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Introduccion

La tuberculosis (TB) es una de las 10 causas principales de mortalidad y la primera
por muerte por un agente infeccioso especifico 1. Es una de las enfermedades
infecciosas mas antiguas conocidas, se cree que el género Mycobacterium aparecio
hace 150 millones de afios. En estudios genéticos se documenta que M.
tuberculosis tal cual se conoce en la actualidad ha estado presente en los ultimos
15,000 a 20,000 afios !4, siendo asi probablemente el microorganismo que ha

matado a mas personas en la historia de la humanidad.

La Organizacion Mundial de la Salud declara a la TB como una enfermedad
reemergente debido a su asociacion con el VIH/SIDA y a la apariciébn de cepas
multiresistentes a farmacos de primera linea, por lo que el realizar investigaciones
dedicadas al reposicionamiento de medicamentos puede ser una estrategia Util y

mas rapida para tratar la TB.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto bactericida del clorhidrato de
loperamida sobre cultivos de micobacterias tuberculosas y no tuberculosas

causantes de infecciones respiratorias.



Marco teoérico

A nivel mundial, se estima que aproximadamente 10 millones de personas
enfermaron de TB en 2019, un nimero que ha sido relativamente estable en los
altimos afios, la tuberculosis ocasion6 1.4 millones de muertes entre personas VIH
negativas (2 millones mas que el 2018) y 208,000 muertes adicionales entre
personas VIH positivas ! (251,000 en el 2018). En la figura 1 se muestran los

paises mas afectados por esta enfermedad.
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Figural. Incidencia estimada de tuberculosis en el 2018. Tomada de [3]

De acuerdo a la OMS, cerca del 67% de los nuevos casos de tuberculosis a nivel
mundial se concentra en 8 principales paises: India (26%), Indonesia (9%), China
(8%), Filipinas (6%), Pakistan (6%), Nigeria (4%), Bangladesh (4%) y Sudafrica (4%)
[, En la tabla 1 se reportan los casos de TB en los paises mas afectados a nivel

global.



Tabla 1. Paises con mayor carga epidemiolégica de TB en 2019
Casos por cada 100,000

Pais Casos en miles habitantes
India 2640 193
Indonesia 845 312
China 833 58
Filipinas 599 554
Pakistan 570 263
Nigeria 440 219
Bangladesh 361 221
Sudafrica 360 615

Por otro lado, en el continente americano se reportaron 235,345 casos nuevos y
recaidas de TB en el afio 2018, siendo los principales paises Brasil, Peru y México,
(este ultimo con un aproximado de 29 mil casos,) donde se concentré poco mas de
la mitad de los casos reportados. Sin embargo los que tuvieron una mayor incidencia
por cada 100,000 habitantes fueron Haiti, Perd, Bolivia, Guyana y Republica

Dominicana ™.

La tasa estimada de incidencia en TB en México en el 2017 fue de 21,697 nuevos
casos de TB, de los cuales 17,104 (el 78.8%) fueron de TB pulmonar, a pesar de
los esfuerzos en materia de prevencion, la tasa de incidencia se ha mantenido
constante desde la ultima década ®l. Los estados con el mayor niimero de casos
fueron: Veracruz, Baja California, Chiapas, Nuevo Leén, Guerrero, Tamaulipas,
Sonora y Sinaloa Pl. En la tabla 2 se reporta el nimero de casos de los estados con

mayor incidencia.

Tabla 2. Incidencia de TB pulmonar por estado en México de 2017

Estado Casos Porcentaje (%)
Veracruz 1950 11.4
Baja california 1594 9.32
Chiapas 1217 7.12
Nuevo Leodn 1215 7.10
Guerrero 1062 6.21
Tamaulipas 1061 6.20
Sonora 930 5.44

Sinaloa 828 4.84




TB Farmaco-Resistente

En los ultimos afios se ha observado un incremento en casos de TB resistente a
farmacos. Este fendmeno se atribuye principalmente a fallas técnico operativas
entre las que se incluyen: aquellas personas que no toman sus medicamentos de
acuerdo a las indicaciones médicas 0 que no completan su tratamiento; asi como
médicos que prescriben el tratamiento de forma incorrecta; cuando las dosis y/o
duracion del tratamiento no es la correcta y; cuando no hay disponibilidad

permanente de medicamentos o estos son de mala calidad.

Durante los afios de 2010 al 2018 se han registrado en México un promedio de 950
casos al afio de TB resistente a farmacos (ingresando a tratamiento el 86%) con
esquemas de tratamiento especifico con farmacos antituberculosis de segunda
linea, con una conversion bacterioldgica de 79% a los seis meses de haber iniciado

su tratamiento y un éxito terapéutico del 71% (6,

El 70% de TB resistente a farmacos se concentra en ocho entidades federativas:
Nuevo Ledn, Veracruz, Baja California, Guerrero, Tamaulipas, Puebla, Estado de
México y Chiapas (61,

La farmaco-resistencia se clasifica en funcion de las pruebas de sensibilidad a los
farmacos (PFS):

e Mono-resistencia: Cuando existe resistencia a so6lo un medicamento
antituberculosis de primera linea.

e Poli-resistencia: Hay resistencia a mas de un medicamento antituberculosis
de primera linea (que no sea isoniacida y rifampicina de forma simultanea).

e Multidrogo-resistencia (MDR): resistencia al menos a la isoniacida y a
rifampicina pero en forma simultanea.

o Extensamente resistente (XDR): resistencia a isoniacida, rifampicina, a
cualquier fluoroquinolona y al menos uno de los tres medicamentos

inyectables de segunda linea (capreomicina, kanamicina y amikacina).



¢ Resistencia a la Rifampicina (RR): detectada utilizando métodos fenotipicos

y genotipicos, con o sin resistencia a otros medicamentos antituberculosis(®
7]

Etiologia de la tuberculosis

El principal agente causal de la TB es Mycobacterium tuberculosis, perteneciente al
complejo Mycobacterium tuberculosis conformado ademas por M. africanum, M.
bovis, M. caprae, M. microti, M. pinnipedii, M. orygis y M. murngi, caracterizados por
tener una divergencia en su genoma del 0,05% €. En la tabla 3 se describe la

ubicacién taxondmica de M. tuberculosis.

Tabla 3. Clasificacion taxonémica del género Mycobacterium tuberculosis.

Dominio Bacteria
Phylum Actinobacteria
Orden Actinomycetales
Familia Mycobacteriaceae
Género Mycobacterium
especie tuberculosis

Libro: Atlas de micobacterias pag. 4 [©

Infecciones causadas por bacterias no tuberculosas

Las micobacterias no tuberculosas (MNT) se refiere a las especies micobacterianas
gue no pertenecen al complejo M. tuberculosis y M. leprae. Son bacterias
extensamente distribuidas en el ambiente que pueden aislarse de tierra, agua, e
incluso varios animales y pueden ser patdgenos oportunistas para el ser humano

produciendo micobacteriosis 10 111,

Las infecciones por MNT son comunes en individuos que presentan suceptibilidad
inmunoldgica por ejemplo son recurrentes en sujetos con VIH. Sin embargo en los
tltimos 25 afios se ha considerado una enfermedad re-emergente, ya que ha
existido un incremento en pacientes con alguna otra enfermedad pulmonar existente
e inclusive en personas sin factores de riesgo especifico (fibrosis quistica, FQ) e

infeccion por VIH.



La informacién precisa de la incidencia y prevalencia de las infecciones causadas
por MNT es limitada debido a que no es de reporte obligatorio a las autoridades de
salud, pero en las Ultimas décadas ha sido evidente el incremento de estas
infecciones por estos microorganismos con una incidencia de 16.6% en 1999y 2000
en enfermedades pulmonares, que representa un incremento de 11.2% con
respecto a lo encontrado en 1971 y 1972 en Estados Unidos de América. En
Canada, la prevalencia de aislamientos de MNT ha incrementado anualmente 8.4%
entre 1997 y 2003 [12],

Las especies de MNT méas asociadas a esta enfermedad son aquellas que
pertenecen al complejo M. avium (M. avium, M. intracellulare, M. arosiense, M.
chimaera, M. colombiense, M. marseillense, M. timonense, M. bouchedurhonense y
M. ituriense), seguidos por M. kansasii, M. marinum, algunas mas de crecimiento

rapido como M. abscessus, M. chelonae y M. fortuitum (11,12,

Contagio de la TB

La principal fuente de transmision de TB es por la diseminacién aérea del bacilo, los
cuales son aerolizados en pequefias gotas del tamafio de 1-5um (denominadas
gotitas de pflugge), generadas al toser 0 estornudar por personas que padecen la
enfermedad. Las gotas de un mayor tamafio quedan retenidas en la mucosa de las
vias respiratorias altas y son eliminadas, mientras que las de un menor tamafo

pueden llegar al pulmén 1,

De los pacientes expuestos cerca del 70% de los individuos no se infectan, mientras
qgue el 30% desarrollan infeccién primaria. El hospedero responde inmediatamente
a la infeccion primaria e inicia la respuesta inmune innata de los macréfagos y
neutrofilos que fagocitan al patégeno e inician la produccidon de especias reactivas
de oxigeno y nitrégeno (ERO y ERN) para eliminarlo. Seguido de una presentacion
de antigeno por células dendriticas, inmunidad celular y la infiltracién de células
inmunes. Todo lo anterior restringe la replicacién y la diseminacién bacteriana

formando un granuloma. La micobacteria permanece en el granuloma en un estado



latente no replicativo produciendo TB latente (TBL), en la cual el 90% de los casos
las personas son asintomaticas mientras que alrededor del 5 % desarrolla TB activa
(TBA) caracterizada por hemoptisis masiva, respuesta inmune desregulada y dafio

tisular extenso 131,

Los principales factores que elevan la tasa de contagio es la alta carga bacilar del
paciente enfermo, las formas en que las personas viven, trabajan o estan en
contacto (espacios cerrados y circulacion de aire limitada) al igual que el tiempo de
exposicion con los enfermos, ademas de la capacidad de los sistemas de salud para
identificar y tratar de manera efectiva a estas personas 4. Es por esto que una
forma efectiva de evitar la transmision es detectando al paciente y otorgarle el
tratamiento adecuado, al igual que disminuir el contacto estrecho con estos

pacientes.

