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RESUMEN

Introduccidn: el consumo indiscriminado de opioides ha
incrementado el trastorno por dependencia, con el que
se han relacionado medio millén de muertes en el mundo
en el ultimo afio. Esto justifica explorar terapias alternati-
vas para el tratamiento de la adiccion y emergencias por
sobredosis. A partir del desarrollo experimental de vacu-
nas contra estas drogas, se han producido anticuerpos
monoclonales especificos para morfina y sus metabolitos
para utilizarlos en pruebas analiticas de identificacion en
fluidos biologicos. Objetivo: revisar publicaciones cienti-
ficas sobre anticuerpos monoclonales que identifican a la
morfina y a sus metabolitos, conocer sus propiedades y
los alcances de su implementacion en pruebas para diag-
nostico. Método: busqueda sistematica de la literatura
cientifica en las bases de datos PubMed, ScienceDirect,
SciELO y LILACS, publicados hasta septiembre de 2021.
Se incluyeron articulos sobre la generacion de anticuer-
pos monoclonales para morfina y sus metabolitos, y se
excluyeron los especializados Unicamente en estructura
molecular, mutaciones puntuales y dinamica molecular
computacional. Resultados: se identificaron 18 articulos
donde se reportd la produccion de 61 anticuerpos mo-
noclonales especificos para morfina y/o sus metabolitos,
en los que caracterizaron la especificidad, sensibilidad
y/o el rango de deteccion de los anticuerpos al evaluar
46 sustancias diferentes, acopladas a pruebas de diag-
noéstico. Discusion y conclusiones: la produccion de
anticuerpos monoclonales con alta sensibilidad y reco-
nocimiento por la morfina y sus metabolitos ha permitido
emplearlos en el desarrollo de pruebas analiticas sensi-
bles, de costo asequible, que se pueden implementar en
el diagndéstico clinico y en la vigilancia del uso de estas
sustancias en la poblacion.

Palabras clave: anticuerpos monoclonales, morfina,
adiccion, diagnéstico.

ABSTRACT

Introduction: indiscriminate use of opioids has increased
dependency disorder and has been linked to half a million
deaths worldwide in the last year. This justifies the explo-
ration of alternative therapies for the treatment of addiction
and overdose emergencies. Specific monoclonal antibod-
ies have been produced for morphine and its metabolites
for use in analytical identification tests in biological fluids
from the experimental development of vaccines against
these drugs. Objective: review scientific publications
on monoclonal antibodies that identify morphine and its
metabolites, to know its properties and the scope of its
implementation in diagnostic tests. Method: systematic
research of scientific literature in PubMed, ScienceDirect,
SciELO and LILACS databases, published until Septem-
ber 2021, including articles on generation of monoclonal
antibodies for morphine and its metabolites, and excluding
those specialized only in molecular structure, point muta-
tions and computational molecular dynamics. Results: 18
articles were identified where the production of 61 specific
monoclonal antibodies for morphine and/or its metabo-
lites was reported, and in which they characterized the
specificity, sensitivity and/or detection range of the anti-
bodies by evaluating 46 different substances, coupled to
diagnostic tests. Discussion and conclusions: The pro-
duction of monoclonal antibodies with high sensitivity and
recognition for morphine and its metabolites has allowed
their use in the development of sensitive analytical tests at
affordable cost, which can be implemented in the clinical
diagnosis and the surveillance of the use of these sub-
stances in the population.

Keywords: monoclonal antibodies, morphine, addiction,
diagnostic.

Autor de correspondencia:
Maura Epifania Matus Ortega

Laboratorio de Neurobiologia Molecular y Neuroqguimica de Adicciones, Subdireccion de Investigaciones Clinicas. Instituto Nacional
de Psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiiz. Calzada México-Xochimilco nim.101. C. P. 14370. Ciudad de México, México. Tel.. 252 41605115

Correo electronico: mematuso@yahoo.com
Recibido: 14 de enero de 2022

Aceptado: 1 de diciembre de 2022

doi: 10.2893/riiad.2023.1.09

REVISTA INTERNACIONAL DE INVESTIGACION EN ADICCIONES 2023.9(1).88-100
ISSN: 2448-573X (version impresa) / 2448-6396 (version en linea)


https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.28931/riiad.2023.1.09&amp;domain=pdf
https://orcid.org/0000-0003-1787-1657
https://orcid.org/0000-0002-4428-7299

MATUS ORTEGA ET AL.

INTRODUCCION

Durante el ultimo afio, 58 millones de personas en el mun-
do consumieron opioides y se atribuye medio milléon de
muertes al consumo de drogas a nivel mundial, de las
cuales mas del 70% estan relacionadas con los opioides,
con un 30% causadas especificamente por sobredosis
(World Drug Report, 2021). Las personas con dependen-
cia a opioides experimentan serios problemas de salud,
como enfermedades infecciosas y mentales, alta morta-
lidad por sobredosis, suicidios y muertes traumaticas. El
cuidado médico para las comorbilidades resulta un pro-
blema grave de salud publica. Los opioides actuan en
el sistema nervioso central y periférico sobre receptores
especificos que modulan analgesia y se emplean para
tratar el dolor crénico. Sin embargo, la inclusion de opioi-
des sumamente potentes en el mercado de drogas ilicitas
ocasiona muertes por sobredosis (Volkow et al., 2019). La
morfina es un potente analgésico opioide ampliamente
utilizado en la practica clinica, y es precursor de la heroi-
na, una de las principales sustancias de abuso.

