en psiquiatria, que 

inclouen l’encreuament selectiu, l’enginyeria genètica, les lesions cerebrals i les manipulacions 

ambientals (Taula 7) (Nestler i Hyman, 2010). 
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5.1. Models per l’estudi de les addicions  

S’han desenvolupat molts models animals que permeten investigar signes i símptomes específics 

de les addiccions, tot i que encara no hi ha cap model que mimetitzi a la perfecció la condició 

humana d’addicció. Els models animals desenvolupats recentment tenen en compte la diversitat 

de resposta a una droga existent entre individus i soques, permetent així l’estudi dels processos 

neurobiològics i dels factors ambientals que intervenen en el risc a l’addicció, ja sigui per generar 

vulnerabilitat o resiliència. També s’està començant a explorar la influència de l’etapa evolutiva 

de l’individu i del seu sexe en la resposta a les drogues, per entendre millor l’increment en la 

vulnerabilitat a l’addicció a les drogues quan l’ús s’inicia en l’adolescència i les diferents 

trajectòries d’ús de les drogues observades entre homes i dones (Koob i Volkow, 2016). 

En les addicions a les drogues, els tests utilitzats en models animals es basen en el 

condicionament, tant clàssic (o Pavlovià), com operant (Sanchis-Segura i Spanagel, 2006). Aquests 

models permeten valorar tant l’efecte reforçant de la droga, com altres aspectes relacionats amb 

l’addicció, entre els quals hi ha la sensibilització, la tolerància, la impulsivitat, la compulsivitat i la 

recaiguda després d’un període d’abstinència. 
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El model de preferència de lloc condicionada (CPP) és una forma de condicionament Pavlovià per 

mesurar els efectes motivacionals i de recompensa de les drogues d’abús. El test es duu a terme 

en un aparell que conté dos compartiments dissenyats perquè puguin ser clarament diferenciats 

i consisteix en tres fases: habituació, condicionament i test de preferència (Figura 9). En 

l’habituació l’animal té lliure accés als dos compartiments. En la fase de condicionament, els 

animals només tenen accés a un dels dos 

compartiments. En un dels 

compartiments sempre se subministrarà 

la droga d’abús, de manera que aquell 

compartiment s’associarà als efectes 

motivacionals; en canvi, en l’altre 

compartiment sempre se subministrarà 

una solució salina (Figures 9A i 9B). 

Finalment, en el test de preferència (CPP) 

l’animal té lliure moviment per poder 

escollir entre els dos compartiments 

(Figura 9C). Els efectes reforçants de 

l’estímul addictiu es defineixen per 

l’existència d’una preferència més alta 

pel compartiment on aquest se 

subministrava (Cunningham, Gremel i 

Groblewski, 2006; Sanchis-Segura i 

Spanagel, 2006; Olive i Kalivas, 2010).  

El model d’autoadministració operant es realitza en una cambra adaptada per poder utilitzar 

catèters per administrar la droga d’abús i que a més, conté dues palanques (o forats), una inactiva 

i una activa (Figura 10A). La palanca activa administra la droga i va acompanyada d’un estímul 

condicionat (llum o so) que l’animal associarà a la droga. Primerament, s’estableix una raó fixa 

(FR) per a obtenir la droga i a continuació una raó progressiva (PR), en què l’animal ha de realitzar 

un nombre de respostes creixent per a obtenir la substància, per així valorar la motivació de 

l’animal per la droga. Aquest model és més motivacional que el CPP ja que l’animal ha de fer un 

esforç per obtenir la droga (Jacobs et al., 2003; Sanchis-Segura i Spanagel, 2006) (Figura 10A). 

Hi ha una altra versió d’aquest model anomenat model d’autoadministració operant acoblat a 

control (Figura 10B). Aquest model funciona igual que l’anterior, però inclou un altre animal 

 

 

 Figura 9. Esquema del model de preferència de lloc 
condicionada (CPP). A) Condicionament amb salí en 
un dels compartiments. B) Condicionament amb la 
droga d’abús en l’altre compartiment. C) Test de 
preferència. Adaptada de Olive i Kalivas, 2010. 
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acoblat a l’animal que s’autoadministra la droga, el qual rep la mateixa dosi de droga però de 

forma passiva. A més, es pot connectar un tercer subjecte que rep una infusió salina cada cop que 

el primer animal s’autoadministra la substància. L’animal acoblat no té control sobre el consum 

de les drogues, i per tant no genera cap aprenentatge. Així doncs, aquest model permet 

diferenciar entre els efectes directes de la droga d’abús d’aquells deguts a l’aprenentatge (Jacobs 

et al., 2003; Sanchis-Segura i Spanagel, 2006) (Figura 10B).  

 

 

Figura 10. Esquema del model d’autoadministració. A) Model d’autoadministració B) Model 
d’autoadministració operant acoblat a control. Adaptada de Jacobs et al., 2003. 

 

Al llarg d’aquesta última dècada també s’ha validat un model animal d’addicció al menjar basat 

en el model d’autoadministració operant (Martín-García et al., 2011; Mancino et al., 2015; 

Domingo-Rodriguez et al., 2020), en el qual, en comptes de d’administrar droga a través d’un 

catèter, s’administren pèl·lets de menjar saborós cada cop que es prem la palanca activa. En 

aquest model es tenen en compte tres criteris que es mesuren al principi i al final de 

l’aprenentatge i que definiran la resistència o vulnerabilitat a l’addicció: la persistència del 

comportament, la motivació i la resistència al càstig. Primerament s’estableixen cinc sessions amb 

un FR1 i a continuació es comencen les sessions d’autoadministració amb un FR5 que inclou un 

període de 10 minuts on no hi ha disponibilitat de pèl·lets per avaluar la persistència del 

comportament (Figura 11). Al principi i al final de l’entrenament es duu a terme un PR per avaluar 

la motivació pel menjar. Finalment, per avaluar la resistència al càstig, al principi i al final de 

l’entrenament també es realitza una sessió de FR5 en una cambra amb una ambientació diferent 

en la qual l’animal cada cop que rep un pèl·let, també rep un xoc elèctric de baixa intensitat als 

peus (Martín-García et al., 2011; Mancino et al., 2015; Domingo-Rodriguez et al., 2020).  
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Figura 11. Disseny experimental del model d’autoadministració per l’addicció al menjar. Adaptada de 
Mancino et al., 2015. 

 

Pel que fa als models transgènics, s’han estudiat molts gens relacionats amb els sistemes de 

neurotransmissió per la seva relació directa amb el sistema de recompensa i per tant amb 

l’establiment de la dependència, com els receptors i transportadors de DA, serotonina i 

noradrenalina. S’ha estudiat la contribució d’aquests gens en diferents addiccions a drogues en 

ratolins genoanul·lats, en homozigosi o en heterozigosi (falta de dues o una còpia del gen, 

respectivament) (Sora et al., 2010). Per exemple, en ratolins genoanul·lats pel receptor de 

serotonina 5HT1B s’observava una major autoadministració de cocaïna i morfina (Crabbe et al., 

1996; Rocha et al., 1998). Els ratolins genoanul·lats pel receptor de dopamina D2 o pel receptor 

cannabinoid CB1 presentaven una reducció de la recompensa com a resposta a la morfina 

(Maldonado et al., 1997; Ledent et al., 1999). Finalment, un últim exemple seria el dels ratolins 

genoanul·lats per la subunitat β2 del receptor colinèrgic nicotínic, que mostraven una reducció de 

la recompensa en resposta a la cocaïna. 

5.2. Models per l’estudi del TDAH 

De manera semblant a les addiccions, no hi ha cap model animal que mimetitzi a la perfecció el 

TDAH, degut a la complexitat i heterogeneïtat del trastorn. Tot i així, hi ha molts models i 

paradigmes que es poden utilitzar pels símptomes principals del TDAH: el dèficit d’atenció, la 

hiperactivitat i la impulsivitat. 

El paradigma de Delay-discounting s’utilitza com a mesura de la impulsivitat en la selecció, de 

manera que la impulsivitat és definida com una major tendència a triar una recompensa més 

petita abans que una recompensa més gran que s’obté més tard. Per altra banda, la Stop-Signal 

Reaction Time task (SSRT) també serveix com a mesura de la impulsivitat, en aquest cas tenint en 

compte la capacitat d’inhibir o retenir una resposta motora ja iniciada (Wickens, Hyland i Tripp, 

2011).  
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La Continuous Performance Task (CPT) s’ha utilitzat per avaluar diferents tipus d’atenció en 

humans, i recentment s’ha pogut traslladar als models murins a través de l’ús de cambres amb 

pantalles tàctils. Igual que en molts CPT humans, és necessari que els ratolins responguin als 

estímuls del patró visual "objectiu" i retinguin respostes als estímuls "no objectius" durant les 

sessions en què els dos tipus d'estímuls es presenten seqüencialment en una ubicació única de la 

pantalla. En funció de la precisió en la realització i l’aprenentatge de la tasca es podrà avaluar 

l’atenció i la impulsivitat dels ratolins (Kim et al., 2015).  

La rata espontàniament hipertensa (SHR) de la soca Wistar-Kyoto es va desenvolupar inicialment 

com a model d’hipertensió (Okamoto i Aoki, 1963), però casualment també va mostrar una alta 

activitat motora espontània, suggerint que podria utilitzar-se com a model per al TDAH (Moser et 

al., 1988). La SHR mostra molts dels símptomes principals del TDAH, com la impulsivitat, dificultats 

per aprendre o una capacitat d’espera reduïda (Sagvolden, 2000). Els dèficits observats en aquest 

model sembla que poden estar relacionats alteracions en els diferents sistemes de 

neurotransmissió. Per exemple, la SHR mostra una deficiència en la secreció de DA a l’escorça 

prefrontal, al NAc i al nucli caudat-putamen (Deutch i Roth, 1990; Russell, 2000). A més, també 

s’ha vist que mascles joves d’aquest model mostren un increment de la densitat de receptors D1 i 

D5 en el neoestriat i al NAc (Carey et al., 1998), i una reducció de l’expressió de D4 a l’escorça 

prefrontal (Li et al., 2007). Pel que fa al sistema noradrenèrgic, s’ha observat una concentració 

més elevada de noradrenalina al locus coeruleus, a la substància negra i a l’escorça prefrontal (de 

Villiers et al., 1995) i una reducció de receptors beta-adrenoreceptors (Myers, Whittemore i 

Hendley, 1981). Tot i així, aquest model de TDAH no és perfecte ja que tenim un factor de confusió, 

la hipertensió.  

Pel que fa a models transgènics pel TDAH, al llarg del temps se n’han generat molts, i alguns d’ells 

han estat validats (Taula 8) (de la Peña et al., 2018). El model de ratolí genoanul·lat pel 

transportador de dopamina DAT (DAT-KO) és el model transgènic de TDAH més ben estudiat i 

presenta els tres símptomes principals del TDAH: hiperactivitat, dèficit d’atenció i impulsivitat. Al 

model de ratolí DAT-KO li manca el gen Slc6a3, que codifica el transportador de dopamina DAT, 

el responsable de la recaptació o eliminació de la DA de l’espai sinàptic. Aquest model es va 

desenvolupar per tal d’estudiar l’efecte terapèutic del metilfenidat i l’amfetamina, dos compostos 

utilitzats en el tractament del TDAH (Giros et al., 1996; Leo i Gainetdinov, 2013).  
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Taula 8. Models de ratolins transgènics validats de TDAH. Adaptada de de la Peña et al., 2018. 

Nom Descripció Símptomes  

DAT-KO Falta del transportador de dopamina DAT (Slc6a3) H, DA i I 

SNAP-25 mutant Deleció de 20 gens al cromosoma 2 (incloent Snap25) H, DA i I 

NK1R-KO Interrupció del receptor NK1R (Tacr1) H, DA i I 

TRβPV-KI Addicció del gen humà de la hormona tiroïdal β H, DA i I 

P35-KO Eliminació del cofactor p35, activador de Cdk5 H 

H: Hiperactivitat; DA: Dèficit d’atenció, I: Impulsivitat. 

 

Malgrat que aquests models no poden mimetitzar a la perfecció el TDAH, ens proporcionen 

informació sobre el trastorn que no es pot obtenir a partir estudis humans a causa de diverses 

limitacions, tant ètiques com del coneixement existent de les bases etiològiques, 

neurobiològiques i genètiques del trastorn.
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Aquesta Tesi té com a objectiu principal contribuir a l’estudi i a la identificació de factors genètics 

i epigenètics de susceptibilitat a les addiccions i a trastorns comòrbids, tant en humans com en 

models animals. Els objectius concrets d’aquest treball són els següents: 

CAPÍTOL 1. Estudi de factors genètics de risc a l’addicció a drogues identificats prèviament.  

1.1. Realització d’un estudi de rèplica d’associacions a la dependència de drogues, i de cocaïna en 

particular, prèviament identificades en estudis d’associació genètica a escala genòmica.  

1.2. Avaluació de l’efecte d’NFAT5, un gen candidat a l'addicció a cocaïna descrit prèviament pel 

grup, sobre la síntesi de la dopamina a través de la regulació de l’expressió del gen DDC en 

dues línies cel·lulars neurals dopaminèrgiques. 

CAPÍTOL 2. Identificació de factors epigenètics de susceptibilitat a l’addicció a les drogues i al 

menjar. 

2.1. Estudi de la contribució a la dependència de drogues de variants genètiques amb un efecte 

sobre la metilació específica d’al·lel (ASM). 

2.2. Identificació de variants genètiques de susceptibilitat a la dependència de drogues que poden 

alterar el lloc d’unió de miRNAs, i posterior avaluació funcional de les variants identificades.  

2.3. Exploració dels perfils transcriptòmics (mRNAs i miRNAs) i metilòmics en un model de ratolí 

d’addicció al menjar. 

CAPÍTOL 3. Identificació de factors epigenètics de susceptibilitat a trastorns comòrbids a l’addicció 

a les drogues. 

3.1. Exploració de la contribució de variants genètiques amb un efecte en l’ASM al trastorn per 

dèficit d'atenció amb hiperactivitat (TDAH). 

3.2. Anàlisi de la funció de C2orf82 al cervell i de la seva contribució al TDAH: determinació de 

l’expressió del gen en diferents àrees cerebrals de ratolí i caracterització fenotípica d’un 

model murí genoanul·lat.  

3.3. Avaluació de l’efecte pleotròpic de variants genètiques que presenten ASM en diferents 

trastorns psiquiàtrics. 
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CAPÍTOL 1. Estudi de factors genètics de risc a l’addicció a drogues identificats 

prèviament. 

Article 1 

“Avaluació de variants prèviament associades a escala genòmica a la dependència de drogues en 

una mostra espanyola” 

Resum: 

La dependència de drogues és un trastorn crònic i recurrent produït per la interacció de factors 

de risc genètics i ambientals. L’objectiu d’aquest treball és replicar a la nostra mostra espanyola 

diverses associacions a escala genòmica identificades prèviament per altres grups mitjançant 

estudis GWAS de dependència de drogues o cocaïna. Hem realitzat un estudi d’associació cas-

control en una mostra de 1.711 individus dependents de drogues (dels quals 1.011 són dependent 

de cocaïna) i 1.719 controls. Hem avaluat tres SNPs que presentaven associacions significatives a 

escala genòmica en tres estudis previs: rs1868152 i rs2952621 (situats prop dels gens LOC253573 

i LOC151121, respectivament) associats a la dependència de drogues, i rs2629540 (al primer intró 

del gen FAM53B) associat a la dependència de cocaïna. Hem pogut replicar l’associació entre la 

variant rs2952621 i la dependència de drogues (P = 0,02) sota el model dominant, en què l’al·lel 

de risc (T) és el mateix que s’havia descrit en l’estudi previ. A continuació hem realitzat una 

metanàlisi per analitzar aquesta variant conjuntament a les dues mostres de l’estudi original 

(Collaborative Studies on Genetics of Alcoholism (COGA) i Study of Addiction: Genetics and 

Environment (SAGE)) i a la nostra mostra. La metanàlisi inclou en total 3.747 casos i 4.043 controls, 

i confirma l’associació d’aquesta variant amb la patologia (OR = 1,26; 95% CI = 1,15 - 1,39). En 

conclusió, s’ha pogut replicar a la nostra mostra l’associació entre la variant rs2952621, situada 

prop del gen LOC151121, encara no caracteritzat, i la dependència de drogues. Serà necessari 

realitzar més estudis per poder determinar la contribució d’aquesta variant a la predisposició a la 

dependència de drogues.  

Referència:  

Pineda-Cirera L, Cabana-Domínguez J, Roncero C, Cozar M, Grau-López L, Abad AC, Martínez-Luna 

N, Robles-Martínez M, Sánchez-Mora C, Ramos-Quiroga JA, Casas M, Ribasés M, Fernàndez-

Castillo N, Cormand B. Evaluation of previous substance dependence genome-wide significant 

findings in a Spanish sample. Drug Alcohol Depend. 2018 Jun 1;187:358-362. doi: 

10.1016/j.drugalcdep.2018.03.013. 
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Supplementary material for:  

EVALUATION OF PREVIOUS SUBSTANCE DEPENDENCE GENOME-WIDE 

SIGNIFICANT FINDINGS IN A SPANISH SAMPLE 

Laura Pineda-Cirera, Judit Cabana-Domínguez, Carlos Roncero, Mònica Cozar, Lara Grau-

López, Alfonso C. Abad, Nieves Martínez-Luna, María Robles-Martínez, Cristina Sánchez-

Mora, Josep Antoni Ramos-Quiroga, Miquel Casas, Marta Ribasés, Noèlia Fernàndez-Castillo, 

Bru Cormand. 

 

 

 

Supplementary Figure 1. Venn diagram of the distribution of the main four dependencies (cocaine, 

cannabis, alcohol and opiates) in the Spanish sample of patients used in this study. Other 

dependencies with a frequency lower than 10% are not displayed. 
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Article 2 

“NFAT5 (TonEBP) no regula l’expressió de la DDC en línies cel·lulars neuronals dopaminèrgiques” 

Resum: 

NFAT5, també conegut com a TonEBP, és un factor de transcripció que regula la resposta 

osmoadaptativa en múltiples teixits i que presenta una elevada expressió en el sistema nerviós 

central en desenvolupament. Un estudi previ va descriure que l’activació d’NFAT5 a través 

d’estrès hipertònic incrementava l’expressió de l’enzim dopa descarboxilasa (DDC), també 

conegut com a AADC, en cèl·lules del tub renal proximal, donant lloc a un augment de la síntesi 

de dopamina. En un estudi anterior vam identificar NFAT5 com a gen candidat a la dependència 

de cocaïna, un trastorn psiquiàtric complex en què la neurotransmissió dopaminèrgica té un paper 

important. Per tant, hem formulat ara la hipòtesi que NFAT5 també podia afectar els nivells de 

dopamina al sistema nerviós mitjançant la regulació de l’expressió de DDC. Per tal de testar la 

nostra hipòtesi, hem examinat si es produïa aquesta regulació en dues línies cel·lulars neurals 

dopaminèrgiques, SH-SY5Y i PC12. 

L’efecte d’NFAT5 sobre l’expressió de la isoforma neuronal de la DDC s’ha avaluat per qRT-PCR. 

Com a efecte de l’estrès hipertònic, NFAT5 s’activa i s’acumula al nucli i, posteriorment, es 

produeix un augment de l’expressió d’NFAT5 i dels seus gens diana SMIT i TAUT, tal i com 

esperàvem. No obstant, hem observat una disminució de l’expressió de DDC. En silenciar 

l’expressió d’NFAT5 amb un shRNA específic hem observat que la disminució de l’expressió de la 

DDC és independent d’NFAT5 en les dues línies cel·lulars estudiades i que és deguda a l’estrès 

hipertònic.  

En conclusió, NFAT5 no regula l’expressió de la isoforma neuronal de DDC en línies cel·lulars 

neurals dopaminèrgiques i, en conseqüència, no modula la síntesi de dopamina, almenys a través 

de la DDC.  

Referència:  

Pineda-Cirera L, Cabana-Domínguez J, Benetó N, Díez H, Arenas C, Cormand B, Fernàndez-Castillo 

N. DDC expression is not regulated by NFAT5 (TonEBP) in dopaminergic neural cell lines. Gene 2020 

Mar 9;742:144569. doi: 10.1016/j.gene.2020.144569
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CAPÍTOL 2. Identificació de factors epigenètics de susceptibilitat a l’addicció a 

les drogues i al menjar. 

Article 3 

“Estudi de la metilació específica d’al·lel en la susceptibilitat a la dependència de drogues” 

Resum: 

La dependència de drogues és una malaltia neuropsiquiàtrica causada per factors genètics, 

epigenètics i ambientals. La metilació específica d’al·lel (ASM) és un mecanisme epigenètic comú 

i estable pel qual els al·lels d’una variant genètica presenten correlació amb la variació dels nivells 

de metilació d’un lloc CpG. En aquest estudi hem seleccionat 182 polimorfismes d’un sol nucleòtid 

(SNPs) que sabem que tenen influència sobre la metilació en cis en diferents regions del cervell 

humà per avaluar la seva possible contribució a la dependència de drogues. Hem dut a terme un 

estudi d’associació cas-control en una mostra de descoberta de 578 pacients dependents de 

drogues (incloent 428 dependents de cocaïna) i 656 controls espanyols i a continuació, hem 

avaluat aquelles variants que mostraven una associació significativa amb el fenotip en una mostra 

independent de 1.119 casos (incloent 589 dependents de cocaïna) i 1.092 controls també 

espanyols. A la mostra de descoberta hem identificat cinc associacions nominals de les quals una 

s’ha replicat a la mostra de rèplica (rs6020251). L’anàlisi conjunta de les dues mostres ha revelat 

una associació entre la dependència de drogues i la variant rs6020251, però també amb la variant 

rs11585570. Hem fet la mateixa anàlisi tenint en compte només pacients dependents de cocaïna 

i hem obtingut resultats similars. La variant rs6020251 presenta correlació amb els nivells de 

metilació diferencials del lloc CpG cg17974185 i està situada al primer intró del gen CTNNBL1, en 

una regió genòmica amb múltiples marques d’histones relacionades amb regions potenciadores i 

promotores en cervell. La variant rs11585570 és un eQTL en el cervell i en sang pels gens SCP2 i 

ECHDC2, i presenta correlació amb els nivells de metilació dels llocs CpG cg27535305 i 

cg13461509, situats a la regió promotora dels dos gens. En resum, gràcies a l’aproximació 

utilitzada, que combina dades genètiques i epigenètiques, hem pogut identificar els gens 

CTNNBL1, SCP2 i ECHDC2 com a possibles factors de risc a la dependència de drogues.  

Referència: Pineda-Cirera L, Cabana-Domínguez J, Grau-López L, Sánchez-Mora C, Daigre C, 

Palma-Álvarez RF, Ramos-Quiroga JA, Ribasés M, Cormand B, Fernàndez-Castillo N. Exploring 

allele specific methylation in drug dependence susceptibility. Journal of Psychiatric Research 

(sotmès, en segona revisió). 
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ABSTRACT 

Drug dependence is a neuropsychiatric condition that involves genetic, epigenetic and 

environmental factors. Allele-specific methylation (ASM) is a common and stable epigenetic 

mechanism that involves genetic variants correlating with differential levels of methylation at CpG 

sites. We selected 182 single-nucleotide polymorphisms (SNPs) described to influence cis ASM in 

human brain regions to evaluate their possible contribution to drug dependence susceptibility. 

We performed a case-control association study in a discovery sample of 578 drug-dependent 

patients (including 428 cocaine-dependent subjects) and 656 controls from Spain, and then, we 

followed-up the significant associations in an independent sample of 1,119 cases (including 589 

cocaine-dependent subjects) and 1,092 controls. In the discovery sample, we identified five 

nominal associations, one of them replicated in the follow-up sample (rs6020251). The pooled 

analysis revealed an association between drug dependence and rs6020251 but also rs11585570. 

mailto:noefernandez@ub.edu
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We performed the same analysis considering only cocaine-dependent patients and obtained 

similar results. The rs6020251 variant correlates with differential methylation levels of 

cg17974185 and lies in the first intron of the CTNNBL1 gene, in a genomic region with multiple 

histone marks related to enhancer and promoter regions in brain. Rs11585570 is an eQTL in brain 

and blood for the SCP2 and ECHDC2 genes and correlates with differential methylation of 

cg27535305 and cg13461509, located in the promoter regions of both genes. To conclude, using 

an approach that combines genetic and epigenetic data, we highlighted the CTNNBL1, SCP2 and 

ECHDC2 genes as potential contributors to drug dependence susceptibility. 

KEYWORDS: CTNNBL1, SCP2, ECHDC2, brain DNA methylation, SNP, association  

 

INTRODUCTION 

Drug use is a major health problem worldwide, with about 35 million people, or 0.7% of the global 

adult population being affected by illegal substance use disorders (UNODC, 2019) and 5.1% 

affected by alcohol use disorders (World Health Organization, 2018). Drug dependence is a 

complex psychiatric disorder in which genetic and environmental risk factors are involved. 

Heritability estimates of addiction range from 39 to 72%, depending on the drug of abuse (Ducci 

and Goldman, 2012). Although multiple studies have been performed to understand the genetic 

basis of drug dependence (reviewed by Bühler et al., 2015; Edenberg et al., 2019; Jensen, 2016; 

Mulligan, 2019), the underlying molecular mechanisms are still largely unknown. It has been 

widely suggested that epigenetics, and particularly DNA methylation, may have a role in addiction 

(Cadet et al., 2016; Hamilton and Nestler, 2019), as the interplay between genetic and 

environmental factors. Furthermore, DNA methylation is implicated in the regulation of multiple 

brain events like neurogenesis, differentiation and brain development (Ladd-Acosta et al., 2007) 

in addition to synaptic plasticity, memory formation and acquired behavior (Bashtrykov and 

Jeltsch, 2017), many of them involved in the transition from drug use to dependence.  

DNA methylation is a common and stable epigenetic mechanism catalyzed by DNA 

methyltransferases (DNMT) that add a methyl group usually to the cytosine of a CpG dinucleotide 

(Klose and Bird, 2006). DNMT expression alterations have been linked to drug dependence and to 

other psychiatric disorders like schizophrenia (Ajonijebu et al., 2017). In terms of specific drugs, 

methamphetamine and cocaine administration are related to expression changes of some DNMT 

isoforms that lead to changes in DNA methylation in the brain (Cadet et al., 2016). Furthermore, 
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cocaine is also related to an increased expression of methyl-CpG binding protein 2 (Cadet et al., 

2016). Based on growing evidence that links DNA methylation with addiction, a pretreatment with 

methionine, a methyl donor, has been proposed as a possible therapy for this disorder (Brown 

and Feng, 2017).  

Allele-specific methylation (ASM) is an epigenetic mechanism in which the genotype of a genetic 

variation correlates with DNA methylation (usually of a CpG dinucleotide) either in cis or in trans 

(Meaburn et al., 2010). It is quantitative and heterogeneous across tissues and individuals 

(Meaburn et al., 2010) and can lead to allele-specific expression (ASE) through the alteration of 

the activity of gene promoters (Gaur et al., 2013). During the last decade, several studies have 

focused on the identification of ASM SNPs in multiple human tissues (Do et al., 2017), some of 

them in brain regions (Gibbs et al., 2010; Zhang et al., 2010). Remarkably, ASM has previously 

been associated with psychiatric disorders, such as autism (Andrews et al., 2017), bipolar disorder 

(Chuang et al., 2013), schizophrenia (Gagliano et al., 2016; Wu and Pan, 2019) or ADHD (Pineda-

Cirera et al., 2019).  

The present study aims at elucidating the contribution of ASM to drug dependence susceptibility 

through a case-control study in a Spanish sample with European ancestry.   

 

MATERIAL AND METHODS 

Subjects 

The discovery sample consisted of 578 substance-dependent patients (including 428 cocaine-

dependent subjects) and 656 control individuals and the follow-up sample included 1,119 

substance-dependent patients (with 843 cocaine-dependent subjects) and 1,092 control 

individuals (Supplementary Table 1 and Figure 1). Both samples had the same sex ratio in the case 

and control groups and all individuals were Spanish, with European ancestry and unrelated. 

Patients were diagnosed under DSM-IV-TR criteria (Diagnostic and Statistical Manual of Mental 

Disorders, 4th ed., text revision) and the SCID-I (Structured Clinical Interview) (First et al., 1997) 

at the Addiction and Dual Diagnosis Section of the Department of Psychiatry at Hospital 

Universitari Vall d’Hebron (Barcelona, Spain). Patients were included in the study if they met the 

criteria for dependence to at least one drug of abuse (Figure 1). The control individuals were blood 

donors recruited at the Blood and Tissues Bank of Barcelona, who had not injected drugs 

intravenously. The study was approved by the ethics committee of our institution according to 
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the Helsinki Declaration, the study design was reviewed by an appropriate ethical committee and 

informed consent was obtained from all participants. Population stratification was previously 

discarded in part of our sample (Fernàndez-Castillo et al., 2013). 

 

Figure 1. Distribution of the four main dependencies in the patients’ sample (cocaine, 
cannabis, alcohol and opiates). Other dependencies with a frequency lower than 10% are not 
displayed. A) Discovery sample. B) Replication sample. The percentage of cases addicted to 
more than one drug is 65.7% (A) and 31.5% (B). 

 

DNA isolation and quantification  

Genomic DNA was isolated from peripheral blood using the salting-out method (Miller et al., 

1988). DNA concentration of all samples was measured on a NanoDrop ND-1000 

spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA). 

DNA concentration for the discovery sample was also quantified using Picogreen (Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA) with a Glomax®-Multi Detection System (Promega, Madison, WI, 

USA). 

Selection of Allele-Specific Methylation SNPs and genotyping 

The SNP selection was made based on two previous studies that listed ASM variants for multiple 

brain regions of postmortem human samples (Gibbs et al., 2010; Zhang et al., 2010). Gibbs et al., 

(2010) considered four brain regions (cerebellum, frontal cortex, caudal pons and temporal 

cortex) of 150 subjects and Zhang et al., (2010) used only the cerebellum of another group of 153 

subjects. Genomic variants located within the probe sequences used in methylation arrays may 

affect their binding affinity and cause inaccurate methylation measurements. To avoid potential 

artefacts in our results, we confirmed that the probes used to detect the CpG sites reported by us 

do not target genomic regions containing common genetic variants. 
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In the study by Zhang et al., (2010) a total of 12,117 SNP-CpG pairs associations were reported in 

cerebellum and Gibbs et al., (2010) listed a total of 12,135 SNP-CpG pairs in frontal cortex, 11,374 

in caudal pons, 16,734 in temporal cortex and 12,102 in cerebellum (Figure 2). We combined the 

two studies and obtained a total of 43,132 SNP-CpG pairs involving 33,944 different SNPs and 

5,306 CpG sites (Figure 2). 

 

 

Figure 2. Selection of allele-specific methylation (ASM) SNPs from two previous studies. 

 

We selected ASM SNPs showing high cis correlations between the SNP and the methylation levels 

of a CpG site (threshold set at R2 ≥ 0.5). Per each CpG site, we selected the SNP showing the 

highest R2 and, in case of a tie, the SNP closest to the CpG site (Figure 2). In almost all cases the 

SNP showing the highest R2 matched across tissues. However, occasionally this did not occur, so 

that for one of the tissues a variant different from the selected SNP displayed a higher correlation 

(R2). In those cases, we calculated the linkage disequilibrium (LD) between the selected variant 

and the variant of highest R2 in the particular tissue to take into account information redundancy. 

Thus, if the two SNPs were in high LD (r2 ≥ 0.75), we did not consider the second SNP, but in case 

of lower LD values (r2 < 0.75), we also selected the SNP with higher R2 for this particular tissue. 

Using these criteria, we ended up with 182 SNPs (Figure 2, Supplementary Table 2). 
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The linkage disequilibrium (LD) analysis was carried out using Haploview software (Barrett, 2009) 

with the Central European (CEU) reference panel from HapMap (www.hapmap.org; release 23).  

The genotyping of the discovery sample was performed using the BioMark HD System (Fluidigm, 

CA, USA) by the “Servicio General de Genómica: Unidad de Secuenciación y Genotipado de la 

Universidad del País Vasco”, Spain. The genotyping of the replication sample was done with the 

KASP technology (LGC Biosearch Technologies, CA, USA) and was performed by LGC genomics, UK. 

Both assays are based on competitive allele-specific PCR that enable bi-allelic scoring of single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) through a fluorescence-based detection. Primers used under 

the two genotyping technologies were designed by the corresponding company. Duplicates of 

some samples and negative controls were included in the genotyping of both the discovery and 

replication samples.  

Statistical analysis  

First, we assessed if there were significant age differences between cases and controls since 

means differed considerably (Supplementary Table 1). The Saphiro-Wilk test determined the data 

was not fitting a normal distribution and hence, we used the non-parametric test U Mann-

Whitney with SPSS22 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and obtained significant differences in age 

between cases and controls both in the discovery and in the replication samples.  

We excluded from the association study those SNPs with more than 5% missing genotypes. Hardy-

Weinberg equilibrium (HWE) was tested for all the SNPs separately in controls and cases using the 

SNPassoc package of the R library (González et al., 2007), and those showing departure from HWE 

(p < 0.01) were excluded. The case-control association test was carried out using the same 

package, which considers four different models: additive, dominant, recessive and codominant. 

As we detected differences in age between cases and controls, we also calculated and presented 

all the p-values adjusted by age.  

For the discovery sample we only considered the additive model to limit the number of tests. The 

SNPs that showed nominal associations in the discovery sample, and remained significant after 

adjusting by age, were subsequently assessed in the replica sample under the different genetic 

models. Finally, we conducted a pooled analysis of all the individuals from the discovery and 

replica samples under the model showing the best performance. 
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Functional annotation  

We investigated the possible functional role of the associated ASM SNPs using different tools. 

First, we evaluated the predicted effect of the variant on the binding of transcription factors using 

the FeatSNP tool (Ma et al., 2019). Second, we evaluated whether the ASM SNPs are located in a 

region with histone marks related to enhancer regions (H3K4me1 and H3K27ac) and promoter 

regions (H3K4me3 and H3K9ac) using the Haploreg v4.1 tool (Ward and Kellis, 2016) and 

considering all the available brain regions. Finally, we inspected the possible effect of the 

associated variants on gene expression checking if they were described to be eQTLs using GTEx 

data (Release V8) (Lonsdale et al., 2013). We considered eQTL information for blood and from all 

available brain tissues. 

 

RESULTS 

The aim of the present study was to assess the contribution of SNPs showing allele-specific 

methylation in brain regions to drug dependence susceptibility. Starting from two previous studies 

(Gibbs et al., 2010; Zhang et al., 2010) that report more than 43,000 SNP-CpG pairs in several brain 

tissues, we selected 182 SNPs (Figure 2 and Supplementary Table 2). The selection was restricted 

to variants showing a high correlation in cis with methylation levels (R2 ≥ 0.5), taking only one SNP 

per CpG site to avoid redundancies. We further excluded 8 SNPs from the analysis that showed 

more than 5% of missing genotypes and one SNP that deviated from Hardy-Weinberg equilibrium 

(Supplementary Table 2). Finally, a total of 173 SNPs were investigated through a case-control 

association study in a Spanish sample of drug-dependent individuals and the corresponding 

controls, all with European ancestry (Supplementary Table 2).  