Género Mycobacterium

Caracteristicas microscopicas.

Las micobacterias son bacilos delgados rectos o ligeramente curvos, de un tamafio
de 1-10 micras de largo por 0.2-0.6 micras de ancho. Son bacilos aerobios estrictos,
no esporulados, no méviles y se tifien con dificultad con la tincion de Gram, esto
debido a su pared celular tan gruesa y con un alto contenido rico de lipidos, por lo
que resisten la decoloracién acido-alcohol otorgandoles el nombre de bacterias

acido-alcohol resistentes [,

Condiciones de cultivo

Las micobacterias pueden crecer utilizando glicerol como fuente de carbono,
exceptuando a M. bovis ya que no puede procesar este compuesto o lo hace con
dificultad, por lo que es recomendado usar para este microorganismo, medios con
piruvato o glutamato de sodio; asparagina e iones de amonio como una fuente de

nitrégeno y; albumina que es incorporada en los medios con seroalbumina bovina
[16]

El bacilo de la tuberculosis tiene una temperatura 6ptima de crecimiento de 37°C,
muy dificilmente crece a 34°C e incluso puede morir a temperaturas superiores a

los 40°C. El pH éptimo es el neutro 0 muy cercano a este tanto para micobacterias



tuberculosas como MNT. Referente a estas Ultimas, (las MNT) prefieren
temperaturas un poco mas bajas ¢! siendo desde los 28°C a los 37°C, aunque la
mayoria de las MNT con significancia clinica crecen en el rango de 35-37°C [12:15]
exceptuando M. haemophilum y M. marinum cuya temperatura Optima es de 28-
30°C y M. ulcerans la cual crece entre 25-33°C 112,

Aquellas micobacterias que crecen en medios solidos en los primeros 3-7 dias se
conocen como micobacterias de crecimiento rapido y en las que se observan

colonias después de 7 dias son denominadas de crecimiento lento 121,

Caracteristicas macroscopicas

La morfologia colonial varia entre las especies, ademas del medio en el que se
cultivan, por ejemplo en la figura 2. Mtb en medio Middlebrook 7H10 presenta
colonias grandes, compactas, secas, asperas, con un borde comunmente regular y
una coloracion blanquecina/ crema, mientras que en el medio Lowestein Jensen
(LJ) tienen un aspecto rugoso, granular, seco, con una apariencia de “migajas de
pan”. Por otro lado M. smegmatis, presenta en medio LJ colonias rugosas de bordes

irregulares, con una caracteristica de festones hacia el centro.

Figura 2. Colonias de: A) Mtb en medio Middlebrook 7H10-OADC, B) Mtb en medio
Léwestein Jensen, C) M. smegmatis en medio Middlebrook 7H10-OADC. Tomada de Han

SJ, 2015; George Kubica/CDC; Kumar A, 2017.




En 1950, Timpe y Runyon propusieron una clasificacion de Mycobacterium sp en 4
grandes grupos con base a su capacidad de producir pigmentaciones en presencia
0 ausencia de luz y en su tiempo de crecimiento. En la tabla 4 se reportan la
clasificacion de las micobacterias mas frecuentes: aquellas no pigmentadas se les
conoce como no foto cromdgenas; las pigmentadas son ligeramente amarillas,
aunqgue pueden ser anaranjadas o raramente rosadas, debido principalmente a los
pigmentos carotenoides; algunas especies requieren luz para formar pigmento
(Ilamada fotocromégenas); mientras que otras especies pueden formar pigmento en
la luz o en la oscuridad (escoto cromdgenas) 19, La figura 3 muestra algunos
ejemplos de las diferentes caracteristicas de acuerdo a la clasificacion de Timpe y

Runyon.

Tabla 4. Clasificacion de Runyon de las Micobacterias mas frecuentes

aisladas en muestras clinicas

: : - Micobacterias de
Micobacterias de crecimiento Lento o o
crecimiento rapido

Grupo | Grupo Il Grupo Ill No Grupo IV
Fotocromdgena Escotocromoégenas cromégenas Crecimiento
S rapido
M. asiaticum M. flavescens M. africanum M. abscessus
M. kansasii M. gordonae M. avium M. chelonae
M. marinum M. scrofulaceum M. bovis M. fortuitum
M. simiae M. szulgai M. gastri M. mucogenicum
M. xenopi M. genavense M. peregrinum
M. haemophilum M. porcinum
M. intracellulare M. smegmatis
M. malmcense
M. shimoidei
M. terrae
M. triviale
M. tuberculosis
M. ulcerans

Tomada y editada de [14]



Figura 3. Micobacterias cultivadas en medio Ogawa. A) M. kansasii (Grupo |

Fotocromégena), B) M. gordonae (Grupo Il Escotocromégena), C) M. tuberculosis (Grupo
[Il No cromégena), D) M. avium (Grupo Ill No crom6gen) Tomada de The Research Institute

of Tbherculosis, Japon Anti-tuberculosis Association.

Envoltura celular de Mycobacterium

La envoltura de M. tuberculosis es una estructura compleja la cual esta constituida
por “capsula” (formada de polisacaridos unidos a lipidos y proteinas), pared celular
y membrana plasmatica [17l, En la figura 4 se ilustra la complejidad de la pared de

las micobacterias.

Los componentes principales de la pared celular micobacteriana es la capa de
peptidoglicano (PG), acido micdlico (MA) y arabinogalactano (AG). La pared celular
micobacteriana se asemeja a la de las bacterias grampositivas por tener una capa
de PG casi tan gruesa y a las gramnegativas al tener una capa cerosa externa que

imita una “membrana externa”.

La pared celular de las micobacterias juega un papel clave en la resistencia
intrinseca a los antibiéticos y la virulencia, pero no esta claro por qué y cémo
evolucion6 su compleja estructura 8, Su alto porcentaje de lipidos le otorga las
caracteristicas acido-alcohol resistente, resistencia a la desecacion y a la accién de

los descontaminantes tanto acidos como alcalinos.




En su lado interno contiene una capa de PG (siendo un polimero de gran tamafio
cuyo papel principal es mantener la estabilidad osmoética), la cual se une
covalentemente a AG que a su vez sirve como sitio de fijacion para AM de cadena
larga. A esto se le conoce como el nucleo de la pared celular “core” o como el
complejo MA-AG-PG (CMAP).

Mas alla del cMAP en la parte exterior de la pared, hay lipidos libres, fosfatidil inositol

mandsidos, lipomananos (LM) y lipoarabiomananos (LAM) [18],

El glucolipido mas abundante de Mtb es la 6-6’-dimetiltrehalosa (TDM), conocido
como factor cordén debido a que provoca que los bacilos se dispongan de manera
paralela y en forma de cadenas observandose microscopicamente como un cordon
y como una red de filamentos en medios liquidos. Este compuesto es toxico para
los leucocitos inhibiendo la funcién de la succinato deshidrogenasa actuando
especificamente en el segmento entre el complejo 1l y el complejo Il de la cadena
transportadora de electrones en la mitocondria, provocando una inflamacion y
ruptura de las mismas disminuyendo la actividad respiratoria y fosforilativa [° 201, E|

TDM ademas esta relacionado con la capacidad de producir granulomas caseosos
[21]

Los lipidos de la pared celular vuelven hidréfoba a las micobacterias, esta capacidad
hace que estos microorganismos sean resistentes a la coloracion con tinciones
basicas de anilina, a menos que éstas se apliquen durante periodos prolongados o

con la presencia de calor o detergentes [?2l,

Si bien la estructura basica de PG se conserva, es importante mencionar que la PG
en micobacterias sufre algunas modificaciones. El PG aislado de M. tuberculosis y
M. smegmatis ademas del N-acetil glucosamina (GlcNaC), contiene tanto acido N-
acetil muramico (MurNaC) como acido N-glicolilmuramico (MurNGlyc), mientras que
en otras bacterias solo contiene MurNaC (como es el caso de M. leprae), la

presencia de MurNGlyc aumenta la resistencia de micobacterias a lisozimas 18,
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La membrana celular presenta las mismas caracteristicas que cualquier otra

membrana, sin embargo en micobacterias los derivados de fosfolipidos son

altamente glicosilados formando moléculas como LAM (lipoarabinomanano) 71,
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Figura 4. Representacion de la pared celular de M. tuberculosis. MOM= membrana externa

de la micobacteria, LM= lipomanano, AM= arabinomanano, LAM= lipoarabinomanano,

ManLaM= manosa-LAM, GlcNac = N-acetilglucosamina, MurNA= &cido N-acetil muramico,
TDM= 6-6-dimetiltehalosa. Tomada de Raffetseder J. 2016 DOI: 10.3384/diss.diva-132321



https://www.researchgate.net/profile/Johanna_Raffetseder

Tratamiento:

La enfermedad se puede tratar tomando varios medicamentos durante un periodo
minimo de 6 meses. Para tratar la TB sensible a todos los farmacos, se utiliza la
combinacion de 4 antibidticos (isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol).
Después de 2 meses de este tratamiento, se continla con isoniazida y rifampicina

por un periodo adicional de 4 meses.

