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RESUMEN

Los compuestos opioides tienen una amplia actividad farmacolégica que
ha sido explotada por siglos, sin embargo su empleo cronico tanto terapéutico
como de abuso esta asociado a problemas de adiccion y efectos que
comprometen el estatus inmune de |os individuos. Esta problematica estimula |la
busqueda y desarrollo de compuestos opioides con actividad analgésica pero
sin las desventajas mencionadas, o bien compuestos opioides con potencial
terapéutico. Existen estudios iniciales donde se reporta que ciertos opioides no
peptidicos, con alta capacidad analgésica, y muy selectivos del tipo delta y
kappa, pueden estimular al sistema inmune.

En este trabajo se evalué el potencial inmunomodulador y antitumoral de
un grupo de compuestos opioides sintéticos del tipo mu y deita. Encontramos
que algunos de estos tienen potencial para emplearse de forma terapéutica. El
SNCB8O0 (tipo delta), con potente capacidad analgésica, no afectd la respuesta
de linfocitos y macréfagos, y presentd también propiedades antitumorales
in vitro. Mientras tanto los derivados del naltridol y la naltrexona tuvieron efectos
variados, el 9336 (tipo mu) presentd actividad que sugiere potencial como
inmunoestimulador. De los compuestos tipo mu restantes, el 9332 no solo
inhibié en forma significativa el crecimiento tumoral in vitro sino también afect6 a
células normales. Los compuestos 9333 y 9334 presentaron una actividad
menos definida y consistente, por lo que no poseen gran potencial de

desarrollo.
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1. INTRODUCCION

El descubrimiento y desarrollo de sustancias modificadoras de las
respuesta biologicas ha sido siempre de interés practico. Entre estas
sustancias se encuentran los compuestos conocidos como opioides, cuyo
ejemplo mas representativo es el opio o adormidera, conocido desde la
antiguedad por sus propiedades analgésicas y adictivas, a través del tiempo su
empleo ha evolucionado en forma importante con la sintesis de derivados con
mayor potencia farmacoldgica.

Sin embargo, si bien sus propiedades analgésicas son sumamente
apreciadas en la practica clinica, numerosos estudios han demostrado que el
uso de opioides afecta en forma significativa el estatus inmunolégico de los
individuos; esto ha llevado a concluir que el espectro de accion de estos
compuestos no se limita al sistema nervioso, sino que abarca otros como el
inmune y el endocrino. Asi, se ha descubierto que los opioides son capaces
de interactuar con el sistema inmune en forma indirecta a través del sistema
nervioso, 0 en forma directa a través de su interaccion con receptores
especificos para opioides localizados en |la membrana de las células inmunes,
linfocitos y macréfagos, y de esa forma modificar la magnitud y naturaleza de
las respuestas inmunes.

En la actualidad existe una importante problematica relacionada con
este descubrimiento y que impacta directamente en la salud publica. Los

adictos a drogas como |a heroina, un derivado de la morfina, se consideran un



grupo inmunologicamente comprometido a consecuencia de la actividad
inmunosupresora de esta droga, ademés de considerarse un grupo de alto
riesgo epidemiolégico, entre otras cosas por el uso de agujas compartidas. Esto
establece circunstancias que facilitan la transmision y adquisicién de
enfermedades infecciosas y cancer en |a poblacion.

Sin embargo existe también un aspecto prometedor en la actividad
inmunomoduladora de estos compuestos. Si bien algunos opioides son
inmunosupresores también se ha observado que otros tienen la capacidad de
producir el efecto contrario, es decir, estimulan la respuesta inmune de los
individuos. Desafortunadamente, la mayoria de estos compuestos son de
naturaleza peptidica, por lo tanto su manejo y administracién es dificil y su
produccién costosa, por ello en la actualidad se trabaja en |la obtencién de
compuestos sintéticos opioides mas afines al emplee clinico (actividad
analgésica, sin propiedades adictivas 0 inmunosupresoras). Esto ultimo
requiere de la evaluacion del efecto de estos compuestos sintéticos sobre
parametros relevantes de inmunocompetencia que nos permitan definir su
potencial inmunoterapéutico. El objetivo de este trabajo es precisamente la
evaluacion de la capacidad inmunomoduladora de una serie de opioides no
peptidicos de reciente sintesis, el cual ademas de aportar la caracterizacion de
los efectos de un grupo de estos nuevos opioides sobre las funciones de
linfocitos y macréfagos de humano y rata, busca aportar informacién util para el
disefio de futuros compuestos opioides selectivos, potentes y sin efectos

secundarios.



Figura 1. La amapola o adormidera Papaver somniferum. El opio es un
extracto de esta planta y probablemente ha sido usado por sus efectos
psicoactivos durante mas tiempo que cualquier otro agente, excepto quizas el
alcohol. La investigacion cientifica de la accion quimica de los opiaceos
comenzod con el aislamiento del ingrediente activo. En 1805, el quimico Friedrich
Serturner obtuvo morfina pura de la amapola, la cual comprendia alrededor del

10% del peso de la planta (Solomon, 1996).



2. ANTECEDENTES

2.1 Opioides: generalidades

Los opioides han estado entre los agentes medicinales mas importantes de
diversas culturas. Han demostrado ser poderosos agentes en el alivio al dolor,
pero al mismo tiempo presentan propiedades adictivas e inmunosupresoras, o
cual impacta en forma negativa sobre la salud publica. Estos problemas han
estimulado la busgueda de analgésicos potentes sin potencial inmunosupresor y
adictivo.

Se sabe del empleo de extractos del opio desde hace unos 5,000 afios; se
han utilizado por sus propiedades analgésicas, antidiarreicas y antitusigénicas. El
opio se obtiene de |la planta solanacea Papaver somniferum, comunmente
conocida como amapola. La palabra “opio” por si misma, deriva del nombre
griego que significa “jugo”, y el farmaco se obtiene del exudado lechoso que se
extrae del tallo de la amapola. En 1806, el quimico aleman Freiderich Serturner
aisld por primera vez el principio activo del opio dandole el nombre de morfina, en
referencia a Morfeo, dios de los suefios en la literatura griega. Después del
descubrimiento de la morfina sobrevino pronto el aislamiento de otros alcaloides
del opio (El opio contiene mas de 20 alcaloides distintos) como la codeina por
Robiquet en 1932 y la papaverina por Merck en 1948. Hacia mediados del siglo
XIX empez6 a diseminarse por todo el mundo médico el empleo de alcaloides

puros, derivados del opio (Villarejo-Diaz y cols, 2000).



Antes de continuar, es importante establecer que el termino opioide se aplica a
todos los agonistas y antagonistas con actividad del tipo de la morfina, lo mismo
que a los péptidos opioides naturales, y opioides sintéticos y semisintéticos
(Cuadro 1) (Reisine y Pasternak, 1996).

La busqueda de agentes mas seguros y eficaces, con menos efectos
indeseables y un reducido potencial de adiccion llevo al desarrollo de nuevas
generaciones de analgésicos opioides con propiedades agonistas, agonistas
parciales, agonistas-antagonistas y antagonistas puros. Los antagonistas de los
receptores de opioides, naloxona y naltrexona fueron desarrollados en el ario de
1940.

Para mediados de |la década de 1960, se hizo claro que |la accion de los
agonistas y antagonistas opioides podia ser explicada por la accién de receptores
opioides, lo cual llevé en forma logica al razonamiento de que estos receptores
debian ser el blanco de opioides enddgenos.

2.1.1. Opioides alcaloides exogenos. El término opidceos se emplea para
distinguir a los farmacos derivados del opio, entre estos se encuentran la morfina,
codeina y gran variedad de compuestos semisintéticos derivados de estos y de la
tebaina, otro componente del opio. Los alcaloides obtenidos de Papaver
somniferum (entre ellos la morfina) pueden clasificarse en dos clases quimicas
definidas: los fenantrenos y las benzilisoquinolinas. Los principales fenantrenos
son morfina (10% del opio), codeina (0.5%) y tebaina (0.2%), las principales
benzilisoquinolinas son papaverina (1.0%) (relajante del musculo liso), y noscapina

(6.0%) (Reisine y Pasternak, 1996).



Cuadro 1. Compuestos opioides.

EtCO™ “ph mecoo™
d) metadona e) heroina f) buprenorfina

g) naloxona h) naltrexona

a,b) alcaloides naturales del opio

c,d) derivados semisintéticos de los alcaloides del opio
e,f) opioides sinteéticos

g,h) opioides sintéticos antagonistas




2.1.2. Opioides endogenos. La palabra endorfina es un término genérico
que se refiere a las tres familias de péptidos opioides endogenos: encéfalinas,
endorfinas y dinorfinas. Cada familia deriva de un polipéptido precursor diferente y
tiene una distribucién anatémica caracteristica (Cuadro 1).

De estos precursores, la proopiomelanocortina (POMC) fue aislada de la
pituitaria por 3 grupos en 1979, la proencefalina fue caracterizada a partir de la
médula adrenal en 1982, y |a prodinorfina a partir de tejido hipotaldmico en 1982.
En el cuadro 2 se enlistan las secuencias de varios péptidos opioides que han
sido identificados como derivados de cada prohormona (Brush y Nagase Shain,
1989).

Estos peptidos producen los mismo efectos que los quimicos conocidos
como alcaloides opiaceos clasicos. Los péptidos opioides endégenos funcionan
como hormonas y neuromoduladores. Aquellos que funcionan como hormonas
son secretadas en la circulacién por las gléandulas que las producen, y son
liberadas a una variedad de tejidos blancos en sitios distantes en los cuales
inducen una respuesta. Los péptidos opioides que sirven como neuromoduladores
son producidos y secretados por células nerviosas (por ejemplo, neuronas) y
actuan en el cerebro y la medula espinal para modular sus acciones sobre otros
neurotransmisores (Froehlich, 1897).

2.1.2.1 Endorfinas

La POMC (265 aminoacidos, Nakanishi, 1979) se rompe para formar la

B-lipotropina (B-LPH, 91 aminoacidos) y la adrenocorticotropina (ACTH, 39



aminoacidos) el ultimo, por supuesto, tiene efectos conductuales directos. La
B-LPH, a su vez, se rompe para producir y-lipotropina (58 aminoacidos) y la
B-endorfina de 31 aminoacidos, el unico péptido opioide derivado de la POMC.

2.1.2.2. Encéfalinas

La proencefalina (263 aminoéacidos, Noda y cols, 1982) se rompe para
producir cuatro copias de Met-encefalina, una copia de Leu-encefalina, y una de
Met-encefalina-® (Met-encefalina-Arg®-Gly’-Leu®) y Met-encefalina-Arg®-Phe’. Un
fragmento adicional mas grande que tiene propiedades opioides, ha sido
identificado. Se le conoce como péptido E, pero se encuentra principalmente en la
médula adrenal y puede que no posea efectos conductuales.

2.1.2.3. Dinorfinas

La prodinorfina (256 aminoacidos, Kakidani y cols, 1982) se rompe en cinco
péptidos que contienen Leu-encefalina, algunos de los cuales pueden
posteriormente romperse para producir el pentapéptido Leu-encefalina. Los
productos mas importantes con actividad opioide son la a-neoendorfina, B-
neoendorfina, dinorfina A (1-8), dinorfina A (1-7) y dinorfina B (1-13). Las dos
neocendorfinas y las endorfina A (1-8) y endorfina B pueden romperse

posteriormente para producir Leu-encefalina.



Cuadro 2. Péptidos opioides y sus precursores

Precursores Péptidos Estructuras

Proencefalina Metionina-encefalina Tir-Gli-Gli-Fen-Met
Leucina-encefalina  Tir-Gli-Gli-Fen-Leu
Heptapéptido Tir-Gli-Gli-Fen-Met-Arg-Fen
Octapeéptido Tir-Gli-Gli-Fen-Met-Arg-Gli-

Leu

Pro-opiomelanocortina ~ Alfa-endorfina Tir-Gli-Gli-Fen-Met-(1-16)

(endorfinas) Delta-endorfina Tir-Gli-Gli-Fen-Met-(1-17)
Beta-endorfina Tir-Gli-Gli-Fen-Met-{1-31)

Pro-Dinorfina Alfa-Neo-Endorfina  Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-(1-10)

(Proencefalina B) Beta-Neo-Endorfina  Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-(1-9)
Dinorfina A Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-(1-17)
Dinorfina A Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-(1-8)
Dinorfina B Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-(1-13)

Adaptado de Villarejo-Diaz, M., y cols., 2000.




2.1.3. Opioides sinféticos no peptidicos.

Aunque |a morfina sigue siendo empleada clinicamente, la presencia de
efectos indeseables (por ejemplo, depresién nerviosa, dependencia/tolerancia,
efectos en el animo) proveen el estimulo necesario para buscar analogos que
sean selectivos al producir analgesia.

Muchos derivados semisintéticos se elaboran mediante modificaciones
relativamente simples de la morfina o la tebaina. Entre las propiedades
importantes de los opioides que se pueden alterar mediante modificacidn
estructural estan su afinidad por las diversas especies de receptores de los
opioides, su actividad como agonistas o como antagonistas, su solubilidad en
lipidos y su resistencia a la desintegracidn metabdlica. Ademas de morfina,
codeina y derivados semisintéticos de los alcaloides naturales del opio, otras
clases quimicas estructuralmente diferentes poseen acciones farmacologicas
semejantes a las de la morfina. Entre estos compuestos se encuentran los
morfinanos, benzomorfanos, metadonas, fenilpiperidinas y propionanilidas.
(Reisine y Pasternak, 1996).

Es posible concebir una evolucion de estos analogos opioides, con una

simplificacion progresiva de su estructura quimica.
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2.2. Opioides: Mecanismos de modulacién a nivel celular por opioides

La actividad opioide se puede manifestar en forma enddgena y exdgena.
Los opioides peptidicos enddgenos (endorfinas, encefalinas y dinorfinas) y los
opioides exdgenos (como la morfina) ejercen sus efectos a través de la activacién
de receptores celulares de tres tipos principales, mu, delta y kappa (Martin, 1983;
Reisine y Bell, 1993; Raynor y cols, 1994) (Cuadro 3).

Los receptores opioides en el sistema nervioso estan ampliamente
distribuidos central y periféricamente, por [0 que no debe sorprender que tengan
numerosos efectos farmacoldgicos (Cesselin, 1995) (cuadro 4). En el sistema
inmune los opioides producen sus efectos por medio de interacciones con
receptores opiocides p,d, yx distribuidos en la superficie de linfocitos y
macréfagos.

La unién de opioides con sus receptores lleva a la activacion de proteinas
G de membrana gue transmitiran la senal a traves de dos importantes vias, los
sistemas de la adenilato ciclasa y la fosfolipasa C (este ultimo también puede
activar el sistema de |la guanilato ciclasa). La activaciéon de estas vias induce la
fosforilacidn de proteinas lo que permite a las células responder rapidamente a
diversas sefiales provenientes del medio extracelular. La fosforilacion de proteinas
es un evento crucial para diversos procesos celulares como el metabolismo
intermedio, arquitectura del citoesqueleto, adhesién celular, y progresién del ciclo

celular. La fosforilacién de proteinas induce a los segundos mensajeros como

11



fosfatos de inositol, diacilglicerol, Ca**, 4cido fosfatidico (acido araquidénico), y la

transcripcion de nuevas proteinas (Gomez-Flores y Weber, 1999) (Figura 2).

Receptores
opioides Ca*

Canales
ionicos

Membrana
plasmatica

citoplasma * Fs DIAG
AMPc Cca% 4/
cinasa cinasa

Proteinas
fosforiladas

Regulacion de diversos
procesos celulares

Figura 2. llustracion esquematica de las vias de transduccion de sefal reguladas
por opioides. (Adaptado de Nestler, 1997). AMPc, adenosin monofosfato ciclico;
IP, fosfatidil inositol; IP3, inositol trifosfato; DAG, diacilglicerol; Gs, proteinas G

estimulatorias; Gi, proteinas G inhibitorias.
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Cuadro 3. Tipos de receptores selectivos de opioides

Agonistas Antagonistas
Tipo de Endogenos Exégenos Reversible Irreversible
receptor
opioide
{aminoacidos)
W B-endorfina Morfina CTOP B-funaltrexona
(334-398)  p-necendorfina DAMGO Naloxona BIT®
DAMEA,DALB
Fentanil
Metadona
Buprenorfina®
Sulfentanil
5 Leu-encefalina SNC 80° Naltrindol SUPERFIT
(372) Met-encefalina DPDPE FITE
Deltorfina DADLE DALCE'
UPHIT
K Dinorfina-A U50,488 Nor-binaltorfina UPHIT
(380) U69g,593
Bremazocina

* Opioide tipo agonista/antagonista

b SNC80 (+)-4-((alfa R)-alfa-((2S, 5R)-4-aliil-2, 5-dimetil-1-piperazinil)-3-metoxibenzil)-

N, N-dietil-benzamida

¢ BIT=2-(4 —etoxibencil)-1-dietilaminoetil-5-isctiocianatobenzimidazol
¢ FIT= N-fenyl-N-[1-(2-(4-isotiocianato)feniletil)4-piperidinil|pro-panamida

® DALCE= [D-Ala,, Leus,Cisglencefalina

Adaptado de Gomez-Flores y Weber (1999b)
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Cuadro 4. Efectos farmacolégicos de receptores opioides

Receptor Agonista Antagonista Efecto(s) agonista(s)
Morficeptina Naloxona Analgesia
DAGO Depresién respiratoria
Normorfina Miosis
Sufentanil Reduccion de la motilidad
gastrointestinal
Nausea
Vomito
Euforia
8 Deltorfina IC1 154,126  Analgesia supraespinal
DPDPE IC1 174,864
DADLE
K U 50, 488 MR2266 Analgesia (nivel espinal)
Trifluadom Miosis (debil)

Depresion respiratoria (débil)
Disforia

DAGO, Tyr-D-Ala-Gly-mePhe-Gly-ol;

DPDPE, [D-Pen?, D-Pen®lencefalina; Pen, penicil-lamina;

DADLE, [D-Ala?, D-Leu®] encefalina;

Deltorfina Il, Tyr-D-Ala-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH2;

Morficeptin, B-casomorfina-(1-4)-amida o Tyr-Pro-Phe-Pro-NH,.

Tomado de Brownstein, M.J. (1993). Proc. Natl. Acad. Sci. 90:5391-5393
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Figuras 3-5. Receptores opioides mu, defta y kappa. La comparacion de las
secuencias de aminoacidos de los receptores & y k clonados del ratén y el
receptor p de la rata, revela que cerca de 65% de los residuos son idénticos o
similares. los residuos aminoacidos que son idénticos o similares entre los
receptores se muestran e color gris y los que no son similares estan
representados en blanco. Obsérvese que las asas intracelulares y |as regiones de
amplitud transmembranal |, (i, lil y VII son muy semejantes en sus secuencias de
aminoacidos. en contraste, las terminaciones amino y carboxilo son muy
diferentes, y lo son del mismo modo las asas extracelulares Il y lll, y 1a regién de

amplitud transmembranal IV. (Tomado de Reisine y Pasternak, 1999)
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Figura 3. Receptor opioide mu. Los receptores mu se definieron al principio por su
afinidad con la morfina. Diversos grupos de investigacion han identificado morfina
endogena en el encéfalo, lo que plantea la posibilidad de que pueda ser el ligando
natural de este sitio. La morfina y otros agonistas opioides del tipo de la morfina
producen analgesia primordialmente por interaccion con los receptores mu de los
opioides. Otras consecuencias de la activacion de los receptores mu, incluyen
depresion respiratoria, miosis, reduccion de la motilidad gastrointestinal y
sensacion de bienestar y placer (euforia). Adaptado de Villarejo-Diaz, M. y cols,

2000.
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Figura 4. Receptor opioide delta. Las encefalinas resultan ser |os ligandos
endogenos de los receptores delta. La estimulacion de los receptores delta
produce analgesia y efectos de refuerzo positivo (potenciacion) a nivel de los sitios
suprarraquideos, y antinocicepcion para los estimulos térmicos a nivel de los sitios

raquideos. Adaptado de Villarejo-Diaz, M. y cols, 2000.
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Figura 5. Receptor opioide kappa. Los receptores kappa producen analgesia a
nivel raquideo, y la dinorfina A es el ligando endégeno mas selectivo del receptor
kappa. Los farmacos que interactuan de manera selectiva con los receptores
kappa actuan principalmente a nivel de la médula espinal, y producen miosis y
depresion respiratoria similar a los agonistas mu. En vez de euforia, los agonistas
kappa tienen efectos psicotomiméticos disféricos (sensaciones de desorientacion,
miedo, ansiedad y despersonalizacion). Adaptado de Villarejo-Diaz, M. y cols,

2000.
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2.3. Mecanismos de modulacién del sistema inmune por opioides

2.3.1. Modulacién Indirecta. Actualmente se reconoce ampliamente la relacion
existente entre el sistema nervioso central (SNC) y el sistema inmune. El sistema
inmune recibe sefales del cerebro y el sistema neuroendocrino via el sistema
nervioso auténomo y hormonas; a su vez el, el sistema inmune envia informacion
al cerebro via citocinas. Se sabe que la sensibilidad del sistema inmune esta
regulada en parte por este sistema de retroalimentacion (Figura 6) (Dantzer y
Kelley, 1989). En forma general, durante el estrés el cerebro induce [a liberacién
de hormonas tales como los glucocorticoides, que no sélo producen anaigesia,
sino también causan inmunosupresion (Carr y cols, 1996; Rouveix, 1992; Roy y
Loh, 1996). A su vez, las células del sistema inmune liberan citocinas que afectan
al SNC (Dafny, 1985). Se puede entonces inferir que una sustancia que afecte al
SNC podria alterar también al sistema inmune y viceversa.

Los opiocides tienen |la capacidad de mimetizar el efecto del estrés en la
funcién inmune, debido a que estos activan al sistema endocrino (Figuras 6 y 7).
La modulacién indirecta del sistema inmune por opioides ocurre con |la activacion
de receptores opioides dentro del sistema nervioso central (Schurr y cols, 1981,
Weber y Pert, 1989, Carr y cols, 1996; Fecho y cois, 1996, Dafny y cols, 1985,
Dafny y cols, 1988, Suo y Weber, 1998). Esta ruta puede involucrar vias
secundarias, incluyendo el eje hipotaldmico-pituitario-adrenal (HPA) (Fecho y cals,
1996) y el sistema nervioso auténomo (Brinkman y cols, 1998, Hall y cols, 1998,

Fecho y cols, 1996, Carr y cols, 1994).
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La via HPA es responsable de la produccién de glucocorticoides por la
corteza adrenal. La liberacion de glucocorticoides representa una de las
principales respuestas adaptativas al estrés (Munck y cols., 1984). El incremento
en |la secrecion de glucocorticoides que ocurre debido al estrés, es inducido por
estimulos que llegan al hipotdlamo provocando la liberacién de la hormona
liberadora de corticotropina en los vasos portales hipofisiarios (Owens, 1991).
Esta hormona activa la produccion de corticotropina por la pituitaria. La
corticotropina a su vez, estimula la secrecion sanguinea de glucocorticoides
(cortisol, corticosterona, aldosterona) por |la corteza adrenal.

Los glucocorticoides son potentes agentes catabdlicos que promueven el
metabolismo de los carbohidratos, proteinas y lipidos, y ademas movilizan las
reservas de energia y sirven como antagonistas fisioldgicos de la insulina.
Ademas participan en |a regulacion de la respuesta inmune e inflamacion y se
requieren para procesos gque se asocian con la respuesta del huésped. Los
glucocorticoides afectan una amplia variedad de funciones de los leucocitos
mononucleares y polimorfonucleares (Miller, 1998; Tanaka, 1997, Webster, 1990;
Audhya, 1991; Norbiato y cols., 1997; Norbiato, 1998). En forma general, los
glucocorticoides son inmunosupresores, particularmente en respuestas inmunes
celulares; sin embargo, también se han asociado con incrementos en la
produccién de anticuerpos y sobrevivencia y diferenciacion de células de timo
(Vacchio y cols., 1998). Una produccidn excesiva de glucocorticoides (mal
funcionamiento de la via HPA, o tumores ectdpicos productores de corticotropina,

depresidn, estrés, alcoholismo o anorexia) altera el metabolismo y la conducta, e
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induce inmunosupresidon, lo cual a su vez puede desencadenar una mayor
susceptibilidad a infecciones o cancer. Por el contrario, una produccion deficiente
de glucocorticoides (alteracion primaria o secundaria de las glandulas adrenales, o
resistencia esteroidal en los tejidos del huésped), hace al individuo mas vulnerable
al estrées e incrementa la patogénesis de enfermedades autoinmunes,
inflamatorias, y alérgicas.

Ademas de la via HPA, el sistema nervioso autdnomo (SNA) también puede
regular al sistema inmune. Se ha demostrado innervaciébn simpatica y
parasimpatica en los 6rganos linfoides. Los neuropéptidos que se liberan en los
sitios de inflamacién por los nervios periféricos, cumplen una funcién paracrina en
la regulacién de los procesos inflamatorios (Payan, 1987). EI SNA innerva al
corazon, los vasos sanguineos, las visceras, los musculos, las glandulas
exocrinas, algunas glandulas endocrinas y los tejidos linfoides. Este sistema
regula funciones que no estan bajo el control de la conciencia, cemo la funcién
cardiovascular, la respiracion, la digestion, la excrecion, la temperatura corporal, el
metabolismo, la sudoracién, y ofras secreciones exocrinas y aspectos de las
funciones inmune y endocrina.

Los tejidos mas especializados en el sistema inmune los constituyen la
médula ésea y el timo (tejidos linfoides primarios), el bazo y los ganglios linfaticos
(tejido linfoide secundario), y los tejidos linfoides asociados a las mucosas
incluyendo las amigdalas y las placas de Peyer. Existe evidencia de que los
compartimientos parenquimatosos de los tejidos linfoides estan innervados, lo que
sugiere que el SNA regula las respuestas inmunes directamente a través de

contactos celulares con células del sistema inmune, células del estroma, y células
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accesorias. Estas conexiones permiten la regulacion neural homeostatica de las
respuestas inmunes adaptativas (Valenta y cols., 1993; Downing y Kendall, 1996).

