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Resumen

Abstract

Diversos estudios preclinicos han sugerido que la midkina endégena
podria jugar un papel modulador clave sobre los efectos neurotoxicos
y adictivos de distintas drogas, incluidos los psicoestimulantes. Esta
hipétesis no ha sido ain explorada en humanos. Como primer paso
en esta direccion, en el presente trabajo hemos medido los niveles
plasmaticos de midkina en 75 pacientes con trastorno por uso de
cocaina en abstinencia y 26 controles apareados con los anteriores
por sexo, edad e indice de masa corporal. Los pacientes fueron
ademas divididos en un grupo de abstinencia temprana (menos de
un mes, n = 30) y otro de abstinencia tardia (mds de un mes, n =
45). Se cuantificaron los niveles plasmaticos de midkina de todos
los participantes mediante un ensayo por inmunoabsorcion ligado
a enzimas. Los pacientes en abstinencia temprana mostraron un
incremento del 60 % en su concentracién plasmatica de midkina con
respecto a los controles que tendi6 a desaparecer en los pacientes con
periodos de abstinencia mas prolongados. Los resultados demuestran
que los niveles periféricos de midkina estin estrechamente
relacionados con el uso de cocaina y apoyan la idea de que dicha
citoquina podria jugar un papel protector limitando la actividad
biolégica de los psicoestimulantes.

Palabras clave: Midkina; Trastorno por abuso de cocaina; Abstinencia

de cocaina; Neuroproteccion; Psicoestimulantes.

Preclinical evidence suggests that endogenous midkine could
play a key modulatory role on the neurotoxic and addictive effects
of different kinds of drugs of abuse, including psychostimulants.
However, this hypothesis has not yet been explored in humans. As a
first approach to progress in this knowledge, we have comparatively
studied plasma midkine levels in 75 patients with cocaine use disorder
under abstinence and 26 control subjects matched for sex, age
and body mass index. Patients were further segmented into early-
abstinent (up to one month of abstinence, n = 30) and late-abstinent
(more than one month of abstinence, n = 45). Midkine levels were
quantified in plasma samples of all the participants by enzyme-linked
immunosorbent assays. Early-abstinent patients exhibited a 60%
increase of midkine plasma concentration in comparison with the
controls. This elevation tended to normalize upon the progression
of abstinence. The results obtained demonstrate that peripheral
midkine levels are closely related to cocaine use and are consistent
with the idea that this cytokine could play a protective role by limiting
the biological activity of psychostimulants.

Keywords: Midkine; Cocaine use disorder; Cocaine abstinence;

Neuroprotection; Psychostimulants.
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a midkina es una citoquina que promueve la

supervivencia y diferenciaciéon de diferentes ti-

pos de células y parece jugar un papel impor-

tante en el desarrollo y reparacion del sistema
nervioso central después de una lesion (Muramatsu, 2011).
Una cantidad creciente de datos experimentales tiende a
mostrar que la funciéon endégena de la midkina podria ser
critica para limitar las propiedades neurotoxicas y adictivas
de diferentes drogas de abuso (Herradon y Pérez-Garcia,
2014; Alguacil y Herradén, 2015). En el caso particular de
los psicoestimulantes, se ha encontrado que los ratones con
el gen de midkina inactivado muestran un agravamiento
de la astrocitosis inducida por anfetaminas en el cuerpo
estriado (Gramage, Martin, Ramanah, Pérez-Garcia y He-
rradon, 2011) y son particularmente resistentes a extinguir
la preferencia condicionada de lugar inducida por la co-
caina (Gramage et al., 2013). A pesar de estos interesan-
tes resultados, que sepamos no hay datos que apoyen una
posible relacion entre el abuso de psicoestimulantes y la
funcién de midkina en humanos. Como primer paso para
aumentar este conocimiento, hemos comparado los nive-
les plasmaticos de midkina entre consumidores de cocaina
abstinentes y sujetos de control, y también hemos estudia-
do posibles correlaciones entre los niveles plasmaticos de
midkina y variables relacionadas con el consumo de cocai-
na como son los anos de consumo de la droga, la severidad
de la adiccion a cocaina y la duracion de la abstinencia.

Método

Este estudio fue aprobado por los Comités de Etica del
Hospital Regional Universitario de Malaga y de la Uni-
versidad San Pablo-CEU, y cumplié con los principios
éticos para las investigaciones médicas en seres humanos
(Declaracion de Helsinki) asi como con el Reglamen-
to General de Protecciéon de Datos de la Unién Europea
(2016/679). Todos los sujetos incluidos en el ensayo otor-
garon su consentimiento informado. El estudio se realizo
en una poblacién caucasica blanca e incluyé una muestra
de pacientes con diagnoéstico de Trastorno por Consumo
de Cocaina (TCC) actualmente en abstinencia, asi como
sujetos de control sanos. Los pacientes fueron reclutados
en las instalaciones para el tratamiento de adicciones del
Centro Provincial de Drogodependencias (Malaga, Espa-
na). Se excluyeron aquellos sujetos que cumplian criterios
de dependencia de alcohol o de cannabis durante el mes
anterior al estudio. Los sujetos de control procedieron de
bases de datos de sujetos sanos dispuestos a participar en
proyectos de investigacion médica en el Hospital Regional
Universitario de Malaga (Malaga, Espana), y se empare-
jaron con los pacientes por sexo, edad e indice de masa
corporal. E1 TCC se evalu6 de acuerdo con el Manual Diag-
nostico y Estadistico de los Trastornos Mentales, Cuarta
Edicion-Texto Revisado (DSM-IV-TR) (American Psychia-