Segun la ultima Encuesta Nacional de Consumo
de Drogas, Alcohol y Tabaco (ENCODAT) 2016-2017,
en México el consumo de heroina el ultimo afio fue de
aproximadamente 145,382 personas, su consumo se in-
cremento respecto al conteo anterior y se ha extendido
practicamente a todos los estados de la republica, sien-
do de mayor prevalencia los estados de Baja California
y Chihuahua. El 96,8% de los usuarios de heroina se la
administran a diariamente via intravenosa en un prome-
dio de cinco veces al dia, pero pueden inyectarse hasta
10 veces. EI 70% de los usuarios ha experimentado so-
bredosis al menos una vez en la vida, y en promedio han
sufrido 4,2 sobredosis. Las razones que provocan las
sobredosis incluyen la potencia variable de la sustan-
cia, la combinacion de la heroina con otras sustancias
de abuso (cristal, cocaina, alcohol y medicamentos
controlados), exceso en la cantidad administrada y fal-
ta de tolerancia (abstinencia involuntaria; Fleiz-Bautista
et al., 2019).

Los pacientes con trastorno de abuso requieren de
tratamientos de sustitucion farmacolégica. Actualmente
existen tres medicamentos aprobados por la Adminis-
tracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus si-
glas en inglés) de los Estados Unidos de América, que
actuan sobre el receptor opioide mu: metadona como
agonista total, buprenorfina como agonista parcial y nal-
trexona como antagonista opioide. Sin embargo, se ha
demostrado que la terapia de sustitucion aguda o croé-
nica afecta las funciones del sistema opioide endégeno
y provoca un desequilibrio que promueve estados pa-
tolégicos, como el distanciamiento social y el deterioro
en la respuesta a estresores sociales, y que provoca
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dependencia a los farmacos opioides para compensar
las funciones enddégenas que se han deteriorado. Estos
tratamientos también producen efectos secundarios en
el sistema gastrointestinal, problemas cardiacos, cam-
bios hormonales y alteraciones inmunoldgicas (Khademi
et al., 2016) que interfieren negativamente en el éxito de
las terapias de sustitucion e incrementan el riesgo de
recaidas.

Ante la necesidad de terapias alternativas para el
tratamiento de la adiccién a los opioides y para atender
las emergencias por sobredosis, varios grupos de inves-
tigacion han implementado terapias inmunofarmacologi-
cas que se pueden consultar en la revision actualizada
de literatura cientifica reciente de Townsend & Banks
(2020), que enfatizan las evaluaciones preclinicas de las
vacunas desarrolladas.

A partir del desarrollo de vacunas para sustancias
de abuso y con ayuda de herramientas biotecnolégicas,
se produjeron anticuerpos monoclonales (en acrénimo
mABs, del inglés monoclonal antibodies) disefiados
para unirse a un determinante antigénico especifico. Los
mABs son producidos por clones de una Unica célula B
a partir de técnicas de cultivo, como se esquematiza en
la Figura 1, y posteriormente, por tecnologias de ADN
recombinante, empleando sistemas de expresion celu-
lar de mamiferos. Los mABs son reactivos ampliamente
utilizados en el diagndstico y terapia clinica de enferme-
dades como el cancer. Sin embargo, como los farmacos
de prescripcion, se requieren de pruebas preclinicas de
laboratorio antes y después de los tratamientos terapéu-
ticos con mABs para identificar a los pacientes sensi-
bles, verificar su estado de salud y evaluar la respuesta
al tratamiento.

Consideramos necesario conocer y difundir la in-
vestigacion cientifica generada en torno a la heroina y la
morfina como sustancias de abuso. A la fecha, no encon-
tramos una publicacion que reuna informacién sobre la
variedad de mABs especificos para estas sustancias,
sus propiedades y sus posibilidades de uso. Resul-
ta importante mostrar los esfuerzos de la comunidad
cientifica que genera productos biotecnolégicos para
implementar pruebas de diagndstico sensibles, de bajo
costo y asequibles, en salas de emergencia, laborato-
rios clinicos y consultorios para supervisar y monitorear
el consumo de estas sustancias en la poblacion usuaria
y/o en tratamiento de desintoxicacion. En este sentido,
la identificacion de morfina en fluidos biolégicos para vi-
gilar el consumo de heroina obedece a que esta Ultima
tiene una vida media de dos a cuatro minutos en torrente
sanguineo, y es metabolizada réapidamente a 6-monoa-
cetilmorfina (6-MAM), morfina, morfina-6-glucurénido
(M6G) y morfina-3-glucurénido (M3G), cuyas estructuras
se esquematizan en la Figura 2A, lo que descarta a
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Figura 1

Metodologia clasica para la produccion de anticuerpos monoclonales en ratones.
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Inicialmente se sintetiza el inmunogeno o antigeno de interés con el que se inmunizan ratones, y se extraen las células B a partir de los
bazos de los ratones productores de anticuerpos policlonales en respuesta a la inmunizacion. Se fusionan las células B con células
neoplasicas de mielomas para obtener hibridomas que son células de fusion que combinan ciertas ventajas de sus progenitores: la
capacidad de producir grandes cantidades de un unico anticuerpo, propia de las células B, y la capacidad de multiplicarse inde-
finidamente, caracteristica de las células neoplasicas. A continuacion, se llevan a cabo ensayos de identificacion y caracterizacion
de los anticuerpos monoclonales producidos por las células de hibridomas recién formadas para seleccionar a las clonas capaces
de producir los anticuerpos deseados y se expande la clona o clonas de interés. Como resultado se obtiene una fuente casi inago-
table de anticuerpos producidos por un clon celular, derivados de una tnica célula B, que son idénticos y especificos de epitopos.

la heroina como analito blanco en fluidos biolégicos
(Dinis-Oliveira, 2019).

