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RESUMEN

El abuso del consumo de sustancias adictivas con accién psicotrépica es
un problema serio de salud publica tanto a nivel mundial como nacional,
en este contexto, existe la necesidad de desarrollar programas
gubernamentales de salud mas eficaces para combatir la adiccion a
sustancias de abuso. Uno de los factores farmacocinéticos importantes
que comparten las drogas con alta potencia farmacoldgica es su
eficiente cinética de permeacion hematoencefalica, el cual parece ser
esencial para ejercer sus acciones de generacion de recompensa
placentera, por lo tanto, de desarrollar efectos reforzantes importantes
al consumo reiterado de estas sustancias, el antagonismo de
permeaciéon hematoencefalica por anticuerpos especificos contra drogas
adictivas ha demostrado efectos inmunoprotectores para mantener la
abstinencia del consumo adictivo de drogas como la cocaina y la nicotina
en el modelo animal del roedor. El desarrollo de vacunas anti sustancias
adictivas para uso humano, capaz de inducir la sintesis de anticuerpos
policlonales contra morfina a través de esquemas de vacunacion
multiple, se lleva a cabo en el Laboratorio de Neurobiologia Molecular y
Neuroquimica de Adicciones, en el que han desarrollado la vacuna M-TT
para tal uso, de acuerdo con estudios anteriores, ratones naive para el
opioide morfina tratados con la vacuna M-TT presentan una respuesta

inmunoldgica humoral caracterizada por la presencia de altos y




sostenidos titulos de anticuerpos policlonales circulantes, con
especificidad a la morfina y ademds presenta capacidad de
reconocimiento inmunoldgico cruzado para la heroina y otros analogos
estructurales, evitando asi, la permeacién hematoencefdlica al tejido
nervioso cerebral, esta vacuna presenta inmunogenizidad con respuesta
inmunitaria de memoria de largo plazo. En este protocolo se investigd si
en ratones inmunodeprimidos por el consumo crénico de este opioide, la
respuesta inmunitaria presentada ante la inmunizacién con la vacuna M-
TT era eficaz, evaluando el indice poblacional de células T y B esplénicas
por medio de citometria de flujo, también se evalué la respuesta
inmunitaria a lo largo del protocolo determinando el titulo de
Anticuerpos (Ab’s) anti-morfina mediante ensayos de ELISA, en suero
sanguineo de ratones inmunizados en un esquema de vacunacién
semanal de 6 aplicaciones de la vacuna M-TT tanto pre-expuestos como

no pre-expuestos a morfina.




INTRODUCCION

Uno de los problemas de salud publica tanto a nivel nacional como
internacional sigue siendo el abuso de sustancias psicotropicas. De
acuerdo con estudios epidemioldgicos, afecta a individuos de cualquier
género, condicion social y edad, sin embargo se presenta con mayor
frecuencia en jovenes, atentando contra la salud, el bienestar y la
seguridad de la poblacidn del pais. Los ultimos resultados de la encuesta
nacional de adicciones indican que el consumo de drogas ilegales y
médicas en la poblacién rural y urbana de entre 12 y 65 afios de edad
ha aumentado de un 5% observado en 2002 a un 5.7% en este periodo
(ENA-INPRF, 2008). Las drogas ilegales (mariguana, heroina,
metanfetaminas, alucinégenos, inhalables, cocaina y sus derivados vy
otras drogas) aumentaron de 4.6 a 5.2%; el consumo de drogas
médicas con potencial adictivo, usadas fuera de prescripcion,
mantuvieron los niveles observados en 2002 (ENA-INPRF, 2008). En los
grupos poblacionales, se observa que, si bien el consumo de drogas
ilegales es mayor en los hombres (en una proporcion de 4.6 hombres
por cada mujer), el indice de crecimiento es mayor en las mujeres entre
las cuales el consumo de drogas ilegales se duplicd, aumentando de 1%
en 2002 a 1.9% en 2008, mientras que el consumo en hombres
solamente se incrementd de 8 a 8.8% (ENA-INPRF, 2008). Como

cientificos comprometidos tenemos la obligacion de desarrollar nuevas




terapias de apoyo para solucionar los problemas de adiccion reflejados
en los recientes resultados de los diferentes estudios epidemioldgicos,
los que muestran incrementos significativos en el uso de sustancias

adictivas (ENA-INPRF, 2008).

e Farmacocinética y farmacodinamia de opioides

Tras la caracterizacion de las encefalinas (Met-encefalina y Leu-
encefalina), se han descubierto muchos péptidos con actividad opioide
como la B-endorfina de la pituitaria. La mayor parte de los péptidos
opioides aislados hasta el momento, salvo las endorfinas 1 y 2,
presentan una caracteristica en comun, la presencia de los mismos
cuatro residuos en el extremo N-terminal (Tyr-Gly-Gly-Fen). La gran
similitud en la estructura en el amino terminal de estos péptidos con la
morfina (un anillo aromatico hidroxilado con un grupo alquilo de dos
atomos de carbono que poseen en posicidon 2 y un grupo amino terciario
en posicion para) explica por qué la morfina puede activar los receptores
opioides como si se tratase de un ligando endogéno (Antén et al, 2008).
Los receptores opioides estan involucrados con la percepcién de
estimulos dolorosos (inflamacion aguda o croénica, lesiones en los
nervios por estimulos nocivos de tipo mecanico, térmico o quimico) e
implican la participacién de varias estructuras neurales, desde los
terminales periféricos hasta las zonas somatosensoriales de la corteza

cerebral, cada uno de los cuales participa de mecanismos modulatorios
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muy diversos (Eisenstein TK, 2011). Un agonista exdgeno, de los
receptores opioides es la morfina, de naturaleza alcaloide y con
estructura quimica fenantrénica, derivado del extracto lechoso (goma de
opio) de la planta Papaver somniferum, es el compuesto mayoritario (>
10%) de este extracto junto con otros compuestos estructuralmente
analogos como la codeina, tebaina y papaverina (O'Brien CP, 2001). Es
en su mayoria metabolizada por conjugacion  enzimatica,
fundamentalmente en higado, con el acido glucurénido en las posiciones
de los grupos hidroxilo 3 y 6 de su estructura fenantrénica, formandose
los intermediarios morfina 3, morfina 6 y en menos proporcion, morfina
3-6-glucurdénido. No obstante que estos intermediarios catabdlicos son
las formas estructurales de excrecién (principalmente urinaria) de la
morfina, todos ellos y mas notoriamente la morfina-6- glucurdnido,
poseen importantes capacidades analgésicas y psicotrépico-adictivas, ya
gue una vez generados por sistemas enzimaticos especificos en el
higado, permean rapidamente la barrera hematoencefalica y activan el
subtipo de receptor opioide mu (d) (Kamendulis et al, 1996; Hutto et al,
1997; Halliday et al, Life Sci., 1999). La heroina, es un derivado
semisintético de la morfina, el cual a diferencia de ésta ultima que posee
un grupo hidroxilo en posicién 3 del anillo fendlico y otro hidroxilo
alcohdlico en la posicién 6, tiene condensados dos grupos acetilo en

estas mismas posiciones de la estructura anillada fenantrénica opiacea
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(Selley et al, 2001). Ambas son absorbidas a partir de diferentes
compartimientos, como son el tracto gastrointestinal, el tracto
respiratorio, la mucosa bucal, asi como el espacio subcutaneo,
intramuscular, intravascular e intratecal. En el caso de la morfina, esta
se une al receptor p con una alta afinidad y presenta una afinidad baja
por los receptores & y k. Como consecuencia de la activacion de los
receptores [, este agonista puro produce analgesia, euforia, depresion
respiratoria, estrenimiento, nauseas, vomito y retencién urinaria. La
administracion repentina de los farmacos opiaceos, se acompafia de
tolerancia, la velocidad con que se desarrolla no es homogénea para
todos los efectos, sino que afecta mas rapidamente a las acciones
depresoras (analgesia, depresidon respiratoria, sedacion e hipotensién).
Con el aumento de la dosis administrada de morfina ademas de
aumentar el efecto analgésico, se potencian los efectos adversos
(Kosten et al, 2003). Sin embargo, existen estudios farmacocinéticos
(Halliday et al, 1999) que exponen la idea de que las acciones
analgésicas y/o adictivas de la morfina no son ejercidas predominante y
directamente por ella misma al nivel central del sistema nervioso, sino
por sus metabolitos producto de su biotransformacién final como

compuestos glucoronicos.

Uno de los factores farmacocinéticos importantes que comparten las

drogas con alta potencia farmacoldgica es su alta cinética de permeacion




hematoencefalica, el cual parece ser esencial para ejercer sus acciones
de generacidn de recompensa placentera y, por lo tanto, de desarrollar
efectos reforzantes importantes al consumo reiterado de estas
sustancias, el antagonismo de permeacion hematoencefalica por
anticuerpos especificos contra drogas adictivas ha demostrado efectos
inmunoprotectores para mantener la abstinencia del consumo adictivo
de drogas como la cocaina y la nicotina en el modelo animal del roedor

(Sevarino et al, 2000; Walters et al, 2003).