Debido a esta larga terapia los pacientes se sienten abrumados por la carga de
farmacos o sufren algunos efectos secundarios a la medicacion y abandonan el
tratamiento antes de que culmine, produciendo la recaida de la infeccién y la
aparicion de micobacterias resistentes a estos farmacos, lo que resulta en un
tratamiento mas extenso (18-24 meses) utilizando otra clase de medicamentos

menos efectivo y mas toxico que el primero [23],

Para pacientes con TB resistente a todos los farmacos utilizados para tratar esta
enfermedad, se recomienda farmacos de 3era linea, los cuales presentan una
mayor toxicidad y el tratamiento es mas largo que para uno con multidrogo
resistente [?4. En la tabla siguiente se enlistan los farmacos utilizados para tratar la

TB y los efectos adversos.

Tabla 5. Clasificacion de farmacos antituberculosos y sus efectos adversos

e, ; ] Efectos o
Clasificacion Farmacos pertenecientes Caracteristicas
adversos
Hepatitis,
Isoniacida INH Hipersensibilid
ad Se recomienda
Hepatitis, la combinacién
Primera Linea Rifampicina RIF neuritis de 4 farmacos.
periférica Administracion
o Hepatitis. por 6 meses.
Piraziamida PZA _ _ _
hiperuricemia
Etambutol EMB Neuritis 6ptica
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Segunda linea

fluoroquinolonas

Estreptomicina STM Nefrotoxicidad
o Ototoxicidad,
Kanamicina KM

nefrotoxicidad

o Ototoxicidad,
Amikacina AMK o

nefrotoxicidad

o Ototoxicidad,
Capreomicina CM o

nefrotoxicidad

Levofloxacina LFEX Tenosinovitis

Moxifloxacino MFX Tenosinovitis

Constituida por
amino

glucésidos,

orales e

inyectables.

Tabla 5.(continuacion) Clasificacion de farmacos antituberculosos y sus efectos

adversos
Acido N
] o Gastroenteritis,
paraaminosalicil PAS .
_ hepatitis
ico
i Tratamiento de
Alteraciones
. . _ 18-24 meses,
] Cicloserina DCS personalidad, _
Segunda linea y consiste en una
depresion S
: : _ combinacion de
Etionamida ETO Gastroenteritis .
: : _ 4-6 farmacos
Protionamida PTO Hepatitis
_ _ Pancitopenia,
Linezolid LZD _ N
polineuritis
Tercera linea o Enteritis
Clofazimina ZLC o Recomendados
eosinofila .
— en pacientes
Amoxicilina con
o XMDR-TB.
acido AMX/CLV )
o tiempo de
clavulanico o _,
: administracion
Alteraciones )
Meropenem IPM/CLN . superior a los 24
hematoldgicas
meses
Claritromicina CLR

Tomada y editada de [24, 25]
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Loperamida

Loperamida(4-[4-(4-clorofenil)-4-hidroxi-1-piperidil]-N,N-dimetil-2,2-difenil

butanamida) es un derivado de fenilpiperidina sintetizado en 1969 y aprobado por
por la agencia Food and Drug Administration (FDA) en 1976. Es un antidiarreico
sintético relacionado quimicamente con los opiaceos, esta indicado para el control
y alivio sintomético de diarrea aguda y la diarrea cronica inespecifica asociada con
la enfermedad inflamatoria intestinal 1. La Figura 5 muestra la estructura quimica

de este farmaco.

N Figura 5. Estructura quimica de

loperamida.
Cl

Mecanismo de accidon

Actla sobre receptores opioides [ del intestino grueso en el plexo mientérico. Como
consecuencia, inhibe la liberacion de acetilcolina y prostaglandinas, disminuyendo
la actividad del plexo mientérico, lo que disminuye la motilidad de los masculos lisos
circulares y longitudinales de la pared intestinal. Esto aumenta la cantidad de tiempo
gue las sustancias permanecen en el intestino, por lo que se modifica el transporte
intestinal de agua y electrolitos estimulando su absorcion. El clorhidrato de
loperamida también disminuye los movimientos de la masa del colon ademas de

aumentar el tono del esfinter anal, lo que reduce la incontinencia y la urgencia 2%
28]

Paradd¢jicamente, la loperamida reduce la absorcion de glucosa y otros nutrientes

dependiente del sodio en el intestino delgado [,
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Clorhidrato de loperamida

Es la forma generalmente como se puede obtener la loperamida, en la mayoria de
los paises esta disponible genéricamente bajo marcas como Lopex ®, Imodium ®,
Dimor ® y Pepto Diarrhea Control [26-28],

Farmacocinética: [26-28]

Biodisponibilidad. La biodisponibilidad sistémica es aproximadamente del 0.3%

debido al metabolismo de primer paso que ocurre antes de la absorcidn sistémica.

Absorcion. Las concentraciones plasmaticas de Clorhidrato de loperamida son mas
altas aproximadamente 5 horas después de su administracion de la capsulay 2.5

horas después del liquido.

Distribucién. La union a proteinas plasmaticas del clorhidrato de loperamida es del
95-97%, este farmaco no cruza la barrera hematoencefélica, en parte esto se debe
a que es un sustrato para la glicoproteina P, el transportador de membrana de flujo
de salida en esta barrera, y aunque la loperamida es altamente lipofilica se excluye
activamente del Sistema Nervioso Central (SNC), en consecuencia a diferencia de
la morfina (que tiene efectos de estrefiimiento tanto centrales como periféricos), el
clorhidrato de loperamida actla solo de manera periférica. Aunado a esto el
resultado de la alta area de la seccion transversal en la interfaz

hidrofilica/hidrofobica que presenta este farmaco.

Metabolismo. Se metaboliza, conjuga y excreta por via biliar. Su principal via de
metabolismo es la N-desmetilacion oxidativa, mediada por isoenzimas del citocromo
P450 (CYP450), CYP2C8 y CPYP3A4, y en menor cantidad CYP2B6 y CYP2D6

formando N-demetil loperamida.
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Excrecion

La excrecion del clorhidrato de loperamida inalterada y de sus metabolitos ocurre
principalmente a través de las heces (30-40%) y orina (2-10%) con una vida media
de 10.8 horas.

Efectos adversos

Puede incluir calambres, nauseas, dispepsia, somnolencia, fatiga, cansancio,
mareos, dolor de cabeza y boca seca, sin embargo, estas reacciones adversas son
autolimitados por el corto plazo de la administracién del farmaco.

Contraindicaciones

El tratamiento debe evitarse en presencia de fiebre o si las heces son
sanguinolentas. El tratamiento no se recomienda para pacientes que podrian sufrir
efectos perjudiciales por el estrefiimiento de rebote. Si existe sospecha de diarrea
asociada con organismos que pueden penetrar las paredes intestinales, como E.

coli 0157: H7 o salmonella, el clorhidrato de loperamida esta contraindicada.

Posologia
Para adultos y adolescentes se recomienda una dosis de 4mg después de la

primera evacuacion. Si se requiere dosis adicionales debe de administrarse una
dosis de 2mg posterior a cada evacuacion intestinal, sin superar los 8mg
administrados en cualquier periodo de 24 horas (méximo 16mg al dia con receta
médica). Para pacientes pediatricos (9-11 afios) es recomendada una dosis de 2mg
en la primera evacuacién y 1 mg en las siguientes hasta 6mg/24 horas y para
pacientes de 6-8 afios se recomienda 2mg en la primera evacuacion y 1mg en las
siguientes hasta un maximo de 4mg/24horas.
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Nuevos conocimientos sobre el clorhidrato de loperamida

Este farmaco es eficaz en el tratamiento de la diarrea aguda, la diarrea asociada al
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), la diarrea inducida por
quimioterapia y el sindrome del intestino irritable, la loperamida regula los niveles
de calcio intracelular bloqueando los canales de calcio tipo L, los cuales son
dependientes de voltaje. Se han descrito otros efectos bioactivos de la loperamida
por ejemplo: para aliviar el dolor, para el control de la ansiedad, ayuda a reducir la

resistencia a la insulina y la inhibicion de la replicacion de coronavirus 26291,

Recientemente se demostr6 que el clorhidrato de loperamida tiene efecto
inmunomodulador pues induce la expresion de péptidos antimicrobianos en
macrofagos infectados con M. tuberculosis o0 M. smegmatis y en menor medida M.
bovis, observando reduccion significativa en el crecimiento bacteriano intracelular

en los tres casos 29,

Existen varios estudios que sugieren que el clorhidrato de loperamida puede ser
utilizada para inhibir el crecimiento de Salmonella entérica. De hecho se ha
demostrado que este farmaco tiene efecto sinérgico con antibiéticos como
miociclina y otras tetraciclinas. Inhibié el crecimiento de patdgenos gramnegativos;
y en menor cantidad un panel de grampositivos 3%, También se ha demostrado que
presenta efecto sinérgico cuando se utilzan extractos de plantas medicinales,
ihibiendo el crecimiento de E.coli, Sthaphylococcus aureus y Pseudomonas

aeroginosa 31,

Desde el momento en que se demostro el efecto bactericida que varios
medicamentos no antibiéticos ejercen, es importante determinar si diferentes
farmacos como el clorohidrato de loperamida ademas de ser un antidiarreico, per
se presentar un efecto bactericida sobre varios patdégenos principalmente
multidrogo resistentes como Staphylococcus aureus quien tiene una prioridad
elevada de acuerdo a la OMS B2 y patotipos de E. coli un microorganismo de

importancia en salud publica.
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Staphylococcus aureus

