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RESUMEN

La adiccion a la morfina y sus homaologos estructurales (sobre todo la heroina),
representa un problemas de salud de gran importancia, ya que segun las
encuestas, en México existen mas de 800,000 adictos a estas drogas, asi
mismo esta adiccidn genera la muerte en el continente europeo de alrededor
de 400,000 personas cada afo. Existen varias terapias farmacologicas para el
tratamiento de la adiccién a la morfina, sin embargo, estas han resultado ser
poco efectivas, por esto en recientes afos se han desarrollado nuevas
estrategias alternativas contra el uso y abuso de esta droga, entre ellas
encontramos a las vacunas terapéuticas anti sustancias adictivas. Estas al ser
administradas en esquemas de inmunizacion activa generan la produccion de
anticuerpos especificos que reconocen y se unen a estas sustancias en el
espacio intravascular sistémico, evitando que haya un paso a través de la
barrera hematoencefalica, anulando o disminuyendo sus efectos en el cerebro.

Los estudios realizados con estas vacunas utilizan diferentes dosis
dependiendo del experimentador y no se cuenta con un estudio en el cual se
observe cual es la mejor dosis, la cual debe ser la que genere el titulo de
anticuerpos mas alto y con un numero de reinmunizaciones menor en
comparacion a las otras dosis.

En este trabajo se probaron varias dosis de la vacuna M-TT (10ug, 25ug, 50ug,
100ug, 200ug y 400ug) de la cual ya se tenian resultados previos, en los que
se observa que la vacuna genera altos titulos de anticuerpos, posee memoria

humoral sostenida y es neuroprotectora en pruebas in vivo en raton.



ANTECEDENTES

INTRODUCCION

Consumo de Drogas en México y el mundo, tendencias 2002 al 2008.

La Encuesta Nacional de Adicciones, realizada en el 2008, indica que el
consumo de drogas tanto ilegales como médicas en la poblacion rural y urbana
de entre 12 y 65 afos de edad aumentd de un 5% observado en el 2002 a un
5.7% al 2008. Las drogas ilegales: mariguana, cocaina y sus derivados,
heroina, metanfetaminas, alucindgenos, inhalables y otras drogas, aumentaron
de un 4.6% a un 5.2%. Las drogas médicas con potencial adictivo, usadas
fuera de prescripcion, mantuvieron los niveles observados en la encuesta del

afio 2002.(1)
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Figura 1: Consumo de Drogas en la poblacion Mexicana. Encuesta Nacional de Adicciones.

Tendencias 2002-2008. México, ENA 2008.(1)

Por grupos de poblacion, se observa que, si bien el uso de drogas
ilegales es mayor en los hombres (proporcién 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 duplico, aumentando de 1% en el 2002 al 1.9% en el



2008, mientras que el consumo de estas drogas en hombres aumento del 8%

al 8.8%.(1)
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Figura 2: Comparativo en el consumo de drogas entre hombres y mujeres. Encuesta
Nacional de Adicciones. Tendencias 2002-2008. México, ENA 2008.(1)

La mariguana y la cocaina son las substancias preferidas de la poblacion. El
consumo de la mariguana aumento de 3.5 a 4.2%, mientras que el aumento en

el consumo de la cocaina fue mayor, aumentando del 1.2% al 2.4%.

Sobre el consumo de heroina podemos observar que es un poco menor al 1%.
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Figura 3: Consumo de los diferentes tipos de Drogas en la Poblaciéon Mexicana.

(1)



Asi mismo, estadisticas actuales revelan que, en Europa y Norteamérica
existen de dos a cuatro millones de personas adictas a la morfina o la heroina,
y que el 1% de esa poblacion muere cada ano, por causas como hepatitis C o
por infecciones de VIH como consecuencia de administrarse la heroina con
jeringas compartidas(2). Las estimaciones sobre la prevalencia nacional del
consumo adictivo/recreativo de opiaceos durante este periodo oscilan a
grandes rasgos entre 1 y 6 casos por cada 1000 habitantes de entre 15 y 64

afios de edad(3).

Terapias anti-adictivas:

Existen diversos tratamientos para los pacientes que sufren adicciones, entre
ellos se encuentran: la terapia con opioides sintéticos, como por ejemplo la
metadona, tratamientos con drogas agonistas de los receptores p opioides
como la buprenorfina o el uso de antagonistas de estos receptores como la
naloxona o la naltrexona, asi como terapias psicolégicas y tratamientos

conductuales.

A nivel experimental existen estrategias muy prometedoras, entre ellas se

encuentra el desarrollo de vacunas anti sustancias adictivas.



Historia de las Vacunas

Historicamente la primera vacuna la ideé Edward Jenner (1749-1823) en 1796
contra la viruela humana. Jenner observd que las personas que habian sufrido
o estado cerca de la viruela bovina (la cual es una enfermedad mas benigna
que la humana) no padecian la viruela humana, por lo que utilizando las
vesiculas de las vacas infectadas con viruela bovina realizé un preparado, con
el cual inoculd a las personas sanas, y las protegié contra la viruela humana.
Por haber hecho esto de una enfermedad de una vaca al proceso se le llamo

vacuna y al virus que se empleo “vaccina”(4).

Alrededor de cien afios después de esta primera vacuna, Louis Pasteur (1822-
1895) demostrd que se podia inducir una inmunidad, mas o menos duradera,
utilizando microorganismos homologos modificados en su virulencia, asi como
por su inactivacién total. De esta forma nacieron las vacunas inactivadas,
ensayadas por Pasteur contra el carbunco, y las vacunas atenuadas
producidas por primera vez en 1885 contra la rabia. Pasteur no llegé a conocer
los mecanismos de activacidon inmunitaria, ni de induccion de memoria inmune;
sin embargo, su disefio de vacunas ha sido de gran importancia para el
desarrollo de las mismas hasta la fecha. Estas vacunas han sido denominadas
convencionales, y han tenido mucho éxito en el control y erradicacion de un

gran numero de enfermedades(4).

En 1957, Frank Burnet (1899-1985) describié el mecanismo inmunitario de la
vacunacion, quien enuncio la teoria de la seleccién clonal, y en 1965 el papel

de los linfocitos T y B en la respuesta inmune(4).



La base del éxito de la vacunacion consiste en que la estimulacion de los
antigenos que componen una vacuna induce una respuesta primaria con
estimulaciéon o expansién clonal de linfocitos T y B, y la formacion de células
de memoria capaces de provocar una respuesta secundaria eficiente en el

individuo cuando entra en contacto con los mismos antigenos(4).

Para entender lo que es una vacuna y cémo funciona es necesario conocer

algunos conceptos basicos.

Generalidades de las Vacunas

Vacuna: preparado formado por antigenos microbianos, a menudo combinado
con adyuvantes, que se administra a las personas para despertar una
inmunidad protectora. El antigeno puede estar en forma de microorganismos
vivos  pero avirulentos, microorganismos muertos, componentes
macromoleculares purificados de un microorganismo o un plasmido que
contenga el ADN complementario encargado de codificar un antigeno
microbiano(5), la cual al administrarse en un individuo induce una respuesta

inmune especifica y de memoria que lo protegera ante posibles desafios(6).

Inmunidad: Es la capacidad de responder a las sustancias ajenas (microbios o

moléculas). El proceso inmunolégico se divide en diferentes etapas(5):

La inmunidad innata es la respuesta primaria ante la exposicion del
organismo a un fendbmeno de estrés, constituye la primera linea de defensa y

estda conformada por barreras fisicas (piel, barreras epiteliales y mucosas),



células (granuliciticas, fagociticas, NK, dendriticas, entre otras), ademas de
muchos mecanismos moleculares. Es el mecanismo de defensa mas primitivo

evolutivamente hablando, se puede encontrar desde insectos hasta mamiferos.

La inmunidad adquirida es un proceso de defensa mas evolucionado, y se
desarrolla como consecuencia de la activacion de la respuesta innata. En este
proceso se encuentran involucradas células como los linfocitos T, B y células
plasmaticas, ademas de anticuerpos y citocinas particulares. Se puede obtener

respuesta inmunitaria adquirida de manera activa, al exponer al organismo a un

antigeno ajeno para que desarrolle una respuesta en contra de éste, por

ejemplo a través de la vacunacion, o bien, la inmunidad pasiva, a través de la

trasferencia de anticuerpos de un individuo a otro, por ejemplo por medio del

calostro de la madre al neonato.(5)



COMPONENTES DE UNA VACUNA(7)

Una vacuna se encuentra constituida por:

e Un antigeno

e Preservativos, los cuales evitan el crecimiento microbiano, p.e. timerosal,
o bien, azida de sodio

o Estabilizadores del antigeno, p.e. fructuosa, o sacarosa.

e Fase liquida donde esta contenido el antigeno, p.e. soluciones
amortiguadoras de pH como PBS (Soluciéon salina amortiguadora de
Fosfatos)

¢ Puede incluir adyuvantes o inmunoestimulantes p.e. hidréxido de

aluminio.

VACUNA IDEAL (4)(8).

La vacuna ideal deberia tener varias caracteristicas:

e Sertermoestable

e Tener un manejo y almacenamiento estable, esto es, no depender de la
cadena de frio para su conservacion

e Permitir facil administraciéon

e Dosis unica

¢ Inducir una respuesta inmune rapida, especifica y duradera

e Econdmica



ADYUVANTES E INMUNOESTIMULANTES

A principios del siglo pasado se observo que la incorporacion de diferentes
sales al material antigénico para la vacunacion inducia un aumento de la
produccion de anticuerpos y de la memoria de la respuesta inmune en los
animales que eran vacunados con estas mezclas. Estas sustancias,
denominadas adyuvantes, actuan fundamentalmente: a) Favoreciendo la
presentacion de los antigenos al sistema inmune, mediante el secuestro de los
antigenos vacunales y la posterior liberacién de manera lenta y prolongada, b)
Produciendo una ligera inflamacién que activa la atraccion de las células
presentadoras de antigeno (CPA), con lo cual se favorece la quimiotaxis.(4)

Los adyuvantes mas utilizados son las sales de aluminio (hidroxido de aluminio
y fosfato de aluminio), que cuando se unen al antigeno, producen en el
individuo inoculado un ligero granuloma que favorece la lenta eliminacién del
antigeno (estimulacion antigénica mas duradera), asi como la atraccion de las

CPA, por lo que aumenta la capacidad de respuesta del sistema inmunitario.(4)



SISTEMA INMUNE

El sistema inmunitario comprende un conjunto de organos y estructuras
diversas en cuanto a naturaleza, origen y funcion, localizados en lugares
diferentes del organismo. Su papel fundamental es el de intervenir en los
procesos de defensa frente a agentes extrafios (antigenos), procesarlos para
reconocerlos ante una segunda posible infeccion o invasion, y ademas

mantener su integridad preservando sus propias estructuras.(4)

Comprende organos linfoides especializados, que son el lugar donde se
orquesta la respuesta inmunitaria, una red difusa de vasos linfaticos que
recogen linfa, y un conjunto de células linfoides y no linfoides que se mueven

constantemente por las estructuras corporales.(4)

Los drganos linfoides se clasifican en dos grupos: desde un punto de vista

funcional y morfolégico, pero que estan intimamente ligados.
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Tabla 1: Organos y Tejidos involucrados en la respuesta Inmune(4)(6)

PRIMARIOS O CENTRALES

-Médula Osea: 6rgano donde se produce
la hematopoyesis y la formacion de todas
las células responsables de la respuesta
inmune, asi mismo otorga una
prolongada sintesis de anticuerpos en el
tiempo, y es reservorio de células B de
larga vida

-Timo: Organo donde se lleva a cabo la
proliferacion y maduracién de linfocitos T
(hasta la pubertad).

-Bolsa de Fabricio: es una estructura en
forma de saco que se encuentra en las

aves, en este 6rgano se lleva a cabo la

maduracion de los linfocitos B.

-Placas de Peyer: son acumulos de tejido
linfoide que se encuentran en la
submucosa del intestino delgado de
rumiantes, cerdos, equinos y caninos,
tienen la misma funciéon que la bolsa de
Fabricio.