La tolerancia es una neuroadaptacidon presente en el sindrome adictivo a
opiaceos, es causada por la accion repetida de la morfina o la heroina
sobre las neuronas de areas cerebrales especificas, como son el locus
coeruleus, el hipocampo, el hipotdlamo lateral, el area ventral-
tegmental, el complejo amigdalino, el nlcleo acumbens, y la corteza
prefrontal. Estas dareas cerebrales forman, en conjunto, el sustrato
neuroanatémico donde los opiaceos y otras drogas adictivas como la
cocaina ejercen sus acciones bioldégicas de recompensa y reforzamiento
al consumo de éstas sustancias. En general, la administracion crénica
sistémica de un opiaceo como la heroina o morfina, provoca el
desarrollo de una serie de mecanismos homeostaticos sobre las
neuronas de estas areas cerebrales, provocando cambios en el
funcionamiento neuronal al nivel electrofisiolégico, bioquimico vy

gendmico, cambios que en forma global estan destinados a recuperar el




nivel funcional previo a la accién de la droga (Ghodse H, 1995). Una vez
producida la tolerancia, si se deja de consumir la droga en forma
abrupta, se produce una nueva serie de alteraciones en estas neuronas,
dando lugar a la neuropatologia del sindrome de abstinencia durante la
adiccién. El sindrome de abstinencia a opiaceos del tipo de la morfina o
heroina, a diferencia del producido por psicoestimulantes como la
cocaina y anfetaminas, es particularmente intenso a nivel de
alteraciones en el funcionamiento fisico y mental del adicto a estas

drogas (Koob GF., 2000; Stein et al, 2003).

e Inmunodepresion por opioides

A nivel del sistema nervioso central, existe una variedad de células
inmunocompetentes neuronales y no neuronales que contribuyen en la
presentacién de un estado fisiolégico de homeostasis, este Illamado
centro de sefalizacidn inmune afecta a todos los tipos de células en el
sistema nervioso central, pero la ruptura de esa homeostasis puede
generar un estado patoldogico provocado por la liberacidn excesiva, o
bien la supresién de sustancias inmunoactivas como son las citocinas y
las quimiocinas, lo cual en su conjunto puede llevar a un estado de

inmunodepresion (Flores LR et al, 1996).

Se ha reportado que los opioides no solo tienen una accién en los

receptores cerebrales y de la médula espinal, sino también en las
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neuronas sensoriales periféricas, lo que llevd a detallar la via de
actuacion de esas sustancias fuera del sistema nervioso central (SNC)
(Stein et al, 2009; Singhal et al, 2002). Experimentos in vitro han
demostrado que la morfina y otros opidceos perjudican la funcién
guimiotactica y fagocitica de los neutréfilos y monocitos y reducen las
respuestas efectoras de linfocitos B y T, como también aumentan la
apoptosis de linfocitos y células fagociticas (Singhal et al, 1999; Mellon

et al, 1998).

Los estudios in vivo también han demostrado un efecto indirecto de los
opioides, especialmente de la morfina, que envuelve la reduccién de la
funcidon de células Asesina Natural o Natural Killer (NK) y de la actividad
proliferativa linfocitica en respuesta a mitégenos, supresidon de citocinas
inflamatorias, ademas de la activacion del sistema nervioso simpatico
gue promueve elevados niveles de noradrenalina y que esta relacionada
con la inmunodepresion (Flores et al, 1996; McCarthy et al, 2001). Esos
efectos parecen estar relacionados con la regulacién descendente de la
proteincinasa C, con acciones mediadas por la somatostatina, con la
participacion de enzimas proapoptéticas y con la alteracién de Ia

liberacion de 6xido nitrico (Walters I, 2003; Bhaskaran et al, 2001).

Ensayos donde se realizaron administraciones subcutdneas de 40 mg/kg
de morfina en ratones durante 24 horas, provocaron un dafio en la

actividad de macréfagos y después de tres dias, hubo bacteriemia, y
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crecimiento bacteriano en el liquido peritoneal, higado, bazo, rifiones,
corazén y pulmon. Esos efectos fueron blogueados cuando se administro
la naloxona, antagonista puro de los opiaceos, antes de cada dosis de
morfina, lo que implica un mecanismo dependiente del receptor opioide

mu (Rahim et al, 2004; Selley et al, 2001).

Se ha reportado que la respuesta inmunitaria en bazo de ratones
tratados con morfina disminuyd al presentar un proceso de abstinencia
de la droga, esto debido a un déficit en el funcionamiento de los
macréfagos de bazo, ademas, las células de bazo pueden inhibir la
respuesta inmunitaria normal por la actividad del éxido nitrico producido
por los macréfagos y las células B; por su parte los macréfagos
presentan la liberacion de 6xido nitrico (NO) como un efecto de la
morfina mediado a través de los receptores p-opioides presentes en su
superficie. Esta inmunosupresiéon posiblemente sea mediada por la
disminucidon de moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad
(MHC) de clase II, disminucion de moléculas co-estimuladoras en las
células presentadoras y disminucion de citocinas como son IL-1, IL-2,

IL-5, TNF-a (Nelson et al, 1997).

Ademas, la morfina inhibe la funcion de los linfocitos T en ratones. En
dosis bajas la morfina puede activar las caspasas 3 y 8 de los linfocitos
T en el ganglio linfatico a través de la activacidon del receptor p-opioide,

causando muerte de estas células por apoptosis (Wang et al, 2001).
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Los tratamientos farmacoldgicos disponibles actualmente, modifican las
acciones farmacodinamicas de los opidceos sobre las neuronas del tejido
nervioso. Durante el sindrome de abstinencia no se deben administrar
opiaceos que produzcan una demanda crdnica, requiere de ingreso
hospitalario y cuidados clinicos especializados, por lo cual, el proceso es
de alto costo econdmico. Sin embargo, una variedad de tratamientos se
enfocan a la desintoxicacién durante la abstinencia, asi como a prevenir
las recaidas en la adiccién a la morfina o heroina, pero no se ha
reportado una eficacia 6ptima y los distintos farmacos empleados para
estos fines terapéuticos, desarrollan efectos colaterales téxicos en los
pacientes en tratamiento, sobre todo en aquellos sometidos a largos
periodos de abstinencia y prevencion de recaidas. Por lo tanto, existe la
urgente necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas anti-
adictivas, a través del proceso de preparacidén y uso de nuevos farmacos
con mas eficacia y menos toxicidad colateral durante su administracion

a largo plazo en estas terapias (Grilly DM, 2002).

En 1960, se introdujo la terapia basada en la union especifica a los
receptores de farmacos en el cerebro, como la metadona (MMT), que
hace frente a la dependencia a opiaceos, la cual tuvo resultados
superiores al tratamiento por desintoxicacion. Sin embargo, la MMT esta
relacionada con sobredosis, altas tasas de desercidn dentro del primer

mes y el alto costo de las clinicas en las que se realiza la administracion
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diaria. Otra alternativa farmacéutica es la buprenorfina, la cual tiene un
menor riesgo de sobredosis que la metadona, un menor numero de
interacciones con otros medicamentos, en comparacién con la metadona
y es mucho mas accesible para los pacientes, pero hay informes que
sugieren que la buprenorfina no ha superado a la metadona en su
eficacia en el proceso de abstinencia (Stotts et al, 2002). Tanto la
metadona (agonista opioide) y buprenorfina (un agonista opioide
parcial) son susceptibles al abuso y sobredosis con reacciones adversas
varias, tales como depresion respiratoria y muerte subita (Maxwell et al,
2002; Maxwell et al, 2011; Kreek et al, 2010). Por lo tanto, los
tratamientos agonistas no son éptimos para todos los pacientes. Una
alternativa es el tratamiento con naltrexona, un antagonista de los
opioides, de larga accién, que no produce euforia y no es adictivo. Es
especialmente adecuado para evitar una recaida en el consumo de
opioides y después de la desintoxicacidon de heroina, tratamiento que en
administracion inyectable ha sido ya aprobado por la FDA (Stotts et al,

2002; Minozzi et al, 2011; Sullivan MA, 2013).

En general, los programas para el control de la adiccién a la heroina son
costosos. En la actualidad se carece de tratamientos que combatan
adicciones tan presentes en la sociedad, como son a la cocaina y
metanfetaminas o existen otros tratamientos que han tenido poco éxito,

como para la heroina y nicotina. Estas limitaciones en los tratamientos
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han abierto la oportunidad al desarrollo de alternativas como las
vacunas para el abuso de drogas. La historia de las vacunas contra
adiccion comienza hace casi 40 afios, con las vacunas contra la adiccion
a opiaceos (Berkowitz et al, 1972; Bonese 1974). Sin embargo, el
desarrollo se interrumpié con el desarrollo de la metadona y naltrexona

para tratar la adiccién a la heroina.

e Vacunas
A lo largo del siglo pasado, los programas de vacunacién han llevado a
la eliminacion o control de diferentes enfermedades infecciosas, como
son la viruela, la poliomielitis, el sarampidn, las paperas, la rubéola,
influenza tipo B, tos ferina, el tétanos y la difteria. La mayor parte de
estas vacunas clasicas fueron desarrolladas utilizando metodologias
tecnoldgicas basadas en microorganismos o estructuras especificas de
éstos, tales como bacterias o virus fisicoquimicamente inactivados. Las
vacunas, ademas de contener organismos inactivos o productos
derivados de ellos, purificados, actualmente se producen de forma
sintética, por lo que no emplean componentes inactivados o atenuados
de microorganismos, sino péptidos, carbohidratos, o antigenos, por lo
gue son mas seguras (Hieda et al, 1997). Las vacunas son un preparado
de antigenos, el cual despierta una respuesta inmunoldégica humoral y
celular cuando entran en el organismo, esta respuesta generada, se

mantiene a lo largo del tiempo por medio del desarrollo de una memoria
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inmunoldgica, que produce una inmunidad prolongada frente a una
enfermedad. La vacunacién es una forma de medicina preventiva, tiene
como objetivo proteger a las personas y comunidades de las
enfermedades infecciosas, por medio de la inmunizacion, funcionando
asi, como un sistema de alerta temprana que prepara al organismo para
luchar contra la infeccidon (Hieda et al, 1997).

