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Resumen

Trichomonas vaginalis es el patégeno responsable de la tricomoniasis, la cual es la infeccion de
transmisiéon sexual no viral mas comun en el mundo. Esta enfermedad es tratada con derivados de
imidazol como farmacos de eleccion; sin embargo, la situacién se ha agravado debido a la resistencia a
estos farmacos. En este sentido, las plantas medicinales son una fuente invaluable para descubrir nuevas
drogas. México es el primer productor de aguacate a nivel mundial, este fruto se ha utilizado ampliamente
por sus propiedades medicinales. Se sabe que el extracto hexanoico de la semilla de aguacate criollo
(EHSA) ejerce efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores pero se desconoce si posee actividad
antiparasitaria. Por lo que en este estudio se determiné la actividad tricomonicida (contra las cepas GT13
y GT21) del EHSA mediante ensayos de exclusion con azul tripano. Los resultados obtenidos indican que
el EHSA (0.25-1 pug/mL) disminuy6 la viabilidad (a las 24 h) de ambas cepas de manera dependiente de
la concentracion. Ademas, mediante el analisis “probit” se determind la concentracién letal 50, siendo de
0.28 y 0.26 pg/mL para la cepa GT13 y GT21, respectivamente. En conclusion, el EHSA inhibe el
crecimiento de T. vaginalis, lo cual es de interés farmacolégico.

Abstract

Trichomonas vaginalis is the etiological agent of trichomoniasis, which is the most common nonviral
sexually transmitted infection worldwide. Imidazol drugs are the classical treatment for this disease;
however, there are reports indicating the parasite resistance to these drugs. In this way, medicinal plants
are an invaluable source for discovering new drugs. Mexico is the first avocado producer in the world, and
this fruit has been widely applied for its medicinal properties. Itis known that the hexanoic extract of Persea
americana var. drymifolia seed (HEAS) exerts anti-inflammatory and immunomodulatory effects but it is
unknown its antiparasitic activity. Therefore, in this study the activity against T. vaginalis (strains GT13
and GT21) of HEAS was determined by trypan blue exclusion assays. Our results indicated that the HEAS
(0.25-1 pg/mL) decreased the trophozoite viability (24 h) of both strains in a concentration-dependent
manner. The lethal concentration 50 (LCso0) was determinate by Probit analysis, being 0.28 and 0.26 ng/mL
for GT13 and GT21 strains, respectively. In conclusion, the HEAS inhibits the T. vaginalis viability, which
could be of pharmacological interest.
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INTRODUCCION

Trichomonas vaginalis es un protozoo flagelado, anaerobio, facultativo, que existe solamente en forma de
trofozoito. Este parasito reside en el tracto genital inferior femenino, asi como en la uretra y préstata masculina,
donde se replica por fisidn binaria. Se trasmite de persona a persona, principalmente por relaciones sexuales.

La tricomoniasis, enfermedad de transmisién sexual -no viral- con mayor incidencia en el mundo, es causada
por T. vaginalis. Segun la Organizacién Mundial de la Salud, se estima una incidencia anual de 273 millones de
casos nuevos [1]. El hombre suele ser un portador asintomatico, mientras que las mujeres pueden ser
asintomaticas (hasta el 50%) o presentar inflamacién crénica del tracto genitourinario [1]. Este parasito genera
consecuencias dramaticas, como infertilidad, ruptura prematura de las membranas placentarias, liberaciéon
temprana del producto, lactantes con bajo peso al nacimiento y muerte neonatal; ademas, incrementa la
predisposicion a las infecciones por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), al cancer de préostata o
cervical [1,2].

El tratamiento clasico de la tricomoniasis involucra agentes 5’-nitro-imodazoles (ej. metronidazol, tinidazol); sin
embargo, el fracaso del tratamiento es un problema multifactorial que se asocia con las terapias inconclusas,
la reinfeccién y/o a la falta del tratamiento de las parejas sexuales, el tratamiento inespecifico o la resistencia a
los medicamentos [1,3]. En este sentido, se ha reportado que cerca del 4.3-9.6% de los aislamientos clinicos
de T. vaginalis son resistentes a metronidazol [4] y esta cifra va en aumento. Estos casos no exitosos son
tratados con dosis mayores de metronidazol, lo que aumenta los efectos adversos gastrointestinales y alérgicos
—relacionados con la liberacion sistémica del metronidazol- [1].