Se ha demostrado ademds la presencia de receptores especificos en los
linfocitos para una variedad de neuropéptidos (incluyendo a la sustancia P, la
somatostatina, el péptido intestinal vasoactivo inmunoreactivo, y opioides) y
catecolaminas (adrenoceptores a4, o2, ¥ B2), mediante perfiles farmacolégicos y
estudios de unién de ligandos. También se ha descrito a la sustancia P, el péptido
intestinal vasoactivo inmunoreactivo y la somatostatina como ligandos para las
células T y B; mientras que el neuropéptido Y se une a los linfocitos de bazo.
Ademas, se han descrito receptores para la dopamina y la acetilcolina
(muscarinico y nicotinico) en los linfocitos.

Las respuesta del sistema inmune a [a activacion simpatica (generalmente
mediada a través de adrenoceptores-f;), es de supresion con respecto a la
respuesta inmune celular, y es potenciadora en relacion a la produccion de

anticuerpos.
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Figura 6. Sistema de retroalimentacion entre los sistemas nervioso, endocrino e
inmune. (Adaptado de Shavit y cols, 1985).
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Figura 7. La liberacion de opioides endégenos por el estrés, la estimulacion eléctrica de la
materia gris periférica al acueducto mesencefalico (PAG) mesencefalico, o la inyeccion de
opioides exogenos puede resultar en la

2, activacion de la via hipotalamica-pituitaria-adrenal (HPA) con la

3, secrecion de la hormona liberadora de corticotropina, seguido de la

4, liberacion de corticotropina y la

5, produccién de glucocorticoides supresores de la funcion inmunologica.

En forma alterna, las etapas 1 y 2 podrian activar 6, al sistema nervioso simpatico y
estimular a las terminaciones nerviosas del tejido linfoide, lo cual induce la

7, liberacion de catecolaminas (epinefrina, dopamina) u otros neurotransmisores
inmunomoduladores causantes de inmunosupresion.

La funcion fisiolégica de estas vias podria ser el de ayudar a restaurar alteraciones en el

sistema inmune, permitiendo al organismo a volver a su estado normal, antes de que
ocurriera la activacion.
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2.3.2. Modulacién directa. Los opiocides inducen la mayoria de sus efectos
farmacologicos en el sistema nervioso (Cuadro 4), sin embargo, también
interactan con el sistema inmune alterando la funcién de los macréfagos,
linfocitos y células NK. La actividad opioide directa sobre el sistema inmune
depende de su union a receptores de alta afinidad llamados y, x, y & presentes en
la superficie de las células del sistema inmune. (Rouveix, 1992) (Figuras 3-5}.
Dichos receptores muestran diferentes patrones de selectividad de ligando,
saturabilidad y afinidad nanomolar para los opicides (Sibinga y Goldstein, 1988).
La presencia de receptores de opioides en las células del sistema inmune se han
inferido en forma indirecta mediante el uso de antagonistas selectivos de
receptores de opioides de las clases p, «, y 5. Sin embargo, ios sitios de unién de
opioides a linfocitos y macréfagos se han identificade con radicisétopos o
fluorocromos, o mediante la identificacion de los genes responsables de la
expresion de receptores de opioides (Gomez-Flores y Weber, 1999b).

La utilizacién de pruebas de union competitiva con ligandos radiomarcados
tales como la naloxona, la U-89593, la cis-(+)-3-metilfentanilisotio-cianato
(SUPEREFIT) y la dihidromorfina tritiadas, o fluorocromos como el isotiocianato de
fluoresceina acoplado a naltrexona y el 1-(N).fluoresceinil tiosemicarbazona de
naloxona (6-FN) (Bidlack y cols, 1996; Carr y cols, 1989), ha permitido la
identificacién de sitios de unién de opioides en la superficie de los linfocitos y
monocitos humanos (Carr y cols, 1988), linfocitos y macréfagos murinos (Patrini y
cols, 1996), linfocitos, macréfagos y neutréfilos de rata (Lang y cols, 1995) y en

lineas celulares murinas linfoides y mieloides (Carr y cols, 1989).
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Ademas, se ha demostrado la expresién de genes para receptores de
opioides en linfocitos y monocitos humanos (Gaveriaux y cols, 1995), linfocitos de
monos (Chuang y cols, 1994), lineas celulares linfoides humanas, linfocitos
humanos y lineas celulares linfoides murinas (Gaveriaux y cols, 1985), linfocitos
humanos (Gaveriaux-Ruff y cols, 1995) y macréfagos de rata (Sedqui y cols,
1995), mediante la amplificacién del ARN utilizando la técnica de reaccion en

cadena de |la polimerasa-transcriptasa reversa. (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Presencia de receptores opioides en células del sistema inmune

Células blanco Ensayo Ligando/RNAmM Tipo de Referencia
receptor
identificado
Linfocitos humanos y Unidn competitiva morfina y n Mehrishi y
plaquetas con naloxona [*H] naloxona Mills, 1983
Monocitos humanos  Unién competitiva morfina mn Stefano y
con dihidromorfina dihidroximorfina cols, 1993
’H) naloxona
naltrexona
Linfocitos, monocitos Union competitiva  naltrexona 1,5 Langy
y neutrofilos de rata con naltrexona - DADLE cols, 1995
FITC DAMGO
Linfocitos humanosy  Transcriptasa RNAmM 5 Chuang y
de mono Reversa - PCR cols, 1995
Linfocitos y Transcriptasa RNAmM x,8 (humano) Gaveriaux
monocitos humanos ~ Reversa - PCR 8 (ratén) y cols,
1995

Células Transcriptasa RNAm receptor Wick y
mononucleares de Reversa - PCR opioide cols, 1995
sangre periférica huérfano
humana
Macréfagos Transcriptasa RNAmM " Sedqiy
peritoneales de rata Reversa - PCR cols, 1995

Adaptado de. Gomez-Flores y Weber (1999b).
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2.4 Modulacién opioide del sistema inmune

En los procesos de defensa inmune participan una serie de células
originadas en la médula 6sea. Estas células son los polimorfonucleares, los
monocitos y los linfocitos. Todas ellas provienen de una célula pluripotencial (o
célula madre) que se multiplica continuamente a nivel de médula ésea; ésta
célula da origen a grupos de células que empiezan a desarrollarse en una sola
linea, ya sea |la monocitica, la mielocitica o la linfocitica (Figura 8). Los
monocitos al entrar en circulacion y, al pasar de los vasos sanguineos a los
tejidos se transforman en macréfagos. Los linfocitos al salir de la médula 6sea,
migran hacia los 6rganos linfoides para colonizarlos y alli se multiplican. (Rojas,
1986). Los compuestos opioides son capaces de modular la naturaleza y

magnitud de la respuesta de estas células durante un reto antigénico.

El caso ejemplar de esta interaccion es la morfina, la cual administrada
in vivo, suprime una variedad de respuestas inmunes en donde se afectan las
funciones de las células asesinas naturales (NK), linfocitos T, linfocitos B,
macrofagos y leucocitos polimorfonucleares (Eisenstein y Hilburger, 1998;

Weber y Pert, 1989, Gdmez-Flores y cols, 1998a, 1999a, 2000). Figura 9.
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2.4.1 Modulacion opioide de las funciones de linfocitos

Los linfocitos son responsables por |la presentacién de antigeno, efectos
citotoxicos, y produccion de anticuerpos y citocinas (moléculas que modulan la
respuesta inmune) (Rojas, 1986). Los linfocitos responden al reto antigénico
proliferando y expandiendo las clonas especificas de antigeno para amplificar
las respuestas inmunes (Figura 10) Cualquier atenuacién de la funcién de
células T puede llevar a una amplia supresion inmunoldgica incrementando asi
la probabilidad de sufrir de cancer o enfermedades infecciosas tales, como las
causadas por el VIH y tuberculosis.

Se cree que el efecto inmunosupresor de la morfina sobre linfocitos es
mediado por mecanismos indirectos, la evidencia consiste en una serie de
experimentos en los cuales se emplearon ratones tratados con morfina
(implantacién subcutanea), en los cultivos ex-vivo se pudo observar que los
linfocitos de bazo se volvieron disfuncionales, asi como también hubo una
importante supresion de la produccién de células formadoras de anticuerpos.
En contraste la adicion directa de morfina a cultivos de linfocitos de bazo no
tuvo efecto en los parametros mencionados. Aunado a esto, |la adicién a los
cultivos ex-vivo del antagonista glucocorticoide RU 38486 bloqued la supresion
de la produccion de células formadoras de anticuerpo, lo que sugiere que los
glucocorticoides podrian formar parte de este mecanismo indirecto de

inmunosupresion (Pruett y cols, 1992).
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Otros efectos relacionados con la administracion de morfina incluyen la
supresion de la produccidbn de IL-2 inducida por mitégenos en ratones
transgénicos, también se ha observado reduccion en la actividad de las células
asesinas naturales de bazo y los linfocitos citotdxicos (CTL) (Garza y cols,
1994; Carpenter y cols, 1994; Scott y Carr, 1996). La morfina tiene también un
efecto supresor en la funcién de los neutrdfilos in vivo, al disminuir la
quimiotaxis del neutréfilo, (Deitch y cols, 1988).

La aplicacion diaria de morfina suprime la actividad de las células
mononucleares de sangre periférica de monos rhesus (Macaca mulata), las
células NK, asi como el porcentaje de células CD®*CD'® en comparacion con
los grupos no tratados (Carr y France, 1993). Estudios adicionales han
mostrado que la morfina regula eventos moleculares que se manifiestan en la
alteracion de la funcién inmune, incluyendo la activacion de linfocitos T y
produccion de IL-2 (Carr y cols, 1995).

La materia gris del acueducto del mesencéfalo (PAG) es un blanco
importante de la accidon de opicides y se ha sugerido la existencia de
subpoblaciones de receptares opiaceos en esta area del cerebro Schurr y cols,
(1981), Weber y Pert (1989), Suo y Weber (1998), y Gomez-Flores y Weber
(1999a, 2000) han demostrado que la morfina inyectada en el PAG de ratas
suprime las funciones de las células asesinas naturales de bazo y la respuesta
proliferativa de los linfocitos T a varios mitdgenos al reducir la capacidad de las

células T de producir IL-2.
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Sin embargo, la modulacién de la respuesta inmune es un fenémeno
complejo, como lo demuestran diversos estudios donde se ha observado que
opioides endégenos o morfina son capaces de estimular |la respuesta inmune,
Kraut y Greenberg (1986) observaron que la administracion intraperitoneal de
morfina o (D-Ala;-Mets)-beta-endorfina, un analogo estable dé la beta-endorfina,
estimulan in vivo la actividad de las células NK de bazo.

En forma general se ha observado que los péptidos opioides pueden
aumentar la generacion de linfocitos CTLs (Carr y Klimpel, 1986), este efecto
puede ser blogueado por el antagonista opioide naloxona, lo cual confirma la
actividad opioide. Otros efectos observados de péptidos opioides incluyen la
regulacion de la produccion de IL-1 por B-endorfina, la supresion de la actividad
de las células NK (Shavit y cols, 1984), la disminucién en la capacidad de
linfocitos para responder a estimulacion mitogénica (Deitch y cols, 1988), el
aumento en la generacién de linfocitos CTLs por B-endorfina y met-encefalina
(Carr y Klimpel, 1986).

El disefo y desarrollo de opioides sintéticos con actividad analgésica y
libres de las desventajas que representan la inmunosupresion y el potencial de
adiccion ha generado compuestas con actividad inmunomoduladora variada. El
agonista opiocide mu 4-tirosilamido-6-bencil-1,2,3,4, tetrahidroquinolina
(CGPM-9), tiene un efecto dual sobre la funcién inmune in vitro, ya que
produce un aumento en la respuesta proliferativa de linfocitos ala Con Ay asu
vez tiene un efecto supresor sobre |la actividad de macrafagos peritoneales de

ratas (Hicks y cols, 2001).
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El fentanil (N-fenil-N-{1-2-feniletil)-4-piperidinil] propanamida), un
derivado semisintético de la morfina, al ser administrado en forma subcutanea
induce supresion de la actividad de las células NK, mientras que uno de sus
derivados, el OHM3295, la aumenta, ambos resultados fueron reversibles por la
naltrexona (Carr y cols, 1994).

Mientras que el agonista opioide selectivo para receptores delta
BW373U86 tiene un muy escaso potencial para el empleo terapéutico debido a
su escasa capacidad analgésica, actividad convulsiva pronunciada y poca
selectividad por los receptores deifa y mu (Chang y cols, 1993, Wild y cols,
1983). Sin embargo, uno de sus derivados, el SNC80 (figura 11), sintetizado por
Calderén y cols (1994), ha mostrado un gran potencial clinico ya que presenta
una selectividad mucho mayor por los receptores opioides delfa y mu que el
compuesto original (hasta 500 veces mayor), esta selectividad ademas es muy
parecida a la de los agonistas opiocides mas selectivos. Los hallazgos obtenidos
de los estudios in vivo sugieren que el SNC80 puede ser més selectivo, eficaz
y seguro que BW373U86 y puede representar un avance prometedor en el
desarrollo de analgésicos (Negus y cols, 1998). Nowak y cols. (1998)
encontraron que la inyeccion intracerebroventricular de SNC80 no tiene efecto
sobre |las poblaciones de linfocitos T de bazo.

Ciertos opioides sintéticos selectivos para receptor opioide delta han
mostrado accién moduladora de la proliferacion in vitro de células T estimuladas
con mitégeno. Se ha demostrado que el naltrindol (NTI) suprime |a respuesta

inmune en la reaccidon mixta de linfocitos en rata (Arakawa y cols, 1993).
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In vitro, el benzilideno-naltrexona (BNTX) (Cuadro 8, en |a seccién Materiales y
métodos), suprime la proliferacién de células B, la produccion de citocinas por
células T cooperadoras y la actividad de las células NK (Portoghese, 1993;
House y cols, 1995)

Los estudios realizados con compuestos derivados del NTI y BNTX,
muestran que los derivados del NTI inducen una mayor potenciacién de la
proliferacion de linfocitos estimulados con mitdogeno que la obtenida en las
mismas condiciones con BNTX. |la potenciaciéon inducida por los derivados del
NTI es dependiente de la dosis, mientras que los derivados del BNTX tienen
poce o ningun efecto sobre la proliferacidn de linfocitos timicos de rata (Riley y

cols, 1998).
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Figura 10. Proliferacion clonal de linfocitos. La determinacién de la proliferacion
de linfocitos como consecuencia de la estimulacién (exposicion a agentes
mitogenicos, estimulos policlonales o antigenos especificos) es una técnica
fundamental para estudiar las respuestas de linfocitos T.
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Figura 11. EI SNC80 es el derivado O-metilado del compuesto (+)-BW373U86,
tiene una afinidad de ~1 nM por los receptores opioides delta. Ademas, el
SNC80 tiene una selectividad 500 veces mayor por los receptores defta vs mu,
la cual es mucho mayor que la selectividad de receptor exhibida por el
compuesto BW373U86 y es similar a |la de la mayoria de los agonistas

peptidicos selectivos delta (Calderon y cols, 1994, Bilsky y cols, 1995)
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2.4.2 Modulacién opioide de las funciones de macréfagos

Los macrofagos pertenecen al sistema de fagocitos mononucleares, el
cual incluye células que tienen un origen comun y que comparten
caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y funcionales. Todos los macréfagos
presentes en las cavidades serosas (por ejemplo, los macréfagos peritoneales)
y tejidos derivan de los monocitos de la sangre que a su vez se originan de una

célula precursora de la médula dsea,

Los macréfagos tienen como funcidon esencial impedir e‘l establecimiento
y la diseminacién de enfermedades microbianas (Mackaness, 1962; Steigbigel y
cols, 1974) y neoplasicas (Adams y Snyderman, 1979; Adams y cols, 1982).
Ademas, los macréfagos actian como células accesorias en la induccion y
expresion de las respuestas inmunes humoral y celular. Los macréfagos con
actividad inespecifica microbiana y/o tumoricida son definidos como macréfagos
"activados”. La activacion de macréfagos es por etapas. Los macréfagos se
sensibilizan o preactivan después de un estimulo inicial (linfocinas, por
ejemplo), y finaimente se estimulan por una segunda senal (por ejemplo,
endotoxina). La activacion de la funcién antimicrobiana del macréfago es
esencial para la sobrevivencia de las especies en contra de patégenos
intracelulares que causan algunas de las enfermedades infecciosas de mayor

prevalencia e importancia en el mundo (Nathan y Gabay, 1992) (Figura 12).
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2.4.2.1. Modulacion opioide de la produccion de 6xido nitrico

Uno de los principales factores antimicrobianos producidos por
macréfagos murinos que son estimulados por citocinas, son los intermediarios
reactivos del nitrégeno (IRN) (Bermudez y Young, 1989; Stuehr y Marletta,
1985) (Figura 13). De estos el dxido nitrico es el mas estudiado de aquellos
relevantes en la actividad antimicrobiana de macrofagos murinos en contra de
infecciones causadas por patdégenos como Listeria, Mycobacterium y
Toxoplasma (Nathan y Hibbs Jr, 1991; Becjerman y cols, 1993; Gémez-Flores y
cols, 1997a). Estudios mas recientes sugieren gue el 6xido nitrico tiene también
actividad antitumoral (Hibbs Jr y cols, 1988).

Se ha observado que la morfina y el DAMGO alteran la produccion de
éxido nitrico (inhibicion y estimulacién, respectivamente), por cultivos primarios
de macréfagos de diferentes origenes (Gomez-Flores y cols, 1998 ay b; Fecho
y cols, 1996; Schneider y Lyle, 1996).

La produccion de éxido nitrico por macrofagos murinos activados con
LPS es inhibida por la morfina, mientras que el DPEF y la deltorfina (agonistas
delta) no afectan la generacién del mismo (luvone y cols. 1995), también se ha
observado que la habilidad de la marfina para afectar la produccion de 6xido
nitrico depende del periodo de activacion con LPS, cuando la morfina es
aplicada después de la activacion con LPS no existe inhibicion de la produccién
de oéxido nitrico. Esto sugiere que la morfina podria actuar inhibiendo la
induccién, mas no la actividad de la sintasa inducible de oxido nitrico, estas

observaciones han encontrado apoyo en estudios posteriores.
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Por ejemplo, se ha encontrado que la met-encefalina es capaz de
modular la respuesta inmune al controlar la produccién de 6xido nitrico por
macréfagos peritoneales activados con LPS, (Kowalski, 1998), estimulandola,
mientras que la encefalina U-504,88 [a disminuye, los hallazgos de este trabajo
sugieren que el efecto de los opioides sobre la sintesis de dxido nitrico sucede
a un nivel transcripcional, ya que en los cultivos con al menos 8 horas de
activaciéon no se observaron efectos a consecuencia del tratamiento opioide,
por lo que se presume que los opicides no actuan sobre la forma activa de
sintasa inducible de oxido nitrico, sino durante su transcripcion .

Recientemente, Nowak y cols. (1998) observaron que la administracion
intracerebroventricular del SNC80 no afecta la producciéon de dxido nitrico
inducido por interferén-y (IFN-y) o LPS, por macrofagos de bazo de rata.

En contraste en los experimentos in vitro el SNC80 es capaz de estimular
la produccion de dxido nitrico producido por macréfagos peritoneales residentes
de rata, estimulados con LPS. La administracién intravenosa de SNC80 también
activa la produccion de 6xido nitrico por macréfagos residentes de bazo

(Gémez-Flores y coals, 2001)

2.4.2.2. Modulacidn opioide de la produccion de TNF-a
El TNFo es una de las citocinas mas pleiotropicas conocidas, y
comparte varias propiedades con otras citocinas. Se pueden distinguir dos

clases de TNF: el TNF-a y el TNF-B. El TNF-. es producido principalmente por
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macrofagos activados, sin embargo, las células NK, ciertas células
linfoblastoides-B, los linfocitos T, las células cebadas, los astrocitos, las células
de Kupffer, las células de granuiosa y las células de musculo liso también tienen
la capacidad de producirio. El TNF-B es producido por linfocitos activados.

El TNF-a participa en la respuesta inmune en contra de neoplasias y
enfermedades infecciosas, en remodelaje y reparacién tisular y en angiogénesis
ademas es capaz de causar hemorragia y necrosis de tumores sélidos (Rege y
cols, 1992), y puede causar caquexia, que es un estado patologico que se
observa durante infecciones por bacterias gram negativas, 0 que puede ser
inducido por inyeccion parenteral de endotoxina. En su papel como agente
antimicrobiano, el TNF-o promueve la resistencia inespecifica de ratones en
contra de bacterias, parasitos y hongos (Rege y cols, 1992; Prant y cols, 1987;
Freudenberg y Galanos, 1991, Gémez-Flores y cols, 1997a).

Se ha reportado que la morfina, la MENK y el US0, 488 inhiben la
produccién del TNF-o por macréfagos (Gomez-Flores y cols, 1998). Sin
embargo otros han demostrado que la morfina y la DYN-A activan la produccién
del TNF-a por las células de microglia (Chao y cols, 1994) y macrofagos
murinos (Peng y cols, 2000)

Nowak vy cols. (1998) observaron que la administracion
intracerebroventricular del SNC80 no afectd la produccién de TNF-o inducido
por LPS por macrofagos de bazo de rata. Mientras que en los experimentos in
vitro el SNC 80 es capaz de estimular la produccion de TNF-a producidos por

macrofagos peritoneales residentes de rata, estimulados con LPS. Ademas, la
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administracién intravenosa de SNC80 también activa la produccion de
TNF-a por macréfagos de bazo residentes y aumenta la produccion de TNF-a

por macrofagos de bazo tambien estimulados con LPS.

2.4 2 3. Modulacién opioide de la fagocitosis por macréfagos

La fagocitosis o endocitosis de parasitos por los macrofagos es la
primera etapa de una serie de eventos que inducen la muerte intracelular de
parasitos. Una vez que han sido ingeridos los patdgenos, los macréfagos los
matan mediante la generacion de intermediarios reactivos del oxigeno y
nitrégeno, o bien TNF-a.

La DAMEA, la LENK, la encefalinamida, la MENK, el DAMGO, el DPDPE
y el alfentanil inhiben la fagocitosis eritrocitos de cordero y Candida ailbicans por
macréfagos de diferentes origenes (Casellas y cols, 1991, Szabo y cols, 1993,
Carrera y cols, 1992, Gémez-Flores y cols, 1998).

La morfina in vivo también puede inhibir la capacidad de los macrofagos
peritoneales para fagocitar la levadura patégena Candida albicans, de acuerdo
a las observaciones de Tubaro y cols (1983), Rojavin y cols. (1993), Pacifici y
cols. (1993)

Los resultados obtenidos en los estudios con macréfagos junto con las
observaciones en linfocitos, indican que el SNC80 puede ser util en el

tratamiento del dolor en pacientes inmunocomprometidos, ya que posee
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propiedades analgésicas, y tiene capacidad de potencias las respuestas

inmunolégicas (Gémez-Flores y cols., 1999).
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Figura 12. Activacion de macréfagos. (Adaptado de Meltzer, J.
Reticuloendothel. Soc. 26:403-415, 1979)
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Figura 13. Vias para la produccion de oxidantes inorganicos por macréfagos
activados (Adaptada de R. van Furth, Mononuclear Phagocytes, 1992).
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2.4.3 Actividad antitumoral de opioides

El estudio del papel de los opioides en |a regulacion de diversos sistemas
bioclégicos es un area que abarca numerosas disciplinas, como la neurobiologia,
inmunologia, endocrinologia y la oncologia en aspectos como el papel de los
opioides en |a terapia del dolor cronico debido a céancer, la conexion estrés-
sistema inmune- progresién del cancer etc. (Conti, 2000).

Existe evidencia de que el sistema de opioides endégenos puede influir
sobre el crecimiento y desarrollo tumoral, y en forma general se han propuesto
dos mecanismos mediante |os cuales puede ocurrir esto: 1) los opioides pueden
modular la respuesta inmune antitumoral del hospedero o bien 2) los opioides
pueden interactuar directamente con las células tumorales para causar
citotoxicidad o inhibir proliferaciéon {(Murgo y cols, 1999) (Figura 14). Esta ultima
posibilidad involucraria la presencia de receptores opicides en la superficie de
células tumorales (Cuadro 6), por lo que opioides exdgenos alcaloides, o
sintéticos no peptidicos podrian presentar también esta actividad.

Un ejemplo claro de la regulacién opioide de la respuesta antitumoral del
hospedero es |la observacion de que la morfina, la a-END, la MENK, la LENK, la
DYN-A y la B-END potencian la actividad antitumoral del macréfago (Pacifici y
cols, 1994; Cameron, 1987, Hagi y cols, 1994). Ademas de esto, como ya se
habia mencionado previamente, los opioides mimetizan el efecto del estrés y
este influye en el crecimiento y desarrollo de los tumores. El estrés, la ansiedad

y estados depresivos estan relacionados con |a inmunosupresion y un aumento
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en la frecuencia de tumores. Los opioides al igual que el estrés son capaces de
activar al sistema nervioso simpatico, y de esta forma modular diversos
aspectos de la reactividad inmune, entre ellos el rechazo de tumores (Conti,
2000).

Se ha encontrado que analgésicos opioides empleados en la terapia del
cancer, especificamente el uso de la morfina en el tratamiento del dolor cronico,
pueden influir negativamente en la efectividad de la inmunoterapia aplicada en
los hospitales. Por ejemplo, la IL-2 ha resultado ser un tratamiento eficaz para el
cancer metastatico renal, sin embargo, la morfina puede bloquear la eficacia de
este tratamiento (Lissoni y cols, 2000).

También se ha observado que |a morfina puede estimular, inhibir o no
tener efecto sobre el crecimiento tumoral in vitro o in vivo dependiendo de la
dosis y ruta de administracion (Reubi, 1985: Ishikawa y cols, 1993). Sin
embargo, existe evidencia que apoya los efectos benéficos de |a morfina en la
calidad de vida del paciente al reducir el estrés asociado con las consecuencias
de la neoplasia, como el dolor crénico (Carr y cols, 1995) o cirugia (Page y cols,
1993).