Caracteristicas microscopicas

Son cocos grampositivos que tienen un diametro entre 0.5 y 1.5 pym su nombre
deriva de las palabras griegas ““staphyle™ (racimo de uvas) y “"coccus’ (grano),
siendo su principal agrupacion aunque se pueden agrupar también como células

Unicas, pares o tétradas [33:34],

Las bacterias no son moviles, no esporuladas y anaerobias facultativas. S. aureus
es catalasa positiva (enzima capaz de transformar el peroxido de hidrogeno en agua
y oxigeno libre) al igual que la mayoria de los estafilococo. Esta caracteristica es

utilizada para diferenciar al género Staphylococcus de los géneros Streptococcus y

Enterococcus que son catalasa negativos. Ademas de eso, la actividad enzimatica
tipica de S. aureus incluye produccion de coagulasa, fosfatasa alcalina, proteasa,

lipasas y esterasas [3°,

Caracteristicas de cultivo

S. aureus es un organismo mesofilo cuya temperatura 6ptima de crecimiento esta
en el rango de 37 a 40°C. Con respecto al pH, este puede crecer en un rango de 4
a 9.8 siendo el pH 6ptimo de pH 6 a 7. Otro rasgo caracteristico es su tolerancia alta
a concentraciones de sal, hasta el 20% de NaCl, catalogada como una bacteria

halo-tolerante.

La pigmentacion de sus colonias depende del medio y de las condiciones de
crecimiento, por ejemplo, la coloracién puede variar de gris, blanco grisaceo con

tonos amarillos a anaranjados con presencia de hemdlisis en agar sangre 231,
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Pared celular

La pared esta conformada por una capa homogénea de 20 a 40 nm de grosor de
mureina o peptidoglucano, en microfotografias electrénicas no se llega a observar
un espacio peripldsmico. Secretan enzimas denominadas exoenzimas, que serian
similares a las periplasmicas por las bacterias gramnegativas 34, También contiene
acidos teicoicos y proteinas de superficie. En la figura 6 se ilustra la estructura

general de una bacteria grampositiva.

El peptidoglicano es un polimero compuesto por subunidades idénticas,
conteniendo dos aminoazucares: N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico.
Una cadena peptidica de cuatro aminoacidos D’ y L’ alternantes esta conectada a
un grupo carboxilo del &cido N-acetilmuramico. Los tetrapeptidos de una y otra
cadena de peptidoglicano se unen entre si por puentes de peptaglicina por la
sustitucion del grupo amino de la lisina B8, En S. aureus, el peptidoglicano
representa la mitad del peso seco de la pared celular, confiriéndole caracteristicas

de resistencia y tolerancia osmotica.

Los acidos teicdicos o polisacéarido “A” estan constituidos por polimeros de ribitol
fosfato entrecruzado con N-acetilglucosamina, puede estar unido covalentemente
al peptidoglicano de la pared celular y ligados a los lipidos de la membrana
citoplasmatica. Su funcion es mediar la union a las superficies de las mucosas

mediante uniones especificas a la fibronectina.

Los acidos lipoteicoicos se encuentran unidos a membrana plasmatica, contienen
una estructura similar a los acidos teicoicos pero contienen fosfatos de poliglicerol.
Estos acidos estan involucrados en la inflamacién y liberacién de citosinas por

macréfagos (35,
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Figura 6. llustracion que representa la pared celular de una bacteria grampositiva.
Tomada de Brock Biologia de los microorganismos, 2015.

Escherichia coli

Es un microorganismo en forma de baston (bacilo) gramnegativo, mide entre 1.1 a
1.5um por 2 a 6pum de largo. Son anaerobios facultativos usualmente moéviles por
flagelos peritricos, ciertas cepas poseen capsula y flagelo y no se han encontrado

formas esporuladas 371,

Principalmente son encontradas en la microbiota del tubo digestivo de animales y
humanos, siendo parte de la biota normal. Sin embargo, existen infecciones
entéricas por E. coli debido a 6 patotipos de esta ya que poseen diferentes factores
de virulencia ya sean toxinas, adhesinas, entre otros. Presentan estructura
antigénica caracterizada por antigenos K (capsulares), H (flagelares), y O
(somaticos) siendo estos ultimos los responsables de la virulencia de las cepas

invasivas.




Los 6 patotipos mas comunes son: [38]

a. E. coli enteropatogenica (ECEP)

b. E. coli enterohemorragica(ECEH)

c. E. coli enteroinvasiva (ECEI)

d. E. coli enteroagregativa (ECEA)
E. coli enterotoxigenica (ECET)

f. E. coli adherente difusa (ECAD)

E. coli Enterohemorragica

Este biotipo de E. coli puede causar diarrea o colitis hemorragica. Esta cepa es una
ECVT (E. coli verocitotoxigenica) con factores de virulencia adicionales como el gen
eae 3% que se asocia a la adherencia del bacilo a los enterocitos y destruccién de
microvellosidades en el lugar de adherencia (Lesiones “ataching and effacing” o
A/E) y el plasmido pO157 (de 93.6 a 104 kb) que codifica una enterohemolisina.
Ademas, ya que esta verocitotoxina es homdloga a la toxina shiga de Shigella
dysenteriae, también son denominadas E. coli shigatoxigenicas [3% 40,

El serotipo O157:H7 es el mas reconocido que contiene ECEH, a pesar de que
existen otros miembros de otros serotipos como 026, 0103, 0111, 0145, 091,
0104, 0113, 0117, 0118, 0121, 0128, el serotipo E. coli O157:H7 son
relativamente homogéneas, y casi todos los tipos llevan factores de virulencia

asociados a colitis hemorragica “l,

La cepa E.coli ATCC 43895 mantiene estas caracteristicas de serotipado, y
producen toxinas shiga | y Il 1, Por otro lado, la cepa E, coli ATCC 25922 no
produce verotoxina. Es un microorganismo control para pruebas de susceptibilidad
antimicrobian  (neomicina, colistina, kanamicina, cefalexina, gentamicina,
tetraciclina, acido nalidixico y cloranfenicol). Se utiliza comunmente para pruebas

de medios selectivos, como cepa control negativo en la produccion de toxina LT 42,
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Pared celular

La pared de una célula gramnegativa es mas compleja que la grampositiva, en la
figura 7 se aprecia la estructura general de una bacteria gramnegativa. Su capa de
peptidoglucano mide de 2 a 7nm de grosor (al contener muy poco aumenta la
susceptibilidad a la ruptura mecéanica) rodeada por una membrana externa. Segun
las recientes mediciones de perfil de densidad de criotomografia eléctronica reveld

que el grosor de la pared celular de E. coli es de 4nm [43],

Existe un espacio periplasmico denominado periplasma, el cual contiene varias
enzimas hidroliticas como son proteasas, lipasas, fosfatasas, beta-lactamasas que
funcionan para degradar macromoléculas en productos que pueden ser
metabolizados por la bacteria. En bacterias patdégenas también se encuentran

factores de virulencia como colagenasas y hialuronidasas.

La membrana externa esta conformada por lipopolisacaridos, lipoproteinas y
fosfolipidos. Los lipopolisacaridos de la membrana externa son responsables de dos
caracteristicas principales, la fraccion polisacarida esta compuesta por el
polisacarido O que actlia como antigeno y la porcién lipidica, denominada lipido A
se conoce como endotoxina y ejerce efecto toxico sobre la circulacion sanguinea o
el aparato digestivo del huésped [#4-46],
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Polisacarido central
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Figura 7. llustracion que representa la pared celular de una bacteria gramnegativa.

Tomada de Brock Biologia de los microorganismos, 2015.
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Planteamiento del Problema:

La tuberculosis es una enfermedad re-emergente debido a un aumentos en los
casos de tuberculosis MDR lo que obliga la busqueda de nuevas terapias o terapias
complementarias. La reutilizacion/reposicionamiento de farmacos existentes y
aprobados actualmente por la FDA, incluiria una reduccion considerable en el
tiempo y en los costos para descubrir nuevos enfoques terapéuticos.

Preguntas de investigacion:

¢Un farmaco no tuberculoso como el clorhidrato de loperamida podria tener efecto
bactericida directo sobre M. tuberculosis? ¢ Podria ser igual de efectivo sobre MNT

y algunos otros patégenos grampositivos y gramnegativos?

Hipétesis

La loperamida tiene efecto inmunomodulador en macréfagos humanos infectados
con micobacterias y posee efecto sinérgico con antibiéticos contra Pseudomonas,
Staphylococcus y Eschechichia, es probable que la loperamida presente un efecto
bactericida directo sobre micobacterias tuberculosas y MNT ademas de presentar
el mismo efecto con otros microorganismos patdgenos de importancia clinica como

S. aureus y E. coli.

Objetivos:

1.-Determinar el efecto bactericida del clorhidrato de clorhidrato de loperamida

sobre micobacterias tuberculosas y no tuberculosas.

