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Figura 23. Efecto del 9332 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 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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Figura 24. Efecto del 9333 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 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-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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Tabla 6.1. Efecto del SNC80 sobre la produccién de TNF-a
por monocitos humanos *

Dosis Act.® R1° R2° TNF-o ¢ indice de
(Molar) pg/mi produccion de
TNF-a ©
control - 1138 + 36 1389 + 57 1264 + 125
LPS 10177 +290 4763 +92 747012706
10°1 1389 + 135 1478 + 146 1434 + 44 1.142
LPS 7646 + 35 5103+ 127 6375+ 1271 0.911
10°® 1150 + 46 1767 +121 1459 + 308 1.141
LPS 8641 + 72 5242 +46 6941 + 1699 0.974
10°® 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 repeticién de un experimento
representa a su vez 3 repeticiones (sobrenadantes del cultivo de macréfagos

empleados en ELISA).
d¢ Representa la media + el error estandar de dos experimentos

representativos.
® El indice de produccion de TNF-o se calcul6 como la relacion entre la

produccién de TNF-o en los grupos tratados y el grupo control
* p<0.05 comparado con el control no tratado
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Tabla 6.2 Efecto del 9332 sobre la produccién de TNF-a
por monocitos humanos *

Dosis Act. ° R1° R2° TNF - ¢ Indice de
(Moiar) pg/mi produccion de
TNF-o ®
control --- 1956 + 362 3215 +33 2585+ 629
LPS 10542+181 7659 +119 9100 + 1441
10712 — 773+8 4184 + 1166 2479 +1705 0.848 **
LPS 7168 +83 5292 + 209 6230 + 937 0.685
10° — 911451 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 produccion de TNF-o se calculd 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

** 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.® R1° R2° TNF-o. ¢ Indice de
(Molar) pg/mi produccion de
TNF- ®
control  --- 1956 + 362 3215+33 2585 + 629
LPS 10542 + 181 7659+ 119 9100 + 1441
10712 -— 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 repeticibn de un experimento
representa a su vez 3 repeticiones (sobrenadantes del cultivo de macréfagos
empleados en ELISA).

9¢ Representa la media + el
representativos.

® El indice de produccién de TNF-o. se calculé como la relaciéon entre la
praduccion de TNF-a en los grupos tratados y el grupo control

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

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

Dosis Act.® R1° R2° TNF-o 9 indice de
(Molar) pg/ml produccion de
TNF-o ©
control  --- 1956 + 362 3215 + 33 2585 + 629
LPS 10542 + 181 7659 +119 9100 + 1441
1012 1528 + 285 2925 + 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

? Ver Material y Métodos
b 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).

9* Representa la media t el error estandar de dos experimentos
representativos.

® El indice de produccion de TNF-a se calculd como la relacion entre la
produccion de TNF-a en los grupos tratados y el grupo control
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6.3 Efecto directo de opioides sobre el crecimiento de lineas celulares.

Se determino 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/mf)

cultivos cultivos+
control opioides

4 h densidades
4h ——p MIT —— —p  4pticas (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
inhibicién observados con la linea L5178Y fuercn 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 el rango de 107'°-107 M del
opioide {Figura 25b y Tabla 7.2). Para la linea U937 los porcentajes de
inhibicién 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 la linea J774A.1 los
porcentajes de inhibicion fueron de 16-22%, en forma proporcional a la
concentracion del opioide (p<0.001) (Figura 25% y Tabla 7.1) ,mientras que en la
linea celular L929 se observé inhibicion del crecimiento en todas las
concentraciones probadas del opiocide, la mayor inhibicidn se observé a la
concentracién de 10 M, disminuyendo en las concentraciones mas altas y mas
bajas, con porcentajes de inhibicién 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 opioide. El efecto inhibitorio se observa en la concentracién 10° M del
opioide en las lineas L5178Y, Jurkat, HS, U937, J774A1 y L929, 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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observé ademas que en las concentraciones por debajo de 10° M, (107-10""
M) el 9332 estimulé la proliferacién 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 27a y Tabla 7.3).

