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La adiccién a cocaina es un problema de salud muy importante en las sociedades europeas, con
una alta penetracién en edades tempranas y un fuerte impacto social y sanitario, EN la
actualidad se carece de tratamientos efectivos para la misma asi como de biomarcadores de
adiccidn, es decir, de métodos de fenotipaje bioldgico especifico de severidad de la pérdida del
control sobre el uso de esta droga. El presente proyecto pretende explorar, mediante técnicas de
protedmica, la expresion diferencial de proteinas en modelos animales de adiccién a cocalna y
en humanos adictos que acuden a centros de tratamiento por su dependencia. Los estudios estin
destinados a identificar a) Proteinas en el cerebro de animales adictos que puedan servir para el
desarrollo de nuevas terapias, B) Proteinas presentes en el plasma y células sanguineas de
animales adictos que puedan servir de biomarcadores de adiccion, y ¢) proteinas presentes en el
plasma y células sanguineas de animales adictos que puedan servir de biomarcadores de
severidad en el consumo, EL fin dltimo del proyecto es la mejora en el diagnéstico y atencién a
la poblacién adicta a cocaina de nuestro entorno social.
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ARTICULOS PUBLICADOS COMO CONSECUENCIA DE LA ACCION: (Se
adjuntarén tres separatas de cada uno de ellos)
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ARTICULOS EN PREPARACION

1. P. Araos, F.J. Pavin; A. Pastor, R. De La Torre, R. Campos, I.1. Ruiz, E. Vergara, M.
Calado , M, Torrens , F, Rodriguez De Fonseca . Analysis of acylethanolamides in
plasma of cocaine addicts with a fong history of dependence. PLOS MEDICINE.

2, P, Araos, M, Lucena, F.J, Pavon; A. Pastor, R. De La Torre, R. Campos, I.]. Ruiz, E,
Vergara, M. Calado , G F Koob, M. Torrens , F. Rodriguez De Fonseca . Plasma
cytokine profile in cocaine addicts with a long history of dependence, Biological
Psychiatry.

3. F.J. Pavén; L. Orio, P. Araos, A, Pastor, R. De La Torre, R, Campos, J.J. Ruiz, E.
Vergara, M. Calado , M. Torrens , G.F. Koob, F. Rodriguez IDe Fonseca . Proteomic
analysis of reward-related brain areas of cocaine scalating rats.
Neurospychopharmacology.

MODIFICACIONES DE LA METODOLOQiA Y PLAN DE TRABAJO SOBRE
LOS PROYECTADOS Y SU JUSTIFICACION:

No ha habido cambios metodoldgicos con respecto a la propuesta inicial ni con respecto a la
Gitima anualidad. Si se han afiadido como objetivos adicionales la medicién de aciletanolamidas
en plasma de los pacientes adictos a cocaina. La investigacion desarrollada en el modelo animal
(Ver Bilbao et al,, Addiction Biology; Rivera et al, Int ] Neuropsychopharmacology y Luque-
Rojas et al,, Int J Neuropsychopharmacology) demostré que la expresion y la funcién de
proteinas responsables de la formacién y degradacién de estos lipidos bioactivos variaba en
funcion de la exposicidn a cocaina, el desarrollo de dependencia y el genotipo del animal. Este
hecho tenfa, ademas, repercusiones funcionales en la sensibilidad a cocaina, En base a estos
hallazgos se decidié medir estos lipidos bioactivos en casos y controles de pacientes adictos a
cocaina (Araos et al., Neurospychopharmacology en preparacion).

OBJETIVOS PLANTEADOS :(Transcribir los del proyecto original)

OBJETIVO 1 Obtener muestras de cerebro, plasma y linfocitos de animales sometidos a un
proceso de escalamiento en la autoadministracion de cocafna mediante protocolos de acceso
prolongado. Obtener como controles, muestras de animales gue rechazan la autoadministracion
o con las de animales sometidos a protocolos de acceso restringido.