Sin embargo, el potencial clinico de los compuestos opioides no se limita
a la inmunoterapia; se han descrito receptores opioides o sitios de unién en una
amplia variedad de células tumorales humanas (Cuadro 6), esto sugiere que los
compuestos opioides tienen la capacidad de interactuar directamente con
células transformadas e influir en su proliferacion; por ejemplo, la morfina
presenta actividad inhibitoria del crecimiento celular de lineas tumorales

(Aggarwal y Glasel., 1999; Hatzoglou y cols, 2000; Panagiotou y cols,1999;
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Sergeeva y cols, 1993; Singhal y cols, 1999, Sueoka y cols, 1998; Yoshida y
cols, 2000).

Esta actividad incluye a formas tumorales de origen inmune (linfomas y
mielomas), pero también otros tipos como el céncer de mama, prostata,
pulmén, rindn e intestino (Panagiotou, 1999); la interaccién entre el tumor y
drogas opioides es posible debido a |a presencia de receptores opioides en |a
superficie de las células tumorales (Maneckjee y cols, 1990 ay b ). A la fecha
se han identificado receptores tipo kappa en el linfoma murino R1.1 (Bidlack y
cols, 1992); y receptores mu y kappa en |a superficie de la linea tumoral MCF-7
(Maneckjee y cols, 1990a).

Aunque aun no se han definido los mecanismos asociados a esta
actividad, se ha sugerido que |a actividad antiproliferativa de opioides pudiera
ser dependiente de |a via de las caspasas (Yoshida y cols, 2000), madificacion
de elementos del citoesqueleto celular (Sueoka y cols, 1998), e incluso la
generacion de intermediarios reactivos del oxigeno (Panagiotou y cols,1999).

También se ha sugerido que la actividad antiproliferativa de opioides
pudiera no ser mediada por su unidn a receptores opioides, sino por su
interaccion con otros sistemas receptores de membrana de las células, en

particular el sistema somatostatinérgico ( Hatzoglou y cols, 1995 a, y c).
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Cuadro 6. Receptores opioides en tumores humanos,

Tipo celular u origen del Receptor Referencia
tumor

Astrocitoma K Thomas y cals, 1990

Glioblastoma K Thomas y cols, 1990

Mama 5,x,u Kampa y cols, 1996; Maneckjee y cols,
1990.

Colon S Singh y cols, 1996

Endometrio 3, Hatzoglou y cols, 1995b

Adenocarcinoma gastrico ) Ueki y cols, 1995

Pulmén 5,x,p Campa y cols, 1996, Maneckjee y cols,
1990b

Neuroblastoma 8 Campa y cols, 1996, Maneckjee y cols,

1990b
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Figura 14. Mecanismos propuestos para la actividad antitumoral de opioides.
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3. HIPOTESIS

a)

Los agenistas opioides no peptidicos del tipo delta y mu son capaces de
modular la respuesta de linfocitos y macrofagos, murinos y humanos
mediante su asociacion a receptores de opioides sobre la superficie de

dichas células.

Los agonistas opioides no peptidicos del tipo delta y mu son capaces de
inhibir el crecimiento in vitro de lineas celulares mieloides, linfoides y
fibroblastoides mediante su asociacion a receptores de opioides sobre la

superficie de dichas células.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de nuevos opioides agonistas no peptidicos del tipo
delta y mu sobre la funcion in vitro de macréfagos y linfocitos de rata y humanos

y el crecimiento in vitro de lineas tumorales linfoides y mieloides.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar los compuestos opioides: (+)-4-((alfa R)9-alfa~((2S, S5R)-4-alil-2, 5-
dimetil-1-piperazinil)-3-metoxibenzil)-N, N-dietil-benzamida, SNC80(+); opioides
derivados del naltrindol: fenoxinaltrindola (9332); y 6’-Hidroxinaltrindola, (9333);
y los compuestos derivados del bencilideno-naltrexona: el 6,7-5.6'-
Piridomorfinano ciabi-4’-fenil, (9334); y 6, 7-2',3'-quinolinomorfinano, (9336);

sobre los siguientes parametros:

A) Proliferacion de células mononucleares humanas y linfocitos de rata

B) Activacion de monocitos humanos y macréfagos de rata

C) Efecto directo de opioides no peptidicos de los tipos delta y mu sobre el
crecimiento de las lineas celulares L-5178Y-R, J774A-1, U937, H9,

Jurkat y L929.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material

5.1.1 Equipo y reactivos

Las soluciones penicilina-estreptomicina, L-glutamina, y medios RPMI 1640
y AIM-V se obtuvieron de Life Technologies (Grand Island, NY). El LPS de
Escherichia coli serotipo 026:B6, Suero fetal bovino (SFB), DMSO, metanol, buffer
de lisis para células eritrociticas, PBS, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5
difeniltetrazolio (MTT), Concanavalina A (Con A), dimetilformamida (DMF), dodecil
sulfato de sodio (SDS), Ficoll-Hypaque, fitohemaglutinina (PHA), EDTA, tripsina y

tincion de Giemsa fueron adquiridos en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

5.1.2 Animales de experimentacion

Se emplearon ratas macho Sprague Dawley (200-220 g), de 6 a 8 semanas
de edad, las cuales se obtuvieron en Harlan México S.A. Se mantuvieron en un
ambiente libre de patogenos y de estrés a 24 °C, bajo un ciclo luz-oscuridad (fase
luminica, 06:00-18:00 horas), y se les proporciondé agua purificada y alimento

(Purina, México) ad libitum.

5.1.3 Lineas celulares
Las lineas celulares empleadas, L-5178Y-R (linfoma murino DBA/2), U937

(clona CRL 1593; linfoma humano histiocitico tipo monocito), H-9 (clona HTB-176,
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linfoma humano de células T), Jurkat (clona E6-1 TIB-152; leucemia aguda
humana de células T), L929 (clona CCL1; fibrosarcoma murino de tejido conectivo)
y J774A-1 (linea tumoral murina monocito/macréfago) fueron adquiridas en

American Type Culture Collection (Rockville, MD).

5.1.4 Drogas empleadas

Los compuestos opioides: (+)-4-((alfa R)9-alfa-((2S, 5R)-4-alil-2, 5-dimetil-1-
piperazinil)-3-metoxibenzil)-N, N-dietil-benzamida, SNC80(+); opioides derivados
del naltrindol: fenoxinaltrindola (9332); y 6’-Hidroxinaltrindola, (9333), y los
compuestos derivados del bencilideno-naltrexona: el 6,7-5.6'-Piridomorfinano
ciabi-4’-fenil, (9334); y 6, 7-2',3'-quinolinomorfinano, (9336); (Figura 15), fueron
proporcionados por el Dr. K.C. Rice del Laboratorio de Quimica Medicinal en

Bethesda, MD.

5.1.5 Preparacion de las drogas

La preparacion de las drogas empleadas en este trabajo se realizé en la
forma descrita en el cuadro 5. Para llevar a cabo los experimentos se prepararon
diluciones en medio de cultivo RPMI completo 0 bien medio AIM-V, se emplearon

concentraciones de 10° a 10" M para los estudios in vitro.
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Cuadro 8. Preparacidn de las drogas empleadas en este trabajo.

Compuesto Peso molecular
SNC80O(+) 450g/mol
9332 589.14g/mol
9334 511.58g/mol
9336 507.12 g/mol
9333 448.52 g/mol

Soluciéon vehiculo

1.7ml H20
0.2ml DMSO

0.1 M(0.1N HCI)

0.4 ml EtOH
2.1 ml H0

0.7 ml EtOH
1.5 ml Hz0

1.7 ml EtOH
1.45m| H20

1.8 ml EtOH
2.0ml H0

Molaridad

1X10° M

2x10M

2x10°M

2x10°M

1.76X10° M

EtOH, alcohol stilico
DMSO, dimetil sulfoxido
HCI, Acido clorhidrico
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Cuadro 7. Ligandos opioides selectivos para receptor delta.

a Naltrindol. Los compuestos, 9332 y 9333 fueron derivados de esta molécula, y
presentan alteraciones quimicas localizadas en la posicion C. En el caso del 9332,
la modificacién consistié en la adicién de un grupo fenoxi, y en el caso del 9333
en |a adicién de un grupo hidroxilo.

b Bencilideno naltrexona. Los compuestos derivados de esta molécula, 9334 y
9336, presentan alteraciones quimicas localizadas en F y G, ambos. En el caso
del 9334 la modificacién consistic en la adicién de un grupo piridina y en el caso
del 9336 en la adicion de un grupo quinol.
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5.2 Metodologias empleadas

5.2.1 Obtencién de linfocitos de timo de rata

Una vez que se sacrificd al animal por asfixia con CO,, se procedié a
remover el timo inmediatamente. Se preparé una suspensioén unicelular al
disgregar el timo en medio RPMI 1640 suplementado con una solucién 0.5% de
penicilina-estreptomicina (RPMI completo). Esta suspension se lavd tres veces en
este mismo medio, y las células finales se resuspendieron y ajustaron a una

densidad de 10’ células/ml en medio AIM-V

5.2.2 Ensayo de reduccion del MTT a finfocitos

Para esto se determind la intensidad de reduccion del MTT o formazan por
las células en cultivo. Como se describié previamente, se preparé una suspension
celular del timo en medio AIM-V, y se ajusté a 107 células/ml. Alicuotas de 100
ul/pozo de esta suspension se depositaron en placas de 96 pozos de fondo plano
(Becton Dickinson) las cuales contenian cultivos por triplicado (100 ul/pozo) de
medio AIM-V el cual sirvi® como control no estimulado, o bien cultivos por
triplicado de Con A a concentraciones optimas y suboptimas (0.6, 1.2 y 2.4 ug/ml),
para estimular la proliferacion de linfocitos, todo esto en presencia o ausencia de
opioides en un rango de concentraciones de 10''-10° Las concentraciones
optimas y subdptimas de Con A empleadas se determinaron en un ensayo previo

(Ver Apéndice ll)
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Después de incubar por 44 horas a 37°C en una atmdsfera de 5% de CO,
y 95% de aire, se afnadié el MTT (Sigma Chemical Co., St Louis, Mo) a una
concentracion final de 0.5 mg/ml, y los cultivos se incubaron por cuatro horas
adicionales. Se afadieron 100 pl de buffer para lisis celular (50% de DMF + 50%
SDS al 20%) a cada pozo, y se incubaron durante toda la noche. Al terminar esta

incubacion, se leyeron las densidades opticas a 540nm en un lector de

microplacas.

5.2.3 Obtencion de macrofagos peritoneales de rata

Los animales se sacrificaron con CO2 e inmediatamente se procedio a
colectar las células residentes en la cavidad peritoneal con medio RPM| 1640 frio.
Las suspensiones celulares se lavaron una vez con este medio, se
resuspendieron y ajustaron en medio AIM-V a una concentracién de 2x10°
celulas/ml. Dado que el suero se ha reportado como un activador de los
macréfagos (Chen y cols, 1994), el media de cultivo se cambié en esta etapa por
el medio AIM-V libre de suero, €l cual se ha reportado como un medio que permite
el cultivo celular (Kaldjian, 1992). Alicuotas de 100ul/pozo de ésta suspension
celular se incubaron durante 2 horas en placas de 96 pozos con fondo plano
(Becton Dickinson, Cockeysville, MD). Las células no adherentes se remaovieron, y
las células adherentes (aproximadamente 70% de las células sembradas o casi
1.4 x 10%células/ml) se incubaron durante la noche en 100 plfpozo de medio AIM-

V en la presencia o0 ausencia de los opioides y/o antagonistas opioides.
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5.2.4 Producci6n de dxido nitrico por macréfagos

Se empled la acumulacién de nitritos en el sobrenadante de los cultivos de
macréfagos como un indicador de la produccion de dxido nitrico por células
residentes o activadas. Los cultivos de macréfagos tratados con o sin opiocides
durante la noche anterior se lavaron dos veces con medio RPMI a 37 °C, una vez
hecho esto, se ajusto el volumen de los macréfagos a 200 ul/pozo con medio AIM-
V. Los macréfagos se activaron con LPS 0.02 ug/ml en un volumen final de 200
ul/pozo en medio AIM-V (Ver apéndice lll para la curva dosis-respuesta a LPS).
Las placas se incubaron por 72 horas a 37 °C en una atmosfera de 5% de COz y
95% de aire. Al final del periodo se transfirieron 50ul/pozo (controles y
tratamientos) a una placa nueva. A estas alicuotas se les agrego 50 pl/pozo del
reactivo de Griess (Gémez-Flores y cols, 1997), se empled NaNO; como estandar.
Las placas se incubaron a temperatura ambiente por 10 minutos y se midieron las
absorbancias a 540 nm en un lector de microplacas (Molecular Devices

Corporation).

5.2.5 Produccién de TNF-a por macréfagos

Segun la metodologia ya descrita, se prepararon cullivos de macréfagos
residentes de rata, se incubaron durante una noche (aproximadamente 16h) en la
presencia o ausencia de opioides en concentraciones de 107!, 10°y 107 M. Al dia
siguiente los cultivos se lavaron para eliminar los opioides, y los macréfagos se

activaron con LPS (20 ng/ml). Estos se incubaron a 37°C durante 5 horas, al final
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de lo cual se colectaron 150 ul/pozo de sobrenadantes de los cultivos y se
almacenaron a 72°C para su posterior analisis. Se empledé una prueba ELISA

comercial para la cuantificacién de TNF-o en los sobrenadantes de los cultives.

5.2.6 Fagocitosis de la levadura Candida albicans por macréfagos

Macréfagos peritoneales de rata se ajustaron a una concentracidon de
2x10° células/ml respectivamente. Posteriormente se colocaron en cubreobjetos
de vidrio de 24x60 mm (Fisher Scientific, Pittsburg, PA) en el interior de cajas
Petri de poliestireno de 100x15 mm (Fisher Scientific), en condiciones de
esterilidad.

Después de 2 horas de incubacion a 37 °C las células no adherentes se
removieron, y las células adherentes se incubaron durante toda la noche en
presencia y ausencia de opioides a concentraciones de 107%°, 10® y 10° y se
incubaren durante 16h. Al dia siguiente los macréfagos se activaron con LPS (20
ng/ml) y se incubaron a 37°C durante 4 horas al final de lo cual los macréfagos se
lavaron una vez con PBS, y el medio se reemplazé con una suspension de
Candida albicans, cepa ATCC 32354, para lograr una proporcion de levaduras-
macrofagos de 4.1, en medio AIM-V en un volumen final de 3 mi de medio AIM-V.
Después de 1 hora de incubacion a 37 °C, la suspension de levaduras se removid
y las monocapas de macrofagos se lavaron intensamente con PBS, y se secaron

al aire.
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Las células se fijaron con metanol, y se tiferon con Giemsa (Goémez-Flores
y Weber, 2000). Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos de vidrio (Fisher
Scientific). El porcentaje de macrofagos que se encontré ingiriendo una © mas
levaduras se determind al contar 100 células por preparacion en objetivo de

inmersién (Rojavin et al, 1993).

5.2.7 Obtencién de células mononucleares de sangre periférica (CMH) mediante
gradiente Ficoll-Hypaque
Se empled sangre completa obtenida de donadores sanos, las CMH se
aislaron mediante gradiente de centrifugacion por Ficoll-Hypaque (3000 r.p.m.
durante 20 minutos). La interfase que contiene las CMH se colectd y lavo dos
veces en medio RPMI 1640 a 1600 r.p.m. por 5 minutos. Se realizé un conteo total
de la suspension final ya lavada, y se ajustd a 10° cels/ml para la prueba de

proliferacion.

5.2.8 Ensayo de reduccion del MTT por células mononucleares

Como en el caso de los linfocitos de rata, se determiné la intensidad de
reduccion del MTT o formazan por las células en cultivo. Se prepard una
suspension de CMH a una densidad de 10° células/ml. Alicuctas de esta
suspension celular (100 ul/pozo) se depositaron en placas de 96 pozos de fondo
plano (Becton Dickinson) las cuales contenian cultivos por triplicado (100 pul/pozo)
de medio AIM-V, como control no estimulado, o bien cultivos por triplicado de PHA

a la concentracion de 20 pg/ml, para estimular la proliferacion de CMH, en la
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presencia o ausencia de opioides en un rango de concentraciones de 10"'-10°,
Las concentracion empleada de PHA se determiné en un ensayo previo (Ver
Apéndice llI)

Después de incubar por 44 horas a 37 °C en una atmésfera de 5% de CO-
y 95% de aire, se afnadid el MTT a una concentracion final de 0.5 mg/ml, y los
cultivos se incubaron por cuatro horas adicionales. Se afadieron 100 ul de buffer
para lisis celular a cada pozo, y se incubaron durante toda la noche. Al terminar
esta incubacién, se leyeron las densidades oOpticas a 540nm en un lector de

microplacas.

5.2.9 Obtencion de monocifos de sangre periférica

Por el método ya descrito, se obtuvieron CMH de sangre periférica, se
ajustaron a una densidad de 2.5x10° células/ml y se sembraron 100pl/pozo en una
placa de 96 pozos de fondo plano y se incubaron por 2 horas a 37 °C. Las células
no adherentes se removieron, y las células adherentes (aproximadamente 10%
de las células sembradas) se incubaron durante la noche en 100 pl/pozo de

medio AIM-V en la presencia 0 ausencia de los opioides en concentraciones de

102, 10° y 10° M.

5.2.10 Produccién de TNF-a por monocitos
Los monocitos obtenidos se cultivaron en presencia de opioides durante
16h, después de lo cual se decanto la placa, se lavé dos veces con medio AIM-V a

37°C y posteriormente se ajusto el volumen en cada pozo con medio AIM-V ¢ bien
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medio AIM-V con LPS (0.01 pg/ml) en un volumen final de 200 pl/pozo, las placas
se incubaron durante 4 horas después de lo cual se colectaron 150pul/pozo de los

sobrenadantes y se almacenaron en congelacion (-20°C). Los niveles de TNF-a
presentes en los sobrenadantes se determinaron con una prueba ELISA

comercial (Ver apéndice Il).

5.2.11 Mantenimiento de lineas celulares murinas y humanas

Para el mantenimiento in vitro de las lineas tumorales se empled medio de
cultivo RPMI-1640 completo Los cultivos se mantuvieron en incubacion a 37°C y
una atmésfera de 5% de CO». La densidad celular debié mantenerse entre 3x10%y
7x10° céls/ml para las lineas que crecen en suspension y confluencia del 100%

para las lineas adherentes.

5.2.12 Determinacion del crecimiento in vitro de lineas celulares

Las células en cultivo se colectaron en tubos cénicos de 15mL, se lavaron
en medioc RPMI centrifugando a 1500 rpm durante 10 minutos para luego
resuspender en medio RPMI 1640 completo. Las células se ajustaron a una
concentracién de 5x10* cels/ml en medio RPMI completo. Se colocaron 100
ul/pozo de esta suspensién celular en una placa de 96 pozos de fondo plano. Se
anadieron 100 pl/pozo de opioides en un rango de concentraciones de 10°M a
10" M. Posteriormente, las células se incubaron durante 44 horas a 37°C y 5%
de CO,. Para la determinacion del crecimiento in vitro se anadieron 20 ul/pozo de

MTT (6 mg/ml) a cada placa, y se incubaron 4 horas adicionales. Se agregaron

63



100 pl/ipozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron toda la
noche (aproximadamente 16 horas) a 37°C y 5% de CO.. Al dia siguiente se
leyeron las densidades opticas (resultantes de la disolucién del formazan) se

leyeron a 540 nm en un lector de microplacas.

5.3 Analisis Estadistico

El anélisis estadistico consistié de dos pasos, el primero la determinacion de la
distribucion de los datos obtenidos para cada variable estudiada mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. En el segundo paso, para los datos con una
distribucion normal predominante se empleé la prueba ANOVA de una via para
evaluar el nivel de significancia de la diferencia entre la media de los grupos de los
que constaba el experimento (control y tratamientos). En los casos en que se
encontré diferencia entre los grupos, se empled [a prueba t de Dunnet para
evaluar el nivel de significancia de |a diferencia entre la media del grupo control y

la media de cada una de las concentraciones del tratamiento opioide.
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6. RESULTADOS

6.1 Efecto de opioides sobre las funciones de linfocitos y macréfagos de
rata.
6.1.1 Respuesta proliferativa de linfocitos de rata.

Para [a evaluacion del efecto de opioides sobre la proliferacion de
linfocitos se empled el disefio experimental que se esquematiza abajo
(Protocolo experimental 1), utilizando este protocolo experimental obtuvimos |a
respuesta de linfocitos residentes y linfocites activados (Con A) a un amplio

rango de concentraciones de opioides.

Protocolo experimental 1

Linfocitos (10° céls/ml)

Cultivos sin Cultivos activados
estimular con Con A
1 | ‘
control opioides
2.4 pg/mi
1.2 pg/ml

control  opioides |_‘ | 0.6 pug/mi
control  opioides [ —Opipides

‘ control
“t 4h densidades
" —» MTT Opticas
en cultivo (0.5 mg/ml) (Assonm)

final
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Los resultados obtenidos muestran que el SNC80 estimuld Ia
proliferacion de linfocitos preactivados con el mitégeno Con A a la

concentracion subdptima de 2.4 pg/ml, este efecto no se observé en linfocitos

residentes o activados con Con A a concentraciones de 1.2 y 0.6 ug/ml (6ptima
y subéptima, ver el apéndice para curvas dosis-respuesta) (Tabla 1.1 y Figura
15).

En el caso donde encontramos un efecto significativo, los indices de
proliferacion observados fueron de 2.230, 2.708 y 2.378, en respuesta a las
concentraciones de SNC80 107°, 10 y 107 M, respectivamente (p<0.05 en los
tres casos).

Con el compuesto 9332 se observé inhibicion a la concentracion de 107
M y estimulacién de la linfoproliferacion a dosis mayores a 10° M. A la
concentracion de 10° M el 9332 tiene un efecto inhibidor de la proliferacién, en
linfocitos residentes la inhibiciéon fue mayor del 50% con una alta significancia
(indice de proliferacion = 0.483, p<0.001). Estos niveles de inhibicién también
se observaron en linfocitos preactivados con Con A a las dosis de 2.4 (Figura
16) 1.2 y 0.6 pg/ml (Tabla 1.2); los indices de proliferacién en estos casos
fueron de 0.456, 0.421 y 0.412 respectivamente, todos con alta significancia
(p<0.001).

El 9332, sin embargo, a concentraciones menores de 10-> M es capaz de
estimular la proliferacion de linfocitos, si bien esto solo sucede en linfocitos
preactivados. En linfocitos preactivados con una concentracion de 2.4 ng/mi del

mitogeno es en donde se observa un rango mas amplio de accién del opioide,
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ya que las concentraciones de 10%,107,10°8 y 10° estimulan la proliferacion de
los linfocitos con indices de 1.445, 1.447, 1.404 y 1.327, respectivamente y con
una alta significancia en la mayoria de los casos (p <0.001) con excepcion de |la
concentracién 10 (p<0.005). En linfocitos preactivados con la concentracion
1.2 ug/ml de Con A, se observd estimulacidon solamente con la concentracién
10-° del opioide, con un indice de proliferacion de 1.353 y una alta significancia
(p<0.001).

El compuesto 9333 no mostré gran actividad con la sola excepcién de
los linfocitos preactivados con 2.4 ug/ml de Con A, en estas condiciones el 9333
es capaz de estimular la proliferacion de los linfocitos, el indice encontrado fue
de 1.426 (p<0.005) (Tabla 1.3).

El compuesto 9334 estimuld la proliferacién de linfocitos preactivados
con 24 y 1.2 ug/ml de Con A. En el primer caso el efecto se observd en el
rango de concentraciones de 107'% a 10° M del opioide, la mayor estimulacion
se observd en la concentracion de 107 M donde se encontrd un indice de
proliferacion de 1.399 con una alta significancia (p<0.001); este valor disminuye
tanto en las concentraciones menores (1 0% 10° y 10" M) y en las mayores
(10 y 10° M), pero en todos los casos el indice de estimulacién estuvo por
encima de 1.2 (Tabla 1.4).

En linfocitos preactivados con una dosis de 1.2 ug/ml de Con A se
observa también que un amplio rango de concentraciones del opioide estimulan
la proliferaciéon. De nuevo, la concentracion opiocide de 10”7 M induce la mayor

estimulacion (indice de proliferacion= 1.380) y presenta las mismas
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caracteristicas que el caso anterior, es decir, disminuye en concentraciones
menores y mayores a 10”’M y el indice de proliferacion se encuentra sobre 1.2
(Tabla 1.4).

En linfocitos preactivados con 0.6 pg/ml de Con A encontramos que se
reduce el rango de accion opioide, ya que sdlo las concentraciones de 10%y
10° M tienen un efecto significativo con indices de proliferacién de 1.167 y
1.241 respectivamente (p<0.005 y p<0.001) (Tabla 1.4).

De los opiocides evaluados el compuesto 9336 fue el Unico capaz de
estimular la proliferacion de linfocitos residentes y activados con cualquier
concentracién de Con A.

En linfocitos residentes observamos que las concentraciones de 9336 en
el rango de 10° y 10 estimularon |a proliferacion de los linfocitos con indices
de 1.252, 1.236, 1.241 y 1.251 respectivamente (p<0.05) (Tabla 1.5).