De acuerdo a los resultados, el opioide 9333 tiene un efecto estimulador
del crecimiento in vitro de las lineas tumorales L5178Y, U937, J774A.1 y L9929,
El efecto se observé mayormente en la linea L5178Y, ya que en todas las
concentraciones probadas se observo estimulacién 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 sblo en
las concentraciones 10° y 10° M del apioide (Tabla 7.5). En el caso particular
de Ia linea U937 se encontrd estimulacion del crecimiento in vitro con un indice
de 1.089 que aunque estadisticamente significativo es un valor marginal (Tabla
7.6). En la linea Jurkat se encontrd inhibicibn del crecimiento en la
concentracién 10° M del opioide, el indice de crecimiento fue de 0.890
(p<0001) (Tabla 7.5).

El 9334 sélo presenta accidn sobre las lineas Jurkat y L929, y sus
efectos son opuestos, mientras que inhibe el crecimiento de la linea Jurkat,
estimula el de la linea L929. En el casc de la linea Jurkat se observan
porcentajes de inhibicion 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
L929 se encontraron indices de crecimiento entre 1.164 y 1.222 (p<0.05) en el

rango de concentraciones 107" -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 estimulacién 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 L8929 los indices observados son de 1.094, 1103,
1149 y 1.321, correspondientes a las concentraciones 107", 10", 10°y 10° M

respectivamente (p<0.01).
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Indice de crecimientm vitro

10(-11) 10(-9) ) 10(-7) ) 10(-5)

SNC&80 (M)
Jurkat
B Ho
1 ves?

indice de crecimiento vitro

10(-10) ) 10(-8) ) 10(-8)
SNC80 (M)

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 anadieron 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 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
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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 concentracion 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 determinacién 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 é6pticas 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 concentracién de 5x1 0* cels/ml en medio RPMI suplementado
con SFB. Se anadieron 100 pl/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
determinacién del crecimiento in vifro 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
afiadieron 100 pl/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 afnadieron 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 dpticas 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 aiiadieron 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 CO0, . Para la determinacién 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 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 CO0, . Para la determinacion del
crecimiento in vitro se aifadieron 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 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 C0, . 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 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 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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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®

Dasis Repeticion L5178Y J774A .1 L929
_(Molar)
R1 0.406+0.006 0.386+0.012 0.270+0.022
control ® R2 0.38610.010 1.0230.020 0.461+0.010
R3 0.41320.004 1.064+0.004 0.782+0.025
R1 0.944+ 0.019 1.01740.023 0.83310.080
10" R2 0.957+0.008 0.93310.010 0.893+0.023
R3 0.914+0.021 0.917+0.003 0.855+0.028
media 0.93810.012 0.956+0.031 0.860+0.017 ™

R1 0.918+0.030 0.964+0.010 0.78310.084
1070 R2 0.96110.021 0.910+0.013 0.87210.043
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 0.95910.019 0.771+0.071
10° R2 0.992+0.035 0.835+0.009 0.85810.022
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 0.98710.022 0.71710.083
108 R2 0.975+0.047 0.832+0.009 0.872+0.031
R3 0.85310.022 0.708+0.016 0.797+0.025

media 0.906+0.036 * 0.842+0.080 * 0.79510.044 **
R1 0.878+0.009 0.978+0.021 0.69810.084
107 R2 0.926+0.071 0.814+0.013 0.86110.037
R3 0.816+0.024 0.726+0.004 0.816+0.010

media 0.873+0.032 *** 0.839+0.073 ** 0.792+0.048 ***
R1 0.874+0.011 0.917+0.019 0.729+0.085
10°® R2 0.89510.030 0.743+0.021 0.888+0.018
R3 0.804+0.010 0.677+0.021 0.846+0.025

media 0.85840.027 *** 0.779+0.071 **  0.820+0.047 **
R1 0.935+0.022 1.056+0.025 0.83210.102
10° R2 1.055+0.075 0.644:0.020 0.946+0.014
R3 0.902+0.017 0.79710.006 0.83410.013

media 0.96440.046 0.832+0.120 * 0.87140.037 **

® 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 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