OBJETIVO 2 Obtener muestras de plasma y linfocitos de pacientes con distintos fenotipos de
consumo de cocaina bien fenotipados (larga y corta duracidn, con o sin escalado, con diferente
puntuacion de craving, con o sin patologia comorbida) y sometidos a seguimiento en las
unidades de atencion a pacientes adictos de la provincia de Malaga. Utilizar como controles
voluntarios sanos reclutados en la provincia de Mélaga con misma distribucién de edades y
S€X0S,

OBJETIVO 3 Realizar un andlisis protedmico de expresion diferencial en fracciones citosélica
y de membrana de areas cerebrales de los animales del Objetivo 1. Realizar el mismo anélisis
en fracciones citostlica y de membrana de linfocitos, asi como en fraccién de plasma.

OBJETIVO 4 Realizar un andlisis en fracciones citosélica y de membrana de linfocitos, asi
como en fraccién de plasma de pacientes y controles del Objetivo 2,
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OBJETIVO 5 Realizar un andlisis comparativo de proteinas candidato de linfocitos y "plasina
entre las dos especies y entre fenotipos. Establecer candidatos a biomarcadores diagnésticos de
adiccion y a dianas terapéuticas de adiccidn a cocaina,

OBJETIVOS CONCRETOS ALCANZADOS:

OBJETIVO 1, Se ha finalizado la recogida de muestras de animales que desarrollaron escalada
en la autoadministracién de drogas, y de animales que rechazaron la misma. Se han
diseccionado los cerebros para los andlisis proteémicos en corteza prefrontal, nucleo
accumbens, estriado e hipocampo. Se han generado los geles 2-D para andlisis diferencial de
ambos fenotipos utilizando la técnica2D-DiGE (Electroforesis bidimensional diferencial en
gel):. Esta técnica de protedmica se realiza de la siguiente manera:

Los extractos de protefna de las diferentes dreas cerebrales son obtenidos tras homogeneizar con
tampo6n de lisis y DDT. Dichos extractos son purificados (usando el kit BioRad Cleanup
ReadyPrep 2D) y cuantificados (por Bradford). Una vez ajustados el pH de los extractos, estos
son marcados con diferentes fluordforos, de modo que esta téenica permite correr en un mismo
gel hasta tres muestras diferentes usando controles internos iguales para todo gel a partir de la
mezcla de todas las muestras marcadas {(Para el marcaje se utilizara Refiaction-2D Labeling Kit
de NH DyeAGNOSTICS). Los extractos una vez marcados, pueden ser separados por 2D-PAGE
(electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida) a través 2 etapas: 1)Tiras de IPG
(gradiente de pH inmovilizado), previamente rehidratadas en un Sistema de [soelectroenfoque
de BioRad (tampdn de rehidratacién DeStreak Rehydratation Solution y biolitos), sumergidas
en aceite mineral. 2) Geles comerciales para separar en un segundo paso por su peso molecular.
Una vez diferenciadas bidimensionalmente las muestras, los geles se escanean por laser y las
iméagenes de cada muestra proteica pueden ser analizadas por un software de procesamiento de
imagen y estadistica para enconfrar diferencias entre ellas (DeCyder-Differential analysis
software). Finalmente, las manchas proteicas que resultan diferentes significativamente se
procesan e identificaran a través de espectrometria de masas en tandem por la técnica MALDI-
TOF (podifa traducirse como: desorcién/ionizacién laser asistida por matriz acoplado a un
detector idnico de tiempo de vuelo).Por lo tanto, utilizamos esta nueva técnica para determinar
diferencias entre varias regiones cerebrales de ratas Wistar consumidoras o no de cocaina, Los
andlisis protedmicos se realizan en colaboracion con el Profesor Corrales F. (CIMA,
Universidad de Navarra). La secuenciacién proteica se realiza en base a la idenfificacion de
varios fragmentos de péptidos y su posterior analisis de solapamiento con la proteina candidata,