SECUNDARIOS O PERIFERICOS

-Ganglios Linfaticos: Estan diseminados
por todo el organismo agrupados en
zonas anatdémicas estratégicas; cavidad
abdominal, térax, mediastino, cuello,
region axilar e inguinal; son zonas de
captacion de antigenos y donde se lleva
a cabo el inicio de la respuesta inmune.

-Bazo: Respuesta a antigenos que hayan
llegado a él via torrente sanguineo,
participa en la respuesta a infecciones
sistémicas.

-MALT (tejido linfoide asociado a
Mucosas): inicia la respuesta inmune
frente a los antigenos o sustancias
nocivas ingeridas o inhaladas, crean una
reaccion inmune localizada evitando una
reaccion sistémica, hay 3: GALT tejido
linfoide asociado al intestino, BALT tejido
linfoide asociado a bronquios y SALT
tejido linfoide asociado a la piel.

-tonsilas: tejido linfoide que se encuentra
en forma bilateral en la cavidad
orofaringea, captan antigenos que
penetren por via oral o inhalada.
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En los 6rganos linfoides se generan, seleccionan, almacenan y adquieren
madurez las células responsables de la respuesta inmune, las cuales seran
vitales a la hora de enfrentarse a los diferentes tipos de antigenos, ademas de
iniciarse las respuestas inmunitarias tras la capacitacion y procesamiento de
los mismos. La diferenciacion de los linfocitos T se lleva a cabo en el Timo. Y la
de los linfocitos B se produce en la médula 6sea de los mamiferos y en la bolsa
de Fabricio en las aves.(4)

Los vasos linfaticos y sanguineos son los responsables de la comunicacion
entre las diferentes partes del sistema inmunitario, existiendo un transito
continuo y masivo de células que circulan por la sangre y los vasos linfaticos y

entre la sangre y los tejidos.(4)

FIGURA 4: Organos y tejidos responsables de la inmunidad sistémica y local.

ORGANOS Y TEJIDOSLINFOIDES H

Organos primarios centrales Organos secundarios periféricos

-Médula ésea H Capsulados organizados H No encapsulados: MALT

'_l (tejido Linfoide asociado a mucosas)
-Ganglios Linfaticos
-Bazo
H GALT (intestino) H HBALT(bronquios)H H SALT (piel) H

-Timo

-Tonsilas o amigdalas
-Ganglios Mesentéricos Amigdalas Células Linfoides de la piel
-Linfocitos y células plasmadticas

diseminadas por la lamina propia

Figura 4 abreviaturas: MALT: Tejido linfoide asociado a mucosas, GALT: tejido linfoide asociado

a intestino, BALT: tejido linfoide asociado a bronquios, SALT: tejido linfoide asociado a piel.
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Células involucradas en la respuesta inmune.

Los monocitos son células sanguineas circulantes derivadas de la médula 6sea
que poseen capacidad fagocitica y que son precursores de los macréfagos
tisulares.(5) Procesan los antigenos que fagocitan para presentarselos a los

linfocitos T, iniciando la respuesta inmune adaptativa.(4)

Los macréfagos son células fagociticas alojadas en los tejidos que derivan de
los monocitos sanguineos y desempenan funciones importantes en la
respuesta inmunitaria innata y adaptativa. Los macréfagos se activan a partir
de productos microbianos como endotoxinas y de citocinas de los linfocitos T.
una vez activados, fagocitan los microorganismos y los destruyen, segregan
citocinas proinflamatorias y presentan antigenos a los linfocitos T

cooperadores.(5)

Los neutréfilos participan en la defensa frente a infecciones bacterianas y otros
procesos inflamatorios, liberando sustancias quimiotacticas que atraen a otras
células que participan en el proceso de inflamacién. Tienen una actividad
fagocitica marcada. Generalmente son las primeras células que responden a la

agresion.(4)

Los eosindfilos participan fundamentalmente en la defensa frente a las
infecciones parasitarias, asi como en la hipersensibilidad de tipo | o alergia.

También tienen cierta capacidad fagocitica.(4)

Los basofilos contienen granulos con heparina, leucotrienos, histamina y otras
aminas vasoactivas que tienen gran importancia en la respuesta inflamatoria y

de hipersensibilidad de tipo 1.(4)
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Las células dendriticas tienen como funcién captar, procesar y presentar
antigeno a los linfocitos T, en combinacion con las moléculas del MHC. Tienen

alta capacidad inmunoestimulante.(4)

Las células asesinas naturales (NK) son linfocitos que destruyen células

infectadas y tumorales de manera innata, sin restriccién de moléculas MHC.(4)

Los linfocitos T poseen un receptor (TCR) que les permite reconocer al
antigeno asociado a moléculas del MHC. Este reconocimiento los activa, los

convierte en células efectoras, y les permite coordinar la respuesta inmune.(4)

Los Linfocitos T colaboradores (Th) reconocen al antigeno asociado a las
moléculas de clase Il del MHC. Poseen el marcador CD4. Coordinan y dirigen

la respuesta inmune.(4)

Los linfocitos T citotéxicos (Tc) reconocen y destruyen células propias alteradas
tanto por infecciones intracelulares como procesos tumorales. La célula
alterada presenta antigenos asociados a las moléculas de clase | del MHC.

Poseen el marcador CD8.(4)

Los Linfocitos B poseen un receptor (llamado BCR) que es una
inmunoglobulina la cual esta en su superficie, y se secreta en su forma soluble
tras el reconocimiento antigénico. Las inmunoglobulinas reconocen antigenos y

contribuyen a la eliminacién de microorganismos por diversos mecanismos.(4)

Las células plasmaticas, son linfocitos B totalmente diferenciados que expresan

o secretan anticuerpos.(5)

14



Figura 5: Células de la respuesta Inmunitaria
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INMUNOGLOBULINAS

Generalidades

Las inmunoglobulinas (IgG’s) también conocidas como anticuerpos, son
glucoproteinas producidas por las células plasmaticas como respuesta a un
inmundgeno, con capacidad de reaccion especifica frente a la molécula que
indujo su sintesis. Las IgG’s representan las moléculas solubles secretadas,
caracteristicas de la respuesta inmune humoral(4). Las IgG’s se pueden
encontrar de dos formas a) forma soluble secretada, y b) unidas a la membrana
de los linfocitos B, en cuyo caso se denominan receptores de linfocitos b (BCR

del inglés B-cell-Receptors)(4)

Hay cinco isotipos de inmunoglobulinas (lg), que son IgG, IgM, IgA, IgD e IgE.
Cada uno se caracteriza por contener uno de los cinco tipos de cadenas
pesadas que se conocen: alfa (a), delta (5), épsilon (g), gamma (y) y mu (p).
Cada clase o isotipo corresponde a diferencias estructurales de las cadenas
pesadas(6). Las principales funciones bioldgicas de las inmunoglobulinas son:
la activacién del complemento por via clasica, la aglutinacion de particulas, la
proteccion de mucosas, la neutralizacion, la opsonizacion (dentro del
mecanismo de fagocitosis) y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

(ADCC).
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Tabla 2: Isotipos de Inmunoglobulinas en el ratén(4)(5)

Isotipos de Subtipos Origen Concentracion | Tiempo de Funciones
Anticuerpos sérica (mg/ml) | vida media
en suero
(dias)
IgA IgA1, 2 Células 3.5 6 -lInmunidad en las
Plasmaticas mucosas
del tejido -se comportan como
conjuntivo de opsoninas
las mucosas -neutralizan bacterias,
intestinales, toxinas y virus
respiratoria,
urogenital,
ocular, piel y
glandula
mamaria
IgD Ninguno Indicios 3 Receptor del antigeno
de linfocitos B
virgenes
IgE Ninguno | Células 0.05 2 -Defensa frente a
plasmaticas de parasitos helmintos.
tejido -Hipersensibilidad |
conjuntivo de
la dermis
IgG IgG 1-4 Células 13.5 23 - Neutralizacion
plasmaticas -Opsonizacién
del bazo, -Activacion del
ganglios complemento
linfaticos y -Citotoxicidad
médula 6sea mediada por células
dependientes de
anticuerpos
-Inmunidad neonatal
-Inhibicién por
retroalimentacion de
linfocitos B
-Hipersensibilidad tipo
IRV
IgM Ninguno | Células 1.5 5 -Receptor del
plasmaticas antigeno de linfocitos
del bazo, B virgenes
ganglios -Activacion del
linfaticos y complemento por via

médula 6sea

clasica
-Hipersensibilidades

tipos Il y Il
-Se comportan como
opsoninas
-Neutralizan toxinas,

bacterias y virus.
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Funciones de las Inmunoglobulinas

Como productos caracteristicos de la respuesta inmune humoral, la mision

principal de las inmunoglobulinas consiste en la eliminacién de los agentes

extrafios extracelulares. Se realiza tanto directamente a través de la

neutralizacion, como indirectamente, sefializando o marcando los agentes

extraios para ser reconocidos por otros elementos de la respuesta inmune.

Las IgG’s pueden actuar a nivel sistémico o protegiendo activamente las

diferentes mucosas del organismo.(4)

NEUTRALIZACION: consiste en neutralizar la capacidad infecciosa o
sus efectos téxicos, evitando que se unan con los receptores celulares.
OPSONIZACION: los agentes extrafios cubiertos por inmunoglobulinas
son posteriormente reconocidos por receptores de inmunoglobulina
situados en la superficie de los macréfagos (o de las células fagociticas
en general), fendmeno denominado opsonizacion, que se integra dentro
del proceso global de fagocitosis.

ACTIVACION DEL COMPLEMENTO: ademas pueden llevar a cabo la
destruccion de los antigenos, favoreciendo la unién a sus porciones Fc
de la proteina C1, es decir la molécula que da inicio a la activacion del
complemento por la via clasica. Dentro de este mecanismo de activacion
del complemento las inmunoglobulinas participan en las reacciones de
hipersensibilidad de los tipos Il y IlI.

CITOTOXICIDAD CELULAR DEPENDIENTE DE ANTICUERPOS
(ADCC): es la union de las inmunoglobulinas a receptores especificos
localizados en la superficie de algunas células (NK y eosindfilos), o que
las convierte en citotdxicas, por lo que adquieren la capacidad de

destruir diferentes células blanco.
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En los ratones se distinguen cuatro subclases de IgG (IgG1, I1gG2a, 1gG2b e

AGLUTINACION Y PRECIPITACION IN VITRO: algunas clases de

inmunoglobulinas promueven la aglutinacion y precipitacion de diversos

antigenos.
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LOS OPIACEOS

Historia de los opiaceos

El nombre morfina deriva del nombre de Morfeo, dios griego de los suefios que
frecuentemente fue representado con un pufiado de amapolas. El consumo de
las drogas opiaceas comenzé hace mucho tiempo, las referencias mas
antiguas a su consumo medicinal corresponden a las culturas Sumeria y Asio-
babilonica (hace 5 000 afios). Las pipas para fumar opio encontradas en sitios
arqueoldgicos de Asia, Egipto y Europa dan testimonio de que entre los afios
1000 y 300 a.C. ya se fumaba esta droga. Los comerciantes arabes
introdujeron las drogas opiaceas a China entre 600 y 900 d.C. Con el desarrollo
europeo, el consumo medicinal pasé gradualmente a ser recreativo y asi
aumentoé el numero de adictos al opio. Su importacién a China se convirtié en
la mayor fuente de comercio para Inglaterra y ayudd a iniciar la guerra entre
China e Inglaterra cuando Inglaterra prohibié la importacién a principios del

siglo XIX.(9)

El opio era un importante ingrediente en muchos de los medicamentos de
patente comercializados antes de que existiera la FDA en los Estados Unidos.
En 1805 se purificd la morfina, el mayor ingrediente activo de la amapola y en
1853 Alexander Wood inventd la aguja hipodérmica. La primera ola de adiccion
a los narcéticos inyectables fue posterior al consumo generalizado de morfina
inyectada durante la guerra civil estadounidense. El aumento definitivo fue
responsabilidad de Bayer Company en 1898, cuando sus cientificos
descubrieron la forma de agregar a la morfina sustancias quimicas adicionales

para hacerla mas soluble en las grasas, con el fin de que penetrara con mayor
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facilidad al cerebro. Esta novedad produjo la heroina, nombre comercial de un
narcotico producido por Bayer. En 1913 Bayer suspendio la produccion de

heroina.(9)

Morfina y Sus Analogos Estructurales

Aspectos Fisicoquimicos y farmacologicos de la Morfina

La morfina (forma hidratada C47H19NO3H,0) es un alcaloide muy potente del
tipo de las bencilisoquinolinas, extraido del opio, el cual se obtiene de la planta
de la amapola o planta del opio (Papaver somniferum). La morfina representa
del 10 al 20% de la masa total del jugo que se obtiene al raspar o drenar esta
planta, presenta también compuestos fenantrénicos similares tales como la
codeina (0.5%), la tebaina (0.2%) y otras bencilisoquinolinas como por ejemplo

la papaverina (1%) y la noscapina (6%).