“** 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 3

Dosis Repeticion Jurkat H9 uo37
(Molar)

R1 0.100+0.001 0.104+0.002 0.177+0.001
control®° R2 0.204+0.000 0.286+0.004 0.43510.001
R3 0.262+0.002 0.207+0.003 0.578+0.006
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 1.02110.013 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
10" 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 0.990+0.027
R3 0.928+0.023 1.068+0.046 0.865+0.009
media 0.950+0.017 ** 1.0031+0.034 0.927+0.035
R1 0.93240.017 0.930+0.045 0.889+0.042
10°® R2 0.993+0.008 1.021+0.019 0.992+0.022
R3 0.956+0.012 1.03340.023 0.90210.019
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 0.95640.026
R3 0.97210.020 1.062+0.009 0.895+0.030

media 0.942140.034 = 0.985+0.048 0.919+0.018 *
R1 0.920+0.008 0.882+0.030 0.82310.041
10° 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 0.97020.025 0.976+0.047 0.904+0.041 **

R1 0.942+0.007 0.879+0.030 0.860+0.056
107 R2 0.97510.009 0.990+0.022 0.950+0.030
R3 1.013£0.011 1.060+0.017 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 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

130



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 J774A.1 L929
{Molar)
R1 0.32410.002 0.59610.013 0.39510.010
control® R2 0.32510.011 0.561+0.044 0.31110.026
R3 0.232+0.003 0.204+0.003 0.252+0.002
R1 1.050+0.011 1.02310.046 0.988+0.037
10" R2 1.079+0.030 1.102+0.049 1.023+0.013
R3 1.42040.028 1.20110.020 1.06010.018
media 1.183+0.118 * 1.108+0.051 1.02440.020
R1 1.04810.016 0.98410.045 0.989+0.021
10 R2 1.099+0.055 1.072+0.031 1.01810.014
R3 1.592+0.041 1.14610.031 1.04910.009
media 1.246+0.173 * 1.067+0.046 1.019+0.017
R1 1.025:0.012 0.947+0.031 0.987+0.027
10° R2 1.109+0.026 0.97710.044 1.016+0.017
R3 1.53210.041 1.11440.037 1.030£0.020
media 1.22210.156 * 1.013+0.051 1.01140.012
R1 1.0150.020 1.00210.035 0.969+0.027
10°® R2 1.059+0.035 1.060+0.016 1.00110.013
R3 1.535+0.061 1.202+0.014 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
107 R2 1.11240.023 1.05340.027 1.021+0.007
R3 1.70110.037 1.198+0.021 0.991+0.008
media 1.290+0.205 ** 1.073+0.066 0.998+0.011
R1 1.078+0.016 1.040+0.030 1.108+0.029
10° R2 1.156+0.053 0.96210.005 1.050£0.013
R3 1.613+0.057 1.17940.023 0.992+0.023
media 1.282+0.166 1.060+0.063 1.050+0.033 *
R1 0.604+0.002 0.462+0.006 0.68110.006
10° R2 0.550+0.026 0.4260.012 0.720+0.012
R3 0.790+0.010 0.63610.036 0.677+0.012
media 0.648+0.072 ** 0.508+0.064 ** 0.69310.013 =+

® 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 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

