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Resumen 

 

Antecedentes: La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una afección inflamatoria de bajo grado con 

anomalías en la respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T y macrófagos. El reposicionamiento de 

fármacos para moléculas inmunomoduladoras es una propuesta atractiva para el tratamiento de la 

DM2. La nitazoxanida (NTZ) es un fármaco de amplio espectro con efectos inmunomoduladores 

prometedores. Por lo tanto, investigamos el efecto inmunomodulador y antiinflamatorio de NTZen 

células mononucleares de sangre periférica (CMN) de pacientes con DM2.  

 

Materiales y métodos: Se seleccionaron 50 pacientes con DM2, y se evaluó la respuesta 

proliferativa de linfocitos T y la relación M1/M2 de macrófagos post cultivo celular por citometría de 

flujo, además de medir la concentración de citocinas por ELISA y la expresión relativa de microRNAs 

(miRNAs) relacionados con la respuesta inmune por PCR en tiempo real. 

 

Resultados: NTZejerce un efecto inhibitorio sobre la proliferación celular de linfocitos T estimulados 

con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 sin modificar la viabilidad celular, y descensos significativos en 

las concentraciones sobrenadantes de interleucina (IL)-1β, IL-2, IL-6, IL-10 e IL-12. Además, NTZ 

regula negativamente la expresión relativa de miR-155-5p sin cambios en miR-146a-5p. La relación 

M1/M2 de monocitos/macrófagos disminuyó la subpoblación M1 y aumentó la subpoblación M2 por 

efecto de NTZ. 

 

Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que NTZejerce efectos inmunomoduladoresen CMN de 

pacientes con DM2, mostrando potenciales beneficios terapéuticos antiinflamatorios que podrían 

mejorar el estado de la enfermedad; estos hallazgos, junto con el amplío historial de seguridad del 

fármaco y la actual necesidad de tratamientos coadyuvantes, hacen relevante esta investigación para 

el futuro reposicionamiento farmacológico de NTZ. 

 

 

 

 

Palabras clave: inmunomodulación; nitazoxanida; inflamación; DM2; miRNA. 
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Abstract 

 

Background: Type 2 diabetes (T2D) is a low-grade inflammatory condition with abnormalities in the 

immune response mediated by T lymphocytes and macrophages. Drug repositioning for 

immunomodulatory molecules is an attractive proposal for treating T2D. Nitazoxanide (NTZ) is a 

broad-spectrum drug with promising immunomodulatory effects. Thus, we investigated the 

immunomodulatory and antiinflammatory effect of NTZ on peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) from patients with T2D.  

 

Methods: Fifty patients with T2D were selected, and the proliferative response of T lymphocytes and 

the M1/M2 ratio of macrophages post cell culture were evaluated by flow cytometry, as well as 

measuring the concentration of cytokines by ELISA and the relative expression of microRNAs 

(miRNAs) related to the immune response by real-time PCR. 

 

Results: NTZexerts an inhibitory effect on the cell proliferation of T lymphocytes stimulated with anti-

CD3 and anti-CD28 antibodies without modifying cell viability, and significant decreases in the 

supernatant concentrations of interleukin (IL)-1β, IL-2, IL-6, IL-10, and IL-12. Furthermore, NTZ 

negatively regulates the relative expression of miR-155-5p without changes in miR-146a-5p. The 

M1/M2 ratio of monocytes/macrophages decreased the M1 and increased the M2 subpopulation by 

NTZ.  

 

Conclusions: Our results suggest that NTZ exerts immunomodulatory effects on CMN of patients 

with DM2, showing potential anti-inflammatory therapeutic benefits that could improve the state of the 

disease; These investigations, together with the long history of safety of the drug and the current need 

for adjuvant treatments, make this investigation relevant for the future pharmacological repositioning of 

NTZ. 

 

 

 

 

Keywords: immunomodulation; nitazoxanide; inflammation; T2D; miRNAs 
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Introducción 

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un trastorno inflamatorio crónico degenerativo 

caracterizado por disfunción de la insulina e hiperglucemia crónica [1]. En 2021, la Federación 

Internacional de Diabetes (FID) reportó 463 millones de personas con diabetes en todo el mundo, con 

una prevalencia superior al 9%, de los cuales 1 de cada 2 casos aún no habían sido diagnosticados, y 

se proyecta que habrá 700 millones de casos en 2045[2]. La DM2 representa el 90% de todos los 

casos de diabetes, y su control inadecuado conduce a enfermedades cardiovasculares, insuficiencia 

renal, neuropatía y amputación de miembros inferiores, lo que resulta en hospitalizaciones frecuentes 

y muerte prematura [3]. Aunque existen muchas estrategias farmacológicas para tratar la DM2, 

todavía se necesitan abordar nuevos blancos terapéuticos y alternativas farmacológicas. La 

inflamación sistémica crónica se reconoce como un factor causante de la patogenia de la DM2[4], 

produciendo anomalías en la respuesta inmunitaria [5], como la proliferación y activación de linfocitos 

T y macrófagos; deterioro funcional de los linfocitos B y las células asesinas naturales; y disminución 

de la quimiotaxis, la fagocitosis y la opsonización [6]. La activación de las células T desempeña un 

papel en la promoción y el mantenimiento de los procesos inflamatorios [7]. Se ha informado que la 

hiperglucemia crónica desregula la función de las células T [8], lo que resulta en una pérdida 

significativa del mecanismo regulador natural mediado por las células T reguladoras (Treg) en la 

DM2, lo que exacerba aún más la activación y la inflamación de las células T [9]. Además, un 

aumento de las citocinas proinflamatorias se asocia con un control glucémico deficiente y 

complicaciones de la enfermedad [10]. Es ampliamente aceptado que la activación de los macrófagos 

se ve afectada por las células T [11]. Se ha informado que los pacientes con DM2 tienen un aumento 

significativo de macrófagos proinflamatorios M1 y una disminución de macrófagos antiinflamatorios 

M2 [12,13]. Los macrófagos M1 inducen un estado inflamatorio y de resistencia a la insulina (RI) a 

través de la inhibición de la señalización de la insulina, producida indirectamente por el factor de 

necrosis tumoral alfa (TNF-α), interleucina 6(IL-6) e interleucina 1 beta (IL-1β)[14,15], mientras que 

los macrófagos M2 protegen contra la resistencia a la insulinapor un mecanismo dependiente de 

interleucina 10 (IL-10)[16]. Las citocinas secretadas por las células inmunitarias son los reguladores 

dominantes de la inflamación patológica en la DM2; por lo tanto, la señalización de macrófagos 

también afecta la polarización del sistema inmunitario adaptativo para mantener una respuesta 

crónica de células T [17]. Recientemente, los microRNAs (miRNAs o miR) han sido reconocidos como 

reguladores clave de la respuesta inmunitaria, es decir, las células del sistema inmunitario expresan 

más de 1000 miRNAs diferentes [18], que juntos influyen en las vías que controlan el desarrollo 

celular y la función de las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas, que regulan las respuestas 

celulares al dirigirse a múltiples componentes de una vía biológica [19,20]. El microRNA155p (miR-

155-5p) y el microRNA 146a-5p(miR-146a-5p) están regulados transcripcionalmente por el factor 
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nuclear kappa B (NF-κB) y tienen múltiples funciones. Se ha demostrado que la expresión de miR-

155-5p es esencial para el desarrollo y la función de las células T y los macrófagos, mejorando la 

respuesta inflamatoria, mientras que miR-146a-5p funciona como un regulador antiinflamatorio en 

varios tipos de células inmunitarias, suprimiendo el proceso inflamatorio. Estos miRNAs forman una 

red reguladora única para garantizar respuestas inflamatorias precisas al regular la actividad de NF-

κB, esencial para controlar el crecimiento, la proliferación y la diferenciación celular, así como la 

síntesis de citocinas, mientras que su desregulación conduce al desarrollo de inflamación crónica. en 

DM2 [21,22]. Debido a las altas tasas de falla, los costos elevados y la lentitud en el descubrimiento y 

desarrollo de nuevos medicamentos, el reposicionamiento de los medicamentos existentes es una 

propuesta atractiva que implica el uso de compuestos libres de riesgo, con menores costos generales 

de desarrollo y plazos de entrega más cortos para el tratamiento de diversos tipos de 

enfermedades[23]. La nitazoxanida (NTZ) es un fármaco de tipo tiazolida sintetizado por amidación a 

partir del ácido cloruro acetilsalicílico y 2-amino-5-nitrotiazol con un amplio espectro de efectos 

antiinfecciosos que modulan notablemente la supervivencia, el crecimiento y la proliferación de una 

variedad de bacterias extracelulares y protozoos intracelulares, helmintos, bacterias anaeróbicas y 

microaerófilas, así como virus [24–26]. La NTZ es hidrolizada rápidamente por las esterasas 

presentes en el plasma a un metabolito activo, es decir, tizoxanida a través de la desacetilación. La 

tizoxanida (TZD) es una molécula muy polar con baja permeabilidad celular, razón por la cual se 

administra NTZ como profármaco [27]. Además, algunos estudios han informado que NTZ tiene 

funciones inmunomoduladoras prominentes, ejerciendo efectos inhibitorios en la producción de IL-6 

por células RAW264.7 y macrófagos peritoneales estimulados por lipopolisacáridos (LPS) , lo que 

indica su papel regulador a nivel transcripcional [28]. Anteriormente, NTZ se propuso como un 

agonista de los receptores activados por proliferadores de peroxisomas gamma (PPAR-γ)[29], así 

como un inhibidor de citocinas, enfatizando su papel potencial contra la "tormenta de citocinas" en la 

enfermedad por coronavirus SARS-COV-2 (COVID-19)[30]. Por lo tanto, se deben desarrollar nuevos 

enfoques para el tratamiento de la DM2 que investiguen mecanismos alternativos para regular 

funciones inmunitarias importantes. NTZ es un candidato a fármaco interesante para el tratamiento de 

la metainflamación que caracteriza a la DM2.  
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Diabetes mellitus 

La diabetes mellitus (DM) fue documentada por primera vez hace 3000 años por los egipcios, 

quienes describieron como sus efectos la pérdida de peso y poliuria. Eltérmino "diabetes" fue 

acuñado por primera vez por Araetus de Cappodocia (81-133 A.C.). Posteriormente, la palabra 

mellitus (dulce de miel) fue añadida por Thomas Willis (Gran Bretaña) en 1675 después de 

redescubrir la dulzura en la orina y sangre de los pacientes (observada por primera vez por los 

antiguos indios). Fue solo en 1776 que Dobson (Gran Bretaña) confirmó por primera vez la presencia 

de exceso de azúcar en la orina y la sangre como causa de su dulzura [31]. Actualmente, la diabetes 

es una causa importante demortalidadprematuracon casi 1 muerte cada 10 segundos[2]. 

 

La DM es una alteración metabólica caracterizada por la presencia de hiperglucemia crónica y 

alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, de las proteínas y de los lípidos. El origen 

y la etiología de la DM pueden ser muy diversos, pero conllevan inexorablemente la existencia de 

alteraciones en la secreción de insulina, de la sensibilidad a la acción de la hormona, o de ambas en 

algún momento de su historia natural [32].Quienes viven con DM están en riesgo de desarrollar un 

conjunto de complicaciones graves y potencialmente mortales, que conllevan una creciente 

necesidad de atención médica y una reducida calidad de vida, ya que son propensos a 

complicaciones y a muerte prematura[2,33]. 

 

Los principales síntomas de la enfermedad son: sed, poliuria, polifagia, visión borrosa y 

pérdida de peso, los cuales no se aprecian oportunamente, provocando que el diagnóstico sea tardío. 

El inicio de la enfermedad, la velocidad de progresión y la naturaleza de los factores precipitantes 

externos y genéticos, varían en los diferentes tipos de diabetes[34]. 

 

Clasificación etiológica de la DM 

El Comité de Expertos de la Asociación Americana de Diabetes (ADA)y la Federación 

Internacional de Diabetes (FID) han propuesto la siguiente clasificación: 

I. Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): Es ocasionada por la destrucción de las células β pancreáticas, lo 

que produce deficiencia absoluta de insulina. Esta se produce por dos mecanismos: inmunológicos e 

idiopáticos. 

II. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): Representa el 90% de los casos de diabetes. Se caracteriza por 

RI, producida por las células β pancreáticas, derivada de una falla en la síntesis y/o efecto de esta 

hormona. Estos dos trastornos suceden simultáneamente y se manifiestan de manera variable en 

cada persona que la padece. 
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III. Diabetes mellitus gestacional: Consiste en la intolerancia a la glucosa que se manifiesta en el 

tercer trimestre del embarazo; es ocasionada por la acción de las hormonas contra-reguladoras que 

produce la placenta, y por la RI que ocurre en condiciones normales durante el embarazo. 

IV. Otros tipos específicos de diabetes:Son el 1% de los casos y son originados por otras causas 

como: defectos genéticos en la acción de la insulina, en la función de las células β, enfermedades del 

páncreas exocrino, endocrinopatías, inducida por medicamentos o químicos, inducida por infecciones, 

formas no comunes de diabetes mediada por inmunidad y otros síndromes genéticos [35]. 

 

Diabetes Mellitus a nivel global 

En 2021, la FID estimó que 537 millones de personas tenían diabetes (10.5% de prevalencia 

en adultos), y se proyecta que llegue a 643 millones para 2030 (incremento del 19.7% respecto a 

2021), y 783 millones para 2045 (incremento del 37% respecto a 2021). También, se estimó que más 

de 6.7 millones de personas de edad entre 20 y 79 morirán por causas relacionadas con la diabetes 

en 2021. Estas cifras incluyen DM1 y DM2, así como diabetes diagnosticada y no diagnosticada. 

Además, las proyecciones muestran un crecimiento del 16% en la prevalencia esperada de diabetes 

debido al envejecimiento de la población; se estima que el mayor aumento porcentual de 2021 a 2045 

en la prevalencia comparativa se producirá en los países de ingresos medios debido al 

envejecimiento de sus poblaciones. Casi uno de cada dos adultos con diabetes no sabe que tiene la 

afección (44.6%); 240 millones de personas viven con diabetes no diagnosticada, por lo que existe 

una clara necesidad de detectar la diabetes de manera temprana e iniciar acciones para prevenir 

complicaciones[2]. 

 

La variabilidad en casos de diabetes diagnosticada entre países a menudo está relacionada 

con varios factores, que incluyen la genética, las condiciones sociales y económicas, el desempeño 

del sistema de salud local y la conciencia general sobre la diabetes entre el público y los 

profesionales de la salud [36].La DM2 representa el 90% de todos los casos de diabetes, y su control 

inadecuado conduce a enfermedades cardiovasculares, insuficiencia renal, neuropatía y amputación 

de miembros inferiores, lo que resulta en hospitalizaciones frecuentes y muerte prematura [37]. 

 

Diabetes Mellitus en México 

De acuerdo con la FID, México ocupa el séptimo lugar mundial en incidencia de DM2; su 

prevalencia es de 14.1 millones de casos entre edades de 18 a 65 años. Para el 2045 se ubicará en 

el octavo sitio pero con 21.2 millones de casos[2], un incremento del 50% respecto al año 2021.  
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Según datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición (ENSANUT) 2018-2019, el 10.36% 

de los mexicanos registrados sabía que vivía con diabetes, siendo el 11.4% mujeres y el 9.1% 

hombres. Por otro lado, entre las personas con DM, solamente 85.5% mencionó haber recibido 

tratamiento médico, 72.4% recibió tratamiento farmacológico oral y 13% terapia con insulina. En 

México, durante 2018 había 82 767 605 personas de 20 años y más en el país, de las cuales 10.32% 

reportaron (8 542 718) contar con un diagnóstico médico previo de diabetes mellitus. Por género, 

13.22% (5.1 millones) de las mujeres disponían de este diagnóstico y 7.75% (3.4 millones) en 

hombres. A nivel nacional poco más de una cuarta parte de la población de 60 a 69 años (25.8%) 

declaró contar con un diagnóstico previo de diabetes que representan 2.3 millones de personas. En el 

caso de las mujeres en este grupo de edad se presenta la prevalencia más alta con 35.6% (1.4 

millones); es en los hombres del grupo de 70 y más años donde se concentra la prevalencia más alta 

con 18.4% de casos de diagnósticos previos de diabetes. Se encontró, además, que existe un 

inadecuado manejo médico para el tratamiento de la enfermedad y una falta de adherencia a un estilo 

de vida saludable. De resaltar fue que solamente 26.8% de las personas con diabetes mencionó que 

estaba llevando un plan de alimentación adecuado y solo 10.3% manifestó que realizaba actividad 

física como parte del manejo de su enfermedad. Estos dos últimos componentes son esenciales para 

el buen manejo de la diabetes [38]. 

 

En México, de acuerdo con los datos de mortalidad para 2020 de la Secretaría de Salud, se 

reportaron 1 086 743 fallecimientos, de los cuales 14% (151,019) correspondieron a defunciones por 

diabetes mellitus; 11.95 personas por cada 10 mil habitantes, la cifra más alta en los últimos 10 años. 

De estas, 52% (78,922) ocurrieron en hombres y 48% (72,094) en mujeres. Del total de 

fallecimientos, 98% (144,513) fueron por DM2 y de otro tipo y 2% (3,506) por DM1 [38].  

 

La diabetes aumenta conforme aumenta la edad, el nivel socioeconómico y el índice de masa 

corporal (IMC). Se sabe que el sobrepeso y la obesidad aumentan la probabilidad de padecer DM2; 

de hecho, esta es considerada como la principal causa de diabetes. Tanto la diabetes como la 

obesidad han sido consideradas como epidemias en nuestro país[39]. 

 

Complicaciones de la Diabetes Mellitus 

La hiperglucemia persistente en la DM no controlada puede causar varias complicaciones, 

tanto agudas como crónicas. La diabetes mellitus es una de las principales causas de enfermedad 

cardiovascular (ECV), ceguera, insuficiencia renal y amputación de miembros inferiores. Las 

complicaciones agudas incluyen hipoglucemia, cetoacidosis diabética, estado hiperosmolar 

hiperglucémico y coma diabético hiperglucémico. Las complicaciones microvasculares crónicas son la 
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nefropatía, la neuropatía y la retinopatía, mientras que las complicaciones macrovasculares crónicas 

son la arteriopatía coronaria, la arteriopatía periférica y la enfermedad cerebrovascular. Se estima que 

cada año entre el 1.4 y el 4.7 % de las personas de mediana edad con diabetes tienen ECV [40]. 

 

Diagnóstico de Diabetes Mellitus 

De acuerdo con la ADA y la FID, para diagnosticar la DM, se debe cumplir con alguno de 

estos criterios, el cual debrá confirmarse para asegurar el correcto diagnóstico: 

-Glucosa plasmática en ayuno (GPA).Mide el nivel de glucosa en la sangre en ayuno (el ayuno se 

define como la ausencia de ingesta calórica durante al menos 8 horas). Se diagnostica diabetes 

cuando la GPA es ≥ 126 mg/dL. 

-Prueba aleatoria o casual de glucosa plasmática.Se puede realizar en cualquier momento del día. 

Se diagnostica diabetes cuando la concentración de glucosa en sangre es ≥ 200 mg/dL 

-Prueba de tolerancia a la glucosa oral. Mide la concentración de glucosa en la sangre antes de 

tomar una carga de glucosa que contenga el equivalente a 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua, 

y también a los 30, 60 90 y 120 minutos después de ingerirla. Se diagnostica diabetes cuando la 

glucemia después de 2 horas de haber ingerido la bebida glucosada es ≥ 200 mg/dL 

-Hemoglobina glicosilada (HbA1c). La prueba mide el nivel promedio de glucosa promedio en la 

sangre durante los últimos 3 meses. Se diagnostica diabetes cuando la HbA1c es ≥ 6.5%. La prueba 

debe realizarse en un laboratorio utilizando un método certificado por el Programa Nacional de 

Estandarización de la Glicohemoglobina (NGSP) y estandarizado para el ensayo [2,35]. 

 

Diabetes mellitus tipo 2 

Las causas de la DM2 son multifactoriales e incluyen elementos tanto genéticos como 

ambientales que afectan la función de las células β y la sensibilidad a la insulina de los tejidos 

(músculo, hígado, tejido adiposo, páncreas), caracterizados por grados variables de RI, trastorno de 

la secreción de ésta y aumento de la producción de glucosa. La hiperglucemia resulta de la 

incapacidad de las células del cuerpo para responder totalmente a la insulina, lo que se conoce como 

RI. Durante el estado de RI, la hormona no es eficaz, lo que deriva en un aumento de la producción 

de insulina, que con el pasar del tiempo, sepuede llegar a una producción de insulina inadecuada 

porque las células β pancreáticas no cumplen con la demanda[41]. 

 

La DM2 se ve con más frecuencia en adultos mayores, pero seevidencía cada vez más en 

niños y adultos jóvenes [2] como consecuencia del advenimiento de la industrialización en todo el 

mundo y el asombroso aumento de la obesidad, manifestándose como una epidemia mundial. El 

cambio en los estilos de vida es uno de los principales responsables del asombroso aumento en su 
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incidencia, y es una de las primeras causas de morbilidad y mortalidad y constituye un grave 

problema de salud pública, por ser la enfermedad metabólica y crónico degenerativa más común [42]. 