La morfina actua directamente sobre el sistema nervioso central (SNC) para
aliviar el dolor, por lo cual representa el prototipo de narcético convencional,
usada como referencia al comparar las estructuras de otros compuestos
sintéticos o semisintéticos (como por ejemplo heroina, benzomorfinas,

metadona, etc.) que por lo general son usadas en la clinica(10).

Existen varios analogos estructurales de la morfina; esto es, que son derivados
semisintéticos de ésta y por lo tanto comparten una estructura molecular
homologa, y poseen una region variable la cual le da las caracteristicas

individuales a cada molécula. Los analogos estructurales de la morfina son:

Heroina (derivado mas importante a nivel de salud publica), hidromorfina,
oxicodona, codeina, tebaina, desomorfina, 3-glucurénido morfina, 6-
glucurénido morfina, 6 monoacetil-morfina.
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Farmacodinamia

Los opioides actuan sobre los diversos receptores especificos a los que se fijan
los péptidos opioides endoégenos derivados de las proteinas precursoras
propiomelacortina, proencefalina y prodinorfina. Los subtipos mas importantes
de receptores opiaceos son: p activado por la morfina; & activados por las
encefalinas; o activado por la n-aliinormetazocina, y x, activado por la

ketociclazocina(11).

Por la gran afinidad y especificidad que tiene la morfina para el receptor opioide
u, este narcético tiene un amplio espectro de efectos adversos desde
moderados a intensos como la euforia/disforia, dificultad respiratoria, nausea,

vomitos, sedacion, hipotensién entre otros (Tabla 3)(11).

Tabla 3: Efectos generales de la Morfina (12)

efecto depresor
con los
antipsicaéticos,
Alcohol,
Benzodiacepinas,
Somniferos,
IMAO y
antidepresivos

triciclicos

nauseas, vomito, mareo,
confusion mental,
sensacion de bienestar,
estrefimientos,
incremento de la presion
de vias biliares,
retencion urinaria,
hipotensién arterial,

delirio

Indicaciones Interacciones Efectos colaterales y Contraindicaciones y
Principales Precauciones Efectos Adversos
Analgésico Potencializa el Depresién respiratoria, Hipersensibilidad,

insuficiencia
respiratoria, célico biliar,
Primer trimestre del
embarazo: Presién
intracraneal elevada,
compromiso
cardiovascular y
farmacodependencia

del producto.

Por la similitud que existe entre la estructura molecular de la morfina y de sus
analogos, todos estos compuestos comparten una perfil farmacolégico, que
consiste en analgesia, sedacion, inhibicién de la motilidad intestinal y depresion

del sistema inmune(10)(13)(14)(15)(16)(17)(18).
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Sin embargo, existen diferentes parametros fisicoquimicos entre estas
moléculas que las hacen diferentes, si nos basamos en las pequenas
diferencias estructurales que hay entre las moléculas de la morfina y la de la
heroina, esta ultima posee un alto grado de lipofilicidad, por lo que es
rapidamente absorbida a los compartimientos bioldgicos, 1o que la hace mas
permeable a la barrera hematoencefalica a comparacién de la morfina, ya que

ésta tiene una naturaleza de tipo hidrofébica.(19)
Receptores

Los receptores opiaceos mas conocidos son el p (con dos subtipos de
receptores el u1 y p2), el & (con dos subtipos de receptores en 61 y 82), el k, y
recientemente el “huérfano”.(12) los cuales se encuentran en todas las células
somaticas y neuronales, estas ultimas son las células de interés en este

trabajo.

Los receptores mu, delta y kappa se acoplan a la proteina G e inhiben la
adenilciclasa, por este mecanismo activan el flujo de K* y suprimen el voltaje de
Ca™, causando una hiperpolarizacion membranal de las neuronas. Ademas,
los receptores de los opiaceos se acoplan a segundos mensajeros activando
kinasas y la fosfolipasa-C(12), causando una liberacion de neurotransmisores
como la dopamina, la que interviene en la formacion de cambios plasticos en
las neuronas del sistema limbico, talamo, hipotalamo, cuerpo estriado
mesencéfalo y médula espinal, principalmente. Estos sitios tienen una alta
participacion en la percepcion del dolor y en la modificacion del estado de

animo lo que genera como consecuencia la adiccion a la sustancia(12).

Por lo general, la activacion de receptores opiaceos produce inhibicion de la

actividad bioeléctrica neuronal, con disminucion de liberacion del
24



neurotransmisor correspondiente en los grupos neuronales activados. Los
efectos farmacoldégicos de los distintos opiaceos son variables debido al
fendbmeno de dualismo farmacolégico, mediante el cual farmacos distintos
pueden, por mecanismos de compensacion, causar que un opiaceo se

comporte de forma distinta en funcién de la presencia o no de otro opiaceo.

A causa de este fendmeno, los opiaceos se clasifican (20) en:

e Agonistas puros
e Agonistas/antagonistas mixtos
e Agonistas parciales

¢ Antagonistas puros.
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Farmacocinética

Los opiaceos se absorben facilmente en el aparato digestivo cuando se toman
como cocimiento, a través de la mucosa nasal en forma de polvo y de los

pulmones cuando se fuma(20).

Al ser ingerida via oral, la morfina presenta una biodisponibilidad menor al 30%
ya que gran parte de la droga es metabolizada por el higado, en donde
disminuye su actividad hasta en un 50%, observandose las concentraciones
plasmaticas mas elevadas entre los 30 y los 120 minutos. Por via parenteral su
biodisponibilidad aumenta, ya que se evita el paso por el higado. Por via

intravenosa su accion es inmediata(12).

En el torrente sanguineo la morfina se une a las proteinas plasmaticas en un
40% y sus concentraciones tisulares son minimas después de 24 horas de la

administracion(12).

Comparada con sus metabolitos, la morfina atraviesa la barrera
hematoencefalica en bajas cantidades, esto debido a su naturaleza
hidrofébica; sin embargo, la heroina debido a su elevada liposolubilidad
atraviesa esta barrera en mayor proporcion, llegando al encéfalo en donde se

transforma a morfina y asi lleva a cabo su efecto(12).

El metabolismo de la morfina es por via hepatica (glucuronizacién hepatica) y
su excrecion se lleva a cabo por via renal (90%)(20), la morfina se conjuga con
el acido glucurénico (formando morfina-6-glucurénido), el cual tiene el doble de
la potencia que el compuesto original, el primer dia de administracion se

elimina el 90%, solo el 8% se elimina como morfina sola, y lo demas como
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morfina-3-glucuronido, el contenido de morfina en heces es del 7 al 10%, y la

eliminacion por via respiratoria es de 3 a 5%(12).
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Interacciones con otras sustancias

Los farmacos neurolépticos, las Benzodiacepinas, los inhibidores de la
monoaminooxidasa (IMAO), los anestésicos y otros depresores, como el
alcohol, pueden aumentar la depresion respiratoria causada por los farmacos

opiaceos. La meperidina puede tener una interaccion letal con los IMAO(12).

Al parecer, actuan disminuyendo el efecto de los diuréticos administrados en

pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva(12).

Los opiaceos interactuan con los antidepresivos triciclicos aumentando su
efecto. Existe riesgo de aparicion de sindrome serotoninérgico si se emplean

en dosis altas(12).

Los farmacos como antihistaminicos (hidroxicina), anfetaminas y antidepresivos

(amitriptilina) potencian la analgesia de los opiaceos(12).

Pueden aumentar la actividad de los relajantes musculoesqueléticos y de los

anticoagulantes cumarinicos(12).

Adiccién

La adiccién a las drogas legales e ilegales es definido como el estado de
enfermedad en el cual el organismo depende de sustancias para su
funcionamiento normal y se crea una dependencia fisica, que lleva a un
comportamiento compulsivo y repetitivo a pesar de las consecuencias
negativas que la droga tiene sobre la salud fisica y mental del individuo asi

como en el ambito social(21).
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Tolerancia y Dependencia

Los individuos desarrollan tolerancia a muchos de los efectos de los opioides
con relativa rapidez; la tolerancia se manifiesta por el acortamiento en la
duracion de la accién o por una disminucion de la intensidad de la respuesta,

lo que obliga a aumentar la dosis(22).

La rapidez con la que aparece la tolerancia es tanto mayor cuanto mas

neuroactividad tiene el opioide(22).

Se desarrolla tolerancia al efecto analgésico, euforizante, sedante y depresor

de SNC, que incluye el efecto letal(12).

La dependencia fisica se debe a wuna situacion de hiperactividad o
hiperexitabilidad de varios nucleos cerebrales entre ellos el locus coeruleus.
Este es una region anatémica en el tallo cerebral, y es una de las estructuras
que mas participa en el estado de alerta y atencion; con la administracion
prolongada de opiaceos, pierde su capacidad para incrementar la conductancia
al potasio, que depende de la activacion de proteinas G, y de esa manera
pierde la habilidad para disminuir el disparo de las neuronas cuando se aplican
los opiaceos, de esta manera la funcién se readapta, permitiendo al sujeto un

grado aceptable de alerta y atencion(12).
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Sindrome de Abstinencia

El uso prolongado de drogas adictivas altera el balance de los mecanismos de
regulacion y el sujeto incrementa la dosis para obtener cierto grado de
satisfaccion, ya que el cerebro, al adaptarse, requiere mayor cantidad de
droga; de esta manera se incrementa el consumo(12). Cuando el paciente se
ve forzado a no consumir la sustancia a la que es adicto, desarrolla una serie
de descompensaciones fisioldgicas, endocrinolégicas y quimicas, conocido

como “Sindrome de abstinencia”.

Durante el sindrome de abstinencia disminuye la dopamina la cual provoca
disforia; ademas, los péptidos opiaceos desencadenan disforia e
hiperanalgesia; con la disminucion de la serotonina se desencadena depresion,
dolor y disforia; y con el incremento del factor liberador de corticotropina y
noradrenalina se provoca estrés, ademas el incremento del glutamato provoca

hiperexcitabilidad(12).

Los signos clinicos que se presentan en el sindrome de abstinencia son:
lagrimeo, bostezos, rinorrea, somnolencia, piloereccion, dilatacion pupilar,
angustia, anorexia, insomnio, debilidad, depresién profunda, nauseas, vomito,
diarrea, hipersudoracion, calambres, aumento en la presién arterial vy

taquicardia (12).

Algunos neurotransmisores que participan oponiéndose al efecto de los
opiaceos son: neuropéptido FF, colescistoquinina y disnorfina y contribuyen a
la hiperalgesia que se presenta en el sindrome de abstinencia. Este incluye
tanto el deseo de gratificacion, recompensa y placer (reforzamiento positivo),

como la urgencia por evitar la disforia y la hiperalgesia (reforzamiento
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negativo). Esta caracteristica provoca un escalamiento en el uso

compulsivo(12).

En un esfuerzo por auxiliar a los pacientes con adiccion a los opiaceos y otras

sustancias adictivas se han desarrollado diversas terapias.

TERAPIAS ACTUALES PARA EL TRATAMIENTO DE PACIENTES CON
ADICCION A LOS OPIACEOS: Farmacoterapia clasica para el tratamiento

de la dependencia fisiolégica a opiaceos, limitaciones clinicas.

A lo largo de las tres ultimas décadas, diversos centros de investigacion y
empresas farmacéuticas a nivel mundial han sintetizado y validado una amplia
variedad de farmacos encaminados a desintoxicar, disminuir los sintomas
afectivos observados durante la abstinencia, reducir la apetencia o el craving
(deseo irresistible de consumir una sustancia) y/o prevenir las recaidas del

consumo adictivo en sujetos adictos a opiaceos(23).

