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l. RESUMEN

ZAMUDIO CERVANTES MARIA DOLORES. La inmunizacién activa con el
inmunoconjugado M-TT-6 atenla el Place Preference inducido por heroina
en el raton BALB/c. (bajo la direccion de: PhD. Dr. Alberto Salazar Juéarez)

La adiccidén a la heroina constituye uno de los problemas de salud publica mas
representativos de nuestra época. Centros de investigacion y empresas
farmacéuticas han desarrollado medicamentos para desintoxicar y/o prevenir las
recaidas del consumo en sujetos adictos a la heroina con pobres resultados. El
Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente Mufiiz” logro y consolidd el
disefio de un conjugado inmunogénico como terapia contra recaidas al consumo
adictivo de heroina en el roedor, la cual produce titulos de anticuerpos suficientes
para atenuar el restablecimiento de la conducta de busqueda y consumo a esta. A
pesar de estos importantes resultados, a la fecha actual no se ha evaluado la
eficiencia del conjugado M-TT-6 para atenuar el valor de reforzamiento de la
heroina. El presente ensayo tuvo como objetivo determinar la eficacia de la vacuna
M-TT-6 para atenuar el efecto reforzante de la heroina en ratones BALB/c. Para ello
se utilizé el paradigma de preferencia de lugar, el cual se usa para determinar el
efecto reforzante de drogas de abuso asociado a sefiales contextuales. Para este
fin, los ratones fueron reforzados con heroina y posteriormente recibieron 5
inmunizaciones con la vacuna M-TT-6. Se realizé6 un ensayo de ELISA indirecto
para determinar el titulo de anticuerpos de los animales vacunados después de cada
inmunizacion. Se llevo a cabo el paradigma de Conditioned Place Preference, en
donde se observd que hubo una atenuacion en la preferencia (tiempo de

permanencia) por la camara pareada con la droga en los animales vacunados.
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Il. INTRODUCCION

La adicciéon se define como una enfermedad crénica y recurrente del cerebro que
se caracteriza por la busqueda y el consumo compulsivo de drogas, a pesar de sus
consecuencias nocivas. Se considera una enfermedad del cerebro, dado que las
drogas modifican la estructura y funcionamiento del cerebro de forma permanente
y pueden conducir a comportamientos peligrosos que son caracteristicos de las

personas que abusan del consumo de drogas. '

La adiccién a drogas, constituye uno de los problemas de salud publica mas
representativos de nuestra época; que se presenta tanto a nivel nacional como
internacional. Este fendmeno de salud afecta sin distincion de género, edad, estrato

social o ubicacion geografica, incidiendo principalmente en nifios y adolescentes. 2

La cifra de adictos a drogas ilicitas va en aumento cada afio, lo que causa una gran
preocupacion en nuestra sociedad, ya que esta enfermedad genera a la sociedad
gastos de billones de ddlares por ano, sin mencionar las complicaciones sociales y

familiares que estan relacionadas a este problema. 3

A pesar de este dificil panorama y de que cada dia los sujetos con este trastorno
tienen mas acceso y consumen multiples drogas de abuso facilmente, el desarrollo
de terapias farmacoldgicas efectivas contra esta enfermedad no ha producido los
resultados esperados.? 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, a disminuir los
sintomas afectivos observados durante la abstinencia, a reducir la apetencia o

craving (estado emocional y motivacional de sentimientos subjetivos de deseo o
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necesidad de consumir sustancias psicoactivas) 4 y/o a prevenir las recaidas en

sujetos adictos a opiaceos y psicoestimulantes. 567

2.1 Panorama mundial y nacional en el consumo de drogas

Se estima que un total de 246 millones de personas, o 1 de cada 20 personas, entre
las edades de 15 y 64 afios, consumio algun tipo de droga ilicita en el 2013. Eso
representa un incremento de 3 millones respecto al afio anterior, sin embargo, a
pesar del incremento de la poblacibn mundial, el uso de drogas ilicitas ha
permanecido estable. Esto supone una pesada carga para los sistemas de salud
publica en términos de la prevencion, tratamiento y atencién del consumo de

drogas.?

Ademas, solo uno de cada 6 consumidores de drogas en el mundo tiene acceso a
tratamiento, ya que muchos paises tienen un gran déficit en la prestacion de
servicios de salud relacionados a esta enfermedad. El nUmero anual de muertes
relacionadas con drogas (estimada en 187,100 personas en 2013) se ha mantenido
relativamente sin cambios. Pero aun existe un inaceptable numero de muertes

prematuras ocasionadas por sobredosis, a pesar de que esto se puede prevenir. 3

A pesar de las variaciones nacionales y regionales en las tendencias en el consumo
de drogas, los datos disponibles indicaron que el uso de opiaceos (heroina y
morfina) ha ido en ascenso, siendo consumida principalmente la heroina seguida
por los opioides de prescripcidon médica. De acuerdo al “World Report on Drugs” en
el 2014 se estimd un total de 28-39 millones de adictos a drogas opioides en el

mundo de los cuales cerca de 3.5 millones se localizan en USA. 3
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En cuanto al panorama nacional, segun cifras de la Secretaria de Salud, se estima
que en México el porcentaje de posibles adictos a la heroina es de menos del 1%
de la poblacion. Sin embargo, la incidencia acumulada en el consumo de esa droga

en habitantes de entre 12 y 65 afios aumentd 67% entre el 2008 y 2011.4

2.2 La heroina

La heroina es conocida comunmente como "pasta”, "H", "polvo blanco", "junk" y
"goma", sin embargo, el término técnico que la describe es diacetilmorfina.®

El uso de este opiaceo no es nuevo y data de los egipcios desde hace 6,000 afios
a.C. Originalmente, esta droga fue utilizada por los farmacologos en el siglo XIX
como un analgésico debido a sus propiedades para disminuir el dolor. °

La heroina y morfina, y en general todos los opiaceos son drogas que provienen del
opio, el cual se extrae de la savia de las plantas de la amapola. La morfina se extrae
a partir del latex seco de la adormidera o planta del opio (Papaver somniferum).” La
heroina, cuya formula molecular es C21H2sNOs es un éster de morfina semi-
sintético, con dos grupos acetilo acoplados a los grupos de 3 y 6-hidroxilo de la
morfina."" Se cree que los ésteres como la heroina cruzan la barrera
hematoencefalica mas eficientemente que la morfina y por lo tanto su potencia
farmacoldgica es mayor en comparacion a la morfina. 2