*** pn<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 U937
(Molar)
R1 0.466+0.006 0.643+0.009 0.41110.006
control®  R2 0.326+0.003 0.35640.011 0.460+0.012
R3 0.37510.003 0.404+0.007 0.376+0.006
R1 0.951:0.013 1.122+0.032 1.055+0.017
10" R2 0.98710.015 1.02110.022 0.984+0.012
R3 0.96820.003 0.995+0.010 1.008+0.015
media 0.9690.010 1.046+0.038 1.016+0.020
R1 0.943+0.002 0.979+0.026 1.05510.017
10°1° R2 0.982+0.011 1.01610.019 1.05610.017
R3 0.968+0.011 0.966+0.010 1.045+0.017
media 0.96440.011 0.987+0.015 1.052+0.003
R1 0.93210.026 0.97710.013 1.035+0.006
10°° R2 1.007£0.020 1.039+0.015 1.005+0.005
R3 0.92210.015 0.941+0.010 1.029+0.016
media 0.954+0.026 0.98510.028 1.02340.008
R1 0.907+0.028 0.989+0.008 1.00620.010
10 R2 0.966+0.011 0.988+0.027 1.059+0.011
R3 1.04640.017 0.970+0.006 1.03910.022
media 0.973+0.040 * 0.982+0.005 1.03410.015
R1 0.92210.026 1.01020.015 1.041:0.010
107 R2 1.00640.019 1.01510.026 0.987+0.009
R3 0.96410.012 0.958+0.008 1.013£0.013
media 0.96410.024 0.99440.018 1.01420.015
R1 0.94410.039 1.087+0.008 1.06010.005
10°® R2 1.025+0.023 1.087+0.025 0.982+0.008
R3 0.99110.014 0.975+0.008 0.998+0.015
media 0.986+0.023 1.050+0.037 1.013+0.024
R1 0.64910.027 0.46110.007 0.76110.003
10 R2 0.71540.024 0.647+0.015 0.559+0.009
R3 0,70210.024 0.637+0.001 0.803+0.010
media 0.689+0.020 *=* 0.58240.060 *  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 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 7.5 Efecto del opioide 9333 sobre el crecimiento in vitro de lineas
celulares linfoides, mieloides y fibroblastoides de origen murino

Indice de crecimiento?

Dosis Repeticidon L5178Y J774A1 L929
(Molar)
R1 0.312+0.008 0.57310.007 0.386+0.019
control® R2 0.247+0.003 0.499+0.016 0.29310.028
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 1.217+0.029 1.38010.134
R3 1.24210.026 0.939+0.011 1.12010.054
media 1.205+0.093 * 1.168+0.121 *** 1.15610.120
R1 1.007+0.045 1.24840.026 0.97410.020
1071 R2 1.428+0.063 1.184+0.031 1.38110.134
R3 1.27210.033 0.942+0.009 1.11310.054
media 1.23540.122 ** 1.125+0.093 1.15610.119
R1 1.01020.010 1.23710.015 0.960+0.057
10° R2 1.40810.024 1.161+0.022 1.369+0.078
R3 1.286+0.036 0.972+0.015 1.030+0.086
media 1.2354+0.117 * 1.123+0.078 1.120+0.126
R1 0.95410.019 1.303:0.018 0.905+0.043
10°® R2 1.45610.038 1.149+0.031 1.25540.081
R3 1.32510.036 0.933£0.014 1.05310.038
media 1.245+0.150 ** 1.128+0.107 * 1.071+0.101
R1 1.053+0.010 1.252+0.023 0.947+0.047
107 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 1.12340.116
R1 1.05610.016 1.140+0.008 0.99910.028
10° R2 1.405+0.019 1.19310.011 1.582+0.071
R3 1.311+0.009 0.960£0.010 1.20740.017
media 1.25740.104 ** 1.098+0.070 1.263+0.170 *
R1 1.062+0.020 1.19510.017 1.10810.029
10° R2 1.47810.042 1.197+0.021 1.707£0.051
R3 1.411+0.017 1.077+0.027 1.26340.011
media 1.31740,129 = 1.156+0.039 ** 1.350+0.179 **