En linfocitos previamente activados con Con A a una concentracion de
2.40g/ml se amplia el rango de concentraciones del opicide que tienen
actividad estimuladara de 107"° a 10° M, ademas que se observaron indices
mas altos en comparacion con el caso anterior. La mayor estimulacion se
observé en la concentracion de 10° M del opioide con un indice de proliferacion
de 1686 (p<0.001) y este indice es mayor a 1.4 en el resto de las
concentraciones (Ver tabla de resultados) y con una alta significancia (p<0.001)

(Tabla 1.5).
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En linfocitos preactivados con mitégeno a concentraciones optima y
suboptima (1.2 y 0.6 ug/ml) la accién estimuladora de este opioide se reduce a
dos concentraciones, 10° y 10° M, siendo esta ultima la que induce la mayor
estimulacion con indices de proliferacion de 1.6, con una alta significancia

(Tabla 1.5).
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]| residentes

Bl actvados (Con A 2.4 ug/ml)
[ activados (Con A 1.2 ug/ml)
B2 actvados (Con A 0.6 ug/ml)

5_ . *

Indice de proliferacion

10(-9) : 10(-8) 10(-7)
SNC80 (M)

Figura 15. Efecto del SNC80 sobre la proliferaciéon in vitro de

linfocitos de timo de rata. Después de matar al animal por asfixia con CO;
el timo se removié inmediatamente. Se prepararon suspensiones unicelulares al
disgregar el timo en medio RPMI 1640, las células finales se resuspendieron y
ajustaron a una densidad de 10’ células/ml con medio AIM-V. De esta suspension
celular se depositaron 100 ul/pozo en placas de 96 pozos, las cuales contenian
cultivos por triplicado (100 pl/pozo) de AIM-V (control) , o bien cultivos de Con A
(2.4, 1.2, 0.6 ug/ml), en la presencia o ausencia de SNC80. Después de incubar
por 44 horas a 37°C, se afadi6 el MTT (0.5 mg/ml), y los cultivos se incubaron por
cuatro horas adicionales. Se afiadieron 100 ul/pozo de buffer para lisis celular, y se
incubaron durante toda la noche. Se leyeron las densidades 6pticas a 540nm en un
lector de microplacas.

La D.O. del control sin tratar fue de 0.134+0.122

Los datos representan la media+ el error estandar de 3 experimentos
representativos con 3 replicas.

* p < 0.05 comparado con el control no tratado
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] Linfocitbosresidentes
B Linfocitos activados (Con A 2.4 ug/mi)

Indice de proliferacion

10(-9) 10>(-8) 10(-7) 10(-6) 10(-5)
9332 (M)

Figura 16. Efecto del 9332 sobre la proliferacion in vitro de

linfocitos de timo de rata. Después de matar al animal por asfixia con
CO; el timo se removié inmediatamente. Se prepararon suspensiones
unicelulares al disgregar el timo en medio RPMI 1640, las células finales se
resuspendieron y ajustaron a una densidad de 10’ células/ml con medio AIM-V.
De esta suspension celular se depositaron 100 ul/pozo en placas de 96 pozos,
las cuales contenian cultivos por triplicado (100 ul/pozo) de AIM-V (control) , o
bien cultivos de Con A (2.4, 1.2, 0.6 ug/ml), en la presencia o ausencia de 9332,
Después de incubar por 44 horas a 37°C, se afadi6 el MTT (0.5 mg/ml), y los
cultivos se incubaron por cuatro horas adicionales. Se afiadieron 100 pul/pozo de
buffer para lisis celular, y se incubaron durante toda la noche. Se leyeron las
densidades 6pticas a 540nm en un lector de microplacas.

La D.O. del control sin tratar fue de 0. 4 03+0.095

Los datos representan la media+ el error estandar de 3 experimentos
representativos con 3 replicas.

* p < 0.05 comparado con el control no tratado

** p < 0.01 comparado con el control no tratado

*** p < 0.001 comparado con el control no tratado
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Figura 17. Efecto del 9334 sobre la proliferacién in vitro de

linfocitos de timo de rata. Después de matar al animal por asfixia con CO,
el timo se removié inmediatamente. Se prepararon suspensiones unicelulares al
disgregar el timo en medio RPMI 1640, las células finales se resuspendieron y
ajustaron a una densidad de 10’ células/ml con medio AIM-V. De esta suspension
celular se depositaron 100 pl/pozo en placas de 96 pozos, las cuales contenian
cultivos por triplicado (100 pl/pozo) de AIM-V (control) , o bien cultivos de Con A
(2.4, 1.2, 0.6 ug/ml), en la presencia o ausencia de 9334. Después de incubar por
44 horas a 37°C, se afiadio el MTT (0.5 mg/ml), y los cultivos se incubaron por
cuatro horas adicionales. Se afadieron 100 ul/pozo de buffer para lisis celular, y se
incubaron durante toda la noche. Se leyeron las densidades Opticas a 540nm en un
lector de microplacas.

La D.O. del control sin tratar fue de 0.351+0.019

Los datos representan la media+ el error estandar de 3 experimentos
representativos con 3 replicas.

* p < 0.05 comparado con el control no tratado

**p < 0.01 comparado con el control no tratado

*** p < 0.001 comparado con el control no tratado

72



residentes

Bl actvados (Con A 2.4 ug/ml)
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Figura 18. Efecto del 9336 sobre la proliferaciéon in vitro de

linfocitos de timo de rata. Después de matar al animal por asfixia con
CO, el timo se removié inmediatamente. Se prepararon suspensiones
unicelulares al disgregar el timo en medio RPMI 1640, las células finales se
resuspendieron y ajustaron a una densidad de 10’ células/ml con medio AIM-V.
De esta suspension celular se depositaron 100 pl/pozo en placas de 96 pozos,
las cuales contenian cultivos por triplicado (100 ul/pozo) de AIM-V (control) , o
bien Con A (2.4, 1.2y 0.6 ug/ml), en la presencia o ausencia de 9336. Después
de incubar por 44 horas a 37°C, se aiadi6 el MTT (0.5 mg/ml), y los cultivos se
incubaron por cuatro horas adicionales. Se afiadieron 100 ul/pozo de buffer
para lisis celular, y se incubaron durante toda la noche. Se leyeron las
densidades 6pticas a 540nm en un lector de microplacas.

La D.O. del control sin tratar fue de 0.459+0.098

Los datos representan la media + el error estdndar de 3 experimentos
representativos con 3 replicas.

* p < 0.05 comparado con el control no tratado

** p <0.01 comparado con el control no tratado

*** p < 0.001 comparado con el control no tratado
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Tabla 1.1. Efecto del opioide SNC80 sobre el Indice de proliferacion de
linfocitos de timo de rata

Dosis CONA E1® E2" E3® Indice de
(Molar)  (ug/ml) proliferacion *
- 0.010+0.004  0.013+0.010  0.380+0.001
control 24 0.091+0.008  0.042+0.021  0.451+0.001
(D.O) 1.2 0.088+0.022  0.435+0.153  0.855+0.006
0.6 0.02310.008 0.117+0.015  0.739+0.011
--- 0.258+0.140  1.256+0.067 1.207+0.010  1.271+0.303
10" 24 0.695+0.079  5.070+4.438  1.638+0.018  2.18611.442
1.2 0.366+0.125  1.201+0.489  0.913+0.018  0.84410.248
0.6 0.281+0.134 0.872+0.076 1.013+0.012 0.705+0.213
— 1.225+0.741  1.179+0.402  1.259+0.048 1.133+0.070
10 24 0.915+0.259  2.023+0.737 1.925+0.153  1.263+0.380
1.2 0.864+0.139  1.882+0.105  0.852+0.008  1.222+0.330
0.6 1.295+0.332  1.056+0.206  0.871+0.062  1.110+0.095
e 1.32240.264  0.794+0.067  1.17430.029  1.03410.154
10° 24 1.219+0.363  4.554+1.107 2.18240.042 2.230+1.165*
1.2 1.64110.128  1.866+0.328  1.060+0.004  1.466+0.294
0.6 1.126+0.348  1.434+0.178 1.020+0.061  1.177+0.135
— 1.903+0.161  2.307+2.00 1.12140.031  1.734+0.388
108 24 1.96340.123  5.273+0.481  1.34310.039 2.708+1.319 *
1.3 1.169+0.084  2.224+0.045  1.12240.011  1.432+0.403
0.6 0.057+0.418  1.278+0.300  0.987+0.033  1.080+0.099
2.838+2.135 0.794+0.168 1.257+0.056  1.555+0.645
107 24 1.714+0.253  4.601+0.082  1.881+0.106  2.378+1.140 *
12 1.520+0.445 2.068+0.128 1.202+0.019  1.505+0.329
0.6 0.535+0.134  1.559+0.851 1.027+0.046  1.009+0.298
- 1.806+1.246  1.743:+0.487 1.195+0.008 1.556+0.218
10° 24 1.194+0.457  2.179+0.529  1.632+0.019  1.333+0.453
1.2 1.000+0.203  0.704+0.279  0.624+0.134  0.809+0.095
0.6 0.478+0.149  0.491+0.194 0.870+0.002 0.606+0.121
- 1.225+0.987  0.71710.295 1.112+0.007  1.55610.146
10° 24 0.31110.268  1.476+0.169  1.659+0.030 0.798+0.349
1.2 0.381+0.111  0.153+0.071  0.806+0.005  0.338+0.097
0.6 0.521+0.092  0.369+0.113  0.873+0.027 0.555+0.118

2 El indice de proliferacion expresa el crecimiento observado en cada tratamiento con
respecto al observado en el grupo control (no tratade con opioides) cuyo Indice de
crecimiento por lo tanto es igual a 1.

® Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con 3
repeticiones.

° Representa la media + el error estandar de 3 experimentos representativos con 3
repeticiones cada uno.

4Valores de absorbancia (540nm) del grupo control, se emplea como una referencia de
las densidades Gpticas obtenidas en la proliferacion basal (grupo control).

* p<0.05 comparado con el control no tratado
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Tabla 1.2. Efecto del opioide 9332 sobre el Indice de proliferacion® de
linfocitos de timo de rata

Dosis CONA E1® E2® E3® Indice de
(Molar}  (ug/ml) proliferacién ©
— 0.274+0.005 0.590+0.112  0.345:0.001
controg 2.4 0.438+0.006 0.365+0.009  0.442+0.014
(D.0) 1.2 0.488+0.018  0.388+0.028  0.371+0.010
0.6 0.47740.010  0.419+0.015  0.342+0.025
een 1.104+0.045 0.713+0.010 1.09740.014  0.971+0.129
1o 2.4 0.973+0.021  1.018+0.030 1.201+0.045 1.064+0.069
1.2 0.940+0.014 0.961+0.061 1.028+0.016 0.976+0.026
0.6 1.04140.073  1.025+0.036 0.917+0.015  0.994+0.038
— 1.14510.026  0.728+0.018  1.085+0.053  0.98610.130
10° 24 1.19240.041  1.01110.019  1.54240.046  1.248+0.155
1.2 1.133+0.034 0.957+0.022 1.324+0.070 1.138+0.105
0.6 1.166+0.066 0.998+0.030 0.961+0.006 1.042+0.062
— 1.206+0.032 0.696+0.004 1.117+0.074  1.006+0.157
10° 24 1.38640.091 1.07740.036  1.517+0.008  1.327+0.130*
12 1.32110.014  0.932+0.014  1.259+0.027 1.17120.120
0.6 1.173+0.055 0.996+0.012 0.8431+0.030 1.037+0.069
—_ 1.22140.071  0.703+0.009  1.090+0.085  1.0051+0.155
10°® 2.4 1.51910.043  1.253+0.030 1.441+0.049  1.404+0.078 =
1.2 1.506+0.010  1.106+0.053  1.221+0.021  1.278+0.118
0.6 1,199+0.077  0.99610.017  1.054+0.043  1.08310.060
- 1.193+0.033 0.771:10014 1.161+0.071 1.042+0.135
107 24 1.53740.019  1.205+0.030 1.600+0.106  1.447+0.122 **
1.2 1.456+0.041  1.040+0.048  1.274+0.024 1.257+0.120
0.6 1.314+0.026  0.954+0.022 0.961+0.058 1.076+0.118
- 1.189+0.049 0.739:+0.006 1.084:0.022 1.004+0.136
10° 24 2.120+0.037  1.06740.027  1.149+0.039  1.445+0.338 ™
1.2 2.017+0.044  0.965+0.021  1.078+0.027  1.353+0.333 **
0.6 1.772+0.036  1.008+0.031 0.920+0.008  1.233+0.270
- 0.654+0.006  0.359+0.007 0.434+0.005 0.483+0.088 ***
10° 24 0.391+0.003 = 0.569+0.007 0.409+0.100  0.456+0.056 ***
1.2 0.33610.000 0.569+0.046 0.358+0.009 0.421+0.074 ~*
0.6 0.359+0.002 0.501+0.001  0.377+0.007  0.412+0.044 =*

* El indice de proliferacion expresa el crecimiento observado en cada tratamiento con
respecto al observado en el grupo control (no tratado con opioides) cuyo indice de
crecimiento por lo tanto es igual a 1.

P Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con 3
repeticiones.

° Representa la media + el error estandar de 3 experimentos representativos con 3
repeticiones cada uno.

9Valores de absorbancia (540nm) del grupe control, se emplea como una referencia de
las densidades opticas obtenidas en la proliferacion basal (grupo control).

* p<0.05 comparado con el control no tratado

** p<0.01 comparado con el control no tratado

*** p<0.001 comparado con el control no tratado
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Tabla 1.3. Efecto del opioide 9333 sobre el Indice de proliferacion® de
linfocitos de timo de rata

Dosis CONA E1® E2° E3® Indice de
(Molar)  (pg/ml) proliferacion *
— 0.699+0.016  0.29510.024  0.40910.004
control 2.4 0.715+0.022  0.48810.014  0.358+0.003
(D.O) 1.2 0.193+0.001 0.548+0.012 0.37+0.003
0.6 0.621+0.012  0.55140.052  0.435+0.015
—-- 1.01710.023  1.055+0.049  1.084+0.023  1.052+0.019
10" 24 0.999+0.027 1.062+0.034  1.039+0.019  1.03410.018
1.2 0.987+0.012  0.888+0.018 0.961+0.014  0.94510.029
0.6 1.016+0.018 0.009+0.045 0.906+0.017 0.94410.036
J— 1.010+0.013 1.120+0.045 1.020+0.023  1.050+0.035
10" 24 1.15240.011  1.21840.020 1.029+0.022  1.133+0.055
1.2 0.94620.006 1.12110.012 0.954+0.018  1.007+0.056
0.6 1.117+0.047 0.967+0.067 0.926+0.012  1.003+0.057
-—-- 1.04810.056 1.159+0.045 1.036+0.015 1.081+0.039
10° 24 1.218+0.018  1.481+0.027  1.023+0.030  1.240+0.132
1.2 0.936+0.011  1.382+0.003  0.950+0.030  1.089+0.146
0.6 1.209+40.063  0.957+0.086  0.915+0.002  1.027+0.092
—-- 1.035+0.038  1.203:0.062 1.017+0.006  1.085+0.059
10 2.4 1.26310.030 1.615+0.065 1.17120.016  1.350+0.135
1.2 0.939+0.001  1.462+0.028  1.079+0.014  1.160+0.156
0.6 1.13740.068  0.982+0.013  0.931+0.035 1.016+0.062
---- 1.06640.022  1.155+0.043  1.012+0.008  1.078+0.041
107 2.4 1.25140.016  1.667+0.058  1.193+0.028  1.370+0.149
1.2 093410023 1.505+0.024 1.103+0.024 1.18140.169
0.6 1.182+0.036  0.980+0.034 0.909+0.014  1.024+0.081
- 1.10440.042  1.109+0.034  1.010+0.022  1.074+0.032
10° 24 1.20040.041  2.097+0.030  0.980+0.013  1.426+0.341 *
1.2 0.94910.008  1.993+0.016  0.992+0.008  1.312+0.341
0.6 1.218+0.088  1.569+0.033  0.934+0.020 1.241+0.183
--- 1.125+0.049  1.097+0.030 0.935+0.018  1.052+0.059
107 2.4 0.971+0.022 2.077+0.019  0.792+0.004  1.280+0.401
1.2 0.936+0.006  1.84110.079  0.847:0.103  1.208+0.317
06 1.02320.076  1.600+0.033 0.73610.010  1.120+0.253

? El indice de proliferacion expresa el crecimiento observado en cada tratamiento con
respecto al observado en el grupo control {no tratado con opioides) cuyo Indice de
crecimiento por |o tanto es igual a 1.

® Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con 3
repeticiones.

¢ Representa la media + el error estandar de 3 experimentos representativos con 3
repeticiones cada uno.

4Valores de absorbancia (540nm) del grupo control, se emplea como una referencia de
las densidades 6pticas obtenidas en la proliferacion basal (grupo control).

* p<0.05 comparado con el control no tratado
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Tabla 1.4. Efecto del opioide 9334 sobre el Indice de proliferacion® de
linfocitos de timo de rata

Dosis CONA E1® E2b E3® Indice de
(Molar)  (pg/ml) proliferacién ©
—- 0.392+0.070 0.325+0.020  0.367+0.004
control 2.4 0.620+0.004 0.44610.019  0.480+0.014
(D.0)° 1.2 0.538+0.014 0.495+0.016  0.428+0.019
0.6 0.505+0.001 0.454+0.013  0.322+0.008
e 1.185+0.078 0.975+0.030  1.038+0.035  1.066+0.062
10" 2.4 0.971+0.007 0.974+0.006  1.05740.046  1.001+0.028
1.2 1.00310.046 0.90740.023  0.92210.044  0.94410.029
0.6 0.999+0.032 1.020+0.042  1.038+0.026  1.019+0.011
— 1.385+0.060 1.03410033  1.048+0.019 1.156:0.114
10°1° 2.4 1.052+0.031 1.235+0.019  1.38240.061  1.223+0.095 *
1.2 1.164+0.003 1.19610.042  1.11010.012  1.15740.025
0.6 1.078+0.024 1.069+0.033  1.111+0.043  1.08620.012
EIN 1.553+0.279 1.055+0.038  1.033+0.031  1.214:0.169
10° 2.4 1.270+0.055 1.44940.087  1.359+0.018  1.359+0.051 ***
1:2 1.363+0.037 1.288+0.012 1.116+0.010  1.256+0.073 *
0.6 1.139+0.105 1.063+0.033  1.084+0.070  1.095+0.022
—— 1.35910.234 1.080+0.019  1.05810.036  1.166+0.096
10° 2.4 1.25940.007 151140.012  1.40110.050  1.390+0.073 ***
1.2 1.366+0.027 1.50040.033  1.12440.008  1.330+0.110 **
0.6 1.111+0.101 1.12740.033  1.085+0.043  1.108+0.012
1.564+0.163 1.033+0.038  1.06440.034  1.220+0.172
107 2.4 1.339+0.026 1.50940.012  1.34940.074  1.399+0.055 ***
1.2 1.353+0.036 1.65040.078  1.124+0.008  1.380+0.149 **
0.6 1.150+0.080 1.058+0.040 1.13740.055 1.115+0.028
1.503+0.249 1.038+0.031  1.038+0.010  1.19310.155
10°® 2.4 1.400+0.030 1.522+40.031 = 1.113+0.001  1.345:0.121 **
1.2 1.277+0.049 1.600+0.079  1.018+0.011  1.298+0.168 ***
0.6 1.222+0.042 1.23040.020 1.04840.016  1.167+0.059 **
—- 1.326+0.123 1.006:0.047 1.085+0.026  1.139+0.096
10° 2.4 1.285+0.075 1.693:0.041  1.052+0.012  1.344+0.187 ***
1.2 1.430+0.056 1.547+0.040 097510021  1.317+0.174 =
0.6 1.193+0.019 1.446+0.052  1.082+0.017  1.24110.107 *™*

® El indice de proliferacion expresa el crecimiento observado en cada tratamiento con
respecto al observado en el grupo control (no tratado con opioides) cuyo Indice de

crecimiento por lo tanto es igual a 1.

® Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con 3
repeticiones.
¢ Representa la media + el error estandar de 3 experimentos representativos con 3

repeticiones cada uno.

9 Valores de absorbancia (540nm) del grupo control, se emplea como una referencia de
las densidades opticas obtenidas en la proliferacién basal (grupe control).

* p<0.05 comparado con el control no tratado

** p<0.01 comparado con el control no tratado
*** p<0.001 comparado con el control no tratado
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Tabla 1.5. Efecto del opicide 9336 sobre el Indice de proliferacién® de
linfocitos de timo de rata

Dosis CONA E1® E2° E3° Indice de
(Molar)  (ug/ml) proliferacion
-— 0.64140.021  0.43210.041  0.303+0.011
contro!' 2.4 0.663+0.009 0.49310.023  0.500+0.015
(D.0)) 1.2 0.223+0.015 0.487+0.028 0.458+0.033
0.6 0.544+0.022 0.433+0.005 0.418+0.014
- 1.107+0.030  1.0131+0.077 1.019+0.030  1.047+0.030
10" 24 0.99140.058 0.95640.013  0.988+0.009  0.978+0.011
1.2 0.871:0.010 0.80040.039 0.910:0.046 0.894+0.011
0.6 1.105+0.025 0.95040.020 1.10140.022  1.052+0.050
-— 1.114+0.039  1.288+0.067 1.061+0.007 1.154+0.068
10" 2.4 1.154+0.014  1.199+0.017 1.284+0.033  1.212+0.038
1.2 0.890+0.030  1.052+0.007 1.286+0.010 1.076+0.114
0.6 1.275+0.073  0.979+0.046  1.330+0.056  1.194+0.109
-— 1.113+0.066  1.515+0.179  1.12840.022  1.252+0.131*
10° 24 1.253+0.005 1.511+0.003 1.662+0.054 1.475+0.119**
1.2 0.895+0.007 1.372+0.044  1.489+0.061 1.252+0.181
0.6 1.185+0.238 1.167+0.123  1.226+0.049  1.193+0.017
1.03410.097 1.577+0.161  1.097+0.069  1.23610.171 *
108 2.4 1.23740.018  1.566+0.031 1.738+0.044  1.51440.146 ™
1.2 0.863+0.010  1.33740.016 ~ 1.74040.102  1.314+0.253
06 1.191+0.152  1.230+0.127 1.295+0.055 1.239+0.030
- 1.145+0.041  1.449+0.182 1.129+0.051 1.241+0.104 *
107 24 1.173+0.016  1.51140.036  1.761+0.039  1.481+0.170 =~
1.2 0.898+0.014  1.358+0.075 1.705+0.077  1.320+0.233
0.6 1.348+0.102 1.159+0.097 1.339+0.082 1.282+0.061
1.22140.074 1.400+0.185 1.130:0.037 1.251+0.079*
10°¢ 2.4 1.383+0.020  1.601+0.010  2.074+0.085  1.686+0.203 ***
1.2 0.895+0.008  1.54610.035 2.087+0.023  1.509+0.344 *
0.6 1.450+0.090 1.28310.099 1.60710.065 1.447+0.093 **
- 1.120+0.086 ~ 0.853+0.096 0.880+0.020  0.951+0.084
10° 2.4 1.165+0.007 1.484+0.026 1.978+0.017  1.542+0.236 ***
1.2 0.884+0.001 1.768+0.090 2.195+0.047 1.616+0.385**
0.6 1.029+0.013  1.900+0.083  1.935+0.057  1.621+0.296 **

*El indice de proliferacién expresa el crecimiento observado en cada tratamiento con
respecto al observado en el grupo control (no tratado con opicides) cuyo indice de
crecimiento por lo tanto es igual a 1.

® Representa la media + el error estandar de un experimento representativa con 3
repeticiones.

° Representa la media + el error estandar de 3 experimentos representativos con 3
repeticiones cada uno.

Valores de absorbancia (540nm) del grupo control, se emplea como una referencia de
las densidades opticas obtenidas en la proliferacion basal (grupo contral).

* p<0.05 comparado con el control no tratado

** p<0.01 comparado con el control no tratado

*** p<0.001 comparado con el control no tratado
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6.1.2 - Produccién de 6xido nitrico por macréfagos peritoneales de rata.

Para determinar el efecto de opiocides no peptidicos sobre la produccién
in vitro de oOxido nitrico, se utilizo el diseifo experimental descrito (Protocolo
experimental 2) Este nos permiti6 evaluar el efecto de opioides sobre

macrofagos residentes y activados con LPS.

Protocolo experimental 2

Macrofagos 2x10° céls/ml

Cultivos sin Cultivos activados con
estimular LPS
I | | I
control opioides control opioides

l

72 K medio condicionado Produccidon
en cultivo + > de nitritos
reactivo de Griess (Asaonm)

79



Los resultados se expresan en tres formas, produccién de nitntos, indice
de produccion de nitritos y viabilidad de macréfagos. El primero es una medida
directa de los nitritos producidos por oxidacion del éxido nitrico liberado en el
medio en cultivos de macroéfagos tratados con opioides. Es una cantidad neta
expresada en nanomoles/pozo. El indice de produccidén expresa la relacién
entre los nitritos producidos en los cultivos tratados y la cantidad de nitritos
producido en el cultivo control;, esta medida tiene la intenciéon de corregir las
diferencias entre experimentos en la produccién basal de nitritos, y es por lo
tanto una forma de normalizar los datos (Current Protocols in Immunology,
1994), se presentan también |as lecturas en densidades épticas de los controles
para mostrar las variaciones observadas en los experimentos. Para finalizar se
presentan los porcentajes de viabilidad observados en los cultivos control y
tratados.

Los compuestos opioides que tuvieron efecto sobre la produccién de
oxido nitrico fueron el SNC80, 9332, y 9334, en los tres casos el efecto fue de
inhibicién. EI SNCB80 tiene efecto inhibitorio sobre macréfagos activados con
LPS, en las concentraciones 10° y 10° M, con indices de produccién de oxido
nitrico de 0.846 y 0.840 respectivamente (p<0.001), estos resultados estan
asociados con porcentajes de viabilidad de 80.723 y 90.534 (Tabla 2.1).
Mientras que el opioide 9332 es capaz de inhibir la produccion de oxido nitrico
tanto de macrdfagos residentes como activados, ambos en |a concentracion de
10° M, los indices de produccién de 6xido nitrico fueron de 0.406 y 0.605
respectivamente (p<0.001), los porcentajes de viabilidad de los cultivos

asociados con estos resultados fueron de 67.56 y 78.363 también en forma
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respectiva (Tabla 2.2.). Se observo inhibicién de la produccién de oxido nitrico
debida al compuesto 9334, con un indice de produccién de 0.775 en la
concentracion 10° M del opioide (p<0.05), y un porcentaje de viabilidad de las
células igual a 88.930.

