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Las adicciones, la genomica y la proteémica
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SUMMARY

Drug addiction is a chronically relapsing disorder that has been char-
acterized by (1) compulsion fo seek and take the drug, (2) loss of
control in limiting intake, and (3) emergence of a negative emotional
state (e.g, dysphoria, anxiety, irritability) reflecting a motivational
withdrawal syndrome when access to the drug is prevented (defined
as Substance Dependence by the Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders [DSM] of the American Psychiatric Association).
Acute exposure fo drugs of abuse initiates molecular and cellular alter-
ations in the Central Nervous System that lead to an increased overall
vulnerability to addiction with subsequent drug exposures. These drug-
induced alterations employ changes in gene transcription that result
in the synthesis of new proteins. Therefore, one of the important goals
of addiction research is to identify the drug-induced gene expression
changes in the specific brain structures related to the addictive proper-
ties of various drugs.

The molecular and genomic mechanisms by which drugs of
abuse induce neuroplastic changes related to addiction remain large-
ly unknown. Several studies have evaluated changes in gene and pro-
tein expression profiles in the brain after administration of drugs of
abuse. Exposure to psychostimulants induces the activity-dependent
gene expression of several transcription activators and repressors.

Genomic research strategies have recently transitioned from the
search for unknown genes to the identification and evaluation of co-
ordinated gene networks and transcriptional signatures. New oppor-
tunities arising from the analysis of these networks include identifying
novel relationships between genes and signaling pathways, connect-
ing biological processes with the regulation of gene transcription, and
associating genes and gene expression with diseases. The identifica-
tion of gene networks requires large gene expression data sets with
multiple data points.

Functional genomics methods, studying the steady-state levels of
these mRNA species, such as quantitative RT-PCR (qRT-PCR), whole-ge-
nome microarray analysis, and next generation sequencing methods,
provide sensitive and high-throughput approaches to quantitatively
examining mRNA (and miRNA) species present within the cells of the
Nervous System.

Functional genomics studies can help to illuminate genes in-
volved in the development of behaviors related to drug abuse and
relapse liability, but cannot provide insight into posttranslational
modifications (e.g., phosphorylation and glycosylation of proteins af-
ter translation has occurred) or subcellular localization of the protein
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product. Therefore, using proteomic techniques presents the opportu-
nity fo assess the totality of gene expression, translation, modification,
and localization. Unfortunately, the sensitivity of proteomic tools lags
behind those of functional genomics. Moreover, examining the mRNA
provides a restricted view of primarily the cell body. Indeed, from a
systems biology standpoint, analysis of both mRNA and protein levels
(as well as miRNA and epigenetic changes) will ultimately provide a
more integrated view of the molecular underpinnings of addiction.

When applying proteomic technologies to addiction research,
an understanding of the power of proteomic analysis is essential. After
genetic information is tfranscribed info mRNA, a template is provided
to the cell from which proteins will be synthesized.

Neuroproteomic studies offer great promise for increasing un-
derstanding of the biochemical basis of addiction. While proteomics
is still an evolving field, proteomic approaches have proven useful for
elucidating the molecular effects of several drugs of abuse. With a
number of ongoing research programs in addiction proteomics and
a growing number of investigators taking advantage of these tools,
the addiction research field will benefit from a consideration of the
capabilities and limitations of proteomic studies.

As with other biomedical research fields, drug abuse research is
making use of new proteomic capabilities to examine changes in pro-
tein expression and modification on a large scale. To obtain the maxi-
mum benefit and scientific advancement from these new technologies,
a clear understanding of the power and limitations of neuroproteomics
is necessary. With the main limitation of neuroproteomic studies being
the complexity of the proteome, approaches that focus these studies
need to be employed. The salient message is that there is not a single
best technical approach for all studies and that the main driver for the
choice of proteomic technology and experimental design should be
the advancement of the understanding and treatment of drug abuse.

An important area that has heretofore received limited atten-
tion is the experimental design and interpretation specific to neuro-
proteomic studies of drug abuse. These challenges include choice of
animal model, ensuring sample quality, the complexity of brain tissue,
confirming discovery findings, data analysis strategies, and integra-
tion of large data sets with the existing literature.

Epigenetics is the study of heritable changes other than those
in the DNA sequence and encompasses two major modifications of
DNA or chromatin: DNA methylation and posttranslational modifica-
tion of histones. In this context, now it is known that regulation of gene
expression contribute to the long-term adaptations underlying the ef-
fects of drugs of abuse. The precise molecular events that are required
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for modification of chromatin and that underlie gene repression or
activation have not been elucidated.

Recent reports have addressed this question and demonstrated
that drugs of abuse modify specific methyl-CpG-binding proteins that
control histone acetylation and gene expression. Further elucidation of
the wide-range of histone modifications and the ensuing consequences
on gene expression will be necessarily before the potential for drug
development can be realized. It is important fo characterize the mo-
lecular alterations underlying chromatin remodeling and the regulation
of the epigenetics events by drugs of abuse. It is clear that modification
in gene expression by drugs of abuse promote cellular changes.