2.- Evaluar el espectro bactericida sobre otras bacterias grampositivas y

gramnegativas como Staphylococcus aureus y Escherichia coli
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Metodologia:

Se realizdé un estudio experimental-prolectivo-longitudinal-comparativo, utilizando
diversas cepas como: micobacterias tuberculosas (M. tuberculosis H37 Rv, M.
tuberculosis H37 Ra y M. bovis BCG), no tuberculosas (M. terrae y M. smegmatis),
Staphylococcus aureus y Escherichia coli ATCC 25922 y ATCC 43895

Variables

Independientes

e Concentraciéon de Clorhidrato de Loperamida.

e Carga bacteriana (asegurando cultivos en fase exponencial temprana).

Dependientes

e Efecto bactericida del Clorhidrato de Loperamida sobre el crecimiento

bacteriano.

1. Crecimiento y condiciones de cultivo:

Las diferentes cepas bacterianas se mantuvieron en 1mL de medio de conservacion
(ver anexo 1), se almacenaron a -70 °C. Cada cepa se centrifug6 a 8000 rpm
durante 8 min, se deshecho el sobrenadante y se afiadié 1mL del medio de cultivo
fresco especifico para cada cepa. El pellet se resuspendié6 en medio fresco,
obteniendo los diferentes stock. Se cultivaron hasta fase exponencial temprana

como lo mencionan los siguientes puntos para asegurar la viabilidad y crecimiento.

1.1 Cultivo de cepas micobacterianas tuberculosas: M. tuberculosis H37 Rv (ATCC
25618), M. tuberculosis H37 Ra (ATCC 25177), M. bovis BCG (ATCC 35743).

Es importante sefalar que los procedimientos realizados con M. tuberculosis Rv se

llevaron a cabo en un laboratorio de bioseguridad nivel 3.
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El stock completo (1mL) fue disgregado pasando por una jeringa 31G, 30 veces y
se sonico por 3 min. De esa suspension se adiciond 50uL a un matraz Elemeyer
con 50mL de Medio 7H9 (Difco, MI, EUA) complementado con ADC (Beckton,
Dickinson, NJ, EUA), 0.2% de glicerol y 0.05% de Tween-80 (Sigma-Aldrich,
MO,EUA). El cultivo se incub6 a 37°C durante 7 dias con agitacion constante (180

rpm) y perlas de vidrio para evitar la formacién de conglomerados.

1.2 Cultivo de cepas micobacterianas no tuberculosas MNT (M. terrae (ATCC
15755), M. smegmatis (ATCC 700084)

Se tomaron 900puL de un stock de M. terrae y 200uL de un stock de M. smegmatis
y cada una se colocé en matraces Elemeyer con 50mL de Medio 7H9
complementado con ADC, se incubaron 37°C durante 3 dias con agitacion

constante (180 rpm).

1.3 Cultivo de Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Se tomo6 un inoculo de 100uL de un stock y se transfirio a 10mL de medio de Soya
Tripticasa (Sigma-Aldrich) en un matraz Erlemeyer de 25 mL. Se incub6 durante 3

horas a una temperatura de 37°C con agitacion constante.
1.4 Cultivo de Escherichia coli (ATCC 25922 y 43895 DQ)

Se tom6 un inoculo de 100uL de un stock y fueron afiadidos a un matraz con 10 mL
de medio LB caldo (Difco, MI, EUA) en un matraz Erlenmeyer de 25 mL. Se incub6

overnight (16 horas) a temperatura de 37°C con agitacion constante.

2. Efecto bactericida del clorhidrato de loperamida.

2.1 Preparacion de soluciones de clorhidrato de loperamida

Se realizaron alicuotas a partir de una solucion stock de clorhidrato de loperamida
(Sigma-Aldrich) de 10 mg/mL en DMSO. A patrtir de estas se generaron soluciones
variadas desde 24 al000 ug/mL con medio de cultivo especifico para cada cepa

bacteriana.
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2.2 Preparacion de suspensiones bacterianas

A partir de los cultivos mencionados en los puntos 1.1 a 1.4 se realizaron
suspensiones bacterianas empleando diluciones 1:50 para micobacterias
tuberculosas y M.terrae; 1:200 para M. smegmatis y S. aureus; y por ultimo 1:25
para E.coli (0 hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.2-0.3 a 600nm de longitud
de onda) la cual representa crecimiento en fase exponencial temprana. Empleando

en cada caso el medio fresco especifico para cada cepa.
2.3 Determinacion de la actividad bacteriana

La actividad bactericida se realizé en cultivos bacterianos en fase exponencial
temprana, esto con el fin de asegurar los cultivos viables y homogéneos.
Posteriormente 100uL de las suspensiones de bacterias descritas en el punto 2.2
se transfirieron a placas de 96 pozos y se adicion6 100uL de las diferentes
soluciones de clorhidrato de loperamida y se incubaron hasta fase exponencial
tardia. Es importante sefialar que se incluyeron controles experimentales. El cultivo
de bacterias sin ningun tratamiento (control del crecimiento) y el cultivo de bacterias
en presencia de un antibiético (control bactericida). En la tabla siguiente se informa
de los antibioticos utilizados para cada una de las cepas utitlizadas. Luego se
cuantifico el crecimiento bacteriano, primero monitoreando indirectamente la
actividad metabdlica por la resazurina y posteriormente por unidades formadoras de
colonia (UFC). La figura 8 ilustra la estrategia general para deteminar el efecto

bactericida del clorohidrato de loperamida sobre varias cepas bacterianas.

Tabla 6. Antibiético utilizado como control bactericida

Cepa Antibidético control
M. tuberculosis H37 Ra'y Rv Rifampicina
M. bovis Rifampicina
M. smegmatis Kanamicina
M. terrae Kanamicina
S. aureus Kanamicina

E. coli (dos cepas) Ampicilina
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L Todas las cepas se cultivaron hasta fase esponencial temprana* en medio
optimo para cada cepa a 37 °C y agitacion constante (140 rpm)

4 .* *l* ' 4 5
g : 100 pl cultivo® 100 pl sol clorohidrato de loperamida
2 2 : § f A 1
R YAS Y mﬂm 3
o ' e
L E 4 6 v ‘ Uu
1 2 3 4 P . Solucién del farmaco 2X
*Cultivo en fase Cultivos fueron incubados hasta (24 -1000 pg/mL)
exponencial temprana fase exponencial tardia

7V

f Evaluacion del efecto \

bactericida del Clorohidrato
de loperamida por el
ensayo de REMA. Se
determind la concentracion
minima donde se previene
el cambio de color

K (azul a rosa) J

Ensayo de REMA
Adicién de 20 pl de solucién
de resazurina ' 0.025%

A 4

Determinacion de CMI

Cuantificacion directa de (Concentracion Minima
las UFC Inhibitoria que evita el

crecimiento bacteriano UFC)

Figura 8. Estrategia experimental que se llevéd a cabo para la realizacion de este

proyecto.




2.4 Ensayo de la resazurina

Es una técnica indirecta, colorimétrica, rapido, confiable y reproducible, el cual
indica la actividad metabdlica (actividad enzimatica de oOxido-reduccion). La
resazurina, es un colorante heterociclico de baja fluorescencia que puede ser
reducido intracelularmente por enzimas que participan en el sistema de transporte
de electrones en la membrana citosoélica de las bacterias durante la respiracion
celular en dos pasos, en el primero de manera irreversible dando como resultado
su cambio a resorufina (tonalidad rosa), la cual presenta una mayor intensidad de
fluorescencia que la resazurina. Y una segunda etapa reversible, a
dihidroresorufina, que es un compuesto incoloro (este Ultimo proceso se asocia
principalmente con la mitocondria de células eucariotas viables). La figura 9 explica
estas dos reacciones sobre la resazurina. Esta propiedad del par RedOx permite
diferenciar a las bacterias viables, ya que son capaces de metabolizar la resazurina,
aumentando la intensidad de fluorescencia a través del tiempo, a diferencia de las
bacterias muertas, incapaces de metabolizar la resazurina y cuya intensidad de

fluorescencia seria estacionaria [47:48l,

La resazurina es un indicador fluorescente que no se queda retenido dentro de las
bacterias, por lo que puede cruzar la envoltura celular, quedando disuelta en el
medio. Ademas la resazurina no es tbxica, permitiendo realizar otras
determinaciones con las bacterias sin que afecte la evaluacion. Es un ensayo

sencillo es un solo paso y otorga resultados rapidos y absolutos [48:49],

La principal desventaja es que no puede diferenciar a las bacterias muertas de las

gue se encuentran en estado de dormancia.
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HO 0 OH

Tomada y editada de [49]

En este ensayo la concentracion minima inhibitoria (CMI) se define como aquella
concentracion minima de clorhidrato de loperamida, en la cual no se presenta un

cambio de color en el medio cultivado.

2.5 Determinacion de las unidades formadoras de colonia
Esta técnica se basa en contar las UFC (Unidades Formadoras de Colonia)
presentes por mililitro de muestra. Cada colonia que se desarrolla en el medio de
cultivo seleccionado después de cierto tiempo y temperatura de incubacion proviene

de uno o un agregado de microorganismos capaces de formar una colonia 9.