® 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 7.6 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 0.598+0.012 0.417+0.007
control ®° R2 0.340+0.011 0.340+0.009 0.45810.009
R3 0.358+0.007 0.37710.003 0.36110.003
R1 0.963+0.009 0.9610.020 1.13910.034
10" R2 0.939+0.019 0.995+0.016 1.00210.039
R3 0.969+0.010 0.989+0.022 1.055+0.016
media 0.957+0.009 0.982+0.010 1.065+0.039
R1 0.978+0.004 0.964+0.016 1.10110.051
107° R2 0.936+0.013 1.00240.028 1.04610.054
R3 0.937+0.009 0.949+0.023 1.017+0.007
media 0.950+0.013 0.972+0.015 1.05510.024
R1 0.991+0.009 1.000£0.026 1.076£0.037
10°° R2 0.950+0.026 1.035£0.021 1.008+0.027
R3 0.92410.018 0.93810.012 1.039£0.003
media 0.955+0.019 0.991+0.028 1.041+0.019
R1 0.963+0.013 0.921+0.029 1.087+0.051
10° R2 0.952+0.033 1.020+0.027 1.037+0.024
R3 0.94410.018 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 0.993+0.010 1.07610.022
107 R2 0.963+0.011 1.03740.005 1.059+0.035
R3 0.957+0.009 0.971+0.015 1.00340.006
media 0.966+ 0.006 1.000+0.019 1.046+0.022
R1 1.004+0.008 0.981+0.010 1.114+0.044
10° R2 0.943+0.012 1.064+0.009 1.05320.052
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 1.09540.020 1.13410.032
107 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 tratade 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 §40nm, que representan la proliferacion 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 0.31310.006 0.632+0.008 0.34910.011
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 1.412+0.054 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 1.00110.031 1.33710.040
107" R2 1.059+0.027 1.198+0.066 1.210+0.093
R3 1.50310.046 1.111£0.027 1.065+0.010

media 1.205+0.149 1.104+0.056 1.204+0.078 **

R1 1.041£0.012 1.002+0.041 1.346+0.046
10° R2 1.090+0.027 1.25240.057 1.061£0.039
R3 1.50710.042 1.129+0.025 1.070+0.022
media 1.21310.147 1.128+0.072 1.159+0.093
R1 1.02410.020 1.0540.037 1.338+0.013
10°® R2 1.069+0.029 1.187+0.054 1.094+0.036
R3 1.48610.054 1.15040.017 1.032£0.010
media 1.19310.146 1.130+0.039 1.155+0.003
R1 1.033+0.025 0.962+0 029 1.36140.060
107 R2 1.02310.031 1.249+0.009 1.13910.027
R3 1.474+0.043 1.18510.016 1.051+0.013

media 1.177+0.148 1.132+0.086 1.184+0.092 *
R1 1.065:0.018 1.05410.023 1.34510.021
10°® R2 1.074+0.041 1.14140.022 1.109+0.026
R3 1.478+0.061 1.12410.007 1.039+0.019

media 1.20610.136 1.1060.026 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 1.212+0.014
R3 1.408+0.060 1.193x0.017 1.086+0.028

media 1.18610.111 1.14140.039 1.222+40.081 =

® 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 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 7.8 Efecto del opioide 9334 sobre el crecimiento in vitro de lineas

celulares linfoides y mieloides de origen humano

Indice de crecimiento®

Dosis Repeticién Jurkat H9 ue37
(Molar)
R1 0.491+0.002 0.620+0.026 0.41210.004
control®°  R2 0.369+0.004 0.36410.012 0.465+0.007
R3 0.360+0.003 0.378+0.007 0.37+0.006
R1 0.922+0.005 1.057£0.049 1.063+0.020
10" R2 0.90840.009 0.93410.013 1.00910.023
R3 1.000£0.016 0.95410.016 1.042+0.011
media 0.943+0.028 * 0.981+0.038 1.0380.015
R1 0.8920.011 1.042+0.037 1.088+0.039
10 R2 0.91410.005 0.97440.027 1.01440.041
R3 0.963+0.013 0.94710.009 1.022+0.018
media 0.923+0.021 *** 0.98840.028 1.041+0.023
R1 0.886+0.009 1.03810.027 1.04610.016
10° R2 0.910+0.010 0.954+0.026 1.054+0.027
R3 0.997+0.025 0.963+0.014 0.991+0.018
media 0.931+0.033 * 0.98510.026 1.03110.019
R1 0.931+0.007 1.029+0.055 1.07610.013
10° R2 0.939+0.006 0.960+0.007 1.05210.021
R3 0.941+0.022 0.955+0.008 1.018+0.011
media 0.937+0.002 * 0.981+0.023 1.04940.016
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 0.9360.017 ** 0.988+0.021 1.057+0.014
R1 0.907+0.006 1.03010.020 1.09010.026
10 R2 0.916+0.014 0.989+0.015 0.990+0.032
R3 0.985+0.020 0.990+0.015 1.02310.011
media 0.936+0.024 = 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 0.969+0.030 1.046+0.030
R3 1.04740.022 1.056+0.009 1.048+0.011
media 0.959+0.045 1.01740.025 1.064+0.016 *