 

Las personas con DM2 tienen un alto riesgo de complicaciones microvasculares (incluidas la 

retinopatía, la nefropatía y la neuropatía) y macrovasculares (como las comorbilidades 

cardiovasculares), debido a la hiperglucemia y los componentes individuales del síndrome de RI. Los 

factores ambientales (la obesidad, una dieta hipercalórica y la inactividad física) y los factores 

genéticos contribuyen a las múltiples alteraciones fisiopatológicas que son responsables del deterioro 

de la homeostasis de la glucosa en la DM2, sin embargo, se requiere adicionalmente deterioro de la 

función de las células β pancreáticas. La RI y la alteración de la secreción de insulina siguen siendo 

los defectos centrales de la DM2, pero existen otras anormalidades fisiopatológicas, como el estrés 

oxidativo y la inflamación crónica de bajo grado, que contribuyen a la desregulación del metabolismo 

de la glucosa. Las múltiples alteraciones patogénicas presentes en la DM2 dictan que se requerirán 

terapias no farmacológicas y farmacológicas combinadas para mantener la normoglucemia; el 

tratamiento no solo debe ser eficaz y seguro, sino también mejorar la calidad de vida [43]. 

 

Fisiopatología de la Diabetes Mellitus tipo 2 

La obesidad, el envejecimiento, la disfunción de las células β, la acumulación de lípidos en los 

tejidos, el estrés oxidativo, el estrés del retículo endoplásmico en las células βpancreaticas, la 

inflamación de los tejidos, el sobrepeso/obesidad y la inactividad física son los factores más 

comúnmente conocidos relacionados con la RI que progresan en la DM2. Además de estos 

determinantes, también se ha considerado que los participantes inmunológicos que causan 

inflamación desempeñan un papel en la RI al afectar las células β de los islotes pancreáticos[44].  

 

En condiciones de ayuno, la producción hepática de la glucosa mantiene concentraciones 

normales de glucosa en la sangre. El hígado produce glucosa a través de la glucogenólisis y la 

gluconeogénesis. Posterior a una ingesta calórica, el intestino se convierte en la fuente principal de 

glucosa, aumentando la disponibilidad de la glucosa en el páncreas y estimulando al páncreas para 

secretar insulina. Esta hormona regula el transporte de glucosa y el metabolismo en tejidos blanco: el 

hígado, músculo esquelético y tejido adiposo para mantener en última instancia, la normoglucemia. 

Específicamente, la insulina suprime la producción hepática de glucosa a través de la inhibición de la 

gluconeogénesis y glucogenólisis; y aumenta la síntesis de glucógeno hepático. La insulina secretada 

en respuesta al nivel de glucosa en sangre también participa en la regulación del metabolismo, el 

crecimiento celular y la diferenciación al actuar sobre los receptores de la superficie celular [45,46]. 

Además, los principales efectos de la insulina en el músculo esquelético son aumentar la captación 
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de glucosa y su utilización. Por último, la insulina inhibe la lipólisis y la lipogénesis en el tejido 

adiposo. Por lo tanto, un estado de RI se caracteriza por alteraciones en la supresión mediada por 

insulina de la producción hepática de glucosa, eliminación de glucosa en el músculo esquelético y la 

inhibición de la lipólisis. Esto conduce a la hiperglucemia relativa y posteriormente DM2 [47]. 

 

Paracompensar la RI, las células β inician un proceso que termina en el aumento de su  

tamaño, produciendo mayor cantidad de insulina (hiperinsulinemia), que inicialmente logra compensar 

la RI y mantener los niveles de glucemia normales.  Sin embargo, con el tiempo las células β pierden 

su capacidad para mantener la hiperinsulinemia compensatoria, produciéndose un déficit relativo de 

insulina, lo que provoca altos niveles de glucosa en circulación. Esta hiperglucemia aparece en los 

estados post-prandiales y luego en ayuno, a partir de lo cual se establece el diagnóstico de DM2[48]. 

 

El ME es el principal órgano blanco de la insulina, ya que allí se deposita, por efecto de la 

insulina, el 80% de la glucosa circulante.La llegada de los ácidos grasos (AG), provocada 

previamente por la hipertrofia e hiperplasia en el tejido adiposo, bloquea las señales de la insulina, lo 

que lleva a RI en tejido muscular esquelético. La unión de la insulina a su receptor fosforila el sustrato 

del receptor de insulina-1 (IRS-1) en tirosina, activando la vía de la fosfoinositol 3 cinasa (PI3-K), lo 

que provoca la translocación del transportador de glucosa 4 (GLUT-4), desde el citoplasma hasta la 

membrana celular, donde genera poros que permiten la entrada de la glucosa a la célula. Con la 

llegada de los ácidos grasos libres (AGL) se activa el diacilglicerol (DAG) y posteriormente la proteína 

cinasa C; que a su vez fosforila el IRS-1 pero ya no en tirosina sino en serina, y  como consecuencia, 

el IRS-1 ya no queda disponible para la insulina, ocasionando la RI y el posterior desarrollo de 

DM2[49].  

 

El daño de las células β pancreáticas tiene relación con la producción de estrés oxidativo, 

derivado de la oxidación de la glucosa (glucólisis) y de la oxidación de los AGL (beta oxidación).  Es 

muy probable que el daño inicial sea más un efecto de glucolipotoxicidad, propia de la liberación de 

los AGL desde adipocitos resistentes a la insulina[50,51].La glucolipotoxicidad es un término común 

usado en combinación para la glucotoxicidad y la lipotoxicidad, ya que se sabe que ambas progresan 

simultáneamente [49,52].Esta glucolipotoxicidad, a su vez, causa estrés en el retículo endoplasmático 

(RE) dentro de los islotes pancreáticos. El REsintetiza la mayoría de las proteínas, incluida la 

proinsulina en las células β pancreáticas, que se produce en exceso durante el nivel de glucosa 

crónicamente elevado ejerciendo un estrés adicional enelRE. Si no se recupera la homeostasis del 

RE para la producción de proteínas, el estrés podría terminar en apoptosis celular[53]. Además, en la 

DM2, se ha informado que las mitocondrias son el origen principal del estrés oxidativo que se 
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desarrolla y progresa en la DM2, ya que la hiperglucemia crónica altera la actividad de la cadena de 

transferencia de electrones mitocondrial (que involucra el complejo I-IV) [54]. Este estrés oxidativo da 

como resultado la producción y liberación de mediadores proinflamatorios (citocinas y 

quimiocinas)[55], que participan en la disfunción de las células β que conduce a RI e inflamación que 

se atribuye aDM2 [46]. Aunque, como se mencionó anteriormente, hay muchos factores patogénicos 

involucrados en la DM2, por lo que es bastante difícil estimar qué tipo de mecanismo está involucrado 

en diferentes tejidos, sin embargo, se considera que todos estos mecanismos de estrés celular se 

superponen entre síy provocan la inflamación en los tejidos pancreáticos y otros órganos diana de la 

insulina[56,57]. 

 

La modulación de la vía de señalización de la insulina se ha asociado con varios factores que 

pueden desempeñar un papel potencial en la etiología de la resistencia a la insulina y la DM2. Las 

citocinas se incluyen en este grupo de factores y algunas, especialmente TNF-α, IL-1β e IL-6, están 

intrínsecamente relacionadas con la regulación del metabolismo de los lípidos y la adipogénesis[46]. 

Una vez que se desarrolla la DM2, tiene consecuencias a largo plazo que pueden incluir 

aterosclerosis, neuropatía, retinopatía y nefropatía. En la actualidad, las diferentes teorías sobre los 

mecanismos implicados en el desarrollo de enfermedades metabólicas (entre ellas la DM2) y sus 

complicaciones confluyen en la existencia de un estado proinflamatorio crónico, en el cual las 

alteraciones metabólicas son elementos que interactúan con el sistema inmunológico y alteran 

diferentes vías antiinflamatorias[15]. 

 

Control de la Diabetes Mellitus tipo 2 

La intervención terapéutica reduce las complicaciones de la enfermedad, por lo que es 

necesario detectar la DM2 al inicio de su evolución. El tratamiento de la diabetes tiene como propósito 

aliviar los síntomas, mantener el control metabólico, prevenir las complicaciones agudas y crónicas, 

mejorar la calidad de vida y reducir la mortalidad  debido a la enfermedad o a sus complicaciones 

[58].El tratamiento de la hiperglucemia debe contemplarse como parte de un abordaje integral del 

conjunto de factores de riesgo que presentan estos pacientes (hipertensión arterial, dislipemia, 

obesidad, tabaquismo, alcoholismo) [59,60]. 

Un paciente con control glucémico adecuado debe tener una GPA entre 90-130 mg/dLpara la 

ADA y entre 70-110 mg/dLparala Asociación Americana de Endocrinólogos Clínicos (AACE); respecto 

a la HbA1c, un paciente controlado debe tener valores debajo de 7.0% [37].Anivel nacional, la Norma 

Oficial Mexicana 015 (NOM-015-SSA2-2010) inciso 3.10, los pacientes controlados presentan de 

manera regular una glicemia plasmática en ayuno entre 70 y 130 mg/dL y HbA1c por debajo de 7% 

[61]. 
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La piedra angular de la terapia es la dieta y el ejercicio, se debe fomentar una dieta baja en 

grasas saturadas, carbohidratos refinados, jarabe de maíz con alto contenido de fructosa y alta en 

fibra y grasas monoinsaturadas. El ejercicio aeróbico durante una duración de 90 a 150 minutos por 

semana también es beneficioso [62]. El objetivo principal en pacientes con DM2, que son obesos, es 

la pérdida de peso. Si no se puede lograr una glucemia adecuada, la terapia farmacológica es el 

siguiente paso [63]. Más allá del concepto de conseguir un buen objetivo glucemico, criterio que 

durante años ha primado, hoy las evidencias indican que el buen control de la DM2 se obtiene con un 

abordaje multifactorial, para reducir el riesgo y los eventos microvasculares. Los últimos consensos 

de laADA y la Asociación Europea para el Estudio de la Diabetes (EASD) han señalado la necesidad 

de individualización del control, el uso de terapia combinada (en ciertos casos) y del cuidado de los 

factores de riesgo, debido a que en cada persona hay que ajustar las cifras de control que mejor se 

adapten [64,65].El tratamiento farmacológico se relaciona con el retardo en la aparición y progresión 

de las complicaciones crónicas de la enfermedad[66,67]. 

 

Educación del paciente con Diabetes Mellitus tipo 2 

Los pacientes deben ser instruidos sobre la importancia del control de la glucosa en sangre 

para evitar complicaciones asociadas con la DM. Se debe hacer hincapié en el manejo del estilo de 

vida, incluido el control de la dieta y el ejercicio físico. El autocontrol de la glucosa en sangre es un 

medio importante para que los pacientes asuman la responsabilidad del control de su diabetes. Es 

necesaria la estimación periódica de los niveles de glucosa, HbA1cy lípidos.Los profesionales de la 

salud deben informar a los pacientes sobre los síntomas de la hipoglucemia (como taquicardia, 

sudoración, confusión); se requiere énfasis en los chequeos regulares de los ojos y el cuidado de los 

pies [40]. 

 

Inflamación crónica de bajo grado asociada a Diabetes Mellitus tipo 2                                                  

Actualmente, se considera que la patogenia de la DM2 está vinculada a componentes 

inmunitarios tanto innatos como adaptativos que se reconocen como componentes etiológicos 

importantes en el desarrollo de la RI[68]. La obesidad se asocia con inflamación de bajo grado y es 

responsable de la activación del sistema inmunológico en pacientes que padecen DM2 [69,70].La 

inflamación se relacionó por primera vez con la RI y la DM a principios de la década de 1990. 

Hotamisligil et al. reportaron un aumento de TNF- α en tejido adiposo de diferentes modelos animales 

de obesidad y diabetes; demostraron que la neutralización de TNF- α en ratas obesas mejoró la 

captación de glucosa periférica [71]; además, se demostró que otras citocinas inflamatorias, como IL-

1β, IL-6 e interferón gamma (IFN – γ), que aumentan en la obesidad y la DM, también modulan a 
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labaja la señalización de la insulina[72]. Por otro lado, varias citocinas antiinflamatorias, como 

interlecuina 4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-10), se han asociado con la protección de la sensibilidad a la 

insulina[73]. 

 

La activación anormal de las células inmunitarias y el entorno inflamatorio posterior tienen un 

papel esencial en la progresión de la DM2 [74]. La proliferación anormal de componentes del sistema 

inmune innato y adaptativo durante la inflamación del tejido adiposo puede conducir al desarrollo de 

esta patología[69]. Por otro lado,  se observó que la polarización de los macrófagos proinflamatorios 

M1 aumentó y la activación de los linfocitos T CD4+ fue elevada [75–77]. 

 

Los macrófagos son el principal tipo de célula inflamatoria en los tejidos que captan la glucosa, 

como el tejido adiposo, músculo e hígado. Por ejemplo,macrófagos en tejido adiposo aumentaron 

de5% en sujetos delgados hasta el 50% en individuos obesos diabéticos [78]. De manera 

quelosestudios sobre la regulación inflamatoria de la diabetes se han centrado en la función 

inmunitaria innata (macrófagos) y adaptativa (linfocitos T) así como en la producción de sus citocinas,  

fundamentales en la patogénesis de la DM2 [7]. 

 

Macrófagos 

Los macrófagos son el principal tipo de célula inflamatoria en los tejidos que captan la glucosa, 

como el tejido adiposo, musculo e hígado. Por ejemplo, los macrófagos en el tejido adiposo 

aumentaron de 5% en sujetos delgados a un nivel de hasta el 50% de todas las células del tejido 

adiposo en individuos obesos diabéticos [78].Estas células expresan muchos marcadores de 

superficie celular indicativos de su estado inflamatorio y activación, como la expresión de CD14 (un 

receptor para LPS bacterianos) y CD16 (el receptor de baja afinidad para inmunoglobulina G, receptor 

Fcγ-III)[79]; los monocitos CD14+ CD16+ se relacionaron con el procesamiento y la presentación de 

antígenos y la inflamación [80].Los macrófagos muestran una notable heterogeneidad fenotípica con 

la capacidad de desempeñar funciones muy diferentes según la condición biológica [81]. Por tanto, se 

ha caracterizado un espectro de muchas poblaciones de macrófagos diferentes mediante 

combinaciones de marcadores de membrana y perfiles de expresión génica. Esto condujo al 

establecimiento de una nomenclatura compleja, que con el tiempo se ha simplificado en dos fenotipos 

principales de macrófagos. Esta clasificación es una visión abstracta de la condición, ya que los 

macrófagos evolucionan dinámicamente de un fenotipo a otro según su entornoy pueden ocupar 

varios puntos del espectro con características mixtas [82]. 
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La activación de los macrófagos se ha caracterizado principalmente por dos subpoblaciones: 

el clásico (M1, proinflamatorio) y el alternativo (M2, antiinflamatorio/proresolutivo)[83]. Los 

macrófagos M1 y M2 tienen diferentes perfiles transcripcionales y realizan diferentes funciones [84]. 

En general, las células M1 expresan en gran medida los marcadores de superficie CD80 y CD86, 

mientras que el subconjunto M2 expresa CD206 y CD163. El equilibrio de activación M1/M2 influye en 

la función de los órganos durante un proceso inflamatorio, como la invasión de patógenos. Durante 

una lesión, los macrófagos adoptan un fenotipo M1 para producir TNF-α, IL-1β, interleucina 12 (IL-

12), IL-6 e interleucina 23 (IL-23), entre otros, frente a los estímulos del patógeno. Sin 

embargo,cuando la respuesta M1 no está estrictamente regulada, se volverá perjudicial y causará 

daños en los tejidos, mientras que los macrófagos M2 contrarrestan la respuesta inflamatoria al 

secretar altas cantidades de inmunosupresores como IL-10 y factor de crecimiento transformante- β 

(TGF-β), lo que contribuye a la reparación y remodelación de tejidos y promueve la angiogénesis, 

restaurando así la homeostasis de los tejidos [85].  

 

En DM2, el mecanismo por el cual se incrementan los macrófagos M1 no ha sido descrito 

completamente, pero se ha propuesto que puede ser debido a un cambio fenotípico de M2 a M1 o 

bien, al reclutamiento de monocitos provenientes del torrente sanguíneo que se convierten en 

macrófagos en el tejido adiposo[14]. Los macrófagos M1 inducen un estado inflamatorio y RI a través 

de la inhibición de la señalización de la insulina mediado por TNF-α, mientras que los macrófagos M2 

protegen de la RI a través de un mecanismo dependiente de IL-10 [86]. Además de sus actividades 

fagocíticas, los macrófagos producen diferentes tipos de señales para inducir la inflamación crónica, 

lo que desencadena la movilización de otras células inmunitarias hacia el sitio inflamatorio local y 

producir citocinas inflamatorias [87], perpetuando el estado inflamatorio que puede induciral desarrollo 

de complicaciones. 

 

En términos de marcadores de superficie celular que reflejan la activación de monocitos y 

macrófagos, Fadiniycolaboradores[88] informan un aumento en la relación de polarización M1/M2 en 

DM2, ya que estos pacientes muestran una reducción en la frecuencia relativa de los marcadores M2 

(CD206+/CD163+) , mientras que M1 (CD68+CCR2+) no cambian respecto a los controles.Además, 

la activación de los macrófagos está mediada por células involucradas en la inmunidad 

adaptativa. Las célulasT colaboradoras 1 (Th1) y T colaboradoras 17 (Th17) liberan IFN-γ e 

interleucina 17 (IL-17), que estimulan la diferenciación de macrófagos M1 proinflamatorios[89], 

mientras que las células Th2 y Treg promueven la polarización de macrófagos M2 antiinflamatorios a 

través de la producción de IL-4, IL-10 o interleucina 13 (IL-13)[90].  
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Además de los macrófagos, los monocitos también juegan un papel clave en la progresión de 

la obesidad y la RI en pacientes con DM2[91]. Los pacientes que padecen DM2  muestranuna mayor 

expresión de marcadores de activación de monocitos (CD11b y CD36). Los bajos niveles de 

expresión de CD163 en la superficie de los monocitos se asociaron significativamente con la RI en 

pacientes con DM2 [92].  CD163 es un miembro del receptor tipo scavenger cuya función 

inmunológica es esencialmente homeostática; puede ser utilizado como biomarcador ya que su 

expresión es suprimida por mediadores proinflamatorios como LPS, IFN-γ y TNF-α, mientras que IL-

10 lo regulapositivamente en los monocitos y macrófagos[93].Lo anterior demuestra el papel 

fisiopatológico de CD163 de los monocitos en el desarrollo de la RI y la DM2 [92] . 

 

Linfocitos T 

Las células T juegan un papel clave en la progresión de la DM2, asociándose con su 

hiperproliferación y sobreactivación a fenotipos proinflamatorios, así como a la activación de las vías 

inflamatorias [77]. La diferenciación de las células T efectoras está estrechamente relacionada con el 

proceso de regulación que influye en la producción de distintos conjuntos de citocinas efectoras , 

diferenciándose de manera anormal en pacientes con DM2[94].También, se ha demostrado que la 

obesidad y la DM2 inducen la expresión de complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase II 

en los adipocitos y, por lo tanto, activa las células T CD4+ para iniciar la inflamación crónica[95].  

 

Las células T efectoras CD4+ se dividen principalmente en: Th1, T colaboradoras 2 (Th2), 

Th17  y T reguladoras (Tregs)[96]. 

 

Las células Th1 son células T CD4+ diferenciadas caracterizadas por la producción de IFN-

γ,IL-2 TNF-α, [97],  desencadenando inmunidad mediada por células e inflamación dependiente de 

fagocitos [96] . Las células producen citocinas antiinflamatorias claves como IL-4, interleucina 5 (IL-5), 

IL-6, interleucina 9 (IL-9), IL-10 e IL-13 [98], para regular negativamente las respuestas de 

anticuerpos [99]. Cuando las células T CD4+ se encuentran con la IL-6 y el TGF -β, tienden a 

diferenciarse en células Th17, productoras de IL-17, que desempeñan un papel patogénico en 

diversos trastornos inflamatorios. Las células Tregs son responsables de la regulación negativa de la 

respuesta inmunológica, mediante la producción de citocinas antiinflamatorias como IL-17 e 

interleucina 35 (IL-35)[100]. Los estudios han demostrado que las células Th1 y Th2 tienen un papel 

funcional clave en la regulación del proceso inflamatorio, aunque se activan más tarde que los 

macrófagos en la inflamación [12,101]. 
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LinfocitosTh1 y Th2 

Diversos estudios han demostrado que las células T CD4+ tienden a polarizarse a células 

proinflamatorias Th1 en sangre periférica y tejido adiposo en pacientes que padecen DM2; mientras 

que la polarización de las células Th2 antiinflamatorias está disminuída[102–106]. Además, la 

cantidad de células Th1 en tejido adiposo se correlacionó directamente con las concentraciones 

plasmáticas de proteina C reactiva de alta sensibilidad, mientras que la frecuencia de Th2 se 

correlacionó inversamente con las concentraciones plasmáticas de dicha proteína. Además, la 

frecuencia de células Th1también se correlacionó con los niveles plasmáticos de IL-6 [107].La 

secreción de TNF-α ,IFN-γ e IL-17 y linfocitos Th1 aumentó drásticamente durante la patogenia de la 

RI induciendo el desarrollo de DM2[108]. Con respecto a la relación entre la frecuencia de linfocitos y 

la activación de la enfermedad, se encontró que la frecuencia de células T CD3+ productoras de IFN- 

γ se correlacionó positivamente con el índice de masa corporal (IMC) [8,109]. Además, las citocinas 

producidas por Th1, IL-2 y TNF- β, son importantes para explicar la variación de HbA1c [110]. 