Sin embargo, a pesar de que la FDA (Food and Drug Administration, EUA) ha
certificado el uso de una gran variedad de farmacos, su efecto en tratamientos
clinicos anti-adictivos no ha sido exitoso. El procedimiento terapéutico inicial en
el tratamiento de un sujeto dependiente o adicto es el empleo de la

desintoxicacién aguda(23).

Durante la desintoxicacion aguda se utilizan tratamientos mediante agonistas
parciales del receptor opioide p, como la metadona y la buprenorfina en
combinacion con Benzodiacepinas o sedantes neurolépticos (11). Sin embargo,
a la fecha no existe una evidencia solida de resultados eficaces a largo plazo

en el mantenimiento de la abstinencia en los sujetos sometidos a tratamientos
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de desintoxicacion. Este tipo de tratamientos requieren de periodos de
tratamiento a muy largo plazo (meses a anos) y deben ser combinados con
psicoterapias de apoyo, de expresion y de desarrollo motivacional, asi como
terapias cognitivo-conductuales, entre otras. Adicionalmente la gran mayoria de
estas terapéuticas producen importantes efectos colaterales toxicos a mediano
y largo plazo, con lo anterior se podria explicar el poco apego que el sujeto

adicto muestra a estos tratamientos (23).

Otras terapias de desintoxicacion consisten en utilizar antagonistas del receptor
opioide p, como por ejemplo la naloxona, naltrexona o una combinacion de
ambas, pero no es una medida muy recomendada durante el sindrome de
abstinencia, ya que exacerba la demanda en el consumo de las sustancias
opioides originales que eran consumidas por el adicto y que lo llevaron a la

adiccion inicial(11).

Cabe destacar que durante el sindrome de abstinencia se requieren de
cuidados meédicos especiales y de la hospitalizacién y cuidado clinico del
paciente por el personal médico, lo que comunmente resulta ser altamente

costoso para el paciente y/o sus familiares (11).
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Tabla 4: Tratamientos Farmacoldégicos actuales para la adiccion a la

Morfina
Nombre del Tipo Efectos Secundarios Consideraciones
Farmaco especiales
METADONA Opioide Depresion Debe realizarse en
sintético de respiratoria, instituciones
larga duracion | bradicardia, especializadas (ej.

contraccién de las
pupilas, liberacién
hormona
antidiurética,
estrefimiento,
glicemia en sangre

Clinicas)

Causa adiccion

BUPRENORFINA

Agonista
parcial del
receptor p

Estrefiimiento,
cefalea, insomnio,
astenia, somnolencia,
nauseas, vomito,
lipotimia, veértigo,
depresion
respiratoria,
sudoracion
hipotensién,
alucinaciones

Al suspender hay
sindrome de
supresion parecido al
sindrome de
abstinencia a opioides
que dura 2 semanas
aproximadamente

NALOXONA

Antagonista
de los
receptores
opioides

Taquicardia,
hipertension o
hipotensidn arterial,
arritmias, aumento de
presion intracraneal,
edema pulmonar,
midriasis,
convulsiones

Otro tratamiento consiste en utilizar agonistas de los receptores adrenérgicos

a2 como lo son la guanfacina, la lofexidina o la clonidina, que representan otro

conjunto de compuestos usados ultimamente en las terapias para aliviar los

signos y sintomas del sindrome de abstinencia; sin embargo, se ha observado

que su uso prolongado induce a graves efectos adversos. Por ejemplo, con el

uso prolongado de la metadona, buprenorfina o la pentazocina se han
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reportado desordenes del suefio, cuadros de ansiedad, grave deterioro
cognitivo y emocional, sedacion, hipotension, ansiedad extrema y astenia.
Otros estudios han reportado que la utilizacion por tiempo prolongado de
antagonistas del receptor opioide u como la naloxona y la naltrexona ocasionan
que se bloqueen los sistemas de transmision de opioides de tipo enddgeno
(encefalinas y endorfinas) que se llevan a cabo en las sinopsis cerebrales, lo
que conlleva a que el paciente presente con frecuencia efectos emocionales

negativos, como ansiedad o depresion(11).

Por todas estas desventajas se han disefiado estrategias alternativas para el
tratamiento de la adiccion a opiaceos. Un ejemplo notable de estas nuevas
estrategias son las vacunas y su uso en procedimientos farmacolégicos
inmunoterapéuticos para el tratamiento de conductas de consumo adictivo,

tanto en modelos animales como en el humano(23).

El tratamiento con vacunas es uno de los mas innovadores y el que se estudia

en el presente trabajo.
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Vacunas contra sustancias adictivas (Inmunofarmacoterapias)

Estas nuevas estrategias experimentales estan basadas en el disefio y sintesis
de diversas formulaciones estructurales de vacunas terapéuticas contra la
adiccion  a: a) cocaina(24)(25)(26), b) Nicotina(27)(28)(29) vy, «c¢)
Heroina/Morfina(30)(11). Dichas vacunas al ser aplicadas en esquemas de
inmunizacion activa en modelos animales como el roedor, inducen la
produccion de anticuerpos séricos especificos que reconocen y se unen a
estas sustancias en el torrente sanguineo. Estos anticuerpos anti-droga poseen
la capacidad de secuestrar a la droga adictiva circulante en el torrente
sanguineo una vez que es consumida por el sujeto, los anticuerpos al ser
macromoléculas (=150 kD), no permean la barrera hematoencefalica, y al
unirse con las moléculas de droga libres en el torrente sanguineo forman
complejos moleculares anticuerpo-droga de alto peso molecular, los cuales
impiden la permeabilidad de la droga a traves de Ila barrera
hematoencefalica(31)(32)(33)(34). Por lo anterior hay una diminucion muy
significativa de la fraccion de “droga libre” plasmatica que podria difundir al
espacio extracelular del tejido nervioso cerebral y llevar a cabo su efecto, el
cual consiste en un aumento en la liberacion de dopamina. (31)(32)(33)(34).
Asi, al no haber una liberacién de este neurotransmisor por el consumo de la
droga, ya no se presenta la conducta de reforzamiento placentero de re-
consumo con patron adictivo de esta sustancia en el sujeto vacunado
activamente e inmune a la misma sustancia(31)(32)(33)(34).

El éxito de esta estrategia inmunoldgica se basa principalmente en: a) la
concentracion de anticuerpos, denominada titulo; y, b) la afinidad y
especificidad de los anticuerpos hacia una cierta estructura molecular. La

afinidad y especificidad de los anticuerpos estan directamente relacionados a
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una presentacion inmunogénica exitosa, resultado de un buen disefo
molecular de conjugado inmunogénico (disefio: hapteno- tipo del brazo
espaciador-sitio de union del hapteno a la proteina acarreadora). Ademas, la
magnitud de la respuesta inmunogénica, medida como concentracion de
anticuerpos, es el resultado del tipo de proteina acarreadora usada, a la cual se
une el hapteno, asi como al tipo de adyuvante usado en la formulacion

antigénica final (21)(35)(36)(37).

Otra caracteristica muy importante que le concede el tipo de proteina
acarreadora usada es la capacidad de estimular receptores del tipo Toll, lo cual
va a permitir la activacién de células B que producen anticuerpos especificos

para la droga a largo plazo (memoria humoral)(23).

VACUNAS CONTRA MORFINA Y SUS ANALOGOS ESTRUCTURALES

Los reportes de inmunoterapias para la adiccion a opioides son escasos.
Muchos de ellos usan protocolos de vacunacion con diferentes modelos
estructurales, acoplando al hapteno en diferentes posiciones de la proteina
acarreadora. Si bien la mayoria usan basicamente la morfina para la
generacion de inmunidad, ésta es acoplada covalentemente a diferentes
proteinas acarreadoras inmunogénicas, que en conjunto dificultan el analisis de

los efectos de los mismos. (Tabla 5)

Las principales aproximaciones experimentales se realizaron en la década de
los 70°s y estuvieron enfocadas principalmente a la generacion de anticuerpos
policlonales contra la morfina. Sin embargo, en ninguno de estos reportes se
evaluo la cantidad de anticuerpo generado por el procedimiento de vacunacion,
ni el antagonismo farmacologico basado en anticuerpos dirigidos a atenuar los

efectos conductuales de las drogas opiaceas. No obstante, proporcionaron la
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suficiente informacion para el desarrollo de nuevos conjugados inmunogénicos
encaminados a atenuar el efecto de diferentes dosis de morfina, heroina y sus

metabolitos(23).

Tabla 5: Vacunas contra morfina/heroina en fase pre-clinica(23).

AUTOR HAPTENO PROTEINA ADYUVANTE
ACARREADORA
Bonesse (38) Morfina-6- BSA (albumina No especificado
hemisuccinil sérica bovina)
Anton y Col Morfina-6- Toxoide tetanico | Alumina
(39)(11) hemisuccinil
Liy Col (40) Morfina-6-glutaril | KLH (keyhole Adyuvante de
limpet Freund’'s
hemocyanin)
Stowe y Cols.(41) | Morfina-6- KLH Alumina
hemisuccinil
Raleigh y cols Morfina KLH Adyuvante de
(42) Freund’s

ANTECEDENTES DE LA VACUNA M-TT

En los afos 70°s Bonese y colaboradores(38) estudiaron por primera vez la
posibilidad de efectuar un proceso de vacunacion activa enfocado al
tratamiento de la adiccion a la heroina, con lo que demostraron que después
de la administracién activa de un conjugado de un derivado inmunogénico de la
heroina (Morfina-6-hemisuccionato conjugado a BSA como proteina
acarreadora) a un mono Rhesus, previamente entrenado para auto
administrarse heroina; la respuesta mantenida por este opioide fue
selectivamente abolida. Sin embargo, no hubo estudios posteriores en cuanto a
otros modelos de vacuna anti opiaceos que no contaran con BSA como
proteina acarreadora y que por lo tanto pudieran utilizarse en humanos. No fue
hasta el aino 2006, cuando un nuevo grupo de investigadores(11)(39) publico

su trabajo, en donde exponian los ensayos y estudios realizados para la
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validacién a nivel pre-clinico de un nuevo modelo estructural de vacuna anti

heroina disefnada para uso clinico en seres humanos.(39)

Diseino e Inmunogenicidad de la Vacuna M-TT

El trabajo de Antdn y colaboradores(39) se enfoco en el disefio y sintesis de un
modelo de vacuna anti morfina, compuesto por un conjugado inmunogénico
para uso en humanos, este modelo de vacuna esta formado por la morfina
unida de forma covalente al Toxoide Tetanico (proteina altamente
inmunogénica y aprobada por la FDA para su uso en seres humanos)(43) que
actua como proteina acarreadora, dando lugar a la vacuna denominada M-TT
(Morfina-Toxoide Tetanico), que ha demostrado que en un esquema de
inmunizacion activa es capaz de generar una respuesta inmunoldgica lo
suficientemente robusta como para crear y sostener altos titulos de

anticuerpos.

Para la unién del hapteno a la proteina acarreadora se utiliza un brazo
espaciador con una longitud aproximada de 20.25 angstroms(39), este brazo
espaciador es del doble de tamano del que comunmente se utiliza en otros
conjugados como Morfina-6-hemisuccinato-BSA. Se ha demostrado que la
longitud del brazo espaciador y la manera en que éste esta colocado entre la
proteina acarreadora y el hapteno (molécula de morfina), no solo separa estas
sustancias de manera adecuada, sino que también las orienta en el espacio, de
forma tal que el brazo espaciador también ayuda a que el conjugado de la

vacuna de M-TT sea altamente inmunogénico.

El brazo espaciador esta formado por una cadena de atomos de carbono de

baja complejidad estructural, caracteristica que disminuye su papel como
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determinante inmunogénico cuando la morfina unida a él es expuesta a las

células del sistema inmune.(39)

Se sabe que la vacuna de M-TT es capaz de generar una respuesta
inmunoldgica robusta que genera la produccion de altos titulos de anticuerpos

antimorfina después de una cuarta revacunacion en ratones(39).