Una vez que el cuerpo ha sido expuesto a una infeccion, el sistema
inmunoldgico "reconoce" al agente causante y produce anticuerpos para
destruir la infeccion o al inmunodgeno. El cuerpo tiene que estar
expuesto a la infeccién una primera vez para que el sistema inmunitario
adquiera la capacidad de reconocerlo. Esto se logra artificialmente a
través de la inmunizacion (Carrera et al, 2004). La inmunizacién activa
implica la administracion repetida de un inmundégeno con el fin de
estimular al sistema inmune para producir anticuerpos especificos contra
éste (por ejemplo, vacunacién). La inmunizacién pasiva implica la
produccién de anticuerpos en algun otro organismo (por ejemplo,
conejos) o bien in vitro, que son después purificados y se administran a
los sujetos en estudio. Cada método tiene ventajas y desventajas, la
vacunacion requiere relativamente pocas administraciones para producir
un alto nivel de anticuerpos, el cual persiste durante varios meses. Entre
las principales desventajas de la vacunacion estan, el lapso de tiempo

que se requiere para alcanzar los niveles de anticuerpos necesarios y la
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incapacidad para controlar esos niveles. La inmunizacién pasiva logra el
nivel sérico necesario de anticuerpos casi inmediatamente, en
comparacion con los meses necesarios para la vacunacion, se puede
controlar la dosis de anticuerpos y asi estudiar las relaciones dosis-
respuesta, con lo que se pueden examinar los efectos de las dosis alta
de anticuerpos que no se pueden conseguir Unicamente vacunando;
entre las desventajas de la inmunizacidon pasiva son que requiere
inyecciones mas frecuentes para mantener los niveles de anticuerpos
requeridos y es mas caro que la vacunacién. Algunas de las
caracteristicas relevantes de las vacunas, en el tratamiento de abuso de
drogas, incluyen la inmunogenicidad, la afinidad y la especificidad del
anticuerpo que se busca producir. La inmunogenicidad se refiere a la
concentracion sérica de anticuerpos especificos que se logra. Con el fin
de presentar la maxima efectividad, una vacuna debe promover y
mantener y sostener una alta concentracién en suero del anticuerpo, ya
que a mayor nivel de anticuerpos, mayor cantidad de sustancia de
abuso se unird a éste. La afinidad se refiere a la fuerza con la que un
sitio activo del anticuerpo se une a una determinante antigénica del
antigeno, en este caso la droga. La especificidad se refiere a la medida
en que los anticuerpos se unen a un determinante antigénico en
comparacién con los otros compuestos presentes, una mayor

especificidad reduce l|la competencia de otros compuestos en su
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capacidad de unién, mejorando la seguridad y reduciendo la
probabilidad de efectos secundarios adversos. La formulacién de vacuna
puede influir en estas propiedades (Sanderson et al, 2003).

Dentro de la respuesta inmunitaria se da el reconocimiento del antigeno
y su presentacion por las células presentadoras de antigenos
profesionales (APC) en el sistema inmunoldgico tales como células
dendriticas y macréfagos que tienen la capacidad de reconocer
antigenos, procesarlos y presentarlos a través de la molécula de clase II
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), presentandolos a
los receptores de antigeno ya sea del linfocito T-cooperador o del
linfocito B (TCR o BCR, respectivamente) con el fin de que produzca una
respuesta inmunitaria humoral en contra de estos determinantes
antigénicos (Abbas et al, 2007; Antdn et al, 2009).

e Vacuna M-TT

Las estrategias que involucran vacunas contra las drogas adictivas
incluyen la conjugacion de moléculas pequefas adictivas, como
haptenos, con macromoléculas proteinicas como la KLH, la toxina del
cOlera y toxina tetadnica, por medio de un enlace covalente con dicha
proteina externa, permitiendo la expresién de las moléculas de
anticuerpo por las células B, asi como la induccidn de la ayuda de
células T que se requiere para provocar respuestas de anticuerpos de

alto nivel (Falugi et al, 2001). El desafio de desarrollar una vacuna
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dirigida a medicamentos adictivos es que las drogas son pequenas
moléculas y por si solas no inducen una respuesta inmunitario, también
se requiere la generacién de un alto titulo de anticuerpos de alta
afinidad contra las drogas para lograr secuestrar en la sangre a la
molécula. Uno de los primeros informes sobre una estrategia
inmunoterapéutica para evitar los efectos de las drogas de abuso fue el
resultado de la inmunizacidon con una vacuna de morfina que disminuyé
la auto-administracién de heroina en un mono rhesus (Bonese et al,
1974). Desde entonces, la inmunoterapia como tratamiento contra el
abuso de drogas y su adiccion se ha desarrollado para numerosas
drogas de abuso. Una vacuna contra la nicotina fue desarrollada y
probada en animales de laboratorio y continda con los ensayos clinicos

(Cerny, 2005; Keyler et al, 2008; Moreno et al, 2010).

Las vacunas contra metanfetamina han sido desarrolladas para el
tratamiento potencial contra la adiccidn a la metanfetamina (Duryee et
al, 2009; Gentry et al, 2009; Xu et al, 2007). También se han
desarrollado varias vacunas contra la cocaina, algunas de las cuales se
encentran ya en fase de ensayos clinicos (Carrera et al, 1995; Haney et

al, 2004; Kosten et al, 2002; Orson et al, 2009).

El interés en las vacunas contra drogas inici6 nuevamente a partir de

1992, cuando se informd de una vacuna contra la cocaina (Bagasra et
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al, 1992). Y en 2001, se reportd un preparado hapténico para uso en la

fabricacion de vacunas contra la nicotina (Isomura et al, 2001).

Entre las vacunas anti sustancias adictivas para uso en humano, capaz
de inducir la sintesis de anticuerpos policlonales contra la morfina e
incluso su analogo estructural, la heroina, a través de esquemas de
vacunacion multiple, se encuentra la vacuna M-TT. El disefio estructural
de esta vacuna consiste en la sintesis inicial y haptenizacién del
derivado morfina-B-hemisuccinato a una fraccién peptidica del toxoide
tetanico como proteina acarreadora, a través de un brazo molecular
espaciador sintetizado secuencialmente a partir de una condensacién
covalente. La respuesta inmunoldgica humoral luego de la inmunizacién
se caracteriza por la presencia de altos y sostenidos titulos de
anticuerpos policlonales circulantes, con especificidad a la morfina y
ademas presenta capacidad de reconocimiento inmunoldgico cruzado
para la heroina y metabolitos como son el 3-glucorénido y 6-glucorénido
dentro del torrente circulatorio, evitando asi, la permeacién
hematoencefalica al tejido nervioso cerebral, esta vacuna se caracteriza
por su inmunogenizidad con respuesta inmunitario de memoria de largo

plazo (Kantak et al, 2003; Anton et al, 2006; Antén et al, 2009).

La vacuna M-TT administrada a organismos inmunodeprimidos por la
pre-exposiciéon a morfina producira una respuesta inmunitaria tan eficaz

como en el caso de los ratones no pre-expuestos. Por tanto, con los
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resultados obtenidos en este protocolo se busca que en ratones pre-
expuestos a este opiaceo, por lo tanto inmunodeprimidos, la respuesta
inmune que se presente sea eficaz. Se evalud el indice poblacional de
células T y B esplénicas por medio de citometria de flujo. Para evaluar la
respuesta inmune a lo largo del protocolo se determind el titulo de
Anticuerpos (Ab’s) anti-morfina mediante ensayos de ELISA, tanto en
ratones pre-expuestos como en los no pre-expuestos a este opiaceo los
cuales se sometieron a un esquema de vacunacion semanal de 6

aplicaciones de la vacuna M-TT.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La problematica que existe a nivel de salud publica respecto al consumo
de sustancias adictivas, como es la morfina, va en aumento, por lo que
es primordial el desarrollo de una alternativa terapéutica para los
consumidores en tratamiento. En la actualidad sigue siendo wuna
prioridad para el area de produccion de vacunas el generar una
respuesta inmunoldgica humoral suficientemente robusta que promueva
la produccién de titulos altos y sostenidos de anticuerpos. La vacuna M-
TT ha demostrado tener estas caracteristicas, sin embargo no ha sido
demostrada su eficacia en individuos con un trasfondo de
inmunodepresién por consumo de morfina, situacidn que se propicia en

este trabajo.
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JUSTIFICACION

Dado que la inmunizacién con la vacuna M-TT induce un titulo de
anticuerpos significativo en ratones que no han recibido tratamiento
previo con morfina confiriéndoles inmunidad anti- morfina, se dio pauta
al desarrollo de protocolos donde se sometié dentro de un esquema de
vacunacion con la  vacuna M-TT a ratones previamente

inmunodeprimidos por el consumo crénico de morfina.

