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RESUMEN 

Efecto inmunomodulador de la Loperamida en macrófagos humanos 

infectados con Mycobacterium tuberculosis. 

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causada por el bacilo intracelular 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), que principalmente afecta los pulmones y los 

macrófagos alveolares. Actualmente, el control de la infección por Mtb se centra en 

antibióticos específicos y trae consigo un tratamiento prolongado y tóxico en algunos 

casos. La regulación de la producción de citocinas proinflamatorias es primordial en 

el proceso de la enfermedad, ya que puede inducir un estado hiperinflamatorio que 

se asocia con daño tisular y la patogénesis de la TB. El uso de inmunomoduladores 

se ha sugerido para mejorar los esquemas terapéuticos, ya que de manera indirecta 

pueden controlar una infección activando efectos bactericidas en células del 

huésped como los macrófagos. Recientemente se ha observado que la Loperamida 

mejora el control de Mtb en macrófagos humanos y murinos a través de un 

mecanismo microbicida denominado autofagia, además de que se acompaña con 

una reducción en la producción de TNF-α.  

La Loperamida es un fármaco antidiarreico que tiene potencial para ser utilizado 

como adyuvante en el tratamiento de la TB. Se desconoce su papel en la respuesta 

inmune y si su efecto se asocia a un mecanismo inmunomodulador para determinar 

su posible uso como tratamiento adyuvante.  

En este trabajo se evaluó la capacidad de la Loperamida para regular el 

microambiente de citocinas y el perfil inflamatorio del macrófago en respuesta a Mtb. 
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Se utilizaron macrófagos derivados de monocitos (MDMs) que fueron infectados con 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv y se incubaron durante 24 horas en presencia 

o ausencia de Loperamida y LPS. Se colectaron los sobrenadantes para medir la 

producción de citocinas como IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p40, IL-

13, TNF-α, INF-γ y GM-CSF mediante ELISA y determinación de citocinas múltiple 

(Luminex), además, se lisaron las células para extraer RNA, se sintetizó cDNA y se 

midió la expresión génica de IL-1β, IL-10 y TNF-α por PCR en tiempo real. Se 

encontró que la Loperamida modifica el microambiente de citocinas respecto a la 

infección sin tratamiento, IL-1β e IL-10 aumentaron significativamente tanto a nivel 

proteico como transcripcional. El TNF-α disminuyó significativamente a nivel 

proteico y transcripcional. Se encontró un aumento a nivel proteico de IL-6 y GM-

CSF. En IL-2, I-L4, IL-8, IL-12p40, IL-13 e INF-γ no se encontraron diferencias en 

células tratadas comparado con la infección sin tratamiento. En conclusión, la 

Loperamida tiene actividad como inmunomodulador y es un buen candidato a ser 

evaluado como adyuvante en el tratamiento de la TB. 
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Antecedentes  

El sistema inmunitario ha evolucionado con el fin de proteger a los organismos 

multicelulares contra invasores pequeños tan diversos como los virus y bacterias, y 

tan grandes como los gusanos parásitos. Enfrentar esta diversidad de patógenos 

requiere de una gama de mecanismos de reconocimiento y destrucción; para lograr 

esto, los vertebrados tienen una red compleja y dinámica de células, moléculas y 

vías para eliminar a los agentes patógenos (Owen et al., 2013). En 1796 se inició 

de manera formal el estudio de lo que hoy llamamos inmunología cuando un médico 

de origen inglés llamado Edward Jenner aplicó a un niño de 8 años derivados de 

lesiones ulcerosas de vacas infectadas con el virus de la viruela, con ello se logró 

prevenir dicha enfermedad en el hombre (Owen et al., 2013 y Salinas, 2010).   

 

 

 

 

 

 

 

Edward Jenner (1749 - 1823). Retrato por John Raphael Smith. Reproducido por la Yale 
University, Harvey Cushing/John Hay Whitney Medical Library (Obtenido de Murphy et al., 
2008). 
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La defensa contra microorganismos tiene lugar en reacciones correspondientes a la 

inmunidad innata y respuestas posteriores por la inmunidad adaptativa. La 

inmunidad innata se basa en la capacidad que tiene para discriminar entre 

estructuras propias y no propias del organismo o estructuras propias dañadas. Está 

constituida por mecanismos de defensa celular, bioquímicos y de barrera ya 

instaurados incluso antes de una infección. Estos mecanismos responden 

básicamente de la misma forma cada vez que se repite la infección. Los 

componentes principales de la inmunidad innata son los siguientes: 1) barreras 

físicas y químicas, como la piel y el pH, sustancias antimicrobianas como la 

Lisosima o las β-Defensinas (Rivas et al, 2006); 2) células fagocíticas como los 

monocitos, macrófagos, neutrófilos, células dendríticas y linfocitos asesinos 

naturales [NK]; 3) proteínas en sangre, como los factores del complemento y 

mediadores de la inflamación como la histamina y la serotonina; y 4) citocinas, que 

tienen la función de regular y coordinar muchas actividades celulares encargadas 

de la inmunidad innata (Abbas et al., 2015). 

Por otra parte, la inmunidad adaptativa se inicia poco después que la inmunidad 

innata para eliminar los patógenos. Ésta tiene dos grandes estirpes de respuesta, 

la primera llamada inmunidad humoral que consiste en moléculas, denominadas 

anticuerpos, presentes en sangre producidas por los linfocitos B o células 

plasmáticas. La segunda, llamada inmunidad celular, que corre a cargo de los 

linfocitos T que fomentan la destrucción de microorganismos intracelulares para 

suprimir reservorios de la infección (Murphy et al., 2008; Abbas et al., 2015). 
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INTRODUCCIÓN 

1. Epidemiología y patogénesis de la Tuberculosis. 

La Tuberculosis (TB) es causada principalmente por el bacilo Mycobacterium 

tuberculosis (Mtb), perteneciente al género Mycobacterium, un patógeno intracelular 

obligado que se divide de manera lenta, aproximadamente cada 18-20 horas, 

aerobio, grampositivo, con una pared rica en lípidos y que principalmente afecta al 

macrófago (González J., 2014). 

En la actualidad, la TB sigue siendo una enfermedad infecciosa mortal. (Bekale et 

al., 2018).  En 2018, cerca de 10 millones de personas en el mundo enfermaron de 

tuberculosis y hubo 1,5 millones de muertes por esta enfermedad (WHO. Global 

tuberculosis report, 2019). 

Los esquemas actuales de tratamiento son intensivos; una ingesta diaria de 

antibióticos de primera línea por al menos 6 meses para lograr la cura, aunque en 

algunos casos Mtb se ha vuelto resistente a estos. En los casos donde Mtb es 

resistente, se genera un tratamiento con fármacos de segunda línea donde se 

incluyen inyectables que son aún más tóxicos y el tratamiento se prolonga hasta por 

18 meses (Mathema et al., 2017). 

Mtb ingresa generalmente a los conductos alveolares por inhalación de bacilos en 

forma de aerosol, donde son reconocidos  por los receptores de reconocimiento de 

patógenos (PRR) como el receptor de lectinas tipo C, receptores tipo toll como TLR-

2, TLR-4, TLR-9, NLR (receptores de dominio de oligomerización de nucleótido), 

que a su vez reconocen patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) como 



 9 

 

por ejemplo el lipoarabidomamano manosilado (ManLAM), glucolípidos fenólicos 

(PGL), peptidoglicano y DNA de Mtb, lo que desencadena la primera línea de 

defensa del huésped y es el encuentro más temprano entre el huésped y el agente 

causante de la TB, esta  interfaz se da entre células del sistema inmune innato 

(monocitos, células epiteliales, macrófagos, células dendríticas, células asesinas 

naturales [NK] y neutrófilos) y el bacilo de Mtb. Este proceso es acompañado por la 

producción de citocinas como TNF-α, IL-1, IL-2, IFN-γ y quimiocinas como CCL2 

(Smith I., 2003, De Martino et al., 2019 y Sia J. y Rengarajan J., 2019). 