Por su naturaleza fisicoquimica la morfina es una sustancia pobremente
inmunogeénica, es por esto que en los experimentos de estos investigadores
(39) los altos titulos de anticuerpos observados fueron resultado del uso del
toxoide tetanico como proteina acarreadora en este inmunoconjugado, asi
también por la naturaleza y longitud del brazo espaciador utilizado en esta
sintesis, ya que le confiere a la morfina haptenizada la libertad espacial dentro
del conjugado para volverse una vacuna altamente inmunogénica y antigénica

para el sistema inmune.(39)
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Efectos terapéuticos de la Vacuna M-TT

Debido a su tamano, los anticuerpos generados por la vacuna de M-TT no
pueden pasar la barrera hematoencefalica, por esto se esperaria que los
efectos de este tipo de anticuerpos no fueran de naturaleza psicoactiva. Es por
esta razén que el uso de la vacuna de M-TT pudiera usarse como una
alternativa dentro de la gama de tratamientos relacionados con la adiccion y el
sindrome de abstinencia por falta de administracion de este opioide, donde se
utilizan farmacos como la metadona o la buprenorfina los cuales mimetizan la

accion de la morfina a nivel de los receptores opioides.(39)

La aplicacion de la vacuna de M-TT en unién con los tratamientos
farmacolégicos existentes, podrian ser utiles para reducir el uso de los
sustitutos adictivos, ya que se ha observado que estos desarrollan efectos
secundarios nocivos cuando se administran en periodos de tiempo
prolongados, lo que influye en que el paciente abandone este tipo de
tratamientos y como consecuencia recaiga en el consumo de la morfina o la

heroina.(39)

Asi mismo, la vacuna de M-TT podria ser usada como terapia alternativa en el
tratamiento de la adiccidn a la morfina/heroina en paises donde los farmacos

como la metadona o la buprenorfina no estan disponibles.(39)

Esquema de Inmunizacién activa convencional: fundamentos y bases

inmunolédgicas.

Para poder llevar a cabo una inmunizacion activa con una vacuna conjugada
de hapteno, se requieren una serie de pasos, a) el disefio y sintesis de la

vacuna conjugada: donde en este caso la morfina tiene que estar unida
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quimicamente a una proteina acarreadora, esta proteina acarreadora debe
poseer una alta masa molecular y ser altamente inmunogénica. Debido a que
la morfina/heroina tiene una masa molecular muy pequefia y una estructura
molecular relativamente simple son incapaces de estimular a los linfocitos B y
con esto generar una respuesta inmunogénica que sea capaz de producir

anticuerpos especificos para el reconocimiento de estas drogas de abuso(11).

b) El tiempo que tarda en establecerse la respuesta inmune después de que se
administra una formulacion del conjugado inmunogénico (vacuna de
Morfina/Heroina) (M-TT, vacuna Morfina-Toxoide Tetanico), ésta debe de
activar una respuesta inmune humoral en un lapso de 5 a 10 dias(5), en la que
las células B virgenes deben ser estimuladas por los determinantes antigénicos
del conjugado (complejo proteina acarreadora-hapteno (droga)) y asi

convertirse en células diferenciadas secretoras de anticuerpos(11).

c) Células B de memoria: algunas de las células B plasmaticas podrian
sobrevivir en la médula ésea y continuar produciendo anticuerpos por largos
periodos de tiempo. Por otro lado, las células B de memoria, que poseen una
vida media larga; podrian ser también obtenidas en una respuesta inmune
primaria. Una respuesta inmune secundaria podria ser suscitada solamente si
los mismo antigenos de la vacuna M-TT son administrados en repetidas
ocasiones y estimulan a las células B de memoria, permitiendo una produccién
mas rapida de cantidades considerables de anticuerpos especificos, como los
que fueron producidos durante la respuesta primaria. Durante esta respuesta
inmunologica la cantidad de anticuerpos especificos incrementa su
concentracion, variando de un isotipo a otro (de IgM a IgG), mostrando

maduracién de la afinidad(5).
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d) Numero de administraciones: la mayoria de los anticuerpos del tipo 1gG,
poseen un tiempo de vida media en sangre de entre 3 a 4 semanas; y son
generalmente eliminados del organismo cerca de los 21 a 30 dias después de
la dltima vacunacién. Por lo anterior es necesario administrar en forma
periodica la formulacion del conjugado inmunogénico, y generar una mayor
cantidad de anticuerpos antidroga, y asi mantener elevado el nivel de estos
anticuerpos circulando en el suero de cada uno de los sujetos de investigacion
sometidos a dicho esquema de inmunizacion. Se ha observado con
anterioridad que, dentro de los 3 a 6 meses posteriores a la ultima
administracion de la vacuna, los niveles de anticuerpos decaen hasta un grado

en el cual son indetectables utilizando inmunoensayos (RIAs o las ELISAs)(11).
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen reportes previos de nuestro grupo de investigacion(11)(39), en los que
se utilizé la vacuna en roedores como modelo de investigacion, pero no se ha
determinado la dosis necesaria para desarrollar una respuesta inmune que
proporcione neuroproteccion. Por lo tanto, hace falta realizar estudios de
estandarizacién de dosis y numero de aplicaciones de la vacuna M-TT, para
obtener una respuesta Optima, que proporcione ambas condiciones: respuesta
inmune demostrable, al medir titulo de anticuerpos antimorfina en suero
sanguineo de ratones inmunizados y neuroproteccién comprobable a través de

un modelo de analgesia en los mismos ratones.
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OBJETIVOS

Determinar la dosis de vacuna M-TT que genere el mayor titulo de anticuerpos
anti-morfina, estimado mediante ensayos inmunologicos de ELISA, y la
neuroproteccion que los anticuerpos proporcionen, mediante una prueba de

analgesia en los mismos animales.
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HIPOTESIS

La administracién de la vacuna M-TT en dosis de 100ug generara el mayor
titulo de anticuerpos (el cual se espera sea mayor a 1:100,000 después de la 42
inmunizacion) al ser comparadas con las dosis de 10ug, 25ug, 50ug, 200ug y
400ug. Asi mismo, el titulo de anticuerpos producidos por esta dosis (100ug)
presentara una correlacion con la actividad neuroprotectora mayor contra la

morfina comparada con las otras dosis en las pruebas en vivo.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion: Ratones cepa Balb/c

Muestra: Se utilizaron 56 ratones Balb/c, hembras, con un peso inicial de 15 a

18 gramos

Grupos: Se formaron siete grupos experimentales (n=8), los cuales recibieron

los tratamiento especificados en la tabla numero 6

Tabla 6: Grupos Experimentales y Tratamientos

Grupo Experimental Tratamiento (Dosis de cada
inmunizacién M-TT/SSF)

10pg 10ug/100ul
25ug 25ug/100yul
50ug 50ug/100ul

100ug 100ug/100ul

200ug 200ug/100yl

400ug 400ug/100pl

Control 100ul de Solucion salina (grupo

testigo)

Los ratones fueron alojados en cajas de polisulfonato con dimensiones de 28.7
cm de largo, 17.78 cm de ancho y 12 cm de altura, con tapa de rejilla de acero
inoxidable, alojando a 4 ratones cada una, en las instalaciones del Bioterio del
Laboratorio de Neurobiologia Molecular y Neuroquimica de Adiciones del

Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente.
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Inmunizaciones:

La vacuna M-TT fue sintetizada en el Laboratorio de Neurobiologia Molecular y
Neuroquimica de Adicciones del Instituto Nacional de Psiquiatria “Juan Ramoén
de la Fuente”, consiste en la unién de la morfina (hapteno) con el Toxoide
Tetanico (proteina acarreadora) denominando por lo anterior a la vacuna
“‘M-TT”. Esta vacuna se liofilizd y se conservé a 4°C. La administracion de la
vacuna fue por via subcutanea, y los sitios de inoculacién fueron: en la ingle
derecha, en la ingle izquierda, en la base de la cola, en el dorso, y en la zona
axilar. No se realizaron dos inmunizaciones en el mismo sitio de administracion,

debido a que la vacuna contiene hidroxido de aluminio como coadyuvante.
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Cronograma de Actividades

Tabla 7: Calendario de Inmunizaciones y Toma de muestras sanguineas.

DIA ACTIVIDAD
1 T_oma de muestra previa”
(preinmune) y 1ra vacunacion

14 1ra toma de muestra
15 2da vacunacion

29 2da toma de muestra
30 3ra vacunacion

44 3ra toma de muestra
45 4ta vacunacion

59 4ta toma de muestra
60 5ta vacunacion

74 5ta toma de muestra
75 6ta vacunacion

89 6ta toma de muestra
90 7ma vacunacion

105 7ma toma de muestra

La toma de muestra se realizé conteniendo al animal con un cepo. Se realizd
una incision transversal en la cola y se obtuvo por gravedad 200ul de sangre
aproximadamente. Las muestras se dejaron en refrigeracion (a 4°C) durante 24
horas, después fueron centrifugadas a 4660g°’s durante 6 minutos con la
finalidad de separar el suero del paquete celular.

Utilizando una micropipeta de 100yl se separd el suero y se depositd en
microtubos conicos, etiquetados para su identificacion y conservados en

congelacion (-20°C). EI coagulo se desechd. Con los sueros se realizaron
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ensayos inmunologicas de ELISA, cuyo objetivo fue el de caracterizar el perfil

temporal de expresion de anticuerpos especificos antimorfina.

Monitoreo y Cuantificacion de los titulos séricos de anticuerpos

antimorfina mediante ensayo de ELISA

La prueba de ELISA (Enzyme linked Inmuno Sorbent Assay) se realiz6 de
acuerdo al protocolo estandarizado, utilizado de manera rutinaria en el
Laboratorio de Neurobiologia Molecular y Neuroquimica de Adicciones, del
Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente (Anexo 2)(44)

La obtencion del titulo de anticuerpos se realizd mediante el programa
estadistico ORIGIN®. La obtencion del titulo de anticuerpos se explica en el

Anexo 2.

Punto de corte del estudio

El punto de corte escogido para este estudio fue cuando la diferencia entre el
coeficiente de variacion entre el titulo de anticuerpos de cada grupo fue de +/-
10% entre inmunizaciones, lo que nos demuestra que la respuesta inmune ya

fue montada.

Estadistica

Los resultados se procesaron estadisticamente mediante el programa
Statistics©, utilizando una prueba de ANDEVA de 1 via; con p<0.001 se

considero diferencia significativamente.
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Prueba de desafio: prueba de conducta “TAIL FLICK” O PRUEBA DE

ANALGESIA(45).

Se realizd6 una prueba de nocicepcion por temperatura en los animales
experimentales. Prueba de Tail Flick (45) la cual es una prueba basada en el

uso de estimulacion térmica.

En este tipo de pruebas lo que se estimula es la piel, no se incluyen las

visceras ni el tejido musculoesquelético.

La prueba de tail flick tiene dos variantes: una consiste en aplicar calor radiante
a una pequefia superficie de la cola, la otra consiste en sumergir la cola en

agua caliente a temperatura conocida.(45)

Fundamento: la aplicacion de calor en la cola de un animal provoca un
movimiento vigoroso que tiene como fin retirar la cola de la fuente de calor
(arco reflejo). El tiempo de reaccidon en el cual el animal retira la cola es
cronometrado, y generalmente va de entre 2 a 10 segundo (lo mas comun es
de 2 a 4 segundos). Es recomendado no mantener la cola expuesta a la fuente
de calor por mas de 10 a 20 segundos ya que la piel de la cola podria

quemarse.(45)

50



Criterios de la Prueba de Analgesia “Tail Flick”

A cada grupo vacunado con la vacuna M-TT (tabla 6), se le realiz6 esta prueba.

En ella se crearon 3 subgrupos de prueba

1.

2.

Grupo control: este grupo esta compuesto por animales naive, se midio
la latencia basal (la latencia se refiere al tiempo que el animal tarda en
retirar la cola del estimulo térmico, y latencia basal se refiere a la
respuesta que tiene el ratdon a la prueba, en un estado de reposo y sin
estimulo farmacolégico alguno, esto es, se midi6 el tiempo que los
animales tardaron en retirar la cola del estimulo térmico, sin haber
recibido morfina). Después se le midié la latencia en la prueba
administrando 100ul de solucion salina, via intraperitoneal (1.P.)