En el caso de la heroina, la ruta de administracion mas comun, es a través de una
inyeccidn intravenosa '3, sin embargo, también puede administrarse via oral 4 1°,
fumada'® "> o por medio de supositorios anales y évulos vaginales %, siendo estos

ultimos menos potentes.
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Una vez administrada, la heroina rapidamente se localiza dentro de los vasos
sanguineos, donde puede seguir dos caminos: pasar por el higado donde sera
metabolizada, o llegar al cerebro y causar sus efectos farmacoldgicos reforzantes.'
Gracias a las enzimas esterasas, la heroina se hidroliza rapidamente en el higado,
formando tres productos: 6-monoacetiimorfina (6-MAM), 3-monoacetilmorfina (3-
MAM) y morfina. Esta ultima se trasforma en dos glucorénidos, la morfina 3-
glucorénido (M3G) y la morfina 6-glucorénido (M6G) (ver figura 1) los cuales tienen
una vida media de eliminacion mas prolongada que la morfina y poseen una accion
analgésica mayor que la morfina. '3
Cuando viaja directamente al cerebro, la heroina atraviesa la barrera
hematoencefalica rapidamente debido a sus grupos acetilo, los cuales la hacen mas
liposoluble que la morfina. Una vez ahi, también sera desacetilada y se formaran
sus metabolitos. '3
La vida media de la heroina es de 1.3 a 7.8 minutos, esto debido a que una gran
parte de la droga se metaboliza rapidamente en el torrente sanguineo, gracias a la
accion de las esterasas séricas '6. En cambio, los niveles maximos del primer
metabolito de la heroina, 6-MAM, se alcanzan a los 0.7 a 2.7 minutos después de
la administracion’®. Este metabolito es muy lipofilico y tiene una gran afinidad hacia
los receptores opioides, causando gran parte de los efectos agudos de esta droga.
La vida media de 6-MAM es de 5.4 a 52 minutos y es excretada via renal. 16
Los niveles de morfina se incrementan aproximadamente a los 3.6 a 8 minutos
después de la administracion de la heroina, alcanzando sus niveles maximos a los
30 minutos después de la administracion. Su vida media es de aproximadamente

entre 100 y 280 minutos'®. La vida media de los metabdlitos M3G y M6G va de un
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rango de 2 hasta 6.4 horas. La morfina y los glucorénidos son excretados via biliar
y renal. 6
Todas estas caracteristicas quimicas hacen que la heroina sea 100 veces mas
potente que la morfina, dotandola de la rapidez suficiente para tener efectos

sostenidos y reforzantes en el cerebro.’”

Figura 1. Metabolismo de la heroina. Las enzimas esterasas hidrolizan a la heroina, formando tres
productos: 6-monoacetiimorfina (6-MAM), 3-monoacetiimorfina (3-MAM) y morfina. Esta ultima se

trasforma en dos glucorénidos, la morfina 3-glucorénido (M3G) y la morfina 6-glucorénido (M6G).

2.3 Sistema cerebral de recompensa

Como se menciond anteriormente, una vez que la heroina se localiza en los vasos
sanguineos, rapidamente alcanza sus sitios blancos dentro del cerebro, alterando
el funcionamiento de algunas neuronas localizadas principalmente en el sistema de

recompensa. '8



(7)
El sistema de recompensa es un circuito neuronal encargado del procesamiento de
informacion asociada a estimulos gratificantes o reforzadores, tanto naturales
(comida, sexo) como externos (drogas de abuso)'® 20, Este circuito neuronal esta
compuesto por diversos nucleos anatomicos interconectados entre si, responsables
de la traduccidn, integracion y transmisién de la informacion 20 (ver figura 2).
Las areas que conforman a este sistema son las siguientes:
+Area tegmental ventral (ATV)
*Nucleo accumbens (NAcc)
*Corteza prefrontal (CP)
*Amigdala
El area tegmental ventral estd conformada por neuronas dopaminérgicas de
proyeccion larga e interneuronas GABAérgicas. %22 El primer sitio afectado por un
estimulo reforzante es el ATV, ya que las neuronas localizadas en esta region se
localizan los elementos celulares y moleculares necesarios para que la droga lleve
a cabo su efecto reforzador (traduccion), ya sea mediante la union a receptores o
sistemas de recaptura; los cuales al ser estimulados inducen un aumento en la
liberacion de dopamina en el Nicleo Accumbens. 19-22
El NAcc recibe una densa proyeccion dopaminérgica proveniente del ATV-23 El
nucleo accumbens es un grupo de neuronas que estan ubicadas en el lugar donde
el nucleo caudado y la porcién anterior del putamen confluyen lateralmente
dispuestos con respecto al septum pellucidum 24, Es en esta area donde se lleva a
cabo la integracion de la informacién relacionada a la droga, ya que funciona como
interface entre el sistema limbico y el motor 2°. Dependiendo de la intensidad del
estimulo (dado por la cantidad de dopamina liberada en el NAcc) las neuronas en

esta regidn asignan un valor al estimulo obtenido por la droga (Salience),
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aumentando o disminuyendo la motivacién por la busqueda y consumo de una
sustancia. %
En este nucleo se distinguen dos estructuras importantes: el area Shell (zona
central) la cual tiene conexiones aferentes y eferentes con el sistema limbico,
desempefiando un papel decisivo en funciones emocionales y motivacionales y el
area core (corteza) la cual establece conexiones, principalmente, con sistemas
motores en los ganglios basales y participa en la coordinacion de movimientos.?°
La corteza prefrontal, que se ubica frente a las areas motora y premotora 2, es una
region que esta implicada en las capacidades ejecutivas esenciales en la vida, de
ellas depende la capacidad de valorar riesgos, posibilidades y de reflexionar antes
de actuar, inhibiendo conductas que puedan dafiarnos.?® Ademas, la corteza
prefrontal regula los procesos de memoria en los que esté involucrado un
componente afectivo a través de conexiones inhibidoras GABAérgicas sobre el
nucleo lateral de la amigdala.?” Las neuronas glutamatérgicas de esta area reciben
proyecciones dopaminérgicas provenientes de las neuronas del ATV.20
En principio, la proyeccion dopaminérgica del ATV activa neuronas de proyeccion
glutamatérgica, localizadas en las capas profundas de la CPF, liberando glutamato
sobre neuronas dopaminérgicas e interneuronas GABAérgicas localizadas en el
NAcc, al activarse las interneuronas liberan Acido Gamma Amino Butirico (GABA)
sobre las neuronas dopaminérgicas inhibiendo su actividad, pero al ser estimuladas
de forma constante sufren alteraciones neurofuncionales que generan el desarrollo
de la conducta compulsiva. 20
La amigdala es la encargada de regular la produccién de respuestas emocionales
tanto innatas como aprendidas. La amigdala es particularmente importante para las

formas de aprendizaje acondicionado, ya que ayuda a un individuo a establecer
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asociaciones entre las sefiales ambientales y establece si esa experiencia en

particular fue o no gratificante o aversiva. 2728

Figura 2. Sistema de recompensa cerebral. Las proyecciones dopaminérgicas de las neuronas del
area tegmental ventral (ATV) tienen conexiones aferentes con el nicleo accumbens (NAcc) y con la
corteza prefrontal. EI NAcc recibe proyecciones eferentes glutamaérgicas de la corteza prefrontal,
enviando a su vez proyecciones eferentes GABAérgicas al ATV. La corteza prefrontal envia

proyecciones aferentes GABAérgicas a la amigdala.

