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Resumen

Los diferentes reportes experimentales que demostraron la factibilidad de generar
respuesta inmunoldgica humoral contra la morfina y sus congéneres estructurales
como la heroina, sirvieron de base para la generacién de un estudio, reportado
hace casi 30 afos, por el grupo de trabajo de Bonese y cols., en el cual se
demostrd, por primera vez, la eficacia del uso de un inmunoconjugado de la
morfina en vacunacion activa para inducir respuesta inmunolégica humoral contra
esta droga, en solamente un animal de experimentacion, un primate no humano

de la especie Macacus rhesus.

El objetivo principal de este trabajo de investigacién, fue llevar a cabo un protocolo
experimental con diferentes tiempos de vacunacion de la vacuna M-TT, la cual se
sintetiza en el laboratorio de neurobiologia Molecular y Neuroquimica de las
Adicciones del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiiz
(INPRFM) y decidir finalmente cual de los diferentes grupos de inmunizacién
ensayados dentro de este proyecto es el mas apropiado para generar una
respuesta inmunoldgica capaz de contrarrestar los efectos de la morfina y la
heroina.

Los intervalos de tiempo de cada grupo en los cuales se inmunizé con vacuna M-

TT durante el desarrollo de este proyecto son los siguientes:




e Grupo uno.- 7 dias entre cada reinmunizacién
e Grupo dos.- 14 dias entre cada reinmunizacion

e Grupo tres.- 30 dias entre cada reinmunizacion

Se aplicaron cinco inmunizaciones y consecutivamente se fueron obteniendo los
antisueros correspondientes de cada uno de los grupos, mismos que fueron
puestos bajo analisis de ensayo de ELISA indirecta. Los resultados finales de
estos ensayos experimentales demostraron que el grupo de 14 dias presento

mayor potencia inmunogeénica.
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Introduccion.

1. Definicidn de adiccion

Una adiccion es una enfermedad fisica y psicoemocional segun la organizacion
mundial de la salud. En un sentido tradicional es una dependencia hacia una
sustancia, actividad o relacion. Esta representada por los deseos que consumen
los pensamientos y comportamientos (sindrome de abstinencia) del adicto, y estos
actian en aquellas actividades disefladas para conseguir la sensacion o efecto
deseado o para comprometerse en la actividad deseada (comportamientos

adictivos)™?

En la actualidad se acepta como adiccién, cualquier actividad que el individuo no
sea capaz de controlar, que lo lleve a conductas compulsivas y que perjudiquen su
calidad de vida. En el mismo plano de las adicciones se encuentra el alcoholismo,

la farmacodependencia y la adiccion a sustancias psicoactivas.

El uso y abuso de sustancias adictivas constituye un complejo fenbmeno que
tiene consecuencias adversas en la salud individual, en la integracion familiar y en
el desarrollo y la estabilidad social. Aunque en la actualidad toda la sociedad esta
expuesta a drogas, hay grupos mas vulnerables que otros a sufrir consecuencias
negativas a su uso, como los nifios y los jovenes, quienes pueden llegar a truncar

su posibilidad de desarrollo personal y de realizar proyectos positivos de vida.
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En general, existe una percepcion dividida sobre la consideracion de que la
adiccion es una enfermedad. Estos hallazgos indican la necesidad de hacer
campafas para que la poblacion comprenda las bases neurobiolégicas que
sustentan que las adicciones son una enfermedad, con el fin de que las personas
con dependencia puedan acercarse a un tratamiento. Es ahi donde radica la
importancia de la investigacion en cuanto al desarrollo de novedades tecnologicas
se refiere, para poder implementar un esquema terapéutico completo con la

finalidad de brindar un apoyo integral al adicto.

El estudio de los trastornos ocasionados por el uso de sustancias psicoactivas ha
permitido hacer grandes progresos e impulsar iniciativas prometedoras para

comprender los aspectos biologicos y psicologicos de la dependencia de drogas.

Es dificil desarrollar una nomenclatura que sea consistente con las distintas
culturas y las diferentes sustancias y que sea valida para describir el fendmeno

clinico. 3

En la presente tesis solo se estudiaran aquellas drogas clasificadas como
opiaceas, especificamente se tratara a la morfina y a la heroina como drogas

altamente adictivas.
1.1 Descripcion de la molécula de morfina

La morfina es un potente alcaloide derivado de la benzoisoquinolina® (forma
hidratada, C17 H19 NO3H,0) que actua directamente en el sistema nervioso central

(SNC) para inhibir el dolor. La morfina representa el principal y mayor agente
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alcaloide del opio (amapola, Papaver somniferum) con un porcentaje de 10-20%

del total de la masa drenada del jugo de amapola. ®

Aungue existen limitaciones legales para conseguir y usar este tipo de farmacos,
en ocasiones se llegan a emplear en especial en procedimientos de
neuroleptoanalgesia y en el tratamiento de dolores intensos. Parcialmente
purificada, la morfina se encontraba contenida en la tintuta del opio. Sertuner la
aisl6 y trabajo con ella en 1803. Debido a sus efectos euféricos y de adiccion, ya
conocidos por los egipcios desde hace mas de 4,000 afios y en la China del siglo
XIX, la morfina y sus derivados son sustancias controladas estrictamente por las
autoridades sanitarias de todos los paises desde el segundo decenio del siglo XIX.
Los mayores productores de morfina (Afganistan y Turquia) la expanden como sal
sulfato estandarizada al 10%. Aunque no todos los farmacos narcéticos se extraen
de la morfina, los receptores que ocupa este principio activo son materia de
investigacién constante, ya que definen la preferencia de anélogos sintéticos y
semisintéticos por ciertos receptores. Ademas, estos receptores son ocupados por
péptidos enddgenos llamados endorfinas, que entre otras funciones poseen la

capacidad de bloquear el dolor.

La morfina actia sobre varios tipos de receptores opioides, entre los que se
incluyen los receptores mu (u), kappa (k), sigma (o) y delta (8). Al parecer los
receptores mu actian a nivel de la sustancias periacueductuales de la manera en
que lo hacen las encefalinas (opioides endégenos) ®’. También activa la liberacién
de serotonina en el SNC, induciendo analgesia y un sentimiento de placer y

bienestar. %’
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Los receptores kappa estan relacionados con analgesia a nivel espinal y con
disminucién de la actividad motora. La interaccion de opiaceos con ellos causa

sedacion.

1.2 Descripcion de la molécula de heroina

La heroina es una droga ilegal altamente adictiva. También llamada morfina 3,6-
diacetilester o 3,6-diacetil morfina, no solo es el opiaceo de mayor consumo Sino
que también es el de accion mas rapida debido a que penetra mas rapido la
barrera hematoencefalica. La heroina se procesa de la morfina la cual se extrae
de la bellota de amapola (Papaver somniferum). Tipicamente se vende en forma
de polvo blanco o marréon, o como una sustancia negra pegajosa conocido
popularmente como “goma” o “alquitrdn negro”. Aunque se esta volviendo mas
comun encontrar heroina de mayor pureza, la mayoria de la heroina que se vende
en la calle ha sido mezclada o “cortada” con otras drogas 0 con sustancias como
azucar, almidon, leche en polvo o quinina. La heroina generalmente se inyecta, se
inhala o se fuma. Tipicamente el adicto se puede inyectar hasta cuatro veces al
dia. La inyeccion intravenosa proporciona la mayor intensidad y causa la oleada
de euforia mas rapida también conocido como “rush” (de 7 a 8 segundos),
mientras que la inyeccién intramuscular produce un inicio relativamente lento de la
euforia (de 5 a 8 minutos) ® .Cuando es inhalada o se fuma, generalmente se
sienten sus efectos maximos de 10 a 15 minutos®°. Sin embargo, los principales

efectos farmacoldgicos de la heroina se derivan de las propiedades de la molécula
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de la morfina, los cuales comparten un perfil similar puesto que los dos producen
analgesia, hipotermia, sedacion, inhibicion de la motilidad intestinal y depresion del
sistema inmunolégico. No obstante, la heroina muestra diferentes parametros
fisico-quimicos que lo distinguen de la morfina. Por ejemplo, la estructura
molecular de la heroina es mas pequefia, soluble e hidrofobica, lo que le da la
capacidad de atravesar con mayor rapidez la barrera hematoencefalica que la
morfina ***2 Por otra parte, los hallazgos actuales basados en las propiedades
fisico quimicas de la molécula de heroina llevo a los investigadores a clasificarla
como una droga altamente lipofilica precursora de los metabolitos activos de la
morfina, los cuales son 6-monoacetiimorfina (6-MAM) y morfina 6-glucoronico

(MBG). "

a
A

H3C 0"

Figura 1: Representacidn esquematica de la molécula de heroina
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b1/Heroin_-_Heroine.svg

1.3 Abuso y dependencia de los Opiaceos.

A principio de los afios setenta, el interés por la investigacion y el tratamiento del
abuso de los opiaceos cedi6é hacia un periodo de relativa desatencion publica. En
1987 a partir de la inquietud publica a cerca de las adicciones a la cocaina, la
extension del SIDA en los adictos, se produjo una renovacion significativa de los

fondos federales para el estudio del abuso de drogas %**.