PREGUNTA

¢Tendra la vacuna M-TT la misma inmunogenicidad en ratones
inmunodeprimidos por el consumo crénico de morfina que en ratones

que no han tenido consumo previo de morfina?
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HIPOTESIS

La inmunizacidon con la vacuna M-TT sera tan eficiente en ratones

inmunodeprimidos por el consumo previo de morfina como en ratones

que no han recibido tratamiento previo con morfina.

OBJETIVOS

- (GENERAL.

o

Evaluar la respuesta inmunitaria que la vacuna M-TT genera
en ratones inmunodeprimidos por la exposicion previa a
morfina.

Evaluar la respuesta inmunitaria de ratones
inmunodeprimidos por la exposicion previa a morfina vy

tratados con la vacuna M-TT.

- PARTICULARES

o

o

Demostrar el efecto inmudepresor de la morfina.

Determinar el titulo de Anticuerpos (Ab’s) contra morfina en
ratones inmunizados con la vacuna M-TT, pre-expuestos a
morfina y compararlo con el de ratones inmunizados no pre-
expuestos.

Evaluar el efecto de la inmunizacién sobre la respuesta
inmunitaria en las poblaciones celulares de linfocitos T y B,

en muestras de bazo.
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MATERIAL Y METODOS

La Tabla 1 presenta los grupos en los que se evaluard la respuesta
inmunitaria posterior al tratamiento recibido, con la finalidad de analizar
un modelo que presente inmunodepresidon por la exposicion a morfina,
primero se formaron dos grupos: ratones pre-expuestos y ratones no
pre-expuestos, posteriormente se conjuntaron en grupos que fueron
tratados, ya sea con la vacuna M-TT, Toxina tetanica (TT), TT+ Alumina

y solucién salina. (Anexo 1)

El tamafio de la muestra (n=128) fue calculada mediante el método de

Tang segunda variante (Kuehl, 2001).

Se trabajo con ratones hembra Balb/c de 18-20g de peso.

La Tabla 2 presenta el diseno experimental que se siguié para responder
la pregunta planteada, por ello, se plante6 realizar dos fases,
inicialmente se llevd a cabo la pre-exposicion a morfina, posteriormente

se realizo el tratamiento con la vacuna M-TT y los controles. (Anexo2)

Inmunodepresion:

Para demostrar la inmunodepresion se llevé a cabo la obtencién de los
bazos de los ratones, dos dias después de terminar el tratamiento con

morfina y se evalud la poblacién de células T y B por citometria de flujo.
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Ensayos de ELISA:

Los anticuerpos anti-morfina fueron monitoreados mediante ensayos de
ELISA. Un dia antes de cada inmunizacién previa con la vacuna M-TT se
tomaron muestras de suero, las cuales se congelaron a -20 ° C hasta su
uso. (Anexo 3) * Este inmunoensayo se realizé utilizando Pool’s de las

muestras de suero sanguineo.

Citometria de Flujo:

Se evalud la poblacién de células T y B en bazo por citometria de flujo.
El modelo de inmunodepresidon se evalud en células de bazo. Se realizd
la obtencion de bazos 2 dias post-tratamiento de morfina, asi como cada
7 dias luego segunda, cuarta y sexta reinmunizacién para evaluar la

respuesta celular.

Los resultados de la citometria de flujo se reportaron como indices de
poblacién, para lo cual, se calculd el correspondiente indice de poblacion
de cada grupo, dividiendo los resultados de cada observacidon entre el
promedio del grupo control, posteriormente se calculé el promedio y
desviacion estandar con los indices de cada grupo. Los anticuerpos que

se utilizaron y su fluoréforo se presentan en el Anexo 4.
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RESULTADOS

El efecto de la morfina sobre el sistema inmunoldgico (Indice de

poblacion de células T y B):

Efecto depresor en la inmunidad por la administracion de morfina se
demostré a través de un esquema de aplicacién de dosis escalonadas,
con una duracion de 16 dias, la cual iniciéd con 5 mg/kg y terminé con 40
mg/kg (Tabla 2), dos dias después de la Ultima aplicacion, se obtuvieron
los bazos de los animales tratados y de los controles y se midié el indice
de poblacién de las células T inmaduras (CD3" dobles positivas para
CD4* y CD8"), células T citotéxicas (CD3*, CD8") y «células T
cooperadoras (CD3*, CD4"), asi como de las células B activadas (CD19*

A/I-E/I") y las células B de memoria (CD19" CD27%).

Las células T inmaduras de ratones pre-expuesto a morfina presentaron
una diferencia significativa con respecto a las células T inmaduras de los
ratones del grupo de control (p <0,05 Mann-Whitney U) (Figura 1
paneles A, B), mientras que las células T citotéxicas (Figuras 1 paneles
C, D) y las células T helper (Figuras 1 paneles E, F) no mostraron
diferencias significativas estadisticamente (p> 0,05 Mann-Whitney U).
En el caso de los indices de poblacién de células B activadas (Figura 1

paneles G, H) y las células B de memoria (Figuras 1 paneles I, J) se
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observaron resultados similares. Los grupos tanto de pre-expuestos a
morfina como de no pre-expuestos, Toxina tetanica (TT)+Alumina
(Alum) y Alumina no presentaron diferencia significativa con respecto

del control (U de Mann-Whitney p<0.05) (Datos no mostrados).
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Figura 1 indice de poblacién de células T y B de bazo de ratones sometidos a un
tratamiento cronico de morfina con dosis inmunodepresivas. Ratones hembra cepa
Balb/c fueron sometidos a un tratamiento con morfina durante 16 dias a dosis
escalonadas para inducir inmunodepresion, dos dias después se tomaron muestras de
bazo y mediante citometria de flujo se obtuvo el indice de poblacidon de células T y B. El
indice de poblacién de células T inmaduras (CD3* CD4" CD8') muestra un aumento
significativo en la poblacién (Paneles A-B) (U de Mann-Whitney p<0.05). Mientras que el
indice de poblaciéon de células T citotdxicas (CD3" CD8') (Paneles C-D), células T
cooperadoras (CD3" CD4") (Paneles E-F), células B activadas (CD19"I/A-I/E*) (Paneles G-F)
y células B de memoria (CD19" CD27") (Paneles H-1) no mostraron diferencia significativa
con respecto al testigo (U de Mann-Whitney, p>0.05).
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Respuesta humoral de ratones pre-expuestos a morfina:

En los ratones pre-expuestos a morfina y los ratones no expuestos pero
que fueron inmunizados con la vacuna M-TT (controles) y sangrados
cada 7 dias los anticuerpos anti-morfina se evaluaron mediante ensayos
de ELISA. Se observé un aumento progresivo en el titulo de anticuerpos
especificos durante los seis muestreos (Figura 2 panel A) y la respuesta
fue similar en ambos grupos, pre-expuestos a morfina y control. Se
alcanzaron titulos de anticuerpos sostenidos maximos (= 1:60 000)
después de seis refuerzos y permanecio sostenido durante un periodo de

cuatro meses sin nuevas inmunizaciones.

A partir de este punto, se presentd la disminucion progresiva de los
titulos de anticuerpos anti-morfina en animales no inmunizados. Los
titulos de anticuerpos mostraron una disminucion significativa de una
manera dependiente del tiempo, alcanzando su nivel mas bajo (=
1:15,000 en el control sin morfina e inmunizados con M-TT y =
1:45,000 en ratones inmunizados con la vacuna M-TT y pre-expuestos a
morfina), 150 dias después de la ultima inmunizacién (Figura 2 panel
B). Los titulos de anticuerpos fueron similares en ambos grupos, los pre-
expuestos a morfina e inmunizados con la vacuna M-TT y los controles
sin la morfina pero vacunados, después de 210 dias de la Ultima
inmunizacion. Los grupos tanto de pre-expuestos a morfina como de no

pre-expuestos, Toxina tetanica (TT)+AlUumina (Alum) y Alumina (Alum)
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no presentaron diferencia significativa con respecto del control (Datos

no mostrados).
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Figura 2 Respuesta inmune humoral de ratones inmunizados con la vacuna M-TT. A
ratones previamente inmunizados con morfina durante 16 dias y 2 dias de abstinencia, se
les sometié a un esquema de inmunizacién multiple con la vacuna M-TT, en el que se
realizaron 6 aplicaciones con una semana de diferencia cada una, posteriormente se
obtuvieron los sueros y se les realizé el ensayo de ELISA para la determinacién del titulo
de anticuerpos que se generd con la vacuna. Como podemos observar en el panel A, la
inmunizacién con la vacuna M-TT produjo titulos de anticuerpos especificos a morfina con
la misma tendencia a aumentar a lo largo del tiempo, tanto en ratones pre-expuestos
como en los no pre- expuestos, obteniéndose el maximo valor luego de la sexta
reinmunizacién. En el panel B, para el dia 120 observamos el inicio en el descenso del
titulo de anticuerpo.
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Respuesta celular a la vacuna M-TT de ratones pre-expuestos a morfina:

Siete dias después de las segunda, cuarta y sexta inmunizacion (Anexo
2) con la vacuna M-TT, se obtuvieron los bazos de ratones pre-
expuestos a morfina e inmunizados con la vacuna M-TT, de los pre-
expuestos pero no inmunizados y de los controles no pre-expuestos
pero inmunizados y de los no tratados, y se evaluaron los indices de
poblacién de células T y B. Los grupos tanto de pre-expuestos a morfina
como de no pre-expuestos, Toxina tetanica (TT)+Alimina (Alum) y
Aliumina (Alum) no presentaron diferencia significativa con respecto del

control (Datos no mostrados).
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Figura 3 indice de poblacién de células T inmaduras (CD3* CD4* CD8") provenientes de
bazo de ratones sometidos a un esquema de inmunizaciéon multiple con la vacuna M-TT.
Ratones hembra cepa Balb/c previamente tratados con dosis inmudepresoras de morfina,
fueron inmunizados semanalmente con la vacuna M-TT, durante 6 semanas, para inducir
inmunidad contra morfina, se tomaron muestras de bazo una semana después de la
segunda, cuarta y sexta inmunizacién respectivamente y mediante citometria de flujo se
obtuvo el indice de poblacién de células T inmaduras. Para la segunda reinmunizacion el
indice de poblacién de células T inmaduras (CD3" CD4* CD8") fue menor en los ratones
pre-expuestos a morfina e inmunizados que en los no pre-expuestos e inmunizados y que
en los no re-expuestos y no inmunizados (Paneles A-B) (ANOVA de una via/ Tuckey
*p<0.001,**p<0.01 ), los indices de poblacién de la cuarta (Paneles C-D) y sexta (Paneles
E-F) reinmunizacion fueron similares tanto en los grupos pre expuestos a morfina con
respecto a su control y los testigos (ANOVA de una via/ Tuckey p>0.05).
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Después de la segunda inmunizacién el indice de poblacion de células T
inmaduras de ratones pre-expuestos a morfina e inmunizados con la
vacuna M-TT fueron significativamente menores que los ratones control
sin morfina e inmunizados con la vacuna M-TT (p <0,001 ANOVA de una
via/ Tuckey), mientras que el indice de poblacidon celular en los ratones
no pre-expuestos e inmunizados fue menor que los controles no pre-
expuestos y no inmunizados, pero la diferencia fue menor con respecto
a los ratones pre-expuesto e inmunizados con M-TT (p <0,01 ANOVA de
una via / Tuckey) (Figura 3 paneles A, B). En la cuarta inmunizacion la
poblacion de células T inmaduras no mostré diferencias significativas en
ningun grupo (p> 0,05 ANOVA de una via/ Tuckey) (Figura 3 paneles C,
D). Se observaron resultados similares después de la sexta inmunizacion
(p> 0,05 ANOVA de una via / Tuckey) (Figura 3 paneles E, F). Los
grupos tanto de pre-expuestos a morfina como de no pre-expuestos,
Toxina tetanica (TT)+Aliumina (Alum) y Alimina (Alum) no presentaron

diferencia significativa con respecto del control (Datos no mostrados).

El indice de poblacién de las células T citotoxica no mostraron
diferencias significativas (p> 0,05 ANOVA de una via/ Tuckey) después
de la segunda inmunizacion, pero podemos ver una tendencia de
aumentar la poblacién de células en los dos grupos vacunados (Figura 4
paneles A, B). Sin embargo, esta tendencia desaparece después de

cuatro inmunizaciones (p> 0,05 ANOVA de una via / Tuckey) (Figura 4
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paneles C, D) y persiste la homogeneidad en el indice poblacional de
células T citotdxicas después de la sexta inmunizacién (p> 0,05 ANOVA
de una via / Tuckey) (Figura 4 paneles E, F). Los grupos tanto de pre-
expuestos a morfina como de no pre-expuestos, Toxina tetanica
(TT)+Alumina (Alum) y Alumina (Alum) no presentaron diferencia

significativa con respecto del control (Datos no mostrados).
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Figura 4 indice de poblacion de células T citotéxicas (CD3* CD8") provenientes de bazo
de ratones sometidos a un esquema de inmunizacion multiple con la vacuna M-TT.
Ratones hembra cepa Balb/c previamente tratados con dosis inmudepresoras de morfina,
fueron inmunizados semanalmente con la vacuna M-TT, durante 6 semanas, para inducir
inmunidad contra morfina, se tomaron muestras de bazo una semana después de la
segunda, cuarta y sexta inmunizacién respectivamente y mediante citometria de flujo se
obtuvo el indice de poblacion de células T citotdxicas. La poblacion de células T citotoxicas
de ratones tanto pre-expuestos a morfina e inmunizados como no pre-expuestos e
inmunizados no presentaron una diferencia a lo largo de las tres reinmunizaciones
analizadas (Panel A-B, C-D, E-F )(p> 0,05 ANOVA de una via/ Tuckey).
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En cuanto a los indices en la poblaciéon de las células T cooperadoras
(Th) no se presentaron diferencias luego de la segunda inmunizacion
(Figura 5 paneles A, B) y cuarta inmunizacion (Figura 5 paneles C, D)
(p> 0,05, prueba de ANOVA de una via/Tuckey), pero después de la
sexta inmunizacidon existe diferencias significativas entre los ratones
inmunizados y ratones no inmunizados, sin importar si los ratones
fueron expuestos a la morfina o no (Figura 5 paneles E, F) (p = 0,03

ANOVA de una via/Tuckey).
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Figura 5 indice de poblacién de células T cooperadoras (CD3* CD4*) provenientes de
bazo de ratones sometidos a un esquema de inmunizacién miltiple con la vacuna M-TT.
Ratones hembra cepa Balb/c previamente tratados con dosis inmudepresoras de morfina,
fueron inmunizados semanalmente con la vacuna M-TT, durante 6 semanas, para inducir
inmunidad contra morfina, se tomaron muestras de bazo una semana después de la
segunda, cuarta y sexta inmunizacién respectivamente y mediante citometria de flujo se
obtuvo el indice de poblacién de células T cooperadoras. El indice de poblacidon de las
células T cooperadoras no presentd diferencia en los grupos inmunizados ya sea pre-
expuestos o no a la morfina para la segunda inmunizacién (Panel A-B), sin embargo para la
cuarta inmunizacion el indice de poblacién fue mayor en los ratones inmunizados con o
sin morfina y sexta reinmunizacién esta diferencia fue mayor. (Panel C-D) (ANOVA de una
via, p> 0,05) y (Panel E-F) (ANOVA de una via/Tuckey, p=0,03).
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El analisis de los indices de poblacidén de las células B activadas (Figura
6) no mostré diferencias significativas después de la segunda, cuarta y
sexta inmunizacion (ANOVA de una via/ Tuckey, p> 0,05,). Los grupos
tanto de pre-expuestos a morfina como de no pre-expuestos, Toxina
tetanica (TT)+Alumina (Alum) y Alumina (Alum) no presentaron

diferencia significativa con respecto del control (Datos no mostrados).
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Figura 6 indice de poblacién de células B activadas (CD19°I/A-I/E*) provenientes de bazo
de ratones sometidos a un esquema de inmunizaciéon multiple con la vacuna M-TT.
Ratones hembra cepa Balb/c previamente tratados con dosis inmudepresoras de morfina,
fueron inmunizados semanalmente con la vacuna M-TT, durante 6 semanas, para inducir
inmunidad contra morfina, se tomaron muestras de bazo una semana después de la
segunda, cuarta y sexta inmunizacién respectivamente y mediante citometria de flujo se
obtuvo el indice de poblacién de células B activadas. Las inmunizaciones con la vacuna M-
TT en los grupos tanto pre-expuestos o no a la morfina no presentaron un efecto directo
sobre la poblacion de células B activadas a lo largo de las tres reinmunizaciones (Panel A-
B, C-D, E-F) (ANOVA de una via/Tuckey, p>0,05).
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El indice poblacional de las células B de memoria mostré una diferencia
significativa después de la sexta inmunizacion (Figura 7 paneles E, F), lo
que se sugiere que la vacuna M-TT genera respuesta inmunitaria de
memoria. Los grupos tanto de pre-expuestos a morfina como de no pre-
expuestos, Toxina tetanica (TT)+Alumina (Alum) y Alumina (Alum) no
presentaron diferencia significativa con respecto del control (Datos no

mostrados).
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Figura 7 indice de poblacién de células B de memoria (CD19* CD27%) provenientes de
bazo de ratones sometidos a un esquema de inmunizacion miltiple con la vacuna M-TT.
Ratones hembra cepa Balb/c previamente tratados con dosis inmudepresoras de morfina,
fueron inmunizados semanalmente con la vacuna M-TT, durante 6 semanas, para inducir
inmunidad contra morfina, se tomaron muestras de bazo una semana después de la
segunda, cuarta y sexta inmunizacidn respectivamente y mediante citometria de flujo se
obtuvo el indice de poblacion de células B de memoria. El indices de poblacién fue mayor
desde la segunda inmunizacion (Panel A-B) tanto en los grupos de ratones inmunizados
pre-expuestos como no pre-expuestos a morfina, para la sexta reinmunizacién (Panel E-D),
persistid esta diferencia en los ratones inmunizados no pre-expuestos (ANOVA de una via
/Tuckey, p<0,05) y fue claramente mayor en los ratones pre-expuestos a morfina e
inmunizados (ANOVA de una via /Tuckey, p<0,01).
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DiscusiON

Los resultados obtenidos proporcionan evidencia sobre los efectos
posteriores a la aplicacién del opioide morfina, en un tratamiento cronico
para un modelo murino, con el fin de provocar inmunodepresion y
analizar los probables efectos en estos animales y los que Unicamente
se sometieron a la inmunizaciéon de la vacuna M-TT, en cuanto a la

eficacia y accidn protectora que provee el tratamiento.