La variación de la respuesta inmune de los individuos en conjunto con la creciente 

incidencia global a la resistencia de antibióticos en la TB, ha dado lugar a la atención 

en el desarrollo de nuevos fármacos con diferentes mecanismos de acción que 

eviten la generación de nuevas cepas de Mtb resistentes a los fármacos. (Mathema 

et al., 2017 y Bekale et al., 2018). 

Han surgido propuestas interesantes en el uso de inmunomoduladores para mejorar 

los esquemas de tratamiento para la TB, como la Loperamida, un fármaco sintético 

que se utiliza para tratar la diarrea, pero se ha reportado que además puede inducir 

autofagia en macrófagos humanos y disminuir el crecimiento intracelular de Mtb 

(Juárez et al., 2016). 
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2. Monocito/Macrófago  

2.1. Características generales. 

En humanos, los monocitos son células precursoras inmunes que se generan en la 

médula ósea, después del proceso de maduración se liberan en circulación y 

constituyen alrededor del 5 al 10% de los leucocitos (Owen et al., 2013).  Son una 

estirpe muy heterogénea y bajo ciertas condiciones se reclutan en sitios periféricos 

extravasando tejidos seleccionados para diferenciarse en células fagocíticas 

residentes de tejido y células dendríticas, células efectoras derivadas de los 

monocitos (Trzebanski S. y Jung S., 2020).  

También, una de las poblaciones con mayor pleyotropismo en el sistema inmune 

son los macrófagos, que están presentes en casi todos los tejidos del cuerpo donde 

reciben diferente nombre como se muestra en la Figura 1 (Rajab et al., 2018 y 

Salinas, 2010). Algunas de sus funciones más importantes incluyen la fagocitosis, 

la reparación, remodelación y angiogénesis de los tejidos, además proveen 

protección al iniciar la marcha de mecanismos inmunes innatos y el desarrollo de 

respuestas inmunes específicas mediante el procesamiento y presentación de 

antígenos, la expresión de diversas moléculas co-estimuladoras como CD80 y 

CD86, y la producción de citocinas como TNF-α, IL-1β, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 

principalmente (Duque M. y Rojas M., 2007). 
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Figura 1. Los macrófagos de los diferentes tejidos del cuerpo. Los monocitos migran 

rápidamente a casi todos los tejidos del cuerpo, donde se diferencian a varias poblaciones 

de macrófagos maduros estratégicamente localizados en todo el cuerpo, realizan 

importantes funciones como la vigilancia inmune, fagocitosis, presentación de antígenos y 

supresión inmune (modificado de Murray P., Wynn T, 2011). 

 

2.2. Polarización de macrófagos 

La activación clásica y alternativa (M1 y M2 respectivamente) en los macrófagos, es 

un proceso complejo y regulado que culmina en la modificación bioquímica y 

morfológica del macrófago aumentando la capacidad de la célula para ejercer sus 

funciones fisiológicas como se muestra en la Figura 2.  
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Los macrófagos activados pueden ser clasificados de manera general en dos 

fenotipos, M1 y M2 en función de señales o estímulos del micro-ambiente 

circundante, por ejemplo la activación clásica es inducida principalmente por 

citocinas pro-inflamatorias como el TNF-α y el INF-ᵞ o por moléculas microbianas 

como el LPS, por otro lado, la activación alternativa del macrófago es inducida por 

citocinas anti-inflamatorias como IL-4 e IL-13 (Mantovani et al., 2002 y Gordon, 

2003).  

Los macrófagos M1 se caracterizan por presentar un aumento en la expresión de 

las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase II (MHC-II)  y 

marcadores de activación CD80 y CD86 que aumentan la capacidad de 

presentación antigénica. Secretan niveles altos de citocinas pro-inflamatorias como 

INFᵞ, IL1-β, IL-6, TNF-α y quimiocinas como CCL-2 (Robinsona et al., 2017). 

Los macrófagos M2 se caracterizan por un incremento en la expresión del receptor 

de unión CD209 o DC-SING y moléculas como CD163 y CD36. Este tipo de 

macrófagos produce citocinas anti-inflamatorias como la IL-10, TGF-β y quimiocinas 

tales como CCL18. Impulsan las respuestas de linfocitos tipo Th2 (linfocito T helper 

2) y participan en diversas actividades dirigidas a suprimir la inflamación y promover 

la reparación de tejidos (Robinsona et al., 2017). 
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Figura 2. Fenotipo de los macrófagos. Macrófagos M1, caracterizados por ser pro-

inflamatorios, macrófagos M2, caracterizados como anti-inflamatorios, produciendo un perfil 

de citocinas y quimiocinas respectivamente. (Modificado de De las Casas, 2014). 

 

3. Inflamación. 

Los macrófagos son actores clave en la homeostasis tisular, pero también juegan 

un papel importante en las respuestas inmunes innatas de la inflamación ya que 

están implicados en las primeras líneas de defensa frente a la invasión de agentes 

extraños como los patógenos, así como en enfermedades inflamatorias crónicas 

como la Tuberculosis (Foss et al., 2018). 

La inflamación es el resultado de la exposición de órganos y tejidos a una serie de 

estímulos como componentes celulares tóxicos, o nocivos tales como patógenos 

microbianos. Se caracteriza por una serie de manifestaciones físicas como el 
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enrojecimiento, calor, dolor, hinchazón y pérdida de función en el área afectada. 

Estos eventos son a su vez regulados por una gama de mediadores extracelulares, 

incluyendo miembros de las familias de citocinas y quimiocinas que orquestan el 

reclutamiento de células inmunes, así como los mecanismos complejos de 

señalización intracelular que caracterizan la inflamación (Turner et al., 2014). Las 

citocinas proinflamatorias como el TNF-α, IL-1 e IL-6, son producidas de manera 

predominantemente por macrófagos activados y estas están implicadas en la 

regulación de las reacciones inflamatorias (Zhang J. y An J., 2007).  

 

4. El macrófago como blanco terapéutico.  

Los macrófagos son las principales células que llevan a cabo la homeostasis de 

tejido y participan en todas las enfermedades humanas más importantes, como las 

infecciones, enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis, enfermedades 

inflamatorias crónicas como la artritis, obesidad y diabetes, enfermedades malignas 

como los tumores e incluso enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer 

(Schultze, 2015).  Por lo tanto, de manera específica los macrófagos parecen ser 

una aproximación o diana terapéutica atractiva por su plasticidad asombrosa para 

realizar distintas funciones biológicas mucho más específicas y orientar a los 

macrófagos hacia una respuesta que resulte favorable para contrarrestar las 

enfermedades (Schultze J. L., 2015 y Wynn et al., 2013). La localización de los 

mecanismos y moléculas asociados con la plasticidad y la activación de macrófagos 

proporciona una base para estrategias terapéuticas (Sica A. y Mantovani A., 2012).  

Algunos ejemplos de terapia dirigida al macrófago se describen a continuación. 
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4.1. Macrófago anti-inflamatorio en la enfermedad de lupus eritematoso 

sistémico (LES). 

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune que se 

caracteriza por un estado inflamatorio dominante que da como resultado múltiples 

patologías de órganos terminales, incluido el riñón; la nefritis lúpica (NL), una de las 

complicaciones más graves del LES y una de las principales causas de mortalidad 

en humanos. Estudios implican la patogénesis de los macrófagos; donde se sugiere 

que existe una dominancia del fenotipo M1 en que los macrófagos inflamatorios 

clásicos sobrepoblan el riñón y contribuyen a la inflamación sistémica (Orme J. y 

Mohan C., 2012).  

Estudios actuales proponen a los macrófagos como potencialmente interesantes y 

prometedores, ya que se ha sugerido que una polarización a M2 puede ser de 

utilidad terapéutica para el LES (Chalmers et al., 2015 y Menk et al., 2011). Un 

ejemplo es el uso terapéutico del bloqueo de FRβ, un receptor que se sobre expresa 

en macrófagos M1 implicados en patologías inflamatorias donde se ha propuesto 

en dos modelos de ratón con LES que la depleción del receptor FRβ mediante 

inmunoterapia reduce signos de inflamación de la enfermedad, prolonga la vida de 

los animales y no provoca daño en tejidos sanos. Los tratamientos actuales para el 

LES suelen ser imprecisos ya que son ampliamente inmunosupresores, por lo que 

se esperan futuros estudios para establecer la manera óptima de dirigirse a los 

macrófagos con la menor cantidad de efectos no deseados (Varghese et al., 2007). 
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4.2. Macrófago pro-inflamatorio en el cáncer. 