Los andlisis realizados por esta técnica dan ¢l siguiente tipo de resultados
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Esta imagen de un gen bidimensional corresponde a una electroforesis hecha de un caso y un
control simultdneamente analizados, Mediante fluorescencia se identifican las proteinas con
expresion diferencial entre caso (cocaina) y control {Animal sin exposicion) que permite
identificar si la variacion es por incremento o disminucién de la expresion. Por ejemplo, para la
proteina marcada como 1800 el resultado es el siguiente,

] 1800 °
M s

Esta proteina candidata es posteriormente analizada, dando su andlisis de secuencia la
identificacién de Gliceraldehido 3-p deshidrogenasa que es una enzima del metabolismo de la
glucosa y cuya expresién incrementada en fos animales adictos a cocaina indica una mayor
utilizacion de recursos energéticos, en este caso por parte de la corteza prefrontal medial.

OBJETIVO 2 Se han reclutado y fenotipado clinicamente 109 casos, en los que se ha evaluado
la comorbilidad psiquiatrica, asi como 73 controles a los que se ha realizado un estudio de
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historial de consumo de drogas y psicopatologia, selecciondndose aquellos casos que
cumplieran los criterios de no exposicién. Los controles fueron pareados por edad, sexo e indice
de masa corporal. Todos ellos donaron voluntariamente sangre de la que se extrajo a) Plasma
para los estudios proteémicos, b) Linfocitos para los estudios proteémicos en el compartimento
inmune y ¢) DNA y RNA que se procesd en el banco de muestras de la Red de Trastornos
Adictivos. Los datos de la poblacidn reclutada fueron los detallados en la Tabla 1. La tabla 2
muestra un primer andlisis preliminar de la presentacion de psicopatologia en 43 casos de
consumidores de Cocaina, comparéndose a continuacion con la poblacién tratada en comunidad
terapéutica o con la poblacién general andaluza. Se han recogido fambién 100 muestras
poblacionales de plasma de participantes del estudio Pizarra, una cohorte poblacional en la que
se estd estudiando en la localidad de Pizarra en Malaga la relacion entre dieta, factores
nutricionales y factores genéticos en el desarrollo de enfermedades crénicas.

El andlisis de psicopatologia asociada a consumo de cocaina en pacientes que demandan
tratamiento en los centros provinciales de drogodependencias de Madlaga se estd realizando
utilizando como comparacién las poblaciones identificadas en centro hospitalario (Colaboracién
con la Dra. Marta Torrens), en centro de comunidad terapeitica {Colaboracién con los Dris,
Antonio Verdejo y Esperanza Vergara, de la Universidad de Granada) y con la poblacién
general andaluza (Estudio realizado por la Dra. Isolde Gorneman).

Se estd preparando una publicacién comOn para describir las diferencias y similitudes en la
presentacion de patologia comérbida (Patologia dual) en las poblaciones de estos centros,
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Tabla 1. Caracteristicas sociodemogréficas y los trastornos pot consumo de sustancias.

CPD CONTROL
N (%) Total Totat
109 {100} 73 {100)
Edad [Media (DT}] 366 (8.7) 38.5{10.8)
Sexo
Hombre 94{86.2) 40 (54.8)
Mujer 16 (13.8) 33 {45.2)
Estado Clvii
Nunca casado 60 {55.0} 38 (51.8)
Casado 27 (24.8) 28 (37.3)
Divorciado/Separado 21 (19.3) 7 (9.5)
Viudo 1{0.9) 1{(1.4)
Nivel Educativo
< Esludios Primarios 79(72.5) 227
= Esludios Secundarios 30 (27.5) 71(97.3)
Empleo
Empleo 38 {34.9) 59 {(80.1)
Desempleo 66 (60.6) 6(8.2)
Jubilacién/incapacidad 5 (4.5) -
Estudios i 8(10.9)
Afguna Detenclén
No 59 (55.1) 73 (100)
Si 50 (45.9) -
Algin tratamiento por consumo de sustancias
No
10 (9.2) 73 {100)
Sk
99 (90.8) -
Algun tratamiento psicoldglco o psiguiatrico
No
70 (64.2) 59 (80.1)
Si
39 {35.8) 14 {19.9)
Trastornos por consumo de Sustancias
Cocalna Abuso 92 (84.4) -
Cocaina Dependencia 85 (87.2) -
Ofras sustancias Abuso 60 (55.0) 1{1.4)
Otras Sustancias Dependencia 46(422) -
Trastornos Psiquiatricos Comorbidos
Trastornos Afectivos 48 (44.4) 6(8.2)
Trastornos de Ansiedad 24 (22.0) 4 (5.5}
Trastornos por Estrés Post-Traumélico 11(10.2) 6(8.2)
Trastormnos Psicoticos 28 (25.9) -
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TRASTORNDS CONDUCTA
ALIMEN: ARIA: (Bullm:a)