Durante la progresión de la DM2, los niveles de ácido ribonucleico mensajero (ARNm), IL-2 y TNF- α, 

se correlacionan positivamente con el porcentaje de Th1 y la proporción de Th1/Th2 [111].  

 

Varios estudios clínicos han confirmado que Th1 estaba regulado a la alza en sangre 

periférica de personas con prediabetes o DM2 [112].  Por el contrario, las células T CD4+ vírgenes 

disminuyeron en los pacientes con DM2, lo que se asocia con la activación inmunitaria adaptativa y la 

inflamación crónica durante la patogénesis de la DM2 [113]. Es ampliamente aceptado que la 

activación de los macrófagos se ve afectada por las células T; las cuales desempeñan un papel 

dominante en la promoción o el mantenimiento de los procesos inflamatorios y la RI mediante la 

inducción de citocinas proinflamatorias en órganos metabólicos, como el tejido adiposo, el hígado, los 

músculos y el páncreas. Las células Th1 secretan IFN-γ para promover la polarización de M1 y 

mejorar sus funciones proinflamatorias al inducir la liberación de IL-1, IL-6 y TNF-α. Por el contrario, 

las células Th2 produce IL-4 e IL-13 para sesgar la diferenciación de los macrófagos hacia M2 

[114,115]. Las células T CD4+ aumentan en el tejido adiposo e inducen el reclutamiento y la 

diferenciación de M1 secretora de TNF- α , mientras que la cantidad de M2 secretora de IL-10 

disminuye significativamente en tejido adiposo [116]. Estos hallazgos sugirieron que la polarización de 

macrófagosM1 vs. M2 se consideraba un factor clave en el desarrollo de la respuesta inmune 

adaptativa mediada por linfocitos T, además que la evidencia experimental indica que la activación de 

la inmunidad mediada por células Th2 se retrasa y se ve afectada en la DM2[117]. 
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Linfocitos Th17 

Th17, un importante subtipo de células T CD4+ proinflamatorias que secretan IL-17, se ha 

asociado fuertemente con DM2 [118]. Un estudio demostró las células Th17 aumentaron en pacientes 

con DM2 y podrían estar asociadas con un metabolismo lipídico desregulado [119].Chen et al. [66] 

informó que los niveles de IL-17 están elevados en pacientes con DT2 recién diagnosticados que en 

sujetos de control. Además, encontraron un aumento en la expresión de ARNm de IL-17 y RORγ T en 

CMN de pacientes con DM2 y dicho aumento en la expresión del gen IL-17 se asoció con la 

expresión del gen TNF-α. Además, el tratamiento con anticuerpos neutralizantes anti-IL-17 elevó la 

concentración sérica de adiponectina, redujo los niveles séricos de TNF-α y mejoró los marcadores 

de diferenciación de adipocitos[120]. Estos datos indican que la IL-17 podría desempeñar un papel 

crucial en el desarrollo de la RI y DM2. Varios resultados concluyeron que la desregulación de la 

producción de IL-17 puede resultar en una expresión excesiva de citocinas proinflamatorias e 

inflamación crónica[121]. También se ha demostrado que Th17 aumenta las complicaciones 

diabéticas, como la nefropatía diabética [122]. 

 

Linfocitos Treguladores 

Se cree que las células Treg, un pequeño subconjunto de linfocitos T que constituyen solo del 

5% al 20 % del compartimento CD4+, son importantes para prevenir respuestas inflamatorias 

excesivas y limitar el deterioro de los tejidos [123,124], mediante la supresión de la respuesta de 

células T efectoras, limitanto la inflamación y previniendo la autoinunidad[100,125,126]. Las células 

Treg expresan CD4, CD25 y el factor de transcripción Foxp3. Las células T CD4+ tienden a 

polarizarse a células Treg in vitro cuando se tratan con TGF-β , que parece depender de la oxidación 

de ácidos grasos y el metabolismo del colesterol en lugar de la glucólisis [127,128]. Las células Treg 

suprimen los niveles de células T efectoras por varias vías [129], incluida la inhibición de la 

proliferación inducida por el receptor de células T (TCR) y la transcripción de IL-2 de las células T 

convencionales [130], la liberación de citocinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF- β [131], la 

expresión de la molécula coinhibitoria del antígeno 4 de linfocitos T citotóxicos (CTLA-4)[132]y la 

capacidad de migrar mediante la activación de la glucólisis [133]. 

 

El equilibrio entre las células Treg y Th1, Th2 o Th17 es importante para la respuesta 

inmunitaria en pacientes con DM2; las células Treg suprimen las actividades de estas células para 

mejorar la RI. Se ha informado que el porcentaje de células Treg disminuyó en la sangre periférica de 

pacientes con DM2, especialmente en pacientes recién diagnosticados, lo que culmina en el progreso 

de la inflamación y DM2[134,135], con una concomitante disminución de la relación Treg/Th17 como 

de la Treg/Th1 [136]. Se ha descrito previamente que los altos niveles de insulina en un modelo de 
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obesidad inducida por la dieta afectan la capacidad de las células Treg para suprimir las respuestas 

inflamatorias a través de la vía de señalización AKT/mTOR[137], mostrando una expresión más baja 

de IL-10 y una capacidad deficiente para suprimir la producción de TNF- α[138].  

 

Por lo general, las Tregregulan la respuesta de otros subtipos de células T, pero también 

pueden influir en las actividades de las células inmunitarias innatas [14,139]. Las células T 

reguladoras residentes en tejido adiposo se observaron comúnmente en las proximidades de los 

monocitos o macrófagos, lo que implica vínculos potenciales con los monocitos o macrófagos 

asociados a la adiposidad [114]. 

 

Citocinas 

Las citocinas son un grupo de proteínas y glucoproteínas producidas por diversos tipos 

celulares, entre ellas las del sistema inmunológico, que actúan fundamentalmente como reguladores 

de las respuestas inmunitaria e inflamatoria; desempeñan un papel clave en el proceso inflamatorio 

que es definido por el balance entre citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias. Las citocinas 

actúan como reguladores sistémicos modulando la actividad de un amplio espectro de tipos celulares. 

El mecanismo biológico de las citocinas se produce a través de su interacción con receptores de 

membrana específicos que desencadenan una cascada de reacciones bioquímicas en el interior de la 

célula diana que determina su acción biológica[140] 

 

Las citocinas constituyen una compleja red de interacciones: Pueden actuar de manera 

autocrina, paracrina, y endocrina. Están involucradas en el desarrollo, crecimiento y activación de las 

células del sistema inmunológico y en la respuesta inflamatoria, entre otras. Diferentes tipos de 

células secretan la misma citocina, y una citocina puede actuar en diversos tipos de células, 

fenómeno denominado pleiotropía[141].  

 

IL-1β 

Es producida fundamentalmente por monocitos y macrófagos. Existen dos formas, IL-1α e IL-1β, 

aunque solamente tienen un 25 % de homología en su secuencia de aminoácidos, comparten el 

mismo receptor y ejercen efectos biológicos similares.La IL-1β es una citocina multifuncional que 

afecta a casi todos los tipos celulares, considerada una de las citocinas pro-inflamatorias más 

importantes y su acción es en gran parte redundante. Es el principal pirógeno endógeno a través de 

la producción de prostaglandinas. Los principales efectos biológicos de IL-1β incluyen: aumento de 

expresión de moléculas de adhesión celular en los sitios de inflamación, co-estimulación de células 

presentadoras de antígenos (CPA)y linfocitos T, proliferación de linfocitos B, hematopoyesis y 
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liberación de histamina por los mastocitos. La IL-1β juega un papel clave en el inicio y desarrollo de la 

respuesta del hospedero, siendo un importante factor en el inicio de la respuesta inflamatoria y 

activación de funciones inmunológicas[142]. 

 

IL-2 

La interleucina-2 (IL-2) es una citocina pleiotrópica que se identificó originalmente como un factor de 

crecimiento de células T.Es producida principalmente por los linfocitos T activados, formando parte de 

la respuesta de tipo Th1.La IL-2 desempeña el papel fundamental de promover la expansión, 

diferenciación y muerte de las células T activadas, que a su vez regulan las respuestas inmunitarias. 

Además, se descubrió que la IL-2 tiene un papel en la inducción de células Th1 y Treg. En conjunto, 

la IL-2 controla las respuestas inmunitarias al limitar las reacciones inmunitarias inapropiadas y al 

mismo tiempo mejorar las respuestas inmunitarias, estimulando la síntesis de interferón, la liberación 

de IL-1, TNF-α. IL-2 es necesaria para el establecimiento de la memoria inmunitaria celular, así como 

para el reconocimiento de autoantígenos y antígenos [143,144]. 

 

IL-4 

La IL-4, una citocina pleiotrópica multifuncional con propiedades estimulantes de células B y 

promotoras de una respuesta Th2, producida principalmente por células T activadas, pero también 

por mastocitos, basófilos y eosinófilos.  La IL-4 comparte homología de secuencia, receptores de 

superficie celular, señalización intracelular y efectos funcionales parciales en las células conla  IL-13. 

Funcionalmente, la IL-4 es mejor conocida por tener un efecto antiinflamatorio sobre los linfocitos Ty 

por regular la proliferación celular, la apoptosis y la expresión de numerosos genes en varios tipos de 

células, incluidos linfocitos, macrófagos y fibroblastos, así como células epiteliales y endoteliales. 

Otras actividades incluyen la regulación a la baja de la producción de IL-12, la respuesta de supresión 

de Th1 yla supresión o el bloqueo de las citocinas derivadas de monocitos, incluidas IL-1, TNF-α , IL-

6, interleucina 8 (IL-8) y la proteína inflamatoria de macrófagos (MIP)a través de su represión 

transcripcional[145,146].  

 

IL-6 

La IL-6 es producida por diversos tipos celulares: monocitos, macrófagos, linfocitos T y 

linfocitos B, fibroblastos, células endoteliales, adipocitos, entre otros. Es una citocina pluripotencial ya 

que tiene acciones tanto pro-inflamatorias como anti-inflamatorias. En la actualidad se le reconoce 

como el principal mediador de la respuesta de fase aguda, principalmente através de la síntesis de 

proteina C reactiva; también posee efectos anti-inflamatorios al ejercer un control parcial sobre la 

producción de IL-1β y TNF-α, y tener efecto antagonista a las células Treg; el mecanismo de 
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transseñalización activa varias rutas patológicas, como JAK/STAT3, Ras/MAPK, PI3K–PKB/Akt. A 

diferencia de IL-1β y TNF-α que poseen acciones pro-inflamatorias. Los efectos de la IL-6 en la 

inmunidad dependen del contexto y de su concentración local, así como de la presencia o ausencia 

de otras proteínas reguladoras que actúan en la vía de transducción de señales, o de la 

concentración de su receptor soluble[147,148]. 

 

IL-10 

La IL-10 es la citocina de mayor poder antiinflamatorio. Las funciones biológicas principales de 

la IL-10 son disminuir y regular la respuesta inflamatoria producida por las células dendríticas y los 

macrófagos, así como reducir las respuestas adaptativas de las células T CD4+ (Th1). Esta citocina 

es un potente inhibidor de la presentación antigénica, ya que reduce la expresión del CMH tipo II y de 

las moléculas accesorias de coestimulación CD80 y CD86. El efecto global es la inhibición de la 

maduración de dichas células, causando una reducción de las citocinas proinflamatorias como IFN-γ 

e IL-2, producidas por los linfocitos T. La IL-10 también inhibe la producción de otros mediadores 

inflamatorios como la IL-1 IL-6 y TNF-α, producidos por macrófagos. En células T CD4+ vírgenes, 

esta citocina inhibe la señalización por CD28, por lo que les impide activarse correctamente[149,150]. 

 

IL-12 

IL-12 es una citocina heterodimérica y pleiotrópica producida principalmente por células 

fagocíticas en respuesta a bacterias, productos bacterianos y parásitos intracelulares y, en cierta 

medida, por linfocitos B. Influye en la inmunidad adaptativa al promover la respuesta Th1. Los 

receptores de IL-12 se encuentran principalmente en las células T y las células naturalkiller (NK). IL-

12 exhibe múltiples funciones proinflamatorias: induce a los linfocitos Th0 a comprometerse con la 

diferenciación Th1, aumenta la actividad citolítica de las células NK y los linfocitos T citotóxicos, y es 

un potente inductor de las citocinas IFN-γ, TNF-α, factor estimulante de colonias de granulocitos y 

macrófagos (GM-CSF) e IL-10 de células T y células NK. La IL-12 derivada de macrófagos es 

inducida por la ingestión de bacterias, hongos, patógenos intracelulares (bacterias, virus) o productos 

bacterianos como el ácido desoxirribonucleico (ADN) bacteriano o la endotoxina. La IL-12 derivada de 

macrófagos impulsa a las células NK a generar IFN-γ, que a su vez aumenta la IL-12 derivada de 

fagocitos, en un poderoso ciclo proinflamatorio. La regulación de la actividad de IL-12 puede ocurrir 

ya sea a nivel del receptor o por regulación a la baja inducida por IL-4 o IL-10. Ambas citocinas 

inhiben la producción de IL-12 por los macrófagos y también pueden inhibir la capacidad de la IL-12 

para mejorar la diferenciación de Th1; por el contrario, la IL-12 inhibe la expresión tanto de IL-4 como 

de IL-10 en sus células de origen[151]. 
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MicroRNAs: biogénesis y función de los miRNAs. 

Los microRNAs (miRNAs o miR) son una familia de ARN no codificantes de 19 a 23 

nucleótidos que desempeñan un papel clave en múltiples procesos biológicos a través de la 

regulación de los niveles de muchas proteínas [152]. Esta función se ejerce a nivel de las regiones no 

traducidas 3' del ARNm (3'-UTR) para suprimir su traducción. Además de la supresión de la 

traducción del ARNm, los miR pueden controlar la degradación y el decaimiento del ARNm. Los miR 

se unen a la 3′-UTR de los ARNm diana mediante el emparejamiento directo de bases con la región 

semilla de 5′-miRNA, lo que da como resultado la represión de la traducción del ARNm o la inducción 

de la degradación del ARNm. Estos ARN se transcriben como grandes transcritos primarios miRNA 

(pri-miRNA) y son procesados en el núcleo por el complejo formado por la enzima endonucleasa 

ARNasa III Drosha y la proteína de unión a ARN DGCR8, para generar un bucle de tallo de ≈85 

nucleótidos, denominado miRNAs precursores (pre-miRNA); estos precursores luego son exportados 

desde el núcleo al citoplasma por el complejo exportina 5/RanGTP (XPO5). En el citoplasma, otra 

enzima endonucleasa, Dicer, escinde los miRNAs precursores, generando un dúplex mi-R/miR* de 

20–22 nucleótidos (formado por la cadena madura y la cadena “pasajero”) y luego los miRNA 

maduros [153]. 

 

Más de 10,000miRs conservados están codificados por el genoma de los mamíferos. 

Actualmente, hay un total de 1881 genes precursores de miR humanos anotados pero la función de 

muchos de estos miR es en gran parte desconocida. Regulan muchos procesos biológicos al modular 

la expresión de 30 % de los genes, incluidos el desarrollo, la diferenciación, el metabolismo y la 

fisiología celular  [154].Está demostrado que la desregulación en la biogénesis y función de los miRs 

contribuye al desarrollo de enfermedades, por lo que emergen como novedosas huellas para detectar 

algunas patologías. Es importante destacar que se ha demostrado que los miRs funcionan como 

reguladores clave de las respuestas inmunitarias tanto en condiciones normales como patológicas 

[155]. Algunos miRs desempeñan un papel crucial como reguladores finos del sistema inmunitario 

innato y adaptativo, y algunos de ellos actúan como moduladores críticos de la respuesta inmunitaria 

contra los tumores [155]. Por todo lo anterior, las huellas de expresión de los miRs tienen potencial en 

el diagnóstico, pronóstico y seguimiento en diversas enfermedades humanas. Su estabilidad y 

presencia en niveles consistentes y reproducibles en sangre periférica hacen posible su 

cuantificación, y los convierte en potenciales biomarcadores para el diagnóstico clínico y en posibles 

blancos terapéuticos[156]. 

 

Entre los diversos miRs que pueden desempeñar un papel en el control de la respuesta 

inmunitaria, miR-146 (miR-146a y miR-146b) y miR-155 surgieron como reguladores clave del 
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sistema inmunitario; una expresión desregulada de estos miRNAs también está implicada en el 

desarrollo de diversas enfermedades[157].Tanto miR-146a como miR-155 responden particularmente 

a muchos estímulos inflamatorios, como los inducidos por algunas citocinas (TNFα, IL-1β, 

interferones tipo I y tipo II (IFN), entre otras) o al TLR ligando en varios tipos de células, y 

particularmente en monocitos/macrófagos[158,159]. Ambos miRs apuntan y reprimen varios 

efectores: miR-155 a TNFα, polifosfato de inositol 5-fosfatasa 1 (SHIP1), el supresor de la 

señalización de citocinas 1 (SOCS1) y miR-146aal factor 6 asociado al receptor de TNF (TRAF6), la 

quinasa 1 asociada al receptor de interleucina-1-(IRAK1),la quinasa 1 asociada al receptor de 

interleucina-2 (IRAK2), el factor regulador de interferón 3 (IRF3) y al factor regulador de interferón 5 

(IRF5). Finalmente, la expresión de estos dos miRNA se ha asociado con la perpetuación de la 

inflamación crónica [158,159]. 

 

miR-146a 

miR-146a se encuentra en el cromosoma 5 y en humanos, se regula a la alza luego de la 

estimulación de los TLR, TNFR, IL1R y el receptor para compuestos de glucosilación avanzada 

(RAGE) de la superficie celular [160]. La expresión de miR-146a está directamente controlada por la 

unión de NF-κB a su promotor [161]. Sin embargo, la inducción no se observa en todos los tipos de 

células, ya que neutrófilos polimorfonucleares no aumentan miR-146a después de la estimulación con 

LPS, a diferencia de los monocitos, macrófagos y células T [162].  

 

miR-146a actúa como un regulador negativo de NF-ĸB, induce una fosforilación reducida de 

IĸBα a nivel de serina 32, factor esencial para su degradación y liberación del complejo IĸBα/NF-ĸB. 

Más concretamente, los experimentos llevados a cabo en células monocíticas estimuladas con LPS 

han demostrado que miR-146a se dirige a IRAK1, IRAK2 y TRAF6, reduciendo su expresión, y a 

todas las moléculas que juegan un papel clave como las quinasas adaptadoras de la ruta de la firma 

dependiente de MyD88, inducidas por la activación del TLR4. Además, miR-146a también se dirige a 

IRF3, otro componente de la vía de señalización dependiente de MyD88 [163,164]. 

 

Como consecuencia del direccionamiento de miR-146a de estos componentes reguladores, se 

ha demostrado que la expresión y liberación de muchas citocinas inflamatorias como IL-8 y RANTES 

disminuyen significativamente. Además, la IL-2 de las células T también se ve afectada[165].La 

expresión de miR-146a aumenta durante la diferenciación de monocitos a macrófagos. LPS aumenta 

miR-146a, mientras que IL-4 reduce la expresión de miR-146a durante la maduración 

macrófagica[157].  Los estudios de eliminación de genes han demostrado que la deficiencia de miR-

146a conduce a una producción excesiva de IL-6 y TNFα, síndrome mieloproliferativo, inflamación 
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crónica y una disminución en el número y la calidad de las células madre hematopoyéticas 

[166,167]. En ausencia de la expresión de miR-146a, los linfocitos Treg pierden sus efectos 

supresores, como consecuencia de la sobreexpresión de Stat1[168]. 

 

A diferencia de miR-155, el miR-146a limita la activación de las células T y promueve la 

resolución de las respuestas inflamatorias[166,169]. Así, estos dos miRNAs parecen tener impactos 

opuestos en la respuesta inflamatoria llevada a cabo por linfocitos T en contexto de diversas 

patologías [170]. 