El abuso de multiples sustancias ha aumentado con el uso combinado de la
heroina con otras drogas como la cocaina, la metadona. El “speedball”’, mezcla de
heroina y cocaina, es un método que con mayor frecuencia se utiliza para eliminar
el “high” que aparece tras la intoxicacion aguda de cocaina. Aunque en general se
ha hecho mayor referencia a las muertes por cocaina, las muertes relacionadas
con heroina y alcohol consideradas tanto conjuntamente como por separado, son
mucho mas frecuentes *°. En la actualidad en algunos paises est4 emergiendo el
consumo de formas puras de heroina en polvo. Esta via de administracion
alternativa, atractiva para algunos adictos que temen contraer el VIH, ha

contribuido a una oleada de popularidad de la heroina. ***°

1.4 Epidemiologia en México.

En México desde la década de los 70°s se iniciaron acciones para atender este
problema, mucho antes de que la demanda de droga adquiriera mayores
proporciones. Para el sector Salud la reduccion de la demanda de drogas incluye

las iniciativas que buscan prevenir su consumo, disminuir progresivamente el
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namero de usuario, mitigar los dafios a la salud que puede causar el abuso y
proveer de informacién y tratamiento a los consumidores problematicos o adictos,

con miras a su rehabilitacion y reinsercién social.

El tema de las drogas tiene especial trascendencia ya que ademas de los
problemas en cuanto a salud se refiere, trae consigo una ola de problemas en las
cuales México se ha visto envuelto en los ultimos afios y que con el paso del
tiempo se van agravando mas y mas. Pocas enfermedades perturban la vida de
las comunidades y alteran tanto la dinamica de los nucleos familiares como las

adicciones.

Como en otros problemas de salud publica, las medidas de prevencion y
tratamiento de las adicciones, para ser eficaces, deben estar sustentadas en
informacion cientifica, confiable y completa sobre la naturaleza, magnitud y

caracteristicas del fenédmeno.

En cuanto a informacion se refiere, destacan los datos de la reciente Encuesta
Nacional de Adicciones (ENA) realizada en 2008 en la cual los resultado indican
que el consumo de drogas ilegales y médicas en la poblacion rural y urbana de
entre 12 y 65 afos de edad a aumentado de un 5% observado en 2002 a un 5.7%
en 2008. Las drogas ilegales (mariguana, cocaina y sus derivados, heroina
metanfetaminas, alucindgenos, inhalables y otras drogas) aumentaron de 4.6 a
5.2% *’; el consumo de drogas médicas con potencial adictivo, usadas fuera de
prescripcién, mantuvieron los niveles observados en 2002. Cabe sefalar que

dicha encuesta se realiza cada 6 anos.
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Encuestas Macionales de Adicciones.
Tendencias 2002-2008. Meéxico, ENA 2008

Poblacidn rural y urbana, entre 12 y 45 afos

Cualquier Cualquisr Cualquisr
droga droga médica droga ilegal
m 2002 W 2008

Figura 2: Grafica comparativa del porcentaje del consumo de drogas en los afios 2002 al 2008 en

México segun la ENA en la poblacidn rural y urbana de entre 12 y 65 afios.

Por grupos de poblacion, se observa que, si bien el consumo de drogas ilegales es
mayor en los hombres (en una proporcién de 4.6 hombres por cada mujer), el
indice de crecimiento es mayor en las mujeres, entre la cuales el consumo de
drogas ilegales se duplicé aumentando de 1% en 2002 al 1.9% en 2008 mientras
que el consumo en hombres solamente se incremento de 8% en 2002 a 8.8% en

2008.

18




Encuestas Macionales de Adicciones.
Tendencias 2002-2008. Mexico, ENA 2008

Poblacién rural y urbana, entre 12 y 45 afos

100 Hombras 20 Mujeres
8.0 2.5
2.0
6.0
% % 15
4.0
1.0
2.0 05
0.0 Lo
Cualquier C.dwga T droga Cualquier C.droga C.droga
droga médica  ilegal droga  médica  ilegal

m 2002 m 2008

Figura 3: Gréafica comparativa del porcentaje del consumo de drogas en los afios 2002 al 2008 en

México segun la ENA en la poblacion rural y urbana en hombres y mujeres de entre 12 y 65 afios.

La mariguana y la cocaina son las sustancias preferidas por la poblacion. El
consumo de la primera aumento de 3.5 a 4.2%; el aumento en el consumo de la
segunda fue mayor, paso de 1.2% en 2002 a 2.4% 2008, es decir, que se duplico

entre ambas mediciones.
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Encuestas Nacionales de Adicciones.
Tendencias 2002-2008. Meéxico, ENA 2008

Poblacidn rural v urbana, entre 12 y 65 anos

n]
Mariguana Cooalna Crack Blucind-  Inhalakles  Herolna Estirmu-

total genos lantas tipo
anfeta-
minica
2002 2008

Figura 4: Grafica comparativa del porcentaje del consumo de diversas drogas en los afios 2002 al

2008 en México segun la ENA en la poblacion rural y urbana de entre 12 y 65 afios.

La mariguana ha ocupado los primeros lugares de preferencia entre la poblacion
desde la primera encuesta nacional en 1988. La cocaina ha mostrado variaciones
importantes y desplaza a los inhalables en la preferencia de la poblacion desde
finales de los afios 80 e inicio de los 90 cuando aparece en el mercado nacional.
Desde entonces, ha mostrado fluctuaciones importantes: el crecimiento acelerado
que mostré en los afios 90 se nivela y disminuye ligeramente hacia el final del

siglo pasado para volver a repuntar en esta década.

Merced a los adelantos de la ciencia y a un mejor entendimiento de las bases que

explican el efecto de las drogas, su busqueda por parte de los individuos y el
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desarrollo de la dependencia, se han podido implementar estrategias mas
efectivas de prevencion y tratamiento. Se puede afirmar que el abuso de
sustancias es una conducta prevenible y que la adiccion es una enfermedad
gue puede tratarse. Este principio basico ha tardado mas tiempo en permear a la
poblacidn; aun prevalece un proceso de estigmatizacion de los enfermos, factor

gue influye en el retraso o en la falta de blisqueda de atencion.

Ademas del estudio del consumo de drogas, la ENA 2008 arrojé datos estadisticos
de la percepcién de la poblacion de los adictos. Los resultados indicaron que mas
de la mitad (58.5%) de los encuestados consideré que los adictos son personas
enfermas y 60.4% estuvo de acuerdo que necesitan ayuda mientras que una
tercera parte los considera personas débiles (30.6%), y 19.1% los percibe como

delincuentes.

2. Fisiopatologia del consumo de morfinay heroina
2.1 Caracteristicas clinicas

La intoxicacion intravenosa de heroina produce un “rush” euférico subjetivo que
puede ser reforzante, es decir que con el paso del tiempo el individuo necesita la
droga con mayor frecuencia 8. La tolerancia a esta situacién se desarrolla con el
uso repetido en el tiempo. Los signos fisicos de la intoxicacion comprenden
constriccion pupilar, disminucion de la motilidad gastrointestinal, sedacion, habla
farfullante y deterioro de la capacidad de atencion o de la memoria. El uso diario

de los opiaceos durante dias o semanas dependiendo de la dosis y de la potencia
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de la droga, producira sintomas de abstinencia cuando se interrumpa su consumo.
El sindrome de abstinencia bastante intenso, que por lo general no amenaza la
vida comienza aproximadamente 10 horas después del dltimo consumo de
opiaceos de corta accion, como son la morfina y la heroina. El inicio del sindrome
de abstinencia depende de la vida media del opiaceo y de la cronicidad de su

utilizacion.

La abstinencia leve de opiaceos presenta sintomas parecidos a los de la gripe:
ansiedad, disforia, bostezos, sudoracion, rinorrea, lagrimeo, midriasis,
piloereccion, hipertension leve, taquicardia e interrupciones del suefio. Los
sintomas severos consisten en escalofrio, dolor muscular y en articulaciones,

nauseas, vomitos, diarrea, dolor abdominal, pérdida de peso y fiebre °*°.

2.2 Efectos fisicos adversos

Ademas del riesgo que significa para el organismo la dependencia del consumo de
opiaceos, existen otros factores que ponen en riesgo la salud del adicto y que van
vinculadas con la via de administracion de la droga, en especifico la via
intravenosa. Las agujas hipodérmicas contaminadas asi como las impurezas de la
droga, pueden causar endocarditis, septicemia, embolia pulmonar e hipertensién
pulmonar, asi como infecciones en la piel, hepatitis y propagacién del VIH 84, El

25% de los casos de VIH son usuarios de drogas por via intravenosa®.
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2.3 Fisiopatologia

Los avances de la investigacién basica en la identificacion de los distintos
subtipos de receptores de opiaceos han proporcionado una mayor comprension de
los mecanismos de neurorregulacion y de la fisiologia de los opiaceos enddgenos.
Los mecanismos celulares de neuroadaptacion opiacea estan siendo explorados
en relacién a las caracteristicas de los receptores y los moduladores intracelulares
de la accion opiacea. Se ha sugerido que los cambios neuroadaptativos en la zona
de los receptores producen tolerancia y dependencia. El principal receptor para la
morfina es el receptor mu y posee una afinidad selectiva para heroina, meperidina,
hidromorfinona (Dilaudid) y metadona. Es sumamente sensible a la naloxona
(antagonista opiaceo) y mediatiza la analgesia, euforia, sedacion, miosis,
hipotermia, bradicardia. Los receptores delta son mas afines a las encefalinas
enddgenas. Existe la controversia acerca de que el receptor sigma sea un
verdadero receptor opiaceo. Este receptor media los efectos conductuales
extrafios de la fenilciclidina (PCP). El receptor épsilon puede unirse de forma

selectiva a un péptido endogeno: la betaendorfina.