Grupo morfina-1: este grupo esta conformado por los ratones del
grupo testigo que recibieron solucion salina, por via sub-cutanea, cada
14 dias, en 7 ocasiones (el mismo dia que se realizaba la administracion
de las diferentes dosis de vacuna M-TT). El dia de la prueba se le midi6
la latencia basal y durante la prueba se les administré6 1mg/kg de morfina
I.P., y se realiz6 la prueba. Después de la administracion de la morfina
se realizd la prueba en 6 tiempos: 1) Inmediatamente; 2) 10 minutos
post-administracion; 3) 20 minutos post-administracion; 4) 30 minutos
post-administracion; 5) 40 minutos post-administracion y 6) 60 minutos
post-administracion.

Grupos M-TT: A los ratones vacunados con las diferentes dosis de M-
TT se les realizd la prueba de tail flick, siempre respetando el grupo al
que pertenecian, es decir, a los grupos de ratones vacunados con cada

dosis se le probé de manera independiente. A estos grupos de ratones

51



se les midi6 su latencia basal y posteriormente se les administro 1mg/kg

de morfina I.P. y se realiz6 la prueba.
Criterios para el analisis de la prueba de Tail Flick

Para poder analizar esta prueba hay que tener presentes las diferencias entre

bloqueo, atenuacion y vencimiento

BLOQUEDO: la relaciéon de moléculas de morfina y de anticuerpos en el torrente
sanguineo es a favor de los anticuerpos por lo tanto estos capturan en su
totalidad a las moléculas de morfina, de esta manera no hay un paso de estas
moléculas a través de la barrera hematoencefalica, evitando que se
desencadene el efecto analgésico. El resultado es que estos sujetos
reaccionan como los animales del grupo control, estadisticamente no debe
haber diferencias significativas entre el grupo control salina y el grupo

inmunizado; y diferencias significativas con respecto al grupo control morfina.

ATENUACION: los anticuerpos especificos anti-morfina capturan en el torrente
sanguineo gran parte de las moléculas de morfina administradas, evitando de
esta forma que la cantidad de moléculas que atraviesan la barrera
hematoencefalica sea suficiente para desencadenar una efecto completo de
analgesia en el sujeto de investigacion; es decir, el tiempo en el que se refleja
el estimulo es mayor a lo observado en el grupo control (grupo D/R control)
pero menor a lo observado en el grupo morfina-1, estadisticamente debe haber
diferencias significativas entre el grupo inmunizado y los grupos control y

morfina-1.

VENCIMIENTO: no existe una cantidad suficiente de anticuerpos especificos

antimorfina que sean capaces de captar la misma dosis administrada de
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morfina, lo que permite el paso de estas moléculas por la barrera
hematoencefalica desencadenando un efecto analgésico en el animal.
Estadisticamente debe haber diferencias significativas entre el grupo M-TT y el
grupo control y no debe haber diferencias significativas con respecto al grupo

morfina-1. (Figura 8)

Lo esperado es que haya diferencia significativa entre el grupo M-TT y el grupo

control y no haya diferencia significativa con respecto al grupo morfina-1.
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Figura 8: Representacion Grafica de los Mecanismos de Accién de la vacuna M-TT en
contra del efecto analgésico a Morfina: La vacuna M-TT genera una respuesta inmunoldégica
con produccion de anticuerpos; al administrar una dosis de 100ug se obtiene un bloqueo de
morfina (dosis 1mg/kg) evitando el paso de esta a través de la barrera hematoencefalica (8C),
mientras que la administracion de vacuna M-TT en dosis de 50ug y 200ug se obtiene un efecto
de atenuacién, esto es porque los anticuerpos logran capturar una parte de la sustancia, pero
queda otra parte libre para atravesar la barrera hematoencefélica generando un estado
limitados de analgesia (8A); finalmente las dosis de vacuna de M-TT de 10ug, 25ug y 400ug,
no generan la producciéon de anticuerpos suficientes para captar la misma dosis de morfina
(1mg/kg) observandose un vencimiento del titulo, lo que permite el paso de la morfina a través

de la barrera hematoencefalica lo que se refleja en el efecto analgésico mostrado (8B)
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RESULTADOS

En la prueba de dosis respuesta a 10pg se observd un aumento progresivo del
titulo de anticuerpos en el tiempo; se aprecia que a partir de la 52 inmunizacién
(dia 60 de actividad, ver tabla 7) hay un aumento en el titulo de anticuerpos de
manera considerable, el cual se mantuvo después de la 6% y 72 inmunizacion,
alcanzando un titulo maximo de anticuerpos (1:270,000) a la 72 vacunacion.

Figura 9

En el analisis estadistico de varianza ANDEVA de una via, (F= (5) 54.84
p<0.001), (seguida de prueba de Tukey), se encontré diferencia significativa
entre las inmunizaciones 42 y 52, diferencia que no se observé entre la 52, 62 y
72 inmunizacion, lo cual sugiere que a partir de la 52 inmunizacién se estabiliza

la respuesta inmune.

Figura 9: Promedio de titulos de anticuerpos obtenidos del protocolo del grupo de 10ug.
Los ratones fueron inmunizados con 100ul de vacuna M-TT con una dosis de 10ug, via
subcutanea, 7 inmunizaciones con un intervalo de 14 dias entre cada una. Se obtuvieron
muestras de sangre a través de la vena central caudal cada 14 dias en 8 ocasiones, se
separaron los sueros sanguineos y se les realizé un ensayo de ELISA para determinar el titulo
de anticuerpos contra morfina/heroina. Los resultados muestran un aumento progresivo del
titulo de anticuerpos en cada inmunizacién, siendo mas relevantes entre la 4° y 5°
inmunizacién. Los datos se presentan en promedio + desviacion estandar (n=8; p<0.001,
ANDEVA de 1 via/Tukey). *NO DIFERENCIA SIGNIFICATIVA
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En la prueba de dosis respuesta a 25ug se observoé un aumento progresivo del
titulo de anticuerpos en el tiempo; se aprecia que a partir de la 52 inmunizacién
(dia 60 de actividad, ver tabla 7) hay un aumento en el titulo de anticuerpos de
manera considerable, el cual se mantuvo después de la 62 y 72 inmunizacion,
alcanzando un titulo maximo de anticuerpos (1:400,000) a la 72 vacunacion.

Figura 10

En el andlisis estadistico de varianza ANDEVA de una via, (F= (5) 22.86
p<0.001), (seguida de prueba de Tukey), se encontré diferencia significativa
entre las inmunizaciones 42 y 52, diferencia que no se observé entre la 52, 62 y
7% inmunizacion, lo cual sugiere que a partir de la 52 inmunizacion se estabiliza

la respuesta inmunogeénica.
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Figura 10: Promedio de titulos de anticuerpos obtenidos del protocolo del

grupo de 25ug. Los ratones fueron inmunizados con 100ul de vacuna M-TT con una dosis
de 25ug, via subcutanea, 7 inmunizaciones con un intervalo de 14 dias entre cada una. Se
obtuvieron muestras de sangre a través de la vena central caudal cada 14 dias en 8 ocasiones,
se separaron los sueros sanguineos y se les realizé un ensayo de ELISA para determinar el
titulo de anticuerpos contra morfina/heroina. Los resultados muestran un aumento progresivo
del titulo de anticuerpos en cada inmunizacién, siendo mas relevantes entre la 4° y 5°
inmunizaciéon. Los datos se presentan en promedio + desviacion estandar (n=8;
p<0.001,ANDEVA de 1 via/Tukey). *NO DIFERENCIA SIGNIFICATIVA
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En la prueba de dosis respuesta a 50ug se observé un aumento progresivo del
titulo de anticuerpos en el tiempo; se aprecia que a partir de la 52 inmunizacién
(dia 60 de actividad, ver tabla 7) hay un aumento en el titulo de anticuerpos de
manera considerable, el cual se mantuvo después de la 62 y 72, alcanzando un

titulo maximo de anticuerpos (1:564,000) a la 72 vacunacion. Figura 11

En el anadlisis estadistico de varianza ANDEVA de una via, (F= (5) 68.09
p<0.001), (seguida de prueba de Tukey), se encontré diferencia significativa
entre las inmunizaciones 4% y 52, diferencia que no se observo entre la 53, 67 y
72 inmunizacion, lo cual sugiere que a partir de la 5a inmunizacién se estabiliza

la respuesta inmunogeénica.
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Figura 11: Promedio de titulos de anticuerpos obtenidos del protocolo del

grupo de 50ug. Los ratones fueron inmunizados con 100ul de vacuna M-TT con una dosis
de 50ug, via subcutanea, 7 inmunizaciones con un intervalo de 14 dias entre cada una. Se
obtuvieron muestras de sangre a través de la vena central caudal cada 14 dias en 8 ocasiones,
se separaron los sueros sanguineos y se les realizé un ensayo de ELISA para determinar el
titulo de anticuerpos contra morfina/heroina. Los resultados muestran un aumento progresivo
del titulo de anticuerpos en cada inmunizacion, siendo mas relevantes entre la 4a y 5a
inmunizacion. Los datos se presentan en promedio + desviaciéon estandar (n=8; p<0.001,
ANDEVA de 1 via/Tukey). *NO DIFERENCIA SIGNIFICATIVA
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En la prueba de dosis respuesta a 100ug se observé un aumento progresivo
del titulo de anticuerpos a través del tiempo; se aprecia que a partir de la 52
inmunizacioén (dia 60 de actividad, ver tabla 7) hay un aumento en el titulo de
anticuerpos de manera considerable, el cual se mantuvo después de la 62y 72
inmunizacion, alcanzando un titulo maximo de anticuerpos (1:520,000) a la 52

vacunacion. Figura 12

En el andlisis estadistico de varianza ANDEVA de una via, (F= (5) 24.51
p<0.001), (seguida de prueba de Tukey), se encontrd diferencia significativa
entre las inmunizaciones 4° y 52, diferencia que no se observo entre la 52, 6% y
7% inmunizacion, lo cual sugiere que a partir de la 5° inmunizacion se estabiliza

la respuesta inmunogeénica.
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Figura 12: Promedio de titulos de anticuerpos obtenidos del protocolo del

grupo de 100ug. Los ratones fueron inmunizados con 100ul de vacuna M-TT con una dosis de
100png, via subcutanea, 7 inmunizaciones con un intervalo de 14 dias entre cada una. Se obtuvieron
muestras de sangre a través de la vena central caudal cada 14 dias en 8 ocasiones, se separaron los
sueros sanguineos y se les realizd un ensayo de ELISA para determinar el titulo de anticuerpos contra
morfina/heroina. Los resultados muestran un aumento progresivo del titulo de anticuerpos en cada
inmunizacién, siendo mas relevantes entre la 4° y 5° inmunizacién. Los datos se presentan en promedio +
desviacién estandar (n=8; p<0.001, ANDEVA de 1 via/Tukey). *NO DIFERENCIA