El 9333 (Tabla 2.3) y el 9336 (Tabla 2.5) no alteraron Ia produccién de

oxido nitrico,
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indice de produccion de nitritos

% de viabilidad

macréfagos residentes
B macrfagos activados

-
~n
1

Figura 19. Efecto del SNC80
sobre la activacion de

macrofagos de rata. Los
cultivos de macréfagos fueron
tratados con o sin SNC80 una noche
previa. Las placas se incubaron por
72 horas a 37 °C. Al final del periodo
de incubacibn se mezclaron
alicuotas de 50ul del medio
condicionado de los cultivos de
. macrofagos con 50 ul del reactivo de
10(-10) 10(-9) 10(-8) 1067  10(-6) Griess, las placas se incubaron a

o
1

SNC80 (M) temperatura ambiente por 10

minutos 'y se midieron las

21 macrofagos reskdentes densidades dpticas a 540 nm en un
EEE macrofagos activados lector de microplacas.

Q0 Los macréfagos se activaron con

LPS 0.02 ug/ml en un volumen final
de 200 pl/pozo en medio AIM-V.
Para determinar la viabilidad de los
cultivos de macrofagos tratados con
SNC80 se empleo la prueba de
viabilidad con MTT (5 mg/ml).

El indice de produccion de nitritos se
calcula con relacién a la produccion
de nitritos observada en el grupo
control, no tratado con SNC80.

Los datos representan la media + el
error estandar de 3 experimentos
representativos con 3 replicas.

* p<0.05 comparado con el control
no tratado

™
o
1

(o))
o
1

L

40

10(-10) 10(-9) 10(-8) 10(-7) 10(-6)
SNC80 (M)
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Indice de produccion de nitritos

% de viabilidad

EZ3 macrofagos residentes
B macrofagos activados

-
N
1

-
o
1

o
>
1

o
o
1

.

o
o
1

o
N
1

o
o

100 +

80~

60—

40+

20

10(-9) 10(-7) 10(-5)
9332 (M)

ETT] macrofagos residentes
== macrofagos activados

10(-8) : 10(-7) 10(-5)
9332 (M)
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Figura 20. Efecto del opioide
9332 sobre la activaciéon de
macroéfagos peritoneales de

rata. Los cultivos de macrofagos
fueron tratados con o sin 9332 una
noche previa. Las placas se
incubaron por 72 horas a 37 °C. Al
final del periodo de incubacién se
mezclaron alicuotas de 50 pl del
medio condicionado de los cultivos
de macréfagos con 50 pl del reactivo
de Griess, las placas se incubaron a
temperatura ambiente por 10
minutos 'y se midieron las
densidades opticas a 540 nm en un
lector de microplacas.

Los macréfagos se activaron con
LPS 0.02 pg/ml en un volumen final
de 200 pl/pozo en medio AIM-V.
Para determinar la viabilidad de los
cultivos de macréfagos tratados con
9332 se empleo la prueba de
viabilidad con MTT (5 mg/ml).
El'indice de produccion de nitritos se
calcula con relacién a la produccién
de nitritos observada en el grupo
control, no tratado con 9332.

Los datos representan la media + el
error estandar de 3 experimentos
representativos con 3 replicas.

** p < 0.01 comparado con el control
no tratado



Tabla 2.1. Efecto del opioide SNC80 sobre la produccién de éxido nitrico
por macréfagos peritoneales®

Dosis  Activacion ” Nitritos Indice de % de viabilidad
(Molar) nmol/pozo ® produccién de  de macréfagos ¢
nitritos ©
control s 3.269 +1.080
LPS 8.860 £ 0.718
. — 3172 + 0.905 0.096 + 0,100 95.364 15.283
10 LPS 8.299 + 0.541 0.942 + 0.051 90.638+7.503
o — 3.018 = 0.866 0.946 + 0.044 86.81312.224
10 LPS 8.062 + 0.472 0.915 + 0.049 82.630+7.074
. A=Y 2.906 + 0.876 0.907 +0.033 83.81114.024
10 LPS 7.539 £ 0.884 0.846 +0.034 ** 80.72315.504
. R 2669  0.704 0.849 + 0.054 79.04125.580
10 LPS 7.980 +0.725 0.904 + 0.062 82.778+2.293
X =T 3.056 + 0.967 0.945 + 0.030 83.53345.876
10 LPS 7.055 + 0.448 0.901 + 0.026 91.232+5 696
— 3.501 + 1.478 1.014 + 0.088 88.04515.104
10 LPS 7.298 + 0.650 0.840 £0.117 ** 90.534+1.396
- — 3670+ 1.180 1126 £ 0.074 93.931+4.756
10 LPS 8.865 + 0.683 1.002 + 0.036 95.738+1.790

? Ver. Material y Métodos

b Activacién: LPS 20 ng/mi

® Relacion entre la produccién de nitritos en los grupos tratados y el grupo

control

4 Porcentaje calculado en relacion a la viabilidad del grupo control.

bed Expresan la media + error estandar de 3 experimentos representativos con

3 replicas cada uno.
* p<0.05 comparado con el control no tratado
** p<0.01 comparado con el control no tratado

84



Tabla 2.2. Efecto del opioide 9332 sobre la produccion de 6xido nitrico por
macréfagos peritoneales®

Dosis  Activacion ° Nitritos Indice de % de viabilidad
(Molar) nmol/pozo ® produccién de  de macréfagos ¢
nitritos €
control i 3.472+1.759
LPS 8.163 +0.614
. - 3.371 £ 1.635 0.997 +0.075 93.649:10.446
10 LPS 7.873 £0.412 0.969:0.051 94.522+5 369
B —_— 3.467 + 1.557 1.060 £0.072 87.20616.778
10 LPS 8.299 +0.747 1.015+0.036 92.123+1.230
. A= 3.433 + 1.505 1.067 £0.134 93 56414175
10 LPS 8.299 +0.630 1.017+0.032 95.809+3 221
: Rl 3.361 £ 1.486 1.048 +0.181 86.45316.713
10 LPS 8.396 +0.669 1.029+0.042 89.006+2.636
: = 3.351 + 1.577 1.011 +0.128 79.89818.359
10 LPS 7.878 +0.827 0.962+0.043 90.459+5 231
] R 3.264 + 1,570 0.986 +0.195 89.391+4.700
10 LPS 8.173 +0.641 1.001+0.032 91.583+4 490
J —_— 1.136 + 0.363 0.406 10 147 = 67.566+7.053
10 LPS 5.073+1, 424 0.605+0.126 *** 78.363+13.498

® Ver. Material y Métodos

b Activacion: LPS 20 ng/ml

° Relacion entre la producciéon de nitritos en los grupos tratados y el grupo
control

3 Porcentaje calculado en relacion a la viabilidad del grupo control.

bed Expresan la media + error estandar de 3 experimentos representativos con
3 replicas cada uno.

* p<0.05 comparado con €l control no tratado

** p<0.01 comparado con el contral no tratado

** p<0.001 comparado con el control no tratado
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Tabla 2.3. Efecto del opioide 9333 sobre la produccién de éxido nitrico por

macréfagos peritoneales®

Dosis  Activacion® Nitritos Indice de % de viabilidad
(Molar) nmol/pozo ® produccidon de  de macréfagos ¢
nitritos ©
control — 4.45910.752
LPS 7.820+0.764
. 4.83141.152 1.06510.124 96.324+3.961
10 LPS 7.48140.684 0.957+0.006 87.905+7 683
- — 4.449+0.754 0.997+0.008 95.342+3.945
10 LPS 7.45740.641 0.95610.035 92.30315.266
| N 415410 747 0.827+0.021 98.109:0.963
10 LPS 7.148+0.826 0.912+0.051 92.557+4.838
z N\ 4.372+0.800 0.974+0.021 99.139+3.990
10 LPS 7.41410.623 0.952+0.047 01.289+6.922
¢ =4 4.749+1 269 1.036+0.153 94.052+3.548
10 LPS 7.530+0.793 0.962+0.036 90.640+12.943
. — 4.435:0.859 0.985+0.046 96.47511.654
10 LPS 7.762+0.924 0.989+0.050 94.65247.558
j 5.208+1.126 1.145+0.073 107.263+4.516
10 LPS 8.487+0.889 1.083+0,028 103.572+9.985

4 Ver. Material y Métodos

P Activacion: LPS 20 ng/ml
® Relacién entre la produccién de nitritos en los grupos tratados y el grupo

control

4 Porcentaje calculado en relacién a la viabilidad del grupo control.
bed Expresan la media + error estandar de 3 experimentos representativos con

3 replicas cada uno.

* p<0.05 comparado con el control no tratado
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Tabla 2.4. Efecto del opioide 9334 sobre la produccion de 6xido nitrico por
macréfagos peritoneales®

Dosis Activaciéon ® Nitritos Indice de % de viabilidad
(Molar) nmol/pozo ® produccién de  de macréfagos ¢
nitritos ©
control e 4.323+1.493
LPS 7.419+0.814
. —— 4.004+1.260 0.967+0.059 104.589+10.248
10 LPS 6.862+0.909 0.921+0.035 98.32648.479
B o 4.111+1.568 0.895+0.082 101.477+5.122
10 LPS 6.166+1.276 0.819+0.121 91.747+5.591
. Bl 3.907+1.517 0.846+0.083 98.067+1.081
10 LPS 5.856+1.426 0.775+0.153 * 88.930+6 454
) (5 4.057+1.576 0.870+0.107 96.343+4 038
10 LPS 6.040+1.194 0.80420.112 88.827+8.141
v = 3.757+1.492 0.797+0.105 97.67319.377
10 LPS 6.035+1.353 0.796+0.113 08.81649.816
R " 4.014+1,605 0.851+0.112 105.257+9.959
10 LPS 6.243+1.453 0.823+0.129 99.765+8.606
. — 4.710£1.893 0.987+0.176 106.349+5.105
10 LPS 7.844+0.893 1.058+0.047 111.154+7.415

? Ver. Material y Métodos

P Activacién: LPS 20 ng/ml
¢ Relacion entre la produccion de nitritos en los grupos tratados y el grupo

control

Porcentaje calculado en relacion a la viabilidad del grupo control.
bed Expresan la media + error estandar de 3 experimentos representativos con

3 replicas cada uno.

*p<0.05 comparado con el control no tratado
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Tabla 2.5. Efecto del opioide 9336 sobre la produccién de 6xido nitrico por
macréfagos peritoneales®

Dosis Activacion ® Nitritos Indice de % de viabilidad
(Molar) nmollpozo®  produccion de  de macréfagos ¢
nitritos ©
control stz 3.192+1.090
LPS 8.981+1.627
. - 4.130+1.146 1.472+0.285 114.381+8.938
10 LPS 9.653+0.633 1.14310.216 117.657+8.754
N — 4.202+1.788 1.220+0.191 103.009+2.166
10 LPS 6.872+1.881 0.738+0.115 102.76146.239
j DL 2.810+1.059 0.830+0.085 100.644+3.854
10 LPS 6.978+2.922 0.706+0.224 100.303+2.574
9 e 2.785+1.066 0.818+0.100 97.052+2.033
10 LPS 7.554+2 511 0.79240.156 97.106+3 600
\ L 2.964+1.205 0.851+0.155 97.790+2.680
10 LPS 7.85412 412 0.832+0.131 98.545+3.632
J — 3.825+1.875 1.00210.313 100.946+4 522
10 LPS 6.945+1.891 0.748+0.127 100.739+7.426
j —_ 3.143:1.273 0.88710.158 111.573+1.565
10 LPS 7.825+2 549 0.82240.155 111.353+3.059

* Ver. Material y Métodos

® Activacion; LPS 20 ng/ml

° Relacién entre la produccion de nitritos en los grupos tratados y el grupo
control

4 Porcentaje calculado en relacién a la viabilidad del grupo control.

®cd Expresan |la media + error estandar de 3 experimentos representativos con
3 replicas cada uno.

* p<0.05 comparado con el control no tratado

* p<0.01 comparado con el control no tratado
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6.1.3 Produccién de TNF-a por macréfagos de rata.

De la misma forma que para la produccion de Oxido nitrico, se
determinaron los niveles de TNF-a producidos por macrofagos residentes y
activados (LPS) que fueron tratados con opioides a diferentes concentracicnes

(Protocolo experimental 3).

Protocolo Experimental 3

Macrdfagos (2x10° céls/ml)

Cultivos sin Cultivos activados con
estimular LPS
control opioides control opioides
Sh colectar Produccion
en cultivo » sobrenadantes ——® de TNF-a
(ELISA)

Ninguno de los opioides utilizados alteré la produccién de TNF-o por

macréfagos peritoneales (Tabla 3.1-3.5)
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Tabla 3.1 Efecto del SNC80 sobre la produccién de factor de necrosis
tumoral alfa por macréfagos peritoneales de rata *

Dosis Act.® R1°¢ R2° TNF - ¢ Indice de
(Molar) pg/ml produccion de
TNF-o ®
control  --- 775+290 1340+299 10574283
LPS 2362+946 895+48 1628+733
10" — 655+93 868+140 7614106 0.746
LPS 22054605 749+10 14764728 0.885
10° 636+201 921472 778+142 0.754
LPS 246368 921+72 1692+771 1.036
107 7644306 749+10 75647 0.772
LPS 2665+119 868+139 1767+898 1.049

2 Ver Material y Métodos

® Activacion: LPS 20 ng/ml

° Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
2 repeticiones para la prueba ELISA. Cada repeticion de un experimento
representa a su vez 3 repeticiones (sobrenadantes del cultivo de macréfagos
empleados en ELISA).

Y Representa la media + el error estandar de dos experimentos representativos.
° El indice de produccién de TNF-a se calculé como la relacién entre la
produccién de TNF-a en los grupos tratados y el grupo control
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Tabla 3.2 Efecto del 9332 sobre la produccién de factor de necrosis
tumoral alfa por macréfagos peritoneales de rata *

Dosis Act.” R1° R2° TNF< ¢ indice de
(Molar) pg/ml produccién de
TNF-o ¢
control  — 726+164 490+12 608+117
LPS  15120+343 310+29 9114600
10™ 752480 46449 608+144 0.991
LPS 12544378 913199 10834170 1.884
10° _a 572+19 591429 58249 0.997
LPS 1519+24 711+110 1115+404 1.646
107 595426 516+176 555+39 0.936
LPS 1463577 512451 9881475 1.309

* Ver Material y Métodos

® Activacion: LPS 20 ng/mi

° Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
2 repeticiones para la prueba ELISA. Cada repeticion de un experimento
representa a su vez 3 repeticiones (sobrenadantes del cultivo de macréfagos
empleados en ELISA).

Y Representa la media + el error estandar de dos experimentos representativos.
® El indice de produccion de TNF-o se calculd como la relacién entre la
produccién de TNF-a en los grupos tratados y el grupo control
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Tabla 3.3 Efecto del 9333 sobre la produccion de factor de necrosis
tumoral alfa por macréfagos peritoneales de rata *

Dosis Act. P

R1° R2° TNF-¢. ° indice de
(Molar) pa/ml produccién de
TNF-o ©
control  — 726+164 490+12 608+117
LPS 15124343 310+29 911+600
10" 849+156 610+111 730119 1.207
LPS 1710+178 580+176 11451565 1.499
10 - 6851152 303+11 494+190 0.780
LPS 2448+379 438450 1443+1005 1.514
107 453+100 550+6 501+48 0.872
LPS 1909+684 10034286 1456+452 2.245

® Ver Material y Métodos
® Activacion: LPS 20 ng/m

° Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
2 repeticiones para la prueba ELISA. Cada repeticion de un experimento
representa a su vez 3 repeticiongs (sobrenadantes del cultivo de macréfagos
empleados en ELISA).

“ Representa la media + el error estandar de dos experimentos representativos.
® El indice de produccion de TNF-a se calculé como la relacion entre la
produccion de TNF-a en los grupos tratados y el grupo control
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Tabla 3.4 Efecto del 9334 sobre la produccion de factor de necrosis
tumoral alfa por macréfagos peritoneales de rata *

Dosis Act.® R1¢ R2¢ TNF-o ¢ Indice de
(Molar) pg/ml produccion de
TNF-o ©
control - 726+164 490+12 608+117
LPS 1512+343 310+29 911+600
10" 670+145 789-283 730459 1.266
LPS 10964242 789+283 943+153 1.633
10°° -+ 984+123 7784185 8811102 1.471
LPS 1108417 7781185 943+164 1.619
107 565+32 1078+433 821+256 1.488
LPS 1351442 1078+433 1214+136 2.181

*Ver Material y Métodos
b Activacion: LPS 20 ng/m

°Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
2 repeticiones para la prueba ELISA. Cada repeticion de un experimento
representa a su vez 3 repeticiones (sobrenadantes del cultiva de macréfagos
empleados en ELISA).

? Representa la media + el emror estandar de dos experimentos representativos.
® E! indice de produccién de TNF-a. se calculé como la relacion entre la
produccion de TNF-a en los grupos tratados y el grupo control
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Tabla 3.5 Efecto del 9336 sobre la produccion de factor de necrosis
tumoral alfa por macréfagos peritoneales de rata *

Dosis Act. R1° R2° TNF« ¢ Indice de
(Molar) pg/ml produccion de
TNF-o ©
control - 774+289 13404299 1057+282
LPS 23624946 1033458 16974664
10™ 681+16 905+92 793+112 0.777
LPS 3028+254 1179+34 2103+924 1.211
10°° 640+138 5951202 617+22 0.635
LPS 33094558 16211966 2465+844 1.484
107 25 610+13 883+351 746+136 0.723
LPS 29534720 977+34 1965+988 1.098

® Ver Material y Métodos

® Activacion: LPS 20 ng/ml

° Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
2 repeticiones para la prueba ELISA. Cada repeticion de un experimento
representa a su vez 3 repeticiones (sobrenadantes del cultivo de macréfagos
empleados en ELISA).

 Representa la media + el error estandar de dos experimentos representativos.
® El indice de produccion de TNF-a se calculd como la relacion entre la
produccion de TNF-o en los grupos tratados y el grupo control
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6.1.4 Fagocitosis de la levadura Candida albicans por macréfagos

peritoneales de rata.

Se determind el efecto de opioides no peptidicos sobre la capacidad
fagocitica tanto de macréfagos residentes como de macréfagos activados con

LPS, de acuerdo al esquema presentado a continuacién (Protocolo

experimental 4)

Protocolo Experimental 4

Macréfagos (1x108 céls /ml)

Cultivos sin Cultivos activados con
estimular LPS
control opioides control opioides

S | |

l 4h Laminillas Recuento
! -~ . - »
Candida albicans ———»  Fiiar Tefiir al microscopio

Ninguno de los opioides utilizados alterd los porcentajes de fagocitosis de

Candida albicans por por macrofagos peritoneales (Tabla 4.1-4.5)
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Tabla 4.1. Efecto del SNC80 sobre la fagocitosis de la levadura
Candida albicans por macréfagos peritoneales de rata

Concentracion  Act ® R1°© RO © R3° Porcentaje Indice de
(Molar) fagocitosis fagocitosis
control —_ 1110 12.542.5 85405 10.66+1.16
LPS 145+25 1112 9+1 11.5+1.60
10°'° e 1848 6+1 5+4  9.66+4.17  0.901
LPS 18+2 7.521.5 8.5£1.5 11.3313.34 0.955
10° — 75415 14+1 55405  9+2.56 0.816
LPS 105405 175+25 75405 11.83+2.96 1.049
10% = 125825 9.5+1.5 8.5£1.5 10.16+1.20 0.965

LPS 13.5+45 115455 45425 9834272 0.825

®Ver Material y Métodos.
® Activacion: LPS 20 ng/mi

° Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
2 repeticiones




Tabla 4.2 Efecto del 9332 sobre la fagocitosis de la levadura
Candida albicans por macré6fagos peritoneales de rata *

Concentracién  Act.” R1°¢ R2 ¢ R3¢ Porcentaje  Indice de
(Molar) fagocitosis  fagocitosis
control o 30+2 255455 345415 30+2.59
LPS 1241 19+14 33+1 21.33+6.17
10°° — 17 18+4 3446 23+5.50 0.752
LPS 175425 85425 2145 15.66+3.72 0.847
102 S 25+4 28.5t4.5 3847 30.5+3.88 1.017
LPS 155+35 16.5t1.5 23+1 T@33+235 0.952
107 —- 275435 155435 365t55 265+608  0.880

LPS 16.5+8.5 1617 305405 21+475 1.047

*Ver Material y Métodos.
® Activacion: LPS 20 ng/ml

° Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
2 repeticiones
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Tabla 4.3 Efecto del 9333 sobre la fagocitosis de la levadura
Candida albicans por macréfagos peritoneales de rata *

Concentracion  Act.? R1°¢ R2 ¢ R3¢ Porcentaje Indice de
(Molar) fagocitosis fagocitosis
control - 5+1 1243 105415 9.16+2.12
LPS 55115 B+2 9.5+1.5 7+1.25
10°'° — 115455 6+0 6.5+0.5 8+1.75 1.139
LPS  8+25 4+1.5 75425 6.5+1.25 0.970
10°® — 3+1 9+4 5+2 566+1.76  0.608
LPS 25405 5515 75425 5161145 0.720
10® 3+2 610 7.5+05 55+1.32 0.604
LPS 5532 6+3 9+4 6.83+1.09 0982

?Ver Material y Métodos.
® Activacion: LPS 20 ng/ml

 Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
2 repeticiones
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Tabla 4.4 Efecto del 9334 sobre la fagocitosis de |a levadura
Candida albicans por macréfagos peritoneales de rata *

Concentracién Act® R1¢ R2°¢ R3¢ Porcentaje  Indice de

(Molar) fagocitosis  fagocitosis
control — 235475 1754105 41.5+35 27.547.21
LPS 155i25 165445 3847  23.33+7.33

10°1f ~— 135465 11+4 40.5+45 21662944 0726

LPS 1548 175445 2749  19.83+365 0912

10’ — 1242 105435 46+1 22.83+11.59  0.739

LPS 1943 943  44.5+17.5 24.16+10.56  0.980

10 —- 195415 175425 21.5+45 19.5+1.15 0.782

LPS 135475 17.5+35 405+3.5 23.831841 0.999

“Ver Material y Métodos.
P Activacién: LPS 20 ng/ml

¢ Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
2 repeticiones
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Tabla 4.5 Efecto del 9336 sobre la fagocitosis de la levadura
Candida albicans por macréfagos peritoneales de rata °

Concentracién  Act.? R1 ¢ R2 ¢ R3° Porcentaje  Indice de

(Molar) fagocitosis  fagocitosis
control -—- 27+8 28+7 27+1 27.33+0.33
LPS 1743 205455 15.5+10.5 17.66+1.48

1070 — 185455 245+65 105+1.5 17.83+4.05 0.649

LPS 16.5+t45 1241 145105 14.33+1.30 0.830

10® — 205+#35  22+1 1242  18.16+3.11 0.663

LPS 2241  215+85 125+25 1866+3.08 1.049

10° -~ 225+15 23£2 1043 18.5+4 25 0675

LPS 11.5+0.5 1310 1518 13.16+1.01 0.759

®Ver Material y Métodos.

P Activacién; 20 ng/mi

° Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
2 repeticiones
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6.2 Efecto de opioides sobre las funciones de células mononucleares y

monocitos humanos
6.2.1 Respuesta proliferativa de células mononucleares humanas.

Como en el caso de linfocitos de rata, para la proliferacién de células
mononucleares humanas se determiné el efecto de opioides sobre células no

activadas y activadas con PHA a una concentracion subdptima (Protocolo

Experimental 5).

Protocolo Experimental 5

CMH (1x10° céls/ml)

Cultivos sin Cultivos activados con
estimular PHA
control opioides control opioides

L ]
l .

44 h > MTT > densidades

. dpticas
en cultivo
(A540n m)
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Se observad que dos de los compuestos evaluados tienen algun tipo de
actividad sobre la proliferacion in vitro de las CMH. El 9332 (10° M) tiene un
efecto inhibidor de la proliferacion de las CMH tanto en células residentes como
sobre aquellas que fueron preactivadas con PHA 20 ug/ml. En ambos casos |a
inhibicién fue de alrededor del 30%, en el primer caso con un indice de
proliferacion de 0.727 y en el segundo se encontrd un indice de proliferacion de

0.676, ambos con una alta significancia (p<0.001) (Tabla 5.2).

El compuesto 9336 por su parte, estimulé la proliferacion de CMH
residentes y activados. En CMH residentes, el 9336 a las concentraciones de
10® y 107° estimuld la proliferacién linfoide con indices de 1.136 y 1.311
(p<0.001); en CMH activadas la estimulaciéon es también dependiente de la
concentraciéon de opioide, pues las concentraciones 107, 10% y 10° M tuvieron
indices respectivos de 1.092, 1.147 y 1.304, todos con alta significancia

estadistica (Figuras 21 y Tabla 5.5).

Los opioides SNC80 (Tabla 5.1), 9333 (Tabla 5.3) y 9334 (Tabla 5.4, no

alteraron la proliferacion de CMH residentes o activadas con PHA.
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’

linfocitos residentes
Bl linfocitos activados

liferacion

Indice de pro

10(-8) 10(-7) 10(-6) 10(-5)
9336 (M)

Figura 21. Efecto del 9336 sobre la proliferacion in vitro de

células mononucleares de sangre periférica humana. La
determinacion de la proliferacion in vitro, se realiz6 mediante la medicion de la
incorporacion de MTT a las células en cultivo. Para ello se prepar6 una
suspension de células mononucleares a una densidad de 10° células/ml. Las
suspensiones celulares (1 00 ul/pozo) se depositaron en placas de 96 pozos en
la presencia o ausencia de 9336. Después de incubar por 44 horas se afnadio el
MTT (0.5 mg/ml), y los cultivos se incubaron por cuatro horas adicionales. Se
afiadieron 100 pl/pozo de buffer para lisis celular, y se incubaron durante toda la
noche. Las densidades opticas se leyeron a 540nm.

Los linfocitos se activaron con PHA a una concentracion de 20 ug/mi

Los datos representan la media: el error estandar de 3 experimentos
representativos con 3 replicas.