3. Introduccidn al sistema inmunitario.

El término inmunidad deriva de la palabra latina inmunitas, que designa la
proteccion ofrecida a los senadores romanos como defensa frente a cualquier

accion judicial durante el ejercicio de su cargo. En un sentido histérico, inmunidad
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significaba proteccidn contra las enfermedades y mas en concreto, contra una
enfermedad infecciosa. Las células y moléculas responsables de su ejecucion
constituyen el sistema inmunitario y su reaccidén conjunta y coordinada frente a la

entrada de sustancias ajenas se denomina respuesta inmunitaria.

La funcion fisiolégica del sistema inmunitario consiste en la defensa contra
microorganismos infecciosos. Sin embargo, incluso una sustancia ajena que no
tenga caracter infeccioso puede despertar una respuesta inmunitaria. Asi mismo,
aquellos mecanismos que en condiciones normales protegen a las personas de
las infecciones y eliminan las sustancias ajenas, en algunas circunstancias
también son capaces de provocar una lesion tisular y una enfermedad. Por lo
tanto, una definicion mas global de la respuesta inmunitaria, sefiala que es una
reaccion desplegada tanto frente a los componentes de los microorganismos como
a macromoléculas, del tipo de las proteinas y los polisacaridos y a pequefios
compuestos quimicos que sean reconocidos como ajenos, independientemente de
las consecuencias fisiolégicas o patolégicas que pueda acarrear una reaccion de
esta clase. La inmunologia es el estudio de las respuestas inmunitarias, asi como
de los fendbmenos celulares y moleculares que suceden después de que el

organismo se ve invadido por microorganismos y por otras moléculas ajenas.

La defensa contra microorganismos tiene lugar a través de 2 tipos diferentes de
inmunidad: la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. La inmunidad innata
aporta la primera linea de defensa frente a los microorganismos. Esta constituida
por mecanismos de defensa celulares y bioquimicos ya instaurados incluso antes

de contraerse la infeccion y preparados para responder con rapidez una vez
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producida. Estos mecanismos solo reaccionan ante los microorganismos Yy
responden basicamente de la misma manera cada vez que se repite una infeccion.

Los componentes de la inmunidad innata son los siguientes:

1. Barreras fisicas y quimicas: como los epitelios y las sustancias
antimicrobianas.

2. Células fagociticas (neutrofilos y macrofagos) y linfocitos citotdéxicos
naturales (células NK).

3. Proteinas sanguineas: como los factores del sistema del complemento y
otros mediadores de la inflamacion.

4. Citocinas: proteinas que regulan y coordinan de las actividades de las

células encargadas de la inmunidad innata.

A diferencia de la inmunidad innata hay otras respuestas inmunitarias que son
estimuladas por la exposicion a los microorganismos infecciosos, cuya magnitud y
capacidad defensiva crece con cada exposiciOn sucesiva a un microorganismo
concreto. Dado que esta forma de inmunidad aparece como respuesta a una
infeccion y se adapta a ella, recibe el nombre de inmunidad adaptativa. Sus
caracteristicas definitorias son una exquisita especificidad frente a diversas
moléculas y la propiedad de “recordar” las exposiciones repetidas al mismo
microorganismo para responder con mayor energia. El sistema inmunitario
adaptativo tiene la capacidad de reconocer una gran cantidad de sustancias
microbianas y no microbianas y de reaccionar frente a ellas. Ademas, posee la
caracteristica de distinguir entre los distintos microorganismos y moléculas, incluso

las mas afines entre si. Asi mismo, a veces se le adjudica el nombre de inmunidad
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adquirida para acentuar que las potentes respuestas protectoras se “adquieren”
por la experiencia. Las sustancias ajenas que suscitan una respuesta inmune
especifica o que constituyen el blanco de tales repuestas son los antigenos o

inmunégenos. *

Los antigenos deben de contar con algunas caracteristicas propias para poder
establecer una adecuada respuesta inmune, tales como la inmunogenicidad y la

antigenicidad.

La inmunogenicidad, es la capacidad para inducir una respuesta inmunitaria
humoral o mediada por células. Por otro lado la antigenicidad es la capacidad para
combinarse de forma especifica con los productos finales ya sean anticuerpos

especificos o receptores de superficie celular.

Gran parte de la capacidad inmunogénica de un antigeno esta dada por las

siguientes 4 propiedades:

* Alteridad

Tamafio molecular

Composicion y complejidad quimica

Capacidad para procesarse y presentarse con una molécula del Complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) en la superficie de una célula

presentadora de antigeno. *°

Alteridad es la capacidad para identificar una molécula como ajena, acompafada

de la tolerancia a lo propio es decir la ausencia de respuesta especifica a los
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antigenos propios. Gran parte de la capacidad para tolerar antigenos propios
surge durante el desarrollo de los linfocitos, en el transcurso del cual se exponen
linfocitos inmaduros a componentes propios. Los antigenos que no fueron
expuestos a los linfocitos inmaduros durante este periodo critico pueden ser
reconocidos posteriormente como ajenos por el sistema inmune cuando se
introduce un antigeno en un organismo, su grado de inmunogenicidad dependera

de su grado de alteridad.

El tamafio molecular esta correlacionado al grado de inmunogenicidad que
presente, esto es, los inmundégenos mas activos poseen casi siempre una masa
molecular de 100 000 Daltones (Da) o mas. Por lo general las sustancias entre

5000 a 10 000 Da son malos inmundgenos.

El tamafio y la alteridad por si mismos no son suficientes para que una molécula
sea inmunogena, se requiere otra propiedad que es la complejidad y
composicion del antigeno. Es decir los polimeros compuestos de un aminoacido
0 un azucar simple carecen de inmunogenicidad sin importar cual sea su tamafo,
sin embargo un polimero compuesto de diferentes aminoacidos y azlcares tiende

a ser mucho mas inmundgeno.

Cuando los antigenos son complejos o de estructura muy grande los linfocitos T y
B no los reconocen por completo, en cambio reconocen fragmentos muy
pequefios denominados determinantes antigénicos o0 epitopos. Estos son

regiones inmunologicamente activas dentro del antigeno. *°
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Existen dos tipos de inmunidad adaptativa, llamadas inmunidad humoral e

inmunidad celular?®.

La inmunidad humoral cuenta con unas moléculas presentes en la sangre y en las
secreciones mucosas, que reciben el nombre de anticuerpos producidos por los
linfocitos B, asi mismo, es el principal mecanismo de defensa contra

microorganismos extracelulares y sus toxinas.

La inmunidad celular estda a cargo de los linfocitos T. Los microorganismos
intracelulares como virus y algunas bacterias, sobreviven y proliferan en el interior
de los fagocitos y de otras células del huésped donde los anticuerpos circulantes
no lo tienen a su alcance. La defensa contra estas infecciones es fomentar la
destruccion de los microorganismos residentes en los fagocitos y la eliminacion de

las células infectadas.

Existe la posibilidad de generar una inmunidad protectora frente a un
microorganismo cuando el huésped ofrece la respuesta correspondiente contra él
o por la transferencia de anticuerpos. La inmunidad que se despierta por la

exposicién a un antigeno extrafio se denomina inmunidad activa.

Una persona también puede adquirir la inmunidad mediante el paso del suero de
otra persona dotada de una inmunidad especifica. El individuo receptor de esta
transferencia se vuelve inmune al antigeno especifico. Esta inmunidad recibe el

nombre de inmunidad pasiva.

28




3.1 Reconocimiento de Antigeno.

Una vez que el antigeno evade la inmunidad innata, el sistema inmune adaptativo

pone en funcidn tres mecanismos para eliminarlo:

1. Los anticuerpos segregados se unen a los microorganismos
extracelulares, bloquean su capacidad para infectar las células del huésped
y favorecen su ingestion por los fagocitos y su destruccion.

2. Una vez fagocitado el antigeno, los destruyen y los linfocitos T
cooperadores fomentan sus capacidades microbicidas.

3. Los linfocitos T citotoxicos destruyen células infectadas que se encuentran

fuera del alcance de los anticuerpos.

Existen mecanismos especiales para captar los microorganismos y a Su vez
concentrarlos en el lugar correcto para exponer sus antigenos a los linfocitos

especificos.

Las células encargadas de éste trabajo son las células presentadoras de
antigeno (CPA). Las células dendriticas son las CPA que muestran los péptidos
a los linfocitos T CD4 y CD8 virgenes y ponen en marcha la respuesta inmune
adaptativa contra los antigenos proteinicos. Las células que se encuentran en los
epitelios y los tejidos conjuntivos fagocitan los microorganismos, digieren sus
proteinas en péptidos y los expresan en su superficie unidos a las moléculas del
MHC, que estan especializadas en la presentaciéon de péptidos. Las células
dendriticas transportan el paquete antigénico hasta los ganglios linfaticos y fijan su

residencia en las mismas regiones ganglionares por las que constantemente
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recirculan los linfocitos T virgenes. Las células dendriticas también exhiben estos

péptidos en otros rganos linfoides como el bazo™®.