2.4 Mecanismos de acciéon

La heroina, asi como otros opiaceos es una droga altamente adictiva que posee
mecanismos de reforzamiento dependientes de dopamina. La heroina junto con sus
metabdlitos bioactivos, 6-MAM, morfina y M6G, media sus acciones reforzantes

mediante su union a una familia de receptores acopladas a proteina G, los cuales
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se clasifican en tres subtipos: mu (u, op3, mor), delta (8, op1, dor) y kappa (k, op2,
kor). 10
Aunque los receptores opioides se encuentran distribuidos en un gran numero de
estructuras cerebrales, los efectos directos de reforzamiento de la heroina parecen
ser limitados a areas selectas del cerebro, entre ellas el ATV, la cual como ya se
menciond antes alberga neuronas dopaminérgicas que proyectan hacia el NAcc,
mismas que son cruciales para establecer reforzamiento inducido por drogas. %°
Los mecanismos reforzadores de la heroina estan conformados de dos potentes
efectos que ocurren simultaneamente.
Los receptores tipo delta se encuentran localizados en las neuronas
dopaminérgicas. Cuando la heroina cruza la barrera hematoencefalica se une a
estos receptores, induciendo la liberacion de dopamina en el NAcc. 2°
Mientras esto ocurre, otra parte de la heroina circulante en cerebro se une a los
receptores mu localizados en las interneuronas GABAérgicas, las cuales son las
encargadas de regular el funcionamiento de las neuronas dopaminérgicas,
inhibiendo la liberacion de GABA, resultando en la liberacion de las neuronas
dopaminérgicas de su inhibicidn tonica, lo que permite la trasmision de una sefal
reforzadora dependiente de dopamina. 2° (figura 3).
Por otra parte, y de manera simultanea, las proyecciones de las neuronas
GABAérgicas del NAcc que llegan hasta el ATV, a su vez se ven impedidas de
liberar el GABA que inhibira a las neuronas dopaminérgicas de esta area,

provocando que se eleve mas los niveles de dopamina dirigidas hacia el NAcc.?°
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Figura 3. Mecanismo de accion de la heroina en los receptores mu. A la izquierda se muestra el
proceso normal de regulacion de liberacién de la dopamina mediante la liberacion de GABA. A la
derecha se muestra el mecanismo mediante el cual la heroina ejerce su accion sobre los receptores

mu, inhibiendo la liberacion de GABA y aumentando los niveles de dopamina.

2.5 Efectos farmacologicos

La accion farmacoldgica de la heroina sobre el SNC es el resultante de sus acciones
depresoras y excitatorias. El efecto final dependera de la especie animal, la dosis y
la situacion somestésica del individuo. Asi, en la especie humana, una dosis de 10
mg suprime el dolor, reduce las sensaciones desagradables y produce sedacién con
sensacion de bienestar y euforia; si se aumenta la dosis suele producir disforia,

nauseas, vomitos y astenia. 303132
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En algunas especies animales (gato, caballo, ratdn) aparecen signos de excitacion,
agitacion y convulsiones después de la administracion de opiaceos como morfina o
heroina. 30.3132

Asi mismo, debido a que el mecanismo de accidon de esta droga es interactuando
con diversos receptores que se encuentran distribuidos no solo en el sistema
nervioso central, sino en varias regiones del organismo, varios de los efectos
periféricos de la heroina son la constipacion, hipotension, enrojecimiento facial e

inmunosupresion. En la figura 4 se resumen los efectos de esta droga. °

Figura 4. Efectos farmacolégicos de la heroina. Los efectos pueden dividirse en centrales y
periféricos, debido a que el mecanismo de accién de esta droga es interactuando con diversos
receptores los cuales se encuentran distribuidos no solo en el SNC, sino en varias regiones del

organismo. Algunos de ellos disminuyen tras la administracion repetida (tolerancia).
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2.6 Sindrome de abstinencia

La abstinencia de opiaceos se caracteriza por un patron de signos y sintomas
subjetivos y consisten en ansiedad, inquietud y sensacion de dolor que con
frecuencia se localiza en la espalda y las piernas, acompafados de una necesidad
irresistible de obtener opiaceos (craving) y un comportamiento de busqueda de
droga, ademas de irritabilidad y mayor sensibilidad al dolor.33 Debe haber tres 0 mas
de los siguientes sintomas para establecer el diagndstico de abstinencia de
opiaceos: humor disférico, nauseas o vomitos, dolores musculares, lagrimeo o
rinorrea, midriasis, piloereccion o aumento de la sudoracidn, diarrea, bostezos,
fiebre, insomnio, escalofrios, hipertensién arterial, taquicardia, palidez, taquipnea,
conducta agitada, estrabismo, hiperglucemia, ereccion y eyaculaciéon espontaneas,
hipermenorrea, salivacion, temblores, rigidez, paresias y convulsiones clonico
episddicas.?3 34 No siempre aparecen todos los sintomas, pero si una parte de ellos.
La piloereccion y la fiebre se asocian a la abstinencia grave, y no se observan con
frecuencia en la practica clinica, dado que los pacientes con dependencia de
opiaceos suelen obtener las sustancias antes de que la abstinencia esté tan
avanzada. Estos sintomas de abstinencia de opiaceos deben provocar un malestar
clinicamente significativo o un deterioro social, laboral o de otras areas importantes
de la actividad del individuo. Los sintomas no se deben a enfermedad médica ni se
explican mejor por la presencia de otro trastorno mental. En la mayoria de los
sujetos que son dependientes de drogas de accidn corta como la heroina, los
sintomas de abstinencia aparecen entre las 6 y las 24 horas después de la ultima
dosis.3334 En el caso de drogas de accién mas prolongada como la metadona, los

sintomas pueden tardar 2-4 dias en aparecer. Los sintomas agudos de la
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abstinencia de opiaceos de accion corta como la heroina habitualmente alcanzan
un maximo entre 1y 3 dias, remitiendo gradualmente en un periodo de 5-7 dias.3334
Los sintomas de abstinencia menos aguda pueden prolongarse durante semanas o
meses. Estos sintomas mas cronicos incluyen ansiedad, disforia, anhedonia,

insomnio y anhelo de droga.3334

2.7 Terapias

Actualmente, los tratamientos para la adiccion a drogas opioides estan basados
principalmente en el uso de terapias de substitucion con metadona, buprenorfina y
naloxona. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2008) solo el 10% de
los adictos a opioides en el mundo tienen acceso a un tratamiento, debido
particularmente a su alto costo. 3°

A lo largo de las tres ultimas décadas, centros de investigacion y empresas
farmacéuticas a nivel mundial han sintetizado, aplicado y en sus casos validado, el
uso clinico de medicamentos para desintoxicar, reducir el craving 3¢ y/o prevenir las
recaidas del consumo adictivo en sujetos adictos a opiaceos, en estudios clinicos
controlados doble-ciego/aleatorizados.®