* p < 0.05 comparado con el control no tratado

*** p < 0.01 comparado con el control no tratado
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Tabla 5.1. Efecto del opioide SNC80 sobre el Indice de proliferacion de
células mononucleares humanas®

Dosis  Activacion® E1® E2® E3® Indice de
(Molar) proliferacion ©
) 0.33110.003  0.426+0.007 0.8010.040
control PHA 0.39710.006  0.38610.005  0.775:0.025
B - 1.046:0.005 0.996+0.006 0.935:0.016  0.992+0.031
10 PHA 1.016:0.018  1.00110.001  0.94110.011  0.98610.022
o - 1.036:0.007  1.003+0.042 1.010+0.026  1.016+0.009
10 PHA 0.937+0.003  1.013x0.015  1.009:+0.010  0.98610.024
] —- 0.987+0.004 0.979+0.025 0.952+0.021 0.973+0.010
107 PHA 0.927+0.023  0.97310.026  1.058+0.014  0.986+0.038
. o 1.01240.005 1.049+0.019 0.966+0.011  1.009+0.023
10 PHA) 0.9470.025+ 1.130+0.017  1.053+0.039  1.043+0.053
] — 0.998+0.003 0.991+0.006 0.964+0005 0.984+0.010
10 PHA 0.947+0.006 1.025+0021  1.010+0.013  0.994+0.023
. - 0.980:0.003  0.987+0.020  0.955+0.018  0.974+0.009
10 PHA 0.958+0.004  0.949+0.008 0.953+0.026  0.953+0.002
i — 0.982:0.005 0.988:0.023 0.992+0.023  0.988+0.002
10 PHA 0.95510.018  0.993:0.009  1.00040.007 = 0.98310.013

® El Indice de proliferacion expresa el crecimiento observado en cada
tratamiento con respecto al observado en el grupo control (no tratado con
opioides) cuyo indice de crecimiento = 1

® Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
3 repeticiones.

° Representa la media + el error estandar de 3 experimentos representativos
con 3 repeticiones cada uno.

9 Valores de absarbancia (540nm) del grupo control, se emplea como una
referencia de la proliferacién basal de las células mononucleares en cultivo.

¢ Activacién: PHA 20 pg/ml
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Tabla 5.2. Efecto del opioide 9332 sobre el Indice de proliferacion® de
células mononucleares humanas

Dosis Activacion ® E1® E2° E3P Indice de
(Molar) proliferacion ©
‘ 0.356+0.003 0.4531+0.021 0.74410.008
control PHA 0.382+0.004 0.447+0.025 0.746+0.022
y 0.97240.017  0.927+0.030  0.992+0.023  0.864+0.019
10° PHA 1.008+0.019  0.943+0.010  1.00410.011  0.985+0.021
0 - 0.990+0.011 1.070£0.024  0.980+0.029  1.013+0.028
10 PHA 1.004+0.011  0.99740.005 0.991+0.034  0.997+0.003
R -— 0.977+40.025 1.12440.049 1.076+0.013  1.05910.043
10 PHA 0.95340.010 0.999+0.026  1.003+0.072 0.985+0.015
R 0.983+0.034  1.012+0.007 1.070+0.019  1.021+0.025
10 PHA) 0.95240.007 0.9594+0.011 0.995+0.049 0.969+0.013
5 . 0.984+0.030 0.992+0.035 1.076+0.012 1.017+0.029
10 PHA 0.963+0.009 0976+0.024 098240063 0.974+0.005
P ---- 1,.012+0.016  1.025+0.010  1.016+0.015  1.017+0.004
10 PHA 0.989+0.012 0.986+0.025 0.987+0.047  0.988+0.000
] - 0.492+0.010 0.936+0.037 0.754+0.021  0.727+0.128 **
10 PHA 0.437+0.003  0.829+0.026 0.763+0.029  0.67610.121 ***

* El indice de proliferacién expresa el crecimiento observado en cada
tratamiento con respecto al observado en el grupo control (no tratado con
opioides) cuyo Indice de crecimiento = 1

® Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
3 repeticiones.

° Representa la media + el error estandar de 3 experimentos representativos
con 3 repeticiones cada uno.

9 Valores de absorbancia (540nm) del grupo control, se emplea como una
referencia de la proliferacién basal de las células mononucleares en cultivo.

® Activacion: PHA 20 pg/ml

** p<0.01 comparado con el control no tratado

*** p<0.001 comparado con el control no tratado
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Tabla 5.3. Efecto del opioide 9333 sobre el Indice de proliferacion® de
células mononucleares humanas

Dosis  Activacion® E1® E2° E3P Indice de
(Molar) proliferacion ©
» e 0.382+0.002 0.45510.008 0.76410.009
control PHA 0.425+0.004 0.406+0.007 0.79210.016
% s 1.04810.016 0.942+0.022 0.98010.011 0.990+0.030
10 PHA 1.03310.002 0.963+0.017 0.94110.014 0.979+10.027
0 ———- 1.04810.036 1.001£0.033 0.92210.005 0.99110.036
10 PHA 1.01410.028 1.041+0.009 0.96510.031 1.007+0.022
o swme 1.036+0.017 0.950+0.038 1.265+0.010 1.083+0.093
10 PHA 1.076+0.009 1.012+0.009 0.93940.033 1.009+0.039
" YERE 1.042+0.027 1.017+0.030 1.147+0.035 1.069+0.039
10 PHA) 1.050+0.015 1.027+0.031 0.97610.025 1.018+0.021
. — 1.000+0.005 0.961+0.020 0.963+0.020 0.975+0.012
10 PHA 1.018+0.007 1.036+0.019 0.963+0.003 1.006+0.022
3 s 1.013£0.013 0.971+0.009 0.979+0.025 0.98840.013
10 PHA 1.050+0.006  0.971+0.008  0.961+0.025  0.996+0.030
s = 1.07410.010 0.989+0.008 1.01510.021 1.026+40.024
10 PHA 1.04210.008 1.018+0.010 0.950+0.013 1.00410.027

® El indice de proliferacion expresa el crecimiento observado en cada
tratamiento con respecto al observado en el grupo control (no tratado con
opioides) cuyo Indice de crecimiento = 1

® Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
3 repeticiones.

° Representa la media + el error estandar de 3 experimentos representativos
con 3 repeticiones cada uno.

¢ Valores de absorbancia (540nm) del grupo control, se emplea como una
referencia de la praliferacion basal de las células mononucleares en cultivo.

¢ Activacién: PHA 20 ug/mil
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Tabla 5.4. Efecto del opioide 9334 sobre el Indice de proliferacion® de
células mononucleares humanas

Dosis Activacion® E1® E2® E3® Iindice de
(Molar) proliferacion ©
d —_ 0.379+0.007 0.398+0.008 0.79310.008
control PHA 0.47310.013 0.401+0.006 0.7801+0.006
4 wme 1.007+0.009 1.049+0.014 0.975+0.018 1.010+0.021
10 PHA 1.004+0.029 1.01310.028 0.972+0.018 0.996+0.012
10 w——- 0.969+0.007 1.140+0.020 0.982+0.051 1.030+0.055
10 PHA 0.998+0.034 1.018+0.017 0.937+0.035 0.98410.024
P ~eae 1.033+0.015 1.186+0.013 0.96740.027 1.062+0.064
10 PHA 0.975+0.031 1.056+0.028 1.173+0.026 1.068+0.057
" ——— 1.072+0.017 1.09710.000 0.92410.025 1.03140.053
10 PHA) 0.943140.009 1.059+0.011 1.07440.091 1.026+0.041
. = 0.961+0.009 1.117+0.033 0.95510.012 1.011+0.053
10 PHA 0.915+0.025 1.014+0.014 0953+0.017  0.961+0.028
F -— 1.009+0.013 1.06940.006 0.97310.022 1.017+0.027
10 PHA 0.850+0.010 1.015+0.013 0.97910.029 0.98140.019
s —am= 1.098+0.034 1.123+0.007 0.993+0.019 1.07140.039
10 FHA 1.003+0.022 1.092+0.011 0.991+0.021 1.02940.031

® El indice de proliferacion expresa el crecimiento observado en cada
tratamiento con respecto al observado en el grupo control (no tratado con
opioides) cuyo Indice de crecimiento = 1

® Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
3 repeticiones.

 Representa la media + el error estandar de 3 experimentos representativos
con 3 repeticiones cada uno.

 Valores de absorbancia (540nm) del grupo control, se emplea como una
referencia de la proliferacion basal de las células mononucleares en cultivo.

¢ Activacion: PHA 20 ug/m!
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" Tabla 5.5. Efecto del opioide 9336 sabre el Indice de proliferacion® de
células mononucleares humanas

Dosis  Activaciéon® E1® E2° E3® indice de
(Molar) proliferacion °
; 0.33440.005 0.450+0.002 0.757+0.022
control PHA 0.3921+0.004 0.38910.011  0.73+0.007
" —-- 1.03310.031 1.05410.008 0.930+0.041  1.009+0.034
10 PHA 1.03740.006  1.018+0.005 0.941+0.013  0.999+0.029
o s 1.02620.029  1.024+0.032 0.96240.017  1.018+0.007
10 PHA 1.03410.027 1.039+0.034 1.004+0017  1.026+0.010
R - 1.042+0.015 1.009+0.045 0.949+0.004 1.051+0.027
10 PHA 1.04840.018 1.00540.021 1.102+0.018 1.051+0.028
. - 0.980+0.006 1.088+0.006 0.959+0.032 1.050+0.035
10 PHA) 1.022+0.011 1.075+0.003 1.083+0.027 1.080+0.019
B — 1.038+0.008 1.010+0.023 1.027+0.021  1.045+0.022
10 PHA 1.073:0.019  1.115+0.020 1.088+0.022 1.092+0.012*
B — 1.18440.008 1.102+0.014  1.14310.005 1.13610.024 ***
10 PHA 1.22940.012  1.088+0.007  1.12310.012  1.1470.042 **
. 1.507+0.016  1.234+0.042 1.221:0.020 1.311+0.099 **
10 PHA 1.483+0.007 1.239+0.036 1.190+0.024  1.30440.090 ***

2 El indice de proliferacién expresa el crecimiento observado en cada
tratamiento con respecto al observado en el grupo control (no tratado con
opioides) cuyo indice de crecimiento = 1

® Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
3 repeticiones.

° Representa la media + el error estandar de 3 experimentos representativos
con 3 repeticiones cada uno.

? Valores de absorbancia (540nm) del grupo control, se emplea como una
referencia de la proliferaciéon basal de las células mononucleares en cultivo.

¢ Activacién: PHA 20 pg/ml

** p<0.01 comparado con el control no tratado

*** p<0.001 comparado con el control no tratado
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6.2.2 Produccion de TNF-a por monocitos humanos.

Se evalud el efecto de opioides sobre la produccion de TNF-oo por
monocitos humanos no activados y activados con LPS ( a una concentracién de

0.001 pg/ml, determinada con una curva dosis-respuesta).

Protocolo Experimental 6

Monocitos (2.5x10°)

Cultivos sin Cultivos activados con
estimular LPS
control opioides control opioides
4 h colectar .,
encultivo — " sobrenadantes —— —y Produccion
de TNF-a
(ELISA)

Se observd que los compuestos SNC80, 9332 y 9333 alteraron la
produccion de TNF-a por monocitos humanos. El SNC80 estimulé Ia

producciéon de TNF-o. por monocitos residentes en forma significativa a la

108



concentracion 10° M (indice =1.285, p<0.05) (Figura 22 y Tabla 6.1). El 9332
inhibié la produccién de TNF-a por monocitos residentes en las concentraciones
de 10", 10° y 10®° M, (los indices de produccién de la citocina fueron de
0.698, 0.678 y 0.751 respectivamente, p<0.01) (Figura 23 y Tabla 6.1).

En monocitos residentes el 9333 a la concentracidon de 102 M inhibe la
produccion de TNF-a, con un indice de 0.688 (p<0.05). En monocitos activados
la inhibicion se observa en las concentraciones de 1072y 10 M, con indices de

producciéon de TNF-o de 0.753 y 0814 respectivamente (p<0.001) (Figura 24 y
Tabla 6.3).
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Figura 22. Efecto del SNC80 sobre la produccion de TNF-a por
monocitos humanos .Monocitos obtenidos a partir de sangre periférica
humana se cultivaron en presencia de opioides durante 16h, después de
lo cual se lavaron y se ajustaron en medio AIM-V o bien medio AIM-V
con LPS (0.01 ug/ml) a un volumen final de 200 ul/pozo, se incubaron
durante 4 horas y entonces se colectaron 150ul/pozo de los
sobrenadantes y se almacenaron en congelacion (-20°C). Los niveles de
TNF-o presentes en los sobrenadantes se determinaron con una prueba
ELISA comercial (Ver apéndice).

Los datos representan la media + el error estandar de 2 experimentos
representativos con 3 replicas.

*p < 0.05 comparado con el control no tratado
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monocitos residentes
- EEl monocitos activados

control 10(-12) 10(-9) 10(-6)
9332 (M)

Figura 23. Efecto del 9332 sobre Ila produccién de TNF-a por
monocitos humanos .Monocitos obtenidos a partir de sangre periférica
humana se cultivaron en presencia de opioides durante 16h, después de
lo cual se lavaron y se ajustaron en medio AIM-V o bien medio AIM-V
con LPS (0.01 ug/ml) a un volumen final de 200 pl/pozo, se incubaron
durante 4 horas y entonces se colectaron 150ul/pozo de los
sobrenadantes y se almacenaron en congelacion (-20°C). Los niveles de
TNF-a presentes en los sobrenadantes se determinaron con una prueba
ELISA comercial (Ver apéndice).

Los datos representan la media + el error estandar de 2 experimentos
representativos con 3 replicas.

*p < 0.05 comparado con el control no tratado
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control {0612) 10(-9) 10(-6)
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Figura 24. Efecto del 9333 sobre la produccién de TNF-a por
monocitos humanos .Monocitos obtenidos a partir de sangre periférica
humana se cultivaron en presencia de opioides durante 16h, después de
lo cual se lavaron y se ajustaron en medio AIM-V o bien medio AIM-V
con LPS (0.01 pg/ml) a un volumen final de 200 pl/pozo, se incubaron
durante 4 horas y entonces se colectaron 150pl/pozo de los
sobrenadantes y se almacenaron en congelacion (-20°C). Los niveles de
TNF-a. presentes en los sobrenadantes se determinaron con una prueba
ELISA comercial (Ver apéndice).

Los datos representan la media + el error estandar de 2 experimentos
representativos con 3 replicas.

*p < 0.05 comparado con el control no tratado -
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por monocitos humanos *°

Tabla 6.1. Efecto del SNC80 sobre la produccién de TNF-a

Dosis Act.® R1° R2° TNF-o ¢ indice de
(Molar) pg/mi produccion de
TNF-o ¢
control - 1138 + 36 1389 + 57 1264 + 125
LPS 10177 £290 4763+92 7470 +2706
10t - 1389 + 135 1478 + 146 1434 + 44 1.142
LPS 7646 +35 5103 +127 6375+ 1271 0.911
10° A\ 1150 + 46 1767 +121 1459 + 308 1.141
LPS 8641 + 72 5242 +46 6941 + 1699 0.974
{0* 1478 +9 1767 +121 = 1622 + 144 1.285*
LPS 8313 +191 5569 + 187 6941 + 1372 0.993

? Ver Material y Métodos
® Activacion: LPS 10 ng/ml

¢ Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
2 repeticiones para la prueba ELISA. Cada repeticion de un experimento
representa a su vez 3 repeticiones (sobrenadantes del cultivo de macrofagos
empleados en ELISA).

d¢ Representa la media
representativos.

¢ El indice de produccion de TNF-o se calculé como la relacion entre la
produccién de TNF-a en los grupos tratados y el grupo control

* p<0.05 comparado con el control no tratado

+ el error estandar de dos experimentos
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Tabla 6.2 Efecto del 9332 sobre la produccién de TNF-a
por monocitos humanos *

Dosis Act. P R1°¢ R2° TNF- ¢ Indice de
(Molar) pg/mi produccién de
TNF-o. ®
control  -— 1956 + 362 3215+ 33 2585+ 629
LPS 10542+181 7659 +119 9100 + 1441
1012 — 773+8 4184 +1166 2479 +1705 0.848 =
LPS 7168 +83 5292 + 209 6230 + 937 0.685
10*° — 911 +51 2988 + 121 1950+1038 0.697 ™
LPS 7168 + 11 5808 + 82 6488 + 679 0.719
10°® -— 999 +61 2359 + 138 1679+ 679 0.622*
LPS 7923 +59 6035 + 11 6979 + 944 0.769

® Ver Material y Métodos

® Activacion: LPS 10 ng/ml

° Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
2 repeticiones para la prueba ELISA. Cada repeticion de un experimento
representa a su vez 3 repeticiones (sobrenadantes del cultivo de macréfagos
empleados en ELISA).

% Representa la media + el error estindar de dos experimentos
representativos.

® El indice de produccién de TNF-o se calculé como la relacién entre la
produccion de TNF-« en los grupos tratados y el grupo control

* p<0.05 comparado con el control no tratado

** p<0.01 comparado con el control no tratado
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Tabla 6.3 Efecto del 9333 sobre la produccion de factor de necrosis
tumoral alfa por monocitos humanos *°

Dosis Act. P R1° R2° TNF-. ¢ Indice de
(Molar) pg/mi produccién de
TNF-o ©
control - 1956 + 362 3215+ 33 2585 + 629
LPS 10542 + 181 7659 +£119 9100 + 1441
109 -~ 1213 £ 205 2397 £ 42 1805 + 591 0.682 *
LPS 7382 + 71 6337 + 59 6859 + 522 0.763 ***
10 1188 + 18 2850+ 109 2019 +830 0.746
LPS 8150 +107 6677 +94 7413 +£736 0.822 ***
10° 1389 + 57 3580 +180 2485 + 1095 0.911
LPS 11045 + 109 8515+ 239 9780 + 1265 1.079

® Ver Material y Métodos
® Activacién: LPS 10 ng/ml

° Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
2 repeticiones para la prueba ELISA. Cada repeticion de un experimento
representa a su vez 3 repeticiones (sobrenadantes del cultivo de macrofagos
empleados en ELISA).

d¢ Representa la media
representativos.

® El indice de produccién de TNF-o. se calculdé como la relacion entre la

produccion de TNF-a en los grupos tratados y el grupo control
* p<0.001 comparado con el control no tratado

+ el error estandar de dos experimentos
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Tabla 6.4 Efecto del 9336 sobre la producciéon de TNF-a
por monocitos humanos *

Dosis Act.” R1¢ R2° TNF-c ¢ indice de
(Molar) pg/mi produccion de
TNF-o ©
control - 1956 + 362 3215+33 2585 + 629
LPS 10542+181  7659+119 9100 + 1441
102 - 1528 +285 2025+65 2227 + 698 0.845
LPS  9170+48 8125+107 8647 + 522 0.965
10°® 1465 + 0 3177 +44 2321 +856 0.868
LPS 8439 +23 7306 +95 7873 +566 0.877
10 1440 + 19 3227 +133 2334 + 893 0.870
LPS 8578 +83 7583 + 572 8081 +497 0.901

? VVer Material y Métodos

b Activacion: LPS 10 ng/mil

° Representa la media + el error estandar de un experimento representativo con
2 repeticiones para la prueba ELISA. Cada repeticion de un experimento
representa a su vez 3 repeticiones (sobrenadantes del cultivo de macrofagos
empleados en ELISA).

d¢ Representa la media + el error
representativos.

® El indice de produccién de TNF-a se calculd como la relacion entre |a
produccidon de TNF-o en los grupos tratados y el grupo control

estdndar de dos experimentos
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6.3 Efecto directo de opioides sobre el crecimiento de lineas celulares.

Se determind el efecto de opioides no peptidicos sobre la proliferacion
in vitro de lineas celulares tumorales, humanas y murinas, segun se indica a
continuacién (Protocolo Experimental 7).

Protocolo Experimental 7

Lineas tumorales (5x10* céls/mt)

cultivos cultivos+
control opioides

4 h densidades
4h ——p MIT —— —»  6pticas (Asaonm)

En este trabajo empleamos seis lineas tumorales, tres de origen humano
y tres murinas; de éstas, cinco corresponden a células de estirpe inmune y una
a fibroblastos. Los resultados obtenidos son variados y muestran una actividad

diferencial con respecto al origen celular y a la concentracion del opioide

empleada.
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El SNC80 presenta actividad inhibitoria del crecimiento in vitro de las
lineas tumorales L5178Y, Jurkat, U937, J774A.1 y L929. Los porcentajes de
inhibicion observados con la linea L5178Y fueron de 9-14%, en el rango de
10°-10° del SNC80 (p<0.001) (Figura 25 y Tabla 7.1 ). En la linea Jurkat ios
valores de inhibicién fueron menores, de 4-6% en ef rango de 107'%-107 M del
opioide (Figura 25b y Tabla 7.2). Para la linea U937 los porcentajes de
inhibicion oscitaron entre el 8-10% (p<0.05), en las concentraciones 107, 10% y
10° M del opioide (Figura 25b, Tabla 7.2). Se observé una mayor actividad
antitumoral del SNC80 sobre las lineas adherentes, en |a linea J774A.1 los
porcentajes de inhibicion fueron de 16-22%, en forma proporcional a la
concentracion del opioide (p<0.001) (Figura 253 y Tabla 7.1) ,mientras que en la
linea celular L929 se observé inhibicion del crecimiento en todas las
concentraciones probadas del opioide, la mayor inhibicién se observé a la
concentracion de 10 M, disminuyendo en las concentraciones mas altas y mas
bajas, con porcentajes de inhibicion de 14-20% (p<0.01) (Figura 26 y Tabla
7.1).

El compuesto 9332 muestra actividad antitumoral contra las lineas
L5178Y, Jurkat, H9, U937, J774A.1 y L929. En el caso de la linea L5178Y
muestra ademas actividad estimuladora del crecimiento, de acuerdo a los
resultados obtenidos el tipo de actividad fue dependiente de la concentracion
del opicide. El efecto inhibitorio se observa en la concentracién 10° M del
opioide en las lineas L5178Y, Jurkat, HS, U937, J774A1 y L9298, con
porcentajes de inhibicion de 35, 31, 42, 30, 50 y 31% (p<0.01 para todos los

casos) (Figura 27 ay b, y Tablas 7.3 y 7.4). En el caso de la linea L5178Y, se
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observd ademas que en las concentraciones por debajo de 10° M, (107-10™
M) el 9332 estimuld |la proliferacion in vitro de esta linea en particular, con
indices de crecimiento de 1.290, 1.222, 1.246 y 1.183 respectivamente (p<0.01)
(Figura 27ay Tabla 7.3).

De acuerdo a los resuitados, el opioide 9333 tiene un efecto estimulador
del crecimiento in vitro de las lineas tumorales L5178Y, U937, J774A.1 y L929,
El efecto se observé mayormente en la linea L5178Y, ya que en todas las
concentraciones probadas se observo estimulacion con indices entre 1.2y 1.3,
todos los casos con alta significancia estadistica (p<0.01, Figura 29 y Tabla
7.5). Valores similares se observaron para la linea L929, en este caso sélo en
las concentraciones 10° y 10° M del opioide (Tabla 7.5). En el caso particular
de la linea U937 se encontrd estimulacion del crecimiento in vitro con un indice
de 1.089 que aunque estadisticamente significativo es un valor marginal (Tabla
76). En la linea Jurkat se encontrd inhibicion del crecimiento en la
concentracion 10° M del opicide, el indice de crecimiento fue de 0.890
(p<0001) (Tabla 7.5).

El 9334 solo presenta accion sobre las lineas Jurkat y 1929, y sus
efectos son opuestos, mientras que inhibe el crecimiento de la linea Jurkat,
estimula el de la linea L929. En el caso de la linea Jurkat se observan
porcentajes de inhibicidon minimos con valores que van del 6 al 8% (p<0.01) en
el rango de concentraciones 10°-10"" M (Figura 30 y Tabla 7.8 ). Para la linea
L3829 se encontraron indices de crecimiento entre 1.164 y 1.222 (p<0.05) en el

rango de concentraciones 10" -10™° M del opioide ( Figura 30 y Tabla 7.7).
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Por su parte, en el caso del 9336 solo se detecto actividad sobre las
lineas L5178Y y L929, en ambas se observa estimulacion del crecimiento en un
amplio rango de concentraciones del opioide (Figura 31 y Tabla 7.9). Para la
linea L5178Y se observan indices de crecimiento de 1.17 a 1.24 (p<0.05),
mientras que para la linea L929 los indices observados son de 1.094, 1103,
1149 y 1.321, correspondientes a las concentraciones 107", 107°, 16%y 10° M

respectivamente (p<0.01).
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Figura 25. Efecto del SNC80 sobre el crecimiento in vitro de
lineas celulares (a) murinas y (b) humanas. Las células se
ajustaron a una concentracion de 5x10* cels/ml en medio RPMI suplementado
con SFB. Se aiadieron 100 ul/pozo de SNC80 en concentraciones que van de
10°M a 10" M. Se incubaron 44 horas a 37°C y 5% de CO, . Para la
determinacion del crecimiento in vitro se afadieron 20 pl/pozo de MTT (5
mg/ml) a cada placa, y se incubaron 4 horas adicionales. Se agregaron 100
ul/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron toda la noche
(aproximadamente 16 horas) a 37°C y 5% de CO,. Las densidades opticas se
leyeron a 540 nm en un lector de microplacas.

Los datos representan la media+ el error estandar de 3 experimentos
representativos con 3 replicas.

* p < 0.05 comparado con el control no tratado

** p < 0.01 comparado con el control no tratado
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Figura 26. Efecto del SNC80 sobre el crecimiento in vitro de la

linea celular L929. Las células se ajustaron a una concentraciéon de
5x10° cels/ml en medio RPMI suplementado con SFB. Se afadieron 100

ul/pozo de SNC80 en concentraciones que van de 10°M a 10"" M. Se
incubaron 44 horas a 37°C y 5% de CO, . Para la determinacion del
crecimiento in vitro se afadieron 20 ul/pozo de MTT (5 mg/ml) a cada placa, y
se incubaron 4 horas adicionales. Se agregaron 100 ul/pozo de buffer de lisis
de leucocitos y las placas se incubaron toda la noche (aproximadamente 16
horas) a 37°C y 5% de CO,. Las densidades dpticas se leyeron a 540 nm en
un lector de microplacas.