Los microorganismos integros o los antigenos que llegan a los ganglios linfaticos

y al bazo son reconocidos por linfocitos B especificos.

La activacion de los linfocitos T virgenes exige el reconocimiento de los complejos
péptido-MHC presentados por las células dendriticas. ElI reconocimiento del
antigeno suministra especificidad a la respuesta inmune y el requisito de la
coestimulacion aporta la seguridad de que los linfocitos T respondan a los

epitopos presentados y no a una sustancia inocua.

Los linfocitos B utilizan sus receptores del antigeno (BCR) para reconocer

multiples tipos de antigeno diferentes.

Después de que los linfocitos B son activados, estos proliferan y se diferencian en
células que segregan diversas clases de anticuerpos. La respuesta de los
linfocitos B a los antigenos proteinicos requiere de la llegada de unas sefales
activadoras procedentes de los linfocitos T CD4. Los linfocitos B fagocitan a los
antigenos proteicos, los degradan y exhiben sus péptidos ligados a las moléculas
del MHC para su reconocimiento por parte de los linfocitos T cooperadores que

posteriormente activan a los propios linfocitos B.

Una parte de la descendencia que procede de los clones expandidos de linfocitos
B se diferencia en células plasmaticas secretoras de anticuerpos. La escasa
frecuencia inicial de las células T y de las células B especificas al antigeno, y la

necesidad de expansion, explican el tiempo de latencia (clasicamente de 5y 10
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dias) *° requerido para alcanzar concentraciones séricas maximas de anticuerpos.
Los antigenos de origen polisacarido y lipidico, estimulan la secrecion de
anticuerpos de la clase IgM, asi mismo los de origen proteico, en virtud de los
linfocitos T cooperadores, estimulan la secrecion de anticuerpos IgG, IgA, e IgE.
Los linfocitos T cooperadores también estimulan la produccion de anticuerpos con
mayor afinidad por el antigeno. Este proceso llamado maduracion de afinidad,

mejora la calidad de la respuesta inmune humoral.

La respuesta inmune humoral combate a los antigenos de mdultiples formas: los
anticuerpos neutralizan a los microorganismos. Los anticuerpos representan el
anico mecanismo de la inmunidad adaptativa que impide una infeccién antes de
gue aparezca. Los anticuerpos IgG recubren a los microorganismos y los marcan
antes de su fagocitosis, ya que los fagocitos expresan receptores para las
regiones FC de las I1gG. La IgG y la IgM activan el sistema del complemento por la
via clasica y sus productos finales favorecen la fagocitosis y la destruccion de los
microorganismos. La IgG, en ciertas especies, pasa por transporte activo a través
de la placenta y protege al recién nacido hasta que el sistema inmune esta
maduro. Los epitelios mucosos segregan IgA, que neutraliza los antigenos en la
luz de las vias respiratorias y del tubo digestivo. La mayoria de los anticuerpos
tiene una vida media de 3 semanas. Sin embargo, algunas células plasmaticas
secretoras de anticuerpos emigran hacia la médula 6sea y viven durante afios sin
dejar de producir anticuerpos en concentraciones bajas. Los anticuerpos
segregados por estas células de memoria proporcionan una proteccion inmediata

cada vez que el organismo es infectado por algin antigeno®®.
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Las células de memoria activadas por el microorganismo aportan una proteccion
mas eficaz. La activacion inicial de los linfocitos genera unas células de memoria
longeva, capaces de sobrevivir durante afios después de la infeccién. Estas
células son mas eficaces que los linfocitos virgenes en el combate contra los
microorganismos porque representan una reserva amplia de linfocitos especificos
frente a un antigeno y responden contra €l con mayor rapidez y eficacia que las

células indiferenciadas.

3.2 Vacunas.

Las vacunas son preparados antigénicos que una vez dentro del organismo,
provoca la proliferacion de anticuerpos y con ellos desencadena una respuesta

ante antigenos patégenos.

Las vacunas son, sin duda, la herramienta mas valiosa que la inmunologia ha
generado. Gracias a ella enfermedades que histéricamente aquejaban a la
humanidad han sido erradicadas o estan en vias de serlo como por ejemplo la

viruela, sarampion, la rubéola etc. %°

3.2.1 Caracteristicas generales de las vacunas.

En general, las vacunas funcionan estimulando la respuesta inmunitaria del
individuo sin que éste sufra la enfermedad o ponga en riesgo su vida. Una vacuna

ideal seria aquella capaz de conferir un grado de inmunidad comparable al
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provocado por la infeccion natural. Como en realidad esto no ocurre, las vacunas

deben aplicarse mas de una vez, como refuerzos.

Aungue el objetivo primordial de la vacunacién es prevenir la infeccion, existe el
caso de la vacuna terapéutica contra el virus del papiloma humano (ONCOVAC®)
la cual se administra después de la infeccion. Dada la probada eficacia de esta
vacuna, cada vez hay mas interés en el desarrollo de las llamadas vacunas
terapéuticas que si bien aun no estdn orientadas especificamente a tratar
infecciones, si se plantean la idea de poder usarlas en tratamientos contra

moléculas mas pequefias como en el caso de la vacuna M-TT.

Ademas, las vacunas no solo son utiles para evitar las enfermedades infecciosas.
En los dltimos afios se han desarrollado vacunas experimentales contra ciertos
tipos de cancer, vacunas para el control natal y en el caso de la presente tesis las

vacunas para el auxilio de adicciones.

3.2.2 Tipos de vacunas.

Las primeras vacunas se desarrollaron con los microorganismos completos
(inactivados o0 atenuados) o con sus productos de secrecion (toxinas). Estas
vacunas que aun se siguen empleando, se describen como “vacunas de primera
generacion”. Con el conocimiento de que los agentes patdgenos son en realidad
entidades constituidas por una gran diversidad de antigenos, la mayoria de los
cuales son irrelevantes como inductores de inmunidad al mismo tiempo que

pueden comportarse como toxinas en el organismo huésped, muchos
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investigadores se han dado a la tarea de buscar aquellos antigenos
verdaderamente responsables de la proteccion. Los antigenos identificados como
protectores se aislan, se purifican, se secuencian y se reproducen por sintesis
quimica para usarse como antigenos sintéticos, o sus genes se identifican y se
clonan para obtenerlos como antigenos recombinantes (vacunas de segunda

generacion) %.

Desafortunadamente, la mayoria de los antigenos sintéticos y recombinantes son
poco inmunogénicos y esto hace necesario el uso de adyuvantes, lo que dificulta
su empleo. Los inconvenientes de toxicidad, baja inmunogenicidad, baja
estabilidad y alto costo de estas vacunas, se evitan con las vacunas de ADN. Las
vacunas de ADN se preparan con los genes insertados en plasmidos o en
vectores vacunales; estas vacunas se describen como “vacunas de tercera

generacion”.

Para efectos de esta tesis solo se describiran las vacunas con toxoide y las

vacunas conjugadas.

3.2.2.1 Vacunas con toxoide.

Para aquellas enfermedades causadas por las toxinas de los microorganismos, los
toxoides son el inmunogeno de eleccidn. Los toxoides se preparan tratando las
toxinas con formaldehido; de esta manera las toxinas pierden su actividad toxica
pero conservan su actividad inmunizante. Los toxoides tetanico y diftérico son dos

ejemplos exitosos de este tipo de vacunas.
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3.2.2.2 Vacunas conjugadas.

Se denomina vacuna conjugada a aquella vacuna cuyo antigeno (por ejemplo un
polisacarido) esta acoplado covalentemente a una proteina acarreadora como
toxoide tetanico o difetérico, que aporta péptidos antigénicos para estimular una
respuesta de linfocitos T CD4. Tras la vacunacion, los linfocitos T que reaccionan
a la proteina acarreadora pueden entonces estimular linfocitos B especificos de

polisacéarido para que produzcan anticuerpos?.

4. Adyuvantes.

Como ya se habia mencionado anteriormente la mayoria de los antigenos
sintéticos y recombianantes son poco inmunogénicos, por lo tanto un prerrequisito
para una buena respuesta inmune es un estado de inflamacion. Para ser eficaz, la
vacunacion debe crear un estado de inflamacion en el sitio del cuerpo en que se
inyectan los antigenos. En general, la inmunizacion con antigenos proteinicos
purificados lleva a una respuesta inmunitaria débil. Aunque estas proteinas son
antigenos genuinos en el sentido de que en principio pueden ser reconocidos, no
son inmundgenos; es decir, no pueden estimular una respuesta inmunitaria eficaz
por si solos. La respuesta a tales antigenos puede fomentarse por medio de
sustancias que inducen inflamacién por mecanismos dependientes de antigeno.