Estos casos se han comparado con los identificados en una cohorte de una comunidad
terapéutica, y con los conocidos para la poblacion andaluza general. Como se observa en la
siguiente tabla, los trastornos del estado de 4nimo (TEA) son mas frecuentes en nuestra cohorte
que en poblacién general, asl como los trastornos afectivos (TA).

Trastornos = Pobla_cmn nnrmal ‘I'Pacientes |
Psi qu‘étr:cos BRI 1 CPD (%)

OBJETIVO 3 Se han finalizado los estudios de protedmica en animales que desarrollan
escalada a cocaina (Rata) y se ha comenzado con la generacién de los geles de separacion
proteica 2-d en humanos, De modo adicional, se han realizado estudios realizado estudios de
expresion de protefnas relevantes para la adiccién a cocaina en el cerebro de rata y ratén y se
han desarrollado andlisis de validacion farmacolégica.

Estudios en animales de experimentacion,

En rata Wistar se ha analizado la expresién diferencial de proteinas en las cuatro areas
cercbrales propuestas, comparando animales que hacen escalada en la adiccion con animales
que no se han expuesto a cocaina. El anlisis de los resultados esta en marcha y se ha terminado
el relacionado con la corteza prefrontal, un elemento anatémico clave que determina el
comportamiento compulsivo de los sujetos que desarrolian escalada en el consumo de cocaina y
pierden el control. Las proteinas candidatas encontradas hasta el momento son las siguientes:
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Proteina T-test Av. Ratio

EZRIN 0,0039 1,2

Elongation factor Tu, mitochondrial 0,041 -1,22
Glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase 0,014 2,86

Lactate dehydrogenase 0,0021 1,6
Tubulin beta-2A chain 0,047 -1,33

Voltage-dependent anion-selective

channel protein 0,046 -1.27
Hemoglobin subunit beta-1 0,018 -1,44

Como puede observarse, la proteinas candidatas a modificarse drédsticamente en los animales
que hacen escalada tienen que ver con el citoesqueleto y la reorganizacién sindptica (Ezrina,
Tubuling), asi como con el metabolismo enérgetico (Proteinas mitocondriales y citoplamaticas
relacionadas con la produccién de energia). También se observa una disminucién de una
proteina que tienen que ver con la transmisién inhibitoria, lo que conllevaria una mayor
excitabilidad. Estos hallazgos indican que en la corteza prefrontal de animales que desarroflan
escalada en la adiccidn a cocaina, los cambios subyacentes afectan a la estructura y desarrollo
de conexiones sindpticas, asi como a la tasa de consumo energético de las neuronas corticales,
El siguiente paso previsto es la realizacion de un andlisis diferencial de la expresion de estas
proteinas mediante a) inmunchistoquimica en cerebros de ratas que realizan escalada y b)
utilizacion de transfecciones virales para producir perdidas o ganancias de funcion de estas
proteinas y comprobar si asf se revierte el fenotipo.