This review is infended to provide guidance on recent advances
in the field of drug addiction. This review also presents a number of
experimental design and sample approaches that have been applied
to genomic, proteomic and epigenetic studies of addiction. Coupled
with new technologies for data collection, analysis, and reporting,
these approaches represent the future of the addiction field and hold
the key to unlocking the complex of profile of drug abuse disorders.

Key words: Drug abuse, gene franscription, protfein expression,
epigenetics.

RESUMEN

La adiccién a las drogas es una enfermedad mental que se caracteriza
por ocasionar graves implicaciones sociales, econémicas y de salud
de los individuos que la padecen. La exposicién aguda a las drogas
de abuso provoca alteraciones moleculares y celulares en el Sistema
Nervioso Central que ocasionan una vulnerabilidad para sufrir adic-
cién a subsecuentes exposiciones a sustancias de abuso diferentes. Las
alteraciones inducidas por las drogas producen cambios en la frans-
cripcién de genes que resultan en la sintesis de nuevas proteinas. Uno
de los objetivos importantes en la investigacién en el campo de las
adicciones es identificar los cambios en la expresién de genes indu-
cidos por las drogas en estructuras especificas del cerebro que estdn
relacionadas con las propiedades adictivas de diferentes sustancias.
El campo de la genémica y la protedmica, aplicada al estudio
de las adicciones, tiene como objetivo identificar a los genes y las pro-
teinas candidatos involucrados en la regulacién de los procesos adic-
tivos. Se han logrado progresos considerables en la identificacién de
genes y profeinas que regulan las conductas complejas presentes en
los procesos adictivos en modelos de animales y modelos de estudio

DISECCION GENICA
DE LAS CONDUCTAS COMPLEJAS

El campo de la genémica y la proteémica, aplicada al estu-
dio de los trastornos psiquiatricos, tiene como objetivo iden-
tificar a los genes y proteinas candidato involucrados en la
regulacion de los procesos de reforzamiento, motivacion y
funciones cognitivas de algunas conductas humanas. Se han
identificado genes y sus respectivas proteinas involucradas
en estas conductas. Se ha estudiado, por ejemplo, el papel de
los receptores especificos de los neurotransmisores (como
dopamina, glutamato y serotonina), las proteinas que par-
ticipan en el sefialamiento intracelular (proteinas cinasas y
arrestinas) y los factores de transcripciéon (como las protei-
nas CREB y cFosB).!?
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en humanos con material obtenido post-mortem. Estos descubrimien-
tos se han sumado a los esfuerzos por identificar los circuitos neurales
implicados en las manifestaciones conductuales relacionadas con las
adicciones. También han permitido la identificacién de genes can-
didafos que podrdn ser blancos de futuras estrategias terapéuticas
desarrolladas para tratar los procesos adictivos.

Los estudios de genémica funcional han permitido identificar al-
gunos de los genes involucrados en el desarrollo de las conductas
adictivas, pero no tienen la capacidad de proporcionar informacién
sobre las modificaciones posttraduccionales ni de la localizacién sub-
celular de las proteinas para las que codifican los genes. Por lo tanto,
la incorporacién de estudios protedmicos ofrece la oportunidad de
lograr evaluar, en su totalidad, la expresién, la traduccién, las modifi-
caciones y la localizacién de los genes y sus productos de expresién.

Para obtener los méximos beneficios y avances con el empleo
de estas nuevas tecnologias, deben comprenderse en su totalidad los
alcances y limitaciones de la neuroprotedmica. En este sentido, se
debe tener especial cuidado en la eleccién del modelo de estudio,
asegurar la calidad de la muestra, la complejidad de la estructura en
estudio, confirmar los resultados obtenidos, las estrategias de andlisis
de resultados y la integracién de los datos obtenidos con los ya repor-
tados en la literatura cientifica.

Los estudios recientes sobre los mecanismos moleculares que
controlan los cambios inducidos por las drogas de abuso sobre la
funcién transcipcional, la conducta y la plasticidad sindptica han
identificado el importante papel que desempefia la remodelacién de
cromatina en la regulacién y estabilidad de los programas genéticos
neuronales mediados por las drogas y la subsecuente manifestacién
de las conductas adictivas.

Se han identificado alteraciones epigenéticas sobre el genoma,
tales como metilacién del DNA y modificaciones en la funcién de las
proteinas histonas. Estos importantes mecanismos se ven afectados
como una respuesta neurobioldgica a la administracién de sustancias
de abuso.

Esta revisién pretende mostrar algunos de los avances recientes
en el campo de las adicciones, presentando una breve descripcién de
los hallazgos que emplean aproximaciones genémicas, proteémicas
y epigenéticas. Las implicaciones de estos estudios moleculares po-
nen de manifiesto nuevos conocimientos sobre el probable desarrollo
de intervenciones terapéuticas en el futuro.

Palabras clave: Abuso de drogas, transcripcién genética, expre-
sién de proteinas, epigenética.