Diversos estudios cientificos tanto en modelos animales como en el
monitoreo clinico de pacientes que reciben este tipo de terapia, revelan
efectos que pueden llegar a alterar la funcién normal de varios sistemas
en el organismo, tales como el sistema gastrointestinal (provocando
constipacién u obstruccion intestinal), el sistema respiratorio
(presentando apnea, suefo, ataxia, hipoxemia y retencién del didéxido de
carbono, depresidon respiratoria, bradicardia e hipotensién), efectos
sobre el sistema cardiovascular (aumentando el riesgo de eventos
cardiovasculares como infarto al miocardio, insuficiencia cardiaca),
efectos sobre el sistema nervioso central (causando neurotoxicidad y
sedacidn que puede conducir a depresidn respiratoria y apnea) y el
sistema endocrino (mostrando un hiperfuncionamiento del eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal, que afecta la liberacion de hormonas por
parte de la hipdfisis anterior, por ejemplo, la hormona del crecimiento,

la prolactina, la hormona estimuladora de la tiroides, la hormona
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adrenocorticotropica y disminuyen el funcionamiento del eje hipotalamo-
hipofisis-gonadal) (Lin H, 2012; Hjalte F et al., 2010; Yue HJ et al.,
2010; Walker JM et al., 2007; Solomon DH et al., 2010; Dennison C et

al., 2005; Kwong W] et al., 2010; Mogri M et al., 2009).

Sin embargo, el efecto de principal interés para esta investigaciéon es la
inmunodepresién, que se ha reportado y las posibles alteraciones de
ésta en la aplicacién de la vacuna M-TT. Puesto que los opioides pueden
actuar tanto directamente como indirectamente sobre el organismo, ya
sea uniéndose a los receptores p-opioide que se han observado sobre
las células inmunoldgicas (Mehrishi y Mills, 1983) o ejerciendo efectos
adversos sobre los ejes hormonales (Freier and Fuchs, 1994). Por tanto,
los opioides pueden mediar acciones, que de manera general, provocan
una inmunodepresion, lo cual implica un complejo cuadro de procesos,
gue aun no se conoce completamente, no obstante, la administracion
tanto cronica como aguda tiene efectos inhibitorios sobre la respuesta
inmunitaria tanto celular como humoral reportados (Welters ID. Et al.,
2003; Vallejo R et al., 2004; Eisenstein TK et a., 2006; Zou W et al.,

2007; Roy et al., 2006, 2011).

Existe un amplio repertorio de reportes que detallan los efectos
inmunomodulatorios de la morfina sobre los componentes del sistema
inmune, algunos de ellos se enfocan en la induccion de la morfina hacia

un decremento en el peso de 6rganos linfoides como son bazo y timo,
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gue conducen principalmente a un dafio en la funcién de células T
(Bryant et al., 1987; Bryant et al., 1991). Ademas se ve alterada la
expresion de citocinas por lo que se suprime la apoptosis de las células
T, por lo que posiblemente puede estar afectando la seleccién negativa
de estas células y se modifica su diferenciacion (Roy et al., 2001; Wang
et al., 2001), lo cual es consistente con investigaciones que sugieren el
papel del receptor d-opioide (DOR) en estos procesos, los cuales
coinciden con estudios sobre el receptor k-opioide (KOR) que muestran
que el desarrollo de la linea celular T DPK (CD4*/CD8" dobles positivas,
el linaje CD4* CD8") se inhibe luego del tratamiento con un agonista

KOR (Guan et al., 1998).

En este protocolo, se evalud a las poblaciones de células T inmaduras,
citotdxicas y cooperadoras. En los ratones que recibieron morfina de
manera cronica se observo un incremento en el indice poblacional de las
células T inmaduras, mientras que las células CD4*, y las células CD8"*
no mostraron diferencias significativas con respecto al testigo (Figura 1
paneles A, B, C, D, E, F) en éstos se observa un indice poblacional
similar al control para ambas, marcando, pues una accién directa sobre
los primeros estadios de las células T, que posiblemente puede deberse
al efecto inmunodepresor en el desarrollo de las células inmaduras,
provocando su arresto en este estadio, se podria observar un efecto en

las poblaciones tanto de células T citotdxicas como cooperadoras si se
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llevara a cabo una exposicién a morfina por un lapso de tiempo aun
mayor, es decir de afos, por lo que se tendria que ajustar a un modelo
gue satisficiera este requisito, sin embargo, el modelo murino reveld
una clara alteracion sobre las células T inmaduras. Diversas
investigaciones han reportado citocinas que posiblemente pudieran
actuar en este arresto. En ratones deficientes de factor de crecimiento
tumoral (TGF-B) se reducen las células T CD4* y CD8" mientras que se
incrementan tanto las células T inmaduras en desarrollo como las

células T maduras CD4" (Boivin et al., 1995).

También se ha observado que la secrecién de IL-1B y TNF-a aumenta la
expresion del receptor p-opioide (MOR) y que su combinacion puede
regular fuertemente el desarrollo de las células T inmaduras (Zlotnik et
al., 1995; Zuniga-Pflucker et al., 1995).

Finalmente se ha hipotetizado que la induccidon de la expresién de MOR
fue promovida por la IL-7, una citocina que tiene la habilidad de
promover la diferenciacidn, crecimiento y supervivencia de las células T
inmaduras (Ma A. et al., 2006). De hecho, la IL-7 es requerida para el
desarrollo de las células T en estadios mas tempranos de desarrollo y en
el paso a timocito CD4"/CD8" el receptor de IL-7 es bloqueado
(Nakajima et al., 2000).

También se evaluaron los indices poblacionales de células B,

especificamente de las células B activadas y las células B de memoria,
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en ambos casos existid un leve aumento en las poblaciones de estas
células por parte de los grupos pre-expuestos a morfina, lo que es
consistente con reportes sobre la existencia de alteraciones en la
principal actividad de estas células inmunolégicas, la produccion de
anticuerpos, que se analizard mas adelante. Sin embargo, debemos
considerar que la formacidén de una respuesta de anticuerpos requiere la
interaccion de macroéfagos, células T y células B, por tanto, la posible
disminucion de la capacidad para producir los anticuerpos especificos no
necesariamente significa que el efecto de la morfina es directa sobre las

células B (Figura 1 paneles G, Hy I, J)

En la respuesta humoral analizada por medio de pruebas de ELISA luego
de la inmunizacién con la vacuna M-TT, se presentdé un aumento
progresivo en el titulo de anticuerpos y posterior a haberse aplicado los
refuerzos, se continué observando esta tendencia a aumentar, tanto en
los grupos inmunodeprimidos como en los que no lo fueron, lo que
podemos explicar ya que se trata de una respuesta inmunitaria
especifica para la vacuna M-TT, por lo que tanto los ratones pre-
expuestos como no pre-expuestos habiendo sido inmunizados,

presentaron un titulo similar, tal como se esperaba.

Un punto primordial en este tratamiento contra la adiccion a morfina y
algunos de sus metabolitos, basado en la inmunizacién con la vacuna M-

TT, es que los titulos de anticuerpos que se obtuvieron fueron a la alta
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durante un lapso significativo de tiempo (Figura 2 paneles A, B)
observable desde la cuarta inmunizacion, lo cual coincide con estudios
que se han publicado anteriormente en donde se han usado modelos
gue no han sido inmunodeprimidos y se ha obtenido una inmunizacién
eficiente y duradera en los sujetos de estudio (Antdn, 2006). De
acuerdo con lo anterior, la fase de inmunizacién al haber presentado el
aumento en el titulo de anticuerpos nos prueba que aun induciendo la
inmunodepresion de los grupos pre-expuestos a morfina, la vacuna M-
TT confiere inmunidad sostenida, presentando un pico maximo de
anticuerpos para la sexta toma de muestra y sosteniendo el titulo
maximo de anticuerpos durante al menos 4 meses en el modelo murino,
lo cual demuestra la eficacia del tratamiento, sin embargo, luego de este
lapso, se presentd su disminucion dependiente del tiempo, resultando
en el titulo mas bajo de anticuerpos luego de 150 dias de inmunizacion,
un lapso significativo de tiempo; a los 210 dias posteriores a la
inmunizacion el titulo de anticuerpos fue similar en todos los grupos. Es
primordial tener en cuenta que en la respuesta de anticuerpos anti-
morfina causada por la administracién de la vacuna M-TT puede estar
interviniendo importantemente el uso de la proteina acarreadora,
altamente inmunogénica (toxoide tetdnico) asi como la naturaleza y
longitud del brazo espaciador a través del cual la morfina esta

haptenizada y adquiere suficiente espacio libre en el conjugado, para asi
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convertirse en altamente antigénica e inmunogénica para el sistema

inmunoldgico.