METODO

Se llevé a cabo un escrutinio documental de la literatu-
ra cientifica disponible en las bases de datos PubMed,
ScienceDirect, SciELO y LILACS para seleccionar los
articulos que reportaron la generacion de mABs que
identifican a la morfina, la heroina y las sustancias es-
trechamente relacionadas, para conocer sus propieda-
des de afinidad y especificidad, y los alcances de su
implementacioén en diferentes pruebas de utilidad en
diagndstico clinico. El rango de afos de las publicacio-
nes se establecid desde el disponible para cada base
de datos hasta septiembre de 2021. Se utilizaron pala-

bras clave (anticuerpos monoclonales y morfina) y sus
combinaciones en espafiol e inglés. Se contabilizé el total de
resultados obtenidos en el rastreo inicial y se aplicaron los
criterios de seleccion para elegir los articulos con las carac-
teristicas necesarias para efectuar una revision a profundi-
dad, apelando a un minucioso proceso de lectura critica de
acuerdo con las recomendaciones de la guia PRISMA (Page
etal., 2021) como se indica en la Figura 3.

Criterios de inclusion

Se seleccionaron articulos donde se generaron mABs
de origen murino para morfina y heroina, y se incluyeron
dos articulos encontrados a través de las referencias. Se
incluyeron los articulos completamente accesibles en
version electronica.
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Figura 2 A
La morfina y las sustancias relacionadas.
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Esquema general del metabolismo de la heroina y la morfina. La heroina se metaboliza rdpidamente (2 — 4 minutos) en 6 monoacetil-
morfina y posteriormente en morfina. A su vez, la morfina es metabolizada en morfina 3 glucurdnido (90%) y en morfina 6 glucurdnido
(10%). Las diferencias en la estructura de cada una de estas moléculas determinan sus propiedades farmacoldgicas y, en el tema
que nos ocupa, permiten evaluar la especificidad de los anticuerpos y explicar que los anticuerpos generados tengan reconocimien-

to cruzado por estas moléculas.

Criterios de exclusion

Se excluyeron los articulos duplicados, los que estan en
lengua diferente a la inglesa y espafiola. Cabe mencionar
que se incluy6 la informacion de un articulo en ruso con
resumen en inglés, que es el antecedente de otro articu-
lo relevante para la revision. Se excluyeron los articulos
sobre mABs generados a partir de especies diferentes a
murinos (conejos, humanos), los que evaluaron afinidad
de los mABs tras la inclusién de mutaciones puntuales,
los estudios exclusivamente de dinamica molecular y
los que emplearon a los mABs para el estudio del feno-
meno adictivo en modelos de animales de laboratorio.
El cribado de cada publicaciéon recuperada se llevo a
cabo por dos autores de manera independiente. Para la
sintesis, los estudios se agruparon en trabajos pioneros,
estudios orientados a acoplar a los mABs a pruebas de
diagnostico, estudios que determinaron reactividades
cruzadas, constantes de afinidad y limites de deteccion
de los mABs y estudios orientados a producir anticuer-
pos recombinantes. De los articulos seleccionados, se
extrajo informacion referente a los autores, la fecha de
publicacion, la metodologia (procedimientos, técnicas
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y herramientas de medicion) y los hallazgos de mayor
relevancia con relacién a la afinidad y especificidad de
los mABs especificos para morfina y su implementacion
en pruebas diagnosticas. En el tabulado de datos se
ordenaron e incluyeron los mABs con mayor afinidad
para cada referencia, se homogenizaron las unidades
de constantes de afinidad, de disociacién, y las unida-
des de concentraciones para los limites de deteccion o
rango de sensibilidad.

RESULTADOS
Trabajos pioneros

El grupo de investigacion de Glasel fue el primero en re-
portar, en 1983, la generacion, aislamiento y purificacion
de cuatro lineas celulares productoras de mABs con alta
afinidad por morfina, pero que mostraron reacciéon cru-
zada con los opioides clasicos evaluados. Determinaron
las conformaciones flexibles de los ligandos opioides
en los sitios de unioén, los parametros termodinamicos
y los amino&cidos importantes involucrados en la union
antigeno-anticuerpo.
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Figura 3

Diagrama de flujo del escrutinio en la literatura cientifica de acuerdo con los criterios PRISMA 2020 para la identificacion e inclusion
de estudios de esta revision.
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En la busqueda inicial, la base de datos de ScienceDirect arrojo 5680 resultados por lo que la busqueda especificamente en esta
base de datos se restringio a articulos de investigacion y para precisar la indagacion se contemplo el uso del diccionario controlado
de términos (tesauro) disponible para cada buscador. Asimismo, se emplearon operadores booleanos (AND, OR y NOT). Los criterios
de seleccion se detallan en la seccion de Método del texto. *Como excepcion, se incluyé un articulo en ruso cuyo resumen esta en

inglés, que es el antecedente de un articulo en inglés que se incluyo en la revision y cuyo andlisis es relevante. El diserio del diagrama
se baso en Page et al., 2021.
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Posteriormente, el grupo de Sawada (1988) obtuvo 12
lineas celulares productoras de mABs con alta reactividad
cruzada por los agonistas opioides y baja por los antago-
nistas naloxona y naltrexona, y ninguno mostro reactivi-
dad cruzada por los péptidos opioides en las condiciones
evaluadas. EIl mAB MOR 1317,5,13 mostr6 la mas alta ca-
pacidad de union por morfina, permitiendo proponer su
utilidad para identificar morfina en analisis forenses.