En la presente revision analizamos ejemplos represen-
tativos de algunos estudios actuales en este campo, detallan-
do los resultados obtenidos por diferentes grupos de inves-
tigacion y las implicaciones funcionales de los hallazgos.

ANALISIS GENOMICOS

Lehrmann et al.* llevaron a cabo un analisis de microarre-
glos para analizar la expresién génica en el aPFC de tejidos
post-mortem de 42 sujetos con historial de abuso a cocaina,
marihuana y/o feniciclidina, comparandolos con 30 casos
control, para identificar modificaciones transcripcionales.
En el estudio se seleccionaron 39 transcritos de genes cuyo
cambio fue altamente significativo. Para su andlisis se di-
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vidieron de acuerdo a su funcién y localizacion celulares
(cuadro 1).

Por su lado, el grupo de Black® evalta el efecto de la
administracién crénica de cocaina en un modelo de roedo-
res adolescentes, para identificar los efectos causados por
las sustancias de abuso al ser ingeridas a edades tempranas
y su relacién con la plasticidad neural. Estos autores identi-
ficaron grupos de genes que clasificaron sobre la base de sus
funciones celulares. De los 56 genes cuya expresion dismi-
nuy¢ significativamente, se identificaron 34 transcritos cuya
funcién es conocida: 10 factores de transcripcién y protei-
nas que codifican para receptores nucleares; tres trascritos
que codifican para proteinas relacionas a las funciones del
citoesqueleto, del resto de los trascritos, 22 codifican para
proteinas cuya funcién no se conoce. Se identificaron 145

Cuadro 1. Grupos de genes alterados por la administracién de
drogas de abuso identificados en el estudio de Lehrmann et al.# Los
genes cuya expresién se modificé significativamente se clasificaron
de acuerdo a su funcién y localizacién celular.

Funcién/

localizacién celular Proteina

*Genes regulados por calcio-calmodulina
eProteina fosfatasa de biosintesis de AMP
ciclico y la actividad de adenilato ciclasa

Sefialamiento
de Calmodulina

*Genes involucrados en funciones de reti-
culo endopldsmico

*Genes involucrados en funciones de
aparato de Golgi

eProteinas adaptinas y cinasas de adapti-
nas

eProteinas involucradas en endocitosis de
vesiculas recubiertas por clafrina en el
plasma de la membrana celular

eProteinas involucradas en el transporte
entre el aparato de Golgi y el sistema
endosomal

eProteinas lisososmales

eProteinas de tréfico vesicular en la sinapsis

eProfeinas involucradas en el transporte
de particulas desde el endosoma tardio
hacia los lisosomas

eProteina marcadora de microdominios
de membrana

Reticulo endoplasmico
y aparato de Golgi

eProteinas involucradas en la biosintesis y
transporte del colesterol

eProteinas involucradas en biosintesis,
metabolismo y modificacién de lipidos

Metabolismo de lipidos
y colesterol

eProfeinas involucradas en procesos de
transduccién de sefiales

eProteinas de citoesquelefo

eProtfeinas involucradas en los procesos
de ubiquitinacién

*Receptores nucleares

eProteinas de regulacién transcripcional

eProteinas mitocondriales: transportado-
res, metabolismo energético, ribosomas.

e Proteinas con funcién desconocida (31)

Otras funciones
celulares
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transcritos de genes cuya expresién aumento significativa-
mente. De éstos, 92 pudieron clasificarse en grupos cuya
funcién es conocida, 16 codifican para proteinas implicadas
en funciones de la matriz extracelular y células de adhesién;
tres de los trascritos codifican para proteinas que se relacio-
nan con la actividad motora de los microfilamentos. El resto
de los transcritos codifican para proteinas cuya funcién es
aun desconocida (53 trascritos) (cuadro 2).

Hemby?® publicé un revisién detallada sobre los estu-
dios desarrollados por varios grupos de investigacién para
evaluar los efectos de la administracién de cocaina sobre la
expresién coordinada de genes de las regiones cerebrales
involucradas en las vias mesocorticolimbicas, incluyendo al
nucleo accumbens (NAc), la corteza prefrontal, el hipocam-
po, el hipotalamo lateral y el area tegmental ventral (VTA),
en modelos de roedores.

Los estudios mostraron que la administracién de co-
caina induce cambios en la expresién de genes y proteinas
involucradas en los procesos de neuroplasticidad, especifi-
camente en areas como la corteza y el hipocampo, asi como
en los relacionados con procesos conductuales en los que
participan el VTA, el NAcy las proteinas involucradas en la
funcién regulatoria de células progenitoras de proliferacién
en el giro dentado.

Los transcritos regulados hacia la alta incluyen a los
genes tempranos, los que codifican para proteinas efectoras
y de andamio, receptores, proteinas transductoras de sefia-
les, proteinas asociadas a los ritmos circadianos, proteinas
transcripcionales y traduccionales, sefiales de transduc-
ciéon de enzimas metabolicas y proteinas de citoesqueleto;
mientras que los genes de proteinas regulados hacia la baja
comprenden primordialmente transcritos relacionados con
la funcién mitocondrial junto con transcritos que codifican
para proteinas transductoras de sefales. Asimismo, la ad-
ministracion de cocaina induce cambios en la expresiéon de
genes de proteinas involucradas en la potenciacién a largo
plazo, expresadas en el hipocampo.