Los tumores están compuestos por diversas células, incluyendo células del sistema 

inmune innato como los macrófagos, acompañado de células tumorales. Los 

macrófagos asociados a tumores (TAM) son poblaciones heterogéneas presentes 

en el micro-ambiente tumoral (Solís et al., 2015 y Georgoudaki et al., 2016). Los 

TAM poseen diversas funciones pro-tumorales, como son: promover la 

angiogénesis, remodelación de la matriz extracelular, supresión de la respuesta 

inmunitaria antitumoral (Malvicini et al., 2010) mediante la producción de citocinas 

como la IL-10 y el factor de crecimiento transformante β (TGF-β), que proporcionan 

un microambiente anti-inflamatorio,  que inhiben la activación de linfocitos 

tumoricidas e incrementan las poblaciones de linfocitos reguladores (Treg) 

permitiendo el establecimiento y crecimiento del tumor, así como la diseminación 

metastásica del mismo (Georgoudaki et al., 2016). 

Sin embargo, la plasticidad y la orquestación de la función celular mielomonocítica 

es un elemento clave que une la inflamación y el cáncer (Biswas, 2010), por lo que 

se ha descrito en estudios realizados por Georgoudaki et al., (2016), que el receptor 

scavenger MARCO define un subtipo de TAM supresores ya que se encuentra sobre 

expresado en estas poblaciones y se asocia con la evolución clínica de la 

enfermedad. El uso del anticuerpo monoclonal anti-MARCO puede inducir una 

actividad anti-tumoral en cáncer de mama y de colon, a través de la reprogramación 

de TAM a un fenotipo pro-inflamatorio y aumento a la inmunogenicidad del tumor 

como se puede observar en la Figura 3. Estos resultados demostraron que, 

modificando las células mieloides del microambiente tumoral, con el objetivo de la 
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terapia, no es activar el sistema inmune, sino más bien eliminar las vías inhibitorias 

que bloquean las respuestas efectivas de células T antitumorales que representan 

un mecanismo prometedor en las terapias contra el cáncer (Georgoudaki et al., 2016 

y Sharma y Allison, 2015).  

 

 

Figura 3. Descripción gráfica del bloqueo del receptor scavenger MARCO mediante 

anticuerpos monoclonales anti-MARCO. Este evento produce un aumento en las 

poblaciones de TAM pro-infamatorios (flecha gruesa) y por consiguiente, la estimulación de 

la supresión de tumores (tomado y modificado de Georgoudaki et al., 2016).  

 

4.3. Rescatar al macrófago de la tolerancia en la sepsis.  

La sepsis está definida como una respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y más 

recientemente ha sido considerada perjudicial hacia el huésped (Santos et al., 
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2016). Es provocada cuando el cuerpo se enfrenta a una infección generalizada, es 

decir, se desarrolla cuando los patógenos superan la contención local y entran en 

circulación sanguínea, causando una inflamación excesiva, seguida por una 

profunda supresión del sistema inmune innato, falla multiorgánica y en algunos 

casos la muerte (Theodorakis et al., 2015 y Leelahavanichkul et al., 2012). Tras 

estos eventos, los macrófagos pierden la capacidad de respuesta o generan 

tolerancia para así evitar consecuencias debidas a la inflamación y la generación de 

tolerancia se ha asociado a una disminución en la producción de citocinas pro-

inflamatorias como TNF-α, IL-6 e IL-12, así como de reguladores negativos de 

señalización para TLR´s como IRKM, ST2 y Myd88, además de reducir la capacidad 

de respuesta de los macrófagos a futuras infecciones (Guzmán et al., 2017).  Sin 

embargo, en un estudio realizado por Guzmán et al., (2017) reportaron que los 

macrófagos derivados de monocitos (MDMs) crónicamente expuestos a 

lipopolisacárido (LPS) y re-estimulados con muramildipéptido (MDP) restauraron la 

producción de TNF-α, al igual que otros mediadores como son la IL-1β, IL-4, IL-5, 

IL-6 e IL-10, lo que sugiere una recuperación en la respuesta antimicrobiana de los 

macrófagos (Guzmán et al., 2017).  

 

4.4. Activar al macrófago e inducir actividad bactericida en la Tuberculosis. 

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causada por el bacilo intracelular 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), que principalmente afecta los pulmones y a las 

células que residen en este órgano, incluyendo los macrófagos (Rojas et al., 2007 

y OMS, 2016). En la infección natural por Mtb, el resultado se da entre una  
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interacción compleja del sistema inmune del huésped y los mecanismos de 

supervivencia bacteriana. Una de las estrategias para combatir la TB, es la 

identificación de tratamientos antituberculosos que incluyan fármacos con actividad 

micobactericida y que potencien mecanismos inmunológicos para la destrucción 

intracelular de Mtb.  (Rojas et al., 2007, Yugang et al, 2019). Juárez et al., (2016) 

han reportado recientemente que la muerte de Mtb mediada por macrófagos incluye 

la autofagia, donde el inductor de este mecanismo es la Loperamida, un fármaco de 

uso común para tratar la diarrea. Encontraron que la Loperamida induce actividad 

anti-micobacteriana mediante mecanismos como la autofagia y producción de 

péptidos antimicrobianos en macrófagos humanos (MDMs) y macrófagos murinos, 

donde en algunos casos, se recluta la proteína LC3 (marcador positivo de autofagia) 

como puede observarse en la Figura 4, demostrando que la carga intracelular 

micobacteriana disminuye significativamente, sin embargo, aún se desconoce el 

papel de la Loperamida en la regulación de la inflamación. 

A pesar de los recientes avances para tratar la TB, esta sigue siendo una de las 

principales causas de mortalidad en el mundo. Aún existe un vacío de conocimiento 

que limita el desarrollo de nuevos fármacos y vacunas eficaces (Philips J. A., Ernst 

J. D., 2012). 
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Figura 4. Efecto de la Loperamida en macrófagos infectados con M. tuberculosis. (A) 

Fagocitosis de Mtb. (B) Replicación de los bacilos dentro del macrófago, producción 

elevada de TNF-α y ausencia de péptidos antimicrobianos. (C) Macrófagos tratados con 

Loperamida e inducción de autofagia, reducción en los niveles de TNF-α e incremento de 

LC3+. Created with BioRender.com 

 

5. Inmunomoduladores  

La inmunología es un área que se está desarrollando rápidamente en la 

investigación de biotecnología médica y tiene grandes promesas para el tratamiento 

de una amplia gama de enfermedades. Las enfermedades infecciosas se 

consideran como desórdenes inmunológicos, en tanto las enfermedades 

neoplásicas, el cáncer, el trasplante de órganos y las enfermedades autoinmunes 

están involucradas en un estado de inmunosupresión (Patil et al., 2012).  



 21 

 

Los inmunomoduladores son sustancias biológicas o fármacos sintéticos que se 

utilizan para estimular (inmunoestimulantes); agentes que se proveen para mejorar 

la resistencia del organismo a las infecciones aumentando los niveles basales de la 

respuesta inmune o en el deterioro de la respuesta inmune, suprimir o modular el 

sistema inmunológico (inmunosupresores) (AAAAI, 2017 y Dinesh et al., 2012), 

estos últimos son los más utilizados en el trasplante de órganos para disminuir el 

rechazo y además en enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide 

(CCFA, 2009). El sistema inmunológico puede manipularse de cuatro maneras por 

los inmunomoduladores: (1) por inmunosupresión o anti-inflamación; (2) mediante 

antígenos microbianos (como la vacunación, adyuvantes o derivados de microbios); 

(3) por la adición o eliminación de componentes inmunes (inmunoglobulinas, 

transfusiones de granulocitos o plasmaféresis); y (4) mediante la adición o la 

inhibición de componentes inmunes que tienen actividad independiente contra 

antígenos (por ejemplo las redes de citocinas y quimiocinas) (Reuman P.D., 2001). 