Estudios para la generacion de pruebas de analisis
diagnéstico

Los métodos de deteccion de opioides como la croma-
tografia de gases, de liquidos de alta resolucion y elec-
troforesis capilar, tienen desventajas tales como consu-
mir mucho tiempo en su ejecucion, alta interferencia con
sustancias relacionadas, requieren de equipos Costosos,
solventes toxicos y, en algunos casos, las muestras a
analizar demandan de un tratamiento complejo previo.
Por lo anterior, los grupos de investigacion reconocieron
la necesidad de implementar métodos que identifiquen la
morfina y otros opioides en fluidos bioldgicos, como sue-
ro, orina y saliva, para monitorear e identificar las dosis
adecuadas durante el tratamiento con estos analgésicos
y prevenir los efectos toxicos, la muerte por sobredosis y
controlar el abuso de estas sustancias.

Se disefiaron métodos alternativos que ofrecen ven-
tajas sobre los existentes: formatos de analisis simples,
rapidos, de alto rendimiento, confiables, precisos vy, lo
mas importante, con alta sensibilidad y especificidad

para identificar opioides en muestras biolégicas, discri-
minando con precision entre los alcaloides analogos de
morfina como codefna y tebaina, y que sean accesibles
en los laboratorios clinicos. En este contexto, a partir de
1993 surgieron publicaciones orientadas a utilizar a los
mABs como reactivos bioldgicos para la identificacion de
opioides en muestras bioldgicas.

Especificad y selectividad de los mABs

La especificidad de un mAB es su capacidad para inte-
ractuar exclusivamente con su hapteno, por otro lado,
mediante ensayos de reactividad cruzada se evalla el
reconocimiento inespecifico del anticuerpo por diferentes
moléculas estructuralmente relacionadas con el hapte-
no. La especificidad sirve también como parametro para
evaluar la selectividad de un inmunoensayo, y se calcula
generalmente sobre la base del valor de la concentracion
inhibitoria 50: ICso, en la curva de competencia para cada
una de las sustancias analizadas.

De los articulos revisados, 10 determinaron las reacti-
vidades cruzadas de sus mABs por metabolitos de morfi-
nay sustancias estructural y farmacolégicamente relacio-
nadas; reportando valores de porcentajes (seis articulos)
y de ICso (cuatro articulos) a partir de curvas de despla-
zamiento de morfina por cada una de las sustancias. Se
analizé la reactividad cruzada de 32 anticuerpos diferen-
tes por 37 sustancias quimicas distintas. En la Figura 2B
se grafico el numero de mABs que identificd a cada sus-
tancia evaluada, ademas de la morfina.

Figura2 B
Especificidad de los mABs.
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Durante la caracterizacion de los mABs, los grupos de investigacion evaluaron la especificidad de 32 mABs por diferentes sustancias,
ademas de la morfina, mediante dos métodos detallados en el texto. Las 16 sustancias que fueron reconocidas sdlo por un anticuerpo
son. 3-acetilmorfina, norcodeina, papaverina, codeina-6-glucuronido, ketamina, oxicodona HCI, benzoilecgonina, etorfina, metaqualo-
na, buprenorfina-6-glucurdnido, anfetamina HCI, metanfetamina HCI, ecgonina, ecgonina metil éster, cocaina HCI y cocaetileno.
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Algunos mABs tuvieron reaccion cruzada, del 100%,
con las sustancias opioides estrechamente relaciona-
das: los metabolitos de morfina, codeina, oxicodona y
apomorfina (79 - 89.5%), y otros mostraron importante
reaccion cruzada por naloxona (hasta 52%; Eldefrawi et
al., 2000; Rahbarizadeh et al., 2000). Destaca que algu-
nos mABs mostraron reaccion cruzada del 100% o mas,
por sustancias no relacionadas como cafeina (130%),
tebaina (120%), teofilina (100%) y efedrina (100%; Rah-
barizadeh et al., 2000). El resto de las sustancias eva-
luadas fue reconocido en porcentajes menores a 29,9%.

De los cinco mABs de Rahbarizadeh destacan los
mABs MOR-IIl y MOR-V con menor reaccién cruzada por
las sustancias estrechamente relacionadas (Rahbariza-
deh et al., 2000). EIl mAB comercial de Eldefrawi mostro
alta reaccion cruzada por los metabolitos de la morfina,
M6G y M3G, el metabolito de codeina codeina-6-glucu-
ronido (C6G) y por el clorhidrato de oxicodona, y mostrd
baja reaccion cruzada por metadona y benzoilecgonina
(Eldefrawi et al., 2000).

El mAB Amor-HK-16 mostro alta reaccién cruzada por
codeina, baja por apomorfina y practicamente nula por
otras sustancias evaluadas (Paknejad, 2010). El mAB E3
mostré baja reaccion cruzada por heroina, pero mayor
que el reconocimiento por morfina y la mitad del valor por
3-monoacetiimorfina (3-MAM) y también reconoce a nor-
codeina (Dillon et al., 2003). El mAB de Cao mostré baja
reaccion cruzada con las sustancias evaluadas (<0,05%
- 8.8) respecto al 100% por morfina (Cao et al., 2019).

La reaccion cruzada en valores de ICso se determind
para un total de 23 mABs evaluando la inhibicién de la
union de morfina a los mABs por diferentes sustancias.
Los mABs de Glasel (1983) y de Matsukizono (2013) re-
portaron valores de ICso en concentraciones molares. El
MAB 3B9 de Glasel resulté de mayor afinidad por mor-
fina (13 nM), seguido por el scFv (acrénimo en inglés
para single-chain variable fragment) identificado como
M86-scFv (36.4 nM) de Matsukizono, pero tanto el 3B9
como el M86-scFv mostraron aun mayor afinidad por co-
deina (10 nM), y por codeina y heroina (7.3 y 7.4 nM),
respectivamente.