NEUROPROTEOMICA

Para comprender la intrincada maquinaria neuroadaptativa
que participa en los procesos adictivos, es necesario comple-
mentar los analisis de expresiéon de genes con estudios que
evalten a los proteomas correspondientes.

Con el advenimiento de las estrategias de separacion y
andlisis de proteinas, basados en espectrometria de masas
de alto rendimiento, es posible abarcar proteomas comple-
tos lo que permite delinear una multitud de efectos neuro-
biolégicos producidos por la administracién de drogas de
abuso. Existen estudios recientes en los que se emplearon
modelos animales y muestras de tejidos humanos obtenidos
post-mortem, con tecnologias emergentes para el analisis de
expresion de proteinas que evaltian los cambios producidos
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Cuadro 2. Grupos de genes alterados en la corteza prefrontal medial 22 horas después de la Gltima administracién de cocaina, identificados
en el estudio de Black et al. Los grupos se clasificaron de acuerdo a la modificacién de su expresién.

Genes regulados hacia abajo
EGR 1
EGR inducible por TGFB

Gen homélogo a notch 2

® Transcripcién

Receptor nuclear de la subfamilia 4, grupo A,

miembro 2

Dedo de zinc y dominio BTB 10

e Citoesquelefo Similar a BAF53a

EGR 2

homer 1

SMAD 5

Translocador semejante a receptor nuclear
aril-hidrocarbonado

Dominio jumonji TA

Proteina 3 relacionada a actina ARP3

Proteina asociada a huntingtina 1

Genes regulados hacia arriba

* Matriz extracelular ADAM 17

y células de adhesién
Dermatopontina
Glicoproteina nmb

Matrilina 2

Procolégeno, tipo IX, alfa 2
Molécula de adhesién de esperma

Proteina transmembranal 8

e Actividad motora de microfilamentos Miosina, pesada 3
Tubuling, beta 3

Antigeno CD36 -like 2 (Receptor de coldgeno fipo |)

Aggrecan 1

Proteina rica en cisteina 61

Elastina

Integrina, alfa 6

Neurexina 3

Proteina de membrana segmento de varilla
externo 1

Tenascina XA

Miosina pesada 7

en regiones definidas del cerebro como resultado de la in-
gesta crénica de cocaina.®

EL ESTUDIO PROTEOMICO

En un experimento protedémico se deben considerar y optimi-
zar maltiples variables en cada uno de los pasos experimen-
tales: la eleccién del modelo conductual, la obtencién y pre-
paracion de la muestra, la recopilacion e interpretacion de los
datos obtenidos con el objetivo de establecer cuales son més
significativos y confiables.” En la figura 1 se describe cada
uno de los principales pasos y las variables importantes.

PERFIL PROTEOMICO

Los diferentes grupos de investigaciéon han utilizado una
amplia variedad de técnicas protedémicas para analizar el
proteoma de la sinapsis y estudiar los efectos de las drogas
de abuso en el Sistema Nervioso. Estas metodologias se des-
criben detalladamente en la revision de Abul-Husn y Devi®
(cuadro 3).

EL PROTEOMA DE LA SINAPSIS

La aplicacion de las nuevas técnicas proteémicas en la in-
vestigacion en neurociencias ha enriquecido el conocimien-
to sobre la estructura y la funcién del Sistema Nervioso. Las
técnicas de fraccionamiento subcelular han sido claves para
los andlisis proteédmicos exitosos. Varios grupos de investi-
gacion han iniciado la identificacién de la composicion de
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las proteinas en la sinapsis, con particular énfasis en las den-
sidades postsindpticas. Un namero menor de estudios ha
abordado el andlisis de otros compartimentos sindpticos en
los mamiferos, tales como sinaptosomas, membranas sindp-
ticas, vesiculas sindpticas y presinapticas. En la revision de
Abul-Husn y Devi® se describen estos estudios (cuadro 4).

NEUROPROTEOMICA
Y DROGAS DE ABUSO

En el campo de las drogas de abuso las aproximaciones pro-
tedmicas son ttiles para generar una visién objetiva y global
de los cambios inducidos sobre un proteoma especifico tras
su administracion. Adicionalmente es posible comparar y
caracterizar el efecto de las drogas para comprender mejor
sus mecanismos de accién.

Ante la hipétesis de que la administracion de las drogas
de abuso produzca cambios persistentes y significativos en
la sinapsis, efectos que persisten a largo plazo, varios gru-
pos de investigacién han estudiado el papel de las proteinas
sindpticas en los procesos adictivos por medio de metodolo-
glas protedmicas subcelulares.

Prokai et al.’ reportaron que entre las proteinas postsi-
népticas cuya expresion se modifico, se identificaron a algu-
nas relacionadas con la adhesion celular, el trafico vesicular
sindptico y la endocitosis. Los autores del estudio propo-
nen que estos hallazgos implican cambios en la estructura
sindptica inducidos por la morfina, asi como alteraciones
en la liberacién de neurotransmisores y/o en el trafico de
receptores.