Tales sustancias se denominan adyuvantes. %
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Los adyuvantes son compuestos que pueden aumentar y/o modular la
inmunogenicidad intrinseca de un antigeno y provocar una mayor respuesta
inmune de larga duracion. Durante los dltimos 80 afios los
adyuvantes se han utilizado en estudios experimentales, pero debido a varias
deficiencias de la mayoria de estos compuestos, los adyuvantes de aluminio son

los que se usan en la clinica. %

Debido a que los adyuvantes que contienen aluminio son los Unicos aprobados
para el uso humano, se ha dedicado una enorme cantidad de estudios para poder
determinar y esclarecer su mecanismo de accion, a pesar de esto no se ha
determinado el mecanismo exacto por el cual establecen y potencian el efecto
inmunogénico de las vacunas. Sin embargo se ha llegado a la conclusion de que

los siguientes puntos intervienen en su mecanismo de accion: %

Formacion de un depasito con el antigeno en el tejido o sitio de inoculacion,
para prolongar su presentacion.

Facilita la presentacion y estimulaciéon de las células presentadoras de
antigeno

Activacion del complemento y estimulacion de macréfagos y linfocitos

Ademas del hidroxido de aluminio, actualmente se ha creado un compendio que
muestra ejemplos de mas de 75 adyuvantes disponibles al cual se puede tener

acceso via electrénica®.
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5. Tolerancia inmunolégica

La tolerancia inmunolégica se define como la falta de respuesta frente a un
antigeno inducido por la exposicién previa a este antigeno. Cuando los linfocitos
especificos entran en contacto en el antigeno, los linfocitos se pueden activar,
produciendo respuesta inmunitarias, o se pueden inactivar o eliminar, dando lugar
a tolerancia. Diferentes formas del mismo antigeno pueden inducir una respuesta
inmunitaria o tolerancia. Los antigenos que inducen tolerancia se denominan
toler6genos, o antigenos tolerégenos, para distinguirlos de los inmunégenos, que
generan inmunidad. Un Unico antigeno puede ser inmundgeno o tolerégeno
dependiendo de cémo es reconocido por linfocitos especificos. La tolerancia a
antigenos propios, también llamada auto-tolerancia, es una propiedad fundamental

del sistema inmunitario normal*®.

La autotolerancia de las poblaciones de linfocitos T y B tiene varias caracteristicas,
y muchas de ellas también son caracteristicas de la tolerancia a antigenos

extrafos.

La tolerancia se debe al reconocimiento de los antigenos por linfocitos especificos,
los principales avances que permitieron que los inmunélogos estudiaran la
tolerancia fueron la capacidad de inducir este fendmeno en animales mediante su
exposicién a antigenos definidos en diversas condiciones, y posteriormente de
analizar las funciones de los linfocitos que habian entrado en contacto con los
antigenos tolerdgenos. Los primeros estudios de tolerancia mostraron que se

podia inducir por el reconocimiento de los antigenos durante la vida fetal o
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neonatal. Estos estudios iniciales también mostraron que el fendmeno de la
tolerancia mostraba una de las principales caracteristicas de los linfocitos, como

es la especificidad por los antigenos.

Se puede inducir autotolerancia en linfocitos autorreactivos inmaduros en los
organos linfaticos generadores llamada tolerancia central, o en lo linfocitos
maduros de las localizaciones periféricas llamada tolerancia periférica, esto ocurre

tanto en linfocitos T como en linfocitos BZ®.

La tolerancia central se produce porque durante su maduracion en los organos
linfaticos generadores, todos los linfocitos pasan por una fase en el que el

contacto con el antigeno da lugar a la muerte celular.

La tolerancia periférica se produce cuando los linfocitos maduros que reconocen
los antigenos propios se hacen incapaces de responder a esos antigenos, o
pierden su viabilidad y se convierten en linfocitos de vida corta, o se les induce

para que mueran mediante apoptosis.

Estudios con diversos modelos experimentales han demostrado que muchas
caracteristicas de los antigenos proteinicos determinan si estos antigenos

induciran la activacion de los linfocitos T o la tolerancia.

En el siguiente cuadro se mencionan algunos factores que determinan la

inmunogenicidad o la tolerancia de los antigenos proteinicos.
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Factores que
Factores que favorecen la
Factor favorecen la

respuesta inmune

tolerancia

Dosis 6ptimas varian para diferentes
Cantidad Dosis elevadas
antigenos

Duracién corta (eliminados por la
Persistencia Prolongada
respuesta inmune)

Intravenosa, oral;

Via de entrada; Subcutéanea, intradérmica; ausencia presencia en los
localizacién en los érganos generadores organos
generadores

Antigenos sin
Presencia de Antigenos con adyuvantes: estimulan adyuvantes: No
adyuvantes a los linfocitos T cooperadores inmundgenos o

tolerogenos

Propiedades de las Concentraciones
células Concentraciones elevadas de bajas de

presentadoras de coestimuladores coestimuladores y
antigenos Citocinas

Cuadro 1.- Factores que determinan la inmunogenicidad o la tolerancia de los antigenos

proteinicos.
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I. Antecedentes

Hace aproximadamente 30 afios un grupo de investigadores encabezados por
Bonese y cols. ?°, mostraron la posibilidad de efectuar un proceso de vacunacion
activa enfocado al tratamiento de la adiccibn a la heroina. Los resultados
mostraron que la accién farmacolégica de éste opioide fue selectivamente
bloqueada después de haber sido administrado un derivado inmunogénico de este
enervante, el conjugado de la morfina-6-hemisuccinil-BSA (M-6-H-BSA) a un
grupo de monos Rhesus, los cuales con anterioridad fueron entrenados para la
autoadministracion de la heroina. Posteriormente en el 2009 el Dr. Anton y cols.
publican un articulo de investigacién en el cual proponen la validacién a nivel pre-
clinico de un nuevo modelo estructural para la vacuna anti-heroina disefiada para

uso clinico en seres humanos.

1. Vacuna M-TT, disefo y funcionalidad

En un inicio el grupo el Dr. Anton y cols, trabajaron en el disefio y sintesis de un
nuevo modelo de vacuna anti-morfina compuesta por un conjugado inmunogénico
ideal para uso humano. Para explicar el disefio de la vacuna M-TT es necesario
mencionar sus componentes principales: molécula de morfina (M), un brazo
espaciador, una proteina acarreadora que en este caso es el Toxoide Tetanico

(TT) e hidréxido de aluminio como adyuvante. Esta vacuna ha demostrado que es
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capaz de generar una respuesta inmunologica lo suficientemente robusta como

para sostener titulos de anticuerpos altos por la via de vacunacién activa °.

En la vacuna M-TT, con la ayuda de un brazo espaciador de una longitud
aproximada de 20.15 amstrongs la molécula de morfina es haptenizada
covalentemente a los grupos €-amino que quedan libres de la cadena de residuos
de lisina del Toxoide Tetanico, que es una proteina acarreadora altamente

inmunogénica aprobada por la FDA para uso humano?’.

El brazo espaciador esta formado por una cadena alifatica de atomos de carbono
de baja complejidad estructural, lo cual reduce su papel como un determinante
antigénico cuando la morfina haptenizada a él es expuesta a las células del

sistema inmune®.

La importancia del brazo espaciador radica en dos caracteristicas, en primer lugar
su longitud, la cual es del doble de tamafio del que cominmente se utiliza en otros
conjugados de morfina-6-hemisuccinil-BSA haciéndola aun mas estable y en
segundo lugar la manera en que este es colocado entre la proteina acarreadora y
la molécula de morfina, ya que separa lo suficientemente entre si a estas dos
estructuras y las orienta de forma tal en el espacio que al final, el brazo
espaciador es el que ayuda a que el conjugado de la vacuna de M-TT sea

altamente inmunogénica %°.
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1.1 Inmunogenicidad de la vacuna M-TT

Se sabe de antemano que la vacuna M-TT es capaz de generar una respuesta
inmunoldgica lo suficientemente robusta como para generar titulos de anticuerpos
bastante altos después de una cuarta revacunacibn en los animales
experimentales que han sido expuestos a esquemas de inmunizacién usando
dicho conjugado inmunogénico. No obstante se observd que la vacuna M-TT no
s6lo es capaz de generar una respuesta inmune robusta, sino que también los
titulos de anticuerpos obtenidos fueron mayores que los que habian sido
reportados con anterioridad en estudios de inmunogenicidad para otras vacunas
antidrogas probadas en ratas, siendo casi de un orden de magnitud mayor que los

mejores titulos obtenidos en estudios de vacunas administradas en humanos.

Por su naturaleza fisicoquimica, la morfina es una sustancia pobremente
inmunogénica por si sola, es por eso que se argumenta que los altos titulos de
anticuerpos obtenidos al administrar dicha vacuna son obtenidos gracias al alto
poder inmunogénico que posee el toxoide tetanico, el cual es la proteina
acarreadora usada en la sintesis de la vacuna M-TT, asi también la naturaleza
guimica y la longitud del brazo espaciador le confiere a la morfina haptenizada la
suficiente libertad espacial dentro del conjugado para volverse una vacuna

altamente inmunogénica y antigénica®.
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1.2 Efectos terapéuticos de la vacuna M-TT

Para poder analizar los efectos terapéuticos de la vacuna M-TT es necesario
mencionar las novedosas ventajas que ofrece en comparacion con otras vacunas
similares, incluida la formulada por Bonese y cols; la M-6-H BSA.%

Una ventaja estructural es el uso del toxoide tetanico como proteina acarreadora,
que a su vez nos ofrece dos caracteristicas importantes. La primera caracteristica
es, como ya se habia mencionado con anterioridad en la presente tesis, es la alta
capacidad inmunogénica que presenta esta proteina y, la segunda es que el uso
del toxoide tetanico esta permitido y regulado por la FDA.