Esta metodologia tiene la ventaja de tener un buen limite de deteccion, sin embargo,
consume mucho tiempo durante los plaqueos, la preparacién de las diluciones e

incubacion ademas de un gasto de material.

A partir de los resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad de resazurina se
tomaron 100uL de un pozo de cada solucién de clorhidrato de loperamida y se

realizaron diluciones seriadas 1:10 hasta tener diluciones 10 utilizando como
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diluyente el medio de cultivo correspondiente a cada cepa. Cada dilucion se plateo
en medio solido correspondiente a cada cepay se incubaron hasta que las colonias
fueron apreciables para el conteo de UFC, siendo los siguientes:

e M. tuberculosis: 16-21 dias
e M. smegmatis: 3 dias
e M. terrae: 7 dias

e S.aureusy E. coli: 1 dia

La figura siguiente (Fig. 10) presenta el esquema general utilizado para el
procedimiento de las UFC.

100uL 100uL 100uL 100uL 100u|_

10ul (x3)

11100 1:1000 1:10.000 1:100,000 1,000,000

- SR

¥

Figura 10. Esquema general del procedimiento para UFC de cada una de las cepas
utilizadas.

En esta técnica la CMI se define como aquella concentracion mas baja de
clorhidrato de loperamida que puede inhibir totalmente el crecimiento visible de un

microorganismo.

(e




3. Andlisis Estadistico

Para determinar el efecto del tratamiento sobre los cultivos bacterianos, se compar6
las UFC obtenidas en cada tratamiento con respecto a las UFC obtenidas sin
tratamiento, realizando una ANOVA con la prueba de comparaciones multiples de
Dunnett utilizando el programa IMB SPSS statistics 2.0 considerando un valor de p<

0.05 estadisticamente significativo.
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Resultados

Efecto bactericida del clorhidrato de loperamida sobre el crecimiento de las

cepas de Mycobacterium por el ensayo de la resazurina

El ensayo de la resazurina es un método absoluto para determinar rapidamente el
efecto de un compuesto sobre el crecimiento bacteriano, la ausencia del cambio de
color determina que no hubo crecimiento y por lo tanto hubo inhibicion del mismo.
En la figura 11 se muestra el efecto bactericida del clorhidrato de loperamida sobre

bacterias del complejo M. tuberculosis y sobre micobacterias no tuberculosas.

Tuberculosas No tuberculosas

~ M. bovis BCG

150 76 37 18 0 pg/mL

Figura 11. Efecto inhibitorio del clorhidrato de loperamida sobre el crecimiento de
Mycobacterium. (a) Efecto sobre cepas tuberculosas y (b) cepas no tuberculosas. Las
cepas se cultivaron en presencia de loperamida durante 5 dias para las tuberculosas y 2
dias para las no tuberculosas a 37 °C. Luego, se afiadid la solucion de resazurina, y las
placas se incubaron adicionalmente durante toda la noche. Un cambio de color de azul a
rosa indico crecimiento bacteriano. Foto representativa de tres experimentos

independientes realizados por triplicado.
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Se pudo observar que en el cultivo de M. tuberculosis H37 Ra en presencia de
100ug/mL de clorhidrato de loperamida, no hubo cambio de color y a partir de 50
pMg/mL hay cambio de color a rosa con intensidad similar al control (O ug/mL). Para
M. bovis BCG se observa que desde 37.5 ug/mL no hay cambio de color. En las
bacterias no tuberculosas se observd un patron de color distinto, en M. smegmatis
a partir de 50 ug/mL no hay cambio de color, mientras que M. terrae no hay cambio
de color desde 75 pg/mL. Todas las cepas evaluadas mostraron un patrén distinto

de cambio de color y por tanto de sensibilidad al clorhidrato de loperamida.

Efecto bactericida del clorhidrato de loperamida sobre el crecimiento de E.

coliy S. aureus por el ensayo de laresazurina

Con el fin de determinar el espectro bactericida de este farmaco, se evalué su efecto
sobre E. coliy S. aureus, bacterias gramnegativa y grampositiva respectivamente.
En la figura 12 se muestra el patron de inhibicion del crecimiento entre las cepas

evaluadas.

* S. aureus

500 250 125 62.5

) 43895

Amp 500 250 125 625 O ug/mL

Figura 12. Efecto inhibitorio del clorhidrato de loperamida sobre el crecimiento de bacterias
Gram negativas y Gram positivas. (a) E. coli y (b) S. aureus. Las cepas se cultivaron en
presencia de loperamida durante 2 h a 37 °C, luego se afiadio la solucion de resazurina y
se incubaron 30 min mas. E. coli se empleé un control de AMP (ampicilina) a una

concentracion final de 500 pg/mL. Un cambio de color de azul a rosa indic6 crecimiento
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bacteriano. Foto representativa de tres experimentos independientes realizados por

triplicado.

Respecto a las cepas de E.coli (ATCC 43895 y 25922) presentaron cambio de color
a rosa a todas las concentraciones de clorhidrato de loperamida similar al control.
Se afiadié ampicilina como control bactericida y se observé que este antibiotico evitd
el cambio de color, lo que demuestra que es sensible y el ensayo de la resazurina
esta validado. Por otro lado, S. aureus mantuvo la coloracién azul hasta la
concentracion de 250 pg/mL, a partir de 125 ug/mL hubo un ligero cambio de color,

mientras que a 62.5 ug/mL el color obtenido fue similar al control.

Efecto del clorhidrato de loperamida frente a diferentes microorganismos.
(Ensayo UFC)

Debido a que el método de resazurina es un método absoluto y cualitativo, fue
necesario corroborar los resultados por el conteo de bacterias viables,
monitoreando las unidades formadoras de colonia (UFC). En la figura 13 se muestra
el efecto bactericida del clorhidrato de loperamida sobre el crecimiento de

micobacterias tuberculosas.

a b c
10.0 10.0 10.0
£ £ 751 * 7
e L B L €50
E 5.0 w50 % .
* [8] o
L ('S (8 2.5 ;
O25 D 2.54 =] *
; »]
* *
0.0 —_— 0.0- L 0.0 - .
T T T T T T T T T T T T T T T
0 125 25 50 100 0 12,5 25 50 100 0 18.75 375 75 150
Loperamida [ug/ml] Loperamida [ug/mi] Loperamida [ug/ml]

Figura 13. Efecto bactericida del clorhidrato de loperamida sobre el crecimiento de cepas
tuberculosas. M. tuberculosis H37Ra (a); M. tuberculosis H37Rv (b); M. bovis BCG (c). Las
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cepas se cultivaron en presencia del clorhidrato de loperamida durante 5 dias a 37 °C.
Luego las UFC se cuantificaron por triplicado. Se representan las medias+ DEST de cuatro

experimentos independientes realizados por triplicado * p <0.05 vs control (0 ug/mL).

El farmaco tuvo efecto bactericida dependiente de la concentracion en todas las
cepas Uutilizadas. En las graficas de M. tuberculosis H37 Ra (Fig 13a) y M.
tuberculosis H37 Rv (Fig 13b), el efecto bactericida significativo ejercido por el
clorhidrato de loperamida inicié a partir de 12.5 ug/mL pero es hasta 100 pg/mL
donde el efecto bactericida es total. A diferencia de M. bovis BCG que, a pesar de

presentar efecto similar, es hasta 150 ug/mL donde el efecto bactericida es total.

Q
(o

-
e
o
1
-
e
(=]
]

~

a
1

|
~
T

. E =
© -
i * o 5.0 *
i 2.5- i

UFC x10%ml
(3]
<

UFC x1

2.5-
0.5 * 0.01
HE - HENE .-
0.0- m— k 0.00- Ea
0 187 375 75 150 0 12.5 25 50 100
Loperamida [ug/ml] Loperamida [ug/ml]

Figura 14. Efecto bactericida del clorhidrato de loperamida sobre el crecimiento cepas MNT.
M. terrae (a) y M. smegmatis (b). Las cepas se cultivaron en presencia del clorhidrato de
loperamida durante 5 dias a 37 °C. Luego las UFC se cuantificaron por triplicado. Se
representan las mediast DEST de cuatro experimentos independientes realizados por

triplicado * p <0.05 vs control (O pyg/mL).
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El clorhidrato de loperamida también actué sobre MNT, en este caso para M. terrae
(Fig 14a) se observo efecto bactericida significativo a partir de 18.7 ug/mL mientras
que el efecto total fue 150 pg/mL. En M. smegmatis (Fig 14b) present6 un efecto

bactericida significativo a partir de 25 pg/mL con un efecto total a los 100 pg/mL.
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Figura 15. Efecto bactericida del clorhidrato de loperamida sobre el crecimiento S. aureus.
Se cultivé en presencia del clorhidrato de loperamida durante 2h a 37 °C. Luego las UFC
se cuantificaron por triplicado. Se representan las mediast DEST de cuatro experimentos

independientes realizados por triplicado * p <0.05 vs control (0 ug/mL).

El efecto bactericida del clorhidrato de loperamida sobre S. aureus (Fig 15) es
dependiente de la concentracion al igual que las micobacterias, sin embargo,
requiere de concentraciones mayores, pues es hasta 62.5ug/mL donde ejerce

significativamente su efecto, siendo a 500 pg/mL la muerte total de las bacterias.
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Figura 16. Efecto bactericida del clorhidrato de loperamida sobre el crecimiento de cepas
de E.coli. E.coli ATCC 25922 (a) y E.coli ATCC 43895 (b). Las cepas se cultivaron en
presencia del clorhidrato de loperamida durante 2 h a 37 °C. Luego las UFC se cuantificaron
por triplicado. Se representan las mediast DEST de cuatro experimentos independientes

realizados por triplicado * p <0.05 vs control (0 pg/mL).