En un estudio diferente, Li et al.' analizaron la modi-
ficacién de la expresion de proteinas, a partir de regiones
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Resultado del
comportamiento

Administracion de la MODELO CONDUCTCUAL
droga, modo y - .
\ contingencia
‘ Abstinencia de la droga A Métodos de recoleccion
: ' y N consistentes
OBTENCION Y Tejido fresco y congelado
ALMACENAMIENTO DE LA <+
MUESTRA

Integridad y estabilizacion
de la muestra

Separacion anatdmica PREPARACION DE LA
Fraccionamiento subcelular MUESTRA
Fraccionamiento biogquimico | | |
Identificacién de proteinas
Confirmacion
N ————T
RECOPILACION DE — ~~" Confirmacién sobre la \\\
RESULTADOS base de anticuerpos
;| Y Monitoreo de
\\mdltiples reacciones. _ -
Andlisis estadistico
Andlisis ontogénico y de vias AR
Integracion de datos y INTERPRETACION DE LOS
sistemas biologicos RESULTADOS

Bases de datos publicas

Figura 1. Pasos experimentales que deben considerarse durante el desarrollo de los estudios proteémicos, dado que influyen
directamente en la obtencién de los resultados. Cuadro modificado de Lull et al.”

cerebrales completas, tras la administracién crénica de mor-
fina. Los resultados del estudio mostraron la modificacion
de la expresion de sélo tres proteinas sinapticas (sinapsina,
Lin-7 y sinucleina-beta). El hecho de identificar pocas protei-
nas sindpticas permite suponer que se pierden las proteinas
expresadas en baja abundancia al emplear regiones cerebra-
les completas.’” En un estudio similar,'*'? sobre el efecto de
la administracién de morfina y butorfanol (una mezcla de
agonista-antagonista opioide) en roedores, se identificaron
cambios significativos en la expresién de proteinas del ci-
toesqueleto (isoformas de tubulina y actina), lo que permi-
te sugerir alteraciones en la morfologia neuronal y/o en el
transporte axonal. Adicionalmente se modificé la expresion
de algunas proteinas de la fosforilacién de tirosina, inclui-
das las proteinas Gi y Go. Este resultado permite proponer
que existen cambios en la modulacién de la transduccion de
sefiales de los receptores opioides durante la dependencia a
drogas de abuso.

salud mental Vol. 35, No. 2, marzo-abril 2012

IMPLICACIONES FUNCIONALES

Los hallazgos descritos brevemente en esta revisién coinci-
den en sus resultados. Se identificaron modificaciones en la
expresion de transcritos que codifican para proteinas relacio-
nadas con el sefialamiento de calcio. Estos resultados confir-
man observaciones previas de un decremento de los trascri-
tos de proteinas involucradas con el sefialamiento de calcio,
via cAMP, y en la expresion del transcrito de adenilato ciclasa
I en las cortezas motora y frontal de pacientes alcohélicos.’**

La administracion de drogas de abuso induce la expre-
sién de calmodulina, proteina moduladora de la actividad y
sensibilidad de las moléculas de sefialamiento dependientes
de calcio, afectdndose asi la plasticidad sindptica, la memo-
ria y la estabilizacién de la arquitectura dendritica.

El incremento en la expresion de la mayoria de los tras-
critos que codifican para proteinas relacionadas con el me-
tabolismo de lipidos y colesterol, permite suponer cambios
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Cuadro 3. Metodologias empleadas en los estudios neuroproteémicos llevados a cabo por diferentes grupos de investigacién sobre el
efecto de las drogas de abuso en el proteoma sindptico. Cuadro modificado de Abul-Husn y Devi.?

Técnica

Usos

Limitaciones

Perfil proteémico
2-DE (IEF/SDS-PAGE)

DIGE
16-BAC/SDS-PAGE

MudPIT

ICAT

Separacién de proteinas solubles
Deteccién de modificaciones post traducciona-
les e isoformas de proteinas.

Més cuantitativo que 2-DE.

Separacién superior de proteinas de membra-
na, comparado con 2-DE.

Identificacién de proteinas solubles y de mem-
brana.

Andlisis cuantitativo de membrana y proteinas
solubles.

Escasa defeccién de proteinas con pl o peso molecular
extremos, de baja abundancia o hidrofébicas.

La cuantificacién requiere consistencia y multiples réplicas
debido a la variabilidad entre cada gel.

Sélo detecta proteinas que son sensibles a 2-DE.

La cuantificacién requiere consistencia mdltiples réplicas
debido a la variabilidad entre cada gel.

No es cuantitativo, informacién limitada en las modifica-
ciones post traduccionales.

Sélo detecta péptidos tripticos que contienen cisteina; infor-
macién limitada en modificaciones post traduccionales.

Identificacién de proteinas

MALDITOF MS

MS en tdndem

Obtencién répida de ‘huella dactilar’ de la car-
ga-masa de los péptidos.