tric Association, 2000) utilizando la versiéon en espanol de
la Entrevista de Investigacion Psiquidtrica para Trastornos
Mentales y por Sustancias (PRISM) (Torrens, Serrano, As-
tals, Pérez-Dominguez y Martin-Santos, 2004). El grupo de
pacientes con TCC estuvo formado por 75 sujetos, 88 %
varones, con 34,1 + 7,5 anos de edad e IMC = 24,9 + 4,6 kg/
m? (medias + desviaciones estandar). Estos sujetos habian
consumido cocaina durante 5,7 + 5,4 anos, alcanzaban una
puntuacion de 7,1 £ 3,7 en la escala de severidad del rasgo
de cocaina para el abuso y la dependencia de cocaina (lo
que refleja un consumo elevado) y habian sido abstinen-
tes de cocaina durante 13,7 + 32,2 meses; el 32,4 % habia
mostrado un uso problemadtico de alcohol en una etapa
anterior de la vida (27 % en el tltimo ano) y se habia man-
tenido abstemio de alcohol durante una media de 127,8
dias antes del reclutamiento. El grupo de control estuvo
formado por 26 sujetos, 85 % varones, con 36,8 + 10,1 afos
de edad e IMC = 24,6 + 2,8 kg/m?.

Las muestras de sangre de los participantes fueron
extraidas por la manana, después de un ayuno de 8 a 12
horas, por parte de enfermeras experimentadas. Se extra-
jo sangre venosa en tubos EDTA de 10 ml (BD, Franklin
Lakes, NJ, EE. UU.) que se centrifugaron inmediatamente
a 2200 x g durante 15 min (4 °C) y que se analizaron indi-
vidualmente para detectar enfermedades infecciosas utili-
zando tres pruebas rapidas comerciales para VIH, hepatitis
By hepatitis C (Estrasburgo, Cedex, Francia). Las muestras
de plasma se caracterizaron y registraron individualmente
y se almacenaron a -80 °C hasta el dia del analisis, que se
realiz6 mediante el uso de un kit ELISA tipo saindwich para
la determinacion de midkina (MKELISA, Cellmid, Sidney,
Australia) segun las instrucciones del fabricante (entre las
que se contempla el uso de duplicados). Se seleccion6 este
kit en particular porque ha sido desarrollado especifica-
mente para muestras humanas, ofrece una alta sensibili-
dad (limite de deteccion = 8 pg/ml), alta especificidad (0
reactividad a pleiotrofina, una citoquina estrechamente
relacionada con la midkina) y una cuantificacion fiable del
analito en concentraciones de hasta 10 pg/ml.

De acuerdo con la literatura, que muestra que las carac-
teristicas neurobiolégicas y fenomenologicas mas promi-
nentes de la abstinencia de cocaina ocurren dentro de las
primeras semanas (Pathiraja, Marazziti, Cassano, Diamond
y Borison, 1995), para el analisis estadistico separamos a los
pacientes en un grupo de abstinencia temprana (hasta un
mes de abstinencia, n = 30) y un grupo de abstinencia tar-
dia (mas de un mes de abstinencia, n=45). Se compararon
los niveles de midkina entre estos dos grupos y con los su-
jetos de control mediante un analisis unilateral de varianza
(ANOVA) seguido de pruebas post hoc Bonferroni. Las
posibles correlaciones entre los niveles de midkina y cada
una de las tres variables relacionadas con el consumo de
cocaina (puntuacion de severidad, duraciéon de consumo'y

duracién de abstinencia) se estudiaron primero mediante
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el calculo de coeficientes de Pearson. Estas correlaciones
se investigaron también después de segmentar las anterio-
res variables en cinco grupos segun criterios percentiles,
aplicando para ello coeficientes de Spearman. El nivel de
significacion estadistica se estableci6 siempre en p < ,05.

Resultados

Los pacientes con TCC en abstinencia temprana exhi-
bieron un aumento significativo del 60 % en los niveles
plasmaticos de midkina con respecto a los sujetos de con-
trol; esta diferencia se redujo posteriormente hasta perder
significacion estadistica cuando la abstinencia fue superior
a un mes, como se muestra en el grupo de abstinencia tar-
dia (Figura 1).
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Figura 1. Concentracion de midkina en el plasma de los sujetos de
controly en pacientes con TCC. * p <,05 vs. sujetos de control.