In the discovery sample (578 cases and 656 controls) we identified five SNPs nominally associated 

with drug dependence under the additive model: rs823080, rs3766612, rs6020251, rs9891018 

and rs11585570 (Supplementary Table 3). We followed up these five associations in an 

independent sample (1,119 cases and 1,092 controls) and the association between rs6020251 and 

drug dependence was replicated under the recessive model (P = 4.79E-02; Padjage = 3.86E-02) 

(Table 1A, Supplementary Table 4). We also performed a pooled analysis under the recessive 

model including the discovery and replication samples where rs6020251 (P = 3.70E-03; Padjage = 

2.35E-03) and also rs11585570 (P = 1.54E-03; Padjage = 7.65E-03) remained associated with drug 

dependence (Table 1A). 
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We then performed the association analysis for the subset of cocaine-dependent patients (about 

60% of our patients’ sample) under the recessive model. Both variants showed the same direction 

of association as in the analysis for drug dependence (Table 1B). 

Rs6020251 correlates with differential levels of methylation of cg17974185 (R2 ≥ 0.6) in all the 

four brain areas studied (Gibbs et al., 2010; Zhang et al., 2010), with the risk allele A associated 

with higher levels of methylation (Figure 3A and Table 2). The SNP is located 26 bp upstream from 

the CpG site (cg17974185) and both lie within the first intron of the CTNNBL1 reference transcript 

isoform, about 900 bp downstream from the transcription start site (TSS) and at the 5’ end of 

other isoforms of the same gene (49-82 kb 5’ from the TSS of the other isoforms) (Figure 3A). 

Remarkably, this variant lies in a region with multiple brain histone marks related to enhancer and 

promoter regions (Table 2 and Supplementary Table 5). Finally, it is also predicted to increase the 

binding affinity of four transcription factors: NKX3-2, NKX3-1, ZNF354C and ISL2 (Table 2 and 

Supplementary Table 6). It is important to highlight that the SNP rs6020251 is in high LD (r2 ≥ 0.85) 

with other SNPs that also correlated with differences in methylation of cg17974185 and were not 

genotyped in this study (Supplementary Table 7). 

On the other hand, rs11585570 correlates with differential levels of methylation of cg27535305 

(R2 > 0.5) in three brain areas, but also with cg13461509 (R2 ≥ 0.27) in three regions (Figure 3B 

and Table 2). In both cases, the risk allele C is associated with higher levels of methylation (Figure 

3B and Table 2). This variant is an eQTL for SCP2 and ECHDC2 in different brain areas and blood, 

with the risk allele C associated with less gene expression (Figure 3B and Table 2). Interestingly, 

both CpG sites, cg27535305 and cg13461509, lie in the possible promoter regions of the SCP2 and 

ECHDC2 genes (Figure 3B). The cg27535305 lies about 400 bp and 5.3 kb upstream from the TSS 

of the SCP2 and the ECHDC2 reference transcripts, respectively. The cg13461509 lies about 5.4 kb 

and 200 bp upstream from the TSS of the SCP2 and the ECHDC2 reference transcripts, respectively. 

Furthermore, rs11585570 is predicted to affect the binding of the transcription factor HOXA5, 

with an increase in the affinity when the risk allele C is present (Table 2 and Supplementary Table 

6). The SNP rs11585570 is also in high LD with other SNPs affecting methylation of these two CpG 

sites and with a possible functional effect (Supplementary Table 7). 
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DISCUSSION 

Epigenetic factors are known to mediate the link between genetics and environment, which 

makes them ideal candidates as risk factors for psychiatric conditions. DNA methylation, and 

particularly ASM, has been investigated as a potential etiological factor in multiple psychiatric 

disorders. An enrichment of ASM SNPs in GWAS has been reported in psychiatric disorders like 

schizophrenia and ADHD (Gagliano et al., 2016; Pineda-Cirera et al., 2019). In the present study, 

we have explored the possible contribution to substance use disorders of ASM variants previously 

described in the human brain and studied their possible impact on gene expression. Thus, we have 

been able to identify two variants (rs6020251 and rs11585570), that influence methylation at 

nearby CpG sites, associated with drug dependence and also with cocaine dependence through a 

case-control association study in a Spanish sample with European ancestry. 

In general, ASM is associated with genetic variation in cis (up to 1 Mb), although there is also a 

proportion of variation in trans. Thus, SNPs located far away from CpG sites can also have an 

impact on methylation (Meaburn et al., 2010). There are multiple mechanisms that can lead to 

ASM, for instance SNPs that affect the binding of regulatory proteins like transcription factors or 

the transcriptional repressor CTCF (Do et al., 2016; Tycko, 2010). Any alteration of these protein-

DNA interactions by the effect of SNP variants can lead to changes in the 3D structure of the DNA 

and therefore, produce effects on distant CpG sites. In the two studies that we used to select ASM 

in brain, most of the reported effects were in cis (up to 1Mb). Thus, Gibbs calculated an average 

distance of 81 kb between the SNP and the CpG site in associations in cis, which implies that SNPs 

that are distant from CpG sites can also influence their methylation (Gibbs et al., 2010). In general, 

in these studies, multiple SNPs (most of them in high linkage disequilibrium, LD) do correlate with 

methylation levels of a single CpG site. Considering this and in order to minimize redundancy, we 

did not inspect all the SNP variants reported to influence methylation at every CpG site. Instead, 

we selected the SNP showing the best correlation with methylation for each site. Therefore, there 

are other SNPs displaying ASM for the same CpG sites in high LD with the reported ones that could 

be the ones involved in the effect on DNA methylation (Supplementary Table 7). Importantly, the 

two variants identified in our study highlight CpG sites that could have a role in dependence. 

The rs6020251 variant was associated with drug dependence and also specifically with cocaine 

dependence in two independent samples and correlates with the methylation levels of 

cg17974185, that lies in the first intron of the CTNNBL1 gene (Figure 3A). Noteworthy, this variant 

is in a region with multiple histone marks related to enhancer and promoter regions in multiple 

brain areas and is predicted to affect the binding of four TFBS (Table 2 and Supplementary Tables 
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5 and 6), reinforcing its role in regulation. Furthermore, this SNP has been reported to be an mQTL 

in human fetal brain (Hannon et al., 2015). The CTNNBL1 is expressed in most tissues, including 

brain, and encodes a component of the PRP19-CDC5L protein complex, an integral part of the 

spliceosome involved in the activation of pre-mRNA splicing (van Maldegem et al., 2015). 

Interestingly, CTNNBL1 has been associated with obesity (Liu et al., 2008) and with memory 

(Papassotiropoulos et al., 2013), both related to drug dependence (Goodman and Packard, 2016; 

Kutlu and Gould, 2016; Volkow et al., 2013). The effect of food in obesity resembles that of the 

drug in addiction, as both result in powerful reinforcing effects characterized by an increase of 

dopamine in brain (Volkow et al., 2013). Additionally, it has been suggested that individuals 

presenting obesity or drug dependence have impairments in the dopaminergic pathways that 

mediate reward (Volkow et al., 2013). About memory, it is known that drug use is related to 

maladaptive memories that support drug addiction and relapse. Moreover, drugs of abuse are 

often related to disrupted learning (Goodman and Packard, 2016; Kutlu and Gould, 2016).  

The rs11585570 variant was found associated with drug and with cocaine dependence in the 

discovery sample but not in the replication dataset, although the pooled analysis yielded 

significant results. This variant correlates with differential levels of methylation of two CpG sites 

(cg27535305 and cg13461509) that lie in the promoter regions of the SCP2 and ECHDC2 genes 

(Figure 3B) and is also predicted to affect the binding of a transcription factor, HOXA5 (Table 2 

and Supplementary Table 6). In general, DNA methylation in promoter regions inversely correlates 

with levels of gene expression (Li and Zhang, 2014), and this is observed with variant rs11585570, 

where the risk allele C is associated with hypermethylation of cg27535305 and cg13461509 in 

brain and to downregulation of SCP2 and ECHDC2 in brain and blood (Figure 3B and Table 2). 

Furthermore, cg13461509 methylation also correlates with the expression of SCP2 in peripheral 

blood (Wu et al., 2018), pointing it out as a possible biomarker for the disorder. Remarkably, the 

variant rs11585570 is an eQTL for the ECHDC2 gene in the nucleus accumbens, a key area in 

addiction. Addictive drugs increase the extracellular concentration of dopamine in the nucleus 

accumbens, a neurotransmitter involved in reward and motivation, two main features of 

addiction (Di Chiara, 2002; Di Chiara et al., 2004; Koob and Volkow, 2016). This effect on gene 

expression in the nucleus accumbens is highlighting a possible window to be studied in depth to 

understand the specific role of this variant to drug dependence susceptibility. The SCP2 and 

ECHDC2 genes are expressed in most tissues, including brain. ECHDC2 is involved in the 

metabolism of fatty acids and lipids and SCP2 plays a role in the lipid transfer between membranes 

and interestingly, was found increased in the brain of mice exposed to alcohol (Myers-Payne et 

al., 1996).  
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All these evidences and predictions together with the results obtained in the present work support 

the functional role of these variants at an epigenetic level, involving methylation of the CpG sites 

cg17974185, cg27535305 and cg13461509 in addiction. Furthermore, two of the highlighted 

genes (SCP2 and CTNNBL1) were previously linked to other disorders or conditions related to drug 

dependence (Liu et al., 2008; Myers-Payne et al., 1996; Papassotiropoulos et al., 2013).  

There are several strengths and limitations of this study that should be discussed. Multiple factors 

may influence the statistical power of an association study, for instance sample size, homogeneity 

of the sample used or prevalence of the disease in the general population (Nsengimana and 

Bishop, 2017). Sample size is one of the most important elements that contribute to statistical 

power and it directly correlates with it (Hong and Park, 2012). The sample size of this study is 

substantially larger than the ones used in previous studies on drug dependence; nonetheless, it is 

still limited taking into account that most of the variants contributing to complex disorders like 

addiction have modest effects. Homogeneity of the sample used is also relevant, since 

heterogeneity could lead to false positives (Nsengimana and Bishop, 2017). In order to control 

this, all subjects included in our study were Spanish, with European ancestry, recruited in 

Barcelona (Spain), sex ratios were similar in cases and controls, and all patients were evaluated in 

the same hospital and under the same clinical assessment. Although we could not assess drug 

dependence in control individuals, the impact of the contamination of cases within the control 

sample is expected to be low, given that only 0.7% of the global population aged 15-64 suffer from 

illicit drug use disorders (UNODC, 2019) and 5.1% of the global population aged 15 years and older 

suffer from alcohol use disorders (World Health Organization, 2018). This design could eventually 

dilute positive findings (false negative results), but importantly, it is not a reason for the 

occurrence of false positive results. In association studies it is also important to minimize marker 

redundancies to improve statistical power. Lastly, replication studies in independent samples are 

widely used to confirm the association and direction of the effect of genetic variants identified in 

a discovery sample (Chanock et al., 2007). When a variant replicates in a follow-up sample, its 

association with the evaluated phenotype is reinforced (Chanock et al., 2007). In this work, 

although the associations found in the discovery sample were nominal, we were able to replicate 

one of them in a second sample that doubled the size of the discovery. Moreover, this hit and a 

second one showed association in a pooled analysis combining the discovery and replication 

samples, strengthening the results obtained. 
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In conclusion, we report an association of rs6020251 and rs11585570 with drug dependence and 

with cocaine dependence. Interestingly, these SNPs correlate with methylation levels of nearby 

CpG sites (Gibbs et al., 2010; Zhang et al., 2010) that are located in possible regulatory regions of 

the CTNNBL1 or the SCP2 and ECHDC2 genes, respectively. In addition, the risk allele of 

rs11585570 is associated with a lower expression of SCP2 and ECHDC2 in brain and blood. Our 

results highlight these genes as new candidates for involvement in the susceptibility to drug 

dependence, although further functional studies are needed to ascertain their possible role in the 

disorder. 
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Supplementary Table 1. Descriptive characteristics of the Spanish individuals 
with European ancestry with substance dependence and controls. 
 Discovery sample  Replication sample 

Gender N (%) 

Cases Controls  Cases Controls 

N = 578 N = 656 N = 1119 N = 1092 
      

Male 448 (77.4) 508 (77.5)  843 (75.3) 824 (75.5) 

Female 130 (22.6) 148 (22.5)  275 (24.7) 268 (24.5) 
      

Age (mean and SD)         
      

 38.2± 9.6 55 ± 16.2  44.1 ± 12.8 53.3 ± 16.9 
      

Substance dependence N (%)       
       

Cocaine 428 (74.0) -  589 (52.6) - 

Alcohol 286 (49.5) -  561 (50.1) - 

Cannabis 246 (42.6) -  255 (22.8) - 

Opiates 169 (29.2) -  153 (13.7) - 

Benzodiazepines 50 (8.7) -  88 (7.9) - 

Others 18 (3.1) -  31 (2.8) - 
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Supplementary Table 5. Histone marks for rs6020251 correlating with differential methylation of 
cg17974185. 

 Chromatin states 
model 

 Enhancer histone 
marks 

 Promoter histone 
marks 

Brain region 
Core 15-

state 
Core 25-

state 
  H3K4me1 H3K27ac   H3K4me3 H3K9ac 

Hippocampus Middle TssAFlnk PromD1   H3K4me1 H3K27ac   H3K4me3   

Substantia Nigra TssAFlnk PromD1   H3K4me1     H3K4me3 H3K9ac 

Anterior Caudate TssAFlnk PromD1   H3K4me1 H3K27ac   H3K4me3 H3K9ac 

Cingulate Gyrus TssAFlnk PromD1   H3K4me1 H3K27ac   H3K4me3 H3K9ac 

Inferior Temporal Lobe TssAFlnk PromD1   H3K4me1 H3K27ac   H3K4me3 H3K9ac 

Angular Gyrus TssAFlnk PromD1   H3K4me1     H3K4me3 H3K9ac 

Dorsolateral Prefrontal Cortex TssAFlnk PromD1   H3K4me1 H3K27ac   H3K4me3 H3K9ac 

Germinal Matrix TssAFlnk PromD1   H3K4me1     H3K4me3   

Fetal Female TssAFlnk PromD1   H3K4me1     H3K4me3   

Fetal Male TssAFlnk PromD2   H3K4me1     H3K4me3   

H3K4me1 and H3K27ac: Histone marks related to enhancer regions; H3K4me3 and H3K9ac: Histone 
marks related to promoter regions; TssAFlnk: Flanking Active TSS; PromD1:Promoter Downstream TSS 
1; PromD2:Promoter Downstream TSS 2;Gray cells: experiments from Roadmap are not available. 
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Article 4 

“Associació del gen PLCB1 amb la dependència de drogues” 

Resum:  

Els factors genètics implicats en la susceptibilitat a la dependència de drogues són avui dia encara 

força desconeguts. Diversos estudis donen suport al paper dels microRNAs (miRNAs) en la 

plasticitat neuronal induïda per les drogues que dona lloc a l’addicció. En aquest treball hem 

investigat el paper dels miRNAs en l’establiment de la dependència de drogues. Amb aquest 

objectiu hem seleccionat 62 variants d’un sol nucleòtid (SNPs) situades a la regió 3’UTR de gens 

diana i que potencialment podrien alterar la unió de molècules de miRNAs. Hem realitzat un estudi 

cas-control en un mostra espanyola de 735 casos (majoritàriament individus dependents de 

cocaïna que a la vegada són dependents d’altres drogues d’abús) i 739 controls, i hem identificat 

associació amb la variant rs1047383 del gen PLCB1, que s’ha replicat en una mostra independent 

(663 casos i 667 controls). A continuació hem testat 9 miRNAs que potencialment s’unirien a la 

regió del SNP rs1047383, però no s’ha pogut demostrar que cap d’ells alteri els nivells d’expressió 

del gen PLCB1. A més, hem testat dos miRNAs que podrien unir-se a una altra regió del gen PLCB1 

que conté un SNP, rs708019, en elevat desequilibri de lligament amb la variant associada. Tot i 

que el miRNA miR-582 podia unir-se a aquesta regió tot disminuint l’expressió del gen PLCB1, no 

hem observat diferències entre els dos al·lels del SNP. Finalment, hem explorat la possibilitat que 

la cocaïna alteri l’expressió del gen PLCB1. Tant en nucli accumbens de subjectes que abusen de 

la cocaïna com en neurones dopaminèrgiques humanes en cultiu tractades amb cocaïna s’ha 

detectat un increment de l’expressió del gen. Aquests resultats, conjuntament amb d’altres 

publicats en estudis previs, suggereixen que el gen PLCB1 podria participar en la susceptibilitat a 

la dependència de drogues en general, i a la cocaïna en particular.  

Referència:  

Cabana-Domínguez J, Roncero C, Pineda-Cirera L, R. Palma-Álvarez F, Ros-Cucurull E, Grau-López 

L, Esojo A, Casas M, Arenas C, Ramos-Quiroga JA, Ribasés M, Fernàndez-Castillo N, Cormand B. 

Association of the PLCB1 gene with drug dependence. Scientific Reports 2017; 7:10110. doi: 

10.1038/s41598-017-10207-2. 
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Supplementary data for:  

 

ASSOCIATION OF THE PLCB1 GENE WITH DRUG DEPENDENCE 

Judit Cabana-Domínguez, Carlos Roncero, Laura Pineda-Cirera, R. Felipe Palma-Álvarez, Elena Ros-

Cucurull, Lara Grau-López, Abderaman Esojo, Miquel Casas, Concepció Arenas, Josep Antoni 

Ramos-Quiroga, Marta Ribasés, Noèlia Fernàndez-Castillo, Bru Cormand 

 

 
Supplementary Figure 1. Effect of rs708910 on miRNA-based regulation of gene expression. 

Relative luciferase expression of the pmirGlo vector with the 3’UTR region of PLCB1 containing 

the rs1047381-rs708910 T-A and C-G haplotypes in the presence and absence of hsa-miR-582.**p-

value < 0.01 
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Article 5 

“Expressió gènica i perfil epigenètic d’un model de ratolí d’addicció al menjar” 

Resum:  

Hi ha força evidències que els aliments saborosos (rics en sucres refinats i greixos) són addictius i 

condueixen a algunes formes d’obesitat. Diversos processos, entre els que s’inclouen la 

recompensa i la plasticitat neuronal, estan implicats en la transició de l’ús a la dependència 

mitjançant canvis persistents en l’expressió de gens en regions cerebrals que juguen un paper 

important en l’addicció. S’han assenyalat els mecanismes epigenètics com a candidats ideals per 

impulsar aquests canvis en trastorns complexos com l’addicció. La metilació del DNA i l’acció dels 

miRNAs són importants per a la regulació de l’expressió gènica i juguen un paper clau en la 

plasticitat neuronal, la memòria i l’aprenentatge, factors centrals en l’addicció. En aquest treball 

ens hem proposat avaluar els canvis d’expressió de gens que codifiquen proteïnes i de gens que 

codifiquen miRNAs al nucli accumbens i a l’escorça prefrontal medial de dues subpoblacions 

extremes de ratolins vulnerables o resistents a l’addicció al menjar. A més, també hem explorat 

la metilació del DNA com un possible mecanisme regulador que provocaria aquests canvis en 

l’expressió gènica. Utilitzant aquesta aproximació, hem identificat 154 gens que codifiquen 

proteïnes i nou que codifiquen miRNAs que mostren una expressió diferencial en els dos grups de 

ratolins. Els resultats s’han replicat en una mostra independent, i molts dels gens s’havien associat 

prèviament amb altres trastorns psiquiàtrics, fenotips cognitius, obesitat o trets metabòlics. 

També hem identificat regions diferencialment metilades situades al promotor de 265 gens que 

codifiquen proteïnes i en dos gens de miRNAs, tot revelant una possible explicació de la regulació 

dels canvis d’expressió observats. A més, hem observat un enriquiment de gens expressats 

diferencialment en una via prèviament relacionada amb l’addicció i amb trastorns alimentaris, la 

ruta de senyalització d’oxitocina. En resum, en aquest estudi hem identificat diversos mRNAs i 

miRNAs com a possibles factors que contribueixen a la susceptibilitat a l’addicció al menjar. Cal 

destacar que, en alguns d’ells, hem trobat alteracions en la metilació de la seva regió promotora 

que podrien explicar els canvis observats en l’expressió gènica. Cal fer més estudis per entendre 

la seva contribució específica al trastorn.  

Referència : Pineda-Cirera L*, Cabana-Domínguez J*, Domingo L*, Martín-García E, Maldonado 

R#, Fernàndez-Castillo N#, Cormand B#. Gene expression and epigenetic profiling of a mouse model 

of food addiction. (Manuscrit en preparació). 
*equally contributed to this work; #equally supervised this work 
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ABSTRACT 
 

Increasing evidence supports the idea that hyperpalatable food (high in refined sugars and fats) is 

addictive and leads to some forms of obesity. Several processes, that include reward and 

neuroadaptation, mediate the transition from use to dependence via long-lasting changes in gene 

expression within regions of the brain which play an important role in addiction. Epigenetic 

mechanisms have been pointed out as ideal candidates in driving these long-lasting changes in 

complex disorders like addiction. DNA methylation and miRNAs are important regulators of gene 

expression, and they play a remarkable role in neuronal plasticity, memory and learning that 

underlie addiction. Here, we aimed to inspect expression changes of protein-coding genes and 

miRNAs in the nucleus accumbens and medial prefrontal cortex of two extreme subpopulations 

of mice in the phenotype continuum from vulnerability to resilience to food addiction. 

Furthermore, we explored DNA methylation as a possible regulatory mechanism driving these 

changes in gene expression. Using this approach, we highlighted 154 protein-coding genes and 

nine miRNAs showing differential expression that were replicated in an independent sample, most 

of them previously associated with other psychiatric conditions, obesity or metabolic traits. We 
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also identified differentially methylated regions in the promoter region of 26 protein-coding genes 

and two miRNA genes, revealing a possible regulatory explanation for the expression changes 

observed. Furthermore, we described an enrichment of differentially expressed genes in a 

pathway previously related to addiction and eating disorders, the “Oxytocin signalling pathway”. 

To sum up, we identified several protein-coding genes and miRNAs as possible contributors to 

food addiction susceptibility. Noteworthy, in some of them, we found alterations in the 

methylation of their promoter region that could drive the changes observed in gene expression. 

Further studies are required to understand their specific contribution to the disorder.  

 

INTRODUCTION 

Obesity is a worldwide problem with 650 million affected individuals in 2016 (body mass index, 

BMI ≥ 30 kg/m2) with a threefold increase since 1975 (World Health Organization, 2020). The 

availability of low-cost high calorie foods that are hyperpalatable (HP) together with the 

promotion of sedentary lifestyles have contributed to the increase of obesity prevalence. HP food 

has reinforcing effects that are similar to the ones obtained from drugs of abuse, both acting 

through an increase of dopamine release in the nucleus accumbens (Volkow et al., 2013; Volkow, 

Wise and Baler, 2017). Over the past few years, food addiction has been pointed as a new 

behavioural addiction, although it is still not included as a clinical disorder in the Diagnostic and 

statistical manual of mental disorders (DSM-V) (American Psychiatric Association, 2013). It is 

diagnosed through the YFAS2.0 questionnaire (Gearhardt, Corbin and Brownell, 2016) based on 

the DSM-V criteria for addiction (American Psychiatric Association, 2013). The prevalence of food 

addiction in the general population ranges from 5 to 10% (Gearhardt, Corbin and Brownell, 2009, 

2016) and it presents higher values within extreme weight subpopulations (underweight, 

overweight and obesity), reaching the maximum prevalence of 30% in the obesity III group (BMI 

≥ 40 kg/m2) (Hauck et al., 2017). This pattern of prevalence proves its involvement in obesity but 

also in eating disorders (including bulimia nervosa and binge eating disorder) (Meule, 2011; Hauck 

et al., 2017). 

Food and drug addiction have similarities with regard to the underlying neurobiological 

mechanisms and some behaviours that are shared among them: loss of control, persistent desire, 

fail in controlling the amount of food/drug consumed, high motivation for food/drug seeking and 

repeated consumption in spite of negative consequences (Hebebrand et al., 2014; Lindgren et al., 

2018). In the last years, animal models for drug addiction have been widely used to understand 

the genetic, epigenetic and environmental factors underlying these neurobiological mechanisms 
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and behaviours (Koob and Volkow, 2016) and interestingly, a mouse model for food addiction 

based on classical operant conditioning has been recently validated (Mancino et al., 2015; 

Domingo-Rodriguez et al., 2020) and can be used for the same purposes.  

The transition from drug use to dependence is linked to neuroadaptive changes in the central 

nervous system, including the regulation of gene expression, and it is known that epigenetic 

mechanisms play a crucial role in driving these changes in gene expression (Zhou, Enoch and 

Goldman, 2014; Hamilton and Nestler, 2019; Nestler and Lüscher, 2019). Epigenetics is defined as 

changes in chromatin structure that regulate gene expression without affecting the DNA sequence 

of the genes themselves. DNA methylation and microRNA are two epigenetic mechanisms 

involved in gene expression regulation. DNA methylation is the most stable one and is catalysed 

by DNA methyltransferases (DNMTs) that add a methyl group mainly to cytosines of CpG 

dinucleotides, affecting the chromatin conformation (Klose and Bird, 2006). When affects a gene 

promoter, methylation typically acts repressing gene transcription. MiRNAs are small molecules 

of around 22 nucleotides that work as posttranscriptional regulators by binding mainly to the 3’ 

UTR of target genes (Forman and Coller, 2010). There are multiple evidences showing the 

involvement of these epigenetic mechanisms to drug addiction and obesity (Feng and Nestler, 

2013; Nestler, 2014; Cadet, McCoy and Jayanthi, 2016; Albuquerque et al., 2017; Sayols-Baixeras 

et al., 2017; Walker and Nestler, 2018; Davis and Bonder, 2019; Hamilton and Nestler, 2019), and 

therefore, given the close relationship between these two disorders and food addiction, we may 

expect a similar involvement of these epigenetic mechanisms to the susceptibility to food 

addiction.  

The aim of the present study is to assess expression changes of protein coding-genes and miRNA 

genes in a mouse model of food addiction, with focus on two key brain areas of the reward system, 

the nucleus accumbens (NAc) and the medial prefrontal cortex (mPFC). For this purpose, we 

compare two extreme subpopulations of mice that are vulnerable or resilient to food addiction. 

Finally, we ascertained if these expression changes can be driven by DNA methylation changes 

lying in the promoter region of our candidate genes.  
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MATERIAL AND METHODS 

Animals 

C57BL/6J inbred male mice (N = 51, two months old) were used for the experiments. Mice were 

housed individually, with food and water provided ad libitum and under controlled laboratory 

conditions (Temperature: 21 ± 1ºC; Humidity: 55 ± 10%). Tests were carried out during the dark 

phase of a reverse light cycle (lights off at 8 a.m and on at 8 p.m). All procedures were approved 

by the local ethics committee (Comitè Ètic d'Experimentació Animal-Parc de Recerca Biomèdica 

de Barcelona, CEEA-PRBB, agreement N°9687) and performed in compliance with the guidelines 

of the European Communities Council Directive 2010/63/EU regulating animal research. All efforts 

were made to minimize the number of mice used and the suffering.  

Chocolate-flavoured self-administration experimental design 

Mice were trained in operant chambers (Model ENV-307A-CT, Med Associates, Georgia, VT, USA) 

with chocolate-flavoured pellets (20 mg, highly isocaloric pellet, TestDiet, Richmond, IN, USA) 

using a protocol previously described (Mancino et al., 2015; Domingo-Rodriguez et al., 2020). A 

daily self-administration session for 98 days is performed, it comprises two active periods with 

access to pellets of 25 min separated by a 10 min period with no access to pellets. Each session 

ends when 100 rewards are delivered or after 1h, whichever occurs first. The protocol consists of 

six days of self-administration sessions under a FR1 (fixed ratio) schedule of reinforcement 

followed by a FR5 schedule for all the other sessions. A detailed timeline of similar protocols can 

be found in two previous studies (Mancino et al., 2015; Domingo-Rodriguez et al., 2020). 

Three addiction criteria defined previously (Mancino et al., 2015; Domingo-Rodriguez et al., 2020) 

were evaluated during the late period (days 82-92): i) persistence to response, ii) motivation, iii) 

compulsivity. An animal was considered positive for any of the criteria when the score of each 

criterion was above the 75th percentile of the normal distribution of the population of mice used 

(Mancino et al., 2015; Domingo-Rodriguez et al., 2020). Mice that achieved two or three criteria 

were considered vulnerable to food addiction-like phenotype. Finally, from the total population 

of mice, we selected the two extreme subpopulations of six animals related to the phenotypes of 

vulnerability and resilience to food addiction-like phenotype for the discovery sample. We 

repeated the same process with the remaining animals trained with chocolate flavoured pellets 

to obtain the replica sample (Supplementary Figure 1). 
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Sample collection and DNA, RNA and miRNA isolation 

Tissue collection was performed after the last FR5 session. After decapitation, brains were 

removed from the skulls and processed rapidly on ice. The mPFC and NAc were collected and kept 

in individual tubes, frozen on dry ice and stored at -80ºC. DNA, RNA and miRNA were isolated 

from mPFC and NAc of all the animals from the discovery and replica samples using the AllPrep 

DNA/RNA/miRNA Universal Kit (Qiagen, Melbourne, VIC, Australia). DNA was stored at -20ºC and 

RNA and miRNA were stored at -80ºC. 

mRNA sequencing and analysis 

Expression changes in mRNAs was assessed by NGS sequencing of mRNAs (mRNAseq), which was 

carried out by the “Centre Nacional d’Anàlisi Genòmica” (CNAG-CRG, Barcelona, Spain). RNA 

integrity was previously assessed by Bioanalyzer and quantified with a Qubit fluorometer. The 

KAPA Stranded mRNA-Seq Kit (Roche, Basel, Switzerland) was used to construct the libraries and 

sequenced on an Illumina HiSeq 3000/4000 with 75 bp paired end (PE) reads for the discovery 

sample and on an Illumina NovaSeq 6000 SP with 50 PE reads for the replica sample. RNAseq reads 

were cleaned of adapters and low quality reads and mapped against the Mus musculus genome 

of reference (GRCm38/mm10) using STAR version 2.5.3a (Dobin et al., 2013) with ENCODE 

parameters. Quantification of annotated genes (Gencode version M18 and M24 for the discovery 

and replica sample, respectively) was done using RSEM version 1.3.0 (Li and Dewey, 2011) with 

default options. Differential expression between conditions was performed with DESeq2 version 

1.18 (Love, Huber and Anders, 2014) with default parameters. This analysis was carried out by the 

CNAG-CRG (Barcelona, Spain). 

SmallRNA sequencing and analysis 

For assessing expression changes in miRNAs, smallRNAseq was performed also by the Centre de 

Regulació Genòmica (CRG, Barcelona, Spain). RNA integrity was previously assessed and 

quantified in the same samples. The NEBNext® Ultra™ Small RNA Library Prep kit (New England 

Biolabs, Ipswich, MA, USA) was used for the library preparation and the Illumina HiSeq 2500 

System was used for the sequencing, with 50 bp single end (SE) reads for the discovery and replica 

samples. The analysis of smallRNAseq was carried out through the OASIS2 pipeline 

(http://oasis.dzne.de/) (Rahman et al., 2018). Briefly, FastQC v0.10.1 (Andrews S., 2010) was used 

to inspect the reads quality and CutAdapt 1.7.1 (Martin, 2011) was used to clean the data of 

adapters and low quality reads. After the trimming of the adaptor, only the reads between 15-32 

nucleotides were kept. Next, reads were mapped against the Mus musculus genome of reference 

http://oasis.dzne.de/
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(GRCm38/mm10) with STAR 2.4.1d (Dobin et al., 2013), reads of length 15-19 nucleotides were 

aligned allowing for 0 mismatches whereas reads of length 20-32 nucleotides were mapped 

allowing for one mismatch. Finally, the differential expression analysis was done by DESeq2 (Love, 

Huber and Anders, 2014). In order to discard those miRNAs with very low expression or 

sequencing errors, we only considered the mature miRNAs showing at least five reads across all 

the samples.  

Selection of mRNAs and miRNAs  

We selected those genes encoding protein coding mRNAs and miRNAs that showed nominal 

differential expression in NAc or mPFC, with concordant effects on gene expression in both the 

discovery and the replica samples. We then used the two-tailed Fisher Exact test to determine the 

statistical significance of the overlap observed between the discovery and replica samples for each 

brain area considering the upregulated and downregulated genes separately. For further analysis, 

we only used those genes showing a statistical significance of the overlap observed between the 

discovery and replica samples. 

Differences in methylation levels were assessed by Methyl Binding Domain sequencing (MBDseq), 

which was carried out by Macrogen Inc. (Seoul, South Korea), only in the discovery sample. DNA 

integrity was confirmed by agarose gel electrophoresis and quantified by Picogreen (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) using Victor 3 fluorometry. MBD enrichment was performed using the 

MethylMiner Methylated DNA Enrichment Kit. Library preparation was carried out with Truseq 

DNA nano (350 bp) kit (Illumina) and sequencing was performed on an Illumina Novaseq 6000 

with 100 bp PE reads. Raw data read quality was analysed with FastQC (Andrews S., 2010) and 

cleaned of adapters or low quality reads using Trimmomatic 0.36 (Bolger, Lohse and Usadel, 2014) 

under the following parameters: LEADING:3, TRAILING:3, SLIDINGWINDOW:4:20 and MINLEN:36. 

Subsequently, reads were mapped against the Mus musculus genome of reference 

(GRCm38/mm10) with Bowtie2 (Langmead and Salzberg, 2012) using the default parameters. 

MEDIPS R package (Lienhard et al., 2014) was used to identify differential methylated regions 

(DMRs) between mice vulnerable or resilient to food addiction-like phenotype under the following 

parameters: uniq = 1e-3, extend = 100, shift = 0, ws = 100, minRowSum = 10. All quality controls 

included in MEDIPS software were performed to ensure reliable and reproducible results: 

saturation analysis, correlation between samples, sequence pattern coverage and CpG 

enrichment.  
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We retrieved those DMRs showing nominal associations with the phenotype that were located in 

the putative promoter region (5 kb upstream and 1 kb downstream from the transcription start 

site (TSS)) of all transcript variants of those DE mRNA and miRNA genes showing a statistical 

significance of the overlap observed between the discovery and replica samples. Every transcript 

could have one or more DMRs. When it contained more than one DMR, the DMRs were 

considered only if they all had the same direction of the effect. Finally, we only selected those 

DMRs with an effect on methylation opposite to that observed for gene expression. 

Functional annotation 

We compiled functional annotations for the highlighted mRNAs, miRNAs and DMRs using multiple 

databases. For the selected mRNAs, we tested enrichment in Gene Ontology categories 

(considering “Biological Process”, “Cellular Component” and “Molecular Function”) or KEGG 

pathways (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) using the WebGESTALT software (Wang 

et al., 2017). We also inspected whether the selected protein-coding genes had previously been 

associated with psychiatric conditions, cognitive phenotypes, body mass index (BMI) or metabolic 

traits using the GWAS Catalog (https://www.ebi.ac.uk/gwas/) (Buniello et al., 2019). For those DE 

miRNAs with DMRs in their putative promoter region, we assessed if there was an enrichment of 

their target protein-coding genes among the differentially expressed genes in the discovery and 

replica samples. We used two lists of genes targeted by miRNAs: experimentally validated 

(miRTarBase; http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php) (Chou et al., 2018) and 

predicted (miRSystem; http://mirsystem.cgm.ntu.edu.tw/) (Lu et al., 2012). Finally, we assessed 

whether the highlighted DMRs overlap with chromatin state marks related to transcriptional 

regions, enhancers, promoters or heterochromatin regions in the developing mouse brain (Gorkin 

et al., 2017). This was done by using the subtrack “Chromatin state of embryonic tissue from 

ENCODE 3” included in the “ENCODE Regulation Track” in the UCSC Genome Browser 

(https://genome.ucsc.edu/) (Kent et al., 2002). 