Las cepas de E. coli presentan crecimiento en todas las concentraciones de
clorohidrato de loperamida, solo se muestra que a 500 ug/mL hay una disminucion
significativa sobre el crecimiento. A pesar de las concentraciones altas del farmaco

no se observé un efecto bactericida total.

Se evalud la actividad bactericida del clorhidrato de loperamida sobre el crecimiento
de 8 distintas cepas (la tabla 7 muestra las CMI de todas las cepas evaluadas). En
micobacterias mostré un efecto bactericida mas potente, con una concentracion
minima inhibitoria (CMI) entre 100 y 150 ug/mL, mientras que para S. aureus inhibi6
totalmente su crecimiento hasta 500 ug/mL, mientras que en las cepas de E. coli en
la cepa ATCC 25922 y en la cepa ATCC 43895 no mostr6 efecto a concentraciones
menores de 500 ug/mL e incluso a esta concentracion de clorhidrato de loperamida

no mato totalmente a las cepas entéricas.

Tabla 7. CMI de clorhidrato de loperamida

Microorganismo *CMI (ug/mL)

M. tuberculosis H37 Rv 100
M. tuberculosis H37 Ra 100
M. bovis BCG 150
M. terrae 150
M. smegmatis 100
S. aureus 500

E.coli ATCC 25922 Resistente

E.coli ATCC 43895 Resistente

*CMI se define como la concentracién minima inhibitoria necesaria para eliminar

completamente el crecimiento bacteriano
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Discusion

El método de REMA nos proporciona resultados en menos de 24 h, requiere poca
manipulacion y es de facil automatizacion. Sin embargo, este método es indirecto,
ya que sirve para indicar principalmente actividad metabdlica y no crecimiento
bacteriano 47481 por lo que los resultados obtenidos se corroboraron por medio de
la cuenta directa de las UFC. El método UFC es tedioso y requiere de mayor tiempo
para obtener el resultado, ya que es necesario incubar varios dias mas, pero nos
permite conocer el efecto de cualquier compuesto sobre el crecimiento bacteriano

en forma directa.

Con base en los resultados obtenidos por REMA se determiné que el clorhidrato de
loperamida presenta actividad bactericida contra las cepas de Mycobacterium y S.

aureus, sin embargo, no mostro efecto sobre las cepas de E. coli.

En los resultados de REMA se aprecian colores intermedios al azul intenso (control
positivo de muerte) y rosa (control negativo de muerte) esto debido a que aun hay
algunas bacterias vivas en los pozos y éstas reducen la resazurina a resorufina,
pero no reducen toda molécula de resazurina, por lo que se generan estos tonos

intermedios cercanos al morado (ver fig. 11y 12).

Con base en el conteo de células viables (UFC) se corrobor6 que el clorhidrato de
loperamida disminuye el crecimiento de todas las cepas de Mycobacterium. Se
establecié que la CMI para las micobacterias es entre 100 y 150 yg/mL, para S.
aureus es de 500 pg/mL, mientras que E. coli es resistente, mostrando solo
disminucién del 20% en el crecimiento a 500 pyg/mL con respecto al control (sin

tratamiento).

Por otro lado, para evaluar el potencial de las moléculas como farmacos
antituberculosos, es fundamental considerar el modo de accion. Por ejemplo, se
puede inhibir la replicacion del DNA Bl y |a sintesis de proteinas 2 531, Otros
mecanismos estan enfocados a bloquear el potencial de membrana como la pérdida

de la fuerza protéon motriz o la inhibiciéon de la sintesis de ATP B4, Y existen
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compuestos capaces de inhibir la sintesis de la envoltura micobacteriana 5%,

inhibiendo la sintesis de peptidoglicanos o evitando la sintesis de acidos micolicos.

Este ultimo enfoque lograria una mayor especificidad debido a la estructura
distintiva de las micobacterias que poseen una pared celular muy gruesa y acido-
alcohol resistente. Una proteina blanco que podria ser prometedora para inhibir el
crecimiento micobacteriano es la proteina MmpL3 (por sus siglas en inglés
“membraine mycobacteria protein large”) P8, Esta proteina es esencial para la
replicacion y la viabilidad bacteriana, ya que es responsable del transporte de
trehalosa monomicolato (TMM) del citoplasma (donde se produce) hacia el espacio
periplasmico donde se une a otro TMM para formar factor cordon (TDM) o al
arabinogalactano. Estas uniones conforman el revestimiento exterior grueso, ceroso

y dificil de penetrar caracteristico de las micobacterias 57,

La MmpL3 pertenece a la superfamilia de proteinas de resistencia, nodulacién y
division (RND por sus siglas en inglés “resistance-nodulation-division family”). El
genoma de M. tuberculosis codifica 13 proteinas tipo MmpL y se saben que éstas
realizan exportaciones de sustratos dependientes de protones a través de la

membrana celular [56- 58,

Por este motivo, el bloqueo de la MmpL3 inhibiria un paso fundamental en la sintesis
de acidos micolicos. El sitio de union de los bloqueadores de MmpL3 se ha
encontrado en la regiéon trasmembranal (ver figura 17 y 18) y se puede dividir en
cinco subsitios (S1, S2, S3, S4 y S5), donde S4 tiene caracteristicas hidrofilicas y
los demas subsitios hidrofébicos 571,
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Periplasma Figura 17.Estructura cristalina de la MmpL3 El saco
0 bolsa de unidén se encuentra en la zona de la
membrana interna ubicada entre TMN (dominio
transmembranal N-terminal) y TMC (dominio

Membrana )
interna transmembranal C-terminal).

Citoplasma Tomada y editada de [57].

Figura 18.La imagen muestra la superposicion de 4
diferentes bloqueadores (morado: SQ109; verde: AU1235;
naranja: ICA38; amarillo: rimonabant), en la cual
dependiendo de su estructura es como se une a los
diferentes sitios de union: S1, S2, S3, S5 se unen
compuestos hidr6fobos mientras que S4 es hidrolitico.
Tomada de [57].

Una de las caracteristicas peculiares de los bloqueadores de MmpL3 es que se
tienen una gran diversidad estructural, su espectro incluye derivados de adamantilo
(compuestos sintéticos SQ109, DA5, AU1235), derivados de difenil-pirrol
(compuesto BM635) y derivados de bencimidazol (compuesto C215).
Recientemente se demostro que el compuesto PIPD1 (ver figura 19) actia como
inhibidor de MmpL3 15859, Este compuesto es un derivado de piperidinol y presenta

una estructura quimica relativamente similar al clorhidrato de loperamida. Por ello,
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es posible que el clorhidrato de loperamida tenga un mecanismo de accion similar

a los bloqueadores de MmpL3.

F F HO
F Figura 19. Estructura de PIPD1 (4-(4-cloro-3-
m\@ (trifluorometil) fenil)-1-(2-metilbenzil) piperidin-4-ol)
Cl Aquello marcado en rojo es la similitud que representa con
el clorohidrato de loperamida.

El clorhidrato de loperamida es una sustancia lipofilica debido a la presencia de sus
diferentes grupos funcionales, como las aminas ternarias, anillos aromaticos y
amidas, este caracter quimico le permiten ingresar por difusiébn hasta el espacio
periplasmico donde se encuentra la MmpL3 (ver figura 20), y al unirse a esta, podria
provocar cambios conformacionales en la proteina evitando asi el transporte o
liberacion de TMM del citoplasma hacia el espacio periplasmico, estos cambios son

explicados por Bing Zhang y colaboradores utilizando el compuesto sintético SQ109
[57]

Figura 20. El clorhidrato de
loperamida, podria atravesar la
capa cerosa de las micobacterias y
evitar el correcto funcionamiento de
la MmpL3. Esto inhibiria el
transporte de TMM hacia el exterior,
y la sintesis de acidos micdélicos.
Tomada y editada de [56].
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El clorhidrato de loperamida podria ajustarse o anclarse a la MmpL3 a los subsitios
de union S3 y S5 puesto que son mas grandes y se podrian acomodar los grupos
funcionales mas hidrofobos del farmaco como lo son los grupos aromaticos, del
mismo modo se anclaria a S4 la zona hidrofilica del farmaco.

La MmpL3 contiene 23 cadenas laterales de aminoacidos donde se unen los
inhibidores y solo han encontrado 4 diferencias entre los sitios de unién para M.
smegmatis y M. tuberculosis 7, sin embargo en los experimentos realizados en
este trabajo, se observd que el clorhidrato de loperamida ejerce el mismo efecto
bactericida en estas dos micobacterias a la misma concentracion, por lo que
podemos deducir que estas diferencias no son significantes por lo menos con este
farmaco. Es probable que existan algunas otras diferencias en los sitios de union
para M. bovis BCG y M. terrae ya que se requiri6 de mayor concentracion de

clorhidrato de loperamida para ejercer su efecto bactericida.