Identificacién ambigua de proteinas utilizando
una ‘etiqueta de secuencia peptidica’, andlisis
superior de mezclas complejas de proteinas.

Se dificulta el andlisis de mezclas complejas de protei-
nas.

Requiere tiempos largos de andlisis de la muestra, interpre-
tacién de datos e identificacién de proteinas.

Abreviaturas por sus siglas en inglés: 2-DE: Two-dimensional gel electrophoresis; IEF: IsoElectric Focusing; SDS: Sodium Dodecyl Sulfate; PAGE: SDS-Polya-
crylamide Gel Electrophoresis; pl: isoelectric Point; DIGE: Differential In-Gel Electrophoresis; 16-BAC: Benzildimethyl-n-hexadecylammonium chloride; MudPIT:
Multidimensional Protein Identification Tecnology; ICAT: Isotope-Coded Affinity Tag; MS: Mass Spectrometry; MALDI: Matrix-Aassisted Laser Desorption/loni-
zation; TOF: Time of Flight. Tabla modificada de Aul-Husn y Devi, 2006.

Cuadro 4. Los estudios de la sinapsis emplean diferente metodologia proteédmica en combinaciones diferentes, de acuerdo
con la regién sindptica en estudio, en este cuadro modificado de Abul-Husn y Devi,? se mencionan las combinaciones emplea-
das y la cantidad de proteinas identificadas.

Andlisis neuroproteémico de la sinapsis

Métodos protedmicos y plataforma de MS

Nomero de proteinas
identificadas

Fraccién sindptica

e Sinaptosomas y membranas sindpticas

e Sinaptosomas de prosencéfalo de rata
e Sinaptosomas de prosenncéfalo de ratén
® Membranas sindpticas de prosencéfalo de rata

® Membranas sindpticas de prosencéfalo de ratén
® Membranas de hipocampo de ratén

Densidades postsindpticas

e Prosencéfalo de rata
e Prosencéfalo de ratén
e Prosencéfalo de rata

Presinapsis

® Vesiculas sinépticas libres de cerebro de rata

Prosencéfalo de rata

Cerebro de rata y ratén
Prosencéfalo de rata

Prosencéfalo de rata

Rebanadas de hipocampo de rata

Vesiculas sindpticas de cerebro de rata

e Vesiculas sindpticas asociadas con membrana

plasmdtica presindptica de cerebro de rata
® Fraccién de membranas postsindpticas

2DE, MALDITOF y LC-MS/MS; LC-MS/MS 246
ICAT y LC-MS/MS 1131
SDS-PAGE, RP-HPLC, SCX-LC, MALDI-TOF 107
y LCMS/MS

LC-MS/MS 862
LC-MS/MS 1685
SDS-PAGE y MALDI-TOF 31
2.DE y LCMS/MS 47
2-DE y MALDITOF 233
ICAT y LC-MS/MS 61
MudPIT 492
SDS-PAGE y LC-MS/MS 452
SDS-PAGE y LC-MS/MS 374
MudPIT 231
MudPIT 139
2.DE y LC-MS/MS, 16-BAC/SDS-PAGE 36
y LCMS/MS

16-BAC/SDS-PAGE y MALDI-TOF 72
16BAC/SDS-PAGE y MALDI-TOF 81
MudPIT 50

de proencéfalo de rata

Las abreviaturas son las mismas que las del cuadro 1; RP-HPLC: Revrse Phasehigh-pressure liquid chromatography; SCX-LC: Strong Cation eX-
change - Liquid Chromatograpy; LC-MS/MS: Liquid chromatograpy-tandem MS; MS: Mass Spectrometry.
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en el funcionamiento neuronal, en la plasticidad y en la mie-
linizacién del SNC debidos a la administracién de drogas
de abuso.”>"

Las modificaciones en la expresién de transcritos que
codifican para proteinas relacionadas con el trafico intrace-
lular y los organelos celulares, aparato de Golgi y reticulo
endopldsmico, permiten proponer efectos en el desarrollo
de conos de crecimiento neuronal, posicionamiento axonal
y modulacién de las dendritas de la corteza apical, creci-
miento y maduracion de espinas dendriticas, que en tltima
instancia implican consecuencias en la transmisién sinaptica
del cerebro adulto. La disminucién en la expresién de trans-
critos relacionados con el trafico sindptico vesicular, la en-
docitosis independiente de clatrina y el transporte de endo-
somas tardios hacia los lisosomas, implica un efecto de las
drogas de abuso sobre las vias secretorias de las neuronas y
el transporte de moléculas hacia las dendritas.

Se reportaron modificaciones en la expresion de las pro-
teinas relacionadas con la actividad motora de los microfi-
lamentos del citoesqueleto y en las proteinas constituyentes
de los microttibulos de actina y miosina concernidas en el
transporte de moléculas en los axones, lo que pone de mani-
fiesto la complejidad de los efectos causados por las drogas
de abuso sobre las funciones del citoesqueleto. Esto sugiere
un potente efecto sobre la remodelacion de la sinapsis.