 

miR-155 

Uno de los miRs más destacados relacionados con la inflamación es miR-155, que está 

regulado a la alza tanto en células mieloides como linfoides después de su activación [171]; miR-155 

es inducido en células inmunes estimuladas por TLR y citocinas proinflamatorias [172].En células 

inmunes humanas y murinas, el miR-155 se puede clasificar como un gen de respuesta temprana, ya 

que su expresión es altamente inducido dentro de las 2 h de la activación de TLR [173]. miR-155 

regula positivamente la señalización de TLR al dirigirse a moléculas de señalización clave, incluidas , 

MyD88, IKKe, el receptor que interactúa con paproteina quinasa 1 (RIPK1), sintasa de oxido nitrico 

endotelial (eNOS)y la subunidad p65 de NF-κB[174,175]. miR-155 también facilita la señalización de 

CXCL12 a través de la inhibición de SHIP-1, un regulador negativo de las señales inducidas por 

TLR[176], resultando en el consiguiente aumento de la actividad de la quinasa AKT[177]. Esto es 

apoyado por la inhibición de SOCS1 por miR-155, que promovió las respuestas inflamatorias de los 

macrófagos y la señalización de IFN tipo I [178]; además, estas CPA deficientes en miR-155 exhiben 

una presentación antígena alterada y, por lo tanto, no pueden activar las células T para promover la 

inflamación [179].Paralelamente, otros estudios han informado de la inducción de la expresión de 

miR-155 durante la respuesta inflamatoria de los macrófagos inducida por diversos estímulos, 

incluidos los ligandos TLR, IFN-β e IFN-γ[180]. La activación de miR-155 implica la vía de la quinasa 

N-terminal c-Jun (JNK) [177].  

 

La generación de macrófagos M1 se asocia con una alta inducción de la expresión de miR-

155, mientras que la generación de macrófagos M2 se asocia con una inducción de miR-155 

marcadamente inferior [181].Respecto a las células T, miR-155 es requerido para el desarrollo de 

células Th1[182] y Th17 [183,184]. Se demostró que las células T de ratones deficientes en miR-155 

tienen un sesgo hacia un fenotipo Th2, mientras que la sobreexpresión de miR-155 promueve un 

fenotipo Th1. El aumento del potencial de diferenciación Th2 de las células T CD4+ deficientes en 

miR-155 se atribuyó a una regulación positiva de c-Maf, un potente factor de transcripción del 
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promotor de IL-4 y un objetivo de miR-155. miR-155 también se dirige a IFNγ en células CD4+ 

cultivadas en condiciones Th1, que es una de las múltiples dianas conocidas responsables de la 

inhibición de la diferenciación Th1 de miR-155 en células T CD4+ [185]. 

 

Regulación y epistasis entre miR-146a y miR-155 

Se ha demostrado que miR-155 y miR-146a forman una red reguladora única para garantizar 

una respuesta inflamatoria precisa a través de la regulación de la actividad de NF-κB, existiendo una 

separación temporal en su dinámica de expresión, lo que permite esta arquitectura reguladora 

específica. También, se denota la jerarquía molecular y la interacción de estos dos miRs durante una 

respuesta inflamatoria, donde el miR-146a es esencial para regular a la baja al miR-155, evitando los 

efectos nocivos de su expresión elevada constante. Esta red reguladora permite una regulación 

estricta de un interruptor de "encendido" y "apagado" de la actividad de NF-κB y la respuesta 

inflamatoria, demostrando que un estímulo inflamatorio conduce a la activación de NF-κB, que a su 

vez activa la transcripción de miR-155. El miR-155 de rápida y alta transcripción reprime la expresión 

de SHIP1 y SOCS1 (entre otros objetivos potenciales), amplificando la actividad de NF-κB y 

permitiendo un estado proliferativo para una fuerte y robusta actividad inflamatoria. A medida que se 

desarrolla la respuesta inflamatoria, los niveles de miR-146a se acumulan de manera retardada, lo 

que lleva a la represión de IRAK1 y TRAF6, atenuando así las señales de activación de NF-κB. Por lo 

tanto, la actividad de NF-κB se reduce, lo que conduce a la anulación de la transcripción de genes 

inflamatorios, así como de miR-155. Los niveles de miR-155 disminuyen gradualmente posterior a la 

estimulación, mientras que los niveles de miR-146a permanecieron altos y estables durante toda la 

duración de la respuesta. La rápida atenuación de los niveles de miR-155 permitió la regulación 

positiva de la expresión de SHIP1 y SOCS1, lo que refuerza la represión de la actividad de NF-κB y la 

respuesta inflamatoria, asegurando la resolución del proceso inflamatorio; como regulador negativo, 

miR-146a contribuye a la regulación que determina la amplitud y duración de la respuesta. miR-155 

funciona como un amplificador, proporcionando un fuerte inicio de una respuesta incluso frente al 

ruido, diferentes tipos de estímulos y varias concentraciones, así como una amplificación general en 

condiciones de estímulo subóptimas. Además, se demuestra el papel dominante que tiene la 

expresión de miR-155 en el desarrollo de la inflamación crónica. Estudios demuestran que cuando se 

elimina miR-146a, los niveles de miR-155 se elevan durante la respuesta inflamatoria, así como en 

condiciones de estado estacionario[21]. 

 

Reposicionamiento de fármacos 

Debido a las altas tasas de falla, los costos elevados y la lentitud en el descubrimiento y 

desarrollo de nuevos medicamentos, el reposicionamiento de los medicamentos existentes es una 
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propuesta atractiva que implica el uso de compuestos libres de riesgo, con menores costos generales 

de desarrollo y plazos de entrega más cortos para el tratamientode varios tipos de enfermedades [23]. 

 

En los últimos años, muchas compañías farmacéuticas están desarrollando nuevos fármacos 

con el descubrimiento de nuevos objetivos biológicos mediante la aplicación de la estrategia de 

reposicionamiento de fármacos en el programa de descubrimiento y desarrollo de fármacos. Esto, 

maximiza el valor terapéutico de un fármaco y, en consecuencia, aumenta la tasa de éxito [186].  

 

El reposicionamiento de fármacos confiere un riesgo reducido de falla donde se asocia una 

tasa de falla de aproximadamente 45% debido a problemas de seguridad o toxicidad en el programa 

tradicional de descubrimiento de fármacos con el beneficio adicional de ahorrar hasta 5 a 7 años en el 

tiempo promedio de desarrollo de fármacos [187]. Actualmente, la estrategia de reposicionamiento de 

medicamentos ha cobrado un impulso considerable, ya que aproximadamente un tercio de las 

aprobaciones de nuevos medicamentos corresponden a medicamentos reutilizados que actualmente 

generan alrededor del 25% de los ingresos anuales de la industria farmacéutica [188], contabilizando 

que aproximadamente el 30% de los medicamentos y productos biológicos (vacunas) aprobados por 

la Administración de Drogas y Alimentos de los EE. UU. (FDA) son medicamentos reposicionados. 

Además, las industrias farmacéuticas han colocado significativamente el mercado de medicamentos 

reutilizados en $24,4 mil millones en 2015 con un crecimiento proyectado de hasta $ 31,3 mil millones 

en 2020  [188]. Por lo tanto, esta es una estrategia emergente en la que los medicamentos existentes, 

que ya han sido probados como seguros en humanos, se redirigen en función de una molécula diana 

válida para ejercer un efecto farmacológico. 

 

Actualmente, múltiples laboratorios farmacéuticos y de ciencia básica están investigando los 

mecanismos celulares y moleculares subyacentes que inician la inflamación y la relacionan con la 

resistencia a la insulina y el deterioro vascular. Estos nuevos hallazgos pueden brindar nuevas 

oportunidades para el tratamiento de pacientes con DM2[189], como la terapia  antiinflamatoria y/o 

inmunomoduladora, proporcionando nuevas estrategias en su abordaje. 

 

Nitazoxanida 

La nitazoxanida (NTZ) es un fármaco de tipo tiazolida sintetizado por amidación a partir del 

ácido cloruro acetilsalicílico y 2-amino-5-nitrotiazol con un amplio espectro de efectos antiinfecciosos 

que modulan notablemente la supervivencia, el crecimiento y la proliferación de una variedad de 

bacterias extracelulares y protozoos intracelulares, helmintos, bacterias anaerobias y microaerófilas, 

así como virus [24–26]. Hoffman y colaboradores (2007) estudiaron el mecanismo de acción de 
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nitazoxanida frente a bacterias anaerobias y protozooarios, demostrando que inhibe la piruvato 

ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) y las reacciones de transferencia de electrones de enzimas 

dependientes que son esenciales para el metabolismo energético anaeróbico [190]. En 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) actúa como un desacoplador del potencial de membrana y la 

homeostasis al interior del organismo [191]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura química de la nitazoxanida; es un fármaco de amplio espectro con efectos 

inmunomoduladores prometedores. 

 

La NTZ se hidroliza rápidamente por las esterasas presentes en el plasma a un metabolito 

activo, es decir, tizoxanida a través de la desacetilación. La tizoxanida es una molécula muy polar con 

baja permeabilidad celular, razón por la cual se administra NTZ como profármaco [27]. Además, 

algunos estudios han informado que NTZ tiene funciones inmunomoduladoras prominentes, 

ejerciendo efectos inhibitorios en la producción de IL-6 por células RAW264.7 y macrófagos 

peritoneales estimulados por lipopolisacáridos con concentraciones inhibidoras del 50% (IC50s) de 

1,54 mM y 0,17 mM, respectivamente, además de disminuir significativamente los niveles de IL-6 en 

ratones inyectados con tioglicolatoratones respecto a aquellos tratados con vehículo, lo que indica su 

papel regulador a nivel transcripcional [28]. Anteriormente, NTZ se propuso como un agonista de los 

receptores PPAR-γ en estudios in-silico, in-vitro e in-vivo[29,192], así como un inhibidor de citociinas, 

enfatizando su papel potencial contra la "tormenta de citocinas" en COVID-19 [30]. Por lo tanto, la 

NTZ tiene una enorme amplio espectro de actividad, que no solo se limita a propiedades 

antimicrobianas, sino también antiinflamatorias [24]. 
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JUSTIFICACIÓN 

La DM2 es una enfermedad de etiología multifactorial caracterizada por hiperglucemia crónica 

que por su magnitud y trascendencia es considerada un problema de salud pública a nivel 

mundial[41].  La FID estimó que el 94% del incremento en el número de personas con DM nivel global 

para el 2045 se dará en países de bajos y medianos ingresos, como México, donde se espera que el 

crecimiento poblacional sea mayor. En México, durante 2020, la DM pasó a ser la tercera causa de 

defunciones, superada por el COVID 19 y las enfermedades del corazón [193]; previamente ya se 

había decretado como alerta epidemiológica nacional el incremento de casos en nuestro país, lo que 

convierte al abordaje multidisciplinario de esta enfermedad en prioritario[194].Actualmente, la 

respuesta inflamatoria es muy importante en la patogenia de la DM2, al considerarse la existencia de 

un estado inflamatorio crónico de bajo grado reconociendo componentes inmunitarios innatos y 

adaptativos como componentes etiológicos importantes en su desarrollo. 

 

Una mejor comprensión de los mecanismos que vinculan la inflamación con la DM2 y las 

complicaciones relacionadas, ha incrementado considerablemente el interés en abordar las vías 

inflamatorias como parte de la estrategia para prevenir o controlar la DM2 y sus complicaciones, 

mediante el uso de biomarcadores inflamatorios, por lo que la regulación del proceso inflamatorio a 

nivel celular y molecular se ha asociado con un mejor control glucémico y una disminución de la 

incidencia de diabetes[187].;  

 

En los últimos años se han estudiado múltiples enfoques médicos y farmacológicos que se 

dirigen directamente a las vías inflamatorias que respaldan el concepto de tratamiento antiinflamatorio 

y/o inmunomodulador para enfermedadescomo DM2[188,189]; se ha propuesto dirigirse a 

moduladores críticos del sistema inmunológico, para el control fenotípico de ciertas subpoblaciones 

que presentan alteraciones en su crecimiento, activación, proliferación, diferenciación y 

apoptosis[195], así como la producción y acción de sus citocinas secretadas, involucrando 

mecanismos moleculares que regulan estos procesos biológicos, como aquellos mediados por ciertos 

miRNAs (principalmente miR-155-5p y miR-146a-5p), que son responsables de coordinar la 

respuesta inflamatoria [190] y regular dichas vías de señalización, cuyas alteraciones perpetúan la 

inflamación crónica de bajo grado y favorecen el desarrollo de complicaciones clínicas. 

 

Actualmente, el reposicionamiento de los medicamentos existentes es una propuesta atractiva 

que implica el uso de compuestos libres de riesgo, con menores costos generales de desarrollo y 

plazos de entrega más cortos para el tratamiento para diversos tipos de enfermedades[23]. Algunos 

estudios han informado que NTZ tiene funciones inmunomoduladoras prominentes, ejerciendo 



 
 

28 
 

efectos inhibitorios en la producción de varias citocinas[30], entre ellas la IL-6 secretada por células 

RAW264.7 y macrófagos peritoneales estimulados por LPS[28], indicando su papel regulador a nivel 

transcripcional [28]. Por todo lo anterior, se deben desarrollar nuevos enfoques para el tratamiento de 

la DM2 que investiguen mecanismos alternativos para regular funciones inmunitarias y moleculares 

importantes; NTZ es un candidato a fármaco inmunomodulador y/o antiinflamatorio a nivel celular, 

molecular y transcripcional interesante para mejorar la inflamación crónica y los procesos que 

subyacen durante el desarrollo y progresión de la DM2. 
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HIPOTESIS 

 

Nitazoxanida ejercerá acciones inmunomoduladoras y anti-inflamatorias al regular la 

participación de biomarcadores de la respuesta inflamatoria crónica de bajo grado en un modelo in-

vitro de células mononucleares de pacientes con diabetes mellitus tipo 2. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el efecto inmunomodulador y antiinflamatorio de nitazoxanida en células mononucleares de 

pacientes con diabetes mellitus tipo 2. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Caracterizar y clasificar a la población de estudio acorde a suestilode vida, parámetros 

antropométricos y bioquímico clínicos.  

2. Cuantificar subpoblaciones M1 (proinflamatorias:CD14+, CD16+, CD 163-) y M2 

(antiinflamatorias: CD14+, CD16+ Y CD163+) de monocitos de sangre periférica por citometría de 

flujo. 

3. Evaluar el efecto de NTZ sobre la proliferación celular de linfocitos T de pacientes con DM2.  

4. Determinar el efecto de NTZ en las citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias de 

sobrenadante del cultivo celular de CMN. 

5. Evaluar el efecto de NTZ sobre la expresión relativa de miR-146a y miR-155 en CMN de 

pacientes con DM2. 

6. Determinar el efecto de NTZ en subpoblaciones M1 y M2 de monocitos/macrófagos 

posteriores al cultivo in-vitro de CMN de pacientes con DM2. 

7. Analizar diferencias entre las diferentes condiciones evaluadas y entre pacientes con DM2 

controlados y no controlados. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Figura 2. Resumen gráfico de la metodología empleada.Se seleccionaron 50 pacientes con DM2, y se 

evaluó la respuesta proliferativa de linfocitos T y la relación M1/M2 de macrófagos post cultivo celular por 

citometría de flujo, además de medir la concentración de citoquinas por ELISA y la expresión relativa demiRNAs 

relacionados con la respuesta inmune por PCR en tiempo real. 

 

 

 

Diseño del estudio 

Estudio prospectivo, transversal, analítico, experimental y comparativo. 

 

Aislamiento de nitazoxanida de tabletas comerciales 

Se utilizaron tabletas que contenían 500 mg de NTZ de Farmacias del Ahorro (México, lote 

R1710085). Se quitó la cubierta y el núcleo de la tableta se desintegró suavemente y se redujo a 

polvo usando un mortero. Se aisló NTZ de los excipientes mediante extracción heterogénea con 
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acetona y filtración a temperatura ambiente. Las aguas madres se evaporaron por rota evaporación y 

se aisló NTZ, obteniendo un polvo cristalino, amarillo e insoluble en agua con un rendimiento del 

72%. La pureza de la NTZ aislada se confirmó mediante la comparación del punto de fusión de los 

datos de análisis espectroscópico, espectrométrico y elemental[196,197]. El punto de fusión de la 

muestra obtenida experimentalmente fue de 202 °C, lo que se correlacionó con lo reportado en la 

literatura (202 °C) [196,197]. Además, el análisis de resonancia magnética nuclear de la muestra 

aislada proporcionó los siguientes datos: 1RMN H (400 MHz, DMSO-d6) d 2,18 (s, 3H, CH3); 7,27 (dd, 

1H, H-3'); 7,60 (td, 1H, H-4'); 7.28–7.30 (m, 1H, H-5′); 8,16 (dd, 1H, H-6'); 8,74 (s, 1H, H-4); 10,81 (s, 

1H, NH). RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6) d 20,9 (CH3), 117,8 (C-3′), 125,4 (C-5′), 131,4 (C-4′), 132,1 

(C-6′), 132,9 (C-1′), 139,4 (C-5), 149,9 (C-2′), 153,2 (C-4), 162,3 (C-2), 163,2 (NHC=O) y 170,5 

(OC=O) ppm. EM (FAB+): m / z 308 (M+H) +. Las colecciones de datos coincidieron con los 

informados en la literatura [198]. El análisis elemental confirmó ≥95 % de pureza de la muestra (±0,3 

% del valor calculado): Anal. Calc. para C12H9N3O5S: C, 43,90; H, 2,95; N, 13,67; S, 

10.44. Encontrado: C, 46,71; H, 2,94; N, 13,71; S, 10.39 [199]. 

 

Descripción de la población de estudio 

El tamaño de la muestra se obtuvo mediante un ajuste estadístico, considerando el diseño del 

estudio. Los cálculos se realizaron mediante ajustes estadísticos al determinar variables y parámetros 

previamente evaluados por otros grupos de investigación [200]; estudios similares han utilizado un 

tamaño de muestra similar al utilizado en este estudio [201,202]. 

 

Cincuenta pacientes consecutivos, aleatorizados y dispuestos a participar con diagnóstico 

clínicode DM2 sin complicaciones fueron invitados a una consulta médica externa en el Instituto 

Nacional de Cardiología “Ignacio Chávez” en la Ciudad de México. Se incluyeron en nuestro estudio 

pacientes con diagnóstico de DM2 igual o menor a diez años, con tratamiento farmacológico y sin 

complicaciones. Se excluyeron pacientes con enfermedades infecciosas, cáncer, hemoglobinopatías, 

embarazo, lactancia o complicaciones crónicas avanzadas. Los criterios de eliminación fueron 

pacientes que no desearon participar en el estudio, pérdida de muestra y datos incompletos. Los 

datos sociodemográficos, de estilo de vida, de actividad física y nutricionales se obtuvieron mediante 

un cuestionario en el momento de la inclusión; se midieron parámetros antropométricos al momento 

de la consulta: peso, talla, circunferencia de cintura y cadera. El protocolo fue aprobado por los 

comités de investigación y bioética del Instituto Nacional de Cardiología “Ignacio Chávez” (No. 20-

1183). Todos los participantes firmaron un consentimiento informado para participar. 
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Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMN). 

Después de 8-10 h de ayuno, se obtuvieron 15 mL de sangre periférica por punción venosa 

con tubos colectores con anticoagulante ácido etilenodiaminatetraacético(EDTA) (Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, NJ, EE. UU.) de cada  paciente. El porcentaje de HbA1c se determinó mediante un 

analizador Cobas C111 (Roche, Basilea, Suiza). Las CMN se obtuvieron por centrifugación en Ficoll 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) a 1500 rpm durante 30 min. Se realizaron lavados con 

solución salina tamponada con fosfato (PBS) y se evaluó la viabilidad con azul tripán (0,04 %) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). 

 

Cuantificación de subpoblaciones M1 y M2 de monocitos de sangre periférica 

Se utilizaron 5x105 CMN de sangre periférica por paciente y tiñeron con anticuerpos 

monoclonales anti-CD14 tipo IgG 2aκ marcado con ficoeritrina y cianina 7(PE-Cy7) (# 557742), anti-

CD16 tipo IgG 1κ marcado con Isotiocianato de fluoresceína (FITC) (# 555406) y anti-CD163 tipo IgG 

1κ marcado con ficoeritrina (PE) (# 556018) (Becton Dickinson, Franklin Lakes, Nueva Jersey, EE. 

UU.). La expresión de CD163 se utilizó para determinar la presencia de poblaciones M2 o M1. Las 

células no marcadas y los anticuerpos de control de isotipo se usaron como referencia (controles). 

Los controles de isotipo fueron CD14 tipo IgG2a κ marcado con PECY7, CD16 tipo IgG1 1κ marcado 

con FITC y CD163 tipo IgG1 1κ marcado con PE.   Las subpoblaciones celulares se cuantificaron en 

un citómetro FACSAria (BD Biosciences), utilizando el software FACSDiva (BD Biosciences) y el 

programa FlowJo 7.6.2 (ThreeStar; Ashland, OR, EE. UU.). 