 

RESULTS 

Acquisition of the operant training maintained by food 

Mice were subjected to operant training with chocolate-flavoured pellets to identify animals 

showing vulnerability or resilience to a food addiction-like phenotype. To do so, we calculated the 

individual scores for each criterion (motivation, persistence to response and compulsivity) to 

https://www.ebi.ac.uk/gwas/
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classify the animals in vulnerable (2-3 criteria) or resilient (0 criterion) to a food addiction-like 

phenotype (Figure 1 and Supplementary Figure 1). From the total of 51 animals, 23.5% were 

classified as vulnerable to a food addiction-like phenotype, demonstrating that highly palatable 

food can lead to an operant-seeking behaviour and a loss of control over food intake. We then 

selected the discovery sample by choosing the most extreme subpopulations of mice related to 

the vulnerability and resilience to a food addiction-like phenotype (N = 6 per group) and repeated 

the procedure with the remaining animals for the replica sample (N = 6 per group) (Figure 1 and 

Supplementary Figure 1). We did not observe differences in pellet intake among the groups of 

mice selected for the discovery and replica samples. 

 

Figure 1. Individual scores of the three addiction criteria (persistence to response, motivation and 
compulsivity) obtained in the behavioural tests (N = 51). The animals selected for the discovery and 
replica samples are highlighted in colour, red (vulnerable to food addiction-like phenotype, N = 6) or 
green (resilient to food addiction-like phenotype, N = 6). The dashed line determines the 75th percentile 
of the normal distribution of the mice population, used as a threshold to consider a mouse positive for 
the criterion.  
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Differences in gene expression of protein coding genes and its regulation by methylation 

Differential expressed protein-coding genes (DEGs) were identified in two brain regions, mPFC 

and NAc. Nominal DEGs (p < 0.05) with concordant effects in the discovery and in the replica 

samples were selected for subsequent analyses. In mPFC we identified differential expression of 

45 protein-coding genes, 12 of them upregulated and 33 downregulated in the subpopulation of 

mice that were vulnerable to the food addiction-like phenotype compared to the resilient group. 

In NAc we detected altered expression of 121 protein-coding genes, 68 upregulated and 53 

downregulated in the subpopulation vulnerable to the food addiction-like phenotype 

(Supplementary Table 1). We found significant gene overlaps among the discovery and replica 

samples in all comparisons, except for the upregulated genes in mPFC, that were discarded for 

further analysis (Table 1). Remarkably, most of the remaining genes had previously been 

associated with body mass index (BMI), metabolic traits, psychiatric conditions like anorexia and 

schizophrenia, or cognitive phenotypes like intelligence, among others (Supplementary Table 2). 

 

Table 1. Comparative analyses examining overlap of differentially expressed genes between the 
discovery and replica samples. 

 Nº DEG discovery Nº DEG replica 
Nº DEG in 
common p-value OR (95% CI) 

mPFC           

Downregulated 770 428 33 2.42E-05 2.35 (1.68 - 3.20) 

Upregulated 1452 530 12 1.00E+00  

      
NAc           

Downregulated 531 793 53 2.94E-11 3.08 (2.37 - 3.97) 

Upregulated 598 943 68 2.92E-13 2.99 (2.37 - 3.74) 

      
DEG: Differentially expressed genes; OR: Odds ratio; Underlined: significant p-values (p < 0.05) 

 

The analysis of GO categories and KEGG pathways was performed by considering all the 

differentially expressed genes for NAc (121 genes) and only the downregulated genes for mPFC 

(33). We detected an enrichment in several pathways and categories for NAc but not for mPFC, 

probably because of the low number of DEGs. Interestingly, among the pathways identified in NAc 

(Table 2), we reported the “Oxytocin signalling”, that was also nominally enriched in mPFC (Nº of 

genes: 2 (-); Expect: 0.3; Ratio: 7.5; p-value: 2.80E-02), although it did not survive corrections for 

multiple testing. 
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Table 2. Enrichment of differentially expressed genes in NAc in GO categories and KEGG Pathways. 

    Nº of genes           

Gene Set Description Upreg.  Downreg.  Size Expect Ratio p-value p-valueadj 

Cellular component 

GO:0044463 Cell projection part 14 7 1559 7.0 3.0 4.12E-06 2.38E-03 

GO:0045202 Synapse 9 9 1316 5.9 3.0 1.89E-05 4.38E-03 

GO:0043005 Neuron projection 10 9 1471 6.6 2.9 2.37E-05 4.46E-03 
GO:0098590 Plasma membrane 

region 
10 6 1238 5.6 2.9 1.16E-04 1.49E-02 

GO:0030054 Cell junction 8 6 1080 4.9 2.9 3.18E-04 3.66E-02 

         
Biological process 

GO:0010629 Negative regulation of 
gene expression 

17 7 1632 8.9 2.7 5.16E-06 4.65E-02 

         
KEGG pathway 

mmu05165 Human papillomavirus 
infection 

5 4 370 2.2 4.2 2.34E-04 3.81E-02 

mmu04921 Oxytocin signalling 
pathway 

3 3 153 0.9 6.7 2.37E-04 3.81E-02 

GO: Gene Ontology; KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; DEG: Differentially Expressed Genes; 
Nº of genes: Number of genes upregulated (Upreg.) and downregulated (Downreg.); Size: Number of genes 
included in the category; p-valueadj: p-value adjusted for multiple testing correction via 5 % FDR. 

 

In order to identify possible explanations for the differential expression of protein-coding genes 

observed, we explored methylation profiles in the promoter region of DEGs. We focused on 

differentially methylated regions (DMRs) with an effect on methylation that is opposite to that 

observed for gene expression. We found nine significant DMRs in the possible promoter regions 

of three differentially expressed protein-coding genes in mPFC, and 60 DMRs for 23 genes in NAc, 

all of them with opposite effects on methylation and gene expression (Supplementary Table 3). 

Remarkably, 66 out of the 69 DMRs lie in regions with at least one chromatin state mark described 

in developing mouse brain (Supplementary Table 3). Among the genes with DMRs in their possible 

promoter region we highlight Adamts2, Arsj and Klhl40, because they presented a remarkable 

gene expression fold change (FC > 1.3) and because the DMRs located in their putative promoter 

region lie in regions with multiple chromatin state marks related to heterochromatin, enhancer 

or promoter elements (Supplementary Figures 2, 3 and 4 and Supplementary Tables 1 and 3).  

Differences in miRNA expression and regulation by methylation 

Following the same strategy as in the DEG analysis, we have identified eleven miRNAs that show 

differential expression in mPFC both in the discovery and in the replica sample, nine of them 

downregulated (mmu-miR-29c-3p, -124-3p, -137-3p, -211-5p, -544-3p, -665-3p, -876-5p, -3072-

3p and -3085-3p) and two upregulated (mmu-miR-100-5p and -192-5p) in the subpopulation of 
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mice that are vulnerable to food addiction compared to the resilient group (Supplementary Table 

4). We were not able to replicate any of the miRNAs found in the discovery sample for NAc. We 

found a significant overlap for the downregulated miRNAs in mPFC but not for the upregulated 

genes, that were excluded from further analyses (Table 3).  

 

Table 3. Comparative analyses examining overlap of DE miRNAs in mPFC between the discovery and 
replica samples. 

 

Nº DE miRNAs 
discovery 

Nº DE miRNAs 
replica Common p-value OR (95% CI) 

Downregulated 44 61 9 5.06E-03 3.34 (1.55 - 6.78) 

Upregulated 28 39 2 4.18E-01  
DE: Differentially expressed; OR: Odds ratio; Underlined: significant p-values (p < 0.05) 

 

The analysis of differential methylation in DE miRNA genes identified four significant DMRs in the 

possible promoter region of mmu-miR-124-3p and five significant DMRs for mmu-miR-3085-3p 

with an opposite effect on methylation to that observed for gene expression (Supplementary 

Table 5). Noteworthy, all the DMRs for mmu-miR-124-3p lie in a region predicted to be an active 

promoter region in the mouse developing brain, supporting that these DMRs can influence gene 

expression (Supplementary Figure 5). 

We also explored whether the mRNAs that are targeted by mmu-miR-124-3p or mmu-miR-3085-

3p were enriched in DEGs. This analysis included both experimentally validated and predicted 

targets of downregulated miRNAs from mPFC. We observed an enrichment of DEGs among the 

mmu-miR-124-3p target mRNAs in the discovery and replica samples in mPFC (Table 4), 

highlighting its potential role in gene expression regulation. 

 

Table 4. Enrichment analysis of mmu-miR-124-3p and mmu-miR-3085-3p target genes among DEG in 
mPFC. 

Database Sample Nº DEG Nº target genes 
Nº of DE target 

genes p-value OR (95% CI) 

mmu-miR-124-3p 

miRTarBase Discovery 2222 450 96 1.30E-12 2.46 (2.01 - 3.00) 
Replica 958 450 32 5.16E-03 1.69 (1.21 - 2.32) 

miRSystem Discovery 2222 1028 168 2.50E-10 1.79 (1.54 - 2.07) 

Replica 958 1028 74 1.90E-05 1.75 (1.41 - 2.16) 

mmu-miR-3085-3p 

miRTarBase Discovery 2222 197 26 1.00E-01  
Replica 958 197 14 5.20E-02  

miRSystem Discovery 2222 - - - - 

Replica 958 - - - - 

DEG: Differentially expressed genes; DE: Differentially expressed; OR: Odds ratio; Underlined: significant 
p-values (p < 0.05); “-“: data not available. 
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DISCUSSION 

Highly palatable food and drugs of abuse act on the reward system, a circuit composed by 

dopaminergic neuron bodies located in the ventral tegmental area (VTA) that project their axons 

mainly towards the nucleus accumbens (NAc), the hippocampus, the amygdala and the prefrontal 

cortex (PFC) (Carter et al., 2016; Walker and Nestler, 2018). The reward circuitry of the brain is 

similar across humans and mice (Walker and Nestler, 2018) and the gene expression profile is also 

highly conserved among these two species, especially in tissues with a predominance of gene-

specific expression like the brain (Breschi, Gingeras and Guigó, 2017). We took advantage of this 

and explored the transcriptomic profile in the Nac and mPFC of two subpopulations of mice with 

extreme food addiction-like phenotypes.  

NAc is involved in decision-making and rewarding effects of natural rewards, highly palatable food 

and drugs of abuse (Volkow et al., 2013; Volkow, Wise and Baler, 2017). In this area, we reported 

differential expression of 121 protein-coding genes, 23 of them with DMRs in their possible 

promoter regions with an opposite direction on methylation and gene expression. Among them, 

we highlight Adamts2, Arsj and Khlh40, because they display an important fold change on gene 

expression and have DMRs in their promoter regions with chromatin state marks that support a 

possible regulatory effect. Adamts2 is involved in the cleavage of type I and II collagen 

propeptides, Arsj belongs to the arylsulfatase family and finally, Klhl40 is a part of a E3 ubiquitin 

ligase complex that acts as a key regulator of skeletal muscle development. Moreover, previous 

studies have suggested a possible involvement of Adamts2 and Arsj in psychiatric traits and 

conditions linked to food addiction. Specifically, Adamts2 was previously related to schizophrenia 

(Crespo-Facorro, Prieto and Sainz, 2015; Ruso-Julve et al., 2019) and GWAS studies showed 

suggestive associations with sugar intake (Hwang et al., 2019) and attention deficit/hyperactivity 

disorder (Lasky-Su et al., 2008). On the other hand, Arsj showed nominal associations with alcohol 

dependence (Kalsi et al., 2010) and a GWAS study pointed at variants in this gene with suggestive 

associations with motor impulsivity (Sanchez-Roige et al., 2019). We observed an enrichment of 

differentially expressed genes in NAc in GO categories and pathways of interest for food addiction 

like “Negative regulation of gene expression” or the “Oxytocin signalling pathway”. Oxytocin is a 

neuropeptide involved in the regulation of many reward-related behaviours (Carter, 2014) and 

has been previously related to drug addiction and also to eating disorders (Sarnyai and Kovács, 

1994, 2014; Kovács, Sarnyai and Szabó, 1998; Giel, Zipfel and Hallschmid, 2018; Leong et al., 2018; 

Leslie et al., 2019). Furthermore, low levels of this neuropeptide have been associated with 

increased food consumption, especially of sweet carbohydrates. Taking into account all these 

evidences, oxytocin deficiency has been proposed as a risk factor for compulsive and addictive 
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overeating (Davis and Moghimi, 2017), making oxytocin signalling a good candidate pathway to 

be pursued for understanding food addiction susceptibility or even as a target for a possible 

treatment. 

The other studied region, mPFC, is involved in the executive control over choices made, including 

self-control (Volkow et al., 2013). In this area, we detected altered expression of 33 protein-coding 

genes and nine miRNA genes. From those, three protein-coding genes and two miRNA genes 

(mmu-miR-124-3p and -3085-3p) have DMRs in their possible promoter regions with an opposite 

effect on methylation than the one observed for gene expression. Noteworthy, we observed an 

enrichment of validated and predicted target genes of mmu-miR-124-3p that are also 

differentially expressed, highlighting its potential involvement in gene expression regulation. 

Furthermore, miR-124 was previously related to cocaine addiction (Chandrasekar and Dreyer, 

2009, 2011; Cabana-Domínguez et al., 2018; Viola et al., 2019) as well as to different neuronal 

processes (Svahn et al., 2016; Kutsche et al., 2018; Veremeyko et al., 2019) and to other 

psychiatric disorders (Dwivedi, 2017; Gu, Pan and Chen, 2019), supporting the idea of its 

implication in food addiction susceptibility.  

Strengths and limitations of the present study should be discussed. Although the results obtained 

on altered gene expression are nominal, we have observed a significant overlap of genes between 

the discovery and the replica samples that strengthen the reliability of our findings. Furthermore, 

the replica sample supports the results obtained (Chanock et al., 2007) as well as a considerable 

sample size for this type of experiment. Remarkably, most of the highlighted genes had previously 

been associated with BMI, metabolic traits, cognitive traits or psychiatric conditions and we 

obtained an enrichment of differential expression in the “Oxytocin signalling pathway”, 

extensively related to addiction and to eating disorders (Sarnyai and Kovács, 1994, 2014; Kovács, 

Sarnyai and Szabó, 1998; Giel, Zipfel and Hallschmid, 2018; Leong et al., 2018; Leslie et al., 2019; 

King, Gano and Becker, 2020) due to its involvement in the adaptive processes related to reward, 

tolerance and memory. 

To sum up, we assessed differences in the expression of protein-coding genes and miRNA genes 

between two subpopulations of mice with extreme behaviours towards food addiction-like 

phenotype (vulnerable and resilient). This allowed us to highlight multiple candidate genes to 

contribute to the susceptibility to food addiction. Furthermore, we provided a possible 

explanation for some of the gene expression changes observed by assessing the methylation 

profiles on their possible promoter regions, known to inversely correlate with gene expression.  
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Supplementary Material 

GENE EXPRESSION AND EPIGENETIC PROFILING OF A MOUSE 

MODEL OF FOOD ADDICTION 

 

 

Supplementary Figure 1. Distribution scheme of the selected mice for the discovery (D) and replica (R) 

samples. The Gaussian curve represent the population of animals distributed depending on the score 

obtained for the three criteria of food addiction (motivation, persistence to response and compulsivity). 

Each animal selected is represented by a circle, which correspond to the extremes of the population. The 

dashed lines indicate the threshold for resilience or vulnerability to food addiction-like phenotype. Green 

circles: animals resilient to addiction-like phenotype (0 criterion); Orange circles: animals vulnerable to 

addiction-like phenotype that achieved two or more addiction criteria; Red circles: animals vulnerable to 

addiction-like phenotype that achieved three addiction criteria. 
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CAPÍTOL 3. Identificació de factors epigenètics de susceptibilitat a trastorns 

comòrbids a l’addicció a les drogues. 

Article 6 

“Estudi de variants genètiques que tenen un efecte en els nivells de metilació del cervell en el 

trastorn per dèficit d’atenció amb hiperactivitat” 

Resum: 

El trastorn per dèficit d’atenció amb hiperactivitat (TDAH) és un trastorn del 

neurodesenvolupament causat per una interacció de factors genètics i ambientals. L’epigenètica 

és crucial en la generació de canvis persistents que afecten l’expressió gènica al cervell. Estudis 

recents suggereixen que la metilació del DNA té un paper clau en el TDAH. En aquest estudi hem 

investigat la contribució al TDAH de la metilació específica d’al·lel (ASM), un mecanisme 

epigenètic pel qual els al·lels d’un SNP presenten correlació amb els nivells de metilació de llocs 

CpG. Hem seleccionat 3.896 tagSNPs que sabem que tenen influència sobre la metilació en el 

cervell i hem dut a terme un estudi d’associació cas-control utilitzant la metanàlisi GWAS més gran 

realitzada per TDAH fins ara, que inclou 20.183 casos i 35.191 controls. Hem observat un 

enriquiment de variants genètiques de risc pel TDAH en el conjunt d’ASM SNPs i hem identificat 

vuit ASM tagSNPs associats al TDAH (considerant un false discovery rate del 5%). Aquests SNPs 

presenten correlació amb la metilació de llocs CpG situats a les regions promotores de sis gens. 

Com que la metilació pot afectar l’expressió gènica, hem explorat si aquests vuit ASM tagSNPs, 

juntament amb 52 ASM SNPs que presenten valors de desequilibri de lligament elevats amb els 

anteriors, són eQTLs al cervell, i hem observat que l’expressió de tres dels gens identificats 

prèviament està modificada per ells. Així, els al·lels de risc per TDAH presenten correlació amb un 

increment de l’expressió (i una disminució de la metilació) d’ARTN i PIDD1 i amb una disminució 

de l’expressió (i un increment de la metilació) de C2orf82. A més, prediccions fetes mitjançant 

diverses eines bioinformàtiques mostren una expressió alterada d’aquests tres gens en el TDAH, 

i les variants genètiques de C2orf82 presenten correlació amb el volum de certes àrees cerebrals. 

En resum, hem identificat tres gens nous que poden contribuir al trastorn, seguint una 

aproximació sistemàtica per identificar variants de risc per TDAH que presenten correlació amb 

una metilació en cis diferencial.  

Referència:  

Pineda-Cirera L, Shivalikanjli A, Cabana-Domínguez J, Demontis D, Rajagopal VM, Børglum AD, 

Faraone SV, Cormand B, Fernàndez-Castillo N. Exploring genetic variation that influences brain 

methylation in attention-deficit/hyperactivity disorder. Transl Psychiatry. 2019 Oct 3;9(1):242. 

doi: 10.1038/s41398-019-0574-7. 
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Supplementary Material 

EXPLORING GENETIC VARIATION THAT INFLUENCES BRAIN 

METHYLATION IN ATTENTION-DEFICIT/HYPERACTIVITY 

DISORDER 

  

 

Figure S1. Venn diagram showing the overlaps among the initial 33,944 ASM SNPs selected in the different 
brain areas. *Cerebellum from the study by Zhang et al. 2010. #Brain areas from the study by Gibbs et al. 
2010. The overlap accounts for 31% of the ASM SNPs; 12.5% ASM SNPs are shared between two tissues, 9% 
are shared between three tissues, 8.5% are shared between four tissues and only 1% are shared between 
all the tissues. Sixteen percent of the 9,448 ASM SNPs identified by Zhang et al., 2010 overlap with the ASM 
SNPs identified in the Gibbs et al., 2010 study. 
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Figure S2. Venn diagram showing the overlaps among the 3,896 ASM tagSNPs selected in the different 
brain areas. The overlap accounts for 33.5% of tagSNPs; 13.5% tagSNPs are shared between two tissues, 
11% are shared between three tissues and 9% are shared between all the tissues.  

 

 

 

Figure S3. Regional association plot for rs2906458. The SNP represented in the regional plot is depicted in 
purple. Highlighted in blue: Region represented in Figure 2. 
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Figure S4. Regional association plot for rs7412307. The SNP represented in the regional plot is depicted in 
purple. Highlighted in blue: Region represented in Figure 2. 

 

 

 

Figure S5. Regional association plot for rs11676216. The SNP represented in the regional plot is depicted 
in purple. Highlighted in blue: Region represented in Figure 3. 
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Figure S6. Regional association plot for rs4140961. The SNP represented in the regional plot is depicted in 
purple. Highlighted in blue: region containing the CpG site and the ASM-SNPs of interest. 

 

 

 

Figure S7. Regional association plot for rs7104929. The SNP represented in the regional plot is depicted in 
purple. Highlighted in blue: Region represented in Figure 4. 
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Figure S8. Regional association plot for rs7479101. The SNP represented in the regional plot is depicted in 
purple. Highlighted in blue: Region represented in Figure 4. 

 

 

 

Figure S9. Regional association plot for rs4131364. The SNP represented in the regional plot is depicted in 
purple. Highlighted in blue: Region represented in Figure 4. 
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Figure S10. Regional association plot for rs11600377. The SNP represented in the regional plot is depicted 
in purple. Highlighted in blue: region containing the CpG site and the ASM-SNPs of interest. 

 

 

 

 

 

Figure S11. Linkage disequilibrium (LD, r2) patterns between the three SNPs associated with ADHD that also 
correlate with differential methylation at two CpG sites, cg22930187 and cg06207804, located in the 
possible promoter region of ARTN.  
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Figure S13. Linkage disequilibrium (LD, r2) patterns between the three SNPs associated with ADHD that also 
correlate with differential methylation at the CpG site cg11554507, located in the possible promoter region 
of NEUROD6.  

 

 

Figure S14. Linkage disequilibrium (LD, r2) patterns between the 7 SNPs associated with ADHD that also 
correlate with differential methylation at the CpG site cg20225915, located in the possible promoter region 
of PIDD1.  

 

 

Figure S15. Linkage disequilibrium (LD, r2) patterns between the two SNPs associated with ADHD that also 
correlate with differential methylation at the CpG site cg04464446, located in the possible promoter region 
of GAL. 



  Resultats capítol 3. Article 6 

187 
 

 

 

 

 



Resultats capítol 3. Article 6 

188 
 

 



  Resultats capítol 3. Article 6 

189 
 



Resultats capítol 3. Article 6 

190 
 



  Resultats capítol 3. Article 6 

191 
 



Resultats capítol 3. Article 6 

192 
 



  Resultats capítol 3. Article 6 

193 
 



Resultats capítol 3. Article 6 

194 
 



  Resultats capítol 3. Article 6 

195 
 



Resultats capítol 3. Article 6 

196 
 



  Resultats capítol 3. Article 6 

197 
 



Resultats capítol 3. Article 6 

198 
 



  Resultats capítol 3. Article 6 

199 
 



Resultats capítol 3. Article 6 

200 
 

 



  Resultats capítol 3. Article 6 

201 
 



Resultats capítol 3. Article 6 

202 
 



  Resultats capítol 3. Article 6 

203 
 



Resultats capítol 3. Article 6 

204 
 



  Resultats capítol 3. Article 6 

205 
 



 

 
 

 

  



  Resultats capítol 3. Annex Article 6 

207 
 

Annex de l’article 6 

Contribució del gen C2orf82 al TDAH mitjançant la utilització d’un model genoanul·lat 

murí.  

1. ANTECEDENTS 

L’avaluació de la contribució de les variants amb metilació específica d’al·lel en el TDAH ens va 

permetre identificar el gen C2orf82, juntament amb dos altres gens (ARTN i PIDD1), com a nous 

gens candidats a contribuir al trastorn (Article 6, Capítol 3). En aquest estudi previ, els al·lels de 

risc pel TDAH presenten correlació amb un augment de la metilació d’un lloc CpG situat al 

promotor del gen C2orf82 i amb una disminució de l’expressió d’aquest mateix gen. A més, els 

al·lels de risc identificats tenen una influència en el volum del nucli accumbens i del nucli caudat i 

es va predir una expressió disminuïda d’aquest gen en pacients amb TDAH (Article 6, Capítol 3). El 

gen C2orf82, també conegut com a SNORC, mostra una expressió més alta en cervell que en altres 

teixits. A més, estudis de GWAS previs mostren associacions significatives a escala genòmica entre 

variants que cauen al gen, o a una regió proximal, i diferents trastorns psiquiàtrics, entre ells 

l’esquizofrènia (Ripke et al., 2013, 2014; Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics 

Consortium, 2019). 

La funció de C2orf82 encara està poc estudiada, sobretot a nivell del sistema nerviós central. Els 

únics treballs realitzats fins ara s’han centrat en la seva funció en cartílag, on mostra una elevada 

expressió en ratolí (Heinonen et al., 2011, 2017; Jaiswal et al., 2020). Un estudi previ a gran escala 

tenia com a objectiu crear una llibreria de ratolins genoanul·lats de gens que codificaven proteïnes 

transmembrana o secretades i realitzar una caracterització fenotípica bàsica per identificar 

alteracions en el desenvolupament, en el metabolisme, en el sistema nerviós o en el sistema 

cardiovascular (Tang et al., 2010). Aquest estudi va incloure un total de 472 ratolins genoanul·lats, 

un dels quals corresponia al gen C2orf82. Els ratolins mascles homozigots per la mutació 

mostraven una disminució dels nivells de triglicèrids en sang en comparar-los amb mascles 

salvatges de la mateixa camada, i els ratolins femella homozigots per la mutació mostraven una 

disminució de l’activitat (Tang et al., 2010). 

L’objectiu del nostre estudi és caracteritzar l’expressió i la funció de C2orf82 al cervell així com la 

seva contribució al TDAH. Per aconseguir els nostres objectius, hem avaluat l’expressió del gen en 

diferents àrees cerebrals de ratolí mitjançant la tècnica de qRT-PCR, hem dut a terme un estudi 

de predicció de l’estructura de la proteïna i hem caracteritzat a nivell fenotípic el model animal 

genoanul·lat per aquest gen, utilitzant tests per una fenotipació general però també tests 
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específics de comportament per avaluar trets i trastorns psiquiàtrics. Aquest projecte s’ha dut a 

terme en col·laboració amb el grup de Neurofarmacologia de la Universitat Pompeu Fabra (UPF) 

liderat pel Dr. Rafael Maldonado i el grup de Translational Psychiatry de la Universitätsklinikum 

Frankfurt liderat pel Dr. David Slattery. 

 

2. METODOLOGIA 

2.1. Anàlisi del genotip  

El ratolí genoanul·lat per la mutació es va obtenir del repositori de ratolins Mutant Mouse 

Resource & Research Centers (MMRRC), on hi havia emmagatzemada la soca generada per Tang 

et al., 2010. Els ratolins genoanul·lats es van produir per recombinació homòloga reemplaçant els 

exons 2 i 3 del gen per un casset amb resistència a neomicina. La mutació es va generar en cèl·lules 

mare embrionàries derivades de la soca 129/SvEvBrd, i els ratolins quimèrics resultants es van 

creuar amb ratolins albins de la soca C57BL/6-Tyrc-Brd per generar la F1, de manera que el 

fons genètic dels ratolins amb aquesta mutació és una barreja de les dues soques abans 

mencionades. 

Per genotipar els ratolins vam extreure DNA genòmic a partir d’un fragment petit de l’orella o de 

la cua. Les mostres es van digerir en 300 μl de NaOH 50mM a 98ºC durant 30 minuts. A continuació 

es van barrejar les mostres amb l’ajuda d’un vòrtex i es va afegir 30 μl de Tris-HCL 1M, pH 8 per 

neutralitzar la digestió. Finalment, es van centrifugar les mostres a 13.200 rpm per separar la 

fracció no digerida i es van utilitzar 2 μl del sobrenedant per realitzar la PCR de la genotipació 

(Gómez-Grau et al., 2017).  

Per a la PCR vam utilitzar tres encebadors: dos forward (5’ – ACTCTGCATCTTGTGCTCTCC i 5’ – 

GCAGCGCATCGCCTTCTATC) i un reverse (5’ – GACACAGTGAGTGGTACTTAGC). Utilitzant aquests 

encebadors obteníem dos productes de PCR, un de 242 pb, corresponent a l’al·lel salvatge, i un 

de 271 pb, corresponent a l’al·lel mutat. Així doncs, els ratolins salvatges presenten només el 

producte de 242 pb, els ratolins heterozigots presenten els dos productes de PCR i els ratolins 

homozigots per la mutació només presenten el producte de 271 pb. Els fragments de PCR es van 

separar en un gel d’agarosa al 2,5% tenyit amb RedSafe (iNtRON Biotechnology). En totes les PCRs 

es van utilitzar controls positius per cadascun dels genotips estudiats i un control negatiu. Es va 

realitzar una genotipació al naixement i una altra al sacrifici de tots els ratolins utilitzats pels 

diferents experiments.  
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2.2. Estudi d’expressió gènica en el cervell de ratolí 

Per l’estudi d’expressió en el cervell de ratolí es van seleccionar cinc ratolins salvatges (WT) 

mascles naïf de la soca que presenta la mutació pel gen C2orf82 de 20 setmanes d’edat. Aquests 

animals es van sacrificar per decapitació i se’ls va extreure vuit àrees cerebrals (amígdala (AMY), 

àrea tegmental ventral (VTA), cerebel (CB), escorça prefrontal medial (mPFC), nucli estriat dorsal 

(DS), hipocamp (HPC), hipotàlem (HT) i nucli accumbens (NAc)) i la part de la medul·la espinal (SC) 

més proximal al cervell. Totes aquestes àrees es van emmagatzemar a -80ºC fins que es va 

realitzar l’extracció d’RNA total amb el RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen). L’RNA es va 

quantificar mitjançant la tecnologia Nanodrop (NanoDrop Technologies) i es emmagatzemar a -

80ºC. Posteriorment, es va retrotranscriure utilitzant el High-Capacity cDNA Reverse kit 

(LifeTechnologies) i RNAase inhibitor (Applied Biosystems). Finalment, es va realitzar una 

quantificació absoluta de l’expressió del gen C2orf82 a les diferents àrees cerebrals per qRT-PCR 

utilitzant el reactiu LightCycler® 480 SYBR Green I Master mix (Roche), el LightCycler® 480II system 

(Roche) i realitzant les anàlisis amb el LightCycler® 480 Software versió 1.5.1.62 (Roche).  

2.3. Predicció de l’estructura 3D de la proteïna 

Per l’estudi de predicció de l’estructura secundària i terciària de la proteïna es va obtenir la 

seqüència d’aminoàcids corresponent al transcrit de referència del gen C2orf82 de ratolí 

(ENSMUST00000027476.5), de 121 aminoàcids, i vam utilitzar sis servidors diferents: 1) Protein 

DisOrder prediction System” (PrDOS): predicció de regions desordenades (regions sense una 

estructura secundària) (Ishida i Kinoshita, 2007); 2) “A Protein Secondary Structure Prediction 

Server” (Jpred4): predicció d’estructures secundàries (hèlix alfa o làmines beta) (Drozdetskiy et 

al., 2015); 3) “TMHMM server v2.0”: predicció d’hèlix transmembrana (Krogh et al., 2001); 4) 

“Signal P5.0 server”: predicció de pèptids senyal (Almagro Armenteros et al., 2019); 5) “Net-O-

Glyc4.0 server”: predicció de llocs de glicosilació (Steentoft et al., 2013); 6) “Robetta”: Predicció 

d’un possible model 3D de la proteïna (Raman et al., 2009; Song et al., 2013). 

2.4. Caracterització fenotípica 

Tots els tests s’han realitzat amb ratolins mascles i/o femelles homozigots per una mutació 

inactivadora del gen (KO), heterozigots per la mutació (HET) i salvatges (WT) de 8-10 setmanes 

d’edat. Els animals es van mantenir en condicions d’estabulació estables: temperatura de 21±1ºC, 

humitat del 55±10%, cicles de llum/foscor de 12h i menjar i aigua disponibles ad libitum. Tots els 

protocols experimentals realitzats a Barcelona es van dur a terme d’acord amb les recomanacions 

de la European Communities Directive 86/609/EEC que regulen la investigació amb animals i van 
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ser aprovats pel comitè d’ètica local (CEEA-IMAS-UPF). Els protocols realitzats a Frankfurt es van 

dur a terme d’acord amb la “Directive of the European Communities Council” del 24 de Novembre 

del 1986 (86/609/EEC), les lleis de benestar animal alemanyes (TierSchG and TSchV) i van ser 

aprovats per les autoritats locals. A les instal·lacions de Barcelona vam realitzar els experiments 

amb una cohort de 10 ratolins mascles per cadascun dels genotips considerats (WT, HET i KO) i a 

les instal·lacions de Frankfurt vam fer servir dues cohorts de ratolins, una de mascles (9 WT, 8 HET 

i 7 KO) i una de femelles (4 WT, 2 HET i 6 KO). La cohort d’animals de Barcelona es va utilitzar per 

als següents tests: Test d’Irwin, caixes PHECOMP, Novel Object Recognition, test d’activitat o 

actimetria, Elevated Plus Maze, Rotarod, test d’interacció social, Open Field (50 i 500 lux) i 

autoadministració de cocaïna (tots aquests tests els va realitzar un integrant del grup liderat pel 

Dr. Rafael Maldonado). Les cohorts de Frankfurt van ser utilitzades pels tests de Open Field (250 

lux), Light Dark Box i Prepulse Inhibition test. A més, cinc mascles per cada genotip es van utilitzar 

per la Continuous Performance Task i totes les femelles pel test de Fear Conditioning. Aquests dos 

últims test no es van realitzar en els mateixos animals degut al nivell d’estrès que suposen. L’ordre 

en el qual estan descrits els tests correspon a l’ordre en el que es va executar cada test, de manera 

que els tests amb més nivell d’estrès són els últims que es van realitzar.  

2.4.1. Test d’Irwin 

El Test d’Irwin consisteix a introduir el ratolí en un cilindre de plexiglàs obert per dalt per avaluar 

signes subjectius de disfunció del comportament, que ens donen informació de l’estat de salut de 

l’animal: posició del cos, tremolors, convulsions, alteracions en la respiració, comportament, por, 

excitació i reactivitat en tocar-los, entre altres. Aquest estudi es va realitzar amb 10 ratolins 

mascles per cada genotip a les instal·lacions de Barcelona. 

2.4.2. Caixes PHECOMP 

Aquest test permet mesurar l’activitat i l’anhedonia (disminució o desaparició de la capacitat 

d’experimentar plaer). El test es realitza en unes caixes (PHECOMP boxes, Panlab and Harvard 

Apparatus) equipades amb un sistema que monitoritza i enregistra la ingesta de menjar i aigua de 

l’animal, així com l’activitat horitzontal i vertical, durant les 24h del dia al llarg de les tres setmanes 

que dura l’experiment. El sistema inclou 12 caixes (197 cm de llarg, 206 cm d’amplada i 212 cm 

d’alt) amb un terra reixat i una tapa amb filtre. Dins de cada caixa hi ha dos dispensadors de menjar 

i dos d’aigua. Primerament, els animals es mantenen durant 14 dies (període d’habituació) en 

aquestes gàbies per habituar-se al sistema, i els dos dispensadors de menjar i els dos d’aigua 

contenen el mateix producte. A continuació es realitza el test d’anhedonia (test de preferència 
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per la sucrosa) al llarg de 7 dies, durant els quals se substitueix un dels dispensadors d’aigua per 

aigua amb sacarosa al 2%. Al llarg d’aquesta setmana cada dia s’intercanvia la posició de les 

ampolles i es mesura el consum de cada ampolla després d’un interval de 24h. La preferència per 

la sacarosa es calcula com la quantitat relativa d’aigua amb sacarosa al 2% versus el total de líquid 

consumit. Passats 7 dies es retira el dosificador amb sacarosa i se substitueix novament per aigua. 