Los datos representan la media + el error estandar de 3 experimentos
representativos con 3 replicas.

* p < 0.05 comparado con el control no tratado

** p < 0.01 comparado con el control no tratado
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Figura 27. Efecto del 9332 sobre el crecimiento in vitro de
lineas celulares (a) murinas y (b) humanas. Las células se
ajustaron a una concentracion de 5x10* cels/ml en medio RPMI suplementado
con SFB. Se anadieron 100 ul/pozo de 9332 en concentraciones que van de
10°M a 107" M. Se incubaron 44 horas a 37°C y 5% de CO, . Para la
determinacion del crecimiento in vitro se afiadieron 20 pl/pozo de MTT (5
mg/ml) a cada placa, y se incubaron 4 horas adicionales. Se agregaron 100
ul/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron toda la noche
(aproximadamente 16 horas) a 37°C y 5% de CO,. Las densidades Opticas se
leyeron a 540 nm en un lector de microplacas.

Los datos representan la media+ el error estandar de 3 experimentos
representativos con 3 replicas.

* p < 0.05 comparado con el control no tratado

**p < 0.01 comparado con el control no tratado

*** n < ) 001 comnarado con el eontrol no tratado
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Figura 28. Efecto del 9332 y su vehiculo sobre el crecimiento
in vitro de la linea celular L5178Y. Las células se ajustaron a una
concentracion de 5x10° cels/ml en medio RPMI suplementado con SFB. Se
anadieron 100 p.l/pOZO de cada tratamiento (control, vehiculo y 9332 a una
concentracion de 10°M. Se incubaron 44 horas a 37°C y 5% de CO, . Para la
determinacion del crecimiento in vitro se afadieron 20 ul/pozo de MTT (5
mg/ml) a cada placa, y se incubaron 4 horas adicionales. Se agregaron 100
wl/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las placas se incubaron toda la noche
(aproximadamente 16 horas) a 37°C y 5% de CO,. Las densidades oOpticas se
leyeron a 540 nm en un lector de microplacas.

Los datos representan la media+ el error estandar de 1 experimento
representativos con 3 replicas.
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Figura 29. Efecto del 9333 sobre el crecimiento in vitro de la

linea celular L5178Y. Las células se ajustaron a una concentracion de
5x10° cels/ml en medio RPMI suplementado con SFB. Se afiadieron 100
ul/pozo de 9333 en concentraciones que van de 10°M a 10" M. Se incubaron
44 horas a 37°C y 5% de C0, . Para la determinacion del crecimiento in vitro
se afadieron 20 ul/pozo de MTT (5 mg/ml) a cada placa, y se incubaron 4
horas adicionales. Se agregaron 100 pl/pozo de buffer de lisis de leucocitos y
las placas se incubaron toda la noche (aproximadamente 16 horas) a 37°C y
5% de CO,. Las densidades Gpticas se leyeron a 540 nm en un lector de
microplacas.

Los datos representan la media+ el error estandar de 3 experimentos
representativos con 3 replicas.

* p < 0.05 comparado con el control no tratado

** p < 0.01 comparado con el control no tratado
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Figura 30. Efecto del 9334 sobre el crecimiento in vitro de las

lineas celulares Jurkat y L929. Las células se ajustaron a una
concentracion de 5x10° cels/ml en medio RPMI suplementado con SFB. Se
afiadieron 100 pl/pozo de 9334 en concentraciones que van de 10°M a 10" M.
Se incubaron 44 horas a 37°C y 5% de CO, . Para la determinacion del
crecimiento in vitro se afadieron 20 ul/pozo de MTT (5 mg/ml) a cada placa, y
se incubaron 4 horas adicionales. Se agregaron 100 ul/pozo de buffer de lisis
de leucocitos y las placas se incubaron toda la noche (aproximadamente 16
horas) a 37°C y 5% de CO,. Las densidades Opticas se leyeron a 540 nm en
un lector de microplacas.

Los datos representan la media + el error estandar de 3 experimentos
representativos con 3 replicas.

* p < 0.05 comparado con el control no tratado

** p < 0.01 comparado con el control no tratado
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Figura 31. Efecto del 9336 sobre el crecimiento in vitro de las
lineas celulares L5178Y y L929. Las células se ajustaron a una
concentracién de 5x10* cels/ml en medio RPMI suplementado con SFB. Se
afiadieron 100 pl/pozo de 9336 en concentraciones que van de 10°M a 107" M. Se
incubaron 44 horas a 37°C y 5% de CO, . Para la determinacion del crecimiento in
vitro se afadieron 20 ul/pozo de MTT (5 mg/ml) a cada placa, y se incubaron 4
horas adicionales. Se agregaron 100 ul/pozo de buffer de lisis de leucocitos y las
placas se incubaron toda la noche (aproximadamente 16 horas) a 37°C y 5% de
CO,. Las densidades Opticas se leyeron a 540 nm en un lector de microplacas.
Los datos representan la media+ el error estandar de 3 experimentos
representativos con 3 replicas.

* p < 0.05 comparado con el control no tratado

** p < 0.01 comparado con el control no tratado
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Tabla 7.1 Efecto del opioide SNC80 sobre el crecimiento in vitro de lineas
celulares linfoides, mieloides y fibroblastoides de origen murino

Indice de crecimiento?

Daosis Repeticién L5178Y J774A 1 L929
~ (Molar)
R1 0.406+0.006 0.38610.012 0.270+0.022
control ®°  R2 0.386+0.010 1.023+0.020 0.461+0.010
R3 0.413+0.004 1.064+0.004 0.782+0.025
R1 0.944+ 0.019 1.01710.023 0.83310,080
10" R2 0.957+0.008 0.933+0.010 0.893+0.023
R3 0.914£0.021 0.917+0.003 0.855+0.028
media 0.938+0.012 0.956+0.031 0.860+0.017 ™
R1 0.918+0.030 0.964+0.010 0.78310.084
107° R2 0.961+0.021 0.9101+0.013 0.872+0.043
R3 0.905+0.019 0.770+0.022 0.777+0.019
media 0.928+0.016 0.881+0.057 0.811+0.030 ***
R1 0.875+0.005 0.959+0.019 0.771+£0.071
10° R2 0.992+0.035 0.835+0.009 0.858+0.022
R3 0.88610.024 0.70510.013 0.79610.022
media 0.918+0.037 * 0.833+0.073 ™ 0.808+0.025 ***
R1 0.891+0.016 0.987+0.022 0.71740.083
108 R2 0.975+0.047 0.832+0.009 0.872+0.031
R3 0.853+0.022 0.708+0.016 0.79740.025
media 0.906+0.036 * 0.842+0.080 ** 0.795+0.044 *=
R1 0.878+0.009 0.97810.021 0.698+0.084
107 R2 0.926+0.071 0.814+0.013 0.861+0.037
R3 0.816+0.024 0.726+0.004 0.816£0.010
media 0.87310.032 ** 0.83940.073 ** 0.792+0.048 ***
R1 0.874£0.011 0.917+0.019 0.729+0.085
10°® R2 0.89510.030 0.74310.021 0.888+0.018
R3 0.804+0.010 0.677+0.021 0.846+0.025
media 0.85810.027 *** 0.77940.071 ***  0.820+0.047 ***
R1 0.93510.022 1.066+0.025 0.832+0.102
10° R2 1.05540.075 0.644+0.020 0.946+0.014
R3 0.90240.017 0.797+0.006 0.83410.013
media 0.96440.046 0.832+0.120 * 0.871+0.037 ™

® El Indice de crecimiento expresa el crecimiento observado en cada
tratamiento con respecto al observado en el grupo control (no tratado con
opioides) cuyo Indice de crecimiento por |o tanto = 1

® Debido a lo anterior, para el grupo control se presentan los rangos de los
valores de absorbancia a 540nm, que representan la proliferacién basal de los
cultivos.

* p<0.05 comparado con el control no tratado

**p<0.01 comparado con el control no tratado

*** p<0.001 comparado con el control no tratado
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Tabla 7.2 Efecto del opioide SNC80 sobre el crecimiento in vitro de lineas

celulares linfoides y mieloides de origen humano

" Indice de crecimiento 2

Dosis Repeticion Jurkat H9 Us37
(Molar)

R1 0.100+0.001 0.104+0.002 0.177+0.001
control ®°  R2 0.204+0.000 0.286+0.004 0.435+0.001
R3 0.262+0.002 0.207+0.003 0.57810.006
R1 0.965+0.017 0.959+0.026 0.980+0.011
10 R2 0.995+0.012 0.984+0.011 0.978+0.018
R3 0.973+0.015 1.021£0.013 0.897+0.033
media 0.977+0.008 0.988+0.018 0.952+0.027
R1 0.930+0.020 0.879+0.048 0.990+0.027
100 R2 0.969+0.007 0.95110.013 0.964+0.030
R3 0.962+0.011 1.013+0.014 0.913+0.019
media 0.954+0.012 ** 0.948+0.038 0.925+0.017
R1 0.937+0.015 0.949+0.021 0.926+0.031
10° R2 0.984+0.008 0.991+0.007 0.99010.027
R3 0.928+0.023 1.068+0.046 0.865+0.009
media 0.950+0.017 ** 1.003+0.034 0.927+0.035
R1 0.932+0.017 0.930+0.045 0.8890.042
10°® R2 0.993+0.008 1.021£0.019 0.992+0.022
R3 0.95610.012 1.033£0.023 0.902+0.019
media 0.960+0.017 ** 0.995+0.032 0.928+0.032
R1 0.873+0.029 0.896:0.034 0.906+0 049
107 R2 0.982+0.008 0.995+0.015 0.956+0.026
R3 0.972+0,020 1.062+0.009 0.895+0.030

media 0.942+0.034 = 0.985+0.048 0.919+0.018 *
R1 0.920+0.008 0.882+0.030 0.823+0.041
16" R2 1.006+0.007 1.009+0,022 0.962+0.031
R3 0.984+0.011 1.036+0.004 0.926+0.016

media 0.970+0.025 0.976+0.047 0.904+0.041 **

R1 0.942+0.007 0.879+0.030 0.860+0.056
107 R2 0.975+0.009 0.990+0.022 0.950+0.030
R3 1.01310.011 1.06010.017 0.967+0.038

media 0.977+0.020 0.976+0.052 0.926+0.033 *

El Indice de crecimiento expresa el crecimiento observado en cada
tratamiento con respecto al observado en el grupo control (no tratado con
opioides) cuyo indice de crecimiento por lo tanto = 1

® Debido a lo anterior, para el grupo control se presentan los rangos de los
valores de absorbancia a 540nm, que representan la proliferacién basal de los
cultivos.

* p<0.05 comparado con el control no tratado

** p<0.01 comparado con el control no tratado

* p<0.001 comparado con el control no tratado
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Tabla 7.3 Efecto del opioide 9332 sobre el crecimiento in vitro de lineas
celulares linfoides, mieloides y fibroblastoides de origen murino

indice de crecimiento®

Dosis Repeticion L5178Y J774A1 L929
(Molar)
R1 0.32410.002 0.596+0.013 0.395+0.010
control® R2 0.325+0.011 0.561+0.044 0.31110.026
R3 0.232+0.003 0.20410.003 0.252+0.002
R1 1.050+0.011 1.023+0.046 0.988+0.037
10" R2 1.07910.030 1.102+0.049 1.023+0.013
R3 1.42040.028 1.201£0.020 1.060+0.018
media 1.183+0.118 * 1.108+0.051 1.024+0.020
R1 1.04840.016 0.984+0.045 0.989+0.021
] e R2 1.099+0.055 1.07220.031 1.01840.014
R3 1.59210.041 1.14610.031 1.049+0.009
media 1.246+0.173 " 1.067+0.046 1.019+0.017
R1 1.02530.012 0.94710.031 0.98710.027
10° R2 1.109+0.026 0.977+0.044 1.016+0.017
R3 1.532+0.041 1.114+0.037 1.030+0.020
media 1.222+0.156 * 1.013+0.051 1.01140.012
R1 1.01520.020 1.0020.035 0.96910.027
10°® R2 1.05940.035 1.06010.016 1.001+0.013
R3 1.535+0.061 1.20240.014 1.008+0.014
media 1.203+0.166 1.088+0.059 0.993+0.012
R1 1.057+0.009 0.969+0.044 0.98210.036
10™ R2 1.112+0.023 1.053%0.027 1.021£0.007
R3 1.701£0.037 1.19810.021 0.99140.008
media 1,29040.205 ** 1.0730.066 0.99810.011
R1 1.078+0.016 1.040+0.030 1.108+0.029
10° R2 1.156+0.053 0.962+0.005 1.050+0.013
R3 1.61320,057 1.179£0.023 0.992+0.023
media 1.282+0.166 1.060+0.063 1.050+0.033 *
R1 0.604+0.002 0.46210.006 0.68110.006
10° R2 0.550+0.026 0.426+0.012 0.720+0.012
R3 0.790+0.010 0.636+0.036 0.677+0.012
media 0.648+0.072 *** 0.508+0.064 **  0.693+0.013 ***

® El Indice de crecimiento expresa el crecimiento observado en cada
tratamiento con respecto al observado en el grupo control (no tratado con
opioides) cuyo Indice de crecimiento por o tanto = 1

® Debido a lo anterior, para el grupo control se presentan los rangos de los
valores de absorbancia a 540nm, que representan la proliferacion basal de los
cultivos.

* p<0.05 comparado con el control no tratado

** p<0.01 comparado con el control no tratado

*** p<0.001 comparado con el control no tratado
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Tabla 7.4 Efecto del opioide 9332 sobre el crecimiento in vitro de lineas

celulares linfoides y mieloides de origen humano

Indice de crecimiento?®

Dosis Repeticién Jurkat H9 Uo37
{Molar)
R1 0.466+0.006 0.64310.009 0.41110.006
control® R2 0.326+0.003 0.356+0.011 0.460+0.012
R3 0.375+0.003 0.404+0.007 0.376+0.006
R1 0.951+0.013 1.122+0.032 1.055+0.017
16" R2 0.987+0.015 1.021£0.022 0.98410.012
R3 0.968+0.003 0.995£0.010 1.008+0.015
media 0.969+0.010 1.046+0.038 1.016+0.020
R1 0.943+0.002 0.979+0.026 1.055+0.017
10°"° R2 0.982+0.011 1.01610.019 1.05610.017
R3 0.96810.011 0.966+0.010 1.045+0.017
media 0.96440.011 0.987+0.015 1.05240.003
R1 0.932+0.026 0.97710.013 1.035+0.006
10° R2 1.007+0.020 1.039+0.015 1.005+0.005
R3 0.922+0.015 0.94110.010 1.029+0.016
media 0.954+0.026 0.985+0.028 1.02310.008
R1 0.907+0.028 0.989+0.008 1.006+0.010
10°® R2 0.966+0.011 0.988+0.027 1.059+0 011
R3 1.04610.017 0.970£0.006 1.039+0.022
media 0.973+0.040 * 0.982+0.005 1.034+0.015
R1 0.922+0.026 1.010£0.015 1.041+0.010
107 R2 1.00640.019 1.015+0.026 0.987+0.009
R3 0.964+0.012 0.958+0.008 1.013£0.013
media 0.964+0.024 0.994+0.018 1.014+0.015
R1 0.944+0.039 1.087+0.008 1.060+0.005
10° R2 1.025+0.023 1.087+0.025 0.982+0.008
R3 0.991+0.014 0.975+0.008 0.998+0.015
media 0.986+0.023 1.050+0.037 1.013+0.024
R1 0.649+0.027 0.461+0.007 0.761+0.003
10° R2 0.715+0.024 0.647+0.015 0.559+0.009
R3 0.702+0.024 0.637+0.001 0.803+0.010
media 0.689+0.020 *** 0.582+0.060 0.708+0.075 ™*

® El Indice de crecimiento expresa el crecimiento observado en cada
tratamiento con respecto al observado en el grupo control (no tratado con
opioides) cuyo Indice de crecimiento por lo tanto =1

® Debido a lo anterior, para el grupo control se presentan los rangos de los

valores de absorbancia a 540nm, que representan la proliferacién basal de los
cultivos.

* p<0.05 comparado con el control no tratado
** p<0.01 comparado con el control no tratado
*** p<0.001 comparado con el control no tratado
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Tabla 7.5 Efecto del opioide 9333 sobre el crecimiento in vitro de lineas
celulares linfoides, mieloides y fibroblastoides de origen murino

Indice de crecimiento?

Dosis Repeticion L5178Y J774A1 L929
(Molar)
R1 0.312+0.008 0.573+0.007 0.386+0.019
control® R2 0.247+0.003 0.499+0.016 0.293+0.028
R3 0.277+0.003 0.208+0.003 0.241+0.005
R1 1.027+0.029 1.350+0.003 0.968+0.034
10™ R2 1.346+0.028 1.21740.029 1.380+0.134
R3 1.242+0.026 0.939+0.011 1.12010.054
media 1.205+0.093 * 1.168+0.121 ™* 1.156+0.120
R1 1.007+0.045 1.24810.026 0.974+0.020
1071° R2 1.428+0.063 1.184+0.031 1.38110.134
R3 1.272+0.033 0.942+0.009 1.113+0.054
media 1.23540.122 ** 1.125+0.093 1.156+0.119
R1 1.010£0.010 1.23710.015 0.960+0.057
10° R2 1,4080.024 1.16140.022 1.369+0.078
R3 1.28640.036 0.972+40.015 1.03040.086
media 1.23540.117 * 1.12310.078 1.12040.126
R1 0.95410.019 1.303:0.018 0.905+0.043
10°® R2 1.456+0.038 1.149+0.031 1.255+0.081
R3 1.32510.036 0.933%0.014 1.053+0.038
media 1.245+0.150 ** 1.128+0.107 * 1.071+0.101
R1 1.05310.010 1.252+0.023 0.9470.047
1™ R2 1.424+0.060 1.145£0.040 1.344+0.081
R3 1.346+0.028 0.954+0.008 1.078+0.032
media 1.27440.112 ™ 1.117+0.087 1.12340.118
R1 1.056+0.016 1.140+0.008 0.999+0.028
10° R2 1.40540.019 1.193+0.011 1.58240.071
R3 1.311+0.009 0.96010.010 1.207+0.017
media 1.257+0.104 = 1.098+0.070 1.263+0.170 *

R1 1.062+0.020 1.19520.017 1.10810.029
10° R2 1.478+0.042 1.197+0.021 1.707£0.051
R3 1.411£0.017 1.07740.027 1.263+0.011

media 1.317+0.129 ™ 1.156+0.039 ** 1.359+0.179 **

® El Indice de crecimientc expresa el crecimiento observado en cada
tratamiento con respecto al observado en el grupo control (no tratado con
opioides) cuyo Indice de crecimiento por lo tanto =1

P Debido a lo anterior, para el grupo control se presentan los rangos de los

valores de absorbancia a 540nm, que representan |la proliferacién basal de los
cultivos.

* p<0.05 comparado con el control no tratado
** p<0.01 comparado con el control no tratado
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Tabla 7.6 Efecto del opioide 9333 sobre el crecimiento in vitro de lineas

celulares linfoides y mieloides de origen humano

Indice de crecimiento®

Dosis Repeticion  Jurkat H9 ue37
(Molar)
R1 0.457+0.005 0.59810.012 0.417+0.007
control®° R2 0.340+0.011 0.340+0.009 0.458+0.009
R3 0.358+0.007 0.37740.003 0.36110.003
R1 0.963+0.009 0.961+0.020 1.139:0 034
10 R2 0.939+0.019 0.995+0.016 1.002+0.039
R3 0.969+0.010 0.989+0.022 1.055+0.016
media 0.957+0.009 0.982+0.010 1.0650.039
R1 0.978+0.004 0.964+0.016 1.101£0.051
101° R2 0.936+0.013 1.00210.028 1.046+0.054
R3 0.937+0.009 0.949+0.023 1,017+0.007
media 0.950+0.013 0.972+0.015 1.055+0.024
R1 0.991+0.009 1.0000.026 1.076+0.037
10° R2 0.850+0.026 1.035+0.021 1.008+0.027
R3 0.92410.018 0.938+0.012 1.039+0.003
media 0.955+0.019 0.991+0.028 1.04140.019
R1 0.963+0.013 0.921+0.029 1.087+0.051
10°® R2 0.952+0.033 1.020+0.027 1.03710.024
R3 0.944+0.018 0.968+0.032 1.035+0.007
media 0.953+ 0.005 0.970+0.028 1.053+0.017
R1 0.979+0.014 0.99310.010 1.076+0.022
107 R2 0.963+0.011 1.037+0.005 1.059+0.035
R3 0.957+0.009 0.97110.015 1.003+0.006
media 0.966+ 0.006 1.000+0.019 1.046+0.022
R1 1.00410.008 0.981+0.010 1.11410.044
10° R2 0.943+0.012 1.054+0.009 1.05310.052
R3 0.939+0.009 0.970+0.016 1.024+0.006
media 0.962+0.021 1.002+0.026 1.064+0.026
R1 1.030+0.013 1.095+0.020 1.13440.032
10° R2 0.820+0.025 0.888+0.062 1.071+0.035
R3 0.820+0.072 0.874+0.020 1.061+0.012
media 0.890+ 0.070* 0.952+0.071 1.089+0.022 *

® El Indice de crecimiento expresa el crecimiento observado en cada
tratamiento con respecto al observado en el grupo control (no tratado con
opicides) cuyo Indice de crecimiento por lo tanto=1

" Debido a lo anterior, para el grupo control se presentan los rangos de los
valores de absorbancia a 540nm, que representan la proliferaciéon basal de los
cultivos.

** p<0.01 comparado con el control no tratado
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Tabla 7.7 Efecto del opioide 9334 sobre el crecimiento in vitro de lineas

celulares linfoides, mieloides y fibroblastoides de origen murino

indice de crecimiento®

Dosis Repeticion L5178Y J774A.1 L9929
(Molar)

R1 0.313+0.006 0.632+0.008 0.349+0.011
control® R2 0.336+0.009 0.521+0.009 0.227+0.002
R3 0.249+0.005 0.203+0.001 0.30410.005
R1 1.047+0.014 0.93210.064 1.328+0.026
10™ R2 1.052+0.040 1.296+0.092 1.136+0.036
R3 1.41210.054 1.185+0.012 1.05540.017

media 1.170+0.120 1.138+0.107 1.173+0.080 *
R1 1.053+0.011 1.0010.031 1.33710.040
107° R2 1.059+0.027 1.198+0.066 1.21040.093
R3 1.503+0.046 1.11120.027 1.065+0.010

media 1.205+0.149 1.104+0.056 1.204+0.078 =

R1 1.04110.012 1.002+0.041 1.346£0.046
10° R2 1.090+0.027 1.25240.057 1.061£0.039
R3 1.507+0.042 1.129+0.025 1.070+0.022
media 1.21340.147 1.128+0.072 1.159+0.093
R1 1.024+0.020 1.05440.037 1.338+0.013
10°® R2 1.06940.029 1.18740.054 1.09440.036
R3 1.48610.054 1.150£0.017 1.032+0.010
media 1.193+0.146 1.13040.039 1.15540.093
R1 1.03310.025 0.96210 029 1.361+0.060
107 R2 1.023+0.031 1.249+0.009 1.139+0.027
R3 1.47410.043 1.185£0.016 1.051+0.013

media 1.17740.148 1.132+0.086 1.18410.092 *
R1 1.065:0.018 1.05410.023 1.34510.021
10° R2 1.074+0.041 1.141+0.022 1.109+0.026
R3 1.47810.061 1.1240.007 1.039+0 019

media 1.20640.136 1.106+0.026 1.164+0.092 *
R1 1.05410.033 1.063£0.018 1.368+0.016
10 R2 1.096+0.053 1.166+0.025 1.21210.014
R3 1.408+0.060 1.1930.017 1.086+0.028

media 1.18640.111 1.141+0.039 1.222+0.081 **

® El Indice de crecimiento expresa el crecimiento observado en cada
tratamiento con respecto al observado en el grupo control (no tratado con
opioides) cuyo Indice de crecimiento por lo tanto = 1

® Debido a lo anterior, para el grupo control se presentan los rangos de los
valores de absorbancia a 540nm, que representan la proliferacion basal de los
cultivos.

* p<0.05 comparado con el control no tratado

** p<0.01 comparado con el control no tratado
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Tabla 7.8 Efecto del opioide 9334 sobre el crecimiento in vitro de lineas

celulares linfoides y mieloides de origen humano

Indice de crecimiento?

Dosis Repeticion Jurkat H9 U937
(Molar)
R1 0.491+0.002 0.620+0.026 0.412+0.004
control ®  R2 0.369+0.004 0.364+0.012 0.465+0.007
R3 0.360+0.003 0.378+0.007 0.37+40.006
R1 0.922+0.005 1.057£0.049 1.06310.020
10" R2 0.90840.009 0.934+0.013 1.009+0.023
R3 1.000£0.016 0.954+0.016 1.042+0.011
media 0.943+0.028 * 0.981+0.038 1.03840.015
R1 0.892+0.011 1.042+0.037 1.088+0.039
10" R2 0.914+0.005 0.97440.027 1.014+0.041
R3 0.963+0.013 0.947+0.009 1.02210.018
media 0.923+0.021 *** 0.988+0.028 1.04140.023
R1 0.886+0.009 1.038+0.027 1.04610.016
10° R2 0.910£0.010 0.95410.026 1.054+0.027
R3 0.997+0.025 0.963+0.014 0.991+0.018
media 0.931+0.033 ** 0.985+0.026 1.031+0.019
R1 0.93110.007 1.029+0.055 1.07620.013
102 R2 0.939+0.006 0.960+0.007 1.052+0.021
R3 0.941+0.022 0.955+0.008 1.01820.011
media 0.937+0.002 * 0.981+0.023 1.049+0.016
R1 0.909+0.005 1.031£0.030 1.083+0.009
107 R2 0.928+0.005 0.960+0.007 1.057+0.044
R3 0.970+0.015 0.973+0.004 1.032+0.005
media 0.936+0.017 ** 0.988+0.021 1.057+0.014
R1 0.907+0.006 1.030+0.020 1.090+0.026
10° R2 0.916+0.014 0.989+0.015 0.990+0.032
R3 0.985+0.020 0.99010.015 1.02340.011
media 0.93640.024 = 1.003+0.013 1.034+0.029
R1 0.936+0.013 1.026+0.014 1.097+0.013
10° R2 0.895+0.043 D.969+0.030 1.046+0.030
R3 1.047+0.022 1.056£0.009 1.048+0.011
media 0.959+0.045 1.017+0.025 1.064+0.016 *

? El Indice de crecimiento expresa el crecimiento observado en cada
tratamiento con respecto al observado en el grupo control (no tratado con
opioides) cuyo indice de crecimiento por lo tanto = 1

® Debido a lo anterior, para el grupo control se presentan los rangos de los
valores de absorbancia a 540nm, que representan la proliferacién basal de los
cultivos.