 

Cultivo Celular in vitro de CMN 

Un total de 5×105 CMN/pozo se cultivaron en placas de cultivo estériles de 24 pozos 

(transparentes, de poliestireno y de fondo plano) (Corning, Nueva York, NY, EE. UU.) con medio 

RPMI-1640 suplementado con L-glutamina, 1 % de penicilina/estreptomicina y β-mercaptoetanol 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y suero fetal bovino al 10 % (Thermo Fisher Scientific, 

Rockford, IL, EE. UU.). 

 

Ensayos de proliferación celular 

Para los ensayos de proliferación celular, 5×105 CMN expuestas a diferentes tratamientos se 

marcaron con fluoróforo CPDF-670 (Cell ProliferationDyeeFluor, Thermo Fisher Scientific, Rockford, 

IL, EE. UU.), que se usó para monitorear divisiones celulares individuales uniéndose a cualquier 

proteína celular que contenga aminas primarias; luego, el tinte se distribuyó por igual entre las células 

hijas, medido como una reducción sucesiva a la mitad de la intensidad de fluorescencia del tinte hasta 
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6 generaciones [203]. Las células sin estimulación con anticuerpos monoclonales y sin tratamiento 

con NTZ formaron el tratamiento de control; las células tratadas con NTZ 100 µM formaron el 

tratamiento NTZ; células estimuladas con 100 ng/mL de anti-CD3 (ratón IgG2a, clon OKT3) 

(American Type Culture Collection, Manassas, VA, EE. UU.) y 500 ng/mL de anticuerpos anti-CD28 

(ratón IgG1, clon CD28.2) (BioLegend, San Diego, CA, EE. UU.) conformaron el tratamiento 

Anticuerpos (Acs); las células estimuladas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 tratadas con NTZ 

100 µM formaron el tratamiento Acs + NTZ. 

 

La concentración de NTZ se seleccionó en base a la investigación de SeongKeung Hong et al. 

[ y nuestra anterior estandarización de la metodología, en la que encontramos efectos similares entre 

NTZ 100 µM y concentraciones más altas. Para los cultivos celulares, se disolvió NTZ como solución 

madre 100 mM en dimetilsulfóxido (DMSO), y se realizaron titulaciones mediante diluciones 1:10 con 

PBS hasta alcanzar una concentración de 100 uM. La concentración final de DMSO en los medios de 

cultivo fue inferior al 0,1 %. Una vez cultivadas las CMN, se añadieron simultáneamente los 

anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 (utilizados para la estimulación de células T) y NTZ 100 µM. En el 

caso de los diferentes controles utilizados en el estudio, sólo se añadieron las NTZ o anticuerpos 

inmediatamente después de cultivar las CMN. Se realizaron pruebas de proliferación en todos los 

tratamientos aplicados [204,205], y debido a que los miRNA involucrados en una respuesta inmune 

se expresan diferencialmente después de la estimulación de células T (3–7 días) [206], 

seleccionamos 120 h de cultivo celular a 37 °C y 5 % de dióxido de carbono (CO2) en un ambiente 

húmedo. Las muestras fueron medidas y cuantificadas por citometría de flujo (FACS Aria, BD 

Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) mediante la incorporación del fluoróforo CPDF-670. El ensayo 

de viabilidad celular se realizó tiñendo y contando las células vivas o muertas con colorante azul 

tripán (0,04 %) para evaluar la integridad de la membrana celular. 

 

Cuantificación de citocinas en sobrenadantes de cultivos celulares 

Se recogieron los sobrenadantes de todos los cultivos celulares tratados y se determinaron las 

concentraciones de IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8 e IL-12 mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado 

a enzimas (ELISA) usando kits comerciales (Pharmingen; San Diego, California, EE. UU.) siguiendo 

las instrucciones del fabricante; se añadiólas muestras con las diferentes condiciones a evaluar una 

en un recipiente de reacción junto con las partículas paramagnéticas recubiertas con la citocina de 

interés monoclonal de ratón anti-humano, el reactivo de bloqueo y el conjugado. Después de la 

incubación, los materiales unidos a la fase sólida se mantuvieron en un campo magnético mientras 

que los materiales no unidos se eliminan por lavado. Posteriomente, el sustrato quimioluminiscente se 

agregó al recipiente y la luz generada por la reacción fue medida en un espectrofotómetro 
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especializado. La producción de luz fue directamente proporcional a la concentración de la citocina de 

interes en la muestra a partir de una curva de calibración multipunto. 

 

Aislamiento de ARN de CMN 

Se recuperaron las CMN cultivadas en las diferentes condiciones evaluadas. El ARN total se 

extrajo de CMN mediante el método Qiazol siguiendo el protocolo del fabricante (Qiagen, Hilden, 

Alemania). La concentración y la pureza del ARN se evaluaron usando un Nanodrop 1000 (Thermo 

Fisher Scientific; Rockford, IL, EE. UU.). La expresión de miR-155-5p y miR-146a-5p se determinó 

usando el ensayo de cebador RT y sondas de hidrólisis (AppliedBiosystem; CA, EE. UU.). El ARN 

extraído aislado se convirtió inmediatamente en ADNc, como se describe a continuación. 

 

Determinación de miRNAs por RT-qPCR. 

Los miRNAs se determinaron usando RT-qPCR de dos pasos con ensayo específico de 

cebador RT en combinación con sondas TaqMan (AppliedBiosystem; CA, EE. UU.). Cada reacción de 

RT utilizó 2,5 µL de los 14 µL de ARN eluido utilizando el kit de transcripción inversa TaqMan 

MicroRNA (AppliedBiosystems; CA, EE. UU.). El programa de reacción de RT consistió en 30 minutos 

a 16 ° C, 30 minutos a 42 ° C y 5 minutos a 85 ° C. Los miRNA se detectaron y cuantificaron 

utilizando miRNAs Assays miR-155-5p (Assay ID: 463509_mat; AppliedBiosystem; CA, EE. UU.), 

MiR-146a-5p (Assay ID: 001187; AppliedBiosystem; CA, EE. UU.) Y como gen de referencia U6 (ID 

de ensayo: 001973; AppliedBiosystem; CA, EE. UU.). Los 1,5 µl de reacción de RT se amplificaron en 

reacciones de 10 µL. Las condiciones de los ciclos de PCR fueron la desnaturalización inicial a 95 ° C 

durante 5 min, seguida de 45 ciclos a 95 ° C durante 10 s, a 60 ° C durante 40 sy a 72 ° C durante 5 

s. La PCR se realizó utilizando un sistema LightCycler TM 480 II (Roche AppliedScience, Basilea, 

Suiza) con el kit LightCycler 480 Probes Master (Roche AppliedScience). Las concentraciones 

relativas de miARN se normalizaron con los valores de control de U6, y los valores se calcularon 

utilizando el método 2-ΔΔCt. 

 

Determinación de subpoblaciones de monocitos / macrófagos M1 y M2 después de cultivo 

celular in-vitro por citometría de flujo. 

Se cultivaron 1x105 CMN estimuladas con anticuerpos o estimuladas más el tratamiento con 

NTZ (Acs + NTZ) por paciente en las mismas condiciones. Después de 120 horas, las células se 

recolectaron y lavaron con PBS suplementado con suero bovino fetal al 1% (Thermo Fisher Scientific; 

Rockford, IL, EE. UU.) y azida sódica al 0,1% (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EE. UU.) y tiñeron con 

anticuerpos monoclonales anti-CD14 PE, anti-CD16 FITC y anti-CD163 PE. Las subpoblaciones 
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fueron cuantificadas por citometría de flujo (FACSAria, BD Biosciences), utilizando el software 

FACSDiva (BD Biosciences) y el programa FlowJo 7.6.2 (ThreeStar; Ashland, OR, EE. UU.). 

 

Análisis estadístico 

Los datos se presentan como mediana. La prueba de Friedman seguida de la prueba de 

Tukey se utilizó para el análisis de muestras múltiples. Las correlaciones entre variables se 

determinaron mediante la prueba de Pearson; p <0,05 se consideró estadísticamente significativo. 

Los análisis estadísticos se realizaron con el software GraphPadPrism v7.0 (GraphPadInc, La Jolla, 

CA, EE. UU.) y el software SPSS v15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, EE. UU.). 
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RESULTADOS  

 

Descripción de la población y estilos de vida 

 La población de estudio consistió en 38 mujeres (76%) y 12 hombres (24%). La edad de los 

pacientes fue de 35 a los 80 años, con una mediana de edad de 53 años y el rango etario 

predominante osciló entre los 51 a los 60 años con 18 participantes (36%) (Tabla 1).  

 

Tabla 1. Clasificación de la población de acuerdo con el grupo etario. 

Grupo etario Número de participantes Porcentaje 

31 a 40 años 4 8% 

41 a 50 años 15 30% 

51 a 60 años 18 36% 

61 a 70 años 10 20% 

71 a 80 años 3 6% 

Total 50 100% 

  

 Según el cuestionario de autoinforme, los pacientes refirieron: hipertensión arterial (56%), 

cardiopatía (20%), consumo de alcohol (menos de 21 unidades de bebida estándar/semana) (24%), 

consumo frecuente de bebidas azucaradas (1000 mL mínimo semanalmente) (50%), tabaquismo 

(12%), actividad física moderada de 3 a 6 MET (unidad de medida del índice metabólico que permite 

establecer la intensidad de una actividad) (58%), dieta balanceada (consistente en 2000 kcal /día) 

(56%) y metformina como tratamiento anti hiperglucemiante (84%). 

 

El 90% de la población de estudio tiene sobrepeso u obesidad 

 Al momento de recolección de la muestra sanguínea, 45 (90%) pacientes (35 mujeres y 10 

hombres) tenían sobrepeso u obesidad (ÍMC ≥ 25,0 kg/m2). En promedio, la población estudiada 

presentó un IMC promedio de 29.47 kg/m2; para el género femenino, el promedio fue de 30.32 kg/m2 

y para el género masculino de 28.62 kg/m2 (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Clasificación de la población respecto a su género e IMC. 

1 Normopeso: 18 a 24.9 kg/m2.   

Género Normopeso1 Sobrepeso2 Obesidad3 Total 

Femenino 4 21 13 38 

Masculino 1 8 3 12 

Total 5 29 6 50 
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2 Sobrepeso: 25 a 29.9 kg/m2.   

3Obesidad: ≥30 kg/m2 

 

 El Índice de Cintura-Cadera (ICC)es una medida antropométrica específica para determinar 

los niveles de grasa intraabdominal. La OMS establece como valores normales de 0.75 a 0.84 en 

mujeres y de 0.78 a 0.94 en hombres; valores superiores indican obesidad abdominovisceral, lo cual 

se asocia a un riesgo cardiovascular elevado e incremento de la probabilidad de contraer otras 

enfermedades como hipertensión arterial [207]. Del total de pacientes, 43 (86%, 35 mujeres y 8 

hombres) tuvieron un aumento de la relación cintura-cadera. La población total presentó un promedio 

de ICC de 0.95, siendo para el género femenino de 0.94 y para el masculino de 0.98 (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Clasificación de la población de acuerdo con el ICC. 

 

Dos de tres pacientes no tienen un control glucémico adecuado 

 Según el porcentaje de HbA1c, las guías de la Asociación Americana de Diabetes 

(ADA)[208] y la Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010 para la prevención, tratamiento y 

control de la diabetes mellitus, 15 (30%) pacientes fueron controlados y 35 (70%) descontrolados. 

(Tabla 4). El promedio de HbA1c en mujeres fue de 9.85% y en hombres de 8.91%.  

 

Tabla 4. Clasificación de pacientes controlados y y no controlados. 

 

 

 

 

 

 

En pacientes con DM2 existe un incremento de monocitos M1 en sangre periférica 

 La población seleccionada presentó un promedio de 17.67% de monocitos M1 

proinflamatorios respecto al 1.88% de monocitos M2antiinflamartorios, (proporción 1 a 9). Los 

pacientes controlados tuvieron un promedio de 15.09% de M1 y 1.99% de M2 (proporción 1 a 7), 

Genero Rangos de ICC Número de pacientes Total 

Femenino 0.75-0.84 

>0.84 

4 

34 

 

38 

Masculino 0.78-0.94 

>0.94 

3 

9 

 

12 

Paciente No. pacientes % HbA1C 

Controlado 14 28% 5.49% 

No controlado 36 72% 10.15% 

Total 50 100% 9.17% 
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mientras que en los no controlados fue de 18.83% y 1.83% de M1 y M2 respectivamente (proporción 

1 a 10), no encontrando diferencias significativas entre ambos grupos. La proporción M1/M2 fue 

similar entre controlados y no controlados (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura3.En pacientes con DM2 existe un incremento de monocitos M1 y disminución de M2 en sangre 

periférica. Se utilizaron CMN de sangre periférica y tiñeron con los anticuerpos anti-CD14, anti-CD16 y anti-

CD163. Las subpoblaciones celulares se cuantificaron en un citómetro FACSAria (BD Biosciences), utilizando el 

software FACSDiva (BD Biosciences) y el programa FlowJo 7.6.2. Se muestran las medias de las diferentes 

subpoblaciones celulares. T de student para muestras independientes.  M1 p=0.181, M2 p=0.707 

 

 

NTZ inhibe la proliferación de células T inducida por anti-CD3 y anti-CD28 

 El porcentaje de proliferación celular de células estimuladas con anticuerpos tratadas con 

NTZ (Acs + NTZ) fue tres veces menor en comparación con las células estimuladas con anticuerpos 

(Anticuerpos) (p <0,0001), y NTZ fue similar en comparación con el grupo control.Además, la 

viabilidad celular fue similar en todas las condiciones evaluadas: Control 91%, Anticuerpos 95%, NTZ 

87% y Acs + NTZ 89% (Figura 4). Los histogramas producto del análisis de la citometría de flujo se 

muestra en la Figura 5. 
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Figura 4.NTZ inhibe la proliferación celular inducida por anti-CD3 y anti-CD28 en CMN. Se evaluó la 

proliferación celular a los 5 días utilizando CPDF-670 en CMN con medio celular RPMI-1640 (Control), CMN 

tratadas con nitazoxanida 100 µM (NTZ), CMN estimuladas con anticuerpos anti-CD3 y anti CD28 (Anticuerpos) 

y CMN estimuladas con anticuerpos y tratadas con nitazoxanida (Acs + NTZ). El diagrama de puntos dispersos 

muestra medidas individuales y la barra representa la media. T de student para muestras independientes.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Histogramas de las condiciones evaluadas en los ensayos de proliferación celular. Histogramas 

de análisis de citometría de flujo que muestran células no marcadas con CPDF-670 cultivadas en ausencia de 

estímulo o tratamientos (A), CMN marcadas con CPDF-670 cultivadas sin estímulo o tratamientos (B), CMN 

marcadas con CPDF-670 con tratamiento NTZ 100 µM (C), CMN marcadas con CPDF-670 y estimuladas con 

anti-CD3 y anti-CD28 (D), CMN marcadas con CPDF-670, estimuladas con anticuerpos anti-CD3, anti-CD28 y 

tratamiento con NTZ 100 μM (E). 

 

En al análisis de pacientes controlados vs. no controlados, no hubo diferencias estadísticamente 

significativas entre las condiciones evaluadas (Figura 6). Los resultados completos se muestran en la 

Tabla 5. 
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Figura 6. Evaluación de la proliferación celular entre pacientes controlados vs pacientes no controlados. 

Se evaluó la proliferación celular de linfocitod T entre pacientes controlados (HbA1c <7.0%) y no controlados 

(HbA1c ≥7.0%) a los 5 días a 37°C, 5% de CO2 y atmosfera húmeda, utilizando el fluoroforo CPDF-670 en 

CMN con medio celular RPMI-1640 (Control), CMN tratadas con nitazoxanida 100 µM (NTZ), CMN estimuladas 

con anticuerpos anti-CD3 y anti CD28 (Anticuerpos) y CMN estimuladas con anticuerpos y tratadas con 

nitazoxanida (Acs + NTZ). El diagrama de puntos dispersos muestra medidas individuales y la barra representa 

la media. T de student para muestras independientes. Control, p=0.739; NTZ, p=0.0.728; Anticuerpos, p=0.722; 

Abs+NTZ, p=0.978. 

 

 

Tabla5.Evaluación de la proliferación celular de linfocitos T entre pacientes controlados y no controlados. 

 Control NTZ Anticuerpos Acs + NTZ 

Paciente controlado 4.29%* 6.97%* 23.12%* 6.92%* 

Paciente no controlado 4.08%* 6.40%* 21.93%* 6.97%* 

General 4.14%* 6.56%* 22.26%* 6.96%* 

*Porcentaje de proliferación celular 

 

 

 

NTZ disminuye las citocinas proinflamatorias en los sobrenadantes de CMN. 

 En comparación con los niveles de citocinas producidos por células sin tratamiento (Control), 

las células tratadas con NTZ mostraron una disminución significativa en las concentraciones de IL-1β 
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(p = 0.0291), IL-2 (p = 0.0417) e IL-6 (p = 0.0320), mientras que las células estimuladas 

conanticuerpos aumentaron significativamente los niveles de IL-2 (p = 0,0155), IL-6 (p = 0,0462), IL-

10 (p = 0.0318) e IL-12 (p = 0.0035).Sin embargo, esos incrementos se inhibieron cuando las células 

se estimularon con los anticuerpos y trataron con la NTZ (Acs+NTZ) (IL-2 p <0.0001; IL-6 p <0.0001; 

IL-10 p <0.0001; e IL-12 p = 0.0155), restableciendo los niveles de manera similar a los detectado en 

células tratadas solo con NTZ, lo que demuestra los efectos inhibidores de NTZ en la producción de 

citocinas inducidas por anticuerpos en CMN.  

 

 Curiosamente, las concentraciones de IL-4 no se alteraron por ningún tratamiento, mientras 

que la IL-1β disminuyó cuando las células fueron tratadas con NTZ respecto al control (p = 0.0291) 

pero sin mostrar cambios significativos cuando se estimularon con anticuerpos ni en el estímulo + el 

tratamiento(Acs + NTZ) (Figura 7). 

 

 El análisisentrepacientes controlados y no controlados no reveló diferencias significativas 

entre las evaluaciones realizadas para cada citocina (p>0.05). 
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Figura 7. NTZ reduce los niveles de citocinas IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12 en el sobrenadante de CMN. 

La medición se realizó a los 5 días de cultivo celular mediante el ensayo ELISA, se evaluaron las citocinas 

según el tipo de tratamiento realizado en las CMN: Células con medio celular RPMI-1640 (Control), CMN 

tratadas con NTZ 100 µM (NTZ), CMN estimuladas con anticuerpos anti-CD3 y anti CD28 (Anticuerpos) y CMN 

estimuladas con anticuerpos y tratadas con NTZ (Acs + NTZ). El diagrama de puntos dispersos muestra 

medidas individuales y la barra representa la media. Se muestran la prueba de Friedman para muestras 

pareadas p <0.05, el DHS post hoc de Tukey y los valores p exactos para pruebas individuales. 
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NTZ regula negativamente la expresión de miR-155-5p en CMN. 

 Las CMN tratadas con NTZ mostraron niveles relativos significativamente más bajos de miR-

155-5p que las células no estimuladas (Control) (p <0.0001). Por el contrario, las CMN estimuladas 

con anticuerpos mostraron niveles más altos de expresión de miR-155-5p en comparación con las 

células no tratadas (control) (p = 0.0032). Además, se encontró regulación descendente de la 

expresión relativa de miR-155-5p en células tratadas con anticuerpos y NTZ (Acs + Ntz) en 

comparación con CMN estimuladas solo con anticuerpos (p <0.0001), indicando que NTZ está 

ejerciendo un efecto inmunomodulador a nivel de miR-155-5p. La expresión relativa de miR-146a-5p 

no mostró diferencias entre todas las condiciones evaluadas (Figura 8). 

Figura 8.NTZ regula la expresión de miR-155-5p sin causar cambios en la expresión de miR-146a-5p en 

CMN. Se extrajo el ARN total de CMN en células de cultivo mediante el método Qiazol, los miRNAs se 

determinaron usando RT-qPCR de dos pasos con RT-ensayo específico de cebadores en combinación con 

sondas TaqMan. La expresión de miRNA en CMN se realizó mediante RT-qPCR usando U6 como referencia y 

las concentraciones relativas de miARN se normalizaron con valores de Ct de U6, y los valores se calcularon 

usando fórmulas 2 − ΔΔCt y 2 − ΔCt. Las evaluaciones realizadas fueron: CMN con medio celular RPMI-1640 

(Control), CMN tratadas con NTZ 100 µM (NTZ), CMN estimuladas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 

(Anticuerpos) y CMN estimuladas con anticuerpos y tratadas con NTZ(Acs + NTZ). El diagrama de puntos 

dispersos muestra medidas individuales y la barra representa la media. Se muestran la prueba de Friedman 

para muestras pareadas p <0.05, la DHS post hoc de Tukey y los valores p exactos para pruebas individuales. 