SIGNIFICATIVA
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En la prueba de dosis respuesta a 200ug se observé un aumento progresivo
del titulo de anticuerpos en el tiempo; se aprecia que a partir de la 52
inmunizacion (dia 60 de actividad, ver tabla 7) hay un aumento en el titulo de
anticuerpos de manera considerable, el cual se mantuvo después de la 62y 72
inmunizacion, alcanzando un titulo maximo de anticuerpos (1:510,000) a la 7°

vacunacion. Figura 13

En el analisis estadistico de varianza ANDEVA de una via, (F= (5) 49.77
p<0.001), (seguida de prueba de Tukey), se encontré diferencia significativa
entre las inmunizaciones 42 y 52, diferencia que no se observé entre la 52, 62 y
7% inmunizacion, lo cual sugiere que a partir de la 5° inmunizacion se estabiliza

la respuesta inmunogénica
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Figura 13: Promedio de titulos de anticuerpos obtenidos del protocolo del

grupo de 200ug. Los ratones fueron inmunizados con 100ul de vacuna M-TT con una dosis de
200ug, via subcutanea, 7 inmunizaciones con un intervalo de 14 dias entre cada una. Se obtuvieron
muestras de sangre a través de la vena central caudal cada 14 dias en 8 ocasiones, se separaron los
sueros sanguineos y se les realizd un ensayo de ELISA para determinar el titulo de anticuerpos contra
morfina/heroina. Los resultados muestran un aumento progresivo del titulo de anticuerpos en cada
inmunizacién, siendo mas relevantes entre la 4° y 5° inmunizacion. Los datos se presentan en promedio +
desviacién estandar (n=8; p<0.001, ANDEVA de 1 via/Tuckey). *NO DIFERENCIA
SIGNIFICATIVA
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En la prueba de dosis respuesta a 400ug se observé un aumento progresivo
del titulo de anticuerpos en el tiempo; se aprecia que a partir de la 52
inmunizacion (dia 60 de actividad, ver tabla 7) hay un aumento en el titulo de
anticuerpos de manera considerable, el cual disminuyo en la 6% y 72
inmunizacion, alcanzando un titulo maximo de anticuerpos (1:410,000) a la 52

vacunacion. Figura 14

En el andlisis estadistico de varianza ANDEVA de una via, (F= (5) 62.02
p<0.001), (seguida de prueba de Tukey), se encontrd diferencia significativa
entre las inmunizaciones 42 y 52, diferencia que también se observo entre la 52,
62 y 72 inmunizacion, lo cual sugiere que a partir de la 5° inmunizacion el
individuo presenta un estado de saturacion del sistema inmune, por lo que se

observa un decaimiento en el titulo de anticuerpos.
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Figura 14: Promedio de titulos de anticuerpos obtenidos del protocolo del

grupo de 400pg. Los ratones fueron inmunizados con 100ul de vacuna M-TT con una dosis de
400ng, via subcutanea, 7 inmunizaciones con un intervalo de 14 dias entre cada una. Se obtuvieron
muestras de sangre a través de la vena central caudal cada 14 dias en 8 ocasiones, se separaron los
sueros sanguineos y se les realizd un ensayo de ELISA para determinar el titulo de anticuerpos contra
morfina/heroina. Los resultados muestran un aumento progresivo del titulo de anticuerpos en cada
inmunizacién, siendo mas relevantes entre la 4° y 5° inmunizacion. Los datos se presentan en promedio +
desviacion estandar (n=8; p<0.001, ANDEVA de 1 via/Tuckey). *Diferencia significativa entre 4 y 5°
sangrado; ** Diferencia significativa entre 5°, 6° y 7° sangrados.
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En la figura 15 se muestra el comparativo del promedio del titulo de

anticuerpos de todos los grupos vacunados con diferentes dosis.

RESULTADOS TITULO DE ANTICUERPOS DIFERENTES GRUPOS

VACUNADOS CON LA VACUNA M-TT (DIFERENTES DOSIS)
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Figura 15: Comparativo entre los grupos de la vacuna M-TT inmunizados con diferentes dosis,
en la gréfica podemos observar el titulo de anticuerpos en los sueros obtenidos después de
cada inmunizacion, el intervalo entre inmunizaciones fue de 14 dias.
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Resultados de la Prueba de Tail Flick

Se realizé una prueba in vivo de manera individual a los animales vacunados
con las diferentes dosis del inmunoconjugado de M-TT, esta prueba consistio
en exponer a la cola del animal a una fuente de calor y medir el tiempo que
tarda en retirar la cola de este estimulo (la latencia basal), después de esto se
le administré a cada grupo un tratamiento diferente. El grupo control fueron
animales naive a los que después de medirles la latencia basal se les
administro solucion salina via peritoneal (I.P) y se les midié el tiempo que
tardaron en retirar la cola del estimulo térmico en los siguientes tiempos: 0
minutos, 10 minutos, 20 minutos, 30 minutos, 40 minutos y 60 minutos después
de la aplicacion de solucion salina. Se grafico el promedio de estos resultados
tanto de su latencia basal como de su latencia en prueba (en todos los puntos
de medicién). En este grupo se observd que no hay diferencia entre la latencia

basal y la latencia en la prueba, (figuras 16A, 16B, 16C, 16D, 16E, 16F)

Este mismo procedimiento se realizé con los otros dos grupos, el grupo
morfina-1 (ratones del grupo testigo, administracion de solucion salina
fisiolégica, via S.C., cada 14 dias, el mismo dia que la vacunacion de los
grupos de diferentes dosis de vacuna M-TT) el cual después de haberse
medido su latencia basal se le administré6 1mg/Kg de morfina via I.P y se midio
su latencia en la prueba, bajo los mismo parametros descritos anteriormente.
En este grupo observamos una diferencia significativa entre el promedio de la
latencia basal y el promedio de la latencia obtenida en la prueba (Figuras 16A,

16B, 16C, 16D, 16E y 16F)
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Finalmente, los grupos vacunados (grupos M-TT), a los cuales después de la
medicion de su latencia basal se les administro 1mg/Kg de morfina |.P. y se les

aplico la prueba ya descrita, observandose lo siguiente

Grupos M-TT 10ug, 25ug y 400ug: Se observo diferencia significativa entre la
latencia basal y la latencia de la prueba (integrupo) y no se observé diferencia
entre los resultados de estos grupos y los resultados del grupo Morfina-1

(intergrupos)(figuras 16A, 16B y 16F)

Grupos M-TT 50pg y 200ug: Se observo diferencia significativa entre la

latencia basal y la latencia de prueba (Figura 16C y 16E)

Grupos M-TT 100ug: se observé que no hay diferencia significativa entre la
latencia basal y la latencia de la prueba, sin embargo observamos diferencia

significativa con el grupo morfina-1 (figura 16D)
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Figura 16: Prueba de Tail Flick aplicada a los animales inmunizados con

diferentes dosis de la vacuna M-TT. A los animales previamente vacunados se les
realizé una prueba de Tail Flick, administrandoles por via intraperitoneal 1mg/kg de morfina. En
el grupo de 10ug (A), 25ug (B) y 400ug (F) no se observa diferencia significativa entre los
animales pertenecientes al grupo morfina-1 y los animales vacunados con la vacuna M-TT. En
el grupo de 50ug (C) y 200ug (E) se observa atenuacion de la respuesta significativa entre el
grupo de Morfina-1 y el grupo de animales vacunados con la vacuna M-TT. En el grupo de
100ug (D) se observa diferencia significativa en la capacidad de bloqueo de la perfusion de
morfina a través de la barrera hematoencefalica llegando al cerebro, pues los ratones se
comportaron de manera similar a los animales pertenecientes al grupo control. Los datos se
presentan en presentan en promedio +/- desviacion estandar (n=8; p<0.005 ANDEVA de 1

via/Tukey.). * DIFERENCIA SIGNIFICATIVA INTERGRUPO ** DIFERENCIA
SIGNIFICATIVA ENTRE GRUPOS.
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RESULTADOS DE LA PRUEBA DE CUADRADO DE PEARSON

Con los datos de los titulos de anticuerpos de los diferentes grupos
experimentales vacunados con la vacuna M-TT obtenidos mediante los
Ensayos de ELISA, y los datos obtenidos de las pruebas in vivo (Tail Flick), se
realizé una prueba de correlaciéon de Pearson en la cual se promedio de todos
los tiempos obtenidos en la prueba de Tail Flick de cada animal y se comparo

con el titulo maximo de anticuerpos obtenidos de cada animal.

En la figura 17 podemos observar la correlacion entre la latencia de la prueba
de Tail Flick (los segundos que duro la prueba) contra el titulo maximo de
anticuerpos de cada grupo experimental. Cada uno de los puntos representa el
promedio de la latencia obtenida en cada uno de los puntos probados durante
el experimento: 0 minutos, 10 minutos, 20 minutos, 30 minutos, 40 minutos y 60
minutos, estos se promediaron y se grafic6 contra su titulo maximo de

anticuerpos.

Se observo en todos los grupos experimentales M-TT 10ug (r2=0.98 p< 0.01),
M-TT 25ug (r2=0.94 p <0.01), M-TT 50ug (r2= 0.90 p <0.01), M-TT 100ug (r2=
0.93 p<0.01), M-TT 200ug (r2= 0.94 p <0.01) y M-TT 400ug (r2= 0.91 p <0.01),
observamos que hay una correlacion del promedio de los tiempos de la latencia
de prueba de Tail Flick y el titulo maximo de anticuerpos de cada animal), por
lo tanto podemos concluir que el resultado obtenido en la prueba de Tail Flick
esta determinado por el titulo de anticuerpos producidos por la vacuna M-TT y

no por otros factores externos.
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Figura 17: Correlacion de Pearson entre Titulo de Anticuerpos anti-
Morfina/Heroina y la Latencia Obtenida en la Prueba de Desafio in vivo, “Tail
Flick”. Con los datos de los titulos de anticuerpos de los diferentes grupos experimentales
obtenidos mediante los Ensayos de ELISA, y los datos obtenidos de las pruebas In Vivo (tail
Flick), se realizé una prueba de correlaciéon de Pearson, en la cual observamos correlacion
entre el titulo de anticuerpos contenidos en el suero y la latencia de la prueba de Tail Flick,
grupo M-TT 10ug (A), M-TT 25 pg (B), M-TT 50 ug (C), M-TT 100 ug (D), M-TT 200 ug (E) Y M-

TT 400 ug (F).
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DISCUSION

La adiccion a opioides se ha conservado a través de los afos y aunque el
consumo no supera al de otras drogas como lo son la cocaina y la mariguana,
todavia es un problema grave de salud publica, por lo que se debe de
implementar un tratamiento integral para apoyar a las personas que padecen
de esta adiccion. Es importante tomar en cuenta que segun la Encuesta
Nacional de Adicciones 2008 casi el 1% de la poblacién de entre 12 y 65 afos
es adicta a la heroina/morfina, lo cual no solo es un problema de salud, sino
que también repercute en el ambito econdmico ya que esta adiccion afecta al
desempenio laboral de las personas que la padecen y tenemos que tomar en
cuenta que la edad donde la poblacidn es econdmicamente activa es entre los
16 y 65 afios, por lo que el 1% de individuos afectados estan en su mayoria
dentro de este rango, y al no poder trabajar por su adiccidn retrasan el

desarrollo econémico del pais.

En este trabajo se demostré que la vacuna M-TT favorece la produccion de
anticuerpos anti morfina/heroina. La dosis utilizada tiene un papel importante
en la generacién de los anticuerpos anti morfina/heroina puesto que cuando se
utilizé la dosis de 10ug (figura 9) se encontraron anticuerpos anti
morfina/heroina en sangre en titulos inferiores a los encontrados en las dosis

25ug, 50ug, 100ug, 200ug y 400pug.

La dosis de 25ug (figura 10) favorecié la produccion de anticuerpos anti
morfina/heroina de manera menos eficiente que las dosis de 50ug, 100ug y
200ug que fueron similares entre si. Mientras que la dosis de 400ug fue menos

eficiente incluso que la de 25ug.
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La dosis de 10ug probablemente fue insuficiente para generar una respuesta
inmune humoral por Ignorancia Inmunoldgica, debido a la escasa cantidad de
antigeno en el organismo. La Ignorancia Inmunologica es la incapacidad del
organismo para reconocer un antigeno, y esta relacionada a la cantidad de
antigeno que se presenta en el organismo; si esta cantidad es minima el

organismo no reconoce a este antigeno como importante.(46)

Por otro lado, la dosis de 400ug (figura 14) tampoco estimulé una respuesta
inmune humoral efectiva, en este caso probablemente se generdé un proceso
de tolerancia inmunolégica a causa de la gran cantidad de antigeno
presentado(5). Cuando el sistema inmunitario reconoce un antigeno, puede
desarrollar una reaccion inmunitaria o entrar en un estado de falta de respuesta
llamado tolerancia. El desarrollo de inmunidad o tolerancia, que incluyen el
reconocimiento especifico de antigeno por células T o B reactivas a antigenos,
deben regularse de manera cuidadosa ya que una respuesta inapropiada, sea
por inmunidad a antigenos propios o tolerancia a un posible patégeno, puede
tener consecuencias serias, incluso poner en peligro la vida (47), la tolerancia
también puede inducirse por antigenos solubles (5). Para mantener la

tolerancia es necesaria la persistencia del antigeno.(5)

Con respecto a las dosis de 50ug, 100ug y 200ug (figuras 11, 12 y 13) no se
observo diferencia significativa entre los titulos de anticuerpos, a pesar de esto,
en la prueba de Tail Flick si se observaron diferencias significativas entre estos
grupos (figura 16), esto probablemente se deba a que los anticuerpos
generados con las dosis 100ug posean una avidez superior a los generados
con las dosis de 50ug y 200ug, sin embargo se requiere realizar un estudio

para demostrar esta teoria.
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A los resultados obtenidos se les aplico una prueba de correlacién de Pearson
(Figura 17), observandose en todos los grupos correlacion entre el titulo de
anticuerpos y los resultados obtenidos en la prueba de desafio (Tail Flick). Esto
implica que los resultados de la prueba de bloqueo de la antinocicepcion
inducida por la morfina dependen de la cantidad de anticuerpos especificos
contra esta sustancia, los cuales se encuentran en el torrente sanguineo de los

animales inmunizados.