Estos agentes tienen la capacidad de modular mecanismos innatos y adaptativos 

de defensa para el organismo.  De esta manera, los inmunomoduladores se están 

convirtiendo en un complemento viable a las modalidades establecidas, ofreciendo 

un nuevo enfoque para el tratamiento de enfermedades infecciosas como la TB 

(Patil et al., 2012). 
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5.1. Inmunomoduladores de origen microbiano. 

⮚ Muramil dipéptido (MDP) 

El muramil dipéptido (MDP) es un componente de origen bacteriano derivado del 

peptidoglicano de la mayoría de bacterias gram negativas y gram positivas (Ogawa 

et al., 2011 y Wardowska et al., 2006). 

El MDP ha mostrado diversos efectos biológicos sobre los macrófagos, como un 

aumento en las actividades fagocíticas, por ejemplo, participa en la reducción del 

oxígeno al anión superóxido y posteriormente al peróxido de hidrógeno (Wardowska 

et al., 2006).   

Modifica el patrón de secreción de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias 

como la IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 y TNF-α al activar diferentes vías de señalización 

inmunológicas, incluyendo al dominio de oligomerización de nucleótidos 2 (NOD2) 

intracelular, abundante en macrófagos, lo que resulta en la translocación del factor 

nuclear kappa B (NF-кB) (Salem et al., 2013 y Wardowska et al., 2006). 

Las modificaciones estructurales del MDP y sus derivados han sido muy estudiados 

con el fin de aumentar la actividad adyuvante y la respuesta inmune para uso clínico 

en enfermedades, principalmente en el tratamiento del cáncer (Ogawa et al., 2011). 

⮚ DNA bacteriano 

El DNA bacteriano y los oligodesoxinucleótidos sintéticos (ODN) que contienen 

motivos CpG activan a células del sistema inmune innato que expresan el receptor 

Toll-like 9 (TLR9) ya que es ligando de este receptor y células del sistema inmune 
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adaptativo. El DNA-CpG mejora la función de las células presentadoras de antígeno 

(CPA) como los monocitos y macrófagos para obtener una mejor respuesta celular 

(Bode et al., 2012 y Dalpke et al., 2002). 

Los efectos reportados para esta molécula incluyen la activación, la proliferación 

policlonal, la secreción de inmunoglobulinas, secreción de citocinas, regulación de 

moléculas estimuladoras de los macrófagos y células dentríticas (CD), efectos 

directos e indirectos para células T, mejora de la hematopoyesis, inducción de 

respuestas citotóxicas de las células T y su capacidad para inducir respuestas T 

helper de tipo 1 (Th1) (Dalpke et al., 2002). Por consecuencia, el CpG-ODN se ha 

reconocido como un adyuvante potente en la vacunación, principalmente contra 

alergias, tumores y enfermedades infecciosas como el ántrax, influenza y la malaria 

(Bode et al., 2012 y Dalpke et al., 2002). 

 

5.2. Inmunomoduladores de origen eucarionte.  

⮚ Citocinas recombinantes (IL-15). 

Recientemente la interleucina 15 (IL-15) se ha propuesto como un candidato 

inmunomodulador para el tratamiento contra el cáncer, ya que esta citocina actúa a 

través de su receptor específico IL-15Ra, que se expresa en monocitos y 

macrófagos (Steel et al., 2012). La IL-15 muestra una actividad muy amplia, ya que 

induce la proliferación y diferenciación de células B, T y células asesinas naturales 

(NK), mejora la actividad citotóxica de células T CD8+, estimula la síntesis de 

inmunoglobulinas por parte de las células plasmáticas, induce maduración de 
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células dendríticas, no estimula a células inmunosupresoras como las T reguladoras 

(Tregs) (Steel et al., 2012). 

De manera general se han sugerido las dosis altas de IL-15 para lograr respuestas 

altas, sin embargo, la proteína en plasma tiene una vida media corta por lo que se 

ha intentado prolongar la vida terapéutica de esta, utilizando células de ingeniería 

para secretar IL-15 o la fusión de IL-15 a otro fragmento de proteína más grande 

como la fracción cristalizable (Fc) de la inmunoglobulina G (IgG) (Chen et al., 2015). 

Debido a las características anteriores, aumentando la participación de IL-15 se 

podría mejorar la inmunidad innata, la adaptativa y hacer frente a los tumores (Steel 

et al., 2012 y Chen et al., 2015). 

 

5.3. Inmunomoduladores de origen farmacológico 

⮚ Resveratrol (RSV) 

En los últimos años se ha documentado que el tratamiento con Resveratrol (RSV), 

en modelos murinos con enfermedades inflamatorias como la enfermedad de 

Crohn, caracterizada por un proceso inflamatorio crónico del tracto intestinal en el 

cual el sistema inmune deja de tolerar a las bacterias de la flora intestinal. El RSV 

demostrado tener potencial para la regulación negativa de mediadores pro-

inflamatorios, por ejemplo: IL-1β, IL-6, TNF-α, la proteína quimioatrayente de 

monocitos 1 (MCP-1), INF-ᵞ, el factor de transcripción nuclear kappa B (NF-кB), la 

ciclooxigenasa 2 (COX-2), la sintasa de óxido nítrico inducible (iNOS) y la 

prostaglandina E sintasa 1 (PGES-1), también marcadores de estrés oxidativo como 
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el óxido nítrico (NO) y vasoconstrictores como la angiotesina II y endotelina. Por otra 

parte, también se han hallado la regulación positiva de biomarcadores reducidos por 

la inflamación, como la proteína antioxidante superóxido dismutasa (SOD) y la IL-

10 (Park y Pezzuto, 2015 y Rahal et al., 2012). Estos hallazgos pueden tener 

aplicaciones terapéuticas en la enfermedad inflamatoria intestinal (Park y Pezzuto, 

2015).  

⮚ Esteriodes (glucocorticoides) 

Son fármacos derivados del cortisol o hidrocortisona que tienen efectos anti-

inflamatorios, antialérgicos e inmunosupresores (Serra et al., 2012). Inhiben la 

producción y secreción de citocinas pro-inflamatorias como la IL-1β, IL-2, IL-3, IL-5, 

IL-6, IL-8, IL-12, TNF-α, IFN-ᵞ y el GM-CSF debido a la interferencia que tienen los 

glucocorticoides sobre las cascadas de señalización y mecanismos genómicos. De 

manera aguda, los glucocorticoides suprimen las moléculas de adhesión 

endoteliales, inhibiendo la permeabilidad vascular después de un evento 

inflamatorio, evitando el reclutamiento de leucocitos (Serra et al., 2012 y Lin y Wang, 

2016). 

 

6. Loperamida. 

La Loperamida es un derivado de la fenilpiperidina con una estructura química muy 

similar a los agonistas de los receptores opiáceos. Es un agente antidiarreico 

ampliamente utilizado para el control y alivio sintomático de la diarrea aguda y 

crónica asociada con la enfermedad inflamatoria intestinal o gastroenteritis 
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(PubChem, 2017). La Loperamida tiene una alta afinidad por los receptores μ-

opioides (mu opioides) en la pared del intestino y por consecuencia inhibe la 

liberación de prostaglandinas y de acetilcolina, aumentando el tiempo de tránsito 

intestinal y por ende la absorción de líquidos. También inhibe los canales de calcio 

dependientes de voltaje (Hagiwara et. al., 2003). Por su alta afinidad a la pared 

intestinal y su rápido metabolismo, la Loperamida difícilmente alcanza la circulación 

sistémica (Inmodium, 2010), sin embargo, puede ocasionar algunos efectos 

secundarios como dolor abdominal, estreñimiento, fatiga, mareos, náusea y vómito. 

Los niños pueden ser más sensibles a los efectos adversos del fármaco en el 

sistema nervioso central (SNC)  que los adultos (PubChem, 2017). 