Con el objetivo de ampliar el andlisis proteico en animales dependientes a cocafna, se han
realizado experimentos adicionales en los que se ha identificado la presencia y la actividad de
otras proteinas involucradas en la adiccién. Se han utilizado tanto modelos de ratén como
modelos de rata, en los que se ha analizado la expresion de estas proteinas en animales con y sin
exposicidén a cocaina. Se ha explorado a) la accidn y efectos de la cocaina sobre la expresién y
actividad de la glutaminasa, asi como b) el papel del receptor del 4cido lisofosfatidico cerebral
tipo 1 (LPA1) en las respuestas a cocaina y ¢) el papel del receptor PPARalpha y su ligando
enddgeno oleiletanolamida en la adiccién a cocaina. Estos tres estudios se han publicado en Ias
revistas Psychopharmacology y Addiction Biology (Ver seccidn de articulos publicados).
Estos estudios demuestran que:

1. La produccién de glutdmico por la enzima glutaminasa puede verse afectada por la
exposicién a cocalna, lo que conllevaria cambios adaptativos en la transmision excitatoria
cortical,

2. En ef caso del receptor para 4cido lisofosfatidico tipo 1 (LPAL), se ha comprobado que esta
proteina en el cerebro es esencial para el mantenimiento de los aprendizajes condicionados
relacionados con la exposicién a cocaina.

3. Se ha comprobado que la Oleiletanolamida, pero no el receptor PPARalpha es capaz de
modular el aprendizaje y las respuestas adaptativas a cocaina.
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Por ultimo, se ha disefiado un estudio de expresién diferencial de proteinas en dos cepas de ratas
(Lewis y Fischer) con distinta sensibilidad a cocaina, en los que se ha estudiado
fundamentalmente la distribucién del sistema endocannabinoide. Este estudio se ha realizado
como colaboracién con el profesor Emilio Ambrosio, de la UNED. Los resultados iniciales se
han publicado en el Int J of Neuropsychopharmacology.

OBJETIVO 4 Se han comenzado los andlisis de secuenciacion de las proteinas
diferencialmente expresadas en ¢l plasma de usuatios de cocaina con fenotipos extremos,
teniendo como limites establecidos la presencia de dos o menos criterios de adiccién o de siete
criterios para diferenciar fenotipos exiremos. Los primeros anélisis han identificado proteinas
expresadas diferencialmente que podrian ser candidatas a biomarcadores de adiccion, como las
que se presentan a continuacidn,

Candidato 1
2
Voltage-dependent N-type Ca " channel

Candidato 2
lodotyrosine dehalogenase 1 {Q6PHWO )
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Se han identificado candidatos relacionados con perfil metabdlico, control hormonal y
seftalizacion intercelular. Estos candidatos deberdn validarse en un niimero suficientemente alto
de casos y controles, trabajo que se ha puesto en marcha en este momento al alcanzarse ya una
cifra minima de 75 casos y 75 controles para poder hacer un estudio poblaciénal con seguridad.
Adicionalmente, y tras poner a punto la técnica DIGE, descrita en el objetivo 1, se estd
considerando la posibilidad de hacer un estudio de expresién diferencial de perfiles proteicos en
colaboracién con el laboratorio de biomarcadores proteicos de Sabine Bahn de la Universidad
de Cambridge.

Con el objetivo de panar en resolucién en este provecto, v mieniras se realiza este estudio
cualitativo, se han realizado dos estudios adicionales en las muestras de plasma de los pacientes
adictos a cocaina:

a)Estudio de la expresién de citoquinas y quemoquinas en pacientes expuesios a cocaina.

Las citoquinas y quemoquinas circulantes son proteinas sefializadoras y reguladoras de la
funcién inmunolégica. Se sabe hoy dia que estas proteinas pueden tener un papel fundamentat
en los procesos de neuronflamacion y aprendizaje, asi como verse alteradas en pacientes con
trastornos psicopatologicos. Se ha realizado un andlisis diferencial de la expresién de varias
citoquinas y se ha hallado que la expresion plasmética de ellas estd relacionada con la severidad
de la dependencia. A continuacidon se muestran los andlisis iniciales de los candidatos en
relacion con la severidad de la dependencia. Los niveles circulantes de fractalquina, interlequina
6, SDFI e inteleuquina 1b correlacionan claramente con la presencia de niveles altos de
dependencia, mientras que los niveles de las TNFalpha o BDNF no muestran esta correlacién.
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Estos estudios se estén analizando para su publicacion préxima.,
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b)Estudio de los niveles de aciletanolanmidas y endocannabinoides en los pactentes adictos a
cocaina,

