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RESUMEN (1) (2):

Estudios previos de identificacion de biomarcadores asociados a adicciones han permitido vislumbrar
una serie de candidatos que, en el caso de validarse como tales biomarcadores, podrian contribuir a
perfeccionar el diagndstico y tratamiento de dichas adicciones, asi como a prevenir mejor las
recaidas. En este contexto, el presente proyecto ha abordado la validacion de polimorfismos
seleccionados de los genes H3HR, CARTPT, CLU y MDK y de los niveles de CART, clusterina y midkina
en fluidos biolégicos como biomarcadores asociados a la adiccion al alcohol, cocaina y tabaco.

El genotipado por secuenciacién de muestras bioldgicas de adictos al alcohol y/o cocaina en
comparacién con una poblacién de referencia ha permitido establecer una clara asociacidn entre
tres variantes del gen CLU y la presencia de al menos una adiccion (rs867231, rs867231 vy
rs11787077), dos variantes del gen H3HR y adiccion a la cocaina (rs3787430y rs74627870) y una del
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gen CARTPT y adiccion al alcohol (rs6453132). Se han identificado ademas asociaciones significativas
entre una variante de cada uno de los dos ultimos genes (rs13042865 de H3HR y rs3857383 de
CARTPT) y el grado de dependencia mostrado por los adictos a cocaina y alcohol, respectivamente.

En cuanto a los biomarcadores en fluidos bioldgicos, se ha observado que los niveles plasmaticos de
midkina estaban incrementados en un 60% en pacientes con trastorno por consumo de cocaina en
abstinencia temprana con respecto a los controles, una diferencia que tendia a desaparecer segun
progresaba la abstinencia. Algo cualitativamente semejante se observé con los niveles de clusterina
en saliva de fumadores; dichos niveles dependian de los afios previos de consumo y del numero de
cigarrillos consumidos en el momento del reclutamiento, y descendian en un 46% tras seis meses de
abstinencia.

Los resultados obtenidos en este proyecto proporcionan una serie de marcadores genéticos con
potencial valor diagndstico para la vulnerabilidad adictiva, y dos analitos con potencial valor
diagndstico y prondstico para el seguimiento en terapias de cesacién tabaquica y de abstinencia a la
cocaina

ABSTRACT (English):

Previous studies aimed at identifying addiction biomarkers suggested some candidates that could
help to improve the diagnosis and treatment of the disease and to progress in the prevention of
relapses. In this context, this project has addressed the validation of selected polymorphisms of the
H3HR, CARTPT, CLU and MDK genes as well as levels of CART, clusterin and midkine in biological
fluids as biomarkers associated with addiction to alcohol, cocaine, and tobacco.

The comparative study of biological samples from alcohol and / or cocaine addicts and controls
permitted to establish a clear association between three variants of the CLU gene and the presence
of at least one addiction (rs867231, rs867231 and rs11787077), two variants of the H3HR gene and
cocaine addiction (rs3787430 and rs74627870) and one of the CARTPT gene and alcohol addiction
(rs6453132). Significant associations have also been identified between a variant of each of the last
two genes (rs13042865 of H3HR and rs3857383 of CARTPT) and the degree of dependence shown by
addicts to cocaine and alcohol, respectively.

Regarding biomarkers in biological fluids, it has been observed that plasma levels of midkine were
increased by 60% in patients with cocaine use disorder in early withdrawal compared to controls, a
difference that tended to disappear as abstinence progressed. Something qualitatively similar was
observed with the levels of clusterin in saliva of smokers; these levels depended on the previous
years of consumption and the number of cigarettes consumed at the time of recruitment, and
decreased by 46% after six months of abstinence.

The results obtained in this project provide a series of genetic markers with potential value to
estimate addiction vulnerability, and two analytes with potential diagnostic and prognostic value for
follow-up in smoking cessation and cocaine withdrawal therapies.

PALABRAS CLAVE (3):

Adiccion; clusterina; cart; midkina

KEY WORDS (English):

Addiction; clusterin; cart; midkine
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JUSTIFICACION DEL PROYECTO Y OBJETIVOS:

La identificacion de biomarcadores asociados a la génesis y desarrollo de las enfermedades
constituye en la actualidad una de las aproximaciones mas efectivas para mejorar su diagndstico y su
prondstico, asi como para desarrollar aplicaciones terapéuticas novedosas (Ullastres y Rendo, 2014).
El impacto real del descubrimiento de un biomarcador capaz de predecir la eficacia y seguridad de
un nuevo tratamiento se ha tratado de cuantificar por diversos autores, y asi por ejemplo se ha
propuesto que en lo que respecta al desarrollo de un nuevo farmaco las posibilidades de éxito
pueden llegar a duplicarse cuando aparece un nuevo biomarcador relevante (Wendler y Wheling,
2012). En este contexto, un buen nimero de grupos de investigaciéon ha tratado de identificar
biomarcadores de utilidad en los trastornos adictivos; sin embargo, puede afirmarse que este
esfuerzo no se ha visto aun suficientemente recompensado por el hallazgo de buenas herramientas
diagndsticas o predictivas de respuesta terapéutica que ayuden a mejorar los tratamientos
disponibles, que siguen arrojando resultados pobres a medio/largo plazo. Hay que resefiar que
muchos de los equipos de investigacidon que trabajan en este campo han circunscrito sus estudios a
lo biomarcadores genéticos, lo que puede proporcionar sin duda importantes avances, pero debe
valorarse en su justa medida: si tomamos como ejemplo el caso del tabaquismo, las estimaciones
mas rigurosas atribuyen a factores genéticos aproximadamente un 40-50% del riesgo de inicio del
consumo de tabaco, un 70-80% del grado de dependencia del fumador y sélo alrededor de un 50%
del éxito del tratamiento de deshabituacion tabdquica (Verde y Santiago, 2013). Una situacion
cualitativamente semejante podria generalizarse para otras adicciones, haciendo asi evidente la
conveniencia de identificar biomarcadores de diversa naturaleza con el triple propdsito de refinar el
diagndstico de los pacientes, mejorar / predecir la eficacia de las intervenciones terapéuticas y
prevenir el riesgo de recaidas.

En este contexto, el presente proyecto pretende validar algunos biomarcadores potencialmente
asociados a las adicciones que han sido identificados por nuestro grupo en estudios previos,
utilizando para ello muestras bioldgicas de personas con adiccion a alcohol, tabaco o cocaina.
Nuestro equipo fue uno de los primeros en relacionar las vias histaminérgicas centrales y la funcién
del receptor H3 de histamina con los efectos de drogas como los opioides, el alcohol, la
metanfetamina o la MDMA (Alguacil y Pérez-Garcia, 2003; Ellenbroek, 2013). En los Ultimos afios se
ha producido un progreso notable en el conocimiento de la farmacologia de este receptor, al tiempo
que se ha corroborado su implicacion en distintas adicciones (Nieto-Alamilla et al., 2016, Nuutinen et
al., 2016). Es por tanto razonable esperar que aquellas alteraciones genéticas que afectan
funcionalmente al receptor H3 (una proteina codificada por el gen HRH3) podrian tener repercusion
sobre la vulnerabilidad de un determinado sujeto a las adicciones, idea que ademds se apoya en
datos experimentales como el que los ratones HRH3-KO son menos sensibles a los efectos
reforzantes del alcohol y de los psicoestimulantes (Nuutinen et al.,, 2011). A pesar de estos
antecedentes, hasta nuestro conocimiento no se han realizado estudios de asociaciéon de
polimorfismos del receptor HRH3 y consumo de drogas en humanos, lo que ha sido por tanto objeto
del presente trabajo.

Un segundo marcador seleccionado para este estudio es CART (del inglés cocaine and amphetamine-
regulated transcript), transcrito que se describid inicialmente al detectarse su sobre-expresion en el
cerebro de ratas tratadas con psicoestimulantes (Douglass et al, 1995). Con el tiempo se
comprobaria que los péptidos derivados de CART estaban estrechamente implicados tanto en la
regulacion de la ingesta como en los efectos de distintas drogas de abuso (Vicentic et al., 2007). En
esta linea, estudios llevados a cabo en modelos animales por nuestro grupo sugieren que una
hipoactividad de CART en determinadas areas del cerebro podria conferir una especial
susceptibilidad a desarrollar comportamientos adictivos (Salas et al., 2013). Basandonos tanto en
nuestros propios hallazgos como en los antecedentes bibliogréaficos disponibles, en este proyecto
pretendemos establecer si los cambios en el funcionalismo central de CART asociados a las
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adicciones se traducen en alteraciones detectables de los niveles en muestras bioldgicas accesibles
en clinica, lo que otorgaria a este péptido un posible interés como biomarcador diagndstico y/o de
respuesta a los tratamientos. Ademds, pretendemos también estudiar polimorfismos seleccionados
del gen CARTPT, que en humanos codifica para el precursor de los péptidos CART, de una manera
analoga a lo anteriormente mencionado en el caso del gen HRH3.

Estudios realizados por nuestro equipo han demostrado que la pérdida de control sobre la conducta
alimentaria, un rasgo fundamental de la llamada “adiccién a la comida”, correlaciona con los niveles
plasmaticos de clusterina en humanos (Rodriguez-Rivera et al., 2019). Hasta nuestro conocimiento
no existe ningun trabajo que haya relacionado a esta proteina multifuncional con otro tipo de
adiccidn, razén por la cual hemos estudiado polimorfismos del gen CLU y niveles de su producto
clusterina en nuestros pacientes con adicciones.