El mAB 12D4 de Glasel (1983) es el mas especifico,
con alta afinidad de reconocimiento por morfina (46 nM)
y considerablemente baja (250 — 10,000 nM) por las de-
mas sustancias evaluadas: codeina, nalorfina, oximorfo-
na, naloxona, fentanilo y metadona.

Los mABs de Sawada (1988) y Usagawa (1993) fue-
ron comparables entre si. Todos los mMABs de Sawada
reconocieron con alta afinidad a codeina, mas que por
morfina, a etilmorfina y dihidrocodeina, lo que los vuelve
menos especificos, y mostraron reaccion cruzada rela-
tivamente baja por naloxona y naltrexona. En contraste,
los mABs MO-1, -4, -5 y -6 de Usagawa reconocieron

con alta afinidad a nalorfina pero menor que a morfina
(Usagawa et al., 1993). Los MO-2 y -3 son menos es-
pecificos, MO-2 reconoce con alta afinidad a naloxona,
naltrexona, nalorfina y M6G, y MO-3 a codeina y nalorfi-
na, pudiendo identificar falsos positivos en pacientes con
tratamiento con los farmacos mencionados.

Afinidad y limites de deteccion de los mABs

La afinidad describe la fuerza de interaccion entre anti-
cuerpo y antigeno en un solo sitio antigénico, el comple-
jo formado podria disociarse en funciéon de la fuerza de
unién, y se determina por la constante de afinidad (Ka),
que puede abarcar un amplio rango de valores de con-
centraciones, extendiéndose por debajo de 10° mol' hasta
mas de 10" mol'. La afinidad puede definirse también
en términos de la constante de disociacion (Kp) y sus
unidades son moles/L o molaridad (M). En contraste, Ka
se expresa en las unidades L/mol o M y cuanto mayor
es la fuerza de unioén, la cifra es mas alta.

Se comparo el valor de la constante de afinidad K?#
de 38 mABs, en unidades de concentraciones molares
(M) que reportaron siete articulos, y los mABs de muy
alta afinidad se recopilaron en la Tabla 1. Respecto a
las constantes de disociacion Kb, recopiladas también
en la Tabla 1, el mAB comercial evaluado por Eldefrawi
(2000), anti-MOR mostré el menor valor con 0.23 nM,
por lo tanto se considera el de mayor afinidad de los 14
mABs comparados. Los mABs de Glasel (1983), Trofimov
et al. (2020), y Berzina et al. (2016) también fueron de
alta afinidad con valores de 5 - 30, 61y 123 nM, respec-
tivamente, asi como el scFv M86 de Matsukizono (112.6
nM; Matzukizono et al., 2013).

Sensibilidad, rango de deteccién y pruebas de diag-
néstico

Para considerar el empleo de los mABs en pruebas para
diagndstico clinico, se requiere que tengan alta sensibi-
lidad de reconocimiento por la morfina en las muestras
biolégicas. La FDA ha establecido como valores de refe-
rencia 2000 ng/ml para morfina y 10 ng/ml para 6-MAM.

En la Tabla 2 se reunieron los valores de limites de
deteccion y/o sensibilidad reportados para los mABs
acoplados a pruebas diagndsticas. Los de Sawada mos-
traron mayor sensibilidad de deteccion, ya que identifi-
caron 28,5 pg/ml en solucion salina tamponada con
fosfato (PBS; Sawada et al., 1988), seguidos por los de
Rahbarizadeh y Usagawa (Rahbarizadeh et al., 2000;
Usagawa et al., 1993) que identificaron desde 100 pg/ml
en PBS y muestras de suero a las que se afiadié morfina,
y en PBS y en muestras de orina con morfina afiadida,
respectivamente. El mAB comercial de Eldefrawi tuvo la
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sensibilidad para identificar desde 0.2 ng/ml en mues- morfina, pero reconocieron con alta afinidad a 6-MAM
tras de orina (Eldefrawi et al., 2000). Cabe destacar que (1-3x 107 M) con una sensibilidad de 50 -100 ng/ml en
los scFv de Moghaddam mostraron baja afinidad por PBS (Moghaddam et al., 2003).

Tabla 1
Constantes de afinidad y de disociacion de los mABs por morfina.

Referencias Nombre de los Constantes de afinidad: Constantes de disociacion:
mABs Ka (M) Kb
Glasel et al. (1983) 12D4, 11CF, 10C3, 3B9 0,3x10"-2x 108 5-30 x 10° M
Sawada et al. (1988) 131,5,13* 47 x 10° ND
Droupadi et al. (1994) 368,21 12,8 x 10° ND
Rahbarizadeh et al. (2000) MOR-II1* 2,2x 108 ND
Yang et al. (2002) 5H5A12H6C2* 1,1 x108 ND
Kashanian et al. (2015) anti-morphine MAb 2,8 x 10° ND
Pozharski et al. (2004) 9B1 ~10° ND
Eldefrawi et al. (2000) anti-MOR ND 0,23x 10°M
Moghaddam et al. (2003) 6MAM-219* ND 1x10°M
Matsukizono et al. (2013) M86 (scFv) ND 12,6 x 10°M
Berzina et al. (2016) 6G1 ND 123 x 10° M
Trofimov et al. (2020) 3K11 ND 61 x10°M

Nota: *Se enumeran los mABs que mostraron mayor afinidad por referencia.