Sin embargo, actualmente no existen evidencias de resultados eficaces a largo
plazo sobre los procedimientos de manutencion de abstinencia en sujetos en fase
inicial de desintoxicacién, ya que los tratamientos para reducir los sintomas de
abstinencia durante la adiccion cronica a drogas opioides como la heroina, requiere
de periodos de tratamiento a largo plazo (p. e€j. de meses a afos), debido a la

imposibilidad de revertir los cambios plasticos de neuroadaptacion generados sobre
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los diferentes sistemas de neurotransmisién y vias de reforzamiento placentero,
inducidos por el consumo cronico de drogas de abuso. 37

Es por lo anterior que desde hace mas de una década diversos investigadores han
desarrollado nuevas estrategias terapéuticas contra la adiccion a drogas
ilegales.383°

Estas nuevas estrategias experimentales estan basadas en el disefo, sintesis y
validaciéon de diversas formulaciones estructurales de vacunas terapéuticas contra
la adiccion a las drogas de alta potencia y prevalencia adictiva, las cuales al ser
dosificadas en esquemas de inmunizacion activa en modelos animales como el
roedor o inclusive en el humano, inducen la produccion de anticuerpos séricos
especificos que reconocen y unen a estas sustancias en el espacio intravascular
sistémico. 4% Estos anticuerpos anti-droga poseen la capacidad de secuestrar a la
droga en el torrente sanguineo una vez que es consumida por el sujeto, ya que los
anticuerpos son macromoléculas (=150 kD), las cuales normalmente no atraviesan
la barrera hematoencefalica, formando asi complejos moleculares anticuerpo-droga
de alto peso molecular, que “secuestran” e impiden la permeabilidad de la cocaina
a través de la barrera hematoencefalica.*® En esta condicion de alteracion
inmunoldgica farmacocinética de drogas adictivas, existe una disminucion muy
significativa de la fraccion de “droga libre” plasmatica que difunde al espacio
extracelular del tejido nervioso cerebral y que estaria disponible para la unioén a sus
sitios moleculares de accion y evitar la liberacion de dopamina. Al no aumentar la
concentracion sinaptica de este neurotransmisor por el consumo de la droga, ya no
existe el desarrollo del reforzamiento placentero de re-consumo con patron adictivo
de esta sustancia en el sujeto vacunado activamente e inmune a la misma

sustancia. 40 41
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Esta estrategia farmacoldgica experimental de naturaleza “inmunoprotectora”, ha
demostrado ser un tratamiento con eficacia terapéutica para atenuar
significativamente y/o inhibir, las conductas de busqueda y consumo adictivo a la
cocaina, tanto a nivel pre-clinico en el modelo del roedor, asi como en el humano.
Ademas, no produce efectos secundarios toxicos colaterales detectados con las

farmacopeas clasicas anti-adictivas 4°

2.8 Inmunizacidn activa

En la actualidad, las inmunoterapias que han sido disefiadas para su evaluacién
clinica y pre-clinica se dividen en procesos de "inmunizacion activa" (los de mayor
indice de estudios reportados) y, con menor frecuencia de aplicacion y uso la
"inmunizacién pasiva". 4

La inmunizacidon activa, implica la administracion de un antigeno (moléculas
grandes con un peso molecular superior a los 300 daltones como las bacterias y
virus) de manera que este sea reconocido por el sistema inmune y desarrolle una
respuesta inmune (generacién de anticuerpos capaces de reconocer a la molécula-
antigeno).*? La re-inmunizacion ocasionara una segunda respuesta inmune y una
inmunidad mucho mayor (una mayor generacion de anticuerpos). La desventaja de
este método, es que la proteccién no se adquiere inmediatamente, sin embargo,
una vez establecida, los niveles de anticuerpos duran mas tiempo y esta inmunidad
puede ser estimulada de nuevo. %2

Sin embargo, moléculas pequefas, como las drogas de abuso, con un peso
molecular inferior a 300 daltones 4% 4!, son demasiado pequefias para procesarse

adecuadamente y ser presentada a las células del sistema inmune, por lo que no
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logran generar una respuesta inmune considerable. A este tipo de moléculas se les
denomina haptenos. 4
De tal forma, para que el sistema inmune logre captar y procesar una molécula-
hapteno (como la heroina) se tiene que combinar con una molécula proteica grande
(denominada "molécula acarreadora®) y muy inmunogénica, para que se logren
formar epitopes completamente nuevos en la superficie de la molécula grande
(conjugado-droga-proteina acarreadora=vacuna). Resultando, entonces, en la
generacion de anticuerpos especificos en contra del hapteno en cuestion, la
droga.’’
Una de las ventajas de la inmunizacion activa por medio de la dosificacion de una
vacuna o preparacion inmunogénica es que la vida media de los anticuerpos
generados es de larga duracion (usualmente entre 30 y 90 dias), permitiendo que
el efecto inmunoprotector mediado por los anticuerpos especificos circulantes se
extienda también por largos periodos de tiempo (usualmente entre 2 y 6 meses). 37
Otra ventaja, es que las propiedades farmacocinéticas de la droga (como su
metabolismo y depuracion plasmatica) no se alteran por los procedimientos de la
inmunizacién activa contra la misma droga. 3’
Cabe mencionar que, en materia de vacunacién contra drogas adictivas, se han
reportado numerosos trabajos cientificos que, han demostrado que la vacunacion
activa es un procedimiento experimental eficaz, con capacidad de generar
concentraciones elevadas de anticuerpos séricos especificos contra drogas
adictivas.
Ahora se sabe que el éxito de esta estrategia inmunoterapéutica se basa
principalmente en tres parametros: la magnitud de la concentracion de anticuerpos,

denominada titulo; la afinidad y especificidad de los anticuerpos hacia una cierta
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estructura molecular (hapteno) y la capacidad de generar anticuerpos especificos a
la droga de manera constitutiva (sostenimiento del titulo a largo plazo).3” Es
importante mencionar que la presencia de estos tres parametros depende
exclusivamente de los elementos que conforman al modelo estructural del
inmunoconjugado. 43-46

La afinidad y especificidad de los anticuerpos a un hapteno estan directamente
relacionadas a una presentacion inmunogeénica exitosa, la cual es el resultado de

un buen disefio molecular del conjugado inmunogénico. %7

2.9 Antecedentes

En numerosos ensayos cientificos se han descrito varias inmunoterapias contra la
adiccion a drogas ilegales, sin embargo, son escasos los reportes que describen el
desarrollo de nuevos modelos de vacunas contra drogas opioides.?’” Los estudios
indican que la mayoria de estos ensayos usan diferentes modelos estructurales,
empleando distintos tipos de haptenos y posiciones para acoplar al hapteno a la
molécula acarreadora. Si bien la mayoria usan basicamente a la morfina para la
generacion del hapteno, éste es acoplado covalentemente a diferentes proteinas
acarreadoras inmunogeénicas lo cual, en conjunto, dificulta el analisis de los efectos
de los mismos.48-53