 

7. Posibles efectos adversos de los inmunomoduladores.  

Al actuar de manera crucial sobre el sistema inmunológico, todos los moduladores 

de distinto origen que regulan a la baja la expresión y función de componentes anti-

inflamatorios pueden aumentar el riesgo de infección, aunque de manera general 

las infecciones son leves y de poco riesgo también pueden ser graves, incluidas las 

causadas por agentes oportunistas (Bascones et. al., 2014). Los pacientes pueden 

perder los beneficios de un inmunomodulador y como consecuencia recibir una 

nueva terapia con otro medicamento con un mecanismo diferente para controlar su 

condición, esto causa un desequilibrio inmunológico (Carroll, 2010).  
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JUSTIFICACIÓN 

 

Mycobacterium tuberculosis es un microorganismo modelo de una infección por 

patógenos intracelulares que al infectar al humano genera un proceso inflamatorio 

que puede hacerse crónico. Actualmente, el control de la infección por este 

organismo se centra en antibióticos específicos y trae consigo un tratamiento 

prolongado y tóxico en algunos casos. Se ha sugerido el uso de 

inmunomoduladores para mejorar los esquemas terapéuticos, ya que de manera 

indirecta pueden controlar una infección activando efectos bactericidas en células 

del huésped como los macrófagos.  

 

Se ha reportado que la Loperamida induce efectos bactericidas en macrófagos 

humanos y murinos controla el crecimiento intracelular de Mycobacterium 

tuberculosis. Este fenómeno está asociado a la autofagia y no parece estar asociado 

a la producción de TNF-α como molécula activadora del macrófago humano en esta 

infección. Se desconoce la contribución real de la Loperamida en la modulación de 

la inflamación bajo este contexto de infección, o en algún otro padecimiento, por lo 

que el presente trabajo está enfocado a medir dicho proceso para determinar el uso 

potencial de la Loperamida como inmunomodulador.  
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HIPÓTESIS 

El tratamiento con Loperamida en macrófagos humanos infectados con 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv genera un microambiente de citocinas anti-

inflamatorias que regula a la baja la inflamación. 

 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar la expresión a nivel de RNA mensajero y de proteína, de citocinas pro y 

anti-inflamatorias en macrófagos humanos en un contexto de infección por 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv.  

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

❖ Evaluar la producción de IL-10, TNF-α GM-CSF, INFᵞ, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-

6, IL-8, IL-12p70 e IL-13 en sobrenadantes de cultivo celular de macrófagos 

humanos infectados con M. tuberculosis y tratados con Loperamida.  

❖ Medir la expresión génica (RNA mensajero) de IL-10, TNF-α, e IL-1β en 

macrófagos humanos infectados y tratados con Loperamida.  
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MATERIALY MÉTODOS 

Población de estudio y material biológico. 

Este estudio se realizó utilizando paquetes leucocitarios provenientes del Banco de 

Sangre del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio 

Villegas” (INER).  La población de estudio fueron mujeres y hombres de entre 18 y 

65 años considerados como sanos y que cumplieron los requisitos que excluyen 

factores de riesgo evaluados por el servicio de banco de sangre. 

 

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica. 

En tubos Falcon de 50 mL se colocaron 20 mL de sangre con 20 mL de medio RPMI-

1640 (Lonza, Walkersville, MD USA); suplementado previamente con 50 µg/mL de 

sulfato de gentamicina (Sigma-Aldrich)  y 200 mM de L-glutamina (Lonza) 

denominado RPMI G+G, y se agregaron 10 mL de solución separadora de linfocitos 

(Lonza) para separar las células mediante un gradiente de densidad, después los 

tubos se centrifugaron a 1200 rpm a temperatura ambiente en un periodo de 45 

minutos. Posterior a la centrifugación, con una pipeta de transferencia (BD Falcon) 

se tomó el anillo leucocitario que contenía las PBMC (células mononucleares de 

sangre periférica) y se colocó en un tubo nuevo, llevándolo a un volumen final de 50 

mL. Se centrifugó por tres ocasiones 10 minutos a 1500 rpm, temperatura ambiente 

para lavar las células. 
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Obtención de monocitos por perlas magnéticas (Miltenyi). 

 

A partir de las PBMC se realizó la separación de monocitos (MN) mediante una 

selección positiva de células CD14+ utilizando las microperlas magnéticas MACS 

(Miltenyi Biotec) de acuerdo a la metodología del fabricante. Las células CD14+ 

purificadas (MN) se centrifugaron a 1200 rpm a 4°C durante 15 minutos, se descartó 

el sobrenadante y se mezclaron para resuspenderlas en 5 mL de medio RPMI G+G 

suplementado con 10% de suero humano estéril descomplementado y filtrado 

(Valley Biomedical Inc.), en adelante mencionado sólo como “medio”. 

Posteriormente se contaron los MN con uso de la cámara de Neubauer utilizando 

una dilución 1:1 con azul de tripano (Gibco); con el cual también se determinó la 

viabilidad celular, que en promedio en los experimentos fue mayor al 99%. 

Adicionalmente la pureza de los MN se determinó por citometría de flujo realizando 

una tinción de superficie con anti-CD14-PE-Texas Red (Invitrogen) y analizando las 

células individuales de acuerdo a su tamaño y granularidad, en la región de células 

vivas utilizando una sonda de viabilidad cercana al infra-rojo (Near Infra-red, de Life 

Technologies) y utilizando como control células sin tinción. Las células CD14+ 

fueron el 97.78 ± 2.12 % (media ± SD). 

 

Diferenciación de monocitos a macrófagos.  

Los MN se ajustaron a 1x10⁶ células/mL y se sembraron por duplicado a razón de 

un millón de células por pozo en placas de ultra baja adherencia de 24 pozos 

(Costar). Las células se incubaron por siete días a 37 °C con atmósfera húmeda y 
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CO2  al 5%, realizando cambio de medio cada tercer día para remover las células 

no adherentes. Al día 7 la mayoría de los MN mostraron que eran morfológicamente 

macrófagos y se les denominó macrógos derivados de monocitos (MDM). De estos, 

solo el 48.8 ± 17.66 % (media ± SD) fueron CD14+, determinado por citometría de 

flujo, indicando la diferenciación a macrófagos (pierden el marcador cuando se 

diferencian). Se incluyó una tinción con anti-CD3-FITC para establecer el remanente 

de linfocitos T posterior a la diferenciación de macrófagos; el 2.3 ± 1.58% de las 

células al día 7 fueron linfocitos CD3+. 

 

Preparación de Mycobacterium tuberculosis H37Rv para la infección in vitro. 

Se utilizó la cepa virulenta H37Rv de Mycobacterium tuberculosis (ATCC#25618). 

Fue crecida en medio líquido 7H9 (Difco) suplementado con 2% de glicerol (Merck) 

y 10% de OADC (ácido oleico, albúmina, dextrosa y catalasa) (Becton Dickinson, 

BD). Se mantuvo en incubación por agitación orbital a 37°C durante 21 días y se 

cosechó en tubos de 50 mL mediante centrifugación a 3000 rpm, 18°C durante 30 

minutos. Las bacterias fueron resuspendidas en medio 7H9, alicuotadas en 

volúmenes de 1 mL y congeladas a -80°C hasta su uso.  

Para su uso, se disgregaron las bacterias de una alícuota (1x109 bacterias/mL) 

durante 5 minutos con perlas estériles de cristal de 3 mm de diámetro para la 

obtención de bacilos individuales, se centrifugaron a 800 rpm por 5 minutos, se 

recolectó el sobrenadante con bacilos individuales, se centrifugó a 2000 rpm a 

temperatura ambiente y el botón celular se resuspendió en medio RPMI con 30% 
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de suero humano descomplementado (medio infectante) con el volumen a razón de 

1x107 bacterias/mL  

 

Infección in vitro de MDMs y tratamiento con Loperamida. 

Los MDMs se infectaron con M. tuberculosis H37Rv a una multiplicidad de infección 

(MOI) de 5 a 1 (5:1; bacteria:macrófago) en medio infectante durante 1 hora en 

atmósfera húmeda con 5% de CO2. Para eliminar las bacterias no fagocitadas se 

realizaron 3 lavados con medio y finalmente se agregó medio fresco. Se trataron los 

MDMs infectados con Loperamida (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA) a una 

concentración de 3 μM (la concentración se definió utilizando ensayos piloto donde 

no se observó una disminución significativa de la viabilidad celular, datos no 

mostrados) o se estimularon con 100 ng/mL de LPS de E. coli (Sigma-Aldrich St. 