Els ratolins prefereixen l’aigua amb sacarosa, però si aquests presenten anhedonia, no hi ha cap 

preferència. Aquest estudi es va realitzar amb 8 ratolins mascles per cada genotip a les 

instal·lacions de Barcelona. 

2.4.3. Novel Object Recognition 

El test de Novel Object Recognition (NOR) ens permet estudiar la memòria a curt termini. Aquest 

test es realitza en un laberint de plexiglàs amb dos passadissos (30 cm de llarg x 4,5 cm d’amplada 

x 15 cm d’alt, Panlab) situats en un angle de 90º. El primer dia els ratolins s’habituen al laberint 

buit durant 9 minuts. Al cap de 24h els ratolins tornen a ser introduïts al laberint durant 9 minuts, 

però aquesta vegada amb dos objectes idèntics situats al final de cadascun dels passadissos, i 

s’enregistra el temps que l’animal passa amb cada objecte. Al cap de 3h els ratolins tornen a ser 

introduïts al laberint, però un dels objectes familiars ha estat substituït per un objecte nou, i 

s’enregistra el temps que passa l’animal amb cada objecte. Es considera que el ratolí explora 

l’objecte si el musell està orientat cap a l’objecte i la distància entre ells és inferior a 2 cm. 

Finalment es calcula l’índex de discriminació entre l’objecte familiar i l’objecte nou, calculat com 

el temps d’exploració de l’objecte familiar dividit pel temps total d’exploració dels dos objectes. 

Un índex de discriminació més alt indica una major retenció de la memòria dependent de 

l’hipocamp i aprenentatge (Lueptow, 2017). Aquest estudi es va realitzar amb 10 ratolins mascles 

per cada genotip a les instal·lacions de Barcelona. 

2.4.4. Test d’activitat o actimetria 

Aquest test s’utilitza per determinar l’activitat locomotora. L’aparell utilitzat consisteix en unes 

caixes de plexiglàs (9 cm × 20 cm × 11 cm; Imetronic) que estan il·luminades a 20-25 lux en les 

quals s’enregistra l’activitat locomotora horitzontal i vertical del ratolí durant dues hores. Aquest 

estudi es va realitzar amb 10 ratolins mascles per cada genotip a les instal·lacions de Barcelona. 

2.4.5. Elevated Plus Maze 

L’Elevated Plus Maze (EPM) ens permet avaluar el conflicte entre la tendència natural dels ratolins 

a evitar una superfície il·luminada i elevada i la tendència natural a explorar nous entorns. Quan 
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els animals presenten nivells d’ansietat elevats es redueix aquesta tendència exploratòria 

(Komada, Takao i Miyakawa, 2008). El test es realitza en un laberint alçat 50 cm respecte el terra 

amb quatre braços (29 cm de llarg x 6 cm d’ample) situats en creu des d’un quadrat central (6 cm 

x 6 cm). Dos braços oposats estan delimitats per parets verticals de 15 cm (braços parcialment 

tancats) i estan exposats a una intensitat lumínica baixa (10 lux). Els altres dos no tenen 

proteccions a les vores (braços oberts) i estan exposats a una il·luminació més alta (200 lux). A 

l’inici del test s’introdueix el ratolí al final d’un dels braços tancats mirant cap a la paret. Durant el 

test (5 minuts de durada), s’enregistra el temps dedicat, el número d’entrades, la velocitat mitja i 

la distància recorreguda a cada tipus de braç. Es considera que l’animal entra en un dels braços 

quan les quatre potes de l’animal estan dins del braç. Aquest estudi es va realitzar amb 10 ratolins 

mascles per cada genotip a les instal·lacions de Barcelona. 

2.4.6. Rotarod 

El test de Rotarod s’utilitza per mesurar la coordinació motora, l’equilibri i la força de les 

extremitats (Deacon, 2013). El gen C2orf82 té una elevada expressió en cartílag (Heinonen et al., 

2011; Jaiswal et al., 2020), de manera que els resultats d’aquest test són importants per tal 

d’assegurar que els ratolins genoanul·lats no presenten problemes motors que podrien 

emmascarar els resultats obtinguts en altres tests. El rotarod es realitza en un cilindre que rota 

elevat del terra i comença amb una sessió d’entrenament a velocitat constant (4 rpm) durant un 

màxim de 60 segons. A continuació, es torna a situar l’animal en el cilindre però aquesta vegada 

amb velocitat creixent (4 rpm inicials amb un increment d’1 rpm cada 3s fins a 20 rpm) fins a un 

màxim de 90 segons o fins que l’animal caigui de l’estructura. Es repeteix aquest protocol cinc 

vegades i s’enregistra la velocitat màxima a què arriba i el temps màxim que passa el ratolí en 

l’estructura sense caure en cadascun dels cinc intents. Aquest estudi es va realitzar amb 10 

ratolins mascles per cada genotip i es va dur a terme a les instal·lacions de Barcelona. 

2.4.7. Test d’interacció social 

El test d’interacció social s’utilitza per avaluar el comportament social dels ratolins així com la 

preferència per iniciar interaccions socials noves amb ratolins desconeguts (Moy et al., 2004). En 

condicions normals els ratolins són una espècie molt social que presenta una preferència per les 

interaccions socials noves (Moy et al., 2004). Aquest test es realitza en una caixa amb dues gàbies  
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en el seu interior. Inicialment, hi ha un període d’habituació durant el qual l’animal es familiaritza 

amb l’ambient (Figura 1A). A continuació, s’introdueix un ratolí amb el qual mai ha tingut contacte 

en una de les gàbies (Figura 1B) per valorar el comportament social segons la puntuació obtinguda 

en diferents paràmetres d’interacció entre ambdós ratolins (temps que passa amb el ratolí, temps 

que ensuma el ratolí i vegades que va cap al ratolí). Finalment, aquest ratolí familiar s’introdueix 

en l’altra gàbia i se situa un ratolí nou 

desconegut a la gàbia que queda (Figura 1C) per 

mesurar la preferència per les relacions socials 

noves i es tornen a avaluar les interaccions que 

té el ratolí d’estudi amb els dos ratolins situats 

a les gàbies. Així doncs, en aquest test el 

comportament social es defineix com la 

predilecció a passar més temps prop d’una 

gàbia que conté un altre ratolí en comparació 

amb el temps passat prop d’una gàbia idèntica 

però buida (Figura 1B), i la preferència per les 

interaccions socials noves es defineix com la 

predilecció a passar més temps prop d’una 

gàbia amb un ratolí desconegut en comparació 

amb el temps passat prop del ratolí familiar 

(Figura 1C). Aquest estudi es va realitzar amb 10 

ratolins mascles per cada genotip a les 

instal·lacions de Barcelona. 

2.4.8. Open Field 

 El test d’Open Field (OF) s’utilitza per mesurar l’activitat locomotora, l’ansietat i la curiositat 

exploratòria (Seibenhener i Wooten, 2015). Aquest test, igual que el test de EPM es basa en la 

tendència natural d’un animal a explorar i protegir-se, de manera que en un espai quadrangular 

o rectangular, un ratolí normal passarà més temps a la zona perifèrica que a la central (la zona 

més anxiògena), però que, tot i així explorarà la zona central en algun moment. Segons la 

il·luminació aplicada, els objectius del test difereixen lleument. L’OF a intensitats lumíniques 

baixes s’utilitza per avaluar la locomoció i la curiositat exploratòria principalment, mentre que a 

intensitats lumíniques altes (utilitzat com a estímul advers) s’incentiva la mesura de l’ansietat, tot 

i que també serveix per mesurar la curiositat exploratòria i la locomoció (Valle, 1970). Aquest test 

 

 

 Figura 1. Esquema de l’estructura on es 
realitza el test d’interacció social. A) 
Habituació; B) Avaluació del comportament 
social; C) Avaluació de la preferència per les 
relacions socials noves.  
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el vam realitzar a les instal·lacions de Barcelona i Frankfurt, per confirmar que podíem observar 

el mateix fenotip en ambdues instal·lacions, sota diferents condicions lumíniques. 

A Barcelona es van utilitzar dos aparells diferents per l’OF en funció de la intensitat lumínica 

utilitzada (50 lux i 500 lux). L’aparell utilitzat a baixa intensitat lumínica (50 lux) consisteix en una 

caixa de base quadrada (50 cm x 50 cm x 35 cm) equipada amb un sistema de monitorització 

(SMART, Letica). En aquest espai es defineix una zona central de 22,5 cm x 22,5 cm. A l’inici del 

test s’introdueix el ratolí al centre de la caixa i s’enregistra el seu comportament durant 5 minuts. 

Els paràmetres que es calculen per a cadascuna de les zones (perifèrica i central) són: la distància, 

les entrades, el temps descansant, el temps dedicat i la velocitat mitja. L’aparell utilitzat a alta 

intensitat lumínica (500 lux) consisteix en una caixa de base rectangular (70 cm x 90 cm x 60 cm). 

Aquesta caixa té marcats 63 quadrats (10 cm x 10 cm) en tot el terra. En aquest test la zona 

perifèrica correspon a la fila de quadrats més externs i tota la resta corresponen a la zona central. 

L’animal és introduït en el quadrat central i s’enregistra la seva activitat durant 5 minuts. Els 

paràmetres que es calculen per a cada zona (central i perifèrica) són: el nombre de quadrats 

travessats, les entrades, el temps dedicat a cada zona, l’activitat vertical (número de vegades que 

el ratolí se sustenta sobre les potes posteriors), el nombre de defecacions i el nombre de miccions. 

Aquests tests es van realitzar amb 10 ratolins mascles per cada genotip. 

L’aparell utilitzat a Frankfurt consistia en una gàbia amb una base quadrada amb parets fosques 

verticals (40 cm x 40 cm x 35 cm) il·luminada a 250 lux i equipada amb una càmera a sobre que 

enregistra tots els moviments dels ratolins. La zona central tenia una mida de 15 cm d'ample i 15 

cm de llarg. El test té una durada de 5 minuts durant els quals es mesuren múltiples paràmetres 

com la distància recorreguda, el temps passat a cada zona (perifèrica i central), el número 

d’entrades a cada zona o el temps de congelació (freezing, llindar establert a partir de 2 segons), 

definit com l’absència de moviment amb excepció de la respiració. Tots els comportaments són 

mesurats per un programa de seguiment de vídeo anomenat ANY-MAZE (v6.0). Aquest test es va 

realitzar amb ratolins mascles (9 WT, 8 HET i 7 KO) i femelles (4 WT, 2 HET i 6 KO).  

2.4.9. Light Dark Box 

El test de Light Dark Box (LDB) ens permet mesurar la locomoció i ansietat dels ratolins i, igual que 

l’EPM i l’OF, es basa en el conflicte existent entre la tendència innata que tenen els ratolins a 

buscar refugi en àrees fosques i petites i la curiositat exploratòria dels ambients nous (Takao i 

Miyakawa, 2006). L’aparell utilitzat en aquet test és una gàbia amb una base quadrada dividida 

en dos compartiments iguals (20 cm x 40 cm x 35 cm), un il·luminat i un fosc. Els dos 
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compartiments es comuniquen amb una petita porta (7,5 cm x 7,5 cm) per permetre la transició 

entre ambdós espais. El test comença col·locant el ratolí al compartiment il·luminat de la gàbia. El 

test té una durada de 5 minuts durant els quals es mesuren diversos paràmetres similars als 

obtinguts en l’OF, com la distància recorreguda, el temps passat a cada zona (il·luminada i fosca), 

el número de transicions entre les dues zones o el temps de congelació (freezing, llindar establert 

als 2 segons). Tots els comportaments són mesurats per un programa de seguiment de vídeo 

anomenat ANY-MAZE (v6.0). Aquest test es va realitzar amb ratolins mascles (9 WT, 8 HET i 7 KO) 

i femelles (4 WT, 2 HET i 6 KO) a les instal·lacions de Frankfurt.  

2.4.10. Prepulse Inhibition test 

En els animals, inclosos els humans, la startle response, o resposta de sobresalt, és una resposta 

defensiva inconscient a estímuls sobtats o amenaçadors com per exemple un soroll. El Prepulse 

Inhibition test (PPI) ens permet calcular la magnitud d’aquesta resposta, així com el percentatge 

d’inhibició d’aquesta resposta davant la presència d’un preimpuls previ a l’estímul que genera el 

sobresalt. Aquest test s’ha utilitzat àmpliament en models animals d’esquizofrènia, ja que 

nombrosos articles han descrit que hi ha un dèficit de la inhibició de la resposta de sobresalt en 

pacients amb esquizofrènia (Swerdlow et al., 2008). Aquest test es realitza mitjançant el SRLab™ 

startle response System (San Diego Instruments), que consisteix en un cilindre de plexiglàs (4 cm 

de diàmetre i 13 cm de longitud), on s’introdueix el ratolí, muntat sobre una plataforma de 

plexiglàs que conté un element piezoelèctric just a sota que és sensible al moviment del ratolí. 

Aquesta estructura es col·loca en una cambra ventilada i aïllada del so. Es realitzen estímuls sonors 

mitjançant un altaveu situat a 33 cm per sobre l’estructura de plexiglàs.  

El test comença amb la fase d’habituació (5 minuts), en què el ratolí és exposat únicament al soroll 

de fons (65 dB) que continuarà al llarg de tot el test. Després d’aquest temps d’habituació, venen 

tres fases en què s’avalua resposta de sobresalt. En la primera fase, el ratolí és exposat a 6 

impulsos sonors a 120 dB amb un interval entre intents (ITI) de 10 segons. En la segona fase el 

ratolí és exposat a 70 combinacions de l’impuls sonor (120 dB) amb preimpulsos (4 dB, 8 dB, 12 

dB i 16dB) amb duracions de l’ITI variables (de 20 a 30 segons). Les combinacions possibles són: 

només impuls, només preimpuls, preimpuls amb impuls i sense impuls. En l’última fase el ratolí 

és exposat novament a 6 impulsos de 120 dB amb un ITI variable. A partir de les mesures 

enregistrades es pot calcular la resposta de sobresalt en cadascuna de les tres fases així com el 

percentatge d’inhibició d’aquesta resposta donada per cada preimpuls segons s’ha descrit 

prèviament (Geyer i Swerdlow, 1998). Aquest test es va realitzar amb ratolins mascles (9 WT, 8 

HET i 7 KO) i femelles (4 WT, 2 HET i 6 KO) a les instal·lacions de Frankfurt. 
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2.4.11. Fear Conditioning 

El test de Fear Conditioning, o condicionament de la por, es basa en el condicionament Pavlovià 

de la por, i ens permet avaluar la capacitat dels ratolins d’aprendre i recordar una associació entre 

un estímul ambiental i una experiència adversa. Estudis previs han demostrat que la incapacitat 

d’extingir els records de por comporta un increment de l’activació de l’amígdala (Rauch et al., 

2000; Stein et al., 2002; Dilger et al., 2003) i, a més, és un dels símptomes centrals en diversos 

trastorns psiquiàtrics, com fòbies específiques, trastorn d’ansietat generalitzada o social, trastorn 

de pànic i trastorn d’estrès posttraumàtic. L’extinció del record es veu reflectit en la fase d’extinció 

del test, mentre que en la fase d’evocació comprovem si realment han extingit el record de la por. 

Aquest test es va realitzar en el UGO BASILE ANY-maze controlled Fear Conditioning System (Ugo 

Basile), una caixa transparent (23 cm x 23 cm x 36 cm) amb un terra amb barres electrificades 

situades en paral·lel. Aquest sistema permet construir dos ambients visuals, tàctils i olfactoris 

completament diferents (Context A i B) (Figures 2A i 2B). El test es duu a terme en tres dies 

consecutius. El primer dia es realitza el condicionament, el segon dia l’extinció i el tercer dia 

l’evocació (recall). El condicionament es realitza en el context A (Figura 2A) i, en canvi, l’extinció i 

l’evocació es realitzen en el context B (Figura 2B), que consisteix en la mateixa caixa transparent 

però amb un paper amb una quadrícula negra i blanca a les parets i un terra suau de color gris. 

L’estructura se situa en una caixa atenuant del so que conté un ventilador, una llum dual 

(visible/infraroja), un altaveu i una càmera (Figura 2C). A més, també s’introdueix una fragància 

d’extracte de vainilla dins la caixa per canviar l’ambient olfactiu. En aquest test s’enregistra el 

temps de congelació (freezing, llindar establert als 2 segons), mitjançant el software ANY-maze 

(v6.0).  

En la fase de condicionament el ratolí és col·locat a la cambra amb el context A i es comença amb 

3 minuts d’habituació. A continuació el ratolí és exposat a un to que persisteix durant 30 segons 

(estímul condicionat de 80 dB). Durant els dos últims segons d’aquests 30 segons, el ratolí 

experimenta un lleu electroxoc als peus (estímul no condicionat de 0,4 mA). Després, el ratolí 

segueix a la cambra durant dos minuts més fins que es repeteix el mateix procediment (to durant 

30 segons amb electroxoc als últims dos segons). El ratolí se sotmet a aquest procediment tres 

vegades. L’endemà es realitza la fase d’extinció en el context B, que comença amb 3 minuts 

d’habituació, i després es realitzen 16 tons de 30 segons sense electroxoc amb 5 segons de pausa 

entre cada to. Finalment, al tercer dia es realitza l’evocació en el context B, en què es realitzen 

tres exposicions al to de 30 segons sense l’electroxoc separades 5 segons entre elles. Aquest va 
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ser l’últim test que es va realitzar amb la cohort de ratolins femelles (4 WT, 2 HET i 6 KO) a les 

instal·lacions de Frankfurt. 

 

 

Figura 2. UGO BASILE ANY-maze controlled Fear Conditioning System. A) Context A: Terra reixat i parets 

transparents; B) Context B: el terra reixat s’ha tapat amb una cartolina grisa clara llisa i les parets s’han 

recobert amb cartolines amb línies o quadrícules blanques i negres; C) Caixa on se situen les estructures 

dels Contexts A i B.  

 

2.4.12. Continuous Performance Task 

El test de Continuous Performance Task (CPT) permet el reconeixement d’impulsivitat i alteracions 

de diferents tipus d’atenció (Kim et al., 2015) en un paradigma que s’assembla a la prova que es 

realitza en humans (Caballero-Puntiverio et al., 2019).  

Aquest test es realitza en cambres equipades amb pantalles tàctils, un terra reixat, un dispensador 

de recompenses associat a una llum, unes bombes per subministrar líquid a la zona del 

dispensador i un altaveu (Bussey-Saksida Mouse Touch Screen Chambers, Campden Instruments 

Ltd.) (Figura 3). Cada cambra es troba dins d’una caixa que atenua el so exterior. El programari 

utilitzat per dissenyar les diferents sessions del test és el Animal Behavior Environment Test II 

(ABET II) software, i aquest s’acobla a les pantalles tàctils de les cambres mitjançant el controlador 

WhiskerServer®. La recompensa utilitzada al llarg de totes les tasques és llet amb gust de maduixa 

(Müllersmilch).  
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Figura 3. Esquema de la Bussey-Saksida 

Mouse Touch Screen Chambers. El terra de 

l’estructura és reixat. A la dreta de la imatge 

veiem la pantalla tàctil on apareixeran els 

estímuls S+ i S-. A darrera de la pantalla hi ha 

la bomba encarregada de dispensar el líquid a 

més de dos pots de vidre que es poden omplir 

amb la recompensa líquida que s’ha de 

bombejar. A la part esquerra de la imatge hi 

ha la zona del dispensador on s’allibera la 

recompensa en forma de líquid o en forma de 

pèl·let.  

Abans de començar l’experiment es restringeix l’accés al menjar dels ratolins a una hora al dia 

durant almenys dos dies. Aquesta restricció és continuada al llarg de tot l’experiment de manera 

que els animals tindran accés al menjar només durant una hora en acabar la sessió. Al llarg d’una 

setmana es realitzen 6 sessions, i quan s’acaba la sisena sessió els ratolins tindran accés al menjar 

durant 24h, per així aconseguir que no perdin més del 10% del seu pes al llarg de tot el test.  

El primer dia del test els ratolins s’habituen a la cambra i a la recompensa utilitzada tot introduint-

los a la cambra durant 20 minuts amb la recompensa en el dispensador. Aquesta sessió es repeteix 

en dies consecutius fins que el ratolí tasta la recompensa per primera vegada.  

A continuació entrem en la fase d’entrenament, que consta de quatre etapes diferents (Taula 1A) 

que es realitzen en sessions diàries de 45 minuts que es repeteixen fins que els ratolins assoleixen 

els criteris requerits per a cada etapa. Totes les sessions tenen una durada màxima de 45 minuts, 

que finalitzarà abans si l’animal aconsegueix 100 recompenses.  

En la primera etapa (Taula 1A), apareix durant 10 segons (Stimulus Duration, SD) un quadrat blanc 

(3,5 cm x 3,5 cm) emmarcat per una línia blanca situat al centre i 2 cm per sobre de la part baixa 

de la pantalla. Per poder tenir en compte aquelles respostes que s’han iniciat quan la imatge 

encara estava present, es defineix la retenció limitada (Limited Hold, LH), que correspon a la 

duració de l’estímul (SD), que és de 10 segons en aquesta etapa, sumat a 0,5 segons extres durant 

els quals la pantalla encara és activa tot i que no presenta l’estímul. Si el ratolí toca el quadrat 

blanc, aquest desapareix de la pantalla i, immediatament, es produeix un to d’un segon i s’encén 

la llum del dispensador de recompenses on la bomba de líquid haurà bombejat la recompensa. 

Quan el musell del ratolí entra dins del dispensador, s’apaga la llum i entrem dins interval entre 

intents (inter-trial interval, ITI) que dura dos segons. Quan finalitza l’ITI torna a començar el 

següent intent en què es torna a exposar l’animal al quadrat blanc. Si el ratolí no toca el quadrat 
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blanc durant els 10 segons d’exposició, s’inicia un ITI i es produeix el següent estímul. Si el ratolí 

toca la zona on hi havia el quadrat blanc durant l’ITI, aquest interval es repeteix i l’exposició del 

següent quadrat blanc s’endarrereix. Es considera que l’animal supera aquesta primera etapa si 

aconsegueix més de 60 recompenses en una sessió.  

En la segona etapa (Taula 1A) substituïm el quadrat blanc per l’estímul positiu (S+) que utilitzarem 

durant la resta de etapes, a més, la SD es redueix a dos segons, i per tant, el LH passa a ser de 2,5s. 

L’estímul S+ consisteix en una superfície quadrada de la mateixa mida que l’estímul utilitzat a 

l’anterior etapa però amb ratlles horitzontals o verticals (un ratolí sempre serà exposat al mateix 

estímul S+ al llarg de totes les sessions, és a dir, sempre serà exposat a ratlles horitzontals o ratlles 

verticals). En aquesta etapa i les següents, després de recollir la recompensa hi ha una fase de 

demora per la ingesta (Ingestion Delay, ID) de cinc segons abans de començar l’ITI. Tota la resta 

dels paràmetres i criteris són idèntics als de la etapa anterior.  

La tercera etapa (Taula 1A) de la fase d’entrenament consisteix en la introducció d’un estímul 

negatiu (S-). L’S- és un floc de neu i es presenta juntament amb l’S+ aleatòriament un 50% dels 

intents. En aquest cas, l’ITI s’incrementa a 5 segons. Si el ratolí toca l’estímul S- durant el LH, 

aquest desapareix, es dona l’ITI i a continuació comença l’intent de correcció. En l’intent de 

correcció es presenta l’estímul S- i aquest es repeteix fins que l’animal deixa de reaccionar-hi 

durant el LH. Tota la resta de paràmetres són els mateixos que els de la segona etapa. Considerem 

que l’animal adquireix el coneixement si és capaç de discernir entre els estímuls S+ i S- (d’ > 0,6) 

durant dues sessions consecutives. Tots els ratolins han de fer aquesta sessió com a mínim 6 

vegades per poder establir la corba d’adquisició.  

En la quarta etapa (Taula 1A) de la fase d’entrenament, el floc de neu ja no s’utilitza com a S-, i 

aquest és substituït per quatre S- nous. Igual que en l’etapa 2, la probabilitat que aparegui un 

estímul S- o un S+ segueix sent del 50%. Tota la resta de paràmetres i criteris són els mateixos que 

els utilitzats en l’etapa 3, amb l’única diferència que en aquesta etapa els animals han de fer com 

a mínim set sessions enlloc de sis per establir la corba d’adquisició. 
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Taula 1. Característiques de les diferents etapes de la fase d'entrenament i dels tests realitzats en la 
Continuous Performance Task. Adaptada de Kim et al., 2015.  

A) Fase d'entrenament 

Etapa Conjunt d'estímuls SD ITI Criteri  
Primera Quadrat blanc 

 
10 s 2 s Aconseguir 60 recompenses 

     
Segona S+ (100%) 

 
2 s 2 s Aconseguir 60 recompenses 

     
Tercera S+ (50%) Un S- (50%) 2 s 5 s d' > 0,6 en dues sessions 

consecutives; com a mínim 6 
sessions      

Quarta S+ (50%) Quatre S- (50%) 2 s 5 s d' > 0,6 en dues sessions 
consecutives; com a mínim 7 
sessions   

        
      

B) Tests 

Test Rang considerat Número de sessions  
Stimulus Duration 0,5 - 2s 2  
Stimulus Contrast  12,5 - 100% 1  
Flanker distractors Congruent, incongruent o sense distractors 1  
Long Inter Trial Interval 5 i 10 segons 1   

SD: Duració de l'estímul; ITI: Interval entre intents. 

 

Finalment, entrem en l’etapa dels tests (Taula 1B), que es realitzen just després de la tercera etapa 

i de la quarta etapa de la fase d’entrenament. En els tests, es canvien alguns dels paràmetres 

utilitzats en l’última sessió de l’etapa de l’entrenament corresponent, per avaluar com canvia 

l’execució dels ratolins a l’introduir aquests canvis. Entre test i test es restableix l’execució de la 

tasca dels ratolins fent una sessió amb les mateixes característiques que l’últim entrenament 

realitzat (característiques de la tercera etapa o quarta etapa) per assegurar-nos que segueix 

discriminant els dos estímuls (d’ > 0,6). Si s’obté d’ < 0,6, es repeteix la sessió d’entrenament fins 

que l’animal torna a ser capaç de discriminar els dos estímuls abans de procedir al següent test.  

Stimulus Duration test (Taula 1B). En aquest test es redueix la duració de l’estímul (SD) per 

incrementar l’atenció necessària per a la tasca. Aquest canvi és una modificació clàssica en estudis 

en humans per valorar l’atenció. Es realitzen dues sessions: en la primera sessió l’animal és 

exposat a estímuls S+ i S- que duren 1, 1,5 o 2 s de forma aleatòria, i en la segona els estímuls 

duren 0,5, 0,75 o 1 s. En les dues sessions però, tot i que desaparegui l’estímul, el LH segueix sent 

de 2,5 s, de manera que el ratolí pot aconseguir la recompensa (si hi havia l’estímul S+) o entrar 

dins de l’intent de correcció (si hi havia l’estímul S-).  

Stimulus Contrast test (Taula 1B). Aquest test es fa en una sessió i s’utilitza per avaluar l’execució 

de la tasca quan hi ha condicions de percepció més difícils (reducció del contrast). La il·luminació 
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de l’estímul segueix sent la mateixa però canvia el contrast en disminuir la diferència d’il·luminació 

entre les línies fosques i les clares. El contrast es canvia al 12,5, 25, 50 i 100%.  

Flanker distractors (Taula 1B). Aquest test es fa en una sessió i s’utilitza per determinar si la 

presència de distractors flanquejant l’estímul central redueixen l’atenció en l’execució. Uns nivells 

d’atenció correctes requereixen la inhibició d’informació que pot distreure. S’afegeixen dos 

requadres de la mateixa mida que el quadrat inicial a cada costat del quadrat inicial on apareixeran 

distractors. Dels tres requadres, l’únic amb el qual el ratolí obtindrà resposta quan el toqui serà el 

central. Al llarg de la sessió, es donaran tres situacions: a) sense distractor: no apareix cap imatge 

en els requadres laterals; b) amb distractors congruents: en els requadres laterals apareixen dos 

estímuls idèntics al que apareix al mig (tots S+ o tots S-); o c) amb distractors no congruents: els 

estímuls que apareixen als requadres laterals no són iguals que l’estímul central (al centre S+ i als 

laterals dos S- iguals o al centre S- i als laterals dos S+).  

Long Inter Trial Interval (Taula 1B). Aquest test es fa en una sessió i es canvia la duració de l’interval 

que hi ha entre la presentació dels estímuls. S’ha demostrat que taxes altes i baixes de presentació 

de l’estímul redueixen l’atenció sostinguda per a l’execució de la tasca. S’afegeixen dues noves 

condicions, 5 i 10 segons d’ITI.  

Al llarg de totes les sessions el software enregistra múltiples paràmetres, entre els quals 

destaquem: Hit: resposta a S+; Miss: sense resposta a S+; False Alarm (FA): resposta a S- i Correct 

Rejection (CR): sense resposta a S-. Aquests paràmetres seran utilitzats posteriorment per calcular 

la taxa d’èxit (Hit Rate, HR), la taxa d’error (False Alarm Rate, FAR), l’índex de discriminació (d’) i 

el biaix en la resposta o voluntat de respondre a l’estímul (c), entre altres valors que ens poden 

ajudar a conèixer la capacitat d’execució de la tasca dels ratolins. Es considera que l’animal és 

capaç de discernir entre els dos estímuls si d’ > 0,6. Valors alts de c indiquen una resposta 

conservadora i valors baixos es relacionen amb una resposta liberal. 

𝐻𝑖𝑡 𝑟𝑎𝑡𝑒 (𝐻𝑅) =
𝐻𝑖𝑡

𝐻𝑖𝑡 + 𝑀𝑖𝑠𝑠
 

𝐹𝑎𝑙𝑠𝑒 𝑎𝑙𝑎𝑟𝑚 𝑟𝑎𝑡𝑒 (𝐹𝐴𝑅) =
𝐹𝐴

𝐹𝐴 + 𝐶𝑅
 

𝑑′ = 𝑧(𝐻𝑅) − 𝑧(𝐹𝐴𝑅) 

𝑐 = −
𝑧(𝐻𝑅) − 𝑧(𝐹𝐴𝑅)

2
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Aquest va ser l’últim test que es va realitzar amb cinc ratolins mascles per genotip a les 

instal·lacions de Frankfurt.  

2.4.13. Model d’autoadministració de cocaïna 

Aquest test ens permet avaluar el comportament que presenten els ratolins envers la cocaïna. Es 

realitza en cambres operants (Model ENV-307A-CT, Med Associates, Inc.) equipades amb dos 

forats, un dels quals serà seleccionat de forma aleatòria com a forat actiu i l’altre com a forat 

inactiu. Cada forat té associat un llum i un altaveu que funcionen com a estímuls condicionats. Les 

cambres són d’alumini, tenen un terra reixat i se situen dins de caixes equipades amb ventiladors 

que atenuen el so exterior.  

Per començar, els ratolins són intervinguts quirúrgicament per introduir-los un catèter silàstic 

flexible de 6 cm de llarg (0,3 mm de diàmetre interior i 0,6 mm de diàmetre exterior) com a mínim 

tres dies abans de començar el protocol. El catèter s’insereix 1,3 cm a la vena jugular dreta per la 

qual s’administrarà la cocaïna (Soria et al., 2005). El catèter es renta diàriament amb una solució 

salina heparinitzada (30 UI/ml). L’hidroclorur de cocaïna es va obtenir del Ministeri de Sanitat, 

Política Social i Igualtat (Madrid, Espanya) i es va dissoldre en sèrum fisiològic estèril al 0,9 %. La 

dosi administrada en cada infusió és 0,5 mg/kg.  

El protocol d’autoadministració consisteix en quatre etapes: adquisició, motivació, extinció i 

recaiguda, que es realitzen al llarg de una sessió diària de dues hores de duració (si no s’indica el 

contrari) a les caixes d’autoadministració (Figura 4). La fase d’adquisició comença amb 5 sessions 

de raó fixa 1 (FR1), en què cada cop que el ratolí fica el musell al forat actiu rep una dosi de cocaïna 

juntament amb un estímul lumínic, que s’associa a l’efecte de la droga (estímul condicionat). A 

continuació es fan 5 sessions més de raó fixa 3 (FR3) en què el ratolí ha de ficar el musell al forat 

actiu 3 vegades per obtenir una sola dosi de cocaïna juntament amb l’estímul lumínic (Figura 4). 

Després de cada administració d’una dosi de cocaïna hi ha un període de temps anomenat Time-

out (TO) en què el ratolí no obté cap recompensa quan fica el musell al forat actiu.  

A continuació es testa la motivació del ratolí per la cocaïna amb un test de raó progressiva (PR; 

una sessió de 4 hores), en què augmenta progressivament el nombre de vegades que ha de posar 

el musell al forat actiu per obtenir una infusió de cocaïna (1, 3, 5, 7, 9, 15, 20, 25, 33, 43, 55, 70, 

80, 90, 100) (Figura 4). La sessió acaba al cap de 4 hores o fins que el ratolí deixa de respondre a 

qualsevol forat durant una hora. Un cop acabat el PR, es comprova la funcionalitat del catèter 

mitjançant l’administració de 0,1 ml de l’anestèsic tiopental sòdic (5mg/ml). Aquells animals que 
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no presenten símptomes d’anestèsia als 3 segons posteriors a la infusió, es considera que són 

tiopental negatius i es descarten de l’estudi. 

Els animals tiopental positiu continuen amb l’etapa d’extinció, que consisteix en múltiples 

sessions en les mateixes condicions que l’adquisició però sense recompensa ni estímul lumínic 

associat per simular un període d’abstinència durant 20 dies (Figura 4). Per últim, es va testar la 

possibilitat de recaiguda mitjançant una sessió en què se sotmet l’animal a un estímul lumínic 

associat a la recompensa sense administració de cocaïna cada vegada que respon al forat actiu, i 

s’observa el seu comportament (Figura 4). Es considera que l’animal restableix el comportament 

de cerca de la cocaïna si aquest estímul fa que l’animal torni a ficar el musell de forma selectiva i 

reiterada al forat actiu, tot i que no hi hagi recompensa associada. 

 

 

Figura 4. Esquema de les sessions d’autoadministració de cocaïna. FR: Raó fixa. PR: Raó progressiva. 

 

Aquest test va ser l’últim que es va realitzar amb la cohort de ratolins de Barcelona, partint de 10 

ratolins mascles per cada genotip, dels quals 8 WT, 9 HET i 7 KO van sobreviure a la cirurgia i van 

donar positiu al test de tiopental. Totes les anàlisis s’han dut a terme considerant únicament els 

animals tiopental positius, ja que els resultats obtinguts en l’autoadministració en els tiopental 

negatius poden estar esbiaixats per la falta de viabilitat del catèter.  