Las primeras inmunoterapias experimentales creadas contra la adiccién a opioides
fueron enfocadas hacia la morfina, y estaban orientadas principalmente a la
generacion de anticuerpos policlonales. Estos estudios sirvieron de sustento para

justificar el desarrollo de nuevos modelos de inmunoconjugados encaminados a
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atenuar el efecto de la morfina, la heroina y sus metabdlitos en diversos modelos
farmacoldgicos in vivo.*’
En un primer intento por lograr un modelo de vacuna capaz de generar una potente
y duradera respuesta inmune contra la heroina y la morfina., en el afo 1999,
Akbarzadeh Yy cols, disefiaron un inmunoconjugado denominado morfina-6-succinil-
BSA (M-6-S-BSA). La inmunizacion de ratas durante 7 semanas con esta vacuna
(2 mg de M-6-S-BSA) generd titulos de anticuerpos capaces de disminuir
significativamente la actividad locomotora inducida por la administracién de 2 mg/Kg
de morfina. 48
Posteriormente, en el 2013, Kosten vy colaboradores desarrollaron un
inmunoconjugado utilizando como hapteno la 6-succinylmorfina y como proteina
acarreadora la hemocianina de lapa californiana (KLH), obteniendo de esta manera
la vacuna llamada KLH-6-SM. Las ratas inmunizadas con este conjugado (100 ug
de KLH-6-SM) durante 16 semanas mostraron una produccion de anticuerpos anti-
morfina capaces de reducir los efectos antinociceptivos producidos por 2 mg/kg de
morfina evaluados en las pruebas de hot plate y tail flick.*
Otros estudios mostraron el desarrollo del inmunoconjugado 6-glutailmorfina-KLH,
que us6 como proteina acarreadora al KLH y como hapteno la 6-glutailmorfina. La
administracién de este conjugado durante 7 semanas (100 ug de 6-glutailmorfina
KLH) logré generar suficientes titulos de anticuerpos contra morfina/heroina, los
cuales fueron capaces de disminuir significativamente la actividad locomotora y
prevenir el restablecimiento de auto-administracién inducidas por la administracion
de 10mg/kg de heroina. %
En el 2011, Stowe y colaboradores sintetizaron la denominada vacuna dinamica, la

cual consistié en generar dos haptenos, uno estructuralmente parecido a heroina y
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otro a la morfina los cuales conjugd con KLH. Después de 6 inmunizaciones, las
ratas de este estudio obtuvieron los titulos de anticuerpos especificos contra
heroina/morfina. Estos anticuerpos fueron capaces, en el caso de la vacuna
formulada con el hapteno parecido a la heroina, de prevenir el restablecimiento de
auto-administracion inducida por la administracion de 0.5 mg/kg de heroina y en el
caso de la vacuna formulada con el hapteno parecido a la morfina disminuyeron la
actividad locomotora inducida por 10 mg/kg de morfina. '

Ese mismo afo, Raleigh y colaboradores sintetizaron otro modelo de vacuna; la
vacuna M-KLH, la cual, después de un esquema de vacunacion de 7 semanas, logro
generar los anticuerpos necesarios para prevenir el restablecimiento de auto-

administracion inducida por la administracion de 0.6 mg/kg de heroina. %2

En el Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente Mufiz” el grupo de
trabajo del doctor Benito Anton disefid y sintetizd un nuevo modelo de vacuna contra
la heroina y morfina, la denominada “Vacuna bivalente contra la adicién de morfina
y heroina (M-TT-6). El hapteno usado en esta vacuna fue la morfina-6-
henisuccinato. El esquema de vacunacion en este caso fue de 16 semanas,
generando titulos especificos contra heroina/morfina maximos de 1:250000,
mismos que fueron capaces de bloquear el restablecimiento de la conducta de
busqueda y consumo de heroina y morfina en un modelo de auto-administracion en
la rata y para atenuar, durante 60 minutos, el efecto anti-nociceptivo de la morfina
en el modelo farmacologico de evaluacién de analgesia de tail-flick tras la

administracion de 0.06 mg/kg de heroina.%3
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2.10 Justificacion

Se ha reportado previamente que, en los seres humanos, la exposicion a contextos
ambientales previamente asociados con el consumo de drogas a menudo provoca
recaidas en el consumo de estas. %

En ello radica la importancia de realizar un estudio controlado en donde se evalue
la eficiencia del proceso de inmunizacion activa con el conjugado M-TT-6 para
atenuar o bloquear el valor de reforzamiento de la heroina asociado a un ambiente
determinado. El paradigma farmacolégico de preferencia de lugar condicionado
(conditioned place preference) es un modelo conductual preclinico usado
comunmente para evaluar los efectos reforzantes inducidos por diversas drogas, en
asociacion con sefales asociadas a su consumo. La capacidad de un estimulo
como la droga para producir una preferencia por un medio ambiente, se considera
un proceso regido por un condicionamiento clasico, derivado de la asociacion entre
estimulos ambientales y estimulos recompensantes 6 aversivos.55 %

Por lo que es importante evaluar si los anticuerpos generados por la inmunizacion
con el conjugado M-TT-6 son suficientes para atenuar el valor de reforzamiento de

la heroina evaluado mediante el uso del paradigma de preferencia de lugar

2.11 Hipotesis

La inmunizacién activa con el conjugado M-TT-6 producira anticuerpos capaces de
atenuar el valor de reforzamiento de la heroina y disminuira la preferencia por la

camara asociada a la heroina (3 mg/kg) en ratones BALB/c
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2.12 Objetivos

2.12.1 General

Determinar la capacidad de la vacuna M-TT-6 para atenuar el efecto reforzante de

la heroina en ratones sometidos al paradigma de preferencia de lugar.

2.12.2 Especificos

e Caracterizar la respuesta inmunogénica de ratones BALB/c sometidos a la
inmunizacion activa con el inmunoconjugado M-TT-6
e Evaluar el restablecimiento de la preferencia de lugar inducida por heroina

en ratones BALB/c inmunizados con el conjugado M-TT-6

. MATERIAL Y METODOS

3.1 Animales

Se utilizaron 24 ratones hembra BALB/c de 8-10 semanas de edad (20-25 g). Se
alojaron cinco ratones por jaula de roedores estandar de polisulfonato (57 cm X 35
cm X 20 cm) en una habitacion del Bioterio Institucional, la cual se encuentra a
temperatura de 21°C (x 2°C) y humedad de 40 a 50% controlada bajo un ciclo
luz/oscuridad 12h/12h (las luces se encienden a las 7:00 AM). Los animales tuvieron
acceso continuo al alimento (Rodent Chow) y agua, excepto durante las sesiones
experimentales. Todos los experimentos se llevaron a cabo durante la fase de luz

del ciclo luz/oscuridad (09 a.m.-3:00 p.m). Los procedimientos experimentales
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fueron aprobados por el Comité de Cuidado de Animales y Bioética institucional en
estricta conformidad con los Institutos Nacionales de Salud para el Cuidado y Uso

de Animales de Laboratorio.