La concentracion de midkina no se correlaciono6 ni con
la duracion del uso de cocaina a lo largo de la vida ni con
la severidad de la adiccién a cocaina, pero si se observo
una interesante correlacion inversa con el tiempo transcu-
rrido desde el inicio de la abstinencia de cocaina (Tabla 1,
Figura 2).

Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio proporcionan
la primera evidencia de una relacién significativa entre el
consumo de cocaina y la regulacion de midkina en hu-
manos. Teniendo en cuenta que nuestros pacientes eran
abstinentes a la cocaina en el momento de la recogida de
las muestras, queda por establecer si la elevacion de la mi-
dkina plasmatica fue una consecuencia del uso previo de
cocaina o si fue provocada por la abstinencia de cocaina;
en cualquier caso, los niveles de la citoquina retrocedian
consistentemente hasta los valores de control segin pro-
gresaba la abstinencia, por lo que parece que evoluciona-
ban de forma inversa a la dependencia de cocaina. Que
sepamos, apenas se ha estudiado la correlacion entre ni-
veles centrales y periféricos de midkina en la salud o en la
enfermedad; a pesar de esto, los cambios de midkina en
sangre se han asociado a varios trastornos neuropsiquia-
tricos como la esquizofrenia (Shimizu et al., 2003), la en-
fermedad de Alzheimer (Salama et al., 2005) o el autismo
(Esnafoglu y Cirrik, 2018), lo que sugiere que los niveles
plasmaticos de midkina podrian ser sensibles a cambios
patolégicos que afectan bien a los niveles o a la funcién
de midkina en el cerebro. Segun esta idea, es posible que

Tabla 1. Andlisis de correlaciones entre los niveles de midkina y las variables asociadas al consumo de cocaina.

ANALISIS DE DATOS NO AGRUPADOS

ANALISIS DE DATOS SEGMENTADOS

Coeficiente de correlacion Valor p Coeficiente de correlacion Valor p
Severidad de TCC (puntuacién DSM) -0,061 0,601 -0,072 0,538
Duracion de consumo (afios) -0,117 0,318 -0,045 0,699
Duracién de abstinencia (meses) -0,140 0,231 -0,253 0,029
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Figura 2. Concentracién de midkina en el plasma de pacientes con TCC abstinentes. El panel A muestra la regresion lineal obtenida
(r? = 0,91) tras segmentar la duracién de la abstinencia de cocaina en 5 grupos percentiles (los puntos representan medias + SEM).
El panel B muestra los datos no agrupados.

ADICCIONES, 2021 - VOL. xx NUM. x



Niveles plasmaticos de midkina en pacientes con trastorno por uso de cocaina en abstinencia

nuestro hallazgo de niveles plasmaticos de midkina eleva-
dos en pacientes fuese secundario a una regulacién posi-
tiva de la midkina central desencadenada por el consumo
de cocaina y/o la abstinencia de cocaina. Tal efecto seria
coherente con los datos preclinicos que sugieren un papel
neuroprotector de la regulacién positiva de midkina en
situaciones que involucran lesion del tejido cerebral tales
como la exposicion a drogas, la isquemia y las alteraciones
neurodegenerativas (Muramatsu, 2011; Herradon y Pérez
Garcia, 2014; Alguacil y Herrad6n, 2015). Obviamente,
esta hipotesis necesita mas pruebas ya que las elevaciones
de los niveles de midkina en la periferia también podrian
reflejar otras alteraciones relacionadas con el consumo
de cocaina, no necesariamente de origen central. Asi, por
ejemplo, se sabe que las células endoteliales vasculares li-
beran midkina (Fujisawa et al., 1998), y esto podria verse
afectado por las potentes acciones cardiovasculares de la
cocaina. Ademas, algunas otras afecciones con mayor in-
cidencia entre los adictos a las drogas también podrian
contribuir a una elevacién de la midkina en sangre en es-
tos sujetos, como por ejemplo la presencia de enfermedad
renal crénica (Campbell et al., 2017), neoplasias malignas
(Jones, 2014) o trastornos inmunolégicos (Sorrelle, Do-
minguez y Brekken, 2017). Una limitacién de este estudio
es la imposibilidad de descartar la influencia del consumo
de alcohol o tabaco sobre los cambios observados en los
niveles plasmaticos de midkina. Aunque nuestros pacien-
tes no estaban abusando de alcohol cuando se recogieron
las muestras, no puede descartarse un consumo entre leve
y moderado, algo que podria afectar a la expresion de mi-
dkina en el cerebro (Flatscher-Bader y Wilce, 2008). Los
estudios futuros deben monitorear también de forma es-
pecifica el consumo de tabaco, dado que algunos trabajos
han mostrado que este consumo aumenta los niveles séri-
cos de midkina (Ito et al., 2019), aunque otros autores no
han encontrado este efecto (Salaru et al., 2014). En con-
secuencia, se necesita mas investigacion para confirmar
los resultados de este estudio y proporcionar una mejor
comprension de la participacion de la midkina en el TCC;
en este sentido, los estudios de correlacion entre niveles
de midkina en liquido cefalorraquideo y plasma parecen
de especial relevancia.
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