La respuesta celular a la vacuna M-TT por parte de los ratones pre-
expuestos a morfina, se reportd en funcidon de los grupos pre-expuesto y
no pre-expuesto, los cuales fueron inmunizados con la vacuna M-TT y
cada uno contdé con sus respectivos controles de solucion salina, que
posterior a la obtencidn del bazo, llevada a cabo siete dias después de la
segunda, cuarta y sexta inmunizacion, fueron analizados en términos de
indice de poblacién celular.

En la Figura 3 paneles A y B en donde se muestra el indice de poblacién
de las células T inmaduras, luego de haber recibido la segunda
inmunizacion con vacuna M-TT, se observa disminuido éste indice en
comparacion tanto con su control de solucién salina como con los
reportados por el proceso de inmunodepresion por morfina al final de la
administracion de este opioide en la fase del tratamiento (pre-exposicion
a Morfina cada 12 horas via IP), proceso en el que posiblemente puede
estar involucrada la estructura quimica de la vacuna M-TT.
Considerando que la estructura quimica de la vacuna M-TT estd
conformada basicamente de la haptenizacion del derivado morfina-B-
hemisuccinato al toxoide tetanico, el cual funge como proteina
acarreadora, como ya se menciond, existen reportes en los que este

toxoide presenta una accion inmunoldgica importante (Rowe J, 2005),
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en la que tiene la capacidad de estimular a las células T potenciando la
inmunogenicidad del antigeno de naturaleza polisacarido, ademas otros
articulos han reportado analisis por citometria de flujo utilizando un
marcador de activacion de linfocitos T, CD25*, con el cual se ha
detectado una respuesta especifica al toxoide tetanico, siendo notable la
presencia tanto de subpoblaciones de linfocitos T citotoxicos como de los
linfocitos T cooperadores, dominando la identificacién de subtipos de
células T cooperadoras activadas y produciendo memoria. En cuanto a
las células T cooperadoras, la respuesta primaria que se presenta marca
la polarizacién hacia Th1l, mientras que para la respuesta secundaria
presenta un aumento hacia Th2. Para la cuarta inmunizacion, el indice
de poblacidon de las células T inmaduras, no presenta cambios, lo cual
también se observa para la sexta inmunizacion, por lo que posiblemente
la diferenciacion de las células involucradas en la respuesta a morfina no
esta siendo afectada.

En la figura 4, paneles A y B se presenta el indice de poblacién de las
células T citotdxicas, como se observa, no existe una diferencia
significativa entre los ratones pre-expuestos y los controles, por lo que
posiblemente la respuesta inmunoldgica no se caracteriza por el tipo de
respuesta citotdxica. Sin embargo, esto no es consistente con lo
reportado en una administracion aguda ya que la morfina afecta la

funcidon citolitica de estos linfocitos y su generacidon, posiblemente por
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accidon directa sobre estas células (Roy et al., 2011), por medio de los
receptores a opioides presentes en su superficie, dando lugar a un
efecto supresor marcado para las células citotdxicas peritoneales en
comparacién con los controles. El tratamiento crénico, como el que se
realizd, descarta la tolerancia farmacoldgica a la morfina por parte de la
respuesta inmunitaria, en particular de las células citotéxicas, ya que
esta se evitd por medio del aumento en las dosis de manera escalonada

(Carpenter G, 1995).

Los efectos inmunoldgicos presentados por la administracién de la
vacuna M-TT, en las células T citotoxicas, por tanto, no muestran tener
un efecto relacionado con la eficacia que la vacuna M-TT ha presentado
(Antén, 2009). El indice de proliferacion de estas células para la cuarta y
sexta inmunizacién (Figura 4 paneles C, D y E, F), de manera similar a
la anterior figura, no muestra un efecto directo por parte de la vacuna
M-TT, tanto en animales inmunodeprimidos por la pre-exposicion a
morfina como en los controles. La respuesta inmunoldgica que tiene la
morfina sobre el organismo y la que esta buscando tener la vacuna M-
TT, es una polarizacion hacia los linfocitos T cooperadores, ya que por
medio de esta se logra la presentacién de antigeno, y la posterior
produccion de anticuerpos por lo que probablemente es por ello que no

se ha visto afectada la poblacién de linfocitos T citotéxicos.
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El tratamiento créonico con morfina ha mostrado afectar la funcion de las
células T, las cuales juegan un papel crucial en la defensa del
organismo, sin embargo, el control de la diferenciaciéon de estas células
es una funcion de una variedad de factores, entre los que destacan las
citocinas. Una tipica respuesta Th1 incluye citocinas como son el IFN-y,
TNF-a e IL-2; por su parte la respuesta Th2 incluye IL-4, IL-6 e IL-10
(Murphy et al., 2000; Mossman and Coffman, 1989; Muraille and Leo,
1998). Mientras que la IL-4 es la principal citocina que dirige a las
células T CD4" (ThO0) a su diferenciacion a Th2. Trabajos previos han
demostrado que el tratamiento crénico con morfina inhibe las citocinas
que intervienen en la respuesta Thl y aumenta las Th2 (Wang et al.,
2003; Greeneltch et al., 2005; Qian et al., 2005; Roy et al., 2005;
Borner et al., 2009). De acuerdo a lo anterior, podemos esperar que los
ratones pre-expuestos a morfina presenten una porcidon de poblacion de
linfocitos T CD4* diferenciados a Th2 efectoras.

Luego de la inmunizacién con la vacuna M-TT el indice de poblacién de
células T cooperadoras provenientes de ratones pre-expuestos a morfina
no presentd una diferencia significativa, por lo que podemos considerar
gue no se estd teniendo un efecto sobre su respuesta inmunitaria, lo
gue podria indicarnos una actividad polarizada hacia una respuesta Th2,
debido a que la vacuna M-TT ha presentado una marcada respuesta en

el titulo de anticuerpos anti-morfina que logra, en la cual, como ya
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mencionamos esta jugando un papel primordial la proteina acarreadora,
toxoide tetanico, pudiendo estar involucrado en inducir una respuesta
Th2 (Figura 5 paneles A, B y C, D ). Del indice de poblacién en las
células T cooperadoras mayor para los grupos que recibieron la
inmunizacion con la vacuna M-TT, pre-expuestos o no a la morfina,
podemos inferir que estd existiendo un efecto polarizado hacia esta
respuesta, asi pues, no se observa efecto inmunodepresor, el cual
posiblemente se anuld con la producciéon de anticuerpos anti-morfina
(Figura 5 paneles E, F)

Por tanto, podemos decir que la vacuna M-TT produce una respuesta
inmunoldgica polarizada hacia células efectoras T cooperadoras.

No se presentd una diferencia significativa en los indices de poblacién de
las células B activadas (CD19*I/A-I/E*), lo que puede deberse a que se

trataron de muestras posteriores a la inmunizaciéon con la vacuna M-TT.

En los animales pre-expuestos posiblemente existe un efecto de la
vacuna, pues como se ha reportado (Hilburger ME, 1997; Lysle DT,
1993), la morfina afecta la inmunidad mediada por los linfocitos B asi
como en su produccion de anticuerpos, mostrando la reduccién en la
actividad proliferativa de células B tanto esplénicas como de nodos
linfaticos, ademas puede inhibir a la IL-4 y con ello reduce la expresidon
en la superficie celular de las Moléculas del Complejo Principal de

Histocompatibilidad de Clase II (MHC II) especialmente en las células B,
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pudiendo perjudicar con ello, la proliferacién y expansion de las células
T, por lo que se incrementaria la susceptibilidad de los organismos
expuestos, sin embargo, estos efectos no se reflejan en los indices de
poblacién que se presentan (Figura 6 paneles A, B; C, D y E, F). Con
respecto a la activacién de las células B hacia células productoras de
anticuerpos especificos a morfina, aun cuando no existid6 un aumento en
la poblacidon de las células B activadas, si se presenté un titulo de
anticuerpos significativo, por lo que podemos inferir no hay una relacién
dependiente del niumero de células B activadas vy el titulo de anticuerpos

que se puede presentar (Figura 2 paneles Ay B)

Respecto a los indices de poblacién de las células B de memoria (CD19*
CD27%) resultantes luego de la segunda y cuarta inmunizacién, no se
presentd un cambio significativo, sin embargo, para la sexta
inmunizacion, estos indices muestran diferencia significativa para los
grupos que fueron inmunizados con la vacuna M-TT en comparacion con
los controles, lo cual es consistente con lo reportado anteriormente
(Antén, 2006), es decir, posterior al descenso en el titulo de
anticuerpos, en un protocolo anterior se presentd un rapido
recobramiento en el nivel maximo del titulo observado en los dias
subsecuentes al re-estimulo, estos datos confirman la selectividad de la
vacuna M-TT para inducir memoria inmunoldgica a este opioide, el cual

como se observa, aparecid semanas después de iniciado el protocolo
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(Figura 7 paneles A, B; C, D y E, F). Un punto clave es que los
anticuerpos generados después de la inmunizacién con la vacuna M-TT
no presentan la capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica, por lo

que tampoco pueden presentar efectos secundarios a nivel neuronal.
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CONCLUSIONES

1.