Otra de las lineas originalmente abiertas en nuestro laboratorio arranca del hallazgo de que midkina
y pleiotrofina, dos citoquinas homdlogas con acciones bioldgicas muchas veces redundantes, se
sobre-expresan en el cerebro de roedores tratados con opioides o anfetamina, y que esto tiene una
repercusion directa sobre las neuroadaptaciones y la toxicidad subyacentes a los procesos adictivos
en estos animales (Ezquerra et al., 2007; Gramage et al., 2010). A estos resultados siguieron otras
evidencias en la misma direccidén que se extendieron a drogas como el alcohol, lo que nos ha llevado
a proponer que midkina, pleiotrofina y las moléculas relacionadas con su mecanismo de accidn
podrian constituir dianas potenciales de gran interés potencial en diversas drogodependencias,
siendo por tanto candidatas a marcadores de adiccion (ver revision de Alguacil y Herraddén, 2015).

Los objetivos que se abordaron en el proyecto fueron los siguientes:
1) Estudiar polimorfismos seleccionados de los genes H3RH, CARTPT, CLU y MDK en muestras

de DNA de sujetos alcohdlicos y adictos a cocaina, con el fin de averiguar si alguno de estos
polimorfismos estd significativamente asociado al grado de adiccion.

2) Estudiar los niveles de CART, clusterina y midkina en fluidos biolégicos de fumadores y
adictos a la cocaina con el fin de averiguar si estos niveles correlacionan con la gravedad de la
adiccion.

METODOLOGIA Y DESARROLLO DEL PROYECTO. ANALISIS ESTADISTICO :
1) Estudio de polimorfismos genéticos en adictos al alcohol y la cocaina

Para el estudio de polimorfismos genéticos asociados al consumo de alcohol y cocaina se utilizaron
499 muestras de DNA de adictos procedentes de la Red de Trastornos Adictivos, cuyo fenotipo de
adiccién viene determinado mediante la entrevista PRISM de investigacion psiquidtrica para
trastornos mentales y por sustancias. Se utilizaron asimismo 500 muestras control representativas
de la poblacién general procedentes del Banco Nacional de DNA. Las muestras se genotiparon en el
Centro Nacional de Genotipado CeGen-ISCIll mediante una tecnologia de secuenciacion de alto
rendimiento (Sequenom). En cada muestra se estudiaron 66 polimorfismos seleccionados de los
genes H3RH, CARTPT, CLU y MDK. El andlisis de los resultados se realizé en dos fases: en la primera,
se compararon los genotipos de adictos y controles, y en la segunda se estudio la asociacion entre
genotipos y fenotipos adictivos en los adictos. En ambos casos se utilizaron regresiones logisticas,
tomandose como umbral de significacion un valor de p < 0,05.

2) Niveles de CART, clusterina y midkina en muestras bioldgicas

Para la realizacion de este estudio se utilizaron 133 muestras de plasma de adictos a la cocaina en
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abstinencia y 125 muestras de individuos control proporcionadas por el Hospital Regional
Universitario de Malaga. Ademas, se obtuvieron muestras de saliva de 81 fumadores incluidos en el
programa de deshabituacién tabaquica del Centro de Salud Municipal de Fuencarral (Madrid Salud) a
dos tiempos diferentes: en el inicio del estudio, y seis meses después de la interrupcién del
consumo. Para la determinacion de los niveles de los marcadores se utilizaron kits de ELISA (CART:
EIA kit RayBiotech, Norcross GA, USA; clusterina: EHCLU, Thermo Scientific, Waltham MA, USA;
midkina: MKELISA, Cellmid, Sydney, Australia). Las comparaciones de niveles entre adictos a la
cocaina a distintos tiempos de abstinencia y con individuos control se realizé mediante ANOVA y test
de comparaciones multiples (Bonferroni). En los fumadores, se analizo la posible asociacién entre los
niveles de los marcadores y diversas variables asociadas al consumo de tabaco mediante el cdlculo
de coeficientes de correlacién de Spearman o Pearson (dependiendo de la naturaleza de cada
variable), y se utilizo el test de Wilcoxon para comparar los niveles basales con los obtenidos 6 meses
después de la cesacion tabaquica. En todos los casos se consideraron significativas las diferencias
con una p <0,05.