3.2 Drogas

La heroina fue proporcionada por la PGR bajo estrictos permisos regulatorios y de
vigilancia oficial de medicamento regulados por COFEPRIS (133300501X0075). La
heroina fue disuelta en solucién salina estéril (0,9% NaCl), pH 7,4, antes de su uso
y se administro por via intraperitoneal (IP) un volumen de 100 pl. a una dosis de 3
mg/kg. La solucion de heroina se mantuvo a -20°C antes de su uso y se preparo
antes de la administracion en animales. La solucion salina (0,9% NaCl) fue utilizada

como el vehiculo en todos los experimentos.

3.3 Inmunizacién activa de ratones

Los ratones fueron inmunizados con el inmunoconjugado M-TT-6, adsorbido con
adyuvante de gel de hidréxido de aluminio (alum, Imject-R-Alum, Pierce, Rockford,
IL, EE.UU.) de acuerdo con el protocolo del fabricante (Pierce, Rockford, IL,
EE.UU.). Se realizaron inoculaciones via subcutanea (SC) en el dorso de los
ratones, con una dosis total de vacuna M-TT-6/adyuvante de 100ug/1.0mg de
hidroxido de aluminio aforados con SSF para llegar a un volumen total de 100 pl.
Posteriormente, 5 inmunizaciones fueron administradas usando la misma unidad de
dosis y coadyuvante. Estas inmunizaciones se les aplicaron durante un periodo de

14-16 semanas (una vez cada 14 dias). Catorce dias después de cada
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inmunizaciéon, se tomaron muestras de suero, las cuales se obtuvieron
introduciendo a los ratones en restrictores, realizando una pequefa incision en la
cola para obtener la sangre via vena coccigea (200 pl aproximadamente), se separé
el coagulo del suero y este se centrifugé a 8,000 rpm por 5 minutos. A continuacion,

se separo el suero, mismo que se congel6 a -20° C hasta su uso.

3.4 Ensayos de ELISA

Se realiz6é un ensayo de ELISA indirecto para determinar el titulo de anticuerpos de
los animales vacunados después de cada inmunizacion. El procedimiento se
describe a continuacion:

Se solicitd al area de sintesis organica, la fase solida (conjugado heroina-BSA) la
cual se guardd en congelacion a -20°C

Se colocd la fase sélida en placas para ensayo de ELISA de 96 pozos a razén de
14g/100ul/pozo, en solucién de bicarbonato de sodio 0.1M a pH= 8 - 8.5,
incubandola por 12 horas a 4°C.

Posteriormente se descart6 la solucion y se lavd 3 veces con PBS + tween 0.1%
pH=7.2-7.4. (Buffer de Lavado) y se coloc6 PBS + tween 0.1%+ gelatina 0.1%
PH=7.2-7.4 (Buffer de Bloqueo). Se Incubd en agitador orbital durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Se descart6 esta solucién y se agregé 100ul/pozo de la muestra del suero problema
(diluciones 1:100 a 1:1,000 000) en PBS pH=7.2-7.4 y se incub6 por 12 horas a 4°C.
Se descarto esta solucion y se lavo 3 veces con PBS + tween 0.1% pH=7.2-7 4.

(Buffer de Lavado)
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Se agregd solucién de anticuerpo secundario anti-ratdn marcado con biotina
(Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, EE.UU.) acoplado a un sistema de
deteccion de orto-fenildiamino (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) en una
dilucién de 1:5000 en PBS + tween 0.1% pH=7.2-7.4 a raz6n de 100pl/pozo, y se
incubd durante 2 horas en movimiento a temperatura ambiente.

Se descarto esta solucion y se lavo 3 veces con PBS + tween 0.1% pH=7.2-7.4.
esta ultima solucion se descarto y se le agrego solucién de orto-fenildiamino (OPD)
a razon de 100ul/pozo, incubandolo durante 1 hora y realizando la lectura a 492 nm
en lector de placas de ELISA.

Los titulos de anticuerpos se definieron inicialmente como la inversa de la dilucion

de suero que da 50% de la respuesta maxima.

3.5 Procedimiento de preferencia lugar.

3.5.1 Aparato.

Se utilizaron cuatro cajas idénticas de preferencia de Ilugar (OMNIALVA,
Instrumentos, México) para los experimentos. Cada una de ellas fue colocada en
una caja ventilada que atenua el sonido. Cada caja de preferencia de lugar consiste
de dos camaras de condicionamiento de igual tamafio (60 cm x 60 cm x 60 cm)
separados por una zona central neutral (20 cm x 60 cm x 60 cm). Ambas camaras
de condicionamiento estan conectadas a través de una abertura que puede ser
cerrada con una puerta de guillotina. Las paredes de una de las camaras de
condicionamiento son negras, tiene el piso liso y suave, y esta débilmente iluminada,
mientras que la otra camara sus paredes son blancas, tiene un piso rugoso y duro,

y esta fuertemente iluminada a fin de equilibrar la preferencia por la camara. La
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camara neutra es gris y tiene el suelo liso. La preferencia de lugar (CPP) se expresa
como el tiempo de permanencia en cada una de las camaras mientras el animal se

mueve libremente (ver figura 5).

Figura 5. Esquema ilustrativo de la caja de preferencia de lugar. Consiste de 3 camaras, dos de las
cuales miden 60 X 60 X 60 cm (camaras iluminada y obscura) mientras que la restante mide 20 X

60 X 60 (cdmara neutral). Dos puertas se conectan entre la camara neutral y la iluminada y oscura.

3.5.2 Procedimiento.

El paradigma de place preference se llevo a cabo en 14 dias consecutivos usando
un procedimiento sesgado; en donde para todos los grupos experimentales, el lado
pareado con la droga fue siempre el lado con piso rugoso y fuertemente iluminado.
Los ratones fueron asignados aleatoriamente a los diferentes grupos
experimentales. El procedimiento de preferencia de lugar consisti6 de seis

diferentes fases: fase de pre-condicionamiento (la preferencia de lugar basal),



(27)
condicionamiento (entrenamiento), prueba post-condicionamiento, fase de
extincion, prueba post-extincidon y prueba de preferencia de lugar (prueba CPP).
Con el fin de habituar a los ratones a las inyecciones y al manejo, tres dias antes de
iniciar el experimento, todos los ratones fueron inyectados con soluciéon salina
fisiolégica por via IP e inmediatamente se colocaron en sus jaulas.
El procedimiento de place preference comenzo con la fase de pre-condicionamiento
o habituacion (dia 0), en donde todos los animales, fueron inyectados con solucién
salina por via intraperitoneal (IP), sujetando a los animales de la base de las orejas
y colocando su cola entre los dedos anular y mefique del manejador para
inmovilizarlo, e inclinandolo caudalmente para después trazar una linea imaginaria
que cruce su abdomen transversalmente justo sobre sus rodillas e insertar la aguja
sobre esta linea, en el lado derecho del animal, inoculando la sustancia;
inmediatamente después, se colocaron en el compartimiento central con las puertas
abiertas a cada una de las camaras de condicionamiento. Durante esta sesion los
ratones pudieron explorar libremente las tres camaras durante 30 minutos; luego se
retiraron y se regresaron a sus jaulas.
El tiempo que permanece cada animal en cada uno de los compartimentos fue
registrado. Los ratones que permanezcan mas del 60% de su tiempo en una de las
dos camaras durante esta etapa fueron excluidos del estudio.
Los animales que cumplieron el criterio de inclusion se dividieron en tres grupos
experimentales (n=8). Cada grupo experimental recibi6é un tratamiento distinto.
La fase de habituacion fue seguida por una fase de condicionamiento (dia 1-12) que
consistio de 12 sesiones/dia consecutivas. En todas estas sesiones la puerta entre