Louis, MO, USA), el cual se utilizó como control positivo inductor de la producción 

de citocinas pro-inflamatorias. Los MDMs infectados se incubaron durante 24 horas 

adicionales con los estímulos en las mismas condiciones. Para efectos de 

comparación se aplicaron los mismos tratamientos a células no infectadas. 

 

Obtención de sobrenadantes y lisados de macrófagos. 

Los sobrenadantes de cultivo celular se tomaron de la placa de cultivo y se 

transfirieron a tubos eppendorf de 1.2 mL y se almacenaron a -20°C hasta su uso, 

mientras que a los MDMs infectados se añadieron 350 µL de buffer de lisis RLT 
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(Qiagen) a cada pozo de la placa de cultivo y por pipeteo se lisaron las células para 

posteriormente almacenar dichos lisados en tubos de 1.2 mL a -20°C hasta su uso.  

 

Purificación de RNA total. 

Para esta metodología se utilizó el RNeasy Mini Kit (Qiagen) y se siguieron las 

instrucciones del fabricante brevemente descritas a continuación.  

Se colocó un volumen de 350 µL de etanol (preparado al 70%) al lisado celular y se 

mezcló suavemente por pipeteo para transferir 700 µL de esta muestra a una 

columna de micro-centrifugación con tubo de procesado, se centrifugó por 30 

segundos a 12,000 rpm y se eliminó el eluido presente en el tubo de procesado para 

utilizarlo nuevamente. Se lavó la columna con 350 µL de la solución RW1 y se 

centrifugó la muestra por 30 segundos a 12,000 rpm volviendo a eliminar el eluido. 

Para remover el DNA genómico se agregó 80 µL de DNAsa I en la membrana de la 

columna dejando la reacción 15 minutos a temperatura ambiente. Se lavó 

nuevamente la columna con 350 µL de solución RW1 y se centrifugó 20 segundos 

a 12,000 rpm eliminando el eluido presente en el tubo. Se agregaron 500 µL de 

tampón RPE en la columna y se centrifugó 30 segundos a 12,000 rpm eliminando 

el eluido. Nuevamente se agregó 500 µL de tampón RPE a la columna y se 

centrifugó durante 2 minutos a 12,000 rpm. Se transfirió la columna a un tubo nuevo 

de 1.5 mL y se agregaron 20 µL de agua libre de RNAsas (agua DEPC) en la 

membrana de la columna y se centrifugó 1 minuto a 8,000 rpm para eluir el RNA. 
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Las muestras se almacenaron a -20 °C en agua DEPC para evitar la degradación 

de estas. 

 

Síntesis de DNA complementario a partir de RNA. 

Se utilizó el kit Superscript II (Invitrogen, Carlsbad, CA). En tubos de 0.2 mL se 

colocaron 4 µL de una mezcla de random hexámeros junto con 16 µL de RNA 

problema y se incubaron por 15 minutos a 65°C en un termociclador BioRad e 

inmediatamente se pasó a 4°C por 3 minutos, 5 segundos antes de finalizar el 

periodo a 4°C se pausó el equipo para agregar 18 µL de una mezcla de reacción 

(10x RT buffer, 25mM MgCl₂, 0.1 DTT y RNAsa OUT) a cada tubo y se incubó a 

temperatura ambiente por 2 minutos, posteriormente se agregaron 2 µL de la 

enzima SuperScript II RT (50 U/µL) y se concentró manualmente la muestra al fondo 

de cada tubo. Se quitó la pausa del equipo y los tubos pasaron por las siguientes 

etapas: 10 minutos a 25°C, 50 minutos a 42°C, 15 minutos a 72°C y 4 minutos a 

4°C. Se sacaron los tubos del equipo y se añadieron 2 µL de RNase H a cada tubo 

y se volvió a incubar durante 20 minutos a 37°C.  Finalmente se sacaron los tubos 

con cDNA del termociclador y se almacenaron a -20°C hasta su utilización.  

 

Expresión génica por PCR en tiempo real (qPCR). 

La expresión cuantitativa de los genes para TNF-α (Hs00174128_n1), IL-1β 

(Hs01555410_n1) e IL-10 (Hs00961622_n1) marcados con FAM se realizó 

utilizando la técnica de PCR en tiempo real con los juegos de sondas y primers 
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Taqman comerciales (Applied Biosystems, Foster City, CA), utilizando como gen de 

referencia endógeno el 18S RNA marcado con VIC.   

Se preparó una dilución 1:5 de cDNA con agua libre de RNAsas y DNAsas por 

muestra.  

En tubo eppendorf se realizó una mezcla de reacción que contenía 10 µL de 

Universal Master Mix (esta mezcla contenía DNA polimerasa de Thermus aquaticus, 

MgCl₂ y los desoxirribonucleósidos-trifosfato dTTP, dATP, dCTP y dGTP) (Applied 

Biosystems, Foster City, CA), la mezcla de sonda-primers (ensayo) Taqman del gen 

de interés (1 µL), el ensayo 18S RNA (1 µL) y el cDNA diluido (10 µL). Se colocaron 

20 µL de la mezcla en un pozo por duplicado en una placa de 96 pozos cubriéndola 

con su respectiva membrana óptica y la amplificación se realizó en el equipo Step 

One Plus (Applied Biosystems) con un protocolo diseñado por el fabricante que 

consistía en 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C para activar la Taq polimerasa y 

40 repeticiones de 10 segundos a 95°C para alinear en DNA y 1 minuto a 60°C para 

elongar el DNA.  

La expresión correspondiente a cada gen de interés se normalizó con la expresión 

del gen endógeno 18S RNA y la cuantificación relativa de la expresión génica se 

calculó utilizando el método ΔΔCt, que consiste en hacer el cálculo de valores de 

expresión relativa como diferencias entre la muestra problema y un calibrador cuyo 

valor se ajusta a 1 (indicado en el pie de figura donde se muestran los resultados). 

Cualquier resultado mayor a 1 significa aumento en la expresión génica y cualquier 

resultado menor a 1 significa disminución de la expresión génica. Se utilizó como 

condición de calibración los MDMs infectados, sin tratamiento.  
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Cuantificación de TNF-α por ELISA.  

A partir de sobrenadantes de cultivo celular previamente almacenados se procedió 

a realizar la siguiente técnica: 

Se diluyó el anticuerpo de captura anti-TNF-α humano (Pharmingen) en PBS 

(Lonza) y se colocaron 50 µL a cada pozo de la placa de ELISA fondo plano de 96 

pozos (Nunc), se cubrió con parafilm y se incubó a 4°C toda la noche para su 

posterior utilización.  

Se desechó la solución de anticuerpo y se lavó 3 veces con solución de lavado (PBS 

0.01M, pH 7.2; Tween20 al 0.05%). Se agregaron 100 µL por pozo de Superblock 

(Thermo), la placa se cubrió con parafilm y se incubó a 37°C durante 30 minutos. 

Se lavó la placa 3 veces con solución de lavado, se adicionaron 50 µL por pozo de 

cada una de las muestras, estándares de la curva y blancos por duplicado, se cubrió 

la placa con parafilm y se incubó a 37°C durante 2 horas.  

Nuevamente se lavó la placa 3 veces con solución de lavado y se colocó el 

anticuerpo secundario anti-TNF-α conjugado a biotina (Pharmingen) diluido en 

solución de dilución de anticuerpos (PBS 0.01M, pH 7.2, Tween20 al 0.05% y BSA 

2%), se adicionaron 50 µL por pozo, se cubrió la placa con parafilm y se incubó a 

temperatura ambiente por 45 minutos.  

La placa se lavó 6 veces con solución de lavado y se secó. Se adicionó la enzima 

estreptavidina-fosfatasa-alcalina EAF (Jackson Immunoresearch) diluida en 
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solución de dilución de anticuerpos, se colocaron 50 µL en cada pozo de la placa, 

se cubrió con parafilm y se incubó a temperatura ambiente durante 30 minutos.  

Nuevamente se lavó la placa 6 veces con solución de lavado y se agregaron 50 µL 

en cada pozo de sustrato de fosfatasa p-nitrofenil fosfato (Sigma, St. Louis, MO), 

disuelta en una solución de dietanolamina (Sigma, St. Louis, MO), se cubrió la placa 

de la luz y se dejó desarrollar el color a temperatura ambiente por aproximadamente 

20 minutos. 