La segunda ventaja estructural de la vacuna M-TT es la presencia de una cadena
alifatica de residuos de atomos de carbono que funciona como brazo espaciador,
el cual es lo suficientemente larga para separar y al mismo tiempo unir en forma
covalente la morfina a la proteina acarreadora usando dos puentes de amida que
son bastante estables.

Los anticuerpos generados después de la inmunizacion con la vacuna M-TT no
atraviesan la barrera hematoencefalica, en consecuencia se esperaria que los
efectos de estos anticuerpos no fueran de naturaleza psicoactiva, es decir que los
anticuerpos generados tras la inmunizacién con esta vacuna necesitan neutralizar
la molécula de morfina antes de que atraviese la barrera hematoencefélica. Con
base en lo anterior podemos mencionar que el uso de dicha vacuna puede
coadyuvar en esquemas terapéuticos establecidos para el tratamiento de
adicciones de morfina y heroina en donde se usan farmacos como la metadona, el

levo-a-acetilmetadiol (LAA) o la buprenorfina.
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Es asi como el uso de la vacuna M-TT en combinaciéon con otras terapias
integrales que existen hoy en dia, resulta una excelente alternativa para ayudar a
controlar el problema de adiccidn a estos dos potentes opiaceos, y a su vez ser
atil para reducir la duracion del uso de los sustitutos adictivos, donde se ha
observado que desarrollan efectos secundarios nocivos cuando se administran en
largos periodos de tiempo, lo que influye directamente en el abandono de este tipo
de tratamientos y como consecuencia, a la recaida en el consumo de estos dos
opiaceos.

Cabe mencionar que, aunque recientes estudios sugieren que la vacuna M-TT
representa un atractivo candidato para ser usado en pruebas clinicas de fase |
para evaluar su seguridad e inmunogenicidad como posible medicamento contra la
adiccion a la heroina y/o morfina, se deberian de realizar estudios adicionales
dirigidos a evaluar los posibles efectos toxicos que dicha vacuna pudiera llegar a
tener en otras especies de animales experimentales, como por ejemplo conejos o
primates. Sin embargo, se deberia implementar un programa de ensayos clinicos
con el fin de evaluar la eficacia y la seguridad de la vacuna de M-TT en pacientes

que voluntariamente desearan ser expuestos a estos tipos de pruebas. °
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[l Planteamiento del problema vy justificaciéon

Se ha reportado anteriormente (Anton y cols. 2009) que la aplicacion de la vacuna
denominada M-TT genera altos titulos de anticuerpos en roedores sometidos a
programas de vacunacion compuestos por cinco-seis reinmunizaciones
separadas cada una de ellas por 14 dias. Por otro lado se ha sugerido que el
sistema de produccién de anticuerpos requiere de tiempos prolongados para
poder generar cantidades significativas de anticuerpos. De tal forma que seria
importante determinar el tiempo adecuado entre cada re-inmunizacion para
generar los titulos de anticuerpos mas altos, con el fin de proponer el uso del

programa de vacunacion activa en protocolos clinicos.
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V. Hipotesis

La aplicacion de 100 mg de la vacuna M-TT por via subcutanea en los 3 grupos
de ratones BALB/c en intervalos de tiempo de 7,15 y 30 dias respectivamente,
generaran titulos de anticuerpos maximos de entre 1:60,000 y 1:100,000,

determinados por la prueba ELISA indirecta.
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V.

Objetivo

El objetivo del siguiente trabajo es determinar el periodo entre cada re-

inmunizacion con la vacuna M-TT que genere los titulos de anticuerpo mas altos.
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VI. Materiales y Métodos

En el Laboratorio de Neurobiologia Molecular y Neuroquimica del Instituto de
Psiquiatria Ramon de la Fuente se llevo a cabo, por parte del grupo de quimicos
organicos del laboratorio, la sintesis de un lote de vacuna M-TT liofilizada, y fue

conservada a 4°C %°.

Animales

Para llevar a cabo este proyecto de investigacion fue necesario el uso de animales
de experimentacion. Se utilizaron ratones machos de la cepa BALB/c con un peso
inicial de entre 15g y 18g. Los ratones se colocaron en 3 grupos de ocho
individuos divididos en 2 cajas, cada una con cuatro sujetos experimentales. Las
cajas son de acrilico trasparente (57 cm X 35 cm X 20 cm) y se mantuvieron en
un cuarto con temperatura controlada (21 + 2°C), 40 a 50% de humedad bajo un
ciclo luz-oscuridad 12:12. Los animales tuvieron acceso continuo a alimento y
agua excepto durante las sesiones experimentales. Todos los experimentos se
realizaron durante la fase de luz del ciclo luz-oscuridad (entre las 9:00 AM y las

6:00 PM).
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A. Justificacion y planteamiento de los diferentes tiempos de

reinmunizacion de la vacuna M-TT.

Con la finalidad cumplir el objetivo de la presente tesis, se procedi6 a desarrollar 3
diversos esquemas de vacunacion usando la vacuna M-TT, cada uno de los
cuales tiene diferente tiempo de re-inmunizacion; 7 dias, 15 dias y 30 dias

respectivamente.

Disefio experimental

Para poder iniciar el estudio la vacuna M-TT liofilizada fue sintetizada por el grupo
de quimicos organicos del laboratorio de neurobiologia Molecular y Neuroquimica
de las adicciones del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramon de la Fuente
Mufiz” y, posteriormente, fue reconstituida con 1ml de agua inyectable con la

finalidad de obtener 10 dosis de 0.1ml de vacuna M-TT.

La vacuna fue inoculada por via subcutdnea en la regién inguinal del ratén. La
dosis utilizada de la vacuna M-TT es de 100ug por ratén inoculando asi 0.1ml de

vacuna liofilizada °.

Como ya se habia mencionado anteriormente se utilizaron 24 ratones macho de la
cepa BALB/c. Estos ratones fueron divididos en 3 grupos experimentales (n=8) y

cada grupo recibié un esquema de vacunacion distinto, teniendo como variante el
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tiempo entre cada re-inmunizacion. De tal forma los grupos experimentales

guedan de la siguiente manera:

e Grupo 1: M-TT 7 dias

e Grupo 2: M-TT 15 dias

e Grupo 3: M-TT 30 dias

Cabe sefialar que antes de la primera inmunizacion de cada grupo se obtuvo una

muestra sanguinea denominada muestra preinmune. Esta muestra tiene como

finalidad funcionar como “control” de las re-inmunizaciones posteriores.

Gpo 7 Dias Gpo 15 Dias Gpo 30 dias
Preinmune 12 de abril 05 de abril 05 de abril
ler muestra 19 de abril 19 de abril 03 de Mayo
2da muestra 26 de abril 03 de Mayo 31 de Mayo
3ra muestra 03 de Mayo 17 de Mayo 28 de Junio
4ta muestra 10 de Mayo 31 de Mayo 26 de Julio
5ta muestra 17 de Mayo 14 de Junio 25 de agosto

Cuadro 2.- Esquema de vacunacion de los tres grupos experimentales

La muestra sanguinea es obtenida por la vena caudal del ratén, haciendo una

incision en la punta de la cola, obteniendo aproximadamente 250ul de sangre.




Posterior a cada toma de muestra, la sangre fue centrifugada a 4000 RPM durante
5 minutos, con la finalidad de separar el suero del coagulo sanguineo. Los sueros

fueron identificados y conservados en congelacion a -20°C.

B. Monitoreo de la respuesta inmune humoral contra morfina/heroina:
Determinacion de titulos de anticuerpos en sueros de ratones de la cepa
BALB/c, inmunizados contra morfina/heroina, por ensayos de ELISA por

captura de anticuerpo.

Una vez obtenidos los sueros de cada una de las inmunizaciones, se llevo a cabo
su analisis mediante ensayos de ELISA indirecta para determinar el potencial

inmunogénico de cada re-inmunizacion.

Por ultimo, una vez que se hubieron realizado los ensayos de ELISA, las placas de
96 pozos en donde se realizaron dichos ensayos, se llevaron al lector de placas de
ELISA, donde se leyeron a una longitud de onda de 490 nm con el fin de
determinar las densidades 6pticas correspondientes a cada una de estas placas, y
asi obtener los datos que se usaron en la elaboracion de los graficos para
determinar el titulo de anticuerpos (Abs) de cada una de las muestras
experimentales, por medio de programas computacionales como MICROSOFT

Exceley ORIGINe.
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Con la elaboracion de dichos graficos y la posterior obtencidon del titulo de Abs
correspondiente a cada muestra obtenida, se monitore6 la capacidad
inmunogénica de cada re-inmunizacion con la vacuna M-TT que se estudiaron

durante la realizacién de este protocolo experimental.