los compartimentos estuvo cerrada.
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El grupo SAL recibié en todas las fases del experimento soluciéon salina. Los
animales de los grupos HER y M-TT-6 recibieron la administracion de 3 mg/kg de
heroina via IP e inmediatamente se colocaron en la camara pareada con la droga
(camara iluminada) durante 60 minutos; después de la inyeccion los animales
regresaron a sus jaulas. Este procedimiento se repitié una vez cada dos dias para
un total de 6 sesiones de condicionamiento a la droga. En dias alternos, los ratones
fueron inyectados con solucién salina. El orden del condicionamiento heroina-salina

fue contrabalanceado en cada animal (figura 6).

Figura 6. Procedimiento de la
fase de condicionamiento; en la
parte superior se muestra un raton
administrado con heroina
confinado a la camara iluminada,
mientras que en la parte inferior
se muestra un ratén administrado
con SSF en dias alternos,
confinandolo a la céamara

obscura.

La prueba de post-condicionamiento (dia 13) se realiz6é 24 horas después del ultimo
dia del procedimiento de condicionamiento y se llevo a cabo sin la administracion
de droga. Para la prueba, los animales se colocaron en el compartimiento central

con libre acceso a todos los compartimentos durante 60 min., exactamente como
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en la fase de pre-condicionamiento (figura 7). El tiempo que permanecieron en cada

compartimento fue registrado.

Figura 7. Procedimiento de la fase de post-condicionamiento; sin ser administrado con droga o SSF,

el ratén fue colocado en el compartimiento central con libre acceso a todos los compartimentos.

Durante la fase de extincion, la cual duré 120 dias, todos los animales tuvieron libre
acceso a las tres camaras durante 30 minutos, cada dia sin ningun tipo de inyeccion.
El momento en que los ratones permanecen la misma cantidad de tiempo en la
camara pareada con la droga y en la cdmara no pareada con droga, es el indicativo
de que la fase de extincidén ha sido establecida. Los ratones que no cumplieron con
este criterio fueron excluidos del estudio. Durante esta fase los animales del grupo
M-TT-6 fueron sometidos al procedimiento de inmunizacion activa con la vacuna M-

TT-6.

Después de la ultima prueba de extincién, se inicid la fase de prueba de preferencia

de lugar (fase de expresién), donde los animales de los grupos HER y M-TT-6



(30)
recibieron una inyeccion de heroina (3 mg/kg, IP) y se colocaron en la camara
pareada con la droga durante 30 min. Al dia siguiente, los ratones de ambos grupos,
fueron inyectados con solucién salina y se colocaron en la camara no pareada con
la droga durante 30 min. El orden del condicionamiento heroina-salina fue
contrabalanceado. 24 horas después se llevo a cabo la prueba de preferencia de
lugar como se describié para la prueba de post-condicionamiento. El tiempo de
permanencia en cada compartimento fue registrado. La cronologia de las fases del

procedimiento de place preference se muestran en la figura 8.

Figura 8. Linea de tiempo del procedimiento del place preference. La habituacién comienza en el
dia 0. Entre el dia 1 y 12 comienza la fase de condicionamiento con heroina. En el dia 13 se lleva a
cabo la prueba de post-condicionamiento. Del dia 14 al dia 133 se lleva a cabo la inmunizacién con
M-TT-6, en este mismo periodo se llevan a cabo las pruebas de extincién cada 30 dias. En el dia

134 se lleva a cabo la fase de expresion.
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IV. RESULTADOS

Como se muestra en la figura 9, los animales inmunizados con la vacuna M-TT-6
mostraron un progresivo incremento en los titulos de anticuerpos especificos anti-
heroina analizados por el método de ELISA. El titulo maximo de anticuerpos fue

alcanzado después de la cuarta re-inmunizacion.

Figura 9. Caracterizacién de la respuesta humoral inmune a la vacuna M-TT-6 en ratones
vacunados. Se muestra incremento progresivo en los titulos de anticuerpos especificos anti-heroina
analizados por el método de ELISA. El titulo maximo de anticuerpos fue alcanzado después de la

cuarta re-inmunizacion.
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Los ratones no mostraron diferencias significativas (ANOVA de una via (F = (2,30)
67,49, p <0,0001) en el tiempo de permanencia en cada compartimento durante la

fase de habituacion. (figura 10)

Figura 10. Fase de habituacion. Los ratones no mostraron diferencias significativas en el tiempo de

permanencia en cada compartimento durante la fase de habituacion

Durante la fase de post-condicionamiento (figura 11), la prueba de preferencia de
lugar mostré en los grupos HER y M-TT-6 un tiempo de permanencia similar (F =
(2,27) 239,23, p <0,0006) en la camara pareada a la heroina (Prueba de Tukey p=

0.80).
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Figura 11. Fase de post-condicionamiento. La prueba de post-condicionamiento de preferencia de
lugar mostré un tiempo de permanencia similar en los grupos HER y M-TT-en la cadmara pareada a

la heroina.

Cuando los animales fueron sometidos a la fase de extincion, a los 30 (F = (2,27)
27.25, p <0,0003) (figura 12), 60 (F = (2,27) 60.63, p <0,0001) (figura 13) y 90 (F =
(2,27) 67.83, p <0,0002) (figura 14) dias de extincion, los ratones del grupo HER
permanecieron mas tiempo en la camara pareada con heroina. Para los animales
del grupo HER, la prueba post hoc encontré diferencias significativas en el tiempo

de permanencia entre las camaras pareadas con droga y con salina en los tres
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tiempos de analisis (30 dias-Prueba de Tukey p <0.0001; 60 dias-Prueba de Tukey
p <0.0001; 90 dias-Prueba de Tukey p <0.0001). En cambio, a partir de los 120 dias
(F =(2,27) 71.48, p <0,0001), la prueba de Tukey, ya no encontré diferencias en el
tiempo de permanencia entre las dos camaras (Prueba de Tukey p= 0.89) (figura

15).
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Figura 12. Fase de extincién 30 dias. Los ratones permanecieron mas tiempo en la camara

pareada con heroina.
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Figura 13. Fase de extincién 60 dias. Los ratones permanecieron mas tiempo en la camara pareada

con heroina.
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Figura 14. Fase de extincion 90 dias. Los ratones ya no mostraron diferencias significativas en el

tiempo de permanencia en cada compartimento.
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Figura 15. Fase de extincion 120 dias. Los ratones no mostraron diferencias significativas en el

tiempo de permanencia en cada compartimento.