 

 

 Como se muestra en la Figura 9, no se encontraron diferencias significativas entre los 

niveles relativos de microRNAs, miR-155-5p y miR-146a-5p entre pacientes controlados vs. no 

Control NTZ Anticuerpos Acs+NTZ

0

2

4

6

8

10

miR-146a-5p

E
x

p
re

s
ió

n
 r

e
la

ti
v

a
 2

-


C
t

Control NTZ Anticuerpos Acs+NTZ
0

2

4

6

8

10

miR-155-5p

E
x

p
re

s
ió

n
 r

e
la

ti
v

a
 2

-


C
t

p<0.0001

p=0.0032

p=0.0106



 
 

46 
 

controlados para las diferentes condiciones evaluadas (NTZ, p = 0.977;Anticuerpos, p = 0.283;Acs + 

NTZ, p = 0.479). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura9.Expresión de miR-155-5p en CMN de pacientes controlados vs. no controlados. El análisis de la 

expresión de miR-155-5p entre pacientes controlados (HbA1c <7.0%) y no controlados (HbA1c ≥7.0%)a los 5 

días de cultivo celular no mostró diferencias significativas. El diagrama de puntos dispersos muestra medidas 

individuales y la barra representa la media. prueba de Friedman para muestras pareadas. 

 

 

NTZ reduce la relación M1 / M2 en CMN estimuladas con anti-CD3 y anti-CD28. 

 Las CMN tratadas con anticuerpos más NTZ (Abs + NTZ) mostraron menor presencia de 

monocitos/macrófagos M1 proinflamatorios respecto a las células estimuladas solo con anticuerpos 

(p=0.005), además de un aumento concomitante de los monocitos/macrófagos M2 antiinflamatorios (p 

= 0.007), resultando en una disminución significativa de la relación M1/M2 (Acs vs.  Acs + NTZ, p 

<0,001) (Figura 10). 

 

 La estrategia para el análisis de monocitos/macrófagosposterior al cultivo in-vitro por 

citometría de flujo, se muestra en la Figura 11. 
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Figura 10.NTZ modifica la relación de monocitos/macrófagos M1 y M2. La cuantificación de macrófagos 

proinflamatorios M1 (CD14 +, CD16 + y CD163-) y macrófagos antiinflamatorios M2 (CD14 +, CD16 + y CD163 

+) se realizó tras 5 días de cultivo celular según el tipo de tratamiento realizado en las CMN: Células 

estimuladas con anticuerposanti-CD3 y anti-CD28 y CMN estimuladas con anticuerpos y tratadas con NTZ. El 

diagrama de puntos dispersos muestra medidas individuales y la barra representa la media. Prueba de 

Friedman para muestras pareadas p <0.05, DHS post hoc de Tukey y los valores p exactos para pruebas 

individuales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Estrategia para la determinación de monocitos/macrófagos M1 y M2 por citometría de flujo. 

(A) Gráfica de FSC (A) frente a SSC (A): celdas en la gráfica del área de dispersión frontal/área de dispersión 

lateral. (B) FSC (A) frente a FSC (H): compuerta de las celdas que tienen un área y una altura iguales: 

compuerta de exclusión de doblete. (C) Gráfica de CD16 frente a CD14: selección de monocitos en función de 

sus marcadores: selección de la puerta de subpoblación CD14+ y CD16+. (D) Gráfica de CD16 frente a CD163: 
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activación para determinar y cuantificar monocitos/macrófagos M1 (CD14+, CD16+, CD163-) y M2 (CD14+, 

CD16+, CD163+). Para A–D, el color representa la densidad celular: de alta densidad (rojo) a baja densidad 

(azul). Secuencia anterior: células estimuladas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 (Anticuerpos). Secuencia 

a continuación: células estimuladas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 y tratadas con NTZ 100 µM (Abs + 

NTZ). 

 

Los resultados de la cuantificación de subpoblaciones celulares de monocitos/macrófagos M1 

y M2 posterior al cultivo celular de pacientes controlados vs. no controlados se muestran enTabla 6. 

 

Tabla 6. Subpoblaciones celulares de monocitos/macrófagos M1y M2 posterioral cultivo celular in vitro. 

*Porcentaje de presencia de subpoblaciones celulares de monocitos/macrófagos. 

 

El análisis de monocitos/macrófagos estimulados con anticuerpos no reveló diferencias 

significativas entre pacientes controlados vs. no controlados al comparar la presencia de 

subpoblaciones M1 proinflamatoria (p=0.05) y M2 antiinflamatoria (p=0.679) (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
CMN tratadas con NTZ 

100µM 

CMN estimuladas con 

anticuerpos anti-CD3 y anti-

CD28 
 

CMN estimuladas con 

anticuerpos y tratadas con NTZ 

100µM 
 

M1 M2 M1/M2 M1 M2 M1/M2 M1 M2 M1/M2 

Paciente 

Controlado 

10.6% 19.10% 0.58:1 11.7% 9.15% 1.7:1 7.58% 20.35% 0.46:1 

Paciente No 

controlado 

5.67% 15.30% 0.40:1 6.67% 10.45% 0.64:1 3.86% 16.38% 0.30:1 

General 7.26% 16.45% 0.45:1 8.24% 10.05% 0.9:1 4.90% 17.49% 0.34:1 

M1 M2 M1 M2

0

10

20

30

40

S
u

b
p

o
b

la
c

io
n

e
s

 c
e

lu
la

re
s

 (
%

)

Controlados No controlados

Monocitos/macrófagos M1 y M2: Controlados vs No controlados

CMN estimuladas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28

p=0.05



 
 

49 
 

Figura 12. CMN posterior al estímulo con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28: Controlados vs. no 

controlados. Cuantificación de macrófagos proinflamatorios M1y antiinflamatorios M2 posterior al cultivo celular 

en la condición de estimulación con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28. Se evaluaron pacientes controlados 

(HbA1c <7.0%) y no controlados (HbA1c ≥7.0%)a los 5 días de cultivo celular, a 37°C, 5% de CO2 y atmosfera 

húmeda, sin mostrar diferencias significativas. El diagrama de puntos dispersos muestra medidas individuales y 

la barra representa la media. T de student para muestras independientes. M1, p=0.05; M2, p=0.679. 

 

 

Respecto al análisis de las CMN estimuladas con anticuerpos y tratadas con NTZ, se reveló 

diferencia significativa entre los monocitos/macrófagos M1 de pacientes controlados vs no 

controlados (p=0.010) pero sin mostrar cambios significativos cuando en los M2 (p=0.907). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13.CMN posterior al estímulo con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28: Controlados vs. no 

controlados. Cuantificación de macrófagos proinflamatorios M1y antiinflamatorios M2 posterior al cultivo celular 

en la condición de estimulación con anticuerpos anti-CD3, anti-CD28 y tratamiento con NTZ. Se evaluaron 

pacientes controlados (HbA1c <7.0%) y no controlados (HbA1c ≥7.0%)a los 5 días de cultivo celular sin 

mostrar diferencias significativas. El diagrama de puntos dispersos muestra medidas individuales y la barra 

representa la media. T de student para muestras independientes. M1, p=0.010; M2, p=0.907 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

El aumento acelerado de DM2,conjuga factores biológicos, como el componente genético-

familiar, formas de distribución de la grasa corporal y el proceso de envejecimiento, con los 

determinantes sociales propios de la industrialización, urbanización y globalización que han 

propiciado cambios en las formas de vida, en particular en la alimentación y en la actividad física, 

tanto doméstica, como laboral y recreativa, así como el comportamiento geográfico, la distribución del 

ingreso y los bienes sociales, entre otros [209]. 

 

Actualmente, la inflamación sistémica crónica de bajo grado es reconocida como un factor 

causante de patogénesis enDM2[3,4]produciendo anomalías en la respuesta inmunológica [5] al sufrir 

alteraciones en la activación, proliferación, diferenciación y supervivencia decélulas T y macrófagos, 

deterioro funcional de células B y células NK y disminución de quimiotaxis, fagocitosis y 

opsonización[6].Se ha demostrado que las células proinflamatorias y sus citocinas desempeñan un 

papel fundamental en la DM2 [210].  A este respecto, se ha reportado un aumento significativo de 

células T totales y proinflamatorias circulantes, así como alteraciones en su capacidad proliferativa y 

secreción de citocinas en comparación con sujetos sanos[211]. 

 

En el presente estudio encontramos evidencia para el reposicionamiento de NTZ como un 

fármaco inmunomodulador. Nuestros principales hallazgos son que la NTZ inhibió la proliferación 

celular inducida por anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, redujo la concentración de citocinas 

proinflamatorias en sobrenadantes de cultivos celulares, reguló negativamente la expresión de miR-

155-5p sin causar cambios en miR-146a-5p y disminuyó la relación M1/M2 de monocitos/macrófagos 

(Figura 14).  

 

Es importante mencionar que la selección de sujetos para este estudio incluyó pacientes 

consecutivos, aleatorizados y dispuestos a participar. Se ha reportado que las mujeres tienen una 

mayor preocupación por su atención médica, lo que llevó a un uso significativamente mayor de los 

servicios de salud y visitas a las clínicas y servicios de atención primaria para el diagnóstico en 

comparación con los hombres [212,213], lo que explicaría por qué hay considerablemente más 

mujeres que hombres participaron en el estudio. 

 

Aunque el tratamiento con NTZ no indujo efectos citotóxicos sobre las CMN, indujo un efecto 

inhibidor sobre la proliferación celular, relevante para mejorar el estado inflamatorio crónico de 

bajogrado y prevenir/retrasar el desarrollo de complicaciones.Los ensayos de viabilidad celular y 

toxicidad celular son herramientas importantes para evaluar las respuestas celulares a compuestos 



 
 

51 
 

experimentales de interés [214,215]. Nuestros resultados refuerzan los hallazgos descritos por 

Giacometti et al., quienes reportaron la ausencia de citotoxicidad al usar diferentes concentraciones 

(1.6, 6.5 y 26 mmol/L) de NTZ (citotoxicidad de 8.9 a 11.2%) y NTZ junto con antibióticos 

(citotoxicidad del 6,5 al 8,4%) en cultivos de células A-549[216]. Otro estudio se centró en evaluar la 

citotoxicidad de NTZ en líneas celulares de glioblastoma humano (LN229, A172 y U87) e informó que 

las concentraciones de 1 a 20 μg/mL dieron como resultado una viabilidad celular superior al 90 % 

[198]. Además, se ha descrito que la exposición a NTZ (100 μM) en células HepG 2.2.15 cultivadas 

no indujo citotoxicidad [217], lo que indica que este efecto inmunomodulador de NTZ podría tener 

relevancia clínica. 

 

 

Figura 14. NTZ ejerce efectos inmunomoduladores sobre las células mononucleares de sangre periférica 

de pacientes con diabetes tipo 2. Se seleccionaron 50 pacientes consecutivos, aleatorizados y dispuestos a 

participar con un diagnóstico clínico de DM2 sin complicaciones [38]. Las células sin estimulación de 

anticuerpos monoclonales y sin tratamiento con NTZ formaron el tratamiento de control; las células tratadas con 

NTZ 100 µM formaron el tratamiento con NTZ; las células estimuladas con anticuerpos anti-CD3 / anti-CD28 

formaron el tratamiento con Anticuerpos, las células estimuladas con anticuerpos anti-CD3 / anti-CD28 tratadas 

con NTZ 100 µM formaron el tratamiento Abs + NTZ. NTZ ejerce un efecto inhibidor sobre la proliferación 
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celular de células T estimuladas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 sin modificar la viabilidad celular y 

disminuciones significativas en las concentraciones sobrenadantes de citocinas IL-2, IL-6, IL-10 e IL- 12. 

Además, NTZ regula negativamente la expresión relativa de miR-155-5p sin cambios en miR-146a-5p. La 

relación M1 / M2 de monocitos / macrófagos disminuyó el M1 y aumentó la subpoblación M2 en NTZ. 

 

Un mecanismo propuesto para el efecto inmunomodulador de NTZ podría producirse por la 

inducción en la disminución significativa de los niveles de IL-2 observados con o sin los estímulos de 

anticuerpos.Esto era de esperar porque la IL-2 es producida por linfocitos T activados y es esencial 

para el crecimiento, proliferación, diferenciación y supervivencia de las células T. La IL-2 también es 

crucial para la producción de IL-6, necesaria para el mantenimiento del proceso inflamatorio, 

induciendo la síntesis de otras citocinas también involucradas en el crecimiento, proliferación y 

diferenciación de linfocitos T, independientemente de la expresión/secreción del gen IL-2 [218]. 

Nuestros hallazgos también muestran que NTZ produjo una disminución significativa en el nivel de 

sobrenadantes de IL-6 de CMN cultivadas, mientras que la concentración de IL-6 se restableció 

mediante el estimulo con anticuerpos.  La IL-6 es una citocina pleiotrópica que se considera un 

biomarcador de inflamación[219] y una diana terapéutica para el tratamiento de la diabetes tipo 

2[148]; por lo tanto, es posible que la IL-6 pueda actuar de manera similar a la IL-12, determinando la 

diferenciación de las células T CD4 vírgenes hacia las células efectoras [220]. También se ha 

demostrado que NTZ limita el aumento de la producción de IL-12 inducida con o sin estimulación con 

anticuerpos. Se ha informado que la deficiencia de IL-6 conduce al agotamiento de IL-12, lo que 

resulta en una reducción de la respuesta inflamatoria, necesaria para proporcionar señales de 

proliferación y supervivencia a las células T CD4+ murinas a través de la vía de señalización de 

fosfatidilinositol 3-quinasa/Akt[221], lo que podría explicar el efecto de NTZ en ambas citocinas [222]. 

Además, se requiere IL-1β como molécula estimulante de células T para su activación e inducción de 

inflamación, aunque el mecanismo aún no se ha dilucidado[223]. Nuestro estudio encontró que NTZ 

redujo la secreción de IL-1β en CMN de cultivo celular.  

 

Con respecto a las citocinas antiinflamatorias, NTZ no modificó los niveles de IL-4, mientras 

que restableció los niveles basales de IL-10 en las CMN estimuladas con anticuerpos. Por lo tanto, 

estos hallazgos sugieren que NTZ no estaba involucrada en la polarización de Th2 ya que NTZ no 

modificó la producción de IL-4 por parte de las CMN expuestas, posiblemente debido a sus efectos 

inhibitorios sobre la síntesis de IL-6, disminuida por los efectos de la NTZ. Sin embargo, estudios 

previos habían demostrado que la IL-6 induce una regulación positiva de la IL-4 después de 

preincubaciones cortas (5 min) de células T estimuladas con anti-CD3/anti-CD28, mientras que con 

períodos de preincubación más prolongados con IL-6 (12 y 24 h), el efecto sobre la producción de IL-
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4 desapareció gradualmente[224]sin inducir alteraciones en los niveles de IL-4, reforzando los 

resultados obtenidos en este estudio. Sin embargo, para conocer el efecto particular de la NTZ sobre 

cada una de las principales subpoblaciones de células T, es necesario realizar mayores 

investigaciones que conlleven a la cuantificación de los factores de transcripción de LT: T-bet, 

GATA3, RORyt y FOXP3. Cabe resaltar que el efecto de la NTZ sobre las citocinas fue 

independientedel control o descontrol glucémico del paciente. 

 

Cabe mencionar que los niveles de IL-6 en el sobrenadante de CMN estimuladas con 

anticuerpos se correlacionaron positivamente con el IMC (r = 0,363, p = 0,001) y con la relación 

cintura/cadera (r = 0,252, p = 0,007). Estos resultados también respaldan la idea de que la secreción 

de IL-6 en la obesidad es proporcional a la expansión de la masa grasa, particularmente en la región 

abdominal[225].  

 

Los efectos inmunomoduladores de la NTZ sobre las concentraciones de citocinas son 

relevantes porque los moduladores de citocinas individuales se usan con frecuencia para 

enfermedades inflamatorias graves, como tocilizumab (inhibidor de IL-6) en la artritis reumatoide 

[226], daclizumab (inhibidor de IL-2) en la esclerosis múltiple [227]y anakinra (inhibidor de IL-1) en 

otras enfermedades autoinmunes [228]. Según nuestros hallazgos, la NTZ podría convertirse en un 

candidato potencial para el tratamiento antiinflamatorio. 

 

Las células T tienen funciones importantes en una respuesta inmune adquirida y los miRNAs 

regulan esta respuesta inmunitaria dirigiéndose a los miARN de los genes implicados en el desarrollo, 

la proliferación, la diferenciación y la función de las células T. Los cambios en la expresión de miARN 

durante la activación de las células T resaltan que su función puede verse limitada por un marco 

espaciotemporal específico relacionado con las señales que inducen funciones efectoras basadas en 

células T[21]. La activación de las células T depende del TCR y de moléculas coestimuladoras (como 

CD28). Posteriormente, las células T proliferan vigorosamente, dando lugar a la expansión clonal  A 

este respecto,  miR-155-5p y miR-146a-5p están involucrados en la regulación de la proliferación de 

células T.  Los miRNAs responden a señales microambientales dinámicas y regulan múltiples 

funciones de los subconjuntos de células T y macrófagos, incluido su desarrollo, supervivencia y 

activación [229]. Ejemplo de ello son las citocinas, que actúan como señales ascendentes claves y 

funcionales capaces de afectar la expresión de ciertos miRNAs[229]. Como hemos descrito, la 

hiperglucemia aumenta la producción de citocinas proinflamatorias que actúan a través de NF-κB, 

conduciendo a un estado inflamatorio sostenido,alterando la expresión de miRNAs[230]. A su vez, las 

citocinas actúan como señales ascendentes claves y funcionales que pueden afectar la expresión de 
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ciertos miRNAs. miR-146a funciona como un regulador antiinflamatorio en varios tipos de células 

inmunes al reprimir la señalización de NF-κB y AP1 y participa en la regulación de la respuesta 

inflamatoria [166] Por  otro lado, la expresión de miR-155 ha demostrado ser esencial para el 

desarrollo y la función de las células T, células B y células mieloides [231,232]. miR-155-5p y miR-

146a-5p están regulados transcripcionalmente por NF-κB[233], mientras controlan y coordinan la 

inflamación permitiendo una respuesta inflamatoria robusta y definida, formando un circuito regulador 

que inicia con la inducción en la señalización de NF-κB (miR-155-5p) y su apagado sincronizado con 

precisión (miR-146a-5p) [21].  

 

Nuestros hallazgos muestran que la NTZ disminuyó significativamente la expresión de miR-155-5p en 

CMN cultivadas, mientras que disminuyó en la línea de base, cuyos niveles aumentaron cuando las 

células se estimularon con anticuerpos, sugiriendo una actividad transcripcional de  laNTZ en la 

respuesta NF-κB. Es bien sabido que miR-155-5p y miR-146a-5p están regulados 

transcripcionalmente por NF-κBy coordinan la inflamación, lo que da como resultado una respuesta 

inflamatoria definida[21]. También encontramos que el tratamiento con NTZ no modificó la expresión 

de miR-146a-5p. Recientemente, los estudios informaron una disminución significativa en la 

expresión de miR-146a-5p, así como un aumento en la expresión de miR-155-5p en el suero 

sanguíneo de pacientes con DM2[234,235], lo que causa una pérdida en los efectos supresores de la 

Treg células como consecuencia de la sobreexpresión del transductor de señal y el activador de la 

transcripción 1(STAT1)[168] sin represión en la expresión de IRAK1 y TRAF6, que son cinasas 

adaptadoras de vías esenciales como MyD88 [165] para el mantenimiento del proceso inflamatorio. 

Los resultados obtenidos en este estudio confirman la sobreexpresión de miR-155-5p en DM2 y que 

la NTZ podría modular los efectos de miR-155-5p en CMN al reprimir SHIP1 o SOCS1, atenuando la 

actividad de NF-κB y evitando un estado proliferativo, siendo ambos cruciales en el desarrollo de la 

respuesta inmune[180] y en la síntesis de moléculas efectoras inmunes, por ejemplo, las citocinas. 

Sin embargo, los objetivos moleculares de la NTZ relacionados con la expresión de miR-155-5p aún 

no se han dilucidado.El control o descontrol glucémico de los pacientes demostró no influir sobre la 

expresión de estos miRNAs. 

 

La expresión de miR-155-5p en CMN estimuladas con anticuerpos y tratadas con NTZ (Acs + 

NTZ) mostró una correlación positiva con IL-1β (r = 0,227, p = 0,034). La expresión de miR-155-5p 

puede ser inducida por IL-1β [236]; se ha propuesto que el inflamasoma NLRP3 es el iniciador que 

provoca la transcripción de IL-1 y la señalización autocrina que impulsa la expresión de miR-155-5p a 

través de un mecanismo de señalización de IL-1. miR-155-5p se sinergiza con el inflamasoma para 

inducir una señal de alimentación positiva que promueve aún más la liberación de IL-1, por lo tanto, la 
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inhibición del receptor de IL-1 con su antagonista cancela la expresión de miR-155-5p [237]. Esta 

correlación positiva ya se ha informado previamente en CMN como consecuencia de la eliminación de 

SOCS1 [238]. 