C. Protocolo general para realizar el ensayo de ELISA indirecta *°.

1) Para poder realizar los ensayos ELISA es necesario preparar una solucion de
fosfatos (PBS) y una solucion de fosfatos con gelatina de teledsteo y Tween

20 (PBS-GT)

Las cantidades de reactivos a utilizar para preparar un volumen de 1.0 L de
solucion PBS son:

v' Fosfato monobasico de sodio (NaH2P04)= 3.1g

v' Fosfato dibasico de sodio (Na2zHPO4)=10.9 g

v" Cloruro de sodio (NaCl)=9.0 g
Para la realizacion de 1.0L la solucion PBS-GT se utilizaron las mismas
cantidades de reactivos y solo se le adiciona gelatina de teleésteo y Tween 20

a razon de las siguientes cantidades:

v Gelatina de teledsteo= 10ml

v" Tween 20= 3ml
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3) Se hace el ajuste de pH 8 a la solucion PBS con el uso del potenciometro,
agregando NaOH (10M) asegurandose de que el potencibmetro esté debidamente

calibrado y limpio antes de su uso.

4) Se agrega 1 ug de fase solida (BSA-Mor) / pozo. Entonces para 100 pozos se

necesitan 100 ug de fase sélida.

5) Tratamiento de la solucién de fase solida previo a su correspondiente uso:

e Esperar a que el tubo que contiene a la solucién de fase soélida BSA-Mor. Se
descongele y alcance la temperatura ambiente.

e Una vez que la solucion de fase sélida BSA-Mor ha alcanzado la temperatura
ambiente, se lleva a un bafio maria a 40°C y se deja en agitacion moderada
por un lapso de 15 a 30 min.

e Todo esto, con el fin de asegurar que la fase sélida BSA-Mor se encuentre
perfectamente en solucion, y evitar la formacion de grumos y agregados dentro

del mismo tubo contenedor.

6) Se aplica 100 pL/ pozo de solucion de PBS 0.1 M, pH= 8.0/Fase sdlida.
7) Se adiciona el volumen requerido de solucion de fase solida BSA-Mor a 10.0

mL de solucion PBS 0.1 M pH= 8.0.

8) Se adiciona a la placa de ELISA 100 uL de solucién PBS 0.1 M pH= 8.0 + BSA-

Mor por pozo con la ayuda de una pipeta multicanal.
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9) Se cubre la placa con parafilm y dejar incubando en refrigeracion a 4° C por

toda la noche (ON).

10) Al dia siguiente a la incubacion, se lava la placa de ensayo 5 veces con buffer

PBS-GT de ELISA.

11) El 5to lavado se deja en la placa de ELISA, se recubren las placas con
parafilm y se dejan incubar a temperatura ambiente y en agitacion para facilitar la

fase de bloqueo de los sitios no activados con el PBS-GT por 60 min.

12) Preparacion del tren de dilucion.
- Suero preinmune (Spl). Se hace una dilucién décuple seriada iniciando con una
dilucion 1:100.- y terminando con un 1:10,000 en un volumen final de 500 yL con

PBS-GT.

13) Al término del bloqueo de los sitios no activados, se retira el exceso de PBS-
GT y se aplican 100 pL de cada dilucién de antisueros (tren de dilucién) por

duplicado en la placa de ELISA.

14) Al término de la adicién de las diluciones de antisueros se cubre cada placa

con parafilm y se lleva a refrigeracién a 4 °C (ON).

15) Al dia siguiente se lavan las placas 5 veces con PBS-GT y se reserva el 5to

lavado.

16) Se preparan los 2° Ab anti-raton (ANTI-MOUSE IgG [whole molecule]

Peroxidase Conjugate, Marca SIGMA. CAT. No.: A4416, LOT: 067 K6004).
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En 10 mL de Buffer de ELISA frio se adicionan 2 pL de 2° Ab anti-raton.

17) Con una pipeta multicanal se aplican 10 mL de dilucién 1:5000 del 2° Ab, a

temperatura ambiente y se agita por 2 horas continuas.

18) Preparacion del buffer para ortofenildiamina (SIGMAFAST™ OPD), se coloca

una tableta de dicho buffer en 20 mL de agua grado Milli-Q y se agita en el vortéx.

19) Al término de la incubacién se lava cada placa 5 veces con PBS-GT para

quitar residuos de la solucion del 2° Ab anti-ratén.

20) Se adiciona 1 tableta de OPD al buffer y agitar con vortéx.

21) En condiciones de semioscuridad se aplica con una pipeta multicanal a cada

placa 100 uL de solucién de OPD y se cubre la placa con papel aluminio.

23) Se toman lecturas de las absorbancias a 490 nm por encima de los pozos a
los 20 y 60 min de haber aplicado la solucion de OPD y posteriormente se
realizan las debidas graficas con los valores de las absorbancias obtenidas, para

determinar el valor aproximado del titulo de Abs, de cada una de las muestras.
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VIl. Resultados

Una vez terminado el esquema de vacunacion y con la ayuda de las graficas de
absorbancias obtenidas por medio de ensayos ELISA, se determind el titulo de
anticuerpos de cada grupo por medio del programa ORIGIN ®, mismos que

fueron graficados para su facil analisis.

La siguiente figura es solo un ejemplo de todas las absorbancias obtenidas de
cada sangrado de cada grupo. Es importante resaltar que solo ilustra la manera
en que las absorbancias son graficadas y para efectos de éstas se tomé como

referencia el segundo sangrado del grupo de 7 dias.

Absorbancias,2do sangrado, vac M-TT, 7 dias

0.8

=$=Ratal

={—Rata2

==fr=Rata3
=>é=Ratad

==ie=Rata5
=@-Ratab
Rata7

Absorbancias

Rata8

100 1000 10000 100000 1000000
Inverso de la dilucion

Figura 5.- Ejemplo de gréafica de absorbancias
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Descripcion de las graficas.

A continuaciéon se muestran las gréficas de los titulos de anticuerpos obtenidos
para cada grupo de investigacion después de su analisis en el programa ORIGIN

®:

Promedio de los titulos de anticuerpos, 7 dias

60000

50000

40000

30000

20000

10000

0 =

ler sangrado 2do sangrado 3ersangrado 4to sangrado 5to sangrado

Figura 6.- Grafica que ilustra el promedio de titulo de anticuerpos de cada muestra sanguinea en el

grupo de 7 dias.
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Promedio de los titulos de anticuerpos, 14 dias
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Figura 7.- Gréafica que ilustra el promedio de titulo de anticuerpos de cada muestra sanguinea en el

grupo de 14 dias.

En las graficas de barras que se establecen en las figuras 6 y 7 se puede analizar
que en el primero, segundo y tercer sangrado el titulo de anticuerpos es muy bajo
comparativamente con el sangrado que mayor titulo registrd, que en ambos casos
es el quinto sangrado, mientras que a partir del cuarto sangrado la respuesta
inmunologica parece haber sido activada de manera mas eficiente y en

consecuencia se ha establecido la respuesta inmune.
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Promedio de los titulos de anticuerpos, 30 dias
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Figura 8.- Grafica que ilustra el promedio de titulo de anticuerpos de cada muestra sanguinea en el

grupo de 30 dias.

En la figura 8 la grafica de barras a diferencia de las anteriores demuestra que la
respuesta inmune se empieza a establecer a partir del segundo sangrado
comparativamente con el sangrado que mayor titulo de anticuerpo obtuvo, que en
este caso es el 5to sangrado. Para constatar estas comparaciones se realizaron

pruebas estadisticas que mas adelante se mencionaran.

Andlisis estadistico de los resultados por medio de programas

computacionales.

Después de revisar los titulos de anticuerpos es necesario realizar el analisis

estadistico ANOVA de una via con ayuda de un programa computacional llamado
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STATISTICS® version 3.1

Con la finalidad de facilitar el procedimiento y manejo de los datos que se
ingresaron al programa computacional para realizar las pruebas estadisticas, se
decidié tomar en cuenta los siguientes criterios en los cuales se baso todo el

analisis estadistico de los resultados.

I. Criterio para determinar el grado de estabilidad inmunogénica de cada uno de
los grupos de tiempo respuesta: “Que no haya diferencias significativas entre

dos titulaciones consecutivas.”

II. Criterio para determinar el valor maximo de titulo de Abs generado por cada
grupo de tiempo respuesta: “El valor maximo de titulo de Abs, seréa aquél valor
promedio de titulo de Abs significativamente mas alto, independientemente

del nimero de inmunizacion al cual se logre”

Con base en los criterios anteriores, podemos inferir que el mejor grupo
experimental para la vacuna M-TT, sera aquel que genere los titulos mas altos de
Abs y que en las dos ultimas inmunizaciones el coeficiente de variacion no sea
mayor al 5%.

En cuanto al tipo de pruebas estadisticas, se realizd6 una ANOVA de 1 VIA para
hacer las comparaciones entre los titulos promedio del primero al quinto sangrado

de cada uno de los grupos experimentales. Para poder comparar entre cada uno
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de los distintos grupos experimentales, se a realizd6 una ANOVA de 2 VIAS. Si la
ANOVA resulta significativa se realiz6 una prueba de Tukey, con la que se

determinaron las diferencias significativas entre los grupos.

Resultados de las pruebas estadisticas, realizadas al conjunto de resultados

obtenidos, para cada uno de los grupos experimentales.

Evaluacion de los grupos experimentales por ANOVA de una via.