Adicionalmente, se describieron un incremento en la
expresién de transcritos que codifican para proteinas invo-
lucradas en la adhesién celular y la actividad motora de los
microfilamentos, y una disminucién en los transcritos que
codifican para proteinas que se unen a la actina. Se propone
que el incremento en la expresion de moléculas de adhesion
impide la plasticidad sindptica por medio de la formacién
de nuevas sinapsis, menos adaptables, lo que impide la for-
macién apropiada y el reforzamiento de conexiones especi-
ficas de aprendizaje.

De manera complementaria, los estudios proteémicos
descritos permiten confirmar que la administracién crénica
de drogas de abuso altera de manera significativa los nive-
les y los estados de fosforilacion de las proteinas sindpticas
incluyendo las de proteinas que participan en la sefializa-
cién, el tréfico vesicular, las endociticas, el citoesqueleto y
la adhesion celular, coincidiendo con los resultados de los
estudios genéticos. La administracién de cocaina mostré un
efecto sobre la expresion de los genes tempranos en el siste-
ma mesocorticolimbico, apoyando la hipétesis de la genera-
cién de una forma diferente de plasticidad neuroconductual
que promueve la consolidacién del proceso adictivo. Se ha
propuesto que la administracién rdpida de las drogas ori-
gina neuroadaptaciones que promueven su btusqueda com-
pulsiva y aumentan la vulnerabilidad a la adquisicién, con-
ductas ambas caracteristicas del estado adictivo.”

El estudio de Black et al.> mostr6 una alta poblacion de
genes cuya funcion es atin desconocida; ademas, se modifi-
6 la expresion en muchos de los genes de manera transito-
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ria, contrastando con los efectos fisiol6gicos permanentes.
Estas importantes modificaciones fisiologicas podrian ser
irreversibles.

IMPLICACIONES EPIGENETICAS

La mayor parte de la investigacion en el terreno de las adic-
ciones se ha centrado en el estudio de las cascadas intrace-
lulares de transduccién de sefiales y de factores de trans-
cripcién que se unen a elementos promotores (secuencias)
de genes especificos, pero los mecanismos moleculares que
controlan la expresion o la represion de los genes, conocidos
como mecanismos epigenéticos, atin no han sido estudiados
o valorados suficientemente. La epigenética se define como
el estudio de los cambios heredados diferentes a los que ocu-
rren en la secuencia del DNA y abarcan dos modificaciones
principales del DNA o la cromatina: la metilacién del DNA,
la modificacién covalente de citocinas, y las modificaciones
post-transduccionales de las histonas, incluyendo la metila-
cién, acetilacién, fosforilacion y sumoilacion.'

En afios recientes se ha evidenciado la importancia de
los procesos de remodelacién de cromatina en el control de
la transcripcién genética, revelandose una compleja red de
mecanismos que regulan la accesibilidad de los genes a la
maquinaria transcripcional responsable de la sintesis de
RNA y de la expresion de los genes. Se ha reportado que las
drogas de abuso interfieren en la regulacion de la cromatina
y en la maquinaria asociada a este proceso.'®?! En este senti-
do se tiene informacién actualizada sobre las modificaciones
en la cromatina que afectan la expresién genética, promo-
viéndola o reprimiéndola.

Por otra parte, Newton y Duman® y Cassel et al.” publi-
caron de manera separada los efectos causados por drogas
psicotrépicas en el proceso de la remodelacion de la croma-
tina y en la funcién de proteinas especificas que participan
en la metilacién de islas CpG, evento que controla la acetila-
cién de histonas y, en tiltima instancia, la expresion genética.
Los resultados de Cassel et. al.*» mostraron la induccién de
la expresion de proteinas de unién a las islas CpG metiladas,
MeCP2 y MBD1, en el estriado y con menos intensidad en
la corteza frontal y el giro dentado del hipocampo, lo que
sugiere una represion de la expresion genética en dichas es-
tructuras causada por la administracién de cocaina. Com-
plementando estos resultados, los ensayos de modificacién
de histonas demostraron una disminucién en la acetilacion
de la histona H3, lo que indica un estado menos relajado de
la hebra del DNA, situacién que impide la transcripcion ge-
nética. Adicionalmente se increment6 de manera significa-
tiva la expresiéon del mRNA de la proteina desacetilada de
histonas HDAC2, indicando que la regulacion de la desace-
tilacion de histonas ocurre por medio de un incremento en
la expresion de esta familia de proteinas, lo que promueve la
expresion genética al impedir el enrollamiento del DNA.
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Los resultados de los estudios permiten concluir que
la funcién de las histonas y el evento de remodelaciéon de
la cromatina se ven modificados por la administracion de
drogas de abuso. Esto proporciona un punto de partida para
futuras investigaciones que permitan establecer las conse-
cuencias funcionales de las modificaciones de la cromatina
en respuesta a la administracion de drogas de abuso, que en
dltima instancia permita explicar las modificaciones en la
expresion genética.