a

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

*** p<0.001 comparado con el control 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 LS29
(Molar)
R1 0.284+0.002 0.22410.003
R2 0.199+0.001 0.2410.008
control°  R3 0.664+0.016 0.297+0.001
R1 1.33220.017 1.13120.040
R2 1.25210.013 1.13210.051
10" R3 0.945+0.020 1.021£0.008
media 1.17610.118 * 1.094+0.036 *
R1 1.321+0.041 1.23210.070
R2 1.273+0.016 1.04740.048
107 R3 0.955+0.014 1.030+0.011
media 1.18340.115 * 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 1.0000.018
media 1.197+0.109 * 1.063+0.031
R1 1.289+0.042 1.07610.038
R2 1.273£0.047 1.00410.027
10 R3 1.015x0.000 1.026+0.009
media 1.192+0.088 * 1.03540.021
R1 1.298+0.042 1.086+0.041
R2 1.34740.030 1.022+0.026
107 R3 0.998+0,005 1.01620.003
media 1.21540.109 = 1.042+0.022
R1 1.337+0.041 1.2240.037
R2 1.39310.006 1.142+0.029
10 R3 0.99310.008 1.082+0.004
media 1.241+0.124 ** 1.149+0,041 ***
RA 1.22610.024 1.400+0.043
R2 1.35540.037 1.31040.044
10° R3 0.988+0.034 1.25310.017
media 1.190+0.107 * 1.32140.042 =

® 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 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 7.10 Efecto del opioide 8336 sobre el crecimiento in vitro de lineas

celulares linfoides, mieloides de origen humano

Indice de crecimiento®

Dosis  Repeticién Jurkat us37
{(Molar)
R1 0.605+0.003 0.675+0.003
R2 0.590+0.001 0.682+0.003
control® R3 0.472+0.002 0.493+0.004
R1 0.98310.021 1.075:0.027
R2 0.965+0.003 0.978+0.012
10" R3 1.027+0.019 1.082+0.011
media 0.992+0.018 1.045+0.033
R1 0.984+0.015 1.02710.012
R2 0.94510.004 0.966+0.011
107" R3 0.998+0.030 0.999+0.008
media 0.97610.015 0.997+0.017
R1 0.97610.012 1.05910.018
R2 0.95310.004 0.94210.012
10° R3 1.009+0.024 1.10610.011
media 0.98010.016 1.03610.048
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 0.96110.003 1.41110.018
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 =~
RA 0.97410.011 1.071+0.000
R2 0.98910.003 1.01640.012
10°C R3 1.039+0.016 1.02810.012
media 1.001+0.019 1.038+0.016
R1 0.940+0.006 0.99110.007
R2 0.99910.009 0.982+0.013
10° R3 1.030£0.013 1.06110.018
media 0.990+0.026 1.01140.025

® 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 proliferacién basal de los
cultivos.

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

Los compuestos opicides podrian constituir importantes modificadores de
respuestas bioldégicas. 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, 1999, 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 investigacidon y desarrollo
farmacolégico, 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 enddgenos como las encéfalinas, endorfinas y deitorfinas. (Brownstein,
19893), Sin embargo dichos compuestos presentan desventajas para su
desarrollo y aplicacién, ademas causan inmunosupresion (morfina) o son
facilmente degradadas 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 disefio de opioides tiene diversos objetivos de
acuerdo al campo de estudio; en inmunoterapia, el objetivo es ¢l de desarrollar
compuestos opioides capaces de modular la respuesta inmune de pacientes
inmunocomprometidos, para este efecto es necesario llevar 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 vilro para determinar si alguno de estos
compuestos posee propiedades antitumorales lo que nos permite tener
informacion mas amplia de su actividad biologica.