* p<0.05 comparado con el control no tratado

** p<0.01 comparado con el control no tratado

*** p<0.001 comparado con el contro| no tratado
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Tabla 7.9 Efecto del opioide 9336 sobre el crecimiento in vitro de lineas
celulares, mieloides y fibroblastoides de origen murino

Indice de crecimiento?

Dosis  Repeticion L5178Y L929
(Molar)
R1 0.284+0.002 0.224+0.003
R2 0.199+0.001 0.241+0.008
control® R3 0.664+0.016 0.297+0.001
R1 1.332+0.017 1.1310.040
R2 1.2520.013 1.13210.051
10" R3 0.945+0.020 1.021+0.008
media 1.176+0.118 * 1.094+0,036 *
R1 1.321+0.041 1.232+0.070
R2 1.273+0.016 1.047+0.048
1070 R3 0.955+0.014 1.030£0.011
media 1.18310.115 * 1.103+0.064 *
R1 1.295+0.025 1,104+0.035
R2 1.317+0.008 1.084+0.028
10° R3 0.978+0.012 1.00010.018
media 1.197+0.109 * 1.063+0.031
R1 1.289+0.042 1.076+0.038
R2 1.27310.047 1,00440.027
10°® R3 1.015+0.000 1.026+0.009
media 1.192+0.088 * 1.035+0.021
R1 1.298+0 042 1.086+0.041
R2 1.347+0.030 1.02240.026
107 R3 0.998+0.005 1.01640.003
media 1.2150.109 ** 1.042+0.022
R1 1.337+0.041 1.22410.037
R2 1.393+0.006 1.142+0,029
10°® R3 0.99310.008 1.082£0.004
media 1.241+0.124 ** 1.149+0,041 *=**
R1 1.226+0.024 1.400+0.043
R2 1.35540.037 1.310£0.044
10° R3 0.988+0.034 1.253+0.017
media 1.190+0.107 * 1.321+0.042 =

® El Indice de crecimiento expresa el crecimiento observado en cada
tratamiento con respecto al observado en el grupo control (no tratado con
opioides) cuyo Indice de crecimiento por lo tanto =1

® Debido a lo anterior, para el grupo control se presentan los rangos de los

valores de absorbancia a 540nm, que representan la proliferacion basal de los
cultivos.

* p<0.05 comparado con el contro| no tratado
** p<0.01 comparado con el contro! no tratado
*** p<0.001 comparado con el control no tratado
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Tabla7.10 Efecto del opioide 9336 sobre el crecimiento in vitro de lineas

celulares linfoides, mieloides de origen humano

Indice de crecimiento®

Dosis  Repeticion Jurkat us37
(Molar)
R1 0.605+0.003 0.675+0.003
R2 0.590+0.001 0.68210.003
control® R3 0.472+0.002 0.493+0.004
R1 0.983+0.021 1.075%0.027
R2 0.965+0.003 0.97810.012
10" R3 1.027+0.019 1.08210.011
media 0.992+0.018 1.045+0.033
R1 0.984+0.015 1.027+0.012
R2 0.945+0.004 0.966+0.011
10710 R3 0.998+0.030 0.999+0.008
media 0.97640.015 0,99740.017
R1 0.976+0.012 1.059+0.018
R2 0.95310.004 0.942+0.012
10° R3 1.009+0.024 1.106+0.011
media 0.980+0.016 1.036+0.048
R1 0.978+0.004 1.099+0.021
R2 0.947+0.003 0.948+0.018
10° R3 1.009+0.024 1.130+0.029
media 0.978+0.017 1.059+0.056
R1 0.961+0.003 1.11120.018
R2 0.968+0.003 1.018+0.014
107 R3 0.996+0.028 1.095+0.010
media 0.975+0.010 1.074+0.028 ™
R1 0.974+0 011 1.071+0.000
R2 0.989+0.003 1.016£0.012
10° R3 1.039+0.016 1.028+0.012
media 1.001+0.019 1.038+0.016
R1 0.940+0.006 0.99120.007
R2 0.999+0.009 0.98210.013
10° R3 1.030+0.013 1.061+0.018
media 0.990+0.026 1.011+0.025

® El Indice de crecimiento expresa el crecimiento observado en cada
tratamiento con respecto al observado en el grupo control (no tratado con
opioides) cuyo indice de crecimiento por lo tanto =1

® Debido a lo anterior, para el grupo control se presentan los rangos de los

valores de absorbancia a 540nm, que representan la proliferacion basal de los
cultivos.

** p<0.01 comparado con el control no tratado
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7. DISCUSION

Los compuestos opioides podrian constituir importantes modificadores de
respuestas bioldgicas. Hasta el momento ademas de tener actividad
antinociceptiva (Dickenson, 1997; Cherny, 1996, McCarthy y cols, 2001), de
modular las respuestas inmunes (Carr y cols, 1990, 1995, 1996; Eisenstein y
Hilburger, 1998; Nowak y cols, 1998, Gomez-Flores y cols, 1998, 1989, 2000),
de mimetizar el estrés y afectar las vias neuroendocrinas (Dafny y cols, 1985;
Dantzer y Kelley, 1989), recientemente se le han atribuido propiedades
antitumorales (Maneckjee y cols, 1990, Panagiotou y cols, 1999; Sueoka y cols,
1998). Por todo esto se puede considerar a los opioides como un grupo de
compuestos con gran potencial y utilidad para la investigacion y desarrollo
farmacologico, que tienen capacidad adyuvante en la terapia de pacientes con
compromiso inmunolégico.

Los opioides que originalmente se consideraron para su estudio y empleo
terapéutico, fueron alcaloides obtenidos de Papaver somniferum o bien péptidos
opioides endégenos como las encéfalinas, endorfinas y deltorfinas. (Brownstein,
1983), Sin embargo dichos compuestos presentan desventajas para su
desarrollo y aplicacion, ademéas causan inmunosupresion (morfina) o son
facilmente degradados por peptidasas del organismo (opioides peptidicos). Por
dichas razones se prefiere el disefio, desarrollo y utilizacion de opioides

sintéticos como una alternativa mas viable.
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En la actualidad, el disefic de opioides tiene diversos aobjetivos de
acuerdo al campo de estudio; en inmunoterapia, el objetivo es el de desarrollar
compuestos opioides capaces de modular la respuesta inmune de pacientes
inmunocomprometidos, para este efecto es necesario |levar a cabo pruebas que
determinen el efecto de estos opioides sobre parametros representativos de la
respuesta inmune (Loew, 1999)

El objetivo de este trabajo fue el de probar los efectos de una serie de
compuestos opioides sintéticos sobre la respuesta de linfocitos y macréfagos
murinos y humanos. Esto nos ha permitido obtener un perfil del potencial
inmunomodulador de estos opioides para determinar su utilidad clinica.
Ademas se realizaron pruebas in vitro para determinar si alguno de estos
compuestos posee propiedades antitumorales lo que nos permite tener
informacién mas amplia de su actividad biolégica.

Para el caso de las propiedades inmunomoduladoras, se emplearon
células de dos especies, la rata y el humano; la rata como bien es sabido, es
uno de los modelos mas ampliamente empleados en la investigacion
farmacologica, y como tal, una herramienta fundamental para la identificacién
de drogas potencialmente dtiles. Por otro lado, las células humanas son por su
origen del mayor interés para nosotros, como se vera mas adelante. A pesar de
la cercania filogenética entre ambas especies, por los resultados obtenidos es
evidente que la exposicién a estos opioides produce diferentes respuestas en

ambos modelos, lo que se discutird mas adelante.
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Otro aspecto importante que se considerd en este trabajo fue el estatus
de las células que fueron expuestas a los opioides, ya que los estudios se
realizaron con linfocitos y macrofagos residentes y activados para los ensayos
de variables inmunoldégicas. Esta distincion es relevante ya que se han
reportado variaciones en la respuesta a opioides de acuerdo al estado de
activacion de las células. La causa de esto, podria estar en que la activacion de
linfocitos y macrofagos lleva a importantes modificaciones en el patrén de
genes expresados por las células y esto puede afectar el nimero y diversidad
de receptores expresados en superficie, lo que condiciona la magnitud y
naturaleza de |la respuesta obtenida. (Kent Teague y cols, 1999).

De los compuestos opioides evaluados el SNCB80 es por sus
antecedentes el mas prometedor. Los estudios farmacolégicos realizados
muestran que el SNCB80 tiene actividad analgésica con potencial terapéutico
(Calderdn y cols, 1894, Bilsky y cols, 1995; Negus y cols, 1998), ademas esta
droga posee también la capacidad de estimular |a respuesta inmune in vitro y
ex-vivo en ratas (Nowak y cols, 1998; Gémez-Flores y cols, 2001),

En el presente estudio tuvimos la oportunidad de ampliar estas
observaciones y aportar informacion inédita de sus efectos sobre leucocitos
humanos, los resultados mostraron que a pesar de que el SNC80 fue capaz de
activar la proliferacién de linfocitos de rata, este opioide no alteré la proliferacion
de linfocitos humanos. Este punto es importante dado que no necesariamente
se busca un campuesto que afecte las funciones leucacitarias, y en este caso el
SNCB80 es un analgésico muy potente que podria ser utilizado en la clinica sin

esperar cambios en las funciones inmunolégicas del paciente como en el caso
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de la morfina (Eisenstein y Hilburger, 1998; Weber y Pert, 1989, Gémez-Flores
y cols, 1998, 1999, 2000).

En cuanto a los efectos sobre la activacion de macrofagos de rata, la
accion se limita a la produccién de oxido nitrico por macréfagos activados con
LPS y el efectoc es de supresion, sin embargo esta disminucién en la produccion
de o6xido nitrico parece estar relacionada con citotoxicidad sobre los
macrofagos, como pone en evidencia los indices de viabilidad observados en
estos casos, ya que se ha demostrado que el oxido nitrico es tdxico para
macrofagos (Albina y cols, 1993). En forma alternativa, esta citotoxicidad podria
ser provocada por la droga (un determinante comun en la estructura de ésta). Si
bien estos hallazgos son contrarios a los de Gomez-Flores y cols. (2001), se
debe considerar que se utilizd una linea diferente de animales, la Sprague
Dawley, mientras que en el estudio mencionado se utilizé la linea F344, |las
lineas de animales son una variable importante al evaluar el efecto
inmunomodulador de opioides (Eisenstein y cols, 1995).

Se sabe, por ejemplo que la rata Sprague Dawley presenta un sistema
HPA deficiente, por lo que existen problemas de regulacion inmunoldgica a
través del sistema neuroendocrino. Con respecta a |la seleccion de leucocitos de
ratas y no de humanos para determinar la produccion de 6xido nitrico, se ha
demostrado que los macréfagos humanos necesitan de estimulos muy
especiales para promover la produccion de esta molécula debido a |a ausencia

de biopterina, un cofactor indispensable en la activacién de |a sintetasa de 6xido

nitrico.

142



Las observaciones obtenidas con linfocitos y macréfagos de rata
sugieren entonces que el SNC80 tiene un efecto bimodal, de estimulacién con
respecto a la respuesta de linfocitos y de supresién en relacion a la de
macrofagos, esta posibilidad ya ha sido sugerida para |a actividad de otros
opioides. EIl CGPM-9 tiene una accidn dual in vitro, estimula la proliferacién de
linfocitos y suprime la produccién de LPS y TNF-a por macréfagos de rata
(Hicks y cols, 2001).

Se observo también que el SNC80 posee propiedades antitumorales
in vitro. El SNCB80 inhibio el crecimiento in vifro de cinco lineas celulares,
L5178Y, Jurkat, U937, J774A.1 y L929, y su efecto abarcé un amplio rango de
concentraciones, las cuales se encuentran principalmente entre 10° y 10° M.
Los indices de inhibicién son marginales en todos los casos, e€n un rango que
va del 10 al 22% de inhibicion.

Es interesante notar que este compuesto tuvo un efecto estimuladoer de
la proliferacién de celulas normales mientras que para células transformadas se
observo el efecto contrario, esto es mas evidente en el caso de la linea L5178Y,
el cual es un linfoma murino con una alta tasa de proliferacion, esta inhibicion
selectiva podria tener su origen en las diferencias metabdlicas entre células
normales y transformadas que pueden incluir entre otras cosas la tasa de
incorporacion de |a droga a la célula (Hohenwarter y cols., 1992). Ademas, en
experimentos recientes in vivo desarrollados en nuestro laboratorio, se ha

demostrado que el SNC80 incrementa la sobrevivencia de ratones Balb/c luego
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de una administraciéon letal del linfoblastoma L5178Y-R, asi como también
disminuye el pesc y velumen del tumor (no se muestran estos datos).

El efecto contradictorio del SNC80 no ha sido elucidado aln, sin
embargo, la activacion de ciertos receptores en células normales y tumorales
puede conducir a vias intracelulares divergentes que producen estimulacion,
inhibicién o muerte. Respecto a esto, se ha demostrado que las células
normales son resistentes a la apoptosis inducida por el ligando inductor de
apoptosis asociado al factor de necrosis tumoral (TRAIL) el cual ha sido
relacionado con la expresion de dos receptores TRAIL (Zhang y cols, 2000).
Ademas, se ha reportado que |a proteina inflamatoria 1-alfa de macréfagos es
capaz de proteger células normales, pero no a |as células de una leucemia
crénica mieloide, de los efectos citotdxicos de la droga citosina arabinosa sobre
el ciclo celular (Durig y cols, 1999). Los opioides pueden ser solo toxicos para
las células tumorales ya que estas células, en comparacioén con las células
normales, probablemente carezcan de un sistema de proteccion similar a los
descritos arriba contra la muerte inducida por opioides.

Un caso aparte |o constituyen las linea Jurkat y H9, ya que ambas son
de origen linfoide y humano, y sin embargo, la primera es susceptible a la
actividad antitumoral del SNC80 mientras que la segunda no, esta diferencia
podria explicarse por el diferente estadic de maduracién de estos tipos
celulares, ya que las fases de maduracién de los linfocitos se caracterizan
precisamente por la expresion de ciertos genes y de receptores en su superficie
(Akashi y cols, 2000). En forma especifica para este estudio, se ha demostrado

que existe diferente expresion de receptores opioides tipo kappa en los

144



diferentes estadios de maduracién de linfocitos de ratén (Ignatowski y Bidlack,
1999). Otros detalies observados han sido el de la mayor sensibilidad que
presentaron las lineas murinas y adherentes (J774A.1 y L929), en contraste con
las lineas humanas y las que crecen en suspension, esto puede tener su origen
en diferencias de acuerdo a especie o bien compartimento celular de origen
(Lysle y cols., 1993).

El compuesto 9332 por su parte se caracterizé por una marcada
actividad inhibitoria, la cual no es selectiva, pero ademés posee actividad
estimuladora de la proliferacidon celular. Ambas propiedades parecen ser
dependientes de la concentracion del opioide. De los compuestos derivados del
NT) (9332 y 9333) existe un reporte unico sobre su actividad sobre la
proliferacion de linfocitos (Riley y cols., 1998), donde tambien se observé la
estimulaciéon de la proliferacién de linfocitos de rata, sin embargo, a pesar de
emplear el mismo rango de concentraciones que este trabajo, el estudio de
Riley y cols. (1998) no menciona actividad citotoxica del 9332 a la
concentracién de 10° M. La causa de esta discrepancia podria ser |a linea de
rata empleada, que en el caso del estudio mencionado fue la linea Fisher
344N, ya que |a edad y el peso aproximado coinciden con el de este trabajo; al
respecto debe mencionarse que se ha reportado la existencia de notables
diferencias en la respuesta a opioides dependiendo de la linea de animal
empleada. Por ejemplo, las lineas de rata F344, Sprague Dawley, Long Evans y
Lewis difieren considerablemente en su respuesta a varios opioides en
términos de potencia y efectividad analgésica (Morgan y cols., 1999); es posible

también que estas diferencias se deban a variaciones a nivel intracelular en
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cuanto a la eficiencia de los mecanismos de acoplamiento entre el receptor y
las proteinas de senalizacion.

La accidn del 9332 sobre la produccién del 6xido nitrico es también de
inhibicién (en la concentracion de 10° M); se observé una disminucién hasta del
60% en el indice de produccion de éxido nitrico con respecto al control para
macréfagos residentes. Esta disminucidn es menor, de alrededor del 40 %, en
macrofagos activados; en ambos casos la disminucién en [os niveles de dxido
nitrico producidos esta acompanado por disminuciones en los indices de
viabilidad de los cultivos correspondientes. Sin embargo, los indices de
viabilidad (67.66 y 78.36, respectivamente) no explican por completo |a
supresion observada, por lo que ésta podria ser ocasionada a nivel post-
transcripcional, a diferencia de 1o sugerido por Kowalski (1998), sin descartar un
posible efecto citotdxico sobre las células que se reflejaria en niveles menores
de oxido nitrico en los cultivos.

Un detalle més por destacar, es la diferencia en la magnitud de la
inhibicién entre macréfagos residentes y activados, los primeros son mas
afectados que los segundos, las condiciones del experimento fueron las
siguientes; los macréfagos se pre-sensibilizaron con el opioide durante 16 horas
y después fueron o no activados con LPS, y ademas la exposicién no fue
simultéanea. luvone y cols. (1985) mencionan la importancia del periodo de
activacion con LPS, ellos observaron que los macrdfagos activados por al
menos 8 horas no eran afectados por la exposicién a opioides, en este caso la

morfina.
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El 9332 tiene también efecto inhibitorio de la proliferacion de CMH tanto
residentes como activadas; esta es una observacién inédita ya que no existen
estudios previos sobre células humanas con estos opioides. En cuanto a la
produccion de TNF-o por monocitos humanos se encontré que las tres
cancentraciones empleadas de este opioide inhibieron la produccién de TNF-a
por monocitos residentes. La inhibicion de la produccion de TNF-a por opioides
podria ser de beneficio en varias situaciones clinicas donde elevadas
concentraciones de esta citocina se asocian a padecimientocs como la artritis
reumatoide y SIDA, entre otros.

Por otro lado, el efecto del 9332 sobre el crecimiento in vitro de lineas
celulares, es un reflejo de lo que se observé con células normales; posee una
gran capacidad de inhibicidon del crecimiento de la linea L5178Y-R en |la
concentracién de 10° M, y también presenté un comportamiento bimodal con
respecto a la concentracidén del opioide ya que se observé que a
concentraciones menores se estimuld el crecimiento de dicha linea celular.

La posible causa de este comportamiento bimodal con respecto a la
concentracion del opioide puede estar en las caracteristicas farmacologicas de
este compuesto, el 9332 es un derivado del NTI, que es un antagonista opioide
tipo delta. Numerosos derivados de la naltrexona (NTX) cuya actividad es
analoga a la del NTI| se han caracterizado como agonistas mu/antagonistas
delta, es decir son opiocides mixtos en cuando a su eficacia y afinidad, estos
derivados han ganado importancia Gltimamente puesto que se cree que dicho

perfil permite que el opioide tenga capacidad analgésica sin propiedades
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adictivas (Wells y cols., 2001; Anathan y cols., 1998; Anathan y cols., 1999),
pero ademas un perfil de esa naturaleza puede presentar variaciones en
cuanto a la respuesta obtenida a una concentracion dada; esto puede deberse
a que las drogas que son relativamente selectivas en concentraciones estandar
(107-10° M) pueden interactuar con subtipos adicionales de receptores cuando
se administran en dosis suficientemente altas, lo que da por resultados posibles
cambios en su perfil farmacoldgico.

Los compuestos 9333 y 9334 son derivados del NTI y el BNTX
respectivamente, su actividad inmunomoduladora y antitumoral no mostré un
patron de accidn que sugiera un potencial en terapia. El compuesto 9333 es
capaz de estimular la proliferacién de linfocitos de rata activados en forma
puntual y marginal, no tiene efecto sobre las funciones de macréfagos de rata,
no tiene efecto sobre |la proliferacion de CMH y su efecto supresor sobre la
produccion de TNF-a por monocitos, aunque estadisticamente significativo, es
marginal. En lineas celulares presenta efecto inhibitorio sobre las lineas de
origen murino, su propiedad mas relevante es el efecto inhibitorio sobre la
linea L5178Y, proporcional a la concentracion de opioide.

El compuesto 9334, por su parte, posee la propiedad de estimular la
proliferacién de linfocitos de rata activados en un amplio rango de
concentraciones del opioide, y en forma proporcional a la concentracién del
opioide, su mayor actividad se observa sobre linfocitos activados con 2.4 pg/ml
de Con A. Afecta los niveles de axido nitrica producidos por macrofagos de rata

en una forma puntual y marginal, ya que la supresiéon puede deberse a la
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disminucion observada de la viabilidad de los cultivos de macréfagos (indice de
produccion de nitritos=0.775, indice de viabilidad=88.93). No posee actividad
sobre las CMH y su actividad sobre lineas tumorales es bimodal con respecto al
tipo u origen celular, inhibe en forma marginal el crecimiento de la leucemia
humana Jurkat y estimula el crecimiento de la linea L929 en un amplio rango de
concentraciones del opioide.

Las diferentes respuestas abtenidas en diferentes tipos celulares en
respuesta a la activacion de diferentes receptores opioides o incluso al mismo
receptor probablemente reflejan las diferencias en la expresion de proteinas G y
los sistemas efectores entre las células mas que las diferencias inherentes a
las propiedades de las receptores o de las drogas (Gavériaux-Ruff y cols,
2001).

El compuesto 9336 posee propiedades estimuladoras de la proliferacion
que no distinguen especie, estatus células o naturaleza tumoral. El 9336 es
capaz de estimular |a proliferacion de linfocitos de rata residentes y activados,
estimula l|a proliferacién de CMH residentes y activadas y estimula el
crecimiento in vitro de lineas tumorales murinas en un amplio rango de
concentraciones del opioide. No posee propiedades que modulen las funciones
de macréfagos de rata o monocitos humanos. El 9336 posee caracteristicas
que sugieren que no solo estimula si no que es capaz de activar la proliferacién
de linfocitos residentes, ademas su accion sobre células humanas muestra
potencial para posteriores estudios clinicos.

Los agonistas opioides no peptidicos carecen de las desventajas de los

opioides peptidicos y derivados de alcaloides, no se degradan, pueden

149



atravesar |la barrera hematoencefalica, no producen dependencia, no son
inmunosupresores y en algunos casos pueden estimular las respuestas
inmunes y tener actividad antitumoral. Pueden servir como agentes terapéuticos
con uso potencial en el tratamiento de enfermedades infecciosas, incluyendo al
SIDA, y cancer. Ademas el conocimiento de los mecanismos mediante los
cuales los opioides producen sus efectos en el sistema inmune, asi como el
estudio de la relacion estructura-funcién, pueden ayudar al descubrimiento,
disenio y sintesis de nuevos opioides que tengan propiedades
inmunomoduladoras y antitumorales especificas. Asi, |a diversidad de farmacos
opioides puede ser una fuente de nuevos compuestos con potencial
inmunoterapéutico y antitumoral, también pueden ser herramientas
farmacoldgicas para la investigacion de como el sistema inmune es controlado y

regulado en forma natural a través de mecanismos opiotérgicos.
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8. CONCLUSIONES

1. El compuesto SNC80 estimuld |a proliferacion de linfocitos y suprimié en
forma marginal las funciones de macréfagos en rata. No alterd las
funciones de linfocitos y macréfagos humanos, ademas posee actividad

antitumoral in vifro sobre lineas tumorales murinas y humanas.

2. El compuesto 9332 se destacd por sus propiedades inmunomoduladoras
de tipo bimodal con respecto a la concentracion de opioide empleada. A
la concentracion de 10° M mostrd una gran capacidad de inhibicion de la
respuesta in vitro de linfocitos, macrdéfagos y células tumorales. A dosis
por debajo de 10° M (105-10""" M) fue capaz de estimular la proliferacion

in vitro de linfocitos de rata

3. El compuesto 9333 presento limitada actividad inmunomoduladora, y una
mas amplia actividad antitumoral. Fue capaz de suprimir en forma
marginal la produccion de TNF-a por monocitos humanos activados con
LPS, mientras que su actividad antitumoral consistié en la capacidad de

inhibir el crecimiento de lineas tumorales murinas mas no humanas.

4. El compuesto 9334 presentd propiedades inmunomoduladoras de tipo
bimodal con respecto al tipo celular. Estimuld la proliferacién de linfocitos
de rata activados con mitégeno, mientras que suprimid los niveles de
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oxido nitrico producidos por macréfagos de rata. No afectd las funciones
de linfocitos y macrofagos humanos. Presentd un amplio rango de
actividad antitumoral también de tipo bimodal ya que inhibié el
crecimiento de una linea linfoide y estimulé el de una fibroblastoide,

ambas de origen murino.

. El compuesto 9336 presenté actividad inmunomoduladora con potencial
terapéutico, ademas, posee propiedades moduladoras del crecimiento
tumoral. El 9336 por sus efectos sugiere la capacidad de actuar como un
activador y estimulador de la respuesta proliferativa de linfocitos de rata y
humanos. Las propiedades estimuladoras de este compuesto alteraron el

crecimiento in vitro de lineas tumorales murinas, mas no humanas.
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