2.4.14. Anàlisi estadística 

Les dades del Prepulse Inhibition Test van ser processades amb Matlab abans de poder utilitzar-

les en les anàlisis estadístiques posteriors. Tots els resultats que es mostren es van analitzar 

estadísticament mitjançant ANOVA, amb el programa SPSS 19.0 o amb el programa GraphPad 

Prism8, amb un llindar de significació de p < 0,05. 
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3. RESULTATS I DISCUSSIÓ 

3.1. Estudi d’expressió en el cervell de ratolí 

En l’estudi d’expressió en el cervell de ratolí vam poder confirmar l’expressió del gen C2orf82 en 

totes les àrees cerebrals avaluades, mostrant una expressió més elevada en el nucli accumbens i 

en el nucli estriat dorsal i expressió més baixa en l’amígdala (Figura 5).  

 

Figura 5. Quantificació absoluta 

(2−ΔCt) de l’expressió del gen 

C2orf82 en diferents àrees 

cerebrals de ratolí. Ct: Cycle 

threshold; AMY: Amígdala; VTA: 

Àrea tegmental ventral; CB: 

Cerebel; mPFC: Escorça prefrontal 

medial; DS: Nucli estriat dorsal; 

HPC: Hipocamp; HT: Hipotàlem; 

NAc: Nucli accumbens; SC: medul·la 

espinal. 

3.2. Predicció de l’estructura 3D de la proteïna 

Un estudi previ publicat l’any 2011 va descriure una possible predicció de l’estructura de la 

proteïna C2orf82 en ratolí (Heinonen et al., 2011). En la seva predicció la proteïna estava formada 

per un pèptid senyal del residu 1-24, una regió extracel·lular del residu 25-92 que contenia nou 

serines/treonines que podien ser glicosilades, una hèlix transmembrana del residu 93 al 115 i una 

regió intracel·lular del residu 116 al 121. Vam decidir realitzar de nou un estudi de predicció de 

l’estructura de la proteïna, ja que des del 2011 fins l’actualitat s’han desenvolupat noves eines 

bioinformàtiques per a la predicció de l’estructura secundària i terciària de polipèptids.  

Vam començar avaluant si la proteïna contenia regions desordenades, és a dir, regions sense cap 

estructura secundària concreta. Mitjançant el servidor PrDOS (Ishida i Kinoshita, 2007) vam poder 

observar una alta probabilitat de tenir residus desordenats a l’extrem N-terminal (residus 1-6), al 

mig (44-73 i 81-87) i a la regió C-terminal de la proteïna (117-121) (Figura 6), tot indicant que les 

altres dues regions podien adoptar estructures secundàries definides.  
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Figura 6. Predicció de regions desordenades en la proteïna (PrDOS). El llindar establert per predir 

estructures desordenades és 0,5.  

Per tal de saber quin tipus d’estructura secundària es podria formar en aquestes dues regions vam 

utilitzar el programa JPred4 (Drozdetskiy et al., 2015), que ens va predir dues hèlix alfa dels residus 

4 al 19 i dels residus 92 al 116, amb una alta probabilitat associada (Figura 7).  

 

Figura 7. Predicció d’estructures secundàries a la proteïna (JPred4). Les hèlix alfa s’indiquen amb tubs 

vermells i les làmines beta amb fletxes verdes. JNETPRED: predicció consens; JNETCONF: estimació de la 

confiança de la predicció, valors alts indiquen una confiança alta.  

A continuació vam avaluar si les hèlix alfa tenien una disposició transmembrana amb l’eina 

TMHMM (Krogh et al., 2001), amb la qual vam predir que ambdues hèlixs alfa tenien una alta 

probabilitat de ser transmembrana i que la part central desordenada semblava estar situada a la 

part extracel·lular (Figura 8).  
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Figura 8. Predicció d’hèlixs transmembrana (TMHMM v.2.0). Els números de l’eix de les X indiquen 

l’aminoàcid de la proteïna. Les hèlix transmembrana s’indiquen amb tubs horitzontals vermells. Les línies 

vermelles verticals indiquen la probabilitat de cada residu de formar part d’una hèlix transmembrana. En 

rosa s’indica la probabilitat de cada residu d’estar situat a la part extracel·lular. En blau s’indica la 

probabilitat de cada residu d’estar situat a la part intracel·lular. 

En tractar-se d’una possible proteïna transmembrana, vam explorar si aquesta contenia algun 

pèptid senyal utilitzant el servidor Signal P5.0 (Almagro Armenteros et al., 2019). Aquest servidor 

ens va predir un pèptid senyal del residu 1 al 24, solapant-se amb la predicció de l’hèlix alfa situada 

a l’extrem N-terminal (Figura 9).  

 

Figura 9. Predicció de pèptids senyals (Signal P5.0). SP: Pèptid senyal; Sec/SPI: substrats secretors tallats 

per SPase I; CS: lloc d’escissió; Other: els aminoàcids no pertanyen a un pèptid senyal.  
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Finalment vam explorar la presència de 

llocs glicosilació amb el servidor Net-O-

Glyc4.0 (Steentoft et al., 2013). Aquesta 

eina bioinformàtica ens va predir nou llocs 

de glicosilació als residus 34, 44, 51, 53, 61, 

67, 68, 75 i 76. Finalment, el servidor 

Robetta, un servei de predicció de 

l’estructura de proteïnes (Raman et al., 

2009; Song et al., 2013) que combina 

diferents eines per al càlcul de possibles 

models 3D, ens va proposar cinc models 

possibles per a l’estructura de la proteïna 

(Figura 10), i en tots ells la proteïna 

contenia dues hèlix alfa, amb una 

probabilitat més alta per la hèlix alfa 

situada a l’extrem C-terminal.  

En resum, totes les prediccions donen suport a dues hèlix transmembrana que anirien des del 

residu 4 al 19 i des del residu 92 al 116. A més, també vam predir la presència d’un pèptid senyal 

a l’extrem N-terminal de la proteïna que arribaria fins el residu 24, on se situaria el lloc d’escissió, 

i nou llocs de glicosilació situats entre els residus 34 i 76. Tots aquests resultats van en la mateixa 

línia que els resultats obtinguts per Heinonen et al. 2011, amb l’única diferència que les noves 

prediccions no deixen clar si hi ha realment una segona hèlix transmembrana a l’extrem N-

terminal. Recentment, un estudi va avaluar la conformació topològica de la proteïna C2orf82, tot 

confirmant que es tracta d’un proteoglicà de transmembrana curt de tipus I amb un únic domini 

transmembrana situat a la regió C-terminal (Jaiswal et al., 2020), coincidint amb la predicció feta 

per Heinonen et al., 2011.  

3.3. Caracterització fenotípica 

No es van observar alteracions de l’estat de salut general, ni problemes de coordinació motora, ni 

anhedonia en cap dels genotips estudiats (C2orf82 -/-, C2orf82 +/- i C2orf82 +/+). Tampoc vam 

observar diferències entre genotips pel que fa al comportament social ni en el condicionament de 

la por.  

 

Figura 10. Predicció de l’estructura 3D de la 

proteïna C2orf82 de ratolí (Robetta). El 

degradat de colors indica la confiança de la 

predicció, on el color groc indica una menor 

confiança en la predicció i el lila una confiança 

més elevada. En la imatge es mostra un dels 

cinc models possibles proposats pel servidor 

Robetta.  
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En les caixes PHECOMP no hi ha diferències entre els genotips durant el període d’anhedonia però 

sí durant el període d’habituació. S’observa hipolocomoció en els ratolins KO en comparar-los amb 

els ratolins WT, definida per una menor distància recorreguda (Figura 11A) així com una tendència 

a una menor activitat (Figura 11B), a una menor velocitat mitja (Figura 11C), a menys estereotípies 

(Figura 11D) i a un augment del temps de descans (Figura 11E). A més, també s’observa una menor 

activitat vertical (Figura 11F), que ens indica una disminució del comportament exploratori per 

part dels ratolins KO, comportament que estudis previs relacionen amb un augment de l’ansietat 

(Lever, Burton i Ο’Keefe, 2006). 

 

Figura 11. Resultats de les caixes PHECOMP en el període d’habituació. A) Distància total (en cm) 

recorreguda en períodes de 24h al llarg de 14 dies. B) Activitat en base als beam breaks en períodes de 

24 h al llarg de 14 dies. C) Velocitat mitjana (cm/s) mesurada en períodes de 24 h al llarg de 14 dies. D) 

Número d’estereotípies en períodes de 24 h al llarg de 14 dies. E) Percentatge de temps descansant en 

períodes de 24 h al llarg de 14 dies. F) Activitat vertical en base al nombre de vegades que l’animal s’ha 

posat dret sobre les dues potes posteriors en períodes de 24 h al llarg de 14 dies. Es representa la 

mitjana ± error estàndard (SEM). Animals mascles WT ( ; n = 10), HET ( ; n = 10) i KO ( ; n = 10). 
#/%/&p < 0,05. #KO Vs. WT; %KO Vs. HET; &KO Vs. WT i HET. 
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En el NOR no s’observen diferències pel 

que fa al temps d’exploració dedicat a cada 

objecte. Tot i així, s’observa una tendència 

a un menor índex de discriminació per part 

dels ratolins KO i HET en comparar-los amb 

els ratolins WT (p-valor = 0,054 i 0,064 

respectivament) (Figura 12). Aquest 

tendència a una discriminació disminuïda 

podria ser indicativa d’una menor memòria 

dependent de l’hipocamp i aprenentatge 

(Lueptow, 2017). No obstant, caldria 

ampliar el número d’animals per confirmar 

aquest resultat.  

En l’EPM els ratolins KO dediquen menys temps i entren menys vegades als braços oberts (zona 

anxiògena). En canvi, tot i que també entren menys cops als braços tancats, hi passen més temps 

(Figura 13). Aquests resultats podrien indicar que els ratolins KO mostren una menor curiositat 

exploratòria així com possiblement també un fenotip d’ansietat degut a la preferència pels braços 

tancats (zona menys anxiògena). No obstant, aquests fenotips no es poden confirmar ja que les 

diferències en el número d’entrades totals ens indiquen que els ratolins presenten una certa 

hipolocomoció, fenotip que pot afectar la correcta interpretació de la resta de resultats. 

 

 

Figura 13. Resultats de l’Elevated Plus Maze (EPM). A) Nombre d’entrades als braços oberts. B) Temps 

(en segons) que els ratolins han estat als braços oberts. C) Nombre d’entrades als braços tancats. D) 

Temps (en segons) que els ratolins han estat als braços tancats. Es representa la mitjana ± error 

estàndard (SEM). Animals mascles WT (n = 10), HET (n = 10) i KO (n = 10). *p < 0,05;**p < 0,01.  

 
 

 Figura 12. Resultats de l’índex de discriminació 

calculat entre l’objecte nou i el familiar en el test 

de Novel Object Recognition (NOR). Es representa 

la mitjana ± error estàndard (SEM). Animals mascles 

WT (n = 10), HET (n = 10) i KO (n =10).  
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En l’OF també vam observar el fenotip d’hipolocomoció per part dels ratolins KO en comparar-los 

amb els ratolins WT així com un possible fenotip d’ansietat i a més, vam confirmar que obteníem 

els mateixos resultats en les dues instal·lacions on s’han realitzat els experiments. En l’OF a 50 i a 

250 lux (realitzats a Barcelona i a Frankfurt, respectivament), vam observar el fenotip 

d’hipolocomoció, en aquest cas definit per una menor distància recorreguda total (Figures 14A i 

15A), així com en cadascuna de les àrees definides (Figures 14B i 15B) i un menor número de 

transicions entre ambdues zones (Figures 14C i 15C). Per altra banda, també vam observar un 

possible fenotip d’ansietat ja que els ratolins KO passaven menys temps a la zona interna (més 

anxiògena) i per tant més temps a la zona perifèrica (Figures 14D i 15D). A més, a les instal·lacions 

de Frankfurt vam observar un temps de congelació total més elevat per part dels ratolins KO 

(Figura 15E), fenotip que també es relaciona amb ansietat. A Barcelona, tot i que no vam poder 

avaluar el temps de congelació, sí que vam observar un increment de temps de descans a la zona 

perifèrica (Figura 14E). Aquests fenotips van ser observats en mascles, però no es van poder 

observar en la cohort de femelles utilitzada a Frankfurt, probablement degut al baix nombre de 

femelles inclòs.  

 

 

Figura 14. Resultats de l’Open Field (OF) a 50 lux d’intensitat al llarg del temps total del test. A) 

Distància total (en cm) recorreguda. B) Distància (en cm) recorreguda a cada zona. C) Nombre 

d’entrades a cada zona. D) Temps (en segons) passat a cada zona. E) Temps (en segons) de descans a 

cada zona. Es representa la mitjana ± error estàndard (SEM). Animals mascles WT ( ; n = 10), HET (

; n = 10) i KO ( ; n = 10). *p < 0,05; **p < 0,01;***p < 0,001. 
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Figura 15. Resultats de l’Open Field (OF) a 250 lux d’intensitat. A) Distància total (en cm) recorreguda. 

B) Distància (en cm) recorreguda a cada zona. C) Nombre d’entrades a cada zona. D) Temps (en segons) 

passat a cada zona. E) Temps (en segons) de congelació total. Es representa la mitjana ± error estàndard 

(SEM). Animals mascles WT ( ; n = 9), HET ( ; n = 8) i KO ( ; n = 7). *p < 0,05;**p < 0,01.  

 

A les instal·lacions de Barcelona també es va realitzar el test d’OF a 500 lux, una intensitat lumínica 

que incentiva les mesures d’ansietat i de curiositat exploratòria. En aquestes condicions 

lumíniques vam replicar els fenotips d’hipolocomoció (Figures 16A, 16B i 16C) però a més, també 

vam poder observar una menor curiositat exploratòria dels ratolins KO definida per una menor 

activitat vertical (Figura 16D), que també es relaciona amb un fenotip d’ansietat.  
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Figura 16. Resultats de l’Open 

Field (OF) a 500 lux d’intensitat. 

A) Distància recorreguda 

(quadrats travessats) a cada 

zona. B) Nombre d’entrades a 

cada zona. C) Temps (en segons) 

passat a cada zona. D) Activitat 

vertical en base al nombre de 

vegades que l’animal s’ha posat 

dret sobre les dues potes 

posteriors. Es representa la 

mitjana ± error estàndard 

(SEM). Animals mascles WT ( 

; n = 10), HET ( ; n = 10) i KO (

; n = 10). *p < 0,05; **p < 

0,01; ***p < 0,001 

Els resultats obtinguts en el LDB van en la mateixa línia que els obtinguts en l’OF, ja que també 

observem pels ratolins KO una menor distància recorreguda total (Figura 17A), un menor nombre 

de transicions (Figura 17B) i un temps de congelació més elevat (Figura 17D), indicatius 

d’hipolocomoció i possible ansietat en els ratolins mutants. En aquest test però, no observem 

diferències en el temps passat a cada zona (Figura 17C). Tot i així, igual que en l’EPM, hem de tenir 

en compte que la hipolocomoció observada en l’OF (50, 250 i 500 lux) i en el LDB pot afectar la 

interpretació dels resultats pel que fa al fenotip d’ansietat. Igual que en el test d’OF, no observem 

aquests fenotips en la cohort de femelles, probablement pel baix nombre de femelles inclòs. 

 

 

Figura 17. Resultats del 

Light Dark Box (LDB). A) 

Distància (en cm) 

recorreguda total. B) 

Nombre de transicions 

entre ambdues zones. C) 

Temps (en segons) passat 

a cada zona. D) Temps 

(en segons) total de 

congelació. Es representa 

la mitjana ± error 

estàndard (SEM). 

Animals mascles WT ( ; 

n = 9), HET ( ; n = 8) i KO 

( ; n = 7). *p < 0,05; **p 

< 0,01. 
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En el PPI hem observat una tendència a un 

augment del percentatge d’inhibició de de la 

resposta de sobresalt (startle response) en la 

cohort de femelles (Figura 18), tot i que aquestes 

diferències no arriben a ser significatives, 

probablement a causa del baix nombre de 

femelles utilitzat.  

 

En la CPT, les corbes d’adquisició de 

l’aprenentatge de les tasques corresponents a la 

tercera i quarta etapa d’entrenament (Figures 19 i 

20), mostren que tot els ratolins han après les 

tasques i que no hi ha diferències d’aprenentatge 

segons el genotip.  

 

 

Figura 19. Corbes d’aprenentatge obtingudes després de l’aprenentatge de la tercera etapa 

d’entrenament (un estímul S+ i un S-) en la Continuous Performance Task (CPT). A) Taxa d’èxit (HR). B) 

Taxa d’error (FAR). C) Índex de discriminació (d’). D) Biaix en la resposta o voluntat de respondre a 

l’estímul (c). Es representa la mitjana ± error estàndard (SEM). Animals mascles WT ( ; n = 5), HET ( ; 

n = 5) i KO ( ; n = 5). %/$p < 0,05. %KO Vs. HET; $HET Vs. WT. 

 

 

 Figura 18. Resultats del percentatge 

d’inhibició de la resposta de sobresalt 

(startle response) en el test de del Prepulse 

Inhibition (PPI). Es representa la mitjana ± 

error estàndard (SEM). Animals femelles 

WT (  ; n = 4), HET (  ; n = 2) i KO (  ; n 

= 6). 
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Figura 20. Corbes d’aprenentatge obtingudes després de l’aprenentatge de la quarta etapa 

d’entrenament (un estímul S+ i quatre S-) en la Continuous Performance Task. A) Taxa d’èxit (HR). B) 

Taxa d’error (FAR). C) Índex de discriminació (d’). D) Biaix en la resposta o voluntat de respondre a 

l’estímul (c). Es representa la mitjana ± error estàndard (SEM). Animals mascles WT ( ; n = 5), HET ( ; 

n = 5) i KO ( ; n = 5). %p < 0,05. %KO Vs. HET. 

 

En la CPT, només vam observar diferències entre els genotips en el test de Stimulus Duration (SD). 

Vam observar una taxa d’error (FAR) més elevada per part dels ratolins KO quan la duració de 

l’estímul era més curta en el test realitzat després de la tercera etapa d’entrenament (Figura 21A). 

Aquestes diferències s’observen també en el test SD realitzat després de la quarta etapa 

d’entrenament però, en aquest cas, les diferències no són tan acusades i per tant només mostren 

significació en la SD de 0,5 s (Figura 21B). En aquesta gràfica a més, en tractar-se d’una tasca de 

més complexitat (quatre estímuls S- enlloc d’un), fins i tot els ratolins HET mostren un valor de 

FAR més elevat que els ratolins WT. Aquest resultat pot indicar una major impulsivitat dels ratolins 

KO en comparació amb els ratolins WT, ja que toquen la pantalla sense importar quina és la imatge 

que apareix quan la duració de l’estímul és més curta. Aquestes diferències també es veuen 

reflectides en ratolins HET quan la tasca a realitzar és més complicada (Figura 21B).  
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Figura 21. Resultats dels tests realitzats en la Continuous Performance Task. A) Stimulus Duration test 

realitzat després de la tercera etapa d’entrenament (un estímul S+ i un estímul S-). B) Stimulus Duration 

test realitzat després de la quarta etapa d’entrenament (un estímul S+ i quatre S-). Es representa la 

mitjana ± error estàndard (SEM). Animals mascles WT ( ; n = 5), HET ( ; n = 5) i KO ( ; n = 5). #/%/$p < 

0,05; ##p < 0,01. #KO Vs. WT; %KO Vs. HET; $HET Vs. WT.  
 

Finalment, en el test d’autoadministració de cocaïna, els resultats obtinguts en els períodes de 

raó fixa FR1 i FR3 suggereixen que no hi ha diferències entre genotips en la capacitat d’aprendre 

el funcionament del sistema d’autoadministració. En la primera sessió (FR1), els animals KO 

mostren una tendència a una major impulsivitat definida per un nombre més alt de respostes al 

forat actiu durant el període de Time-out (Figura 22A). No obstant això, aquesta tendència 

desapareix a partir de la segona sessió (Figura 22A), la qual cosa suggereix un efecte preexistent 

de la impulsivitat degut al genotip, que amb el consum continuat de cocaïna en FR1 i FR3 va 

desapareixent. Per altra banda, els ratolins KO presenten una menor motivació per la cocaïna 

després de 10 dies de consum continuat segons el paradigma de la raó progressiva. A més, els HET 

presenten un fenotip intermedi (Figura 22B). Finalment, després de l’extinció, hi ha la fase de 

restabliment de cerca de la droga, que simula la recaiguda en humans. En aquesta fase vam poder 

observar que tots els ratolins (WT, HET i KO) restablien el comportament, però que tant els ratolins 

HET com els KO cessaven abans el comportament (Figures 22C i 22D), i que per tant aquests 

resultats podien indicar que el gen C2orf82 està implicat en la recaiguda en el consum de cocaïna. 
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Figura 22. Resultats del test d’autoadministració de cocaïna. A) Mitjana del nombre de respostes al forat 

actiu en el període de time-out durant l’adquisició de l’addicció amb raó fixa 1 (FR1) i raó fixa 3 (FR3). B) 

Nombre de respostes al forat actiu durant el test de raó progressiva (PR). C) Nombre de respostes al forat 

actiu en la fase de recaiguda. D) Percentatge de canvi existent entre els períodes d’extinció i recaiguda 

induïda per l’estímul lumínic. Es representa la mitjana ± error estàndard (SEM). *p < 0,05; ***p < 0,001. 

Animals mascles WT (  o  ; n = 8), HET (  o  ; n = 9) i KO (  o  ; n = 7). 

 

4. CONCLUSIONS I PERSPECTIVES DE FUTUR 

Les diferents aproximacions utilitzades ens han permès caracteritzar l’expressió de C2orf82 al 

cervell així com aprofundir en la seva possible contribució a la susceptibilitat al TDAH. En primer 

lloc, en l’estudi d’expressió en el cervell hem observat una major expressió en el nucli estriat 

dorsal i el nucli accumbens. El nucli estriat dorsal està implicat en la memòria i l’aprenentatge i el 

nucli accumbens és àrea central del sistema de recompensa, un sistema essencial en la majoria 

de trastorns psiquiàtrics, entre ells el TDAH i les addiccions, objecte d’aquesta Tesi. 
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En els tests de caracterització fenotípica general no hem observat problemes de salut ni de 

coordinació motora, confirmant que el ratolí homozigot per la mutació no presenta cap fenotip 

incapacitant que pugui emmascarar els resultats obtinguts en els tests de comportament (Taula 

2). Pel que fa als tests de la fenotipació dirigida a avaluar trets i trastorns psiquiàtrics hem observat 

hipolocomoció i una menor curiositat exploratòria en els ratolins KO en diferents tests realitzats 

(Taula 2). En alguns dels tests també hem observat un possible fenotip d’ansietat, però aquest 

fenotip no s’ha pogut confirmar ja que en aquests mateixos tests veiem també el fenotip 

d’hipolocomoció, que pot afectar a la correcta interpretació de la resta de resultats (Taula 2). Per 

tal de confirmar el fenotip d’ansietat podríem realitzar el test de Fear Conditioning, aquest cop 

amb una cohort de mascles, ja que en aquest test la hipolocomoció presentada pels ratolins KO 

no afectaria la interpretació dels resultats. Per altra banda, també és interessant destacar que 

hem observat certs indicis d’impulsivitat, un dels símptomes principals del TDAH, tant en el test 

de Stimulus Duration de la Continuous Performance Task com en la primera sessió de raó fixa del 

test d’autoadministració de cocaïna (Taula 2). Finalment, en el test d’autoadministració de 

cocaïna també hem observat que els ratolins KO presenten una menor motivació per la droga i 

que malgrat que tots els ratolins recorden l’estímul associat amb els afectes reforçants de la droga 

en la fase de recaiguda, els ratolins HET i KO cessen abans el comportament de cerca de la droga, 

comportament que podem interpretar com una menor recaiguda en el consum. 

Taula 2. Fenotips observats en els ratolins mascles KO en comparació amb els ratolins WT. 
 

IT CP NOR Act EPM R TIS OF LDB PPI CPT CSA 

Sense diferències entre 
genotips 

✓ 
  

✓ 
 

✓ 
   

✓ 
  

Menor curiositat exploratòria 
 

✓ 
  

✓ 
  

✓ 
    

Menor índex de discriminació 
  

✓ 
         

Hipolocomoció 
 

✓ 
  

✓ 
  

✓ ✓ 
   

Ansietat 
    

✓ 
  

✓ ✓ 
   

Impulsivitat 
          

✓ ✓ 

Motivació per la droga 
           

✓ 

Cessament primerenc de la 
cerca de cocaïna 

           
✓ 

IT: Test d’Irwin; CP: Caixes PHECOMP; NOR: Novel Object Recognition; Act: Test d'activitat o actimetria; 
EPM: Elevated Plus Maze; R: Rotarod; TIS: Test Interacció social; OF: Open Field; LDB: Light Dark Box; 
PPI: Prepulse Inhibition test; FC: Fear Conditioning; CPT: Continuous Performance Task; CSA: Cocaine self-
administration. 

Part dels resultats obtinguts en aquest treball es poden interpretar en el context de la teoria 

hipodopaminèrgica, una teoria formulada per explicar la simptomatologia dels pacients amb 

TDAH (Tripp i Wickens, 2009). En condicions normals, l’alliberació de dopamina en resposta a una 

recompensa es transfereix a l’estímul condicionat previ, i és aquesta transferència la que produeix 
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una recompensa immediata a nivell cel·lular quan hi ha una recompensa del comportament 

tardana. En els pacients amb TDAH en canvi, hi ha un dèficit d’aquesta transferència a l’estímul 

condicionat previ, de manera que això comporta una demora de la recompensa a nivell cel·lular 

si la recompensa del comportament és tardana. En els resultats obtinguts en aquest treball hem 

observat una major expressió del gen C2orf82 en el nucli accumbens, una regió central en el 

sistema de recompensa, i per tant una de les àrees que pot resultar més afectada per la no 

expressió del gen en els ratolins KO, afectació es podria relacionar amb les deficiències en aquest 

sistema. Per altra banda, també hem observat una menor motivació per aconseguir la droga 

(cocaïna) per part dels ratolins KO quan això suposa més esforç, i també un cessament primerenc 

de la cerca de la droga. Aquests dos fenotips es podrien explicar amb el dèficit de transferència 

de dopamina a l’estímul condicionat ja que en ambdós casos els ratolins KO no rebrien la 

recompensa esperada a l’estímul condicionat previ i per tant cessarien abans el comportament. 

Tot i així, el número d’animals utilitzats en els tests de comportament encara és molt limitat, i 

hauríem d’incrementar la mida mostral per tal de poder confirmar els resultats obtinguts, així com 

algunes tendències observades. 
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Article 7 

“Identificació de variants genètiques que afecten la metilació en cervell amb efectes pleotròpics 

en trastorns psiquiàtrics” 

Resum: 

Els trastorns psiquiàtrics afecten un 29,2% de la població general almenys una vegada a la seva 

vida. Estudis de bessons, familiars i GWAS han demostrat que hi ha una genètica compartida entre 

molts dels trastorns psiquiàtrics, però hi ha a més mecanismes subjacents específics encara no 

ben estudiats. Els estudis realitzats al llarg dels últims anys han demostrat que la metilació del 

DNA té un paper rellevant en els trastorns complexos, i, a més, s’ha descrit un enriquiment de 

variants que tenen influència sobre la metilació entre les variants que s’han associat amb 

determinats trastorns psiquiàtrics mitjançant GWAS. En aquest estudi hem explorat la possible 

contribució de la metilació específica d’al·lel (ASM) a un conjunt de vuit trastorns psiquiàtrics 

combinant dades genètiques (una metanàlisi GWAS que inclou les vuit patologies), epigenètiques 

(ASM en cervell) i d’expressió (eQTLs en cervell). Com a resultat, hem identificat 80 SNPs amb 

efectes pleotròpics en trastorns psiquiàtrics que mostren un efecte contrari en la metilació i 

l’expressió gènica, tot assenyalant vuit gens candidats: ZSCAN29, ZSCAN31, BTN3A2, DDAH2, 

HAPLN4, ARTN, FAM109B i NAGA. ZSCAN29 és el gen amb l’efecte pleotròpic més ampli, ja que 

mostra associació amb cinc dels vuit trastorns psiquiàtrics considerats, seguit de ZSCAN31 i 

BTN3A2, associats amb tres trastorns. Curiosament, tots aquests gens se superposen amb 

variacions del número de còpies (CNV) relacionades amb fenotips cognitius i trets o trastorns 

psiquiàtrics, s’expressen en el cervell, i set d’ells s’han associat prèviament amb trastorns 

psiquiàtrics específics. En resum, hem identificat vuit gens que contribuirien a trastorns 

psiquiàtrics, assenyalats per SNPs que tenen un efecte sobre la metilació del DNA i sobre 

l’expressió gènica al cervell.  

Referència:  

Pineda-Cirera L, Cabana-Domínguez J, Cormand B, Fernàndez-Castillo N. Identification of genetic 

variants influencing methylation in brain with pleiotropic effects on psychiatric disorders. 

(Manuscrit en preparació).
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ABSTRACT 

Psychiatric disorders affect 29.2% of the global population at least once in their life. Shared 

genetics for psychiatric disorders has been proved by twin, family and GWAS studies, but the 

underlying molecular mechanisms still remain largely unknown. Work over the past decade has 

demonstrated a crucial role of DNA methylation in complex disorders, and remarkably, an 

enrichment of common genetic variants influencing allele-specific methylation (ASM) has been 

reported among variants associated with specific psychiatric disorders. In the present study we 

have assessed the contribution of ASM to a set of eight psychiatric disorders by combining genetic 

(cross-disorder meta-analysis of eight psychiatric disorders), epigenetic (ASM in brain) and 

expression data (eQTLs in brain). We identified 80 SNPs with pleiotropic effects on psychiatric 

disorders that show an opposite effect on methylation and gene expression, pointing at eight 

candidate genes: ZSCAN29, ZSCAN31, BTN3A2, DDAH2, HAPLN4, ARTN, FAM109B and NAGA. 

ZSCAN29 is the gene with the broadest pleiotropic effect, showing associations with five out of 

eight psychiatric disorders considered, followed by ZSCAN31 and BTN3A2, associated with three 

disorders. Interestingly, all these genes overlap with CNVs related to cognitive phenotypes and 

mailto:bcormand@ub.edu
mailto:noefernandez@ub.edu
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psychiatric traits or conditions, they are expressed in brain, and seven of them have previously 

been associated with specific psychiatric disorders, supporting the results obtained in the present 

study. To sum up, we have identified eight candidate genes contributing to psychiatric disorders 

highlighted by SNPs influencing DNA methylation and gene expression in brain.  

INTRODUCTION 

Psychiatric disorders are complex disorders that encompass multiple neurologic conditions 

characterized by changes in mood, thinking and/or behavior that affect 29.2% of the worldwide 

population at least once in lifetime (Steel et al., 2014). The classification and diagnostic criteria for 

all psychiatric disorders are collected in the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 

(American Psychiatric Association, 2013). Psychiatric disorders show in general a high heritability, 

and they share part of the underlying genetic basis, as proven by family, twin and more recently, 

genome-wide association studies (GWAS) (Brainstorm Consortium et al., 2018; Smoller et al., 

2019). A recent GWAS meta-analysis performed across eight psychiatric disorders has detected 

146 risk loci, 109 of them associated with at least two psychiatric disorders, confirming a 

pleiotropic effect of genetic risk variants. This study also reports high genetic correlations 

between most pairs of studied disorders, the highest between schizophrenia and bipolar disorder 

(rg = 0.70 ± 0.02, p-value < 1E−06) (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 

2019). However, most of the underlying genetic basis of these conditions still remain 

undetermined, and it is known as missing heritability. The omnigenic model proposes that sub-

threshold variants described in GWAS can explain part of this missing heritability of complex 

disorders (Boyle, Li and Pritchard, 2017; Liu, Li and Pritchard, 2019). Interestingly, genetic variants 

associated with different complex disorders (either with genome-wide significance or 

subthreshold) are enriched in active chromatin regions, including promoters and enhancers 

(Maurano et al., 2012; Kundaje et al., 2015; Wang et al., 2016), stressing the importance of 

considering the functional effect of identified variants. 

Epigenetics plays an important role in complex disorders like psychiatric conditions, as it mediates 

the interaction between genetics and the environment. DNA methylation is the most stable 

epigenetic mechanism and it is influenced by multiple environmental exposures (pollution, 

tobacco smoke, or nutritional factors, among others) leading to new DNA methylation patterns 

(Li and Zhang, 2014; Martin and Fry, 2018). Allele-specific methylation (ASM) occurs when the 

different alleles of one SNP are associated with differential levels of methylation at a CpG site, 

which may lead to changes in gene expression (Meaburn, Schalkwyk and Mill, 2010). ASM is 
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heritable, dynamic and remarkably, an enrichment of ASM has been reported in regulatory 

regions like the ones overlapping with histone marks related to promoter and enhancer elements 

(Hannon et al., 2015; Gagliano et al., 2016; Benton et al., 2019). Furthermore, multiple studies 

have assessed the contribution of ASM to the susceptibility to specific psychiatric disorders using 

different approaches (Chuang et al., 2013; Hannon et al., 2015; Gagliano et al., 2016; Andrews et 

al., 2017; Pineda-Cirera et al., 2019; Wu and Pan, 2019), and interestingly, some of them have 

reported an enrichment of ASM variants in GWAS data for attention-deficit/hyperactivity 

disorder, autism and schizophrenia (Hannon et al., 2015; Gagliano et al., 2016; Andrews et al., 

2017; Pineda-Cirera et al., 2019). 

Considering the importance of ASM in specific psychiatric disorders and its impact on gene 

expression, the aim of the present study is to assess the contribution of ASM to the underlying 

genetics shared across a set of eight psychiatric disorders by using a systematic approach that 

combines genetic, epigenetic and expression data. 

MATERIAL AND METHODS 

Allele-Specific Methylation SNPs selection 

The SNP selection is fully described in a previous study of our group in which we assessed the 

contribution of ASM to ADHD susceptibility (Pineda-Cirera et al., 2019). Briefly, we combined the 

information from two previous studies in postmortem brain samples (Gibbs et al., 2010; Zhang et 

al., 2010) that describe allele-specific methylation in four areas (cerebellum, frontal cortex, caudal 

pons and temporal cortex) and obtained 43,132 SNP-CpG pairs (Figures S1 and S2). As we 

observed redundancy between studies and areas (Figure S2), as well as between SNPs (in linkage 

disequilibrium), we performed a SNP selection process ending up with 3,896 tagSNPs that 

influence methylation in brain (Figures S1 and S3). The SNP selection criteria and process is 

described in Figure S1, further details can be found in our previous paper (Pineda-Cirera et al., 

2019). 

Case-control GWAS datasets 

Our selection of 3,896 ASM tagSNPs was explored in the summary statistics from a GWAS meta-

analysis performed by the Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium that 

includes data of eight psychiatric disorders: attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) 

(Demontis et al., 2019), anorexia nervosa (AN) (Duncan et al., 2017), autism spectrum disorder 

(ASD) (Grove et al., 2019), bipolar disorder (BIP) (Stahl et al., 2019), major depression (MD) (Wray 
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et al., 2018), obsessive-compulsive disorder (OCD) (Arnold et al., 2018), schizophrenia (SCZ) (Ripke 

et al., 2014) and Tourette syndrome (TS) (Yu et al., 2019). This GWA meta-analysis consists of 

6,786,994 autosomal SNPs, 162,151 cases (11.8% ADHD, 2.2% AN, 11.3% ASD, 12.6% BIP, 36.9% 

MD, 1.7% OCD, 20.7% SCZ and 2.9% OCD) and 276,846 controls with European ancestry. Diagnose 

criteria for each of the psychiatric disorders is detailed in Cross-Disorder Group of the Psychiatric 

Genomics Consortium, 2019. The publicly available summary statistics that we used do not include 

23andMe data. 