 

Varios estudios han proporcionado pruebas convincentes de que los miRNAs desempeñan un 

papel fundamental en la modulación de la activación de los macrófagos, la polarización, la infiltración 

de tejidos y la resolución de la inflamación y forman una red compleja que ejerce una regulación 

generalizada de las vías inflamatorias al dirigirse a múltiples componentes de la vía de señalización 

de TLR y, por lo tanto, afecta el perfil de citocinas inflamatorias [239]. Los estudios mencionados 

anteriormente han demostrado que un aumento en la expresión de miR-155-5p promovió la 

polarización hacia los macrófagos M1, mientras que miR-146a-5p indujo la polarización hacia los 

macrófagos M2 en modelos murinos y humanos al dirigirse a varios factores de transcripción y 

proteínas adaptadoras involucradas en las rutas IRF/STAT [240]. 

 

Los fenotipos M1 y M2 desempeñan funciones distintivas en el crecimiento celular y la 

progresión de enfermedades relacionadas con la inflamación. Esto es importante porque los 

tratamientos que actúan sobre los miRNAs y que modulan la polarización de los macrófagos pueden 

tener potencial terapéutico en el tratamiento de enfermedades inflamatorias. Para la determinación de 

las subpoblaciones de monocitos/macrófagos M1 y M2, se puede utilizar CD163 como marcador 

diferencial, que se expresa en la superficie celular de los monocitos/macrófagos activados, ejerciendo 

funciones antiinflamatorias como la producción de IL-10[93,241], y se escinde de su superficie en 

respuesta a estímulos inflamatorios (macrófagos M1) [242], lo que sugiere que podría usarse como 

biomarcador de metainflamación [240].  

 

Curiosamente, la NTZ ejerce efectos inmunomoduladores al disminuir significativamente la 

subpoblación proinflamatoria M1 y aumentar significativamente la subpoblación antiinflamatoria M2 de 

monocitos/macrófagos, como lo observado en nuestro estudio, lo que influye, de manera importante, 

en el equilibrio de la relación M1/M2 a favor de limitar el proceso inflamatorio desarrollado en la DM2. 

En relación con este resultado, los monocitos de sangre periférica de pacientes obesos con DM2, 

como se informó anteriormente, fueron menos susceptibles de diferenciarse en un fenotipo 

alternativo, lo que contribuyó a una condición inflamatoria desregulada y persistente[243]. Los 

resultados obtenidos en este estudio confirman y respaldan la sobreexpresión de miR-155-5p en 

DM2, además del efecto epistático que ejerce mir-155-5p sobre miR-146a-5p en la regulación de la 

respuesta inmunológica [170], anulando la represión de la activación de NF-κB mediada por miR-

146a,enfatizando la función dominante de miR-155-5p en la promoción de la inflamaciónposiblemente 
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explicando el motivo por el que no existe un incremento de miR-146a-5p en aquellas células 

estímuladas con anticuerpos en comparación con las células control,  tal como se ha descritoen 

estudios con ratones[244].  Además, nuestro estudio reveló que la NTZ podría regular la 

diferenciación y la actividad de los macrófagos M1 y M2. Lo anterior es importante porque el 

desarrollo de los macrófagos M2 depende del factor de transcripción STAT-6, favoreciendo la 

tolerancia a la glucosa y reduciendo la metainflamación[245], pudiendo ser un objetivo terapéutico de 

la NTZ, por lo que se necesitan más estudios relacionados. 

 

El análisis de monocitos/macrófagos entre pacientes controlados y no controlados reveló que 

la NTZ disminuye significativa y mayormente la subpoblación M1 en pacientes sin control glucémico 

que en aquellos  controlados. Por otro lado, nuestros resultados mostraron una correlación positiva 

entre monocitos/macrófagos M1 e IL-12 (r =0.543, p=0.001) después de la estimulación con 

anticuerpos. Esta correlación apoye nuestros resultados debido a que la señalización y producción de 

IL-12 son propiedades proinflamatorias definitorias de los macrófagos M1[246]. 

Estudiosprevioshanrevelado que la sobreexpresión de IL-12 podría revertir el fenotipo y la función de 

los macrófagos M2 en macrófagos similares a M1 y propiciar la diferenciación de linfocitos Th1 y 

bloquear su fenotipo hacia Th2 [247]. 

 

Se ha propuesto que la NTZ es un agonista de los receptores PPAR-γ, con efectos 

postranscripcionales capaces de mejorar el perfil glucémico en la diabetes tipo 2 [29]. Previamente, 

Diana Kovács y cols. (2013) utilizaron el método de coincidencia de perfil de fármacos unidimensional 

(oDPM) para encontrar posibles agonistas de PPARγ[192]. Vale la pena mencionar que también es 

posible que mecanismos independientes adicionales de PPAR permitan que la NTZ ejerza sus 

efectos inmunomoduladores. La farmacocinética de la NTZ revela que su metabolito podría alcanzar 

una Cmax de 1,9 mg/L (7,1 mM)[27,248]; por lo tanto, la concentración de 0,1 mM utilizada en 

nuestro experimento podría ser fácilmente alcanzable en la sangre después de la administración del 

fármaco, resultado que es relevante para la evaluación de su efecto como agente inmunomodulador 

en modelos in vivo. 
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CONCLUSIONES 

Nuestros hallazgos revelan un efecto inmunomodulador y antiinflamatorio potencial de la NTZ 

al inhibir la proliferación celular, reducir significativamente los niveles de citocinas proinflamatorias de 

sobrenadantes de cultivo celular in-vitro, disminuir la expresión de miR-155-5p sin causar cambios en 

miR-146a-5p y regular el equilibrio de monocitos/macrófagos M1/M2. Estos hallazgos, junto con el 

amplío historial de seguridad del fármaco, sugieren beneficios terapéuticos alternativos que podrían 

mejorar el estado de la enfermedad ycontribuir al futuro reposicionamiento de la NTZ dada la 

importancia de la necesidad de un fármaco inmunorregulador y adyuvante en el tratamiento de la 

DM2 y otras enfermedades inflamatorias. 
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PERSPECTIVAS 

• Evaluación del efecto de NTZ sobre los principales blancos moleculares de miR-155-5p y miR-

146a: Ship1, Socs1, Irak1, Traf6, Ets1, Bach6 y Pu.1. 

• Determinar el alcance del efecto de NTZ en experimentos in-vitro, mediante el uso delpri-miR-

155 y antago-miR-155. 

• Determinar el efecto de NTZ sobre los niveles de expresión de los factores de transcripción T-

bet,GATA-3, RORγt y FOXP3de linfocitos T posterior a un estímulo con anticuerpos anti-CD3 

y anti-CD28 y cuantificar dichas subpoblaciones. 

• Evaluar el efecto de NTZ en cultivo de monocitos con un microambiente hiperglucémico 

estímulados con GM-CSF, LPS e IL-4. 

• Evaluar la trazabilidad del efecto de NTZ sobre las principales citocinas proinflamatorias: 

RNAm, citocina intracelular y citocina en sobrenadante de cultivo celular 

• Evaluar el fecto de NTZ sobre la expresión de PPAR en una línea celular Mono Mac 6. 

• Evaluar el efecto de NTZsobre los principales marcadores y suspoblacionesinflamatorias en 

un modelo in-vivo de diabetes no insulinodependiente, junto con la medición de parámetros 

bioquímico-clínicos de relevancia en esta enfermedad. 
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Abstract: Background: Type 2 diabetes (T2D) is a low-grade inflammatory condition with abnormal-
ities in the immune response mediated by T lymphocytes and macrophages. Drug repositioning
for immunomodulatory molecules is an attractive proposal for treating T2D. Nitazoxanide (NTZ)
is a broad-spectrum drug with promising immunomodulatory effects. Thus, we investigated the
immunomodulatory effect of NTZ on peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from patients
with T2D. Methods: Fifty patients with T2D were selected, and the proliferative response of T lym-
phocytes and the M1/M2 ratio of macrophages post cell culture were evaluated by flow cytometry, as
well as measuring the concentration of cytokines by ELISA and the relative expression of microRNAs
(miRNAs) related to the immune response by real-time PCR. Results: NTZ exerts an inhibitory effect
on the cell proliferation of T lymphocytes stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies without
modifying cell viability, and significant decreases in the supernatant concentrations of interleukin
(IL)-1β, IL-2, IL-6, IL-10, and IL-12. Furthermore, NTZ negatively regulates the relative expression
of miR-155-5p without changes in miR-146a-5p. The M1/M2 ratio of monocytes/macrophages
decreased the M1 and increased the M2 subpopulation by NTZ. Conclusions: Our results suggest
that NTZ exerts immunomodulatory effects on PBMCs from T2D patients, and shows potential
alternative therapeutic benefits.

Keywords: immunomodulation; nitazoxanide; inflammation; T2D; miRNAs

1. Introduction

Type 2 diabetes (T2D) is a chronic degenerative inflammatory disorder characterized
by insulin dysfunction and chronic hyperglycemia [1]. In 2019, the International Diabetes
Federation (IDF) reported 463 million people with diabetes worldwide, with a prevalence
of more than 9%, 1 in 2 cases of which had not yet been diagnosed, and it is projected that
there will be 700 million cases in 2045. T2D represents 90% of all the cases of diabetes,
and its inadequate control leads to cardiovascular disease, kidney failure, neuropathy, and
lower limb amputation, resulting in frequent hospitalizations and premature death [2].
Although there are many pharmacological strategies for treating T2D, new therapies are
still needed. Chronic systemic inflammation is recognized as a causative factor of the
pathogenesis in T2D [3,4], producing abnormalities in the immune response [5], such as
proliferation and activation of T lymphocytes and macrophages; functional deterioration
of B lymphocytes and natural killer cells; and decreased chemotaxis, phagocytosis, and
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opsonization [6]. The activation of T cells plays a role in promoting and maintaining
inflammatory processes [7]. Chronic hyperglycemia has been reported to deregulate the
function of T cells [8], resulting in a significant loss to the natural regulatory mechanism
mediated by T regulatory cells (Treg) in T2D, which further exacerbates the activation and
inflammation for T cells [9]. Furthermore, an increase in proinflammatory cytokines is
associated with poor glycemic control and disease complications [10]. It is widely accepted
that macrophage activation is affected by T cells [11]. Patients with T2D have been reported
to have a significant increase in M1 proinflammatory macrophages and a decrease in M2
anti-inflammatory macrophages [12,13]. M1 macrophages induce an inflammatory and
insulin resistance state through the inhibition of insulin signaling, indirectly produced by
TNF-α, IL-6, and IL-1β [14,15], while M2 macrophages protect against insulin resistance
by an IL-10-dependent mechanism [16]. The cytokines secreted by immune cells are
dominant regulators of pathological inflammation in T2D; therefore, macrophage signaling
also affects polarization of the adaptive immune system to maintain a chronic T cell
response [17]. Recently, miRNAs have been recognized as key regulators of the immune
response, i.e., more than 100 different miRNAs are expressed by the cells of the immune
system [18], which together influence the pathways that control cell development and
function for innate and adaptive immune responses, which regulate cellular responses
by targeting multiple components of a biological pathway [19,20]. The miR-155-5p and
miR-146a-5p are transcriptionally regulated by NF-κB and have multiple functions. The
expression of miR-155-5p has been shown to be essential for the development and function
of T cells and macrophages, enhancing the inflammatory response, while miR-146a-5p
functions as an anti-inflammatory regulator in various types of immune cells, suppressing
the inflammatory process. These miRNAs both form a unique regulatory network to ensure
precise inflammatory responses by regulating the activity of NF-κB, essential to control
cell growth, proliferation, and differentiation, as well as the cytokine synthesis, whereas
its dysregulation leads to the development of chronic inflammation in T2D [21,22]. Due
to high failure rates, elevated costs, and the slowness in discovering and developing new
drugs, the repositioning of existing drugs is an attractive proposal that involves the use of
risk-free compounds, with lower overall development costs and shorter delivery timelines
for the treatment of various types of diseases [23]. Nitazoxanide (NTZ) is a thiazolide-
type drug synthesized by amidation from acetylsalicylic chloride acid and 2-amino-5-
nitrothiazole with a broad spectrum of anti-infective effects that notably modulate the
survival, growth, and proliferation of a variety of extracellular and intracellular protozoa,
helminths, anaerobic, and microaerophilic bacteria, as well as viruses [24–26]. NTZ is
rapidly hydrolyzed by esterases present in plasma to an active metabolite, i.e., tizoxanide
via deacetylation. Tizoxanide is a very polar molecule with low cell permeability, which
is the reason why NTZ is administered as its prodrug [27]. Moreover, a few studies
have reported that NTZ has prominent immunomodulatory functions, exerting inhibitory
effects in the production of IL-6 by RAW264.7 cells and lipopolysaccharide-stimulated
peritoneal macrophages, indicating its regulatory role at the transcriptional level [28].
Previously, NTZ was proposed as an agonist of PPAR-γ receptors [29], as well as a cytokine
inhibitor, emphasizing its potential role against the “cytokine storm” in COVID-19 [30].
Therefore, new approaches must be developed for the treatment of T2D that investigate
alternative mechanisms for regulating important immune functions. NTZ is an interesting
drug candidate for the treatment of meta-inflammation that characterizes T2D. Thus, the
objective of this study was to evaluate the immunomodulatory effects of NTZ in cultured
PBMCs from patients with T2D without complications, when stimulated with anti-CD3
and anti-CD28 antibodies.

2. Materials and Methods
2.1. Nitazoxanide Isolation from Commercial Tablets

Tablets containing 500 mg of NTZ were used. The covers were removed, and the
tablet cores were gently disintegrated and reduced to powder using a mortar. NTZ was
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isolated from excipients using a heterogeneous extraction with acetone and filtration at
room temperature, and NTZ was isolated from the mother liquor by evaporation, with a
yield of 72%. The purity of the isolated NTZ was confirmed by melting point comparison of
spectroscopic, spectrometric, and elemental analysis data. The melting point of the sample
obtained experimentally was 202 ◦C, which correlated with that reported in the literature
(202 ◦C) [31,32]. In addition, the nuclear magnetic resonance analysis of the isolated sample
provided the following data: 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) d 2.18 (s, 3H, CH3); 7.27 (dd,
1H, H-3′); 7.60 (td, 1H, H-4′); 7.28–7.30 (m, 1H, H-5′); 8.16 (dd, 1H, H-6′); 8.74 (s, 1H,
H-4); 10.81 (s, 1H, N-H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) d 20.9 (CH3), 117.8 (C-3′), 125.4
(C-5′), 131.4 (C-4′), 132.1 (C-6′), 132.9 (C-1′), 139.4 (C-5), 149.9 (C-2′), 153.2 (C-4), 162.3 (C-2),
163.2 (NHC=O), and 170.5 (OC=O) ppm. MS (FAB+): m/z 308 (M+H)+. The data collections
matched with those reported in the literature [33]. The elemental analysis confirmed ≥95%
sample purity (±0.3% of the calculated value): Anal. Calcd. for C12H9N3O5S: C, 43.90; H,
2.95; N, 13.67; S, 10.44. Found: C, 46.71; H, 2.94; N, 13.71; S, 10.39 [34].

2.2. Study Population

The sample size was obtained through a statistical adjustment, considering the design
of the study. The calculations were carried out by means of statistical adjustments when
determining variables and parameters previously evaluated by other research groups [35];
similar studies have used a sample size similar to that used in this study [36,37]. Fifty
consecutive, randomized, and willing-to-participate patients with a clinical diagnosis of
T2D without complications were invited to attend an external medical consultation at
the Instituto Nacional de Cardiología “Ignacio Chávez” in Mexico City. Patients with a
diagnosis of T2D equal to or less than ten years, with pharmacological treatment, and
without complications were included in our study. Patients with infectious diseases,
cancer, hemoglobinopathies, or advanced chronic complications were excluded. Sociode-
mographic, lifestyle, physical activity, and nutritional data were obtained using a question-
naire at the time of inclusion. The protocol was approved by the research and bioethics
committees of the Instituto Nacional de Cardiología “Ignacio Chávez” (No. 20-1183). All
participants signed an informed consent to participate.

2.3. Isolation and Culture of Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs)

After 8–10 h of fasting, for all patients, 15 mL of peripheral blood was obtained by
venipuncture with EDTA collector tubes (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). The
HbA1c percentage was determined using a Cobas C111 analyzer (Roche, Basel, Switzer-
land). The PBMCs were obtained by centrifugation in Ficoll (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) at 1500 rpm for 30 min. Phosphate-buffered saline (PBS) washes were performed,
and viability was evaluated using trypan blue (0.04%) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). A total of 5 × 105 PBMCs/well were cultured in sterile 24-well culture plates (clear,
polystyrene, and flat bottom) (Corning, New York, NY, USA) with RPMI-1640 medium
supplemented with L-glutamine, 1% of penicillin/streptomycin, and β-mercaptoethanol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 10% fetal bovine serum (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, USA).

2.4. Cell Proliferation Assays

For the cell proliferation assays, 5 × 105 PBMCs exposed to different treatments were
labeled with CPDF-670 fluorophore (Cell Proliferation Dye eFluor, Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, USA), which was used to monitor individual cell divisions by binding to
any cellular protein containing primary amines; then, the dye was equally distributed
among daughter cells, measured as a successive halving of the fluorescence intensity of
the dye up to 6 generations [38]. Cells without monoclonal antibody stimulation and
without treatment with NTZ formed the control treatment; cells treated with 100 µM NTZ
formed the NTZ treatment; cells stimulated with 100 ng/mL of anti-CD3 (mouse IgG2a,
clone OKT3) (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) and 500 ng/mL
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of anti-CD28 antibodies (mouse IgG1, clone CD28.2) (BioLegend, San Diego, CA, USA)
formed the Abs treatment; cells stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies treated
with 100 µM NTZ formed the Abs + NTZ treatment.

The NTZ concentration was selected based on research by Seong Keung Hong et al. [28]
and our previous standardization of the methodology, in which we found similar effects
between NTZ 100 µM and higher concentrations. For the cell cultures, NTZ was dissolved
as a 100 mM stock solution in dimethyl sulfoxide (DMSO), and titrations were made by
1:10 dilutions with PBS until reaching a concentration of 100 uM. The final concentration of
DMSO in culture media was less than 0.1%. Once the PBMCs were cultured, the anti-CD3
and anti-CD28 antibodies used for the stimulation of T cells and NTZ 100 µM were added
simultaneously. In the case of the different controls used in the study, only the NTZ or
antibodies were added immediately after cultivating the PBMCs. Proliferation tests were
performed in all the applied treatments. To ensure the activation of T cells through the
stimulation system with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies (4 days or more) [39,40], and
because miRNAs involved in an immune response are differentially expressed after T
cell stimulation (3–7 days) [41], we selected 120 h of cell culture at 37 ◦C and 5% carbon
dioxide (CO2) in a humid atmosphere. The samples were measured and quantified by flow
cytometry (FACS Aria, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) through the incorporation
of the fluorophore CPDF-670. The cell viability assay was performed by staining and
counting live or dead cells with trypan blue dye (0.04%) to evaluate the integrity of the
cell membrane.

2.5. Cytokine Levels in Supernatants of Cell Cultures

Supernatants of all treated cell cultures were collected and concentrations of IL-1β (900-
K95), IL-2 (900-K12), IL-4 (900-K14), IL-6 (900-K16), IL-10 (900-K21), and IL-12 (900-K96)
were determined by enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) using commercial
kits (PeproTech, Inc., Cranbury, NJ, USA), following the manufacturer’s instructions.

2.6. RNA Isolation from PBMCs and miRNA Determination by RT-qPCR

The total RNA was extracted from PBMCs by the QIAzol method, following the
manufacturer’s protocol (QIAGEN, Hilden, Germany). The RNA concentration and purity
were evaluated using a Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA).
The miR-155-5p and miR-146a-5p expressions were determined using an RT primer assay
and hydrolysis probes (Applied Biosystems, CA, USA). The miRNAs were determined
using a two-step RT-qPCR with an RT primer specific assay in combination with TaqMan
probes (Applied Biosystems, CA, USA). Each RT reaction used 2.5 µL (30 ng of RNA) from
the 14 µL eluted RNA using a TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, CA, USA). The miRNAs were detected and quantified using miRNA assays
for miR-155-5p (assay ID 463509_mat, Applied Biosystems, CA, USA), miR-146a-5p (assay
ID 001187, Applied Biosystems, CA, USA), and U6 as reference gene (assay ID 001973,
Applied Biosystems, CA, USA); 1.5 µL of RT reaction was amplified in 10 µL reactions.
PCR was performed using a LightCycler TM 480 II System (Roche Applied Science, Basel,
Switzerland) with a LightCycler 480 Probes Master kit (Roche Applied Science). The
miRNA relative concentrations were normalized with the Ct values of U6, and values were
calculated using the 2−∆∆Ct method.