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 fundamentai para la identificacion
de drogas potencialmente Utiles. Por ofro 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 |os resultados obtenidos es
evidente que la exposicidn a estos opioides produce diferentes respuestas en

ambos modelos, lo que se discutira 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 inmunolégicas. Esta distincion es relevante ya que se han
reportado variaciones en la respuesta a opioides de acuerdo al estado de
activacién de las células. La causa de esto, podria estar en que la activacion de
linfocitos y macrofagos lleva a importantes modificaciones en el patréon 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 SNC80 tiene actividad analgésica con potencial terapéutico
(Calderdn y cols, 1994, Bilsky y cols, 1995; Negus y cols, 1998), ademas esta
droga posee también la capacidad de estimular la respuesta inmune in vifro 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 altero la proliferacion
de linfocitos humanos. Este punto es importante dado que no necesariamente
se busca un compuesto que afecte las funciones leucaocitarias, y en este caso el
SNCB80 es un analgésico muy potente que podria ser utilizado en la clinica sin

esperar cambios en las funciones inmunoldgicas 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
accién se limita a la produccion de oxido nitrico por macréfagos activados con
LPS y el efecto es de supresion, sin embargo esta disminucién en |a produccion
de oxido nitrico parece estar relacionada con citotoxicidad sobre los
macréfagos, como pone en evidencia los indices de viabilidad observados en
estos casos, ya que se ha demostrado que el oxido nitrico es toxico para
macréfagos (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 Gdmez-Flores y cols. (2001), se
debe considerar que se utilizé una linea diferente de animales, la Sprague
Dawley, mientras que en el estudio mencionado se utilizd 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 regulacién inmunolégica a
través del sistema neuroendocrino. Con respecto a la seleccidn de leucocitos de
ratas y no de humanos para determinar la producciéon de oxido nitrico, se ha
demostrado que los macréfagos humanos necesitan de estimulos muy
especiales para promover la produccion de esta molécula debido a |la ausencia

de biopterina, un cofactor indispensable en la activacion de la sintetasa de 6xido

nitrico.

142



Las observaciones obtenidas con linfocitos y macréfagos de rata
sugieren entonces que el SNCB8O0 tiene un efecto bimodal, de estimulacion con
respecto a la respuesta de linfocitos y de supresién en relacion a la de
macréfagos, esta posibilidad ya ha sido sugerida para la actividad de otros
opioides. El CGPM-9 tiene una accién dual in vitro, estimula la proliferacion de
linfocitos y suprime la produccion de LPS y TNF-a por macréfagos de rata
(Hicks y cols, 2001).

Se observd también que el SNC80 posee propiedades antitumorales
in vitro. El SNCB80 inhibid el crecimiento in vifro de cinco lineas celulares,
L5178Y, Jurkat, U937, J774A.1 y L929, y su efecto abarcd 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, en un rango que
va del 10 al 22% de inhibicion.

Es interesante notar que este compuesto tuvo un efecto estimulador de
la proliferacidon de células normales mientras que para células transformadas se
observé 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 proliferacién, 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
incorparacién de |a droga a la célula (Hohenwarter y cols., 1992). Ademas, en
experimentos recientes in vivo desarrollados en nuestro laboratorio, se ha

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

El efecto contradictorio del SNC80 no ha sido elucidado aun, sin
embargo, la activacién de ciertos receptores en células normales y tumorales
puede conducir a vias intracelulares divergentes que producen estimulacion,
inhibiciébn 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 la proteina inflamatoria 1-alfa de macréfagos es
capaz de proteger células normales, pero no a las células de una leucemia
créonica mieloide, de los efectos citotoxicos de la droga citosina arabinosa sobre
el ciclo celular (Durig y cols, 1999). Los opioides pueden ser solo txicos para
las células tumorales ya que estas células, en comparacion con las celulas
normales, probablemente carezcan de un sistema de protecciéon 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 estadio de maduraciéon 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 opiocides tipo kappa en los
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diferentes estadios de maduracion de linfocitos de ratdn (Ignatowski y Bidlack,
1999). Otros detalles 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 caracterizd por una marcada
actividad inhibitoria, la cual no es selectiva, pero ademds posee actividad
estimuladora de la proliferacion celular. Ambas propiedades parecen ser
dependientes de la concentracién del opicide. De [os compuestos derivados del
NTI (9332 y 9333) existe un reporte unico sobre su actividad sobre la
proliferacion de linfocitos (Riley y cols., 1998), donde también se observé la
estimulacién 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
concentracion de 10° M. La causa de esta discrepancia podria ser la linea de
rata empleada, que en el caso del estudio mencionado fue la linea Fisher
344N, ya que |la 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 serializacion.