Statistical analysis 

First, we performed an enrichment analysis using the Fisher exact test in R (R Core Team, 2014) 

to assess whether ASM SNPs are overrepresented among the identified risk variants in the cross-

disorder GWAS meta-analysis (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 

2019). We considered p-value thresholds ranging from 5E-02 to 5E-08 and the total number of 

ASM SNPs present in the cross-disorder meta-analysis (31,486 out of 33,944 SNPs) (Cross-Disorder 

Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2019). 

We then explored the contribution of ASM SNPs to different psychiatric disorders by following 

different steps (see Figure 1). First, we inspected the selection of 3,896 tagSNPs in the summary 

statistics of the cross-disorder GWAS meta-analysis (Cross-Disorder Group of the Psychiatric 

Genomics Consortium, 2019). 302 of these SNPs were not present in the GWAS data, so we 

applied the Bonferroni correction for multiple testing for 3,594 SNPs (p ≤ 1.39E-05, 0.05/3,594 

tagSNPs). We then discarded possible artifacts in the results by removing those CpG sites that 

were detected by probes that lie in genomic regions with SNPs variants. We then retrieved tagged 

ASM SNPs in high LD (r2 ≥ 0.85) with the previous ones that also correlated in cis with the 

methylation levels of the same CpG sites (R2 ≥ 0.2). From all those ASM SNPs, we selected only the 

ones that show association with at least two psychiatric disorders by using the posterior 

probability of association with each disorder (m-value ≥ 0.9) (Figure 1) (Han and Eskin, 2012). 

Finally, we selected those ASM SNPs that are eQTLs in brain for genes containing at least one of 

our selected CpG sites within their possible promoter region (-5Kb to +1Kb from the transcription 

start site) and which risk allele shows opposite effects on methylation and gene expression (Figure 

1). To do that, we used GTEx data (Release V8) to assess whether the associated ASM SNPs were 

described to be eQTLs in any of the available brain areas (The GTEx Consortium, 2013). 
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Figure 1. Outline of the association study carried out starting from a selection of 3,896 SNPs previously 
described to display ASM in brain. The brain areas used to assess ASM are cerebellum, caudal pons, frontal 
cortex and temporal cortex (Gibbs et al., 2010; Zhang et al., 2010). SNPs were tested in the summary 
statistics of the cross-disorder GWAS meta-analysis (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics 
Consortium, 2019) and Bonferroni multiple testing correction was applied (p ≤ 1.39E-05, 0.05/3,594 SNPs). 
The color of genes and CpG sites indicate the effect on methylation or gene expression of the ADHD risk 
allele (red: over-expression, blue: under-expression). The colored squares indicate the probability of 
association with each disorder considering dark purple: m-value ≥ 0.9, light purple: 0.7 ≤ m-value < 0.9 and 
white: m-value < 0.7). 

Functional annotation 

We assessed functional annotations of the ASM SNPs identified using three methods. First, we 

inspected if the associated ASM SNPs lie in regions enriched in histone marks related to enhancer 

(H3K4me1 and H3K27ac) or promoter regions (H3K4me3 and H3K9ac) using the Haploreg v4.1. 
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tool in any of the available brain areas (Ward and Kellis, 2016). Second, we assessed if the 

estimated expression of the highlighted genes, modulated by the pinpointed SNPs, is altered in 

the phenotypes of study using MetaXcan (Barbeira et al., 2018). Prediction models were 

constructed considering the SNPs located within ± 1Mb from the transcription start site (TSS) of 

the highlighted genes and were trained with the RNA-Seq data of 13 GTEx brain tissues (The GTEx 

Consortium, 2013). The SNP covariance matrices were generated using the 1000 Genomes Project 

Phase 3 (The 1000 Genomes Project Consortium, 2015) EUR genotypes of the SNPs included in 

the prediction model. Bonferroni correction for multiple testing was considered (p ≤ 9.25E-04; 

0.05/54 tests (54 gene - brain area combinations)). Finally, we explored if the identified variants 

have an effect on subcortical brain volumes using the summary statistics of a GWAS meta-analysis 

of eight MRI volumetric measures (Hibar et al., 2015). This GWAS meta-analysis consists of seven 

million markers inspected in 13,171 subjects of European ancestry (Hibar et al., 2015). We applied 

the Bonferroni correction (p ≤ 8.93E-05; 0.05/560 (80 SNPs and 7 brain areas)). 

RESULTS 

In the present study we assessed the contribution of ASM in brain to psychiatric disorders. We 

first investigated whether the genetic risk variants identified in a GWAS meta-analysis of eight 

psychiatric disorders (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2019) are 

enriched in variants influencing methylation by inspecting all the SNPs displaying ASM identified 

in two previous studies on post-mortem brains (Gibbs et al., 2010; Zhang et al., 2010). Remarkably, 

we observed an enrichment of ASM SNPs at all the association thresholds evaluated (p < 2.2E-16), 

together with an increase of the odds ratio (OR) when lowering the p-value threshold (1.75 < OR 

< 8.90) (Table S1). 

We then inspected a selection of 3,896 tagSNPs displaying ASM in brain in the same cross-disorder 

GWAS meta-analysis retrieving the information of 3,594 tagSNPs (92.2%). We obtained 61 ASM 

tagSNPs showing association with the phenotype after applying the Bonferroni correction for 

multiple testing (p ≤ 1.39E-05, 0.05/3,594 tagSNPs) that correlate with methylation levels of 32 

CpG sites in cis. After discarding six CpG sites which methylation was detected with probes that 

recognize genomic regions with SNP variants, we ended up with 51 ASM tagSNPs that correlate 

with methylation levels of 26 CpG sites in cis (Figure 1 and Table S2). Considering only tagSNP may 

overlook true causal SNPs, so we included in the analysis 328 additional ASM SNPs (LD, r2 ≥ 0.85), 

tagged by the initial 51 tagSNPs and correlating with the same 26 CpG sites, and retrieved the 

association p-values for 325 of them (99%) (Figure 1). We then selected those ASM SNPs that were 
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strongly associated with at least two psychiatric disorders (m-value ≥ 0.9), obtaining 155 ASM 

SNPs that correlate with the methylation levels of 20 CpG sites (Figure 1).  

Moreover, we explored whether those 155 ASM SNPs are eQTLs for those genes which possible 

promoter region contains at least one of the highlighted CpG sites. We identified 80 SNPs to be 

eQTLs in brain for nine genes. It is known that methylation in promoter regions inversely 

correlates with gene expression, and the risk alleles of all the 80 ASM SNPs were concordant with 

this statement for eight genes: ZSCAN29, ZSCAN31, BTN3A2, DDAH2, HAPLN4, ARTN, FAM109B 

and NAGA, pointing them as possible contributors to susceptibility to psychiatric disorders 

(Figures 1 to 3 and S4 to S8 and Table S3). Interestingly, 47 out of the 80 ASM SNPs lie in regions 

with histone marks related to promoter or enhancer regions (Table S4), and six out of the 80 SNPs 

show nominal associations with volume changes of pallidum (Table S5). 

The risk alleles of the 80 ASM SNPs belong to 12 LD blocks, one of them associated with five 

disorders, two of them with three disorders and nine of them with two disorders (Table S3 and 

Figures S9 to S12). Remarkably, all the SNPs from different LD blocks that correlate with one CpG 

site have the same direction of the effect on methylation and gene expression. Four LD blocks 

correlate with increased methylation and diminished gene expression of ZSCAN29 or ZSCAN31 

(Figures 2 and 3 and Table S3) and eight of them correlate with decreased methylation and 

increased gene expression of at least one of the following genes: BTN3A2, DDAH2, HAPLN4, ARTN, 

FAM109B and/or NAGA (Figures S4 to S8 and Table S3). All the variants identified in ZSCAN29, 

ZSCAN31, BTN3A2 and DDAH2 show association with SCZ and BIP, the two disorders showing the 

highest genetic correlation (rg = 0.70 ± 0.02, p-value < 1E-06) and several of the variants for 

BTN3A2, ZSCAN29 and ZSCAN31 are also associated with MD (Table S3 and Figures 1 to 3, S5 and 

S6). SCZ, BIP and MD are all included in the mood and psychotic disorders group as defined by 

factor analysis (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2019). 

Interestingly, most ZSCAN29 variants also show associations with ASD and ADHD, conditions of 

the early-onset neurodevelopmental disorder group, making it the gene with broader pleiotropic 

effects in our study (Table S3 and Figures 1 and 2). The SNP for HAPLN4 is associated with SCZ and 

MD (Table S3 and Figures 1 and S7). Finally, the SNP for ARTN is associated with SCZ and ADHD 

(Table S3 and Figures 1 and S4) and the SNPs for FAM109B and NAGA to SCZ and AN, disorders 

that belong to different groups (Table S3 and Figure 1 and S8). Considering that all the SNPs from 

each block are in high LD (r2 ≥ 0.85), we assessed the putative causal SNP at each LD block by 

selecting those variants showing more functional annotations (Table 1). 
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Finally, we explored whether the eight genes identified by us were predicted to be differentially 

expressed in cases versus controls when considering not only the ASM SNP but also all the SNPs 

located within ±1 MB from the TSS of each gene, and we obtained the same effect direction for 

ZSCAN29 in hypothalamus (Z-score = -3.79), for DDAH2 in frontal cortex (Z-score = 5.87), for 

HAPLN4 in cerebellum (Z-score = 4.41) and for NAGA in caudate basal ganglia and cerebellum (Z-

score = 3.53 and 3.62 respectively) (Table S6). 

DISCUSSION 

In the present study we have evaluated the contribution of ASM variants to the genetic basis of a 

set of eight psychiatric disorders (ADHD, AN, ASD, BIP, MD, OCD, SCZ and TS). We identified 80 

SNPs influencing methylation and gene expression in brain with pleiotropic effects on at least two 

psychiatric disorders, that highlighted eight candidate genes: ZSCAN29, ZSCAN31, BTN3A2, 

DDAH2, HAPLN4, ARTN, FAM109B and NAGA.  

We observed an enrichment of ASM variants in the set of SNPs of the cross-disorder GWAS meta-

analysis that are associated with the phenotype. These results are consistent with previous studies 

in which an enrichment of ASM variants was observed in a GWAS for ASD, ADHD and SCZ (Hannon 

et al., 2015; Gagliano et al., 2016; Andrews et al., 2017; Pineda-Cirera et al., 2019). Our results 

also support the omnigenic model for complex disorders that states that sub-threshold variants 

are needed to decipher the missing heritability of these conditions (Boyle, Li and Pritchard, 2017; 

Liu, Li and Pritchard, 2019). Furthermore, regions with histone marks related to promoter and 

enhancer regions have previously been found enriched in ASM variants (Benton et al., 2019), and 

almost 60% of the identified variants in our study lie in regions with histone marks, either 

enhancers or promoters. All these evidences suggest that ASM is a key functional mechanism that 

helps to explain the causality of common variation related to complex disorders, identified 

through GWAS analyses. 

Psychiatric disorders share genetic risk factors, and a recent study identified three groups of highly 

genetically-related disorders based on genetic correlations and factor analysis: mood and 

psychotic disorders (SCZ, BIP and MD), early-onset neurodevelopmental disorders (ASD, ADHD 

and TS) and disorders with compulsive behaviors (AN, OCD and TS) (Cross-Disorder Group of the 

Psychiatric Genomics Consortium, 2019). Most of the strong associations (m-value ≥ 0.9) detected 

in the present study belong to the mood and psychotic disorders group, and also correspond to 

the disorders with larger sample sizes. Interestingly, the genes ZSCAN31, BTN3A2, DDAH2 and 

HAPLN4 are also associated with psychiatric disorders classified in another group if we apply a less 
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strict threshold (0.7 ≤ m-value < 0.9), mainly TS, AN and OCD. This is possibly due to the limited 

sample sizes of the GWAS performed in these disorders, which reduces the odds to detect 

significant associations. Further GWAS meta-analysis with larger sample sizes should be carried 

out to confirm these suggestive associations.  

The 80 ASM SNPs identified as associated with the phenotype consistently show opposite effects 

on methylation and expression for eight out of nine genes, as expected for methylation occurring 

in promoter regions, which is the case. Consistently, the direction of the effect on gene expression 

observed for the ASM SNPs is the same as that observed when considering not only ASM SNPs for 

ZSCAN29, DDAH2, HAPLN4 and NAGA in some of the evaluated brain areas. Moreover, all eight 

genes are expressed in brain (The GTEx Consortium, 2013) and overlap with CNVs related to 

cognitive phenotypes or psychiatric traits like autism, intellectual disability or aggressive behavior 

among others (Firth et al., 2009) (Table S7).  

ZSCAN29 (associated with five disorders) and ZSCAN31 (associated with three disorders) encode 

zing finger transcription factor proteins that belong to the krueppel C2H2-type zinc-finger protein 

family. Zinc finger proteins are essential in multiple regulatory mechanisms and some have been 

associated with psychiatric disorders as reviewed by Squassina et al., 2019, such as ZNF804A with 

SCZ and BIP (O’Donovan et al., 2008; Steinberg et al., 2011; Sun et al., 2015) or ZEB2, ZKSCAN4 

and ZNF750 associated with SCZ (Yue et al., 2011; Ripke et al., 2013; Guan et al., 2016; Khan et al., 

2016). Furthermore, ZSCAN31 is located in the region of chromosome 6 known as major 

histocompatibility complex (MHC, 6p21.32-p22.1), enriched in histone-related genes and immune 

system genes that has previously been associated with SCZ in multiple GWAS (Mokhtari and 

Lachman, 2016). Remarkably, zinc finger genes have also been associated with response reactions 

to psychotropic drugs, which points to an interesting role to be further explored in the 

understanding of the contribution of these proteins to psychiatric disorders (Squassina et al., 

2019). 

BTN3A2 is associated with three mood and psychotic disorders (SCZ, BIP and MD), it is also located 

in the MHC region and it is involved in the immune response (Messal et al., 2011). Interestingly, 

several studies have highlighted an involvement of the immune system in psychiatric disorders 

(Dantzer, 2018; Liberman et al., 2018; Bennett and Molofsky, 2019) because of the crosstalk that 

exists between immunological function and the brain (Bennett and Molofsky, 2019). Furthermore, 

three of the variants located near BTN3A2 had previously been associated with cognitive 

phenotypes or psychiatric disorders. Specifically, the rs9467714 and rs3799378 SNPs were 
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associated with general cognitive function (p-value = 9.13E-11 and 2.24E-11, respectively) (Davies 

et al., 2018) and the rs3799380 SNP was associated with MD (p-value = 7.8E-09) (Nagel et al., 

2018).  

All the other highlighted genes are associated with two psychiatric disorders, schizophrenia being 

one of the two conditions. The results presented in this work are concordant with previous SCZ 

GWAS (studies that are part of the cross- disorder GWAS meta-analysis (Cross-Disorder Group of 

the Psychiatric Genomics Consortium, 2019)) that pointed out the HAPLN4, FAM109B and NAGA 

as candidate genes for the disorder (Ripke et al., 2013, 2014), and DDAH2 is located in the MHC 

region, extensively associated with SCZ (Mokhtari and Lachman, 2016). The functions of DDAH2 

and ARTN are also of interest. DDAH2 encodes an enzyme that regulates nitric oxide generation 

(Leiper et al., 1999). Nitric oxide has multiple well known functions in brain (Picón-Pagès, Garcia-

Buendia and Muñoz, 2019) and it has been suggested to have a key role in psychotic disorders like 

SCZ (Nasyrova et al., 2015; Maia-de-Oliveira et al., 2016). ARTN encodes artemin, a protein that is 

necessary for sensory and sympathetic peripheral neuron survival in vitro and possibly also for the 

survival of dopaminergic neurons of the ventral mid-brain (Baloh et al., 1998). Furthermore, a 

knock-out mouse model for ARTN presents aberrations in the migration and axonal projections in 

the sympathetic nervous system (Honma et al., 2002). Lastly, the ARTN expression was altered in 

blood of MD patients (Otsuki et al., 2008) and was also associated with ADHD both in the largest 

GWAS performed on ADHD (Demontis et al., 2019) and in a work carried out by our group in which 

we studied the contribution of ASM to ADHD (Pineda-Cirera et al., 2019). 

There are several strengths and limitations in the present study that should be discussed. 

Strengths: Although GWAS of psychiatric disorders have been quite successful in identifying novel 

associations, one of their major weaknesses has been the lack of knowledge on the functionality 

of the identified variants and so, the difficulty in deciphering the true causal genetic risk factors. 

In the present study we have overcome this major limitation by using SNP variants influencing 

ASM, therefore focusing our attention only on variants with a possible functional effect. For 

instance, 50 out of the 80 SNP variants identified, which point to five specific genes (ZSCAN31, 

HAPLN4, ARTN, NAGA and/or FAM109B) lie inside the 146 significant loci reported in the cross-

disorder GWAS meta-analysis (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 

2019). However, only ZSCAN31 but none of the other four was named in this GWAS (Cross-

Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2019). Other studies have also used ASM 

information in order to get new insights on the functional effect of SNP variants reported in GWAS 
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for specific psychiatric disorders (Chuang et al., 2013; Hannon et al., 2015; Gagliano et al., 2016; 

Andrews et al., 2017; Pineda-Cirera et al., 2019; Wu and Pan, 2019), and some of the results 

described are concordant with the ones described in the present study: 1) There is an enrichment 

of brain ASM variants among sub-threshold and genome-wide significant variants identified in 

GWAS for specific psychiatric disorders (Hannon et al., 2015; Gagliano et al., 2016; Andrews et al., 

2017; Pineda-Cirera et al., 2019); 2) ASM SNPs are overrepresented in regulatory regions as 

promoter or enhancer regions (Hannon et al., 2015; Gagliano et al., 2016) and 60% of the reported 

variants lie in regions with histone marks related to enhancer and promoter regions; 3) The ARTN 

gene was pointed out to be associated specifically with ADHD in a study performed by us in which 

we used the same integrative approach (Pineda-Cirera et al., 2019); 4) Exploration of ASM SNPs 

has been useful in the assessment of the functional role of variants described in GWAS for 

psychiatric disorders (Gagliano et al., 2016; Andrews et al., 2017; Pineda-Cirera et al., 2019; Wu 

and Pan, 2019). Furthermore, three SNPs (rs9467704, rs9467714 and rs3799378) and multiple 

genes identified in the present study have previously been associated with specific cognitive 

phenotypes or psychiatric disorders. Finally, it is known that methylation in promoter regions 

inversely correlates with gene expression, and all reported variants are concordant with this 

statement. Limitations: We have not tested all possible ASM SNPs as the studies performed by 

Gibbs et al., 2010 and Zhang et al., 2010 were carried out by using genotyping platforms that do 

not include all the SNPs present in the genome. Furthermore, we only considered cis ASM variants 

and discarded from the study trans ASM variants (less common). In addition, the number of ASM 

SNPs described in cerebellum is higher compared to the other tissues studied and lastly, there is 

an imbalance of the sample sizes used in the cross-disorder GWAS meta-analysis, and this could 

limit the power to detect associations for the disorders with smaller samples. 

To sum up, we used an integrative approach combining genetic, epigenetic and expression data 

that allowed us to highlight 80 SNPs influencing methylation and gene expression in brain and 

having pleiotropic effects on several psychiatric disorders. These SNPs point at eight genes, 

namely ZSCAN29, ZSCAN31, BTN3A2, DDAH2, HAPLN4, ARTN, FAM109B and NAGA. Among them, 

ZSCAN29 is associated with several mood and psychotic disorders and with early-onset 

neurodevelopmental disorders, turning it into the gene with the broadest pleiotropic effect 

followed by ZSCAN31 and BTN3A2, associated with mood and psychotic disorders. Further 

investigation should be carried out to understand the specific role of these genes in the 

susceptibility to psychiatric disorders.  
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Figure S1. Selection of allele-specific methylation (ASM) SNPs. Adapted with permission from Translational 
Psychiatry (Pineda-Cirera et al., 2019). 
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Figure S2. Venn diagram showing the overlaps among the initial 33,944 ASM SNPs selected in the different 
brain areas. *Cerebellum from the study by Zhang et al. 2010. #Brain areas from the study by Gibbs et al. 
2010. The overlap accounts for 31% of the ASM SNPs; 12.5% ASM SNPs are shared between two tissues, 9% 
are shared between three tissues, 8.5% are shared between four tissues and only 1% are shared between 
all the tissues. Sixteen percent of the 9,448 ASM SNPs identified by Zhang et al., 2010 overlap with the ASM 
SNPs identified in the Gibbs et al., 2010 study. Reproduced with permission from Translational Psychiatry 
(Pineda-Cirera et al., 2019). 
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Figure S3. Venn diagram showing the overlaps among the 3,896 ASM tagSNPs selected in the different 
brain areas. The overlap accounts for 33.5% of tagSNPs; 13.5% tagSNPs are shared between two tissues, 
11% are shared between three tissues and 9% are shared between all the tissues. Reproduced with 
permission from Translational Psychiatry (Pineda-Cirera et al., 2019). 
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Figure S9. Linkage disequilibrium (LD, r2) patterns between the 15 SNPs associated with schizophrenia, 
bipolar disorder and major depression that also correlate with differential methylation at the CpG site 
cg14345882, located in the possible promoter region of BTN3A2. 
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Figure S11. Linkage disequilibrium (LD, r2) patterns between the 15 SNPs associated with 
schizophrenia, bipolar disorder, major depression, autism spectrum disorder and attention-
deficit/hyperactivity disorder that also correlate with differential methylation at the CpG site 
cg12784172, located in the possible promoter region of ZSCAN29.  

 

 

Figure S12. Linkage disequilibrium (LD, r2) patterns between the 10 SNPs associated with 
schizophrenia and anorexia nervosa that also correlate with differential methylation at the CpG 
site cg27187881, located in the possible promoter region of FAM109B and NAGA.  
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L’addicció és un trastorn neuropsiquiàtric complex associat a comportaments destructius i 

maladaptatius a conseqüència de l’abús persistent, compulsiu i incontrolat d’un estímul addictiu. 

En el cas de les drogues d’abús, per exemple, només una part dels individus que consumeixen 

aquestes substàncies desenvoluparan l’addicció, i no tots ho faran en el mateix moment. En funció 

de com es produeixin els canvis necessaris al cervell per l’establiment de l’addicció, alguns la 

desenvoluparan poc temps després d’haver iniciat el consum i altres al cap de molt temps. 

Contribueixen a la seva etiologia factors genètics i ambientals, amb l’epigenètica actuant 

probablement com a mediadora entre tots dos. A més, l’addicció presenta una elevada 

comorbiditat amb la majoria de trastorns psiquiàtrics i, de fet, diversos estudis epidemiològics 

descriuen que aproximadament la meitat de les persones diagnosticades amb un trastorn 

psiquiàtric desenvoluparan addicció a les drogues en algun moment de la seva vida i viceversa 

(Ross i Peselow, 2012).  

Durant els primers anys, els estudis genètics de les malalties complexes s’han centrat 

principalment en l’exploració de gens candidats mitjançant metodologies de genotipació a petita 

escala seguides d’estudis d’associació cas-control. També s’han estat fent estudis d’expressió 

gènica dirigits a gens concrets o a grups de gens. Això ha permès identificar variants de risc en 

alguns gens i detectar alteracions de l’expressió en d’altres. En els últims 10 o 15 anys, el 

desenvolupament de tecnologies de genotipació d’alt rendiment ha obert les portes als estudis 

d’associació a escala genòmica (GWAS), i tant els xips d’expressió com la seqüenciació massiva de 

RNA (RNAseq), han permès abordar anàlisis transcriptòmiques per interrogar l’expressió de tots 

els gens del genoma. Tot això ha fet canviar radicalment el panorama científic i hem passat de la 

investigació basada en hipòtesis als estudis sense hipòtesis prèvies, la qual cosa ha permès 

identificar gens que difícilment haurien estat assenyalats a partir dels coneixements previs que 

teníem d’aquests trastorns. Però, fins a quin punt són robustos els resultats obtinguts amb 

aquestes metodologies? Es necessiten estudis de rèplica de les variants obtingudes? Quins són els 

mecanismes moleculars, cel·lulars i funcionals del cervell que connecten les variants i els gens 

identificats amb el fenotip que observem en els pacients? Quins estudis es poden dur a terme per 

estudiar l’impacte funcional de les variants i gens de risc assenyalats pels estudis genètics a gran 

escala? Els mecanismes epigenètics (metilació del DNA, miRNAs o modificacions d’histones, entre 

d’altres) poden explicar part de l’heretabilitat perduda d’aquests trastorns? Aquests mecanismes 

contribueixen també a la base genètica comuna entre els trastorns psiquiàtrics? En aquesta Tesi 

hem intentat respondre a algunes d’aquestes preguntes a través de l’ús de diferents 

metodologies, començant per la identificació de factors epigenètics de risc a les addiccions tant 

en estudis a petita escala (Articles 3 i 4, Capítol 2) o utilitzant tecnologies de seqüenciació d’alt 
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rendiment (Article 5, Capítol 2). A continuació hem identificat factors epigenètics de 

susceptibilitat a trastorns comòrbids a les addiccions, com el TDAH o altres patologies 

psiquiàtriques (Articles 6 i 7, Capítol 3). També hem intentat replicar a la nostra mostra de 

dependència de drogues senyals d’associació procedents d’estudis GWAS previs (Article 1, Capítol 

1). I, finalment, hem realitzat estudis funcionals a nivell cel·lular (Article 2, Capítol 1) i en un model 

murí (Annex de l’Article 6, Capítol 3) per analitzar gens concrets identificats per nosaltres com a 

candidats a l’addicció o al TDAH.  

1. Consideracions sobre les metodologies emprades 

En aquesta Tesi hem utilitzat diferents metodologies per estudiar i identificar factors de risc 

genètics i epigenètics a les addiccions i a trastorns comòrbids. Totes aquestes metodologies, 

malgrat tenir avantatges, també presenten certes limitacions que es discuteixen a continuació.  

1.1. Estudis d’associació cas-control poblacionals 

Els estudis d’associació cas-control poblacionals tenen com a objectiu identificar factors genètics 

de risc per malalties complexes mitjançant la comparació de les freqüències al·lèliques o 

genotípiques de variants d’interès entre un grup de casos i un de controls no relacionats entre 

ells. En les addiccions, així com en els trastorns comòrbids que són objecte d’aquesta Tesi, s’han 

considerat variants comunes del genoma, de les quals s’espera una contribució al fenotip 

individualment petita, però globalment important.  

En un inici, els estudis d’associació se centraven en gens candidats que s’havien relacionat 

prèviament amb el fenotip en estudis clínics, farmacològics, genètics o bioquímics, entre d’altres. 

Posteriorment, gràcies a l’aparició de les tecnologies de genotipació d’alt rendiment, aquesta 

tendència ha anat canviant, primer estudiant grups de gens candidats i posteriorment analitzant 

sistemàticament centenars de milers de SNPs situats al llarg del genoma, mitjançant estudis 

GWAS. En tractar-se d’un enfoc en què no calen hipòtesis prèvies perquè s’explora tot, s’han 

pogut identificar gens o vies funcionals que no havien estan considerades mai abans.  

Els estudis d’associació cas-control tenen diverses limitacions que són inherents a la metodologia. 

Per una banda hi ha els falsos positius (errors de tipus I), que apareixen quan detectem 

associacions que no són reals, i per l’altra hi hauria els falsos negatius (errors de tipus II), que 

apareixen quan no detectem associacions reals. Per tal de minimitzar aquest tipus d’errors i 

augmentar la probabilitat d’identificar variants de risc és important tenir en compte les 

consideracions exposades a continuació.  
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Poder estadístic i mida mostral  

El poder estadístic és la probabilitat de detectar una associació en el cas que aquesta existeixi, i 

és un factor clau en el disseny dels estudis d’associació. Hi ha diversos factors que influeixen en 

l’estimació del poder estadístic, com la prevalença de la malaltia a la població general, la mida de 

la mostra, la freqüència al·lèlica del marcador associat a la malaltia, el risc que aquest confereix 

(mesurat amb l’odds-ratio, OR) i el seu model d’herència (Nsengimana i Bishop, 2017). D’entre 

tots ells, la mida mostral és el factor principal a tenir en compte per obtenir un poder estadístic 

suficient. A més, la mida mostral presenta una correlació inversa amb l’impacte fenotípic de la 

variant, de manera que, per detectar variants amb una contribució molt subtil a un fenotip 

necessitarem mides mostrals més grans.  

Tres dels estudis d’associació inclosos en aquesta Tesi (Article 1, Capítol 1; Articles 3 i 4, Capítol 2) 

s’han realitzat amb una mostra d’individus dependents de drogues i controls espanyols no 

relacionats, d’ascendència caucàsica reclutats a Barcelona. La mida mostral d’aquests tres estudis 

ha augmentat progressivament al llarg de la Tesi perquè hem anat reclutant nous pacients i 

controls, i amb això també ha augmentat el poder estadístic. Tot i així, aquest segueix sent limitat 

per detectar senyals sota models on es requereixen mides mostrals més grans, com el model 

recessiu, o per variants amb un efecte petit en la malaltia o amb una MAF (freqüència de l’al·lel 

menor) petita. Per altra banda, també hem realitzat dos estudis d’associació utilitzant dades 

GWAS d’estudis previs amb mides mostrals molt més grans i per tant, amb més poder estadístic, 

que ens han permès identificar variants epigenètiques de risc per diferents trastorns psiquiàtrics 

comòrbids a l’addicció (Articles 6 i 7, Capítol 3).  

Homogeneïtat del fenotip estudiat 

En dissenyar un estudi d’associació cas-control d’una malaltia complexa és molt important que el 

fenotip sigui el més homogeni possible per evitar una reducció del poder estadístic. Per tal de 

reduir l’heterogeneïtat de la nostra mostra de casos de dependència de drogues, tots ells han 

estat avaluats al mateix centre (Hospital Vall d’Hebron de Barcelona) per un únic equip de 

professionals clínics, i diagnosticats en base als mateixos criteris, definits en el DSM-IV-TR 

(American Psychiatric Association, 2013) i utilitzant les dades recollides a través de l’entrevista 

estandarditzada Structured Clinical Interview (SCID).  

En els estudis d’associació realitzats per a la dependència de drogues, el factor d’heterogeneïtat 

més difícil de controlar és la concurrència amb l’abús o dependència d’altres drogues, així com 

l’alta comorbiditat amb altres trastorns psiquiàtrics (Ross i Peselow, 2012), que pot actuar com a 
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factor de confusió donant lloc a falsos negatius. La dificultat d’obtenir individus dependents a una 

sola substància fa que molts estudis d’associació considerin totes les drogues com un conjunt 

homogeni (dependència de substàncies), ja que totes elles actuen directament o indirecta sobre 

el sistema de recompensa del cervell, i per tant compartirien una base biològica comuna (Wise, 

1996; MacNicol, 2017). Tot i això, cada droga també activa vies específiques (Graziane et al, 2016; 

Russo et al, 2009; Zhou et al, 2011), i és per això que també que hi ha estudis que intenten 

identificar variants per a la dependència d’una droga específica, enriquint la mostra amb individus 

dependents de la droga d’interès. En els estudis d’associació inclosos en aquesta Tesi hem 

considerat dos fenotips d’estudi, la dependència de drogues en general i la dependència de 

cocaïna en particular utilitzant les aproximacions abans explicades (Article 1, Capítol 1; Articles 3 

i 4, Capítol 2).  

Selecció de la mostra control  

En els estudis d’associació és fonamental seleccionar correctament la mostra control, sempre 

intentant que el nombre de controls sigui similar o més elevat que el nombre de casos 

(Nsengimana i Bishop, 2017) per incrementar el poder estadístic i evitar l’aparició de falsos 

positius, tal i com hem fet en els estudis d’associació inclosos en aquesta Tesi. També és important 

que la mostra control tingui característiques similars a la mostra de casos pel que fa a l’ètnia, la 

proporció de sexes i l’edat, per evitar falsos positius. La nostra mostra de casos i controls per la 

dependència de drogues, presenta diferències significatives pel que fa a l’edat, ja que la mostra 

de casos és molt més jove. És per aquest motiu que en tots els estudis considerem l’edat com una 

covariable (Article 1, Capítol 1; Articles 3 i 4, Capítol 2). Per altra banda, sempre hem mantingut la 

mateixa proporció de sexes en casos i controls ja que la dependència de drogues és més prevalent 

en homes. 

També és important controlar l’estratificació poblacional, que es dona quan hi ha diferències 

geogràfiques, socials o culturals entre les mostres de casos i controls seleccionades (Hellwege et 

al., 2017). Aquest factor de confusió sol donar lloc a falsos positius, a causa de les diferències en 

les freqüències al·lèliques no relacionades amb el fenotip d’estudi. L’estratificació poblacional 

però, sol tenir un impacte molt limitat si els casos i els controls són homogenis respecte al seu 

origen ètnic, com és el cas de la nostra mostra, on casos i controls són d’ètnia caucàsica, 

nacionalitat espanyola i fills de progenitors també espanyols. A més, en un estudi previ del nostre 

grup es va descartar la presència d’estratificació poblacional utilitzant dades genètiques en un 

subgrup de les mostres incloses en els estudis d’associació d’aquesta Tesi (Fernàndez-Castillo et 

al., 2013). 
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Finalment, en el cas de la dependència de drogues hi ha certa controvèrsia en relació a la selecció 

dels controls, ja que hi ha autors que defensen que els millors controls són aquells que han estat 

exposats a la droga com a mínim una vegada a la seva vida però que no han desenvolupat la 

dependència (Bierut et al., 2010; Gelernter et al., 2014). Aquesta postura però, no permet l’estudi 

dels factors de risc que empenyen als individus a tenir el seu primer contacte amb les drogues 

(Camchong, Endres i Fein, 2014; Mitchell i Potenza, 2014), com per exemple la impulsivitat o la 

tendència a les pràctiques de risc, ambdues amb una elevada component genètica (Bevilacqua i 

Goldman, 2013). És per aquesta raó que nosaltres i altres autors fem servir controls poblacionals 

que poden haver estat exposats o no a la droga (Ikeda et al., 2013; Johnson et al., 2015). És també 

important que el fenotip d’estudi s’hagi exclòs a la mostra control per evitar falsos negatius, 

sobretot si el trastorn és molt prevalent en la població. En la nostra mostra control hem pogut 

descartar el fenotip de consum de drogues injectables, ja que és un criteri d’exclusió de donació 

en el Banc de Sang i Teixits, on hem reclutat els controls. Malauradament però, no hem pogut 

descartar el fenotip de dependència de drogues. Tot i així, tenint en compte que només un 0,7% 

de la població mundial adulta presenta algun trastorn per consum de drogues il·lícites (UNODC, 

2019) i un 5,1% presenta algun trastorn per consum d’alcohol (World Health Organization, 2018), 

l’impacte que pugui tenir una contaminació de la mostra de controls amb individus afectats és 

molt petit.  

Errors de genotipació 

En els estudis d’associació també hem de tenir en compte els errors de genotipació, que 

normalment solen ser deguts a la qualitat del DNA o a la manipulació de dades. Per aquest motiu 

és important afegir duplicats i controls negatius entre les mostres que s’han de genotipar (Abou-

Sleiman, Hanna i Wood, 2006), tal i com hem fet en els estudis d’associació en què hem utilitzat 

la nostra mostra de dependents de drogues (Article 1, Capítol 1; Articles 3 i 4, Capítol 2). A més, 

en tots els estudis hem calculat la taxa de genotipació per cada individu i variant i hem eliminat 

aquells individus o variants que no superessin un determinat llindar, sempre per sobre del 90%. 