Finalmente se paró la reacción con 50 µL por pozo de NaOH 1M (Merck) y se leyó 

la placa a 405 nm usando un lector de microplacas (Multiskan Ascent, Thermo 

Electron Corporation). Se calculó la ecuación de la recta y se interpolaron los valores 

de absorbancia de las muestras en la curva de referencia. Los resultados se 

mostraron en picogramos por mL (pg/mL).  

 

Cuantificación de IL-10 por ELISA.  

Se diluyó el anticuerpo de captura (Peprotech) en PBS (Lonza) y se colocó a razón 

de 50 µL por pozo en la placa de ELISA fondo plano de 96 pozos (Nunc), se cubrió 

con Parafilm y se dejó incubar a temperatura ambiente durante 24 horas. Se aspiró 

y se lavó 3 veces cada pozo con 150 µL de solución de lavado (PBS 0.01M, pH 7.2; 

Tween20 al 0.05%), a continuación, se adicionaron 150 µL de buffer de bloqueo 

Superblock (Thermo) por pozo, se cubrió la placa con parafilm y se dejó incubar 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavó la placa 4 veces con solución de 

lavado, se adicionaron 100 µL del estándar de la curva de calibración y de las 
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muestras a cada pozo por duplicado y se dejó incubar a 37 °C durante 2 horas. La 

placa se lavó 3 veces con solución de lavado y se adicionó a cada pozo 100 µL de 

anticuerpo de detección (Peprotech) (anti-IL10-biotina) diluido en solución de 

dilución de anticuerpos (PBS 0.01M, pH 7.2, Tween20 al 0.05% y BSA 2%) 

cubriendo la placa con parafilm e incubando 2 horas a temperatura ambiente. Se 

lavó la placa 3 veces y se adicionaron 50 µL por pozo del conjugado estreptavidina-

peroxidasa (R&D), se cubrió la placa con parafilm y se dejó incubar durante 30 

minutos a temperatura ambiente. La placa se lavó 5 veces con solución de lavado 

y se le adicionó a cada pozo 100 µL de sustrato tetramethylbenzidine líquida 

(Sigma), se protegió la placa de la luz durante 15 minutos y se paró la reacción con 

50 µL por pozo de ácido sulfúrico (H2SO4 1M). 

Finalmente se procedió a leer la absorbancia de la placa a 450 nm, posteriormente 

a 540 nm, usando un lector de microplacas (Multiskan Ascent, Thermo Electron 

Corporation) y se restó este valor al primero para corregir imperfecciones plásticas 

de la placa. Se calculó la ecuación de la recta y se interpolaron los valores de 

absorbancia de las muestras en la curva de referencia.  

 

Determinación de citocinas múltiple (Luminex). 

Las citocinas GMC-SF, INFᵞ, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12p70 e IL-13 se 

cuantificaron utilizando kits comerciales de detección de citocinas humanas Bio-

Plex (Bio-Rad, Hercules, CA, US), diseñado para el usuario, con la tecnología 

Luminex siguiendo la metodología del fabricante. Los ensayos se realizaron usando 
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la estación de lavado Bio-Plex Pro II con soporte de placa magnética para minimizar 

variaciones.  

 

Análisis estadístico 

Para comparaciones entre tratamientos se realizó una ANOVA de Friedman, cuando 

la F fue significativa (p<0.05) se realizó la prueba de Dunn para comparaciones 

múltiples. Cuando p<0.05 se consideró como significativo. El análisis se realizó 

utilizando el software GraphPad Prism (versión 6). 
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RESULTADOS  

Efecto de la Loperamida sobre la producción y expresión de citocinas pro-

inflamatorias. 

Informes anteriores (Juárez et al., 2016) mostraron que MDMs infectados con Mtb 

H37Rv y tratados con Loperamida mejoraron su actividad bactericida a través de la 

autofagia, reduciendo de manera significativa el crecimiento intracelular de la 

micobacteria; sin embargo, no estaba claro si se modulaba el microambiente de 

citocinas. El propósito de esta investigación fue conocer si los MDMs infectados con 

Mtb y tratados con Loperamida in vitro mostraban la modulación en la expresión de 

citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, a nivel de mensajero y de proteína, 

en comparación con sólo la infección.  

Observamos que la infección por Mtb induce la producción de IL1-β y TNF-α, tanto 

a nivel de proteína como de mensajero, Fig. 5. Al tratar las células infectadas con 

Loperamida se observó un incremento en los niveles de IL-1β (mediana = 115.6 

pg/mL, rango = 1 - 334 pg/mL), aunque el cambio no fue significativo, y la expresión 

génica de IL1-β mostró un aumento significativo (*p<0.05, rango = 0.01 - 61.12 veces 

respecto al control), Fig. 5A. En contraste, la producción de TNF-α se redujo 

significativamente en las células infectadas y tratadas con Loperamida, a nivel de 

proteína (*p<0.05, mediana = 186.3 pg/mL, rango = 76.91 - 620.2 pg/mL), aunque 

no hubo cambio en la expresión génica del TNF-α, Fig. 5B. 

Para descartar que la infección causara por sí misma un efecto de tolerancia, 

incluimos la estimulación con LPS. Observamos que la adición de LPS incrementa 
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significativamente la expresión de IL1-β y TNF-α en los macrófagos infectados, tanto 

a nivel de proteína como de mensajero, Fig. 5, por lo que el efecto de la Loperamida 

se puede considerar exclusivo de este fármaco. 

Respecto a otras citocinas proinflamatorias, observamos que la infección por Mtb 

induce significativamente la producción de IL-8 (mediana = 63,390 pg/mL, rango = 

3,649 - 163,175 pg/mL), y el tratamiento con Loperamida o con LPS no modifica 

esta expresión, Fig. 6A. También encontramos que no hubo cambios relevantes en 

la producción de IL12-p70 en ninguna de las condiciones experimentales 

estudiadas, Fig. 6B. En cuanto a la producción del GMC-SF, encontramos que tanto 

la Loperamida (mediana = 25.01 pg/mL, rango = 5.87 - 69.01 pg/mL) como el LPS 

(mediana = 46.53 pg/mL, rango = 18.57 - 76.6 pg/mL) inducen un aumento 

significativo en células infectadas (*p<0.05 para ambos casos), Fig. 6C. 
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Figura 5. La loperamida regula la producción y transcripción de mediadores 

proinflamatorios. Las células fueron infectadas con M. tuberculosis H37Rv con una MOI 

de 5 durante 1 h, después las células se trataron con loperamida 3 μM durante 24 h y se 

obtuvieron los lisados y sobrenadantes. La detección de proteínas se realizó en 

sobrenadantes de cultivo por la técnica de Luminex para (A) IL-1β (n=6, ▼▼p<0.05 vs 

medio) y por ELISA para (B) TNF-α (n=10, *p<0.05), la expresión génica relativa en lisados 

de cultivo celular se realizó por PCR en tiempo real (qPCR), n=12 y *p<0.05 para ambos 

casos A y B. La línea horizontal muestra la mediana. 
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Figura 6. La loperamida modula la producción de GM-CSF. Las células fueron 

infectadas con M. tuberculosis H37Rv a una MOI de 5 durante 1 h, posteriormente tratadas 

con loperamida 3 μM durante 24 h y se obtuvieron sobrenadantes para la detección de 

proteínas por la técnica de Luminex. Se muestran los datos para (A) IL-8 (n=8), (B) IL-12 

(n=6) y (C) GM-CSF (n=8); ▼p<0.05, ▼▼p<0.01 vs medio; *p<0.05 entre los pares 

seleccionados. La línea horizontal muestra la mediana. 
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Efecto de la Loperamida sobre la producción de citocinas anti-inflamatorias. 

Además de los cambios en citocinas proinflamatorias también observamos 

diferencias en moduladores anti-inflamatorios bajo el mismo contexto de infección y 

tratamiento. La IL-10 mostró cambios significativos en el tratamiento con 

Loperamida en ambos niveles de expresión, tanto para nivel de proteína (*p<0.05, 

mediana = 146.45 pg/mL, rango = 6.79 - 650.3 pg/mL) como para mensajero 

(*p<0.05, rango 0.1046 – 20.25 veces el control) en comparación con la infección 

sin tratamiento; regulando al alza este mediador, Fig. 7. 