PRINCIPALES RESULTADOS:

El genotipado por secuenciacién de muestras bioldgicas de adictos al alcohol y cocaina en
comparacién con una poblacién de referencia ha permitido establecer una clara asociacién entre
tres variantes del gen CLU y la presencia de al menos una adiccidon (rs867231, rs867231 vy
rs11787077), dos variantes del gen H3HR y adiccion a la cocaina (rs3787430 y rs74627870) y una del
gen CARTPT y adiccion al alcohol (rs6453132). Se han identificado ademas asociaciones significativas
entre una variante de cada uno de los dos ultimos genes (rs13042865 de H3HR y rs3857383 de
CARTPT) y el grado de dependencia mostrado por los adictos a cocaina y alcohol, respectivamente.

En cuanto a los biomarcadores en fluidos bioldgicos, se ha observado que los niveles plasmaticos de
midkina estaban incrementados en un 60% en pacientes con trastorno por consumo de cocaina en
abstinencia temprana con respecto a los controles, una diferencia que tendia a desaparecer segun
progresaba la abstinencia (fig. 1). No se observaron diferencias entre grupos en lo que respecta a los
niveles de clusterina.
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Figura 1. Panel izquierdo: Niveles plasmaticos de midkina en sujetos control y en pacientes con
trastorno por consumo de cocaina (CUD) en abstinencia temprana o tardia. Panel derecho: relacion
entre los niveles plasmaticos de midkina y la duracién de la abstinencia.
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En fumadores se observd que los niveles de clusterina en saliva dependian de los afos previos de
consumo y del nimero de cigarrillos consumidos en el momento del reclutamiento (fig. 2). Estos
niveles descendian en un 46% tras seis meses de abstinencia. No se obtuvieron diferencias
significativas entre grupos en los niveles de midkina o CART.
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Figura 2. Relacidn entre niveles de clusterina en saliva de fumadores, afios previos de consumo de
tabaco (panel izquierdo) y numero de cigarrillos consumidos al inicio del estudio (panel derecho).

DISCUSION:

Los resultados obtenidos en este proyecto confirman la relaciéon de algunos de los biomarcadores
estudiados con el riesgo de presentar un trastorno adictivo, con la gravedad de dicho trastorno o con
la progresion de la abstinencia en el tiempo. Por el momento puede afirmarse que determinados
polimorfismos intrénicos del gen de la clusterina que pueden influir en los niveles de esta proteina
confieren una vulnerabilidad adictiva diferencial ante el consumo de alcohol o cocaina; ademas, la
relacion entre niveles de clusterina y consumo de tabaco, asi como el descenso de niveles tras la
interrupcion del consumo, concuerdan con la hipdtesis de que esta clusterina se sobre-expresa como
parte de un mecanismo defensivo ante diversos estimulos toxicos (Rodriguez-Rivera et al., 2021), a
los que podriamos afiadir aquellos que estan asociados al habito de fumar.

También la midkina podria jugar un papel modulador en este caso de los efectos de la cocaina de
acuerdo a nuestros resultados, ya que concuerdan con los de estudios previos en animales de
experimentacion que tienden a mostrar una atenuacion de los efectos de psicoestimulantes o una
potenciacién de los mismos cuando los niveles de midkina estan elevados o disminuidos,
respectivamente (Alguacil y Herraddn, 2015).

En el caso del receptor H3 de histamina, las asociaciones encontradas entre algunas variantes
genéticas y la presencia o gravedad de adiccién a la cocaina apoyan también los trabajos previos que
han implicado la funcién de este receptor en el abuso de drogas (Brabant et al., 2009; Munzar et al.,
2004).

CARTPT, por su parte, estaria mas especificamente relacionado con el riesgo de consumo de alcohol,
lo que estd en la linea de lo reportado en estudios muy recientes en los que se ha observado que
CART modula significativamente las conductas de busqueda de esta droga (Walker et al., 2021).
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APLICABILIDAD E IMPACTO SOCIO-SANITARIO DEL PROYECTO:

De confirmarse con estudios mas extensos, los biomarcadores inicialmente validados en este estudio
podrian aplicarse al diagndstico y tratamiento de distintas adicciones

SINTESIS DE LOS ASPECTOS MAS RELEVANTES QUE APORTA EL ESTUDIO:

Los resultados obtenidos en este proyecto proporcionan una serie de marcadores genéticos con
potencial valor diagndstico para la vulnerabilidad adictiva, y dos analitos con potencial valor
diagndstico y prondstico para el seguimiento en terapias de cesacidn tabaquica y de abstinencia a la
cocaina

ENLACES O REFERENCIAS PARA AMPLIAR INFORMACION ACERCA DEL PROYECTO (en su caso):

Puede solicitarse mds informacion sobre el proyecto escribiendo a la direccién de correo-e del
Instituto de Estudios de las Adicciones IEA-CEU (iea@ceu.es)
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