Finalment, també hem considerat l’equilibri de Hardy-Weinberg, que es calcula tot comparant les 

distribucions dels genotips i les freqüències al·lèliques, una eina útil per detectar errors de forma 

sistemàtica, ja que desviacions d’aquest equilibri ens poden informar d’errors en la genotipació. 

En els estudis mencionats anteriorment es va calcular l’equilibri de Hardy-Weinberg (HWE) en la 

mostra control i es van eliminar aquells polimorfismes que no complien aquest requisit.  
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Rèpliques 

Els estudis de rèplica són una eina molt utilitzada per confirmar l’associació i la direcció de l’efecte 

de variants assenyalades per estudis previs (Chanock et al., 2007). Quan una associació es replica 

en una o més mostres independents, es reforça la seva associació amb el fenotip avaluat. En canvi, 

en el cas de no replicar la senyal avaluada, és difícil discernir si l’associació estudiada és un fals 

positiu o si el que impedeix replicar la variant són les diferències existents entre els estudis de 

descoberta i rèplica (Chanock et al., 2007; Greene et al., 2009; Bühler et al., 2015). Tot i així, els 

estudis de rèplica, com l’estudi inclòs en l’Article 1 del Capítol 1, segueixen sent importants per 

demostrar les associacions descrites prèviament, sobretot per aquelles variants assenyalades en 

estudis amb mides mostrals limitades, com és el cas de la majoria d’estudis d’associació per la 

dependència de drogues.  

Alguns estudis d’associació utilitzen el disseny en dues etapes: una part de la mostra s’utilitza com 

a descoberta per genotipar una gran quantitat de variants i només aquelles que presenten 

associació amb el trastorn es genotipen en una mostra de rèplica independent, disseny utilitzat 

en dos dels estudis d’associació inclosos en aquesta Tesi (Articles 3 i 4, Capítol 2). Aquesta 

estratègia permet una reducció dels costos de genotipació, ja que en la descoberta s’analitzen 

totes les variants candidates, i només aquelles variants que mostren una associació significativa 

s’analitzen en la mostra de rèplica independent (Satagopan i Elston, 2003; Wason i Dudbridge, 

2012). La baixada de costos de genotipació però, fa que cada vegada sigui més freqüent l’anàlisi 

conjunt de les mostres o les metanàlisis per tal d’obtenir una mida mostral més gran i així 

augmentar el poder estadístic per detectar associacions significatives (Satagopan i Elston, 2003; 

McCarthy et al., 2008; Evangelou i Ioannidis, 2013).  

Correccions per tests múltiples 

En els estudis d’associació se solen analitzar múltiples variants genètiques a la vegada. Això fa que 

augmenti el nombre de comparacions que es fan i que, per tant, incrementi la probabilitat de 

trobar falsos positius. És per això que és molt important realitzar correccions per tests múltiples 

per tal d’augmentar l’astringència del llindar de significació. La correcció més utilitzada és la de 

Bonferroni, que consisteix a establir un nou llindar de significació que té en compte el nombre 

total de tests/variants estudiades/models analitzats (n), de manera que el llindar de significació 

passa a ser p-valor = 0,05/n. Tot i això, la correcció de Bonferroni assumeix independència entre 

els tests, i en el cas dels estudis d’associació sovint els SNPs no són del tot independents, ja que 

alguns d’ells estan en desequilibri de lligament. Això fa que aquesta correcció acabi sent 
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excessivament rigorosa i que la probabilitat d’obtenir falsos negatius augmenti considerablement, 

sobretot quan es realitzen molts tests. Un segon mètode àmpliament utilitzat i menys astringent 

és la taxa de falsos descobriments (False Discovery Rate, FDR), que calcula la proporció de 

resultats que són falsos positius entre tots els resultats positius obtinguts, considerant la 

distribució dels nivells de significació assolits com un tot i discriminant entre la hipòtesi nul·la i 

aquells valors que se’n desvien, ajustant així el nivell de significació. Aquest mètode és més 

adequat quan es realitza una gran quantitat de tests. Finalment, també hem utilitzat la Genetic 

Type I Error Calculator (GEC) (M. X. Li et al., 2012), una aplicació desenvolupada per adreçar les 

correccions per tests múltiples que té en compte la dependència entre els SNPs presents en 

l’estudi d’associació.  

En els estudis d’associació inclosos en aquesta Tesi s’han aplicat mètodes de correcció quan el 

tipus d’estudi ho requeria. En els estudis on avaluàvem un número elevat de variants vam aplicar 

sempre correccions per tests múltiples, en el cas de l’Article 6 del Capítol 3 vam aplicar FDR i GEC 

i, en canvi, en l’Article 7 del Capítol 3 vam utilitzar la correcció de Bonferroni. En els estudis on 

avaluàvem un nombre petit de variants independents vam utilitzar la correcció de Bonferroni per 

reforçar els resultats obtinguts (Article 1, Capítol 1; Article 4, Capítol 2), però en els estudis amb 

descoberta i rèplica la necessitat d’aplicar aquest tipus de correccions no és tant evident, ja que 

el propi disseny d’aquests estudis redueix la probabilitat d’obtenir falsos positius en requerir la 

rèplica dels resultats en una mostra independent. 

Selecció de polimorfismes candidats 

En els estudis d’associació basats en hipòtesis se seleccionen i es genotipen aquelles variants que 

hom creu que poden influir en la susceptibilitat a la malaltia estudiada. Pot tractar-se de variants 

que cauen en gens o sistemes funcionals candidats, o bé variants que poden tenir un impacte 

funcional segons estudis previs o determinades eines bioinformàtiques. Al llarg dels anys s’han 

utilitzat diferents tipus de marcadors genètics en els estudis d’associació. En l’actualitat, però, les 

variants de tipus SNP són les que més s’utilitzen perquè són abundants en el genoma i a més són 

fàcils de genotipar. En els estudis d’associació inclosos en aquesta Tesi ens hem centrat en els 

SNPs amb un possible impacte funcional, concretament en variants que tenen influència sobre la 

metilació de llocs CpG (Article 3, Capítol 2; Articles 6 i 7, Capítol 3) o que poden alterar la unió de 

molècules de miRNA a dianes de mRNA (Article 4, Capítol 2).  
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Els estudis d’associació basats en hipòtesis prèvies però, s’estan quedant enrere a causa de 

l’aparició de les metodologies de genotipació d’alt rendiment, que permeten analitzar 

sistemàticament i sense hipòtesis prèvies milions d’SNPs distribuïts per tot el genoma.  

1.2. Estudis d’associació a escala genòmica (GWAS) 

L’addicció i els trastorns psiquiàtrics comòrbids tenen una elevada càrrega genètica, tal i com ho 

demostren els estudis d’heretabilitat clàssics que es realitzen amb bessons. Tot i així, els resultats 

obtinguts fins ara a través de diferents aproximacions experimentals queda lluny d’explicar tota 

l’heretabilitat d’aquests trastorns. En l’inici de l’era de la genotipació d’alt rendiment es va pensar 

que els GWAS ens ajudarien a identificar l’heretabilitat perduda de les malalties complexes gràcies 

a l’alta cobertura d’aquest tipus d’estudis i a la gran sensibilitat per identificar variants d’efectes 

petits sobre el fenotip (Hirschhorn i Daly, 2005). La realitat, però, no ha satisfet totes les 

expectatives, ja que malgrat que s’han pogut descriure moltes variants i gens que prèviament no 

s’havien relacionat amb aquestes malalties, i a la vegada replicar resultats prèviament identificats 

en estudis de gens candidats, com el cas de l’alcohol deshidrogenasa 1B en relació al consum 

d’alcohol (Clarke et al., 2017; Walters et al., 2018), encara queda part de la base genètica 

d’aquestes malalties sense explicar (Manolio et al., 2009; Young, 2019). Un exemple concret: El 

TDAH té una heretabilitat del 76% segons una exhaustiva metanàlisi d’estudis de bessons 

(Faraone et al., 2005), tot indicant que la genètica explica aproximadament ¾ de la variació 

fenotípica en aquest trastorn. Els estudis d’heretabilitat basada en SNPs, que parteixen de dades 

GWAS i que permeten identificar la fracció de la variància fenotípica deguda als SNPs, donen una 

xifra del 22% (Demontis et al., 2019). És a dir, un 76% del TDAH té un origen genètic i un 22% del 

TDAH es pot explicar per variacions en SNPs; o, en altres paraules, aproximadament una tercera 

part de la genètica del TDAH està en els SNPs. On cau la resta? No ho sabem bé encara. 

Una de les grans limitacions dels estudis GWAS és la necessitat d’una mida mostral molt gran a 

causa del número de variants polimòrfiques testades, que requereix un llindar de significació molt 

astringent per assegurar-nos que no obtenim falsos positius. Els GWAS utilitzen un llindar de 

significació preestablert (p-valor < 5E-08; 0,05/1E06), basat en la correcció de Bonferroni per un 

milió de tests independents, tot i que no sempre es genotipa un milió d’SNPs, i que els SNPs 

genotipats no sempre són independents en termes de desequilibri de lligament. A més, també 

s’ha establert un segon llindar per a variants suggestives (p-valor < 1E-05) (Johnson et al, 2010). 

En el cas dels GWAS de dependència de drogues publicats fins ara s’han obtingut poques senyals 

d’associació que superin el llindar de significació en comparació amb altres trastorns psiquiàtrics, 

probablement per un poder estadístic insuficient degut a una mida mostral petita i a 
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l’heterogeneïtat existent entre els casos (M. J. Li et al., 2012, 2016). Per tal de fer front a aquesta 

limitació, s’estan creant múltiples consorcis, com el Psychiatric Genomics Consortium (PGC), que 

està invertint molts esforços en unir investigadors d’arreu del món per dur a terme estudis 

genètics en mostres de grans dimensions per diversos trastorns psiquiàtrics (Sullivan et al., 2018). 

Una altra limitació dels GWAS és la dificultat en determinar quines són les variants causals entre 

les variants identificades, així com el gen diana afectat per la variant causal. Contràriament a les 

expectatives inicials, la gran majoria de les variants identificades en GWAS cauen en regions no 

codificants i lluny de gens coneguts (Maurano et al., 2012; Schaub et al., 2012; Tak i Farnham, 

2015), de manera que la hipòtesi més probable és que les variants causals tinguin un efecte 

regulador en l’expressió de gens situats en cis o en trans. Aquesta hipòtesi es recolza en diversos 

estudis que demostren que aquestes variants associades que cauen en regions no codificants 

solen estar situades preferentment en regions reguladores (Ernst et al., 2011; Maurano et al., 

2012; Schaub et al., 2012; Hannon et al., 2015; Gagliano et al., 2016). El seu impacte podria, doncs 

tenir a veure amb la interferència sobre la unió d’elements reguladors, o amb possibles alteracions 

de la metilació, entre d’altres mecanismes. És en aquest punt on l’ús de dades epigenòmiques 

podria resultar clau per esbrinar quin és l’impacte funcional d’aquestes variants (Wang et al., 

2016). A més, en els últims anys s’han desenvolupat múltiples eines, models i anàlisis integratives 

que permeten incorporar diferents fonts d’informació externes a les anàlisis GWAS per identificar 

el possible potencial regulador de les variants obtingudes (Boyle, Li i Pritchard, 2017; Watanabe 

et al., 2017; Wu et al., 2018; Wu i Pan, 2019). En aquesta Tesi hem decidit ‘buscar’ en dades GWAS 

de diferents trastorns psiquiàtrics senyals de la contribució de la metilació específica d’al·lel (ASM) 

a la patologia (Articles 6 i 7, Capítol 3).  

1.3. Estudis transcriptòmics i metilòmics  

En l’inici dels estudis transcriptòmics i metilòmics, la tecnologia més utilitzada per a obtenir les 

dades eren els microarrays (o xips), amb els quals s’analitzava l’expressió d’un conjunt de (o tots 

els) gens o de mecanismes epigenètics predeterminats. Actualment però, malgrat que els 

microarrays han evolucionat molt i se segueixen utilitzant, estan quedant en un segon pla per 

deixar pas a les tecnologies basades en la seqüenciació d’alt rendiment. Aquestes tecnologies 

permeten analitzar l’expressió de tots els gens (transcriptoma) i dels diferents mecanismes de 

regulació epigenètics (epigenoma) amb una gran sensibilitat. A més, permeten obtenir tant dades 

qualitatives (p.ex. la presència de transcrits alternatius), com quantitatives (nivells d’expressió o 

de metilació) (Mutz et al., 2013). Tot i això, la implementació d’aquestes metodologies també 

comporta certes dificultats, ja que suposa un increment de la quantitat de dades a emmagatzemar 
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així com més complexitat d’anàlisi, que en part s’han resolt a través del desenvolupament d’eines 

bioinformàtiques (Costa-Silva, Domingues i Lopes, 2017). En aquesta Tesi hem realitzat un estudi 

transcriptòmic i metilòmic (Article 5, Capítol 2) en el qual hem utilitzat algunes d’aquestes eines 

bioinformàtiques per: i) analitzar la qualitat de les seqüències obtingudes i alinear-les contra el 

genoma de referència, ii) analitzar els patrons de metilació del DNA i iii) per avaluar el patró 

d’expressió de miRNAs. 

En aquest tipus d’estudis també és molt important definir la mostra d’estudi, que en general solen 

ser teixits de models animals, teixits post-mortem d’humans, o bé cultius cel·lulars. La majoria 

d’estudis, però, recorren als teixits de models animals i als cultius cel·lulars, que tot i que no 

mimetitzen a la perfecció els fenotips d’estudi, permeten controlar millor les variables 

experimentals, un punt clau per a l’obtenció de resultats significatius i robustos. En l’actualitat, un 

dels models animals més utilitzat és el ratolí, ja que és econòmicament assequible, és relativament 

fàcil de manipular genèticament, és un animal petit i per tant fàcil de mantenir en un estabulari, i 

el temps entre generacions és curt, entre d’altres avantatges. A més, el perfil d’expressió gènica 

també està força conservat respecte als humans, sobretot en aquells teixits on és freqüent 

l’expressió de gens específica de teixit, com el cervell, el cor, el fetge, els ronyons o els testicles 

(Breschi, Gingeras i Guigó, 2017). En un dels estudis d’aquesta Tesi (Article 5, Capítol 2) hem 

aprofitat aquesta similitud del perfil d’expressió que presenta el cervell entre ambdues espècies 

per identificar factors genètics i epigenètics de susceptibilitat a l’addicció al menjar. Concretament 

hem realitzat un estudi transcriptòmic (mRNA i miRNA) i metilòmic en dues àrees cerebrals 

implicades en l’addicció, NAc i mPFC, en un model de ratolí per a l’addicció al menjar. Per tal de 

reduir al màxim la variabilitat entre mostres vam utilitzar una soca consanguínia i tots els ratolins 

es van sotmetre a les mateixes condicions experimentals i es van sacrificar en el mateix moment. 

A més, el disseny d’aquest estudi comptava amb una mostra biològica de rèplica que reforça la 

validesa dels resultats obtinguts.  

1.4. Models animals 

El desenvolupament de models animals d’addicció i de trastorns psiquiàtrics comòrbids, així com 

l’ús de models animals genoanul·lats, és imprescindible per millorar el coneixement de la 

neurobiologia d’aquests trastorns i el descobriment de noves dianes terapèutiques. 

Malauradament, la generació de models animals que mimetitzin a la perfecció els trastorns 

psiquiàtrics ha estat per ara impossible a causa de l’alta complexitat i la gran heterogeneïtat 

genètica i fenotípica d’aquestes malalties, i per les diferències fonamentals que hi ha entre els 
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humans i els animals que s’usen com a model en molts aspectes relacionats amb el comportament 

o les capacitats cognitives.  

En el cas de les addiccions, l’ús de models animals ens permet controlar moltes variables 

experimentals que no podem controlar en els estudis en humans, com l’edat i el sexe dels animals, 

la dosi de droga, el temps d’exposició, etc. A més, hi ha múltiples paradigmes que s’utilitzen per 

modelar diferents aspectes de la conducta addictiva, com la persistència, la motivació, el reforç, 

la pèrdua de control o la recaiguda (García et al., 2017). Un dels models més utilitzats és el model 

d’autoadministració operant, descrit a la introducció, en el qual l’animal aprèn el comportament 

de cerca de la droga en unes caixes equipades amb dues palanques, una activa i una inactiva. Cada 

vegada que l’animal activi la palanca o forat actiu aquest rebrà una dosi de la droga i també 

s’activarà l’estímul condicionat (llum o so) que l’animal associarà a la droga. Aquest model està 

molt relacionat amb l’abús en humans, tant per la forma d’administració com per la resposta 

conductual que es genera en consumir la substància (O’Connor et al., 2011) i s’ha utilitzat 

àmpliament per estudiar l’efecte de drogues d’abús. Recentment també s’ha validat un model 

d’autoadministració de característiques similars per estudiar l’addicció al menjar (Mancino et al., 

2015; Domingo-Rodriguez et al., 2020), model que hem utilitzat en un dels estudis inclosos en 

aquesta Tesi (Article 5, Capítol 2).  

Els diferents paradigmes disponibles, com el de l’autoadministració operant, es poden testar en 

models animals genoanul·lats per estudiar la implicació d’un gen concret en un trastorn. Tot i que 

els ratolins genoanul·lats són una eina molt valuosa en la investigació, hi ha una sèrie de 

limitacions que cal tenir en compte (Nelson, 1997): 1) Un 15% dels models genoanul·lats complets 

són letals durant el desenvolupament. Aquesta limitació es pot resoldre mitjançant l’ús de 

mutacions condicionals en el temps o segons el teixit. 2) L’eliminació completa del gen pot donar 

lloc a fenotips molt incapacitants que no permeten una correcta avaluació de la implicació real 

del gen en la malaltia. Una possible solució és l’ús d’animals genoanul·lats heterozigots que, en 

general, expressen un 50% de la proteïna. És important recordar que en les malalties complexes, 

cadascun dels gens implicats solen presentar alteracions funcionals o d’expressió moderades o 

lleus. 3) En alguns casos, l’eliminació total d’un gen pot ser que no produeixi cap canvi observable 

en el fenotip presentat pels ratolins, o que doni lloc a un fenotip diferent del de la patologia que 

estem modelant. Cal tenir en compte que, en general, darrere de cada malaltia complexa hi ha un 

conjunt de gens alterats, i és la combinació d’aquests defectes que dona lloc a un fenotip 

determinat. En el model animal, en general només estem actuant sobre un d’aquests gens. 4) Per 

alguns gens és molt complicat l’obtenció d’un model genoanul·lat. En aquesta Tesi hem utilitzat 
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un model de ratolí genoanul·lat per estudiar la contribució del gen C2orf82 en el TDAH (Annex de 

l’Article 6, Capítol 3). En el nostre cas, l’eliminació d’aquest gen no donava lloc a un fenotip letal 

ni a un fenotip altament incapacitant, de manera que hem pogut realitzar experiments tant en els 

ratolins homozigots com en els heterozigots per la mutació.  

Un cop discutides les principals limitacions i avantatges de les metodologies emprades en aquesta 

Tesi, a continuació es discuteixen els principals resultats obtinguts.  

2. Identificació de factors epigenètics de susceptibilitat 

Inicialment, els estudis de cerca de factors de susceptibilitat a les malalties complexes se 

centraven en l’anàlisi de gens o de sistemes de gens candidats, sovint prioritzant variants 

intragèniques amb un efecte directe sobre la funció de la proteïna codificada per aquell gen. 

Aquesta tendència però, va anar canviant amb l’aparició de les tecnologies de genotipació a gran 

escala, que van permetre la realització d’estudis massius en què es va observar que moltes de les 

variants associades no tenien un efecte funcional obvi o no estaven relacionades amb gens o 

sistemes prèviament assenyalats com a candidats. Així doncs, a partir d’aquests estudis va sorgir 

la necessitat d’entendre l’impacte funcional d’aquestes variants i la seva relació amb gens 

concrets, situats a vegades a grans distàncies en el genoma. És aquí on entra en joc l’epigenètica, 

proposada des de fa temps com a peça clau per entendre les bases genètiques de les malalties 

complexes. L’epigenètica té un paper fonamental en el desenvolupament de malalties complexes, 

ja que pot actuar com a moderadora de la interacció entre la genètica i l’ambient. A nivell 

molecular, els mecanismes epigenètics regulen l’expressió gènica sense modificar la seqüència de 

nucleòtids, essent les modificacions de les histones, la metilació del DNA i els miRNAs els tres 

mecanismes principals. En aquesta Tesi ens hem centrat en la metilació del DNA i en els miRNAs. 

2.1. Variants genètiques que tenen influència sobre la metilació del DNA 

La metilació específica d’al·lel (Allele-Specific Methylation, ASM) és un mecanisme epigenètic 

heretable, dinàmic i específic de teixit, bastant freqüent en el genoma humà. Es caracteritza per 

diferències en els nivells de metilació d’un dinucleòtid CpG en funció de l’al·lel que està present 

en una variant genètica generalment situada en cis, tot i que també pot estar en trans (Meaburn, 

Schalkwyk i Mill, 2010; Gaur et al., 2013). En tractar-se d’un mecanisme específic de teixit, en els 

últims anys s’han realitzat múltiples estudis per descriure SNPs que mostren ASM en diferents 

teixits (Do et al., 2017), entre ells cervells post-mortem humans (Gibbs et al., 2010; Zhang et al., 

2010). També és interessant destacar que hi ha un enriquiment de variants que mostren ASM en 

regions amb marques d’histones relacionades amb promotors i enhancers (Hannon et al., 2015; 

Gagliano et al., 2016; Benton et al., 2019), tot destacant el seu possible paper en la regulació 
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gènica. A més, també s’ha observat que hi ha un enriquiment de variants que mostren ASM entre 

les variants obtingudes en GWAS de diferents trastorns psiquiàtrics (Hannon et al., 2015; Gagliano 

et al., 2016). En base a aquestes evidències vam pensar que seria interessant explorar quina era 

la contribució de l’ASM en l’addicció a drogues i en trastorns comòrbids (Article 3, Capítol 2; 

Articles 6 i 7, Capítol 3). 

Per aquests estudis vam partir dels resultats obtinguts en dos treballs previs realitzats per altres 

autors en què es van identificar variants que mostren ASM en múltiples regions de cervell humà 

post-mortem (Gibbs et al., 2010; Zhang et al., 2010). A partir d’aquests dos estudis vam elaborar 

dos llistats d’SNPs amb un efecte en la ASM, una més reduïda (182 SNPs) que vam inspeccionar a 

la nostra mostra de dependència de drogues, i una més extensa (3.896 SNPs) que vam explorar 

en els resultats de dos estudis GWAS, un de TDAH (Demontis et al., 2019) i un que inclou vuit 

trastorns psiquiàtrics (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2019). El 

nombre d’SNPs utilitzat per la dependència de drogues va ser més petit ja que aquestes variants 

s’havien de genotipar en la nostra mostra, i això suposava un cost econòmic elevat. Així doncs, en 

un futur, seria interessant ampliar l’estudi quan hi hagi dades GWAS disponibles per aquest 

trastorn amb mides mostrals grans, ja que encara no hi ha cap GWAS en dependència de drogues 

il·lícites que superi els 5.000 pacients. 

En el cas de la dependència de drogues vam realitzar un estudi d’associació utilitzant la nostra 

mostra de dependència de drogues, obtenint dues variants associades amb el trastorn, rs6020251 

i rs11585570. Els genotips per aquestes dues variants presenten correlació amb els nivells de 

metilació de tres llocs CpG situats en regions reguladores de CTNNBL1 (rs6020251) o de SCP2 i 

ECHDC2 (rs11585570). A més, la variant rs6020251 cau en una regió rica en marques d’histones 

relacionades amb promotors i enhancers en cervell, la variant rs11585570 és un eQTL en cervell i 

en sang per SCP2 i ECHDC2 i ambdues variants poden afectar l’afinitat d’unió de diferents factors 

de transcripció, reforçant la idea del d’un paper regulador d’aquestes. Tots tres gens s’expressen 

en cervell i tenen funcions molt diverses: CTNNBL1 codifica un component del complex de tall i 

unió (spliceosome) i és necessari per activar l’splicing de pre-mRNAs, SCP2 està involucrat en la 

transferència de lípids entre membranes i ECHDC2 està relacionat amb el metabolisme dels àcids 

grassos. Finalment, és interessant destacar que els gens CTNNBL1 i SCP2 s’havien vinculat 

prèviament amb trets i patologies molt relacionades amb la dependència de drogues (Myers-

Payne et al., 1996; Liu et al., 2008; Papassotiropoulos et al., 2013). Així doncs, aquesta 

aproximació ens ha permès assenyalar tres gens amb una possible contribució a la dependència 

de drogues: CTNNBL1, SCP2 i ECHDC2. 
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A continuació ens vam centrar en el TDAH, un trastorn en què el grup de recerca té experiència i 

que presenta una alta comorbiditat amb la dependència de drogues (De Alwis et al., 2014; Harstad 

et al., 2014; van de Glind et al., 2014; Chen et al., 2018), de manera que vam pensar que variants 

amb un efecte en la metilació també podien contribuir a aquest trastorn. En aquest cas, vam 

decidir explorar els resultats d’un GWAS de TDAH (Demontis et al., 2019) utilitzant la nostra 

estratègia de priorització de variants amb efectes sobre la metilació en cervell. D’aquesta manera 

potser podríem trobar possibles explicacions funcionals a algunes de les associacions identificades 

que no semblaven tenir una connexió clara amb el fenotip estudiat. Vam utilitzar els resultats 

obtinguts en el GWAS de TDAH abans assenyalat (Demontis et al., 2019), que compta amb una 

mida mostral força gran (20.183 casos i 35.191 controls) i és el primer GWAS de TDAH amb 

associacions que superen el llindar de significació a escala genòmica. Primerament vam poder 

observar que les variants genètiques de risc per al TDAH (en la majoria de llindars de significació 

considerats) mostraven un enriquiment en variants amb un efecte en la metilació de llocs CpG, 

resultat que també s’havia observat en GWAS d’altres trastorns psiquiàtrics (Gagliano et al., 2016; 

Andrews et al., 2017). A continuació vam explorar la nostra llista de 3.896 SNPs en el GWAS de 

TDAH (Demontis et al., 2019) identificant un total de 60 SNPs associats amb el TDAH que 

presentaven correlació amb els nivells de metilació de cinc llocs CpG situats a la regió promotora 

de cinc gens. També vam avaluar si els SNPs eren eQTLs en cervell pels mateixos gens (és a dir, si 

tenien un impacte sobre la seva expressió). Així, vam observar que tots els SNPs que presentaven 

correlació amb quatre dels llocs CpG destacats complien aquesta premissa i que, a més, la direcció 

de l’efecte en l’expressió i la metilació era oposada, tal i com s’espera quan la metilació cau en la 

regió promotora de gens. Aquest estudi ens va permetre assenyalar tres gens candidats pel TDAH: 

ARTN, C2orf82 i PIDD1, amb funcions diverses. ARTN estaria implicat en la supervivència de 

diferents tipus de neurones, la funció de C2orf82 encara no està ben caracteritzada, i PIDD1 s’ha 

relacionat amb l’apoptosi. També és interessant destacar que tant ARTN com C2orf82 havien estat 

prèviament relacionats amb altres trastorns psiquiàtrics comòrbids al TDAH (Otsuki et al., 2008; 

Ripke et al., 2013, 2014; Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2019), 

convertint-los en bons candidats a ser estudiats a fons. 

Finalment, a partir de totes les evidències obtingudes en els darrers anys on es corrobora la 

importància de les variants amb un efecte en l’ASM en els diferents trastorns psiquiàtrics, tant en 

estudis previs (Gamazon et al., 2013; Hannon et al., 2015; Van Eijk et al., 2015; Gagliano et al., 

2016; Andrews et al., 2017; Wu i Pan, 2019) com en dos dels estudis inclosos en aquesta Tesi 

(Article 3, Capítol 2; Article 6, Capítol 3), vam decidir explorar quina era la seva contribució a la 

base genètica compartida entre diferents trastorns psiquiàtrics (Article 7, Capítol 3) utilitzant una 
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metanàlisi GWAS que incloïa vuit trastorns psiquiàtrics: TDAH, anorèxia nerviosa, trastorns de 

l’espectre autista, trastorn bipolar, depressió, trastorn obsessiu-compulsiu, esquizofrènia i 

síndrome de Tourette (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2019). És 

interessant destacar que en aquest estudi GWAS previ s’havien calculat les correlacions 

genètiques entre totes les parelles possibles d’aquests vuit trastorns, constatant que en molts 

casos hi ha una base genètica compartida (a nivell de SNPs) molt significativa. Per tant no era 

estrany pensar que les variants que mostren ASM, que havíem confirmat que tenien una 

contribució tant en la dependència de drogues com en el TDAH, també contribuirien a la base 

genètica compartida dels trastorns psiquiàtrics. En aquest estudi (Article 7, Capítol 3), vam tornar 

a observar un enriquiment de variants que mostren ASM entre les variants genètiques de risc 

identificades (per tots els llindars de significació avaluats), confirmant la implicació d’aquest 

mecanisme epigenètic en els trastorns psiquiàtrics. Així, doncs, vam explorar la selecció de 3,896 

SNPs realitzada en l’estudi anterior (Article 6, Capítol 3) en els resultats obtinguts en aquesta 

metanàlisi (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2019). Mitjançant una 

estratègia similar a la de l’anterior estudi, vam assenyalar 80 variants associades a com a mínim 

dos trastorns que mostraven un efecte oposat en la metilació de llocs CpG i l’expressió de gens en 

cervell (considerant aquells gens que tenen almenys una de les CpG assenyalades a la seva regió 

promotora). Aquesta estratègia ens va permetre identificar un total de vuit gens candidats a 

contribuir a la base genètica compartida entre diferents trastorns psiquiàtrics: ZSCAN29, 

ZSCAN31, BTN3A2, DDAH2, HAPLN4, ARTN, FAM109B i NAGA, la majoria d’ells prèviament 

relacionats amb altres trastorns psiquiàtrics (Otsuki et al., 2008; Ripke et al., 2013, 2014; Mokhtari 

i Lachman, 2016).  

Aquests tres estudis (Article 3, Capítol 2; Articles 6 i 7, Capítol 3), ens han permès corroborar la 

importància de les variants amb un efecte en la metilació de llocs CpG en diferents trastorns 

psiquiàtrics, tot assenyalant gens candidats per la dependència de drogues, pel TDAH i pels 

trastorns psiquiàtrics en general. Tot i així, encara és necessari realitzar estudis funcionals in vivo 

i in vitro per entendre quina és contribució d’aquests gens i variants assenyalades en els trastorns, 

tal i com hem fet pel gen C2orf82, candidat pel TDAH (Annex Article 6, Capítol 3).  

2.2. Variants genètiques en llocs d’unió de miRNAs 

Els miRNAs són molècules de RNA no codificants que actuen com a reguladors postranscripcionals 

de l’expressió gènica a través de la unió per complementarietat de bases a mRNAs (principalment 

a la regió 3’ UTR) per inhibir la seva traducció o induir la seva degradació (Bartel, 2004). 

Aproximadament un 11% dels SNPs coneguts estan situats a les regions 3’ UTR de gens, de manera 
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que podrien alterar la unió de miRNAs tot alterant la regulació de l’expressió gènica (Moszyńska 

et al., 2017). Tenint en compte la implicació dels miRNAs en nombrosos mecanismes del sistema 

nerviós central (Schratt, 2009; Ceman i Saugstad, 2011; Meza-Sosa et al., 2012; Wang, Kwon i Tsai, 

2012; Sun i Shi, 2015; Luoni i Riva, 2016), així com el seu paper en el desenvolupament dels canvis 

neurobiològics induïts per les drogues (Smith i Kenny, 2018), vam decidir explorar la contribució 

d’aquests SNPs que poden alterar el lloc d’unió de miRNAs en la susceptibilitat a la dependència 

de drogues (Article 4, Capítol 2).  

En aquest estudi vam utilitzar els resultats d’un treball previ que descriu un total de 7000 regions 

d’unió de miRNAs en cervell que contenien prop de 1000 SNPs (Boudreau et al., 2014). D’entre 

aquests SNPs vam seleccionar-ne 59 que vam avaluar en un estudi d’associació en dues etapes 

utilitzant la nostra mostra d’individus dependents de drogues. En aquest estudi vam identificar i 

replicar una associació de la variant rs1047383, localitzada a la regió 3’ UTR del gen PLCB1, tant 

amb la dependència de drogues en general, com amb la dependència de cocaïna en particular. A 

més, aquesta variant presenta un elevat desequilibri de lligament amb una variant que també 

alteraria llocs d’unió de miRNAs segons diferents prediccions, rs708910, situada també a la regió 

3’ UTR del gen PLCB1. A continuació vam fer experiments per comprovar si aquests SNPs 

afectaven la unió de miRNAs i no vam poder observar diferències segons els al·lels en cap dels 

miRNAs testats. Malgrat tot, no vam poder descartar que aquests SNPs afectessin la unió d’altres 

miRNAs no testats en aquest estudi, ja que molt sovint, diversos miRNAs reconeixen una mateixa 

regió en un mRNA concret. Finalment, vam inspeccionar l’expressió del gen PLCB1 utilitzant dades 

procedents d’estudis previs i vam observar un increment de la seva expressió en neurones 

dopaminèrgiques en cultiu tractades amb cocaïna i també en mostres post-mortem de nucli 

accumbens d’individus amb abús o dependència de cocaïna (Albertson et al., 2004), tot donant 

suport a una contribució del gen PLCB1 a la dependència de cocaïna. A més, aquest gen ja havia 

estat prèviament relacionat amb altres trastorns psiquiàtrics i neurològics (Drgon et al., 2011; 

Udawela et al., 2011; Rita Lo Vasco, Cardinale i Polonia, 2012; Girirajan et al., 2013; St Pourcain et 

al., 2014; Schoonjans et al., 2016). Així doncs, malgrat que no vam poder demostrar que l’SNP 

associat alteri la unió de miRNAs, els resultats obtinguts en aquest article i en treballs anteriors 

ens van permetre assenyalar el gen PLCB1 com a possible candidat a contribuir a la susceptibilitat 

a l’addicció a drogues.  

2.3. Estudi transcriptòmic en un model d’addicció al menjar 

Els models animals han estat àmpliament utilitzats per estudiar trastorns i trets psiquiàtrics 

humans, entre ells l’addicció a substàncies. Aquests models, juntament amb l’ús de tecnologies 
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d’anàlisi transcriptòmica d’alt rendiment (com RNAseq), han permès identificar vies moleculars 

implicades en diferents etapes de l’addicció, com ara la resposta aguda i crònica a les drogues, 

l’efecte de l’administració de diferents dosis de droga, canvis produïts durant l’abstinència i la 

recaiguda en el consum.  

En un dels estudis inclosos en aquesta Tesi (Article 5, Capítol 2) ens vam proposar identificar 

factors de susceptibilitat que podien contribuir al desenvolupament de l’addicció al menjar. Per 

realitzar aquest estudi vam treballar amb una soca consanguínia (inbred), és a dir, ratolins 

genèticament homogenis que van ser exposats a un paradigma d’autoadministració de menjar 

saborós (pèl·lets amb sabor de xocolata) per poder mimetitzar l’addicció al menjar (Mancino et 

al., 2015; Domingo-Rodriguez et al., 2020). Tot i la identitat genètica, el comportament dels 

ratolins envers el menjar no és igual, la qual cosa suggereix que hi ha factors de susceptibilitat 

diferencials en aquests animals que no estan determinats en la seqüència de nucleòtids, com ara 

diferències en mecanismes epigenètics que porten a una expressió diferencial de gens.  