Grupo 7 dias.-

La ANOVA de 1 via encontrd diferencias significativas entre los grupos (F= (6)
47.13, p>0.0001). La prueba de Tukey encontr6 que el 4to y 5to sangrado
muestra diferencias significativas con respecto al 1ro (Tukey test p>0.0001), 2do
(Tukey test p>0.0001), y 3er sangrado (Tukey test p>0.0001). Sin embargo no
reveld diferencias significativas entre el 4to y 5to sangrado (Tukey test NS p=1).
Lo cual sugiere que a partir del cuarto sangrado se establece la respuesta

inmunogénica.
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Tukey HSD test; variable D (tiempo.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests
MAIN EFFECT: A
{1} {2} {3} {4} {5}

179 955.75 4509.375| 41600.13| 47612.13
1 {1} 0.999999 0.988067| 0.000141| 0.000141
2 {2} 0.999999 0.995893| 0.000141| 0.000141
3 {3} 0.988067 0.995893 0.000141| 0.000141
4 {4} 0.000141 0.000141 0.000141 0.939616
5 {5} 0.000141 0.000141 0.000141| 0.939616

Cuadro 3.- Resultados estadisticos después de realizar la prueba de Tukey al grupo de 7 dias

Grupo 14 dias.-

Para el segundo grupo de investigacion, es decir, el grupo de 14 dias después de
realizar la prueba ANOVA de 1, se encontraron diferencias significativas entre los
grupos (F= (6) 114.95, p>0.0001). Posteriormente la prueba de Tukey encontré
gue el 4to y 5to sangrado muestra diferencias significativas con respecto al 1ro
(Tukey test p>0.0001), 2do (Tukey test p>0.0001) y 3er sangrado (Tukey test
p>0.0001). Sin embargo no reveld diferencias significativas entre el 4to y 5to
sangrado (Tukey test NS p=1). Lo cual sugiere que a partir del cuarto sangrado se

establece la respuesta inmunogénica.
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Tukey HSD test; variable F (tiempo.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests
MAIN EFFECT: A
{1} {2} {3} {4} {5}

597.375 2307 19256| 107939.8| 132862.6
1 {1} 0.999998 0.497393| 0.000141| 0.000141
2 {2} 0.999998 0.609294| 0.000141| 0.000141
3 {3} 0.497393 0.609294 0.000141| 0.000141
4 {4} 0.000141 0.000141 0.000141 0.173874
5 {5} 0.000141 0.000141 0.000141| 0.173874

Cuadro 4.- Resultados estadisticos después de realizar la prueba de Tukey al grupo de 14 dias

Grupo de 30 dias.- La ANOVA de 1 via encontré diferencias significativas entre los
grupos (F= (6) 30.48, p>0.0001). La prueba de Tukey encontré que el 4to y 5to
sangrado muestra diferencias significativas con respecto al 1ro (Tukey test
p>0.0001), 2do (Tukey test p>0.0001) y 3er sangrado (Tukey test p>0.0001). Sin
embargo no revel6 diferencias significativas entre el 4to y 5to sangrado (Tukey test
NS p=1). Lo cual sugiere que a partir del cuarto sangrado se establece la

respuesta inmunogénica.
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Tukey HSD test; variable H (tiempo.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests
MAIN EFFECT: VAR7
{1} {2} {3} {4} {5}

945 21363.63 22154.88| 38174.38| 48490.25
1 {1} 0.001008 0.000655| 0.000126| 0.000126
2 {2} 0.001008 0.99982| 0.007905| 0.000134
3 {3} 0.000655 0.99982 0.012321| 0.000141
4 {4} 0.000126 0.007905 0.012321 0.196777
5 {5} 0.000126 0.000134 0.000141| 0.196777

Cuadro 5.- Resultados estadisticos después de realizar la prueba de Tukey al grupo de 30 dias

Evaluacion de los grupos experimentales por ANOVA de 2 vias.

Una vez realizado el analisis estadistico ANOVA de una via para determinar si
estadisticamente la diferencia de los titulos de anticuerpos intra-grupos fue
significativa o no, se continlda con en andlisis estadistico inter-grupos para
determinar las diferencias estadisticas entre los sangrados de cada grupo que

obtuvieron mayor titulo de anticuerpos.

Para determinar el grupo que genera mayor titulo de anticuerpos se muestra a

continuacion una gréfica que facilita su analisis.
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Comparacion de Titulo de anticuerpos
de los 3 diferentes grupos

140000

120000

100000

80000 m 7 dias

60000 m 14 dias

40000 30 dias

20000 J
O S—

ler sangrado 2do sangrado 3er sangrado 4to sangrado 5to sangrado

Figura 9.- Gréfica de barras comparativa donde se muestran los titulos de anticuerpos de los

diferentes grupos de investigacion.

La prueba ANOVA de 2 vias reveld diferencias significativas entre los grupos
(Grupo F= (6) 184.38 p<0.001), Tiempo (Grupo F= (3) 419.25 p<0.001) y encontré
diferencias en la interaccion de estos grupos (F= Grupo X Tiempo (18) 51.43

p<0.001).

Haciendo el andlisis estadistico comparando los sangrados que obtuvieron el
mayor titulo de anticuerpos la prueba Tukey test encontré que el 5to sangrado del
grupo de 7 dias y 30 dias muestran diferencias significativas con el 5to sangrado
del grupo de 14 dias (Tukey test p>0.0001). Sin embargo, no revel6 diferencias
significativas entre el 5to sangrado del grupo de 7 dias y el 5to sangrado del grupo

de 30 dias (Tukey test NS p=1).
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VIIl. Discusion

Las adicciones a psicotropicos de origen opioide se han ido incrementando
gradualmente en los ultimos afios. Si bien en México el consumo de morfina y
heroina no rebasa el consumo de marihuana y cocaina, la necesidad de efectuar
y plantear un esquema meédico e integral de apoyo a personas adictas es

fundamental en el desarrollo actual del pais. *®

El presente estudio demuestra que los tiempos de reinmunizacion de la vacuna M-
TT son esenciales para establecer un programa optimo y eficaz de vacunacion y
asi obtener titulos de anticuerpos suficientes para contrarrestar los efectos de

estos opiaceos.

Cabe sefalar que las gréaficas registradas de los tres grupos de investigacion nos
demuestran en primera instancia una curva de forma sigmoidea, es decir que las
células encargadas de la respuesta inmune van madurando progresivamente,

seguin se va inmunizando, hasta alcanzar su pico maximo de maduracién®.

Si bien en los tres grupos de investigacion se obtuvo una curva de forma
sigmoidea, el segundo grupo, el grupo de 14 dias obtuvo el mayor titulo de
anticuerpos y esto se debe presumiblemente a que en el sistema inmunoldgico el
procesamiento del antigeno, la escasa frecuencia inicial de las células T y de las

células B especificas al antigeno, y la necesidad de su expansion llevan un tiempo
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de latencia de 10 dias promedio '® para poder alcanzar concentraciones séricas
maximas de anticuerpos, es decir las células inmunologicas en presencia del
antigeno de morfina y heroina maduran en su mayoria en intervalos de
vacunacion de 14 dias, lo cual confirma el tiempo entre cada inmunizacion que
empled Anton y cols., en su articulo publicado en el 2002 al disefar la vacuna M-
TT que fue de 14 dias alcanzando un promedio de titulos de anticuerpos similar a
los presentados en el presente trabajo.

Es importante hacer énfasis en el objetivo primordial de la vacuna M-TT, el cual es
en primera instancia actuar de manera terapéutica coadyuvando en un esquema
integral para la ayuda de personas con adiccion. En el entendido que una terapia
anti adictiva tiene tiempos muy prolongados y variados de duracién dependiendo
del grado de adiccion y de la voluntad del paciente que van desde los 6 meses
hasta 2 afios 0 mas, los tiempos entre cada reinmunizacibn toman mayor
importancia puesto que es necesario que los anticuerpos se mantengan latentes
durante toda una terapia anti adictiva para poder asi considerarse una vacuna

altamente efectiva contra morfina y heroina.
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IX. Conclusiones

Después del analisis de las graficas de titulo de anticuerpos y basados en el
analisis estadistico descrito anteriormente, se concluye que el grupo de ratones de
la cepa BALB/c inmunizado con la vacuna M-TT que generé mejor titulo de

anticuerpos fue el grupo de 14 dias.
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Prospectiva:

El panorama es promisorio para poder cumplir el objetivo de la vacuna M-TT. Asi
surgen propuestas para poder continuar avanzando con el estudio clinico de esta
vacuna. Una de ellas es que la vacuna sea probada en diferentes especies
animales como conejos o inclusive en primates no humano de la especie Macacus

Rhesus para poder validar aun mas sus resultados y extrapolarlos a los humanos.

Otra propuesta necesaria para poder continuar con las investigaciones sobre esta
vacuna es la necesidad de confirmar la especificidad de los anticuerpos
producidos por esta vacuna, lo cual se puede lograr desafiando a los ratones
previamente inmunizados contra morfina y heroina y asi asegurar la efectividad de

la misma.

Si bien el desarrollo de la vacuna M-TT es un importante avance biotecnoldgico,
existe un largo camino por recorrer y estudiar antes de que sea usado en

humanos.
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