Tabla 2
Métodos de diagndstico implementados acoplando a los mABs y sus valores de limite de deteccion y/o rango de sensibilidad.

Método de diagndstico al que se

Referencias
acoplaron los mAB

Limite de deteccion o rango de sensibilidad

Sawada et al. (1988) RIA 0,0285 ng/ml en PBS
Usagawa et al. (1993) ELISA 0,1 ng/ml en suero* y PBS
Rahbarizadeh et al. (2000) ELISA 0,1-10 ng/ml en orina* y PBS
Yang et al. (2002) ELISA 0,4 - 25,6 ng/ml en PBS

Dillon et al. (2003) ELISA 3,05 - 195 ng/ml M3G en PBS
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Tabla 2

Metodos de diagndstico implementados acoplando a los mABs y sus valores de limite de deteccion y/o rango de sensibilidad.

(Continuacion)

Método de diagndstico al que se

Referencias
acoplaron los mAB

Limite de deteccién o rango de sensibilidad

Kashanian et al. (2015) ELISA competitivo directo

ELISA competitivo indirecto

Eldefrawi et al. (2000) Inmunoensayo fluorescente

50 ng/ml en PBS
200 ng/ml en PBS

0,2 - 50 ng/ml M3G en orina

Cao et al. (2019)

Brennan et al. (2003) ELISA

ELISA
BlAcore
BlAcore

Moghaddam et al. (2003) BlAcore

Dehghannezhad et al. (2012)

Inmunoensayo fluorescente competitivo

Inmunocromatografia competitiva

1 ng/ml en orina

Monomeérico scFv: 6,1 — 1563 ng/ml

en saliva*y PBS

Dimérico scFv-AP: 195 - 50 000 ng/ml en PBS
Monomérico scFv: 0,000381 — 781.25 ng/ml en PBS
Dimérico scFv-AP: 6,1 - 12 500 ng/ml en saliva*

50 — 100 ng/ml en PBS

2,000 ng/ml en orina

Nota: Los mABs de Dillon y Moghaddam son scFv. Brennan evalud diferentes formas de anticuerpos recombinantes. * La evaluacion
se realizo en muestras de suero, orina o saliva a las que se le afiadieron concentraciones conocidas de morfina. RIA: acronimo en
inglés para Radioimmunoassay. ELISA: acrénimo en inglés para Enzyme-linked immunosorbent assay. PBS: solucion salina tampo-
nada con fosfato. El BIAcore es un sistema para la caracterizacion de interacciones moleculares, mide la afinidad y las constantes
de cinéticas y termodinamicas de union entre las moléculas. scFv: acrénimo en inglés para single-chain variable fragment. scFv-AP:
acronimo en inglés para single-chain variable fragment-alkaline phosphatase.

Anticuerpos recombinantes

Los anticuerpos recombinantes son un tipo de mABs que
se generan a partir de genes sintéticos, con propiedades
de especificidad y/o afinidades optimizadas mediante
metodologias biotecnoldgicas. Su produccion resulta
mas confiable y su accion es reproducible, requiere me-
nos tiempo y no depende del uso de animales. Son una
herramienta Util tanto en investigacion como para diag-
noéstico y tratamiento clinicos.

El grupo de Dillon generd un anticuerpo recombinan-
te del tipo scFv con reconocimiento por M3G para ex-
presar en bacterias de E. coli, que reconoce un epitopo
comun de moléculas relacionadas con M3G y se adecud
a ensayos de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA,
del inglés: Enzyme-linked immunosorbent assay) y otro
ensayo adaptado para un biosensor BlAcore (Dillon et
al., 2003).

Brennan y colaboradores disefiaron y sintetizaron
tres modelos diferentes de anticuerpos recombinan-
tes que adaptaron a una prueba rapida para identificar
morfina como metabolito de la heroina en muestras de
saliva. Los tres modelos de anticuerpos recombinantes
fueron monomeérico, dimérico y uno de cadena senci-

lla marcado con fosfatasa alcalina (fusion scFv-AP). El
anticuerpo monomérico mostré un rango de deteccion
de 6 a 1563 ng/ml en PBS. En el anticuerpo dimérico
se incremento la capacidad de unién por la presencia
de dos sitios de union, pero disminuy¢ la sensibilidad
por la morfina libre y mostré un rango de deteccion de
195 a 50,000 ng/ml en PBS. La forma hibrida que incluyé
una fosfatasa alcalina en el extremo carboxilo terminal
mostré capacidad de unién a morfina similar a la de la
forma dimérica y un rango de deteccién de 6,1 a 12,500
ng/ml en muestras de saliva con concentraciones cono-
cidas de morfina afadida, y tiene la ventaja de reducir
los tiempos de ejecucion del ensayo al prescindir de un
segundo anticuerpo marcado enzimaticamente. El scFv
purificado tuvo alta sensibilidad y especificidad de de-
teccion (6 ng/ml en 25 microlitros de PBS), y en el en-
sayo de ELISA probd ser mas sensible para identificar
morfina con un rango de deteccion de 328,5 a 781,250
pg/ml en PBS. Los limites de deteccion de opiaceos en
saliva fueron de 10 ng/ml (Brennan et al., 2003).
Moghaddam y su grupo de investigacion aislaron
los fragmentos scFv de un anticuerpo que reconocio
a 6-MAM, pero no a la morfina, a partir de una biblioteca
de anticuerpos inexpertos de linfocitos humanos con la
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metodologia de despliegue de fagos. Los scFv recono-
cen a 6-MAM con alta afinidad (1 -3 x 10-7) y en el rango
de 50 -100 ng/ml en PBS (Moghaddam et al., 2003).