EL FUTURO DE LA PSICQGENOMICA
Y LA PSICOPROTEOMICA

Para relacionar a los genes con una conducta compleja se
requiere de estudios que confirmen las manifestaciones con-
ductuales en modelos animales adecuados, que puedan ex-
trapolarse a las enfermedades en los humanos.

Existen muchas pruebas para evaluar conductas en roe-
dores, por ejemplo las mediciones de la funciéon cognitiva,
el miedo y la recompensa. En el campo de las adicciones es
posible medir en los modelos animales el reforzamiento y el
sindrome de abstinencia.?**

En la mayoria de los estudios reportados se han utiliza-
do modelos de roedores para simular los procesos adictivos
ala cocaina en el humano. Sin embargo, evidencias crecien-
tes indican la necesidad de refinar los modelos en roedores
y primates no humanos para recapitular de mejor manera
la adiccion en el humano y relacionarla con diversas neu-
ropatologfias.

Se espera que en un futuro un paciente con una anorma-
lidad conductual pueda tener acceso a una bateria de prue-
bas que incluyan estudios genéticos y analisis de imagenolo-
gia cerebral, que permitan definir la patologia que sufre y se
pueda entonces elegir el tratamiento mas efectivo. Asi, sera
posible identificar y educar a los individuos que sean par-
ticularmente vulnerables a una droga de abuso especifica,
y quienes, ante una breve exposicion a la misma, corren un
gran riesgo de adquirir la adiccién. Asi se podran seleccionar
programas 6ptimos en el tratamiento de individuos adictos.

CONCLUSIONES

Se ha establecido que las drogas de abuso provocan una mo-
dificacion de la arquitectura neuronal mediante la alteracién
de la longitud de las dendritas, y que modifican la fisiologia
neuronal en general en las 4reas cerebrales relacionadas con
los procesos de adquisicion y consolidacion de la adiccion.
Una de las areas que se distingue sobre las otras regio-
nes es la corteza prefrontal, debido a su altamente comple-
ja conectividad sindptica y arborizacién dendritica.”>* Por
esta razon las modificaciones de la expresién genética, de
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manera especifica sobre procesos importantes como el se-
fialamiento intracelular mediado por calmodulina, el meta-
bolismo del colesterol y el funcionamiento del aparato de
Golgi y el reticulo endoplasmico, reflejan los cambios en la
funcién neuronal y la plasticidad sindptica inducidos por la
administracién de drogas de abuso. Por otro lado, los estu-
dios epigenéticos iniciales llevados a cabo para conocer las
implicaciones a nivel de regulacion de la expresion genética,
han mostrado que las drogas de abuso ejercen sus efectos
porque producen modificaciones en la remodelacion de la
cromatina.”’ En este sentido, es de esperarse un importante
desarrollo del conocimiento en esta disciplina que sera de
utilidad para comprender los mecanismos de los procesos
de adquisicién y las recaidas.

Existe una gran diversidad de resultados en los estu-
dios protedémicos llevados a cabo para caracterizar la expre-
si6n de proteinas involucradas en los procesos adictivos a
las drogas de abuso. A la fecha existen relativamente po-
cos estudios publicados en los que se combinan estudios de
autoadministracién con aproximaciones protedmicas. Una
probable explicacion es que los investigadores en las &reas
de farmacologia conductual y biologia molecular han estado
trabajando distanciados unos de otros. Otras causas de la
diversidad en los resultados son: el uso inapropiado de mo-
delos experimentales, la dependencia de sistemas no neuro-
nales o tejidos neuronales involucrados en el reforzamiento
de los efectos de la droga y la falta de substratos neurales
definidos a nivel celular o bioquimico.

Los otros factores a considerar y que dificultan la com-
paracién entre los diferentes estudios son la seleccion de la
regién cerebral, la fracciéon subcelular y/o el subgrupo de
proteinas a analizar. Otro factor relevante es la seleccion de
las técnicas protedmicas empleadas. Por ejemplo, el uso de
dos técnicas de separaciéon usadas para analizar la misma
muestra de proteinas produce resultados drasticamente di-
ferentes, esto se debe a que los métodos empleados pueden
ser mas o menos adecuados para cada subgrupo especifico
de proteinas (proteinas solubles y de membrana). General-
mente, las técnicas protedmicas se ejecutan de manera dife-
rente en cada laboratorio de investigacion.

Adicionalmente existen multiples factores experimen-
tales que deben considerarse: el tipo de droga de abuso, las
vias y las velocidades de administracién, la edad de los in-
dividuos, el grupo étnico al que pertenecen y en donde es
importante la identificacién de fenotipos.

La seleccion cuidadosa de estos factores y su estudio
detallado en los procesos adictivos, aunado a la combina-
cién de modelos conductuales adecuados de reforzamiento
de drogas, especificamente los sistemas neurobiolégicos,
en conjunto con las técnicas moleculares, ampliard nuestro
conocimiento sobre el desarrollo de pruebas diagnésticas
objetivas lo que llevard a mejorar los tratamientos e imple-
mentar medidas preventivas y curas efectivas.
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