Los animales del grupo M-TT-6, a los 30 (F = (2,27) 56.06, p <0,0002) y 60 (F =
(2,27) 45.25, p <0,0002) dias de extincién permanecieron mas tiempo en la cdmara
pareada con heroina. La prueba post hoc encontrdé diferencias en el tiempo de
permanencia entre las camaras pareadas con droga y con salina en ambos tiempos

de analisis (30 dias-Prueba de Tukey p <0.0001; 60 dias-Prueba de Tukey p
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<0.0005). Sin embargo, a los 90 (F = (2,27) 52.02, p <0,0005) y 120 (F = (2,27)
47.03, p <0,0001) dias, la prueba de Tukey ya no encontr6 diferencias en el tiempo
de permanencia entre las dos camaras (90 dias-Prueba de Tukey p=0.10; 120 dias-

Prueba de Tukey p= 0.90).

Durante la fase de expresion, La ANOVA de una via revelo diferencias significativas
entre los grupos (F = (2,26) 130.17, p <0,0002) (figura 16). La prueba post hoc
encontré que el grupo que recibié la administracion de heroina permanecié mas
tiempo en la camara pareada con la droga (Prueba de Tukey p <0.0001). En cambio,
los animales que fueron inmunizados con la vacuna M-TT-6 durante la fase de
extincion mostraron una mayor permanencia en el lado pareado con salina,
disminuyendo significativamente la permanencia en el lado pareado con heroina
(Prueba de Tukey p <0.0001).
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Figura 16. Fase de expresion. El grupo que recibid la administracion de heroina permanecié mas
tiempo en la camara pareada con la droga. Los animales que fueron inmunizados con la vacuna M-

TT-6 disminuyeron significativamente la permanencia en el lado pareado con heroina.
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V. DISCUSION

En este estudio se encontré que los ratones inmunizados con la vacuna M-TT-6
generaron anticuerpos especificos contra heroina, los cuales fueron capaces de
disminuir el valor de reforzamiento evaluado mediante la prueba de place

preference.

La inmunizacion con esta vacuna genero titulos de anticuerpos que fueron en
ascenso gradualmente, hasta alcanzar su valor maximo en la 4ta semana de
inmunizacion, llegando a 1:300,000. Estos titulos fueron semejantes a los
reportados por Antdn y col, para la misma vacuna en estudios previos, los cuales
fueron de 1:100,000 %3 y a los reportados para la vacuna 6-glutailmorfina KLH, la

cual generd titulos de anticuerpos especificos contra la heroina de 1:100,000. °°

No obstante, estos titulos son diferentes a los reportados por otros autores tales
como Akbarzadeh y cols., cuya vacuna genero titulos de solo 1:24,000 para la
vacuna M-6-S-BSA 48; Kosten y colaboradores, por su parte, obtuvieron niveles de
anticuerpos de 200 pug/ml inmunizando con su conjugado KLH-6-SM 4°. Por su parte,
Stowe y cols., obtuvieron tras la inmunizaciéon de ratas con su vacuna titulos
maximos de 1:22,000 °'. Por ultimo, Raleigh reportd en su estudio que la
inmunizacion de ratas con M-KLH produce una concentracion de anticuerpos

especificos contra heroina morfina de 470+£220 pl/ml.%2

Con respecto a las evaluaciones de inmunoproteccion, en este estudio encontramos
que, durante la prueba de preferencia de lugar, los animales sometidos previamente
a la administracion de heroina a una dosis de 3 mg/kg, permanecieron mas tiempo

en el compartimiento pareado con la droga.
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Estos resultados son consistentes con otros estudios, en donde la administracion
de heroina incrementé significativamente el tiempo de permanencia en el lado
pareado con la droga, 5> %8 |o cual indica que la heroina es una droga con un valor

reforzante muy alto.

En cambio, la heroina administrada a los animales sometidos a un programa de
vacunacioén con la vacuna M-TT-6 fall6é en incrementar el tiempo de permanencia en
el lado pareado con la droga. Esto es consistente con reportes previos de Kosten y
cols., en los que la administracion de heroina a animales vacunados con la vacuna
KLH-6-SM no mostraron una preferencia por el lado pareado con la droga.*® Ademas
es consistente con reportes de Anton y Leff, quienes demostraron que la vacuna M-

TT-6 disminuyd significativamente la busqueda y consumo de la heroina.%3

Como se menciond anteriormente, la vacuna M-TT-6 es capaz de generar altos
titulos de anticuerpos, por lo que es probable que la disminucion en la preferencia
por el lado pareado con la droga sea el resultado de la identificacion y captura de
los anticuerpos especificos para heroina y sus metabolitos circulantes en el torrente
sanguineo, lo cual le permite impedir que las moléculas de la droga lleguen hasta el

cerebro, donde ejercerian sus efectos reforzadores.

Adicionalmente, una diferencia importante que refleja indirectamente la eficiencia
de la vacuna M-TT-6, es que esta es capaz de atenuar el efecto de una dosis de 3
mg/Kg de heroina, en cambio Kosten y cols, con la vacuna KLH-6-SM solo logré
disminuir el efecto de 1 mg/Kg de heroina, #° lo cual sugiere que la cantidad de
anticuerpos generados por la vacuna M-TT-6 son suficientes para disminuir el efecto

conductual de dosis altas de heroina.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Este inmunoconjugado tiene la capacidad de generar gran cantidad de

anticuerpos especificos contra heroina.

La heroina produce una preferencia de lugar condicionada en ratones
después de 6 sesiones de condicionamiento a la droga, probando sus efectos

reforzadores.

Este estudio demuestra que el inmunoconjugado M-TT-6 tiene la suficiente
capacidad inmunogénica para atenuar el place preference en ratones

sensibilizados con heroina a una dosis de 3 mg/kg

Este estudio aporta datos que destacan la importancia de la evaluacion del
inmunoconjugado M-TT-6 mediante el paradigma de place preference y la
implicacion de esta terapia en los refuerzos positivos generados por la
administraciéon de heroina, lo que podria implicar un futuro potencial

terapéutico en humanos, como ha sido propuesto en otros estudios.

6.2 Recomendaciones

La importancia de manejo de animales de laboratorio por personal
adecuadamente capacitado exige la integracibn de equipos
multidisciplinarios en donde la trascendencia de personal veterinario es

evidente.
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El beneficio potencial de esta investigacion para humanos con adiccion a la
heroina debe de consolidarse con estudios consecutivos que permitan en un
futuro la administracion de esta vacuna en forma segura para los pacientes.
El uso de esta vacunacion con otro tipo de terapias existentes puede ser util
para tratar la adiccion a la heroina. La interaccion entre estas debe ser motivo
de estudios con mayor profundidad.
Debido al complejo patrén de consumo de drogas de los usuarios, es
probable que una terapia exitosa basada en procedimientos de vacunacion,
requiera el uso de inmunizacién activa simultanea contra diferentes drogas
como la heroina/morfina/cocaina/anfetaminas, sin embargo, estos modelos

estan aun en vias de desarrollo (vacunas polivalentes).
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