El grupo de Matsukizono aislé una unica clona de sckv
(M86) que se une a morfina-C-conjugada con albumina
sérica bovina (BSA; morfina-C-BSA) y morfina-C conju-
gada con tiroglobulina (Tg; morfina-C-Tg), pero no a los
compuestos relacionados conjugados con BSA o Tg. Su
estrategia consistid en generar anticuerpos con reconoci-
miento especifico para morfina que pudieran discriminar
entre codeina, tebaina y heroina, evaluando la prepara-
cién de ocho inmundégenos (nuevos derivados de morfina
y dos formas diferentes de conjugados) y la tecnologia de
preparacion de anticuerpos a partir de una biblioteca de
fagos. El mAB M86 reconoce con alta afinidad a morfina,
codeina y heroina (Matsukizono et al., 2013).

Estudios para la generacién de conocimiento centra-
dos en anilisis estructurales

Tres articulos ademas del articulo de Glasel, en esta re-
vision, estudiaron las interacciones entre los complejos
de union antigeno-anticuerpo de los mABs que recono-
cen a morfina. El grupo de Droupadi analizé los com-
plejos moleculares de unién de cuatro mABs antimorfina
con ligandos opioides y destacaron que los aminoacidos
de triptéfano localizados en el sitio de unién de los mABs
participan en la formacion del complejo mAB-ligando
(Droupadi et al., 1994). Pozharski estudié la estructura
cristalizada del fragmento Fab del mAB antimorfina 9B1
complejado con morfina, reportada en la base de datos
Protein Data Bank (1NBV), y las evaluaciones in sillico
mostraron alta afinidad (Ka ~ 10-° M) y especificidad
por morfina (Pozharski et al., 2004). Trofimov y su grupo
de investigacion generaron dos mABs, el 6G1y el 3K11,
capaces de inhibir la accién de la morfina libre como
lo hace la antagonista naloxona en cultivos de linfocitos
humanos. Determinaron la afinidad de los mABs con es-
tudios de modelaje computacional de la estructura par-
cial de los mABs y sus complejos con antigenos, a partir
de las secuencias de aminoacidos y datos experimen-
tales de la interaccion de los mABs con la morfina ob-
tenidos por resonancia de superficie de plasmoén y por
ensayos de ELISA. Estos mABs se reportaron inicialmen-
te por Berzina y colaboradores en 2016, en un articulo
€n ruso cuyo resumen esta en inglés. Los mABs 6G1y
3K11 reconocen diferentes fragmentos de la molécula
de morfina y son epitopos especificos, lo que les confie-
re diversas propiedades de afinidad dado que existen
diferencias importantes en la constitucion quimica de
las regiones determinantes de complementariedad de
los dominios variables. 3K11 se asocia tres veces mas
répido e interactua mas eficientemente con morfina que
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el 6G1, lo que se atribuye a que los inmundgenos utiliza-
dos para su generacion son dos conjugados diferentes
(M3-BSA y M6-BSA) en los que la morfina se expuso de
maneras diferentes (Trofimov et al., 2020).

DISCUSION

Desde 1983, diferentes grupos de investigacion produ-
jeron y caracterizaron 61 mABs especificos para identi-
ficar morfina publicados en 18 articulos estudiados en
esta revision. Cada grupo seleccion6 los mas adecua-
dos en funcién de sus caracteristicas de afinidad y es-
pecificidad para acoplarlos como reactivos biolégicos
en pruebas diagndsticas inmunoquimicas cada vez mas
sensibles y de facil implementacion para el diagndstico
clinico y la vigilancia del uso de heroina y morfina en la
poblacion.

La morfina es el analito blanco para vigilar el abu-
so de heroina en fluidos biolégicos, dado que la heroina
tiene una vida media muy corta (aproximadamente 2 - 4
minutos) en torrente sanguineo y es metabolizada rapi-
damente a 6-MAM, morfina, M6G y M3G. La morfina y
la M6G son detectables en la orina durante varios dias
después de la ingestion de opiaceos, mas aun, la mor-
fina se excreta sin metabolizar y también es el principal
producto metabdlico de la codeina.

La mayoria de los mABs identificaron a morfina con
alta afinidad en el rango de concentraciones nanomo-
lares y también reconocieron en diferente proporciéon a
sustancias de importancia clinica con estructura quimica
relacionada con la morfina y a sustancias no estrecha-
mente relacionadas, como la cafeina.

Se exige que los mABs no reconozcan a los farma-
cos de uso comun como analgésicos, antitusivos y an-
tidiarreicos (codeina, etilmorfina, nalorfina y oxicodona)
para evitar resultados falsos positivos en pacientes con
tratamientos con estos farmacos, y que tampoco reco-
nozcan a los farmacos que se emplean en el tratamiento
del abuso e intoxicacién aguda por opioides, como me-
tadona, naloxona y naltrexona.