 

 

Figura 7. La loperamida modula la expresión de IL10 tanto a nivel de proteína como 

de mensajero. Los macrófagos fueron infectados con M. tuberculosis H37Rv con una MOI 

de 5 durante 1 hora, después las células se trataron con loperamida 3 μM durante 24 horas 

y se obtuvieron los lisados y sobrenadantes. La cuantificación de proteína se realizó por 

ELISA (n=14), y la relativa al gen control por qPCR (n=12), *p<0.05, ▼▼p<0.01 vs medio. 

La línea horizontal muestra la mediana. 
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La IL-13 no mostró cambios con los diferentes tratamientos, Fig. 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Inducción de IL-13 en MDM infectados y tratados. Las células fueron 

infectadas con M. tuberculosis H37Rv a una MOI de 5 durante 1 hora, posteriormente 

tratadas con loperamida 3 μM durante 24 horas y se obtuvieron sobrenadantes para medir 

la IL-13 mediante Luminex (n=6), no se observó diferencia significativa. La línea horizontal 

muestra la mediana. 

 

Modulación de citocinas por la Loperamida en células no infectadas. 

Debido a que la producción de TNF-α se redujo de manera significativa y la de IL-

10 se aumentó significativamente, evaluamos si la Loperamida tenía la capacidad 

de modular estas citocinas o el efecto dependía de la infección por sí sola, para esto 

incluimos un experimento sin infección (Medio, Loperamida y LPS), Fig. 9. El LPS 

indujo la producción de ambas citocinas, el TNF-α no aumentó con la Loperamida 
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Fig. 9A., y la IL-10 aumentó significativamente respecto al Medio, Fig. 9B., por lo 

que se puede atribuir este efecto a la Loperamida y no a la infección con Mtb. 

 

Figura 9. Controles del experimento (Medio, Loperamida y LPS). Células no infectadas 

y tratadas con Loperamida y LPS, para ambos casos (A y B). La loperamida no tuvo efecto 

para el TNF-α (n=10) pero sí para la IL-10 (n=14), ▼p<0.05. La línea horizontal muestra la 

mediana. 

 

Efecto de la Loperamida sobre citocinas producidas por linfocitos. 

Dentro de nuestros experimentos obtuvimos un porcentaje pequeño de linfocitos en 

nuestros cultivos, Fig. 10 A., por lo tanto, decidimos medir citocinas de origen 

linfocitario para observar si la Loperamida tenía la capacidad de inducir la 

producción de estas. La infección junto con LPS provocó un aumento significativo 

de casi todas las citocinas en cuestión, comparado con el Medio.  Las citocinas de 

origen linfocitario cuya producción aumentó significativamente después del 

tratamiento con Loperamida fueron IL-2, IL-4 e IFN-γ en comparación con las células 

sin tratamiento; la producción de IL-5 no se modificó, Fig. 10 B-E.  
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Figura 10. Pureza de MDM y producción de citocinas de origen linfocitario. Mediante 

citometría de flujo se pudo determinar que cerca del 2% de las células presentes en el 

cultivo eran linfocitos (A). Las células fueron infectadas con M. tuberculosis H37Rv a una 

MOI de 5 durante 1 hora, posteriormente tratadas con loperamida 3 μM durante 24 horas y 

se obtuvieron sobrenadantes para la detección de proteínas por la técnica de Luminex. Se 

muestran los datos para (B) IL-2 (n=14), (C) IL-4 (n=14), (D) IL-5 (n=6) y (E) INF-ᵞ (n=14); 

▼p<0.05, ▼▼p<0.01 vs medio; *p<0.05 entre los pares de muestras seleccionadas. La 

línea horizontal muestra la mediana. 
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DISCUSIÓN 

La necesidad de nuevos fármacos para mejorar esquemas terapéuticos demanda 

de los esfuerzos de los investigadores. Conseguirlo es muy complicado porque 

caracterizar la información de seguridad para humanos, la farmacocinética y la 

dosificación requiere de grandes inversiones económicas y mucho tiempo de 

ejecución (Cha et al., 2017); por lo tanto, encontrar nuevos usos para fármacos ya 

existentes y aprobados para consumo humano es una posible solución. El propósito 

de este estudio fue evaluar la capacidad de la Loperamida, un fármaco ya aprobado 

para su uso en humanos, para regular el microambiente de citocinas bajo un 

contexto de infección por Mycobacterium tuberculosis. Estudios previos publicados 

por Juárez et al., (2016) demuestran que este compuesto induce actividad 

bactericida y antimicrobiana in vitro en macrófagos alveolares humanos y murinos 

además de MDM´s humanos, sin embargo, no se conocía el posible efecto de este 

fármaco sobre la regulación de la inflamación a través de los principales mediadores 

secretados por macrófagos.  

Las citocinas proinflamatorias juegan un papel muy importante en las enfermedades 

infecciosas causadas por patógenos intracelulares, tal es el caso de la tuberculosis 

en humanos, enfermedad causada por el bacilo Mycobacterium tuberculosis, donde 

una respuesta mediada por IL-1β e IFN-ᵞ proporciona un ambiente antimicrobiano e 

inmunológico local (Reuschl et al., 2017). Como bien se mencionó anteriormente, 

no se había reportado el papel que tenía la Loperamida en la regulación de la 

inflamación y bajo este contexto decidimos medir los principales mediadores 



 49 

 

proinflamatorios en macrófagos. Observamos que la IL-1β tiene una tendencia al 

alza, que probablemente se logre ver con un incremento en el número de individuos, 

sin embargo, a nivel genético se aprecia una tendencia al alza que es significativa. 

El TNF-α se redujo de manera significativa en respuesta al tratamiento con 

loperamida, lo que sugiere que la inflamación se ve regulada a la baja.  

La reducción de la producción de TNF-α generalmente representa una disminución 

en la capacidad de activación del macrófago, así como en la capacidad de atraer 

más células al sitio de infección (Philana et al., 2007, Olsen et al., 2016) pero la 

inducción de IL-1β indica que la capacidad bactericida no está disminuida pues esta 

citocina es necesaria para la eliminación de Mtb (Bourigault et al, 2013). Además, 

la Loperamida indujo la producción de GM-CSF que actúa como activador de 

macrófagos y los diferencia hacia el fenotipo M1, que tienen actividad bactericida 

(Rothchild et al., 2017, Bryson et al., 2019). Es posible que la IL-10 sea el 

mecanismo por el cual se regula la producción de TNF-α, pero no es perjudicial en 

este sistema, pues el contexto general no es de inmunosupresión. 

No se sabe si Loperamida tiene algún efecto sobre linfocitos, es probable que sí, 

puesto que las citocinas de activación de linfocitos IL-2 e IL-4 se indujeron 

(Bergström et al., 2013), las cantidades fueron bajas probablemente porque la 

proporción de linfocitos era baja, pero aun así fue significativa, una causa probable 

de este fenómeno es la activación de los receptores mu de los opioides en linfocitos 

(Bidlack et. al., 2006), por lo que en un futuro será necesario caracterizar las 

funciones linfocitarias que se modulan por efecto de la Loperamida.  
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Las citocinas importantes para la actividad inmune que controlan la infección por M. 

tuberculosis son IL-1β, TNF-α, IL-2 IL-10, IL12, IL-17 e IFN-γ (Sia J. K., y Rengarajan 

J., 2019, Flynn et al., 2015). El hecho de que Loperamida indujo la mayoría de estas 

significa que se puede modular el microambiente de citocinas a favor del hospedero. 

 

CONCLUSIÓN 

La Loperamida tiene actividad inmunomoduladora en macrófagos infectados con la 

cepa virulenta H37Rv de Mycobacterium tuberculosis, que principalmente consiste 

en generar un ambiente anti-inflamatorio, sin que haya pérdida de la respuesta 

protectora. Estos hallazgos tienen importancia en futuras aplicaciones clínicas en 

las que la modulación de la inflamación sea una necesidad. 
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