2.7. Determination of M1 and M2 Monocyte/Macrophage Subpopulations by Flow Cytometry

For each patient, 1 × 105 of antibody-stimulated PBMCs (Abs), as well as those
stimulated cells treated with NTZ (Abs NTZ) were cultured under the same conditions.
After 120 h, cells were harvested and washed with supplemented PBS with 1% fetal
bovine serum (FBS) (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) and 0.1% sodium azide
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and then stained with PE-Cy7 Mouse Anti-Human
CD-14 (#557742), FITC Mouse Anti-Human CD-16 (#555406), and PE Mouse Anti-Human
CD-163 (#556018) monoclonal antibodies (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).
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The expression of CD-163 was used to determine the presence of M2 or M1 populations.
Unlabeled cells and isotype control antibodies were used as references (controls). Cell
subpopulations were quantified on an FACS Aria cytometer (BD Biosciences), using FACS
Diva software (BD Biosciences) and FlowJo 7.6.2 program (Three Star, Ashland, OR, USA).

2.8. Statistical Analysis

Data are expressed as median. Friedman’s test followed by a Tukey’s test were used
for multiple sample analysis. Correlations between variables were determined by Pearson’s
test. p < 0.05 was considered statistically significant. Statistical analyzes were performed
with the GraphPad Prism v7.0 (GraphPad Inc., La Jolla, CA, USA) and SPSS v15.0 software
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3. Results
3.1. Description of the Population

The study population consisted of 38 women (76%) and 12 men (24%), with a median
age of 53 years. According to the self-report questionnaire, the referred patients presented
with the following: hypertension (56%), heart disease (20%), alcohol consumption (less
than 21 standard drink units/week) (24%), frequent consumption of sugar and/or soft
drinks (1000 mL minimum weekly) (50%), smoking (12%), moderate physical activity (3 to
6 MET) (58%), balanced diet (consistent 2000 kcal/day intake) (56%), and metformin as an
antihyperglycemic treatment (84%).

At the blood sample collection, 45 (90%) patients (35 women and 10 men) were
overweight or obese (body mass index ≥ 25.0 kg/m2) and 43 (86%) patients (35 women
and 8 men) had an increased waist-to-hip ratio (>0.84 for women and >0.94 for men).
According to the percentage of HbA1c and the American Diabetes Association (ADA)
guidelines, 15 (30%) patients were controlled, and 35 (70%) patients were uncontrolled,
with an average of 5.49% and 10.15%, respectively.

3.2. NTZ Inhibits CD3- and CD28-Induced T Cell Proliferation

As shown in Figure 1, the percentage of cell proliferation of antibody-stimulated cells
treated with NTZ (Abs + NTZ) was three times lower as compared with the percentage
found in the antibody-stimulated cells (antibodies) (p < 0.0001) and was similar to the
control group.
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Figure 1. NTZ inhibits cell proliferation induced by anti-CD3 and anti-CD28 in PBMCs. Cell
proliferation was evaluated after 5 days using CPDF-670 in PBMCs with RPMI-1640 cell media
(Control), treated with NT Z100 µM (NTZ), stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies
(Antibodies), and antibodies plus NTZ (Abs + NTZ). The scattered dot plot shows individual
measurements, and the bar represents the median. Friedman test for paired samples p < 0.05, Tukey’s
DHS post hoc, and exact p values for individual tests are shown.
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Furthermore, cell viability was similar in all the evaluated conditions: control 91%,
antibodies 95%, NTZ 87%, and Abs + NTZ 89%. Figure 2 shows the histograms of cell
proliferation obtained by flow cytometry.
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Figure 2. NTZ suppresses T cell proliferation. Histograms of flow cytometry analyses showing CPDF-670 unlabeled cells
cultured in the absence of stimulus or treatments (A), CPDF-670 labeled PBMCs cultured without stimulus or treatments
(B), following CPDF-670 labeled PBMCs with treatment NTZ 100 µM (C), CPDF-670 labeled PBMCs and stimulated
with anti-CD3 and anti-CD28 (D), and CPDF-670 labeled PBMCs with CPDF-670 and PBMCs stimulated with antibodies
anti-CD3, anti-CD28 and treatment with NTZ 100 µM (E).

3.3. NTZ Lowers Proinflammatory Cytokines in PBMC Supernatants

As compared with the cytokine levels produced by cells without treatment (con-
trol), the cells treated with NTZ showed significant decreases in IL-1β (p = 0.0291), IL-2
(p = 0.0417), and IL-6 (p = 0.0320) concentrations, while cells stimulated with antibodies
showed significant increases in IL-2 (p = 0.0155), IL-6 (p = 0.0462), IL-10 (p = 0.0318),
and IL-12 (p = 0.0035) concentrations. However, those increments were inhibited when
antibody-stimulated cells were treated with NTZ (IL-2, p < 0.0001; IL-6, p < 0.0001; IL-10,
p < 0.0001; and IL-12, p = 0.0155), re-establishing the concentration levels to those similarly
detected in cells treated with only NTZ, demonstrating the inhibitory effects of NTZ on
the production of cytokines induced by antibodies in PBMCs. Interestingly, concentra-
tions of IL-4 were not altered by any treatment, while IL-1β concentration levels were
decreased with NTZ (p = 0.0291) and did not show changes when treated with antibodies
or Abs + NTZ (Figure 3).

3.4. NTZ Downregulates miR-155-5p Expression in PBMCs

PBMCs treated with NTZ showed lower relative levels of miR-155-5p than unstimu-
lated cells (control) (p < 0.0001). Conversely, PBMCs stimulated with antibodies showed
higher levels of miR-155-5p expression as compared with the untreated cells (control)
(p = 0.0032). Moreover, the downregulation of the relative expression of miR-155-5p was
found in cells treated with antibodies plus NTZ (Abs + NTZ) as compared with PBMCs
stimulated only with antibodies (p < 0.0001). The relative expression of miR-146a-5p did
not show any differences between all evaluated conditions (Figure 4).
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Figure 3. NTZ reduces levels of IL-1β, IL-2, IL-6, IL-10, and IL-12 cytokines in the PBMC cell
supernatant. The measurement was made after 5 days of cell culture using the ELISA assay, and
the cytokines were evaluated according to the type of treatment carried out on the PBMCs: cells
with RPMI-1640 cell medium (Control), treated with NTZ 100 µM (NTZ), stimulated with anti-CD3
and anti-CD28 antibodies (Antibodies), and antibodies plus NTZ (Abs + NTZ). The scattered dot
plot shows individual measurements, and the bar represents the median. Friedman’s test for paired
samples p < 0.05, Tukey’s DHS post hoc, and exact p values for individual tests are shown.
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Figure 4. NTZ regulates the expression of miR-155-5p without causing changes in the expression of
miR-146a-5p in PBMCs. Total RNA was extracted from PBMCs in culture cells by QIAzol method,
and miRNAs were determined using two-step RT-qPCR with RT-primer specific assay in combination
with TaqMan probes. The expression of miRNAs in PBMCs was performed by RT-qPCR using U6 as
reference, miRNAs’ relative concentrations were normalized with Ct values of U6, and values were
calculated using 2−∆∆Ct and 2−∆Ct formulas. The evaluations carried out were cells with RPMI-1640
cell medium (Control), treated with 100 µM NTZ, stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies,
and Abs + NTZ. The scattered dot plot shows individual measurements, and the bar represents the
mean. Friedman’s test for paired samples p < 0.05, Tukey’s DHS post hoc, and exact p values for
individual tests are shown.

3.5. NTZ Lowers the M1/M2 Ratio in PBMCs Stimulated with Anti-CD3 and Anti-CD28

PBMCs stimulated with antibodies and treated with NTZ (Abs + NTZ) showed
lower proinflammatory M1 monocytes/macrophages than cells stimulated only with
antibodies (p = 0.005), in addition to a concomitant increase in those anti-inflammatory M2
monocytes/macrophages (p = 0.007), resulting in a significant decrease in the M1/M2 ratio
(Abs vs. Abs + NTZ, p < 0.001) (Figures 5 and 6).
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Figure 5. NTZ modifies the abundance M1 and M2 monocytes/macrophages. The quantification
of proinflammatory M1 macrophages (CD14+, CD16+, and CD163−) and anti-inflammatory M2
macrophages (CD14+, CD16+, and CD163+) was made after 5 days of cell culture according to the
type of treatment carried out on the PBMCs: cells stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies
and Abs + NTZ. The scattered dot plot shows individual measurements, and the bar represents the
mean. Friedman’s test for paired samples p < 0.05, Tukey’s DHS post hoc, and exact p values for
individual tests are shown.
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proliferation induced by anti-CD3 and anti-CD28 antibodies, reduced the concentration 
of proinflammatory cytokines in cell culture supernatants, negatively regulated the ex-
pression of miR-155-5p without causing changes in miR-146a-5p concentration levels, and 
decreased the M1/M2 ratio of monocytes/macrophages (Figure 7). It is important to men-
tion that the selection of subjects for this study included consecutive, randomized, and 
willing-to-participate patients. It has been reported that women have a greater concern 
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to clinics and primary care services for diagnosis as compared with men [44,45], which 
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Figure 6. Strategy for the determination of monocytes/macrophages M1 and M2 by flow cytometry. (A) FSC (A) vs. SSC
(A) plot: cells on forward scatter area/side scatter area plot. (B) FSC (A) vs. FSC (H): gating the cells that have an equal area
and height: doublet exclusion gate. (C) CD16 vs. CD14 plot: gating to select monocytes based on their markers: selection of
the CD14+ and CD16+ subpopulation gate. (D) CD16 vs. CD163 plot: gating to determine and quantify M1 (CD14+, CD16+,
CD163−) and M2 (CD14+, CD16+, CD163+) monocytes/macrophages. For (A–D), the color represents cell density: from high
density (red) to low density (blue). Sequence above: cells stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies (Antibodies).
Sequence below: cells stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies and treated with 100 µM NTZ (Abs + NTZ).

Regarding glycemic control, no significant changes were observed between controlled
and uncontrolled patients with respect to the variables evaluated in this research.

4. Discussion

In the current study, we found evidence for repurposing NTZ as an immunomodu-
latory drug because it has been shown to exert immunomodulatory effects in PBMCs of
patients with T2D which show high proinflammatory cytokines [42], as well as increase
circulating proinflammatory T lymphocytes and alterations in their proliferative capacity
as compared with healthy subjects [43]. Our main findings are that NTZ inhibited cell
proliferation induced by anti-CD3 and anti-CD28 antibodies, reduced the concentration
of proinflammatory cytokines in cell culture supernatants, negatively regulated the ex-
pression of miR-155-5p without causing changes in miR-146a-5p concentration levels, and
decreased the M1/M2 ratio of monocytes/macrophages (Figure 7). It is important to
mention that the selection of subjects for this study included consecutive, randomized, and
willing-to-participate patients. It has been reported that women have a greater concern
for their medical care, which led to significantly greater use of health services and visits
to clinics and primary care services for diagnosis as compared with men [44,45], which
would explain why considerably more women than men participated in the study.
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Figure 7. Nitazoxanide exerts immunomodulatory effects on peripheral blood mononuclear cells from type 2 diabetes
patients. Fifty consecutive, randomized, and willing-to-participle patients with a clinical diagnosis of T2D without
complications were selected [38]. Cells without monoclonal antibodies stimulation and without treatment with NTZ formed
the control treatment; cells treated with 100 µM NTZ formed the NTZ treatment; cells stimulated with anti-CD3/anti-CD28
antibodies formed the Antibodies treatment, cells stimulated with anti-CD3/anti-CD28 antibodies treated with 100 µM NTZ
formed the Abs + NTZ treatment. NTZ exerts an inhibitory effect on the cell proliferation of T cells stimulated with anti-CD3
and anti-CD28 antibodies without modifying cell viability and significant decreases in the supernatant concentrations
of cytokines IL-2, IL-6, IL-10, and IL-12. Furthermore, NTZ negatively regulates the relative expression of miR-155-5p
without changes in miR-146a-5p. The M1/M2 ratio of monocytes/macrophages decreased the M1 and increased the M2
subpopulation by NTZ.

Although treatment with NTZ did not induce cytotoxic effects on PBMCs, it induced
an inhibitory effect on cell proliferation. Cell viability and cell toxicity assays are both
important tools for evaluating cellular responses to experimental compounds of inter-
est [46,47]. Our results reinforce the findings described by Giacometti et al., who reported
the absence of cytotoxicity by using different concentrations (1.6, 6.5, and 26 mmol/L)
of NTZ (cytotoxicity from 8.9 to 11.2%) and NTZ together with antibiotics (cytotoxicity
from 6.5 to 8.4%) in A-549 cell cultures [48]. Another study focused on evaluating NTZ
cytotoxicity in cell lines of human glioblastoma (LN229, A172, and U87) and reported that
concentrations of 1–20 µg/mL resulted in cell viability greater than 90% [33]. Furthermore,
it has been described that exposure to NTZ (100 µM) in cultured HepG 2.2.15 cells did not
induce cytotoxicity [49], indicating that this immunomodulatory effect of NTZ could be
of clinical relevance. In our study, the immunomodulatory effect of NTZ was observed
with a significant decrease in IL-2 levels with or without the stimuli of antibodies. This was
expected because IL-2 is produced by activated T lymphocytes and is essential for growth,
proliferation, differentiation, and survival of T cells. IL-2 is also crucial for the production
of IL-6 for maintenance of the inflammatory process, inducing other cytokines synthesis
also involved in T lymphocytes proliferation, independently of the expression/secretion
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of the IL-2 gene [50]. Our findings also show that NTZ produced a significant decrease in
the level of IL-6 supernatants from cultured PBMCs, while the concentration of IL-6 was
re-established with antibodies.

IL-6 is a pleiotropic cytokine that is considered to be a biomarker of inflammation [51]
and a therapeutic target for the treatment of T2D [52]; thus, it is possible that IL-6 may
act in a similar way to IL-12, determining the differentiation of naive CD4 T cells toward
effector cells [53]. NTZ has also been shown to limit increased IL-12 production induced
with or without antibody stimulation. IL-6 deficiency has been reported to lead to IL-12
depletion, resulting in a reduction in the inflammatory response, necessary to provide
proliferation and survival signals to murine CD4 + T cells through the phosphatidylinositol
3-kinase/Akt signaling pathway [54], which could explain the effect of NTZ on both cy-
tokines [55]. In addition, IL-1β is required as a T-cell-stimulating molecule for its activation
and inflammation induction, although the mechanism has not yet been elucidated [56].
Our study found that NTZ reduced IL-1β secretion in cell-culture PBMCs. With respect
to anti-inflammatory cytokines, NTZ did not modify IL-4 levels, while it re-established
IL-10 baseline levels in the antibody-stimulated PBMCs. Thus, it suggested that NTZ was
not involved in Th2 polarization because NTZ did not modify IL-4 production by exposed
PBMCs, possibly due to its inhibitory effects on IL-6 synthesis, depressed by the effects
of NTZ. However, previous studies had demonstrated that IL-6 induced an upregulation
of IL-4 after short preincubations (5 min) of T cells stimulated with anti-CD3/anti-CD28,
whereas with longer preincubation periods with IL-6 (12 and 24 h), the effect on IL-4 pro-
duction gradually disappeared [57], without inducing alterations in IL-4 levels, reinforcing
the results obtained in this study.

It is worth mentioning that the IL-6 levels in the supernatant of antibody-stimulated
PBMCs correlated positively with BMI (r = 0.363, p = 0.001) and with the waist/hip ratio
(r = 0.252, p = 0.007). These results also support the notion that the secretion of IL-6 in
obesity is proportional to the expansion of fat mass [58]. The immunomodulatory effects
of NTZ on cytokine concentrations are relevant because individual cytokine modulators
are frequently used for severe inflammatory diseases, such as tocilizumab (IL-6 inhibitor)
in rheumatoid arthritis [59], daclizumab (IL-2 inhibitor) in multiple sclerosis [60], and
anakinra (IL-1 inhibitor) in other autoimmune diseases [61]. According to our findings,
NTZ could become a potential candidate for anti-inflammatory treatment.

T cells have important functions in an acquired immune response; miRNAs regulate
this immune response by targeting the miRNAs of genes involved in T cell development,
proliferation, differentiation, and function. The miRNA expression changes during T cell
activation highlight that their function can be constrained by a specific spatiotemporal
frame related to the signals that induce T-cell-based effector functions [41]. T cell activation
is dependent on TCR and co-stimulatory molecules (such as CD28). After that, T cells pro-
liferate vigorously, leading to clonal expansion; miR-155-5p and miR-146a-5p are involved
in the regulation of T cell proliferation. Our findings show that NTZ significantly decreased
the concentration of miR-155-5p expression in cultured PBMCs, while diminished at base-
line, increased levels resulted when cells were stimulated with antibodies, suggesting a
transcriptional activity of NTZ in the NF-κB response. It is well known that miR-155-5p and
miR-146a-5p are transcriptionally regulated by NF-κB [62] and coordinate inflammation,
resulting in a defined inflammatory response [21]. We also found that NTZ treatment did
not modify the expression of miR-146a-5p. Recently, studies have reported a significant
decrease in miR-146a-5p expression as well as an increase in miR-155-5p expression in
the blood serum of patients with T2D [63,64], causing loss in the suppressive effects of
the Treg cells as a consequence of STAT1 overexpression [65] without repression in the
expression of IRAK1 and TRAF6, which are adapter kinases of essential pathways such
as MyD88 [66] for the maintenance of inflammation. The results obtained in this study
confirm the overexpression of miR-155-5p in T2D and that NTZ could modulate the effects
of miR-155-5p in PBMCs by repressing inositol-polyphosphate 5-phosphatase1 (SHIP1)
or via the suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS1), attenuating the activity of NF-κB
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and avoiding a proliferative state, which are crucial in the development of the immune
response [67] and in the synthesis of immune effector molecules, e.g., cytokines. However,
the molecular targets of NTZ related to the expression of miR-155-5p have not yet been
elucidated.

Several studies have provided compelling evidence that microRNAs play pivotal roles
in modulating macrophage activation, polarization, tissue infiltration, and resolution of
inflammation and form a complex network that exerts widespread regulation of inflam-
matory pathways by targeting multiple components of the TLR signaling pathway and
thus affects the profile of downstream-induced inflammatory cytokines [68]. The above-
mentioned studies have shown that an increase in the expression of miR-155-5p promoted
polarization toward M1 macrophages while that of miR-146a-5p induced polarization
toward M2 macrophages in murine and human by targeting various transcription factors
and adapter proteins involved in IRF/STAT pathways [69]. This is important because
treatments that act on miRNAs and that modulate macrophage polarization may have
therapeutic potential in the treatment of inflammatory diseases. For the determination of
M1 and M2 monocyte/macrophage subpopulations, CD163 can be used as a differential
marker, which is expressed on the cell surface of activated monocytes/macrophages, ex-
erting anti-inflammatory functions such as IL-10 production [70,71], and is cleaved from
its surface in response to inflammatory stimuli (M1 macrophages) [72], suggesting that it
could be used as a biomarker of meta-inflammation [73]. Interestingly, NTZ likely exerts
immunomodulatory effects by decreasing the M1 proinflammatory subpopulation and
increasing the M2 anti-inflammatory subpopulation of monocytes/macrophages, influenc-
ing, importantly, the M1/M2 ratio balance in favor of limiting the inflammatory process
developed in T2D. Related to this result, peripheral blood monocytes from obese patients
with T2D, as reported previously, were less susceptible to differentiating into an alternative
phenotype, therefore contributing to a dysregulated and persistent inflammatory condi-
tion [74]. Our study revealed that NTZ could regulate the differentiation and activity of
the M1 and M2 macrophages. The above is important because the development of M2
macrophages depends on the STAT-6 transcription factor [75], favoring glucose tolerance
and reducing meta-inflammation [76], possibly being a therapeutic target of NTZ, and
therefore more related studies are needed.

NTZ has been proposed to be an agonist of PPAR-γ receptors, with agonistic post-
transcriptional effects capable of improving the glycemic profile in T2D [29]. Previously,
Diana Kovács et al. (2013) used the unidimensional drug profile matching (oDPM) method to
find possible PPARγ agonists [77]. It is worth mentioning that it is also possible that additional
independent mechanisms of PPARs allow NTZ to exert its immunomodulatory effects.

In addition, the pharmacokinetics of NTZ reveal that its metabolite could reach a Cmax
of 1.9 mg/L (7.1 mM) [27,78]; therefore, the 0.1 mM concentration used in our experiment
could be easily reachable in the blood following drug administration, a result that is relevant
for the evaluation of its effect as an immunomodulatory agent in in vivo models.

5. Conclusions

NTZ is positioned as a new approach for the treatment of T2D by regulating im-
portant immune functions. Our findings reveal the potential immunomodulatory and
anti-inflammatory effects of NTZ by inhibiting cell proliferation, significantly reducing
the serum levels of proinflammatory cytokines, decreasing the expression of miR-155-5p,
and regulating the M1/M2 ratio balance in monocytes/macrophages. However, more
studies are needed to reveal additional immunomodulatory effects of NTZ as well as
its potential targets. These findings suggest alternative therapeutic benefits that could
contribute to the future repositioning of NTZ, given the importance of the necessity for an
immune-regulatory and adjuvant drug for treating T2D and other chronic and inflamma-
tory diseases.
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