Per realitzar el nostre estudi vam seleccionar dues poblacions extremes d’animals amb diferent 

comportament envers al menjar en què vam avaluar si hi havia canvis en l’expressió d’mRNAs (per 

RNAseq) o miRNAs (smallRNAseq) en dues regions cerebrals que sabem que estan implicades en 

l’addicció: l’escorça prefrontal i el nucli accumbens. Amb aquesta estratègia vam identificar 

múltiples gens diferencialment expressats, molts d’ells prèviament associats a trastorns 

psiquiàtrics o a l’índex de massa corporal. A més, també vam explorar si aquestes diferències 

d’expressió es podien explicar per canvis dels nivells de metilació de les regions promotores dels 

gens destacats, ja que és sabut que la metilació en la regió promotora té una relació inversa amb 

els nivells d’expressió. Així vam observar metilació diferencial a la regió promotora d’alguns 

d’aquests gens que podrien explicar els canvis d’expressió observats. D’entre tots els gens, 

destaquem Adamts2, Arsj i Klhl40, ja que mostraven un canvi d’expressió destacable i tenien 

regions diferencialment metilades en la seva regió promotora que queien en zones del genoma 

amb marques de cromatina relacionades amb elements reguladors, recolzant la seva possible 

funció reguladora. Adamts2 s’encarrega del tall de propèptids de col·lagen de tipus I i II, Arsj és 

un membre de la família de les arilsulfatases, enzims lisosomals, i Klhl40 forma part d’un complex 

d’una ubiqüitina lligassa E3 que actua com a regulador clau del desenvolupament del múscul 

esquelètic. A més, Adamts2 i Arsj havien estat prèviament relacionats amb trets i trastorns 

psiquiàtrics que tenen relació amb l’addicció al menjar, entre ells el consum de sucre, la 

impulsivitat motora o la dependència de l’alcohol (Lasky-Su, Anney, et al., 2008; Kalsi et al., 2010; 

Crespo-Facorro, Prieto i Sainz, 2015; Hwang et al., 2019; Ruso-Julve et al., 2019; Sanchez-Roige et 
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al., 2019). També vam descriure un enriquiment de gens relacionats amb la via de senyalització 

d’oxitocina. És interessant destacar aquesta via ja que l’oxitocina és un neuropèptid implicat en la 

regulació de moltes conductes associades a la recompensa (Carter, 2014) que s’ha relacionat 

àmpliament tant amb l’addicció a les drogues com amb trastorns alimentaris (Sarnyai i Kovács, 

1994, 2014; Kovács, Sarnyai i Szabó, 1998; Giel, Zipfel i Hallschmid, 2018; Leong et al., 2018; Leslie 

et al., 2019). Un mal desenvolupament del sistema d’oxitocina en nens es pot relacionar amb una 

major susceptibilitat a l’addicció a les drogues en adults (Buisman-Pijlman et al., 2014). En estudis 

amb animals s’havia observat que l’oxitocina inhibeix el desenvolupament de la tolerància als 

opioides (Sarnyai i Kovács, 1994; Kovács, Sarnyai i Szabó, 1998), tot suggerint un efecte directe en 

l’eficàcia de la recompensa als opioides (Panksepp, Knutson i Burgdorf, 2002). A més, el sucre, i 

probablement també altres menjars saborosos, incrementen els nivells endògens d’opioides 

(Volkow, Wang i Baler, 2011), i agonistes i antagonistes d’opioides s’han relacionat amb un 

increment i una reducció de la ingesta d’aliments saborosos (aliments implicats en l’addicció al 

menjar), respectivament (Stice et al., 2013). Així doncs, aquesta relació de l’oxitocina amb els 

opioides ens obre les portes a una possible via a ser estudiada per l’addicció al menjar.  

2.4. Gens i factors epigenètics de risc identificats en els nostres estudis 

Aquests últims anys s’ha vist que la plasticitat neuronal a nivell cel·lular i sinàptic juga un paper 

essencial en la memòria, l’aprenentatge i en el procés adaptatiu subjacent a les respostes a 

diferents estímuls (Duman i Newton, 2007). Dins del procés adaptatiu, la formació de records en 

relació a recompenses és un factor molt important i, a la vegada, també és un component central 

en diferents trastorns mentals com l’addicció. La formació d’aquests records va lligada a canvis de 

plasticitat de les neurones dopaminèrgiques situades a l’àrea tegmental ventral (VTA) (Stuber et 

al., 2008), de manera que les senyals que indiquen futures recompenses (estímuls condicionats) 

adquireixen la capacitat d’activar les neurones dopaminèrgiques i d’augmentar l’alliberació de 

dopamina en el sistema mesolímbic (Schultz, Dayan i Montague, 1997; Day et al., 2007; Stuber et 

al., 2008; Flagel et al., 2011). Hi ha molts mecanismes moleculars que contribueixen a aquests 

canvis de plasticitat neuronal en resposta a una varietat d’estímuls (comportaments, factors 

ambientals, fàrmacs, drogues, etc.), que inclouen la regulació de l’expressió gènica, i és aquí on 

s’ha vist que els diferents mecanismes epigenètics tenen un rol essencial (Duman i Newton, 2007). 

El punt més important rau en el fet que els processos epigenètics poden canviar de forma 

dinàmica en resposta a factors externs, sent així el mecanisme clau pel qual l’ambient pot exercir 

la seva influència sobre l’expressió gènica i per tant també sobre el fenotip (Wong, Mill i 

Fernandes, 2011). L’epigenètica, doncs, seria el mediador entre gens i ambient, tots dos agents 

clau en l’etiologia de les malalties complexes. 
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El sistema de recompensa és un element clau en els trastorns psiquiàtrics, ja que està involucrat 

en la recompensa, la motivació, la presa de decisions i el control inhibitori (Volkow et al., 2013a), 

factors centrals en la patologia mental. De fet, molts trastorns psiquiàtrics representen estats en 

què la satisfacció o l’eufòria són difícils d’obtenir a causa d’un desequilibri dels nivells dels 

diferents neurotransmissors (dopamina, norepinefrina, GABA, oxitocina, etc.) i neuropèptids 

(oxitocina, ghrelina, etc.) que fan augmentar el requeriment químic en el sistema mesolímbic per 

aconseguir el plaer i la recompensa (Neumann i Landgraf, 2012; Michels et al., 2014). És per això 

que en la majoria de trastorns psiquiàtrics es pot parlar d’un dèficit en el sistema de recompensa 

que ens porta a un model hipodopaminèrgic (Gondré-Lewis, Bassey i Blum, 2020). En aquesta Tesi 

ens hem centrat principalment en l’addicció (a drogues i al menjar) i en el TDAH, dos trastorns 

psiquiàtrics altament comòrbids, en què el sistema de recompensa és clau. En el cas de les 

addiccions, totes les drogues d’abús i els menjars saborosos actuen directament o indirecta sobre 

el sistema de recompensa tot produint un increment de l’alliberació de dopamina a l’espai 

sinàptic, i per això no és estrany que diversos autors hagin proposat que una deficiència del 

sistema de recompensa pot ser un factor de risc clau per l’addicció a drogues i també al menjar 

(Comings i Blum, 2000; Volkow, Fowler i Wang, 2003; Blum, Thanos i Gold, 2014; Leyton, 2014). 

En el cas del TDAH, el model hipodopaminèrgic és una de les teories proposades per explicar la 

fisiopatologia del trastorn, proposant un dèficit de la transferència d’alliberació de dopamina a 

l’estímul condicionat (Tripp i Wickens, 2009). Totes aquestes evidències fan que no sigui 

descabellat pensar que hi ha unes bases epigenètiques específiques de cada trastorn psiquiàtric 

però també hi hauria unes bases epigenètiques comunes que podrien jugar un paper important 

en la seva etiologia, i que actuarien com a intermediaris entre els factors ambientals de risc i el 

genoma (Tsankova et al., 2007; Kofink et al., 2013; Peña et al., 2014).  

En aquesta Tesi hem pogut corroborar la implicació de mecanismes epigenètics (metilació de 

l’ADN i miRNAs) en diferents trastorns psiquiàtrics humans, i també hem pogut observar que un 

mateix mecanisme epigenètic, com la metilació específica d’al·lel, està implicat en diferents 

trastorns. L’anàlisi genètica d’aquest mecanisme ens va permetre identificar gens candidats a la 

dependència de drogues (CTNNBL1, SCP2 i ECHDC2), al TDAH (ARTN, C2orf82 i PIDD1) i als 

trastorns psiquiàtrics en general (ZSCAN29, ZSCAN31, BTN3A2, DDAH2, HAPLN4, ARTN, FAM109B 

i NAGA) (Article 3, Capítol 2; Articles 6 i 7, Capítol 3). En el cas de l’addicció a drogues, també vam 

poder demostrar la implicació de variants que poden alterar la unió de llocs de miRNAs tot 

identificant el gen PLCB1 com a candidat per a aquesta patologia (Article 4, Capítol 2).  
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Finalment, vam realitzar un estudi sense hipòtesi prèvia a escala genòmica per identificar factors 

de susceptibilitat genètics i epigenètics per l’addicció al menjar específicament, en aquest cas en 

un model murí (Article 5, Capítol 2). En aquest estudi vam trobar un nombre força elevat de gens 

diferencialment expressats a nucli accumbens i a l’escorça prefrontal, que en alguns casos 

mostraven canvis en els nivells de metilació a la regió promotora, proporcionant així un possible 

mecanisme per explicar els canvis d’expressió observats. A més, també vam observar un 

enriquiment de gens diferencialment expressats relacionats amb la via de senyalització 

d’oxitocina. L’oxitocina és un neuropèptid àmpliament relacionat amb l’addicció a les drogues 

(Sarnyai i Kovács, 1994, 2014; Kovács, Sarnyai i Szabó, 1998; Jurek i Neumann, 2018) que 

interacciona directament amb el sistema de recompensa (Love, 2014; Jurek i Neumann, 2018). 

Així doncs, una alteració de l’expressió de gens de la via de senyalització d’oxitocina podria portar-

nos cap a un dèficit del sistema de recompensa (Gondré-Lewis, Bassey i Blum, 2020), que tal i com 

hem comentat anteriorment, és un element central en la majoria de trastorns psiquiàtrics.  

3. Factors genètics de risc a l’addicció a drogues i trastorns comòrbids i estudis 

funcionals 

Gràcies a totes les metodologies explicades anteriorment, en els darrers anys s’han generat molts 

gens i variants candidates tant per a l’addicció com per a diversos trastorns comòrbids. Però això 

no és un final de trajecte sinó tot el contrari. S’obren ara moltes vies, començant pels estudis de 

rèplica que han de confirmar o no els resultats trobats, així com estudis funcionals in vitro i in vivo 

per entendre el rol dels gens candidats assenyalats en el trastorn d’estudi. En aquesta Tesi hem 

realitzat diferents estudis funcionals per variants i gens identificats en estudis previs realitzats per 

altres grups (Article 1, Capítol 1) o per nosaltres (Article 2, Capítol 1; Annex Article 6, Capítol 3). 

Estudi de rèplica de senyals GWAS de dependència de drogues 

En els últims anys s’han realitzat múltiples estudis d’associació que han permès identificar noves 

variants genètiques per a la dependència de drogues, tot i que només algunes d’elles s’han pogut 

replicar en mostres independents (Bühler et al, 2015). Un dels objectius d’aquesta Tesi ha consistit 

a intentar replicar les senyals obtingudes en diversos GWAS previs de dependència de drogues (p-

valor < 5E-08) duent a terme un estudi d’associació amb la nostra mostra de dependència de 

drogues, recollida a l’Hospital Vall d’Hebron. A causa de la metodologia utilitzada en aquests 

estudis previs, on es realitzen un elevat nombre de tests, podria ser que algunes d’aquestes 

variants genètiques corresponguin en realitat a falsos positius (Chanock et al, 2007; Kraft et al, 

2009).  
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En el moment en què vam realitzar l’estudi de rèplica (Article 1, Capítol 1) només s’havien publicat 

tres GWAS de dependència de drogues en general amb resultats que superaven el llindar de 

significació a escala genòmica, i que assenyalaven tres variants de risc en individus amb 

ascendència europea i una variant en individus amb ascendència africana (Johnson et al., 2015). 

Pel que fa a la dependència de cocaïna, només s’havia descrit una associació en una metanàlisi 

d’individus d’ascendència europea i africana (Gelernter et al., 2014). Degut a les característiques 

d’etnicitat de la nostra mostra, vam decidir intentar replicar únicament aquelles variants 

associades al fenotip en mostres d’ascendència europea. Així doncs, les variants que vam 

seleccionar van ser rs1868152 i rs2952621, associades amb la dependència de drogues en 

individus europeus (McGue et al., 2013; Wetherill et al., 2014) però vam descartar la variant 

rs2567261 ja que els autors de l’estudi no van poder replicar-la en una mostra independent 

(Wetherill et al., 2014). Per la dependència de cocaïna vam seleccionar l’única variant descrita, 

rs2629540. De les tres variants avaluades, només vam poder replicar l’associació de l’SNP 

rs2952621 amb la dependència de drogues sota el model dominant, amb el mateix al·lel de risc, 

T, en totes les tres mostres estudiades (Wetherill et al., 2014), tal i com es va corroborar amb la 

metanàlisi realitzada. La relació funcional d’aquesta variant amb la predisposició a la dependència 

de drogues no està clara, tot i que a través de diverses eines bioinformàtiques sabem que està 

prop d’un gen encara no caracteritzat, LINC01854, en una regió amb marques d’histones 

relacionades amb enhancers i promotors en cervell. Aquests resultats ens tornen a assenyalar la 

importància d’estudiar la possible contribució de l’epigenètica en l’addicció a les drogues: en 

aquest cas, podria ser que la variant associada tingui un impacte sobre determinats elements 

reguladors, tot afectant la regulació de l’expressió gènica. 

Tot i que no hem pogut replicar les associacions amb les altres dues variants avaluades, això no 

descarta necessàriament la seva validesa. Poden haver-hi diferents raons, degudes a limitacions 

intrínseques dels estudis d’associació que ja s’han discutit, com ara les característiques de la 

mostra que afecten directament al poder estadístic (heterogeneïtat clínica dels casos, ètnia, 

efecte modest de la variant avaluada, mida mostral, etc) o el disseny de l’estudi (covariables 

considerades, mètodes de correcció aplicats, model d’herència considerat, etc), tant en els estudis 

originals (McGue et al., 2013; Gelernter et al., 2014) com en l’estudi realitzat per nosaltres. Per 

exemple, la variant rs2629540 fou prèviament associada amb la dependència de cocaïna en un 

estudi que combinava individus americans d’ascendència europea i africana, mentre que la nostra 

mostra conté exclusivament individus espanyols d’ascendència europea. D’altra banda, les 

mostres utilitzades en l’estudi original no mostren un equilibri en el número de casos i controls 

utilitzats (o un predomini dels controls), sent quatre vegades més gran el número de casos que de 
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controls, al contrari del patró que segueixen la majoria de dissenys, com el nostre, i que es 

recomana per tenir un bon poder estadístic (Nsengimana i Bishop, 2017). Finalment, els controls 

utilitzats en l’estudi previ són individus que han estat prèviament exposats a cocaïna almenys un 

cop a la seva vida però que no han desenvolupat la dependència, i en canvi els nostres controls 

són individus de la població general. Totes aquestes diferències en el disseny experimental 

podrien explicar la no replicació de les senyals, i és per això que no podem concloure clarament 

que les senyals no replicades siguin falsos positius.  

Estudi funcional in vitro del gen NFAT5, candidat a contribuir a la dependència de drogues 

En un estudi previ realitzat pel grup es va assenyalar NFAT5 com a candidat a la susceptibilitat a 

la dependència de cocaïna (Fernàndez-Castillo et al., 2015). NFAT5 mostrava una expressió 

incrementada en cèl·lules SH-SY5Y (model neuronal dopaminèrgic) després d’una exposició aguda 

a cocaïna i es va demostrar que variants dins d’aquest gen estaven associades a la dependència 

de cocaïna (Fernàndez-Castillo et al., 2015). Un estudi previ realitzat en cèl·lules del tub renal 

havia descrit que NFAT5 induïa la transcripció de DDC, que codifica l’enzim encarregat de 

transformar la L-DOPA en dopamina (Hsin et al., 2011). Tal i com s’ha comentat en la Introducció, 

l’alliberació de dopamina al sistema mesolímbic implica l’activació de la sensació de plaer i 

recompensa en resposta a estímuls naturals i addictius, sent doncs un neurotransmissor clau en 

la dependència de cocaïna (Volkow, Wise i Baler, 2017). En base a tota aquesta informació, ens 

vam plantejar si NFAT5 també podia modular l’alliberació de dopamina al cervell a través de la 

regulació de l’expressió de la isoforma neuronal de DDC, la qual cosa reforçaria la seva candidatura 

a un trastorn psiquiàtric. Per tal de respondre aquesta pregunta vam dur a terme un estudi in vitro 

utilitzant dues línies cel·lulars neurals dopaminèrgiques, PC12 i SH-SY5Y (Article 2, Capítol 1). 

En els estudis in vitro és molt important controlar la variabilitat entre les mostres i l’ús de rèpliques 

biològiques i controls, ja que la fiabilitat i replicabilitat dels resultats obtinguts dependrà d’això. 

Per tal de controlar la variabilitat, tots els experiments es van realitzar sota les mateixes 

condicions metodològiques, en cultius cel·lulars amb el mateix número de passades cel·lulars i es 

van utilitzar rèpliques biològiques per a cada condició experimental. Per contrastar la nostra 

hipòtesi vam induir l’expressió i l’activació d’NFAT5 (mitjançant un xoc hipertònic) i vam avaluar 

el possible efecte sobre l’expressió del nostre ‘gen problema’, DDC, i de dues dianes conegudes 

d’NFAT5 (TAUT i SMIT) que ens servien de control positiu. Després del xoc hipertònic vam observar 

un augment de l’expressió d’NFAT5 i de les seves dianes TAUT i SMIT, tal i com s’havia descrit en 

estudis previs (Loyher et al., 2004; Aramburu et al., 2006; Halterman, Kwon i Wamhoff, 2012) i, 

curiosament, una disminució de l’expressió de DDC. A continuació vam silenciar NFAT5 utilitzant 
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un shRNA específic i vam seguir observant la mateixa disminució de l’expressió de DDC, tot 

indicant que el canvi d’expressió era degut a un mecanisme independent d’NFAT5. Així doncs, a 

través d’aquest estudi vam poder concloure que NFAT5 no regula l’expressió de la isoforma 

neuronal de DDC en cap de les dues línies cel·lulars utilitzades i que per tant no modula 

l’alliberació de dopamina a través d’aquest mecanisme en aquests models cel·lulars. En base 

aquests resultats doncs, serien necessaris altres estudis per entendre quin és el rol d’NFAT5 en 

l’addicció a cocaïna. De fet, malgrat que la funció principal descrita per NFAT5 és la de regulació 

homeostàtica sota estrès osmòtic (Halterman, Kwon i Wamhoff, 2012), també s’han descrit 

diferents funcions per aquesta proteïna en cervell com la regulació de l’expressió de AQP4 en 

astròcits, la protecció de neurones i astròcits contra danys isquèmics o la participació en la 

neuroinflamació (Mak et al., 2012; Yi et al., 2013; Jeong et al., 2016; Xia et al., 2017; Yang, Wang 

i Peng, 2018), funcions que podrien abordar-se per tal d’entendre la contribució d’aquest gen a la 

dependència de cocaïna.  

Model animal genoanul·lat del gen C2orf82, candidat pel TDAH 

En un dels estudis inclosos en aquesta Tesi (Article 6, Capítol 3) vam assenyalar el gen C2orf82, 

juntament amb dos altres gens, com a candidats a estar implicats en el TDAH. El gen C2orf82, 

també conegut com a SNORC (Small NOvel Rich in Cartilage), és un gen molt poc estudiat pel qual 

la majoria d’estudis s’han centrat en la seva funció en cartílag, on s’ha suggerit que pot estar 

involucrat en la maduració dels condròcits i l’ossificació endocondral postnatal (Heinonen et al., 

2011, 2017), i on s’ha vist que la seva expressió està regulada per SOX9 (Jaiswal et al., 2020). En 

aquests estudis també s’ha suggerit una expressió específica d’aquest gen en cartílag mitjançant 

la tècnica de transferència Northern (Heinonen et al., 2011; Jaiswal et al., 2020), tot i que en la 

present Tesi hem pogut constatar que C2orf82 també s’expressa al cervell mitjançant la tècnica 

de qRT-PCR, mostrant les expressions més altes en el nucli accumbens i el nucli estriat dorsal. 

Aquesta diferència en els resultats probablement pot ser deguda a les diferències entre ambdues 

tecnologies (Dallas et al., 2005). Concretament, la RT-qPCR és entre 1.000 i 10.000 vegades més 

sensible que altres tècniques basades en la transferència d’RNA (O’Driscoll et al., 1993; Dean, 

Goodwin i Hsiang, 2002).  

L’any 2011 es va realitzar el primer estudi centrat en la proteïna C2orf82 (Heinonen et al., 2011). 

Aquest estudi inclou una predicció de l’estructura secundària i terciària d’aquesta proteïna, que 

indicava que es tractava d’un proteoglicà de transmembrana curt de tipus I que contenia un pèptid 

senyal, un domini transmembrana prop de la regió C-terminal i un domini intracel·lular. A més, 

també es va predir que en el domini extracel·lular hi havia nou treonines/serines propenses a la 
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modificació O-N-acetylgalactosamina (O-GalNAc) i que hi havia un lloc d’unió de 

glicosaminoglicans (GAG) (Heinonen et al., 2011). En aquesta Tesi també vam realitzar un estudi 

de predicció de l’estructura secundària i terciària de la proteïna ja que des del 2011 fins l’actualitat 

s’han desenvolupat eines bioinformàtiques i bases de dades amb més poder predictiu. Mitjançant 

aquesta anàlisi vam arribar a conclusions similars, però amb la diferència que ara no quedaria clar 

que la proteïna contingui un únic domini transmembrana: hem predit una segona hèlix 

transmembrana a una regió més proximal a l’extrem N-terminal de la proteïna, que tindria 

associada una probabilitat elevada (Annex de l’Article 6, Capítol 3). Finalment, en un estudi 

publicat recentment (Jaiswal et al., 2020), s’ha constatat que l’estructura de la proteïna C2orf82 

conté un únic domini transmembrana, on l’extrem N-terminal es troba a la regió extracel·lular i 

l’extrem C-terminal és intracel·lular, confirmant doncs que la segona hèlix predita en les nostres 

anàlisis realment no existeix. 

Tot i que la funció en cervell de C2orf82 és desconeguda, se sap que els proteoglicans són crucials 

en diferents processos bàsics del neurodesenvolupament i manteniment del SNC, com la 

proliferació, migració i especificació cel·lular, l’orientació axonal, la sinaptogènesi, la plasticitat i 

la regeneració (Schwartz i Domowicz, 2018). A més, diferents estudis també indiquen que els 

proteoglicans poden tenir un paper en diferents trastorns psiquiàtrics com l’esquizofrènia, el 

trastorn bipolar o la depressió (Goossens et al., 2003; Cichon et al., 2011; Shi et al., 2011; Schwartz 

i Domowicz, 2018). Pel que fa al gen C2orf82 específicament, s’ha associat prèviament amb 

esquizofrènia (Ripke et al., 2013; Li et al., 2017), i a més, també apareix com una de les troballes 

destacades en un GWAS que inclou vuit trastorns psiquiàtrics. Concretament, en aquest estudi 

C2orf82 va ser assenyalat per la variant rs778353 (p-valor =2,06E−11, associada amb esquizofrènia 

i trastorn bipolar (m-value > 0,9)), situada 47 kB downstream del gen (Cross-Disorder Group of the 

Psychiatric Genomics Consortium, 2019). Totes aquestes evidències, juntament amb els resultats 

de l’Article 6 del Capítol 3 d’aquesta Tesi, converteixen el gen C2orf82 en un bon candidat per ser 

estudiat en un model animal, com hem fet. 

En la caracterització fenotípica dels ratolins genoanul·lats per C2orf82 vam realitzar tant tests de 

caracterització fenotípica general com tests específics per trets i trastorns psiquiàtrics. En la 

fenotipació general vam poder confirmar que els ratolins no mostraven problemes de salut 

general, ni anhedònia (incapacitat per sentir plaer), ni problemes de coordinació motora. A més, 

també vam poder observar hipolocomoció en els ratolins KO en comparar-los amb els WT en 

diversos tests realitzats, així com un possible fenotip d’ansietat i una menor curiositat 

exploratòria. En la Continuous Performance Task, un test específic per avaluar diferents tipus 



  Discussió 

325 
 

d’atenció així com la impulsivitat, tots els ratolins van mostrar una capacitat d’aprenentatge 

correcta, i no es van observar diferències en l’atenció però sí una major impulsivitat per part dels 

ratolins KO en comparació amb els WT. Finalment, en els resultats d’autoadministració de cocaïna 

vam observar que els ratolins KO mostraven una menor motivació per la droga. També vam 

observar diferències en la fase de restabliment de la resposta a la droga, que simula la situació de 

recaiguda dels humans. En aquesta etapa vam observar que tots els ratolins, sense importar el 

genotip, recordaven l’estímul associat als efectes reforçants de la cocaïna, però que tant els HET 

com els homozigots KO cessaven abans el comportament de cerca de la droga, fet que es pot 

interpretar com una disminució de la probabilitat de recaiguda. Aquests resultats obtinguts en el 

test d’autoadministració de cocaïna anirien en consonància amb la teoria hipodopaminèrgica 

discutida anteriorment, de manera que els ratolins KO pel gen C2orf82, igual que els individus 

diagnosticats amb TDAH, poden presentar aquesta disfunció del sistema de recompensa, tal i com 

s’observa amb la menor motivació per part dels ratolins KO per aconseguir la recompensa 

(cocaïna) quan això implica un esforç extra. A més, el dèficit de transferència d’alliberació de 

dopamina a l’estímul condicionat també explicaria el cessament primerenc del comportament de 

cerca de la droga, en què s’estimula l’animal únicament amb l’estímul condicionat. Tot i així, el 

número d’animals utilitzats encara és molt limitat, i per tant hauríem d’incrementar la mida 

mostral per poder confirmar els fenotips descrits. 

4. Perspectives de futur  

Al llarg dels anys s’han utilitzat múltiples aproximacions per estudiar base genètica de les 

addiccions i trastorns comòrbids. Al principi aquestes eren estratègies basades en hipòtesis, que 

poc a poc han evolucionat cap a metodologies sense hipòtesi prèvia, com els GWAS o els estudis 

transcriptòmics i epigenòmics, que han permès identificar centenars de variants i gens prèviament 

no relacionats amb els trastorns. 

En l’inici de l’era dels GWAS, fa prop de 15 anys, els trastorns que s’estudiaven comptaven amb 

mostres d’uns milers d’individus, que en molts casos no van permetre detectar senyals 

d’associació que superessin el llindar de significació genòmica, probablement perquè l’etiologia 

és poligènica amb efectes menors o moderats de cadascuna de les variants implicades. Així, va 

sorgir la necessitat d’incrementar les mides mostrals d’aquests estudis, i amb aquest objectiu es 

van començar a crear grans consorcis internacionals com el Psychiatric Genomics Consortium 

(PGC, https://www.med.unc.edu/pgc/) que han permès la realització de GWAS i metanàlisis en 

mostres molt més grans (desenes o centenars de milers d’individus afectats) que difícilment 

s’haurien pogut reclutar localment. El PGC treballa en aquests moments amb onze trastorns 

https://www.med.unc.edu/pgc/
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psiquiàtrics diferents, entre ells l’addicció a drogues i el TDAH (Sullivan et al., 2018). L’última 

metanàlisi publicada en TDAH comptava amb uns 20.000 casos i 35.000 controls i es van identificar 

12 associacions que superaven el llindar de significació (Demontis et al., 2019). En el passat World 

Congress of Psychiatric Genetics (2019) es van presentar els resultats d’un nou estudi GWAS en 

TDAH que supera els cent mil individus entre casos i controls, i que incrementa el número 

d’associacions significatives a prop de 100. Pel que fa a l’addicció a drogues, tot i que s’han fet 

estudis destacables per a l’addicció a l’alcohol (Walters et al., 2018; Kranzler et al., 2019), encara 

falta molt camí per recórrer en relació a l’addicció a les drogues il·legals, un fenotip poc estudiat 

a nivell genètic. L’últim GWAS publicat per aquest fenotip va utilitzar una mostra de més de 4.000 

americans d’origen europeu o africà amb dependència de l’alcohol o a drogues il·lícites, i uns 

6.200 controls, identificant només tres variants genètiques associades al fenotip considerant 

només els individus americans d’origen africà (Wetherill et al., 2019). Tot i així, el poder estadístic 

segueix sent limitat degut a la mida mostral, i és per això que un dels objectius del PGC en un futur 

proper és recollir al voltant de 10.000 casos amb dependència de cocaïna i els controls 

corresponents per poder fer un GWAS amb suficient poder estadístic. A més, aquest consorci no 

només ha treballat amb la genètica específica de cada trastorn, sinó que també ha realitzat estudis 

per explorar les bases genètiques compartides entre els trastorns psiquiàtrics (Cross-Disorder 

Group of the Psychiatric Genomics Consortium et al., 2013; Cross-Disorder Group of the 

Psychiatric Genomics Consortium, 2019). Els resultats mostren de forma molt clara que el grau de 

solapament genètic entre trastorns és important, i això podria explicar, almenys en part, la 

comorbiditat que s’observa entre diferents malalties psiquiàtriques. Fins ara, la majoria d’estudis 

s’han centrat en identificar les bases genètiques de trastorns psiquiàtrics específics, però aquests 

resultats mostren que també és interessant buscar quines són les bases genètiques compartides 

entre ells.  

L’era GWAS doncs, ha permès la identificació de centenars de loci que s’han associat al risc de 

patir diferents trastorns psiquiàtrics. Tot i això, hi ha diversos factors que poden complicar trobar 

la relació entre les variants genètiques identificades i el trastorn associat, així com entendre 

l’impacte funcional d’aquestes variants. En primer lloc, l’associació d’un locus amb una malaltia 

no especifica quina variant (o variants) és en realitat la causal, ni quin gen (o gens) està afectat 

per la variant causal. En conseqüència, és necessària una validació empírica per determinar quines 

de les variants associades són realment funcionals (Schaub et al., 2012; Edwards et al., 2013). I és 

aquí on l’epigenètica ens pot ajudar a entendre l’impacte funcional d’almenys part d’aquestes 

variants. Però l’ús de l’epigenètica no acaba aquí, ja que també pot assenyalar biomarcadors molt 

robustos per poder classificar els pacients més enllà de l’expressió fenotípica que presenten, i així 
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poder adequar millor el tractament que han de rebre (Kular i Kular, 2018). Finalment, també s’han 

assenyalat com a possibles dianes terapèutiques, recolzant-se en resultats obtinguts en models 

animals (Kular i Kular, 2018; Nestler i Lüscher, 2019). Un exemple són els inhibidors de 

desacetilases d’histones (HDAC), que s’han proposat com a possible tractament tant per la 

dependència de drogues com per la depressió (Fuchikami et al., 2016; Misztak, Pańczyszyn-

Trzewik i Sowa-Kućma, 2018; Nestler i Lüscher, 2019). Tot i així, el problema principal que 

presenten aquestes molècules és que tenen com a diana proteïnes d’expressió ubiqua, cosa que 

podria conduir a efectes secundaris fora de l’objectiu desitjat (Nestler i Lüscher, 2019). Així doncs, 

encara fa falta molta recerca en aquest camp per assenyalar molècules amb dianes més 

específiques.  

Finalment, un cop s’han identificat les variants causals i quin pot ser el seu impacte funcional o 

quin és el gen afectat per aquestes variants, cal anar un pas més enllà i estudiar a fons quina és la 

seva connexió amb el fenotip mitjançant estudis funcionals, tant a nivell cel·lular com en models 

animals. El ratolí és normalment el model seleccionat ja que el seu genoma presenta una gran 

identitat amb l’humà (superior al 95%), a banda que hi ha nombroses tècniques de manipulació 

genètica que permeten mimetitzar el trastorn estudiat (Ermann i Glimcher, 2012) i un gran 

nombre de tests per estudiar el comportament dels ratolins. El peix zebra i la Drosophila són altres 

organismes model que cada vegada són més populars perquè presenten una sèrie d’avantatges 

respecte els ratolins: la facilitat de manipulació genètica, la capacitat de produir ràpidament gran 

quantitat d’organismes amb un genotip específic i la capacitat d’estudi de l’expressió gènica 

específica de teixit en animals vius (Edwards et al., 2013). Malgrat que ambdues espècies s’han 

utilitzat per estudiar trastorns psiquiàtrics o conductes complexes lligades a aquests trastorns 

(Kalueff et al., 2013; Van Alphen i Van Swinderen, 2013), el nombre de tests existents per estudiar 

el comportament d’aquests models és encara limitat. Així doncs, en els pròxims anys la recerca 

també s’ha de centrar en idear nous tests per poder millorar la caracterització fenotípica d’aquests 

models.  

En resum, el panorama científic està canviant, primerament amb l’aparició de les noves 

tecnologies de genotipació i seqüenciació a escala genòmica i a continuació amb la integració de 

dades epigenòmiques per entendre la funcionalitat de les variants destacades en aquests estudis. 

Tot i això, encara queden moltes incògnites que cal abordar en els propers anys per tenir un 

coneixement complet de la genètica de les addiccions i dels trastorns comòrbids, així com de la 

genètica compartida entre ells. 
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Study of genetic risk factors for drug addiction identified previously 

1. The variant rs2952621, previously identified in a GWAS study of drug dependence, has been 

replicated in our Spanish sample. 

2. NFAT5, previously identified by us as involved in cocaine dependence, does not modulate 

dopamine synthesis through DDC expression regulation in dopaminergic neural cell lines. 

Identification of genes and epigenetic risk factors for drug and food addiction 

3. We have identified and replicated variants with an epigenetic effect (methylation or miRNA 

regulation) that contribute to drug dependence susceptibility.  

4. The CTNNBL1, SCP2, ECHDC2 and PLCB1 genes have been pointed by these epigenetic variants 

as possible contributors to drug dependence. 

5. There are specific mRNA or miRNA expression profiles in the NAc and mPFC of mice that are 

related to vulnerability/resilience to food addiction, some of them explained by changes in 

methylation. 

6. The oxytocin signalling pathway, previously related to addiction and eating disorders, is 

highlighted as a possible contributor to food addiction. 

Identification of genes and epigenetic risk factors for psychiatric disorders that are comorbid to drug 

addiction 

7. Genetic risk factors for ADHD are enriched in variants influencing methylation (ASM). Some of 

them alter the expression of the ARTN, C2orf82 and PIDD1 genes. 

8. The C2orf82 gene is expressed in the mouse brain with the highest expression in the NAc, and 

its depletion in mice causes hypolocomotion, impulsivity and decreased motivation for 

cocaine.  

9. We have identified SNPs influencing methylation and expression of eight genes in brain that 

show pleiotropic effects on several psychiatric disorders. 
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