La morfina aplicada en dosis escalonadas a ratones, produce
inmunodepresion por arresto celular de la subpoblacién de
células T inmaduras (CD4*CD8").

A través del tratamiento con la vacuna M-TT, se favorecid la
respuesta inmunoldgica contra morfina, en magnitud similar
tanto en los ratones inmunodeprimidos por el consumo crénico
de morfina, como en los ratones naive, reflejando la capacidad
inmunogénica de la vacuna M-TT.

El tratamiento con la vacuna M-TT revirtid la inmunodepresion
sobre las células T inmaduras que se habia presentado.

El efecto de la inmunizacion sobre las poblaciones celulares de
linfocitos T y B mostré una polarizacion hacia la respuesta de

células T cooperadoras.
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PERSPECTIVAS

Con el presente trabajo se realizd la evaluacion de la respuesta
inmunitaria de ratones inmunodeprimidos por la exposicion previa a
morfina, los cuales fueron sometidos a un tratamiento con la vacuna M-
TT, por medio del cual se obtuvo un titulo de anticuerpos significativo y
una respuesta poblacionalmente polarizada hacia linfocitos T
cooperadores (CD4%). Por lo tanto las perspectivas de este trabajo
consisten en los siguientes puntos:

1. Esclarecer el fenotipo de la respuesta inmunitaria que se esta
llevando a cabo a lo largo del tratamiento con la vacuna M-TT.

2. Planteamos realizar la cuantificacion de citocinas caracteristicas de
la respuesta Thl como son el IFN-y, TNF-a e IL-2 y las citocinas
de la respuesta Th2 que incluye IL-4, IL-6 e IL-10, por medio de
ensayos inmunoldgicos de ELISA.

3. Actualmente, la vacuna M-TT se encuentra en estudios para
evaluar su bioseguridad, los cuales se estan realizando e en esta
facultad.

4. Debido a la eficacia que la vacuna M-TT ha presentado en
protocolos anteriores, se tiene programado el desarrollo de
programas clinicos para evaluar la seguridad, inmunogenicidad y
eficacia de la vacuna M-TT en voluntarios humanos y dado que los
anticuerpos generados posteriores a la inmunizacidon con M-TT no
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pueden cruzar la barrera hematoencefdlica, no se espera que los
efectos que tenga el tratamiento sean psicoactivos; ademas, para
el caso de pacientes que presentan la adiccidon, su uso se realizara
en combinacién con terapias previas, que podrian ser utiles para
prolongar la abstinencia y el desarrollo de efectos secundarios
adversos que se ha reportado por el uso créonicos de estos agentes
farmacoldgicos clasicos (Van den Brink W, 2003; Sevarino AK et

al., 2000; Kreek MJ., 2000; O'Brien CP., 1997).
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ANEXO 1

Tabla 1 Grupos experimentales

Grupos

Pre-expuestos a Morfina

M-TT (n=16)
Toxoide tetanico (TT)+Aliumina (Alum) (n=16)
Alimina (Alum) (n=16)

Solucién de salina fisioldgica (SSF) (n=16)

No pre-expuestos a Morfina

M-TT (n=16)
Toxoide tetanico (TT)+Alimina (Alum) (n=16)
Alimina (Alum) (n=16)

Solucién de salina fisioldgica (SSF) (n=16)
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ANEXO 2

Tabla 2 Modelo experimental

1. Pre- exposicidon a Morfina

cada 12 horas via Intraperitoneal (IP)

Dia 1 2 314 |5 718 9 (10 (11 (12 (13 |14 15 (16 |17 |18
Dosis 5 10 15 20 25 30 35 40 Abstinencia
mg/kg

2. Inmunizacién con vacuna M-TT via subcutanea
Dia 18 |19 25 32 39 46 53 60
NUm. de inmunizacion | 1°# 2° 3%% 40 50+ 6° *

* El grupo control fue tratado con solucidn salina (cloruro de sodio al 0,9%). * Estas dosis fueron modificadas de lo reportado por Alonso y Bayer, 2003.

* n=128, c/grupo n=16 * Obtencion de bazos (n=4) de cada grupo, para evaluacion de poblacién celular, por citometria de flujo.

Vil




ANEXO 3

Ensayos de ELISA:

Se monitoreo la respuesta del titulo de anticuerpo por ensayo ELISA de captura de anticuerpos en fase

solida de muestras de sueros provenientes de ratones vacunados.

- Bloqueo con Conjugado M-BSA de placas de ELISA

- Adicién del anticuerpo en diluciones seriadas (x3) * Para limitar la deteccion a morfina y al
antisuero.

- Se agrego el anticuerpo secundario anti-ratdn marcado con Biotina

- El sistema de deteccion utilizado fue con el Kit VECTASTAIN Elite ABC Peroxidasa (Vector Lab,
Burlingame, CA, USA) y OPD (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) *Como sustrato cromogénico, por

lo que se detectaron las sefiales inmunes positivas.

*Los titulos se definieron como el inverso de la dilucidn de suero que dio 50% de la respuesta maxima. No se detectaron anticuerpos anti-morfina con la

inmunizacién con alimina y TT + aliumina (los datos no se muestran). IX




ELISA. El protocolo a seguir, tomado del Manual de Técnicas del Area de Inmunoensayos del Laboratorio

de Neuroquimica y Neurobiologia de Adicciones

Se divide en 3 dias;

ler dia. La fase sélida se descongela en bafio Maria 40° C, durante 20 min se diluye en PBS 1X (pH 8-8.5).
Se incuba la placa durante una noche (12 horas).

2do. Dia. La placa se lava 5 veces con buffer para ELISA, se colocan 100ul de buffer por pozo y se bloquea
durante una hora. Se retira el buffer y se colocan las muestras por triplicado en diluciones (1:100;
1:1,000; 1:10,000; 1:100,000; 1:1'000,000) Se incuban toda la noche.

3er. Dia. Se lavan las placas 5 veces con buffer de ELISA, se deja el ultimo. Preparar el segundo
anticuerpo (anti-IgG-ratén, JAKSON IMMUNORESEARCH LABS, 115-035-062) a una diluciéon 1:5000 (una
placa necesita 10mL, se colocan 2ul en 10mL, es necesario cortar la punta a la mitad porque el anticuerpo
diluido viene en base oleosa y no sube).

Se coloca el anticuerpo diluido 100 pl por pozo. Se incuba 2 hora, mientras se incuba, se prepara el
ortofenildiamino (OPD), siempre con guantes porque es carcinogénico, 2 tabletas (una de envase plata y

X




otra de envase dorado) son para 20L de agua destilada, es necesario usar el vortex para disolver por
completo. Es fotosensible, por lo que se debe mantener protegido de la luz. Se procede a lavar 5 veces
con buffer de ELISA. Se coloca el OPD y se hacen lecturas con el espectrofotdmetro a 490nm de longitud
de onda, a los 20 y a los 60 minutos. Se hacen las curvas en Excell y la titulacién con el programa GEN.

* Los reactivos usados durante el protocolo fueron preparados segun el Manual de Técnicas del

laboratorio.
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ANEXO 4

Diseiio para evaluacion de respuesta celular a vacuna M-TT

- Anticuerpo monoclonal anti-ratéon
CD3e" conjugado con PE Cy7 (BD
Pharmingen, CA, EE.UU.),

- Anticuerpo monoclonal anti-ratén
CD8" conjugado con FITC (BD
Pharmingen, CA, EE.UU.)

- Anticuerpo monoclonal anti-ratéon
CD4" conjugado con PE (BD
Pharmingen, CA, EE.UU.).

Linfocitos Ty B se
midieron mediante
citometria de flujo
(Beckman Coulter,
EE.UU.).

1

1 Obtencién de

: bazos de los
——» ratones, 7 dias
1
1
1
1
|5

b o o

Evaluacion celular
de poblaciones Ty

después de 2°, 4°
y 6° inmunizacion. 1x10° células se
diluyeron con PBS, se
tifieron con los siguientes

anticuerpos.

inmunizacién)

1
1
1
1
| B (post-
1
1
1

_____________________ ;
N Células B

1
1
1
: - Anticuerpo monoclonal anti-ratén
1 CD19" conjugado con APC (BD
"""""""" ! Pharmingen, CA, EE.UU.)
1 - Anticuerpo monoclonal anti-raton
1 IA / I-E" conjugado con FITC (BD
: Pharmingen, CA, EE.UU.)
1 - Anticuerpo monoclonal anti-ratéon
: CD27" conjugado con PE (BD
1 Pharmingen, CA, EE.UU.).
1

*Las células del bazo fueron aisladas de ratones con medio RPMI 1640 con 10% de FBS (Bovine Serum Fetal), las células totales se lavaron con PBS (Phosphate
Buffered Saline) + BSA (Bovine Serum Albumin) al 1%. Xl
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