Los investigadores evaluaron la afinidad o fuerza de
unién entre el hapteno y el anticuerpo en un solo sitio
antigénico de morfina por los mABSs, lo que determina las
constantes de afinidad (Ka) para 38 mABs y de disocia-
cion (Kp) para 14 mABs. La Tabla 1 mostré que los mABs
con mayor afinidad en funcién de la Ka son el 131,5,13,
el antimorphine y el 9B1, con valores de 47 x 10°, 2.8 x
10°y ~ 10° M-1, respectivamente; y en funcién de la Kb,
el mAB anti-MOR es el de mayor afinidad, con un valor
de 0,23 x 10° M. Los demas mABs enumerados tam-
bién son de alta afinidad dado que los valores de Kb es-
tan en el rango nanomolar (1- 61 x 10° M), pero el mMAB
B6MAM-219 mostré un valor de 1 x 10° M, siendo el de

97



98

ANTICUERPOS MONOCLONALES ESPECIFICOS PARA IDENTIFICAR MORFINA

menor afinidad entre todos. En resumen, todos los mABs
mostraron alta afinidad por la morfina y en las pruebas
de diagnostico donde se acoplaron los mABs, tanto en
las formas cléasicas de mABs como los anticuerpos sin-
téticos. Se evaluaron los valores de limites de deteccion
o rango de sensibilidad para los métodos de diagndstico
implementados con los mABs enumerados en la Tabla
2, donde se muestra que el método de RIA es el mas
sensible dado que identifica a 0,0285 ng/ml de morfina
en PBSy los diferentes métodos de ELISA son altamente
sensibles, pues su rango de deteccion es de 0.1 a 200
ng/ml en PBS, muestras de suero y orina. Con el método
de BlAcore aumenté la sensibilidad a 0,000381 ng/ml en
PBS acoplando un scFv derivado de un mAB.

Todas las pruebas disefiadas cumplieron con los valo-
res de referencia establecidos por la FDA: 2000 ng/ml para
morfina y 10 ng/ml para 6-MAM, por ello son viables para
emplearlos en diagndstico clinico. Asi mismo, superaron el
punto de corte establecido por la FDA, 2 ug/ml para opia-
ceos y 10 ng/ml para 6-MAM, por lo que son adecuados en
el andlisis de muestras biolégicas para identificar morfina
0 sus metabolitos.

El mAB Anti-MOR de Cao mostré las mejores carac-
teristicas de todos los mABs evaluados: baja reaccion
cruzada por todas las sustancias evaluadas (codeina,
heroina, 6-MAM, 3-MAM, efedrina, cocaina, y ketamina).
No tiene reaccion cruzada por las sustancias con es-
tructura estrechamente relacionada con la morfina con
un sustituyente, como codeina, 6-MAM y 3-MAM, y con dos
sustituyentes, como heroina, y no identifica sustancias
con menor relacion estructural, como efedrina, cocaina
y ketamina (<0,05% - 8,8). Se predice que no reconocera
a los antagonistas opioides como naloxona y naltrexona, y
buprenorfina (agonista parcial cuya estructura quimica es
muy parecida a la morfina, pero con sustituyentes mayores)
ni metadona, opioide sintético con mayor diferencia estruc-
tural, pero es necesario confirmarlo experimentalmente
dada la importancia de su empleo en tratamiento con estas
sustancias. Para este mAB, el limite de deteccion fue de
1 ng/ml en el inmunoensayo fluorescente para muestras
de orina, pero no determinaron constantes de afinidad que
permitan compararlo con los otros mABs especificos.

El estudio de los complejos de unién entre los hap-
tenos y los mABs mostroé la diversidad estructural de los
MABs identificando a los aminoacidos estrechamente in-
volucrados en las interacciones del reconocimiento an-
tigénico y responsables de las propiedades de afinidad
especifica para cada anticuerpo estudiado.

El conocimiento adquirido del estudio de los meca-
nismos moleculares implicados en las interacciones an-
tigeno-anticuerpo entre la morfina y los mABs es de uti-
lidad para mejorar las propiedades de union y optimizar
los métodos de diagnodstico. A partir de esta informacion

se han disefiado exitosamente anticuerpos sintéticos
con propiedades mejoradas y/o adecuadas para aplica-
ciones especificas.

CONCLUSIONES

En conclusion, este trabajo reune la informacion dispo-
nible sobre la generacion de mABs para morfina y sus
metabolitos, desde los trabajos pioneros hasta los actua-
les, para conocer los alcances de su implementacion en
pruebas de diagndstico en funcion de las propiedades
individuales de cada mAB. A la fecha, los grupos de in-
vestigacion han implementado inmunoensayos reprodu-
cibles, sensibles y especificos, posibilitando su empleo
para el andlisis de volumenes pequefios de uno a cinco
microlitros de muestras bioldgicas de saliva, sudor o |&-
grimas, sin interferencia del pH o la consistencia de la
muestra, algunos sin preparacién previa de las mues-
tras. Cada vez se requiere una menor cantidad de anti-
geno en los ensayos y se ha logrado la ejecucion de las
pruebas en un solo paso con resultados comparables
en 96.8% con las técnicas enzimaticas multiples y cro-
matografia de alta resolucion, que pueden adaptarse a
diferentes métodos de deteccién y andlisis rutinarios en
la clinica, con métodos de identificacion colorimétricos,
fluorescentes o a simple vista.

La informaciéon obtenida a partir de los estudios de
estructura molecular, en conjunto con los avances en las
metodologias biotecnoldgicas, ha permitido el desarrollo
de mABs recombinantes con caracteristicas mejoradas,
mayor afinidad y especificidad de reconocimiento por la
morfina y sustancias relacionadas. Ademas, posibilita el
disefio de mABs que identifiquen mas de una sustancia
de abuso y/o a otras moléculas de interés clinico en una
misma prueba. Lo anterior permite reducir costos y tiempo
de ejecucion en el analisis de muestras para implemen-
tarlos como terapéuticos en el abuso de opioides, previos
ensayos clinicos pertinentes. La especificidad y afinidad
de los mABs generados depende en gran medida de las
estrategias empleadas en su disefio, especificamente en
la preparacion de los inmundgenos, la presentacion de
las sustancias a medir como analitos y hacia las que se
dirige el reconocimiento de los mABs, de acuerdo con el
interés de cada grupo de investigacion.
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