Por otro lado, en el caso de S. aureus también present6 un efecto bactericida,
aungque se requiri6 de concentraciones de 4 a 5 veces mas. Sin embargo, no
podemos otorgar el mismo modo de accion para este microorganismo (la inhibicién
de la MmpL3) debido a que esta proteina se conserva en micobacterias y no se

encuentras en otros microorganismos [0,

Al respecto de esto se ha demostrado que compuestos similares al clorhidrato de
loperamida como los derivados de fenilpiperidina bloquean la funcién de las bombas
de eflujo de NorA (tipo MFS por sus siglas en inglés “major facilitator superfamily”)
y MepA (tipo MATE por sus siglas en inglés “Multidrug Efflux Transporter family”) de
S. aureus. Se demostro que “3- (2-ariletil)-piperidinas” matan a S. aureus con CMI
gue van desde 62.5 a 500 mg/L, pero logran hacer sinergismo con otros antibiéticos
porque promueve la acumulacion de dichos antibiéticos y potencia su actividad

bactericida contra S. aureus 61,
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Referente a E. coli, el clorhidrato de loperamida no mostré efecto alguno a
concentraciones de 500 pg/mL por lo que se considerd6 como resistente, este
microorganismo expresa un sistema de secrecién ACrAB (tipo RND) que la utiliza
para expulsar farmacos. Se ha evaluado el efecto sinérgico de varios derivados de
fenilpiperidina con antibioticos y se observo que éstos reducen la CMI de antibioticos
como la tetraciclina hasta 2 veces 61, Paradéjicamente a esto, al utilizar solo el
clorhidrato de loperamida (un fenilpiperidina derivado) no ejercio un efecto
bactericida directo, posiblemente solo presente efecto sinérgico bactericida con
antibiéticos. Con relacién a esto se ha evidenciado que E. coli presenta resistencia

sobre derivados de piperidinol, por lo que concuerda con nuestros resultados (62,

La principal ventaja con el clorhidrato de loperamida es que ya tiene claros ensayos
clinicos, farmacovigilancia y biodisponibilidad, donde se conocen los efectos
secundarios y los problemas relacionados de ellos, ademas de una posologia ya

establecida.

A pesar de ser efectivo contra las micobacterias su principal desventaja es su baja
biodisponibilidad pues es del 0.3% debido a su efecto de metabolismo de primer
paso, por lo que se requeririan cantidades mayores a las maximas de clorhidrato de
loperamida al dia para que este llegase al 6rgano diana (los pulmones). Una
alternativa es determinar efecto sinérgico con otros farmacos antituberculosos, esto
ayudaria a reducir las concentraciones necesarias para ejercer su funcién

bactericida.

Por otro lado, se podria emplear loperamida sublingual pues de esta forma se evita
el efecto del primer paso aumentando la biodisponibilidad, también nuevas técnicas
como lo son Liquisolid [63] o Extrusion de Fusion en Caliente (HME por sus siglas
en inglés “"hot melt extrusion”) [64] han aumentado la velocidad de disolucién de la

tableta de clorhidrato de loperamida aumentando a su vez su biodisponibilidad.
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Conclusiones:

El presente experimento sobre el efecto del clorhidrato de loperamida, reveld ciertos
puntos de importancia que se pueden clasificar en dos rubros: especificidad del
efecto bactericida e importancia de investigaciones con farmacos que se encuentran

en el mercado.
Respecto al primer rubro:
El clorhidrato de loperamida:

e Posee actividad bactericida sobre micobacterias tuberculosas (M. tuberculosis
H37 Ra, H37 Rv y M. bovis BCG), micobacterias no tuberculosas de crecimiento
lento y rapido como M. terrae y M. smegmatis, respectivamente, utilizando

concentraciones de 100-150 pg/mL.
¢ Present6 actividad bactericida sobre S. aureus a una CMI de 500 ug/ mL

e Tuvo una mayor especificidad hacia las micobacterias, en menor grado a S. aureus
mientras que las cepas de E. coli fueron resistentes al clorhidrato de loperamida ya

que hubo crecimiento bacteriano a una concentracion de 500 pg/mL.

Esto implica que el clorhidrato de loperamida tuvo una mayor especificidad contra

las micobacterias que contra grampositivos y gramnegativos.
En relacion con el segundo rubro:

Los bloqueadores de la MmpL3 (como posiblemente lo sea clorhidrato de
loperamida) se caracterizan al tener diferentes formas quimicas, por lo que
facilmente pueden existir medicamentos cuyos principios activos seas similares a
estos bloqueadores, abriendo una gran brecha de oportunidades para utilizar otros
medicamentos contra la tuberculosis en el tiempo que conlleva la elaboracion de

nuevos farmacos y sus posteriores ensayos clinicos.

Aunado a todo lo anterior, se necesitan mas estudios para determinar si clorhidrato

de loperamida mata a M. tuberculosis en estado de dormancia y si se puede obtener
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una reduccion de la CMI de los medicamentos antituberculosos, funcionando como

terapia complementaria.

Perspectiva

Determinar si existe presencia de sinergismo del clorhidrato de loperamida con otros

medicamentos antituberculosos siguiendo con ensayos REMA y observar si existe

una reduccion de la CMI. Ademas determinar si el clorhidrato de loperamida mata a

M. tuberculosis en estado de dormancia mediante un modelo animal de infeccién

por aerosol o inoculacion intravenosa en ratones con su posterior dosificacion del

farmaco y obtencion de UFC.
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ANEXOS

Anexo 1. Medio de conservacion

Dependiendo la bacteria sera el medio de conservacion: E.coli con medio LB,
S.aureus con medio Soya Tripticaseina, Micobacterias medio TH9 implementado
con ADC. Cada uno de estos medios tendra en su concentracion ademas DMSO,
lo necesario para mantener una concentracion al 7% por lo que para 1mL de medio
de conservacion seran 930uL de medio correspondiente y 70uL de DMSO. Estas

cepas se colocaran en ultracongelador a -70°C.

Anexo 2. Composicion de los medios de cultivo aproximadamente para 1L

Tabla8. Composicion de los medios de cultivo para micobacterias

Componente Medio 7H10 (gramos) Medio 7H9 (gramos)

Acido L-glutamico 0.5 0.5
Agar 15

Biotina 0.0005 0.0005
Citrato de amonio férrico 0.04 0.04
Citrato de sodio 0.4 0.1
Clorhidrato de piridoxina 0002 e

Cloruro de calcio 0.0005 0.0006
Fosfato disodico 15 2.5
Fosfato monopotasico 15 1.0

Piridoxina 0.001
Sulfato de amonio 0.5 0.5

Sulfato de cobre 0.001 0.001
Sulfato de magnesio 0.025 0.05
Sulfato de zinc 0.001 0.001
Verde de malaquita 0.00025 e
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Tabla9. Composicion de los medios Middlebrook enriquecimiento para para
micobacterias

OADC (gramos o mL

Componente ADC (gramos) seglin sea el caso)
Albumina bovina (Fraccion V) 50.0 50.0
Catalasa 0.03 0.03
Cloruro de sodio 8.5 8.5
Dextrosa 20.0 20
Acido Oleico - 0.6 mL

Tablal0. Composicion de los medios de cultivo para Staphylococcus aureus

Agar Soya Caldo Soya

Componente Tripticasa (gramos) tripticasa (gramos)
Agar 15
Cloruro de sodio 5 5
Fosfato dipotasico 2.5
Glucosa 2.5
Peptona de soya (digerido de 5 3
papaina)
Peptona de,c.aselna 15 17
(pancreéatica)

Tablall. Composicion de los medios de cultivo para E. coli

Agar Luria (LB de

Componente Miller) (gramos) Caldo LB (gramos)
Agar 15
Cloruro de sodio 10 10
Extracto de levadura 5 5

Triptona 10 10
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Anexo 3. Elaboracion de medios de cultivo para micobacterias

Placas de Agar 7H10 (para =28 placas)

Con ayuda de una probeta medir 247mL de agua desionizada y trasvasar en un
matraz Erlenmeyer de 500mL, agregar 5.7g de Agar 7H10 junto con 1.25g de
asparagina y 3mL de glicerol, agitar hasta que se presente una coloracion verde
opaco. Después colocar el matraz en el microondas y calentar poco a poco en
lapsos de 30s, sin dejar que hierva para evitar que se proyecte, en el momento en
gue cambie de verde opaco a translucido pasar a lapsos de 5-10s, hasta que se
hayan disuelto por completo los reactivos. Tapar el matraz con tapon de algodén y
gasa y esterilizar en autoclave a 121°C por 15 min. Enfriar a 55-50°C hasta que la
temperatura sea soportable en el dorso de la mano y afiadir 30mL de OADC filtrado
con ayuda de una jeringa y un filtro de pirinola de 0.22um. Agitar suavemente para

homogeneizar y vaciar 10mL en cajas Petri estériles.

Medio 7H9

Medir con ayuda de una probeta 50mL de agua desionizada y afiadir 1 mL de
glicerol, disolver y llevar a 450mL con agua desionizada. Trasvasar en un frasco
estéril de vidrio de boca ancha con tapa de rosca con capacidad de 500mL y
adicionar 2.35g de medio 7H9. Sin tapar el frasco por completo, es decir sin apretar
la rosca, colocar un gorro de papel Kraft y esterilizar por autoclave a 121°C por 10
min. Enfriar a 50-55°C hasta que la temperatura sea soportable en el dorso de la
mano y afiadir 50mL de ADC filtrado con ayuda de una jeringa y un filtro de pirinola
de 0.22 ym. Agitar suavemente para homogenizar y utilizar o esperar a que llegue

a temperatura ambiente para guardar en refrigeracion.
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