Estos estudios se basan en los hallazgos en modelos animales que se han publicado (Ver Bilbao
et al., Addiction Biology; Rivera et al, Int J Neuropsychopharmacology y Luque-Rojas et al., Int
J Neuropsychopharmacology) y en los que se demostré que la expresion y la funcion de
proteinas responsables de la formacion y degradacién de estos lipidos bioactivos variaba en
funcién de la exposicién a cocaina, el desarrollo de dependencia y el genotipo del animal. Se ha
podido comprobar que algunos de estos lipidos bioactivos, como la anandamida y la OEA estan
incrementados en los pacientes que han consumido cocaina, especialmente en las primeras
fases del proceso, cuando no tienen un nivel de severidad (numero de criterios de dependencia)
elevado. Este efecto no era dependiente de la edad, de la psicopatologia asociada afectiva
(Ansiedad o depresién), del sexo ni del consumo de alcohol, aunque los niveles de estos
endocannabinoides si variaban con la presencia de consumo de cannabis. En las siguientes
fipura se pone como ejemplo los resultados preliminares para la oleiletanolamida y la
anandamida,
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Niveles de anandamida y sus congéneres en pacientes adictos a cocaina,
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Este objetivo se planteo para ser realizado una vez terminado el estudio diferencial entre ambos
fenotipos y ambas especies. Dado que el analisis de los casos de proteémica en humanos estd en
marcha, es de esperar que se pueda hacer el estudio comparativo en las muestras de estos
pacientes a lo largo del préximo afio, estudio que se comunicard opottunamente al Plan
Nacional Sobre Drogas.

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

El principal objetivo de este proyecto es el desarrollo de biomarcadores de adiccién a cocafna,
Aunque el andlisis de los plasmas de los pacientes reclutados es muy laborioso y tardara en dar
sus resuitados definitivos, si se han podido hallar dos conjuntos de biomarcadores de interés
para futuras validaciones clinicas. EL hallazgo de los cambios en anandamida y
oleiletanclamida en los pacientes con historial de consumo a cocaina podria servir para
determinar la exposicién a la misma y la presencia de cambios adaptativos asociados a su
consumo que son independientes de la psicopatologia. Los cambios en citoquinas y
chemoquinas identificados abren una nueva via de investigacidn sobre el importante papel de la
neuroinflamacién en las enfermedades mentales, y en especial en la adiccidn, Serd necesario
identificar si estos mediadores proteicos del sistema inmunolégico son capaces de modificar,
agravando o atenuando, las acciones de las drogas de abuso, mediante estudios en modelos
animales. De ser asf, podriamos encontrarnos ante una via terapéutica inesperada.

PATENTES U OTROS RESULTADOS EXPLOTABLES COMERCIALMENTE
QUE SEAN CONSECUENCIA DEL PROYECTO. (En caso de memoria final)

OTRAS SUBVENCIONES O AYUDAS RECIBIDAS PARA ESTE PROYECTO:
origen, cantidad, en qué se aplica

No se han conseguido las financiaciones solicitadas en 2010 a la Mutua Madrilefia y a la
Consejerfa de Innovacion, Ciencia y Empresa de la Junta de Andalucia, por lo que este
proyecto se financia en su totalidad con la presente subvencion del Plan Nacional Sobre
Drogas.

OTRAS CONSIDERACIONES QUE SE DESEE HACER CONSTAR
Ninguna,

En esta fecha se remite también por correo electrénico, a la direccion
pndinvestigacion@msps la presente memoria.

En Malaga a 13 de Septiembre de 2012

FIRMA
Fernando Rodriguez de Fonseca