En los animales inmunizados con la vacuna M-TT 10ug (r*=0.98, p < 0.01)
(Figura 17A), M-TT 25ug (r*=0.94, p < 0.01) (Figura 17B) y M-TT 400 ug
(’=0.91, p < 0.01)(Figura 17F) los titulos de anticuerpos obtenidos no fueron
los adecuados para captar suficientes moléculas de morfina, por lo que se
observé vencimiento del titulo de anticuerpos lo cual se traduce en falta de

neuroproteccion contra la sustancia (Figuras 9y 16A, 9y 16B, 13 y 16F).

En los animales inmunizados con la vacuna M-TT 50ug (r*=0.90, p < 0.01)
(Figura 17C) y M-TT 200pg (r*=0.94, p < 0.01) (Figura 17E), los titulos de

anticuerpos obtenidos fueron suficientes para crear una atenuacion de la
respuesta del organismo a la sustancia administrada en el prueba de desafio

(Figura 11y 16C, 13y 16E).

En los animales inmunizados con la vacuna M-TT 100ug (=0.93, p < 0.01)

(Figura 17D) el titulo de anticuerpos obtenido fue suficiente para crear un
bloqueo de la perfusién hacia el cerebro de la sustancia administrada (Figura

12y 16D).

Lo anterior nos demuestra que a mayor titulo de anticuerpos hay una

neuroproteccion mas eficaz, ya que la finalidad de los anticuerpos es captar a
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las moléculas de morfina (y de sus analogos estructurales) en el torrente
sanguineo y de esta manera no permite que pasen a través de la barrera
hematoencefalica, evitando asi la unién a los receptores p, por lo tanto los
cambios plasticos necesarios para el desarrollo de un proceso adictivo no se
dan. Es importante resaltar que la adiccion a sustancias de abuso es dosis
dependiente, asi como recordar que la dosis analgésica es 10 veces mas

grande que la dosis adictiva. Figura 8
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CONCLUSIONES

La dosis de vacuna M-TT de 100 ug por inmunizacion, por via subcutanea y
con un numero de reinmunizaciones de 5 a 7 es la mas eficaz para desarrollar
un titulo de anticuerpos que sea neuroprotector contra la morfina, asi mismo se
observé que es la dosis que necesitd un menor numero de inmunizaciones

para alcanzar su titulo maximo de anticuerpos

Por lo tanto la hipétesis de este trabajo es aceptada.
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PERSPECTIVAS

Realizar pruebas in vitro de afinidad de los anticuerpos (ensayos de
competencia)

Realizar un estudio a largo plazo en donde podamos observar no solo la
adquisicidon del titulo de anticuerpos sino su cinética de decaimiento a
través del tiempo.

Estudiar las células estimuladas por esta vacuna, poniendo principal
interés en si existe estimulacién de células B de memoria.

En el futuro se deben aplicar pruebas de seguridad en ratones. Estudio
de toxicidad aguda, subaguda y crénica de la vacuna M-TT

Realizar pruebas de seguridad y eficacia de la vacuna M-TT en primates
no humanos.

Conociendo los resultados de seguridad y eficacia en primates no

humanos se podra escalar la investigacion a fase clinica.
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APORTACIONES

Mediante los resultados obtenidos en este trabajo se establecid que para
futuras pruebas de la vacuna M-TT en ratones, se debe utilizar la dosis de
100pg por inmunizacion, por via subcutanea, y con un numero de

reinmunizaciones de 5a 7.
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ANEXOS

ANEXO 1 Protocolos experimentales: Ensayo de ELISA
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ANEXO 1

Prueba de inmunoadsorciéon ligada a enzimas (ELISA) y obtencion de

titulos de Anticuerpos

Es una prueba de unién primaria que detecta el enlace especifico antigeno-
anticuerpo y cuantifica los inmunocomplejos formados mediante un marcador
enzimatico que actua con un sustrato cromogénico apropiado. El grado de
transformacién del sustrato incoloro a un producto coloreado se cuantifica
objetivamente por espectrofotometria y es proporcional a la cantidad de
inmunocomplejos formados. Las ventajas de la técnica de ELISA son
numerosas: es un método muy sensible, de bajo coste y facil manejo, versatil.
Ademas de que suele desarrollarse en placas de 96 pocillos (placas de
microtitulacién), es capaz de realizar un gran numero de determinaciones en un
corto periodo de tiempo. Esta técnica suele ofrecer un buen equilibrio entre
sensibilidad y especificidad ademas de una buena repetibilidad en los

resultados.(4)

Existen varios tipos de ELISA’s, el que se uso fue el ELISA indirecto para la

cuantificacion de anticuerpos especificos.(4)

Fundamento: Deteccion de anticuerpos especificos de manera indirecta. Esta
técnica consiste en hacer reaccionar en pozos de placas de ELISA, en cuyas
paredes se fija previamente la fase solida con el hapteno, la muestra biolégica
conteniendo los anti-cuerpos contra la sustancia en cuestidon con anticuerpos
anti especie IgG peroxidados (con peroxidasa de rabano). Para visualizar la
reaccion se adiciona un sustrato cromogénico con el fin de que se desarrolle
color para poder ser detectado en un espectofotometro bajo ciertas longitudes

de onda (A).(4)
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conjugada con una enzima

Figura 18: Ensayo de ELISA por captura de Anticuerpo.(4)

Protocolo General para realizar el ensayo de ELISA por captura de

Anticuerpo

1er. Dia

- Preparar un buffer de fosfatos (PBS), utilizando Fosfato Dibasico de
Sodio Na,HPO,, Fosfato monobasico de Sodio HoNaO4P, y Cloruro de
Sodio NaCl al 0.1 M pH = 8-8.5

- La fase solida debe ir a una concentraciéon de 1 ug por pozo y debe ir
disuelta en 100 ul de PBS 0.1 M pH 8-8.5. Para una placa de 96 pozos
se debe tomar la equivalencia de 100 ug de BSA-Mor y disolverla en
10000 pl de PBS 0,1 M. Se administra por pozo--1 ug de BSA-

Mor/100ul/pozo. Se incuba la fase sélida por 12 horas a 4 °C.

- En el lapso en que se esta incubando la fase soélida se prepara un buffer
PBS de ELISA pH = 7.4, BUFFER: Para un litro de buffer: 3.1 g de
fosfato monobasico de sodio monohidratado. 10.9 g de fosfato dibasico
de sodio anhidro. 9 g de cloruro de sodio y en este momento ajustar el
pH, después se le agrega 3 ml de Tween 20, y 10 ml de gelatina de

teledsteo. Este buffer debe estar frio a la hora de usarse.
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2do Dia

Al finalizar el tiempo de incubacién se realizan 5 lavados de la placa con
el buffer PBS de ELISA. Después del ultimo lavado se dejan todos los
pozos llenos de buffer con el fin de realizar el bloqueo de los pozos.
Este procedimiento tiene una duracion de 1 hora en movimiento a

temperatura ambiente.

Durante esta hora se preparan diferentes diluciones del suero de raton,
las cuales se diluiran en PBS 7.4. Las diluciones usadas (1:100, 1:1,000,
1:10,000, 1:100,000, 1:1°000,000) se preparan a razén de hacer
triplicados de 100 pl por cada pozo. Como controles se utiliza un tren
preinmune que consiste en diluir el suero del sangrado previo a la primer
inmunizacion, a una concentracion de 1:100, el objetivo de este control
negativo es determinar si hay una sefial debido al reconocimiento de
anticuerpos inespecificos que reconozcan tanto a la proteina, el brazo
espaciador o el antigeno en si y los resultados que obtengamos de los
sueros obtenidos después de cada vacunacidon sean falsos positivos.
También se requiere otro control negativo que consiste en solo agregar

buffer (blanco).

Una vez transcurrida la hora de bloqueo se descarta la solucién y se
ponen las diluciones de acuerdo a un esquema que previamente se
establecid. La placa estara compuesta entonces de las diluciones de los
sueros de ratoén, un preinmune y un blanco. Siempre 100 ul de solucién

por pozo. Se deja incubar 12 horas a 4 °C
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3er Dia
- Transcurrido el tiempo se hacen 5 lavados con buffer PBS 7.4.

- Se descarta el buffer y se agrega el anticuerpo secundario peroxidado
especie especifico (SIGMA-ALDRICH), en una dilucién 1:5,000 en PBS.
Se coloca 100 pul por pozo. Se deja incubar 2 horas en movimiento a

temperatura ambiente.
- Transcurrido el tiempo se hacen 5 lavados con PBS.

- Y durante este tiempo se prepara la solucidon del sustrato, que en este

caso es OPD (orto-fenildiamino), el cual debe ir a una concentracion de

0.4 mg/ml. Este reactivo es fotosensible, por lo cual debe hacerse en

condiciones de luz tenue para que directamente no incida la luz sobre él,

hay que tomar las precauciones necesarias para la aplicacion a la placa

y asegurar que todos los pozos que utilizamos tengan este reactivo, una

vez agregada la solucion se envuelven las palcas en papel que no deje

pasar la luz como el papel aluminio y se deja incubar 20 al cual
transcurrido este se hara la primer lectura.

Los valores de absorbancia se toman de un lector de placas BioTek modelo

Epoch a una longitud de onda (A) de referencia de 620 nm. La de medicién se

realiza a 492 nm, la duracién de la medicién es de 30 segundos. Se realizan

dos lecturas por placa, una a los 20 minutos y otra a los 60 minutos, para ver la

tendencia que tienen las lecturas con el paso del tiempo, es decir, la tendencia

debe ser la misma, aunque la absorbancia sea mayor de acuerdo a la cinética

de la reaccion propia de la peroxidasa con el OPD.

- Una vez transcurrido este tiempo se procede a desechar la placa en los

contenedores adecuados.
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- Finalmente se gréfica y analiza los resultados.

Grafica

La grafica que resulta de hacer las operaciones pertinentes (promedio y resta
del preinmune por dilucion) es de wuna forma sigmoide inversa vy
semilogaritmica, puesto que las diluciones van de de 1:100 a 1:1 000 000, es
decir, el primer valor comenzara en 100 en el eje de las abcisas y la
absorbancia resultante de la medicion y promedio del triplicado
correspondiente en el de las ordenadas, y correspondientemente ira
disminuyendo con el paso de la dilucién hasta construir la grafica. El titulo
correspondera a obtener el 50% de la absorbancia maxima de la muestra, la
que resulte de la dilucidén 1:100, se desplaza a la derecha hasta encontrar la
curva y se desciende hasta el eje X, ese sera el titulo de anticuerpos
correspondiente a la muestra analizada. En el ejemplo se observa un titulo de
anticuerpos entre 1:50 000 y 1:60 000 el cual se determina con exactitud con el

programa “microcal origin ®”
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Figura 19: Ejemplo de la obtencién de titulos de anticuerpos

78



La forma de reportar los datos, es generalmente en el promedio de las
muestras en graficas de barras donde se puede ver claramente el
comportamiento de los anticuerpos en funcidon del tiempo, es decir, entre
vacunaciones es importante saber cdmo va ascendiendo el titulo de
anticuerpos por grupo de trabajo. La dispersion resultante de promediar los
titulos de anticuerpos por grupo representa en gran medida la variabilidad
biolégica, si bien en cada n estadisticamente representativa debe haber
generalmente un animal que su comportamiento sea bajo y otro alto, muchas
veces no sucede esto. También intervienen variables, como son los reactivos y

el experimentador (interexperimentos e interdias)
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