La accion del 9332 sobre la produccién del 6xido nitrico es también de
inhibicidn (en la concentracién de 10°° M); se observé una disminucién hasta del
60% en el indice de produccién de dxido nitrico con respecto al control para
macrofagos residentes. Esta disminucién es menor, de alrededor del 40 %, en
macrdfagos activados; en ambos casos la disminucion en ios niveles de oxido
nitrico producidos esta acompafado por disminuciones en los indices de
viabilidad de los cultivos correspondientes. Sin embargo, los indices de
viabilidad (67.56 y 78.36, respectivamente) no explican por completo la
supresion observada, por lo que ésta podria ser ocasionada a nivel post-
transcripcional, a diferencia de lo 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 mas por destacar, es la diferencia en la magnitud de la
inhibicién entre macrdéfagos residentes y activados, los primeros son mas
afectados que los sequndos, las condiciones del experimento fueron las
siguientes; los macrofagos se pre-sensibilizaron con el opioide durante 16 horas
y después fueron o no activados con LPS, y ademas la exposicién no fue
simultanea. luvone y cols. (1995) mencionan la importancia del periodo de
activacion con LPS, ellos observaron que los macréfagos activados por al
menos 8 horas no eran afectados por la exposicion a opiocides, 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 observacion inédita ya que no existen
estudios previos sobre células humanas con estos opioides. En cuanto a la
produccidon de TNF-o por monocitos humanos se encontrd que las tres
concentraciones empleadas de este opioide inhibieron la produccién de TNF-a
por monocitos residentes. La inhibicién de la produccidon de TNF-a por opioides
podria ser de beneficio en varias situaciones clinicas donde elevadas
concentraciones de esta citocina se asocian a padecimientos 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 abservd con células normales; posee una
gran capacidad de inhibicion del crecimiento de la linea L5178Y-R en la
concentracion de 10° M, y también presentd un comportamiento bimodal con
respecto a la concentracion del opioide ya que se observd 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 farmacolégicas 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 opioides mixtos en cuando a su eficacia y afinidad, estos
derivados han ganado importancia Ultimamente 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 proliferacidn 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
produccién 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 |a
proliferacién de linfocitos de rata activados en un amplio rango de
concentraciones del opioide, y en forma proporcional a la concentracion del
opioide, su mayor actividad se observa sobre linfocitos activados con 2.4 ug/ml
de Con A. Afecta los niveles de éxido nitrico producidos por macréfagos de rata

en una forma puntual y marginal, ya que la supresién puede deberse a la
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disminucién 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 obtenidas 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 la proliferacién de linfocitos de rata residentes y activados,
estimula la 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 0 monocitos humanos. El 9336 posee caracteristicas
que sugieren que no sblo estimula si no que es capaz de activar la proliferaciéon
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
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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 €l
estudio de la relacién estructura-funcion, pueden ayudar al descubrimiento,
disefio y sintesis de nuevos opioides que tengan propiedades
inmunomoduladoras y antitumorales especificas. Asi, la diversidad de farmacos
opioides puede ser una fuente de nuevos compuestos con potencial
inmunoterapéutico y antitumoral, también pueden ser herramientas
farmacolégicas 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 SNCB8O0 estimuld la 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 vitro sobre lineas tumorales murinas y humanas.

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

in vitro de linfocitos de rata

El compuesto 9333 presenté limitada actividad inmunomoduladora, y una
mas amplia actividad antitumoral. Fue capaz de suprimir en forma
marginal la produccién de TNF-o. 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.

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

ambas de origen murino.

. El compuesto 9336 presentd 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 ratay
humanos. Las propiedades estimuladoras de este compuesto alteraron el

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