Por lo anterior, son primordiales las investigaciones enfocadas en la busqueda nuevos compuestos que sean
seguros y eficaces en el tratamiento y prevencion de la tricomoniasis. En este sentido, las plantas medicinales
son una fuente invaluable para descubrir nuevas drogas [5]; el bajo nivel de toxicidad y la mayor eficacia son
algunas ventajas de las sustancias basadas en la etnofarmacologia.

En cuanto a los anti-parasitarios aprobados por autoridades de salud entre 1981 y 2010, 15 (50%) de ellos han
sido productos naturales o derivados de los mismos [6]. Los productos naturales de plantas con actividad anti-
Trichomonas se han estudiado desde dos vertientes, ya sea utilizando (i) el extracto crudo de la planta o (ii) los
compuestos caracterizados quimicamente del extracto [6].

Entre las plantas atractivas, con propiedades antimicrobianas, se encuentra el aguacate (Persea americana).
El aguacate nativo de México (P. americana var. drymifolia) se ha utilizado, por sus propiedades medicinales,
para tratar afecciones en la salud del humano desde la época prehispanica [7,8]. En afios recientes se han
estudiado los efectos medicinales y antimicrobianos del aguacate. En este sentido, la semilla es atractiva por
su contenido de compuestos bioactivos (ej. compuestos fendlicos, proantocianinas) y por el peso total (16%)
que representa del fruto; se ha reportado que estos compuestos bioactivos pueden actuar como
anticancerigenos, antiinflamatorios, antidiabéticos, antihipertensivos, hipocolesterolémicos, insecticidas,
téxicos y antimicrobianos [8], entre otros. Como antimicrobianos, el extracto (ej. metandlico, cloroférmico, de
éter de petrdleo) y compuestos (ej. acetogeninas) de la semilla de aguacate, tienen efecto contra
microorganismos como Listeria monocytogenes, Cryptococcus neoformans, Staphylococcus aureus,
Clostridium sporogenes (células vegetativas y esporas), Salmonella enteritidis, Citrobacter freudii,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter aerogenes, entre otros [8-11]. En cuanto a la actividad antiparasitaria,
Jiménez-Arellanes et al (2013) reportaron que el extracto cloroférmico y etandlico de la semilla de P. americana
ejercen un efecto anti-Trichomonas [12]. No obstante, hasta el momento no se ha evaluado el efecto del extracto
hexanoico de la semilla del aguacate criollo que ha demostrado interesantes propiedades bioldgicas (ej.
inmunomodulador) [13].

Cientifica, 2018

ion

, Verano de la Investigaci

QA | vol.4no. 1



Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del extracto hexanoico de la semilla de aguacate
(Persea americana var. drymifolia) sobre Trichomonas vaginalis.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo del pardasito

Las cepas de Trichomonas vaginalis GT-13 y GT-21 que se utilizaron en este estudio, estas cepas se aislaron
de pacientes infectadas del estado de Guanajuato, y fueron donadas por Dr. F. Anaya-Velazquez y Dr. F.
Padilla-Vaca. Ademas. El parasito se cultivé en 5 mL de medio TYI-S-33 (pH 7) suplementado con 6% de suero
bovino, en tubos tapados con rosca, por 72 h a 36.5°C para mantener a los trofozoitos [14]. Para los bioensayos,
se cultivaron los organismos en la fase logaritmica de crecimiento (24 h) que exhibieron mas del 95% de
viabilidad y morfologia normal, se centrifugaron (2,500 rpm, 5 min) y resuspendieron en medio TYI fresco para
la evaluacion del extracto de aguacate [14].

Actividad antiparasitaria del extracto de aguacate

El extracto hexanoico de la semilla de aguacate (EHSA, Persea americana var. drymifolia) disuelto en DMSO
al 5% fue proporcionado por el Dr. Joel Edmundo Lopez Meza (CMEB-UMSNH).

Para determinar el efecto del EHSA sobre T. vaginalis, se incubaran 6x102 trofozoitos en cajas de 96 pozos
(volumen final 100 pL), por 24 h a 37°C (en atmdsfera microaerofilica) con concentraciones crecientes (0.25,
0.5y 1 pg/mL) del EHSA (diluidas en DMSO al 5%). El metronidazol (1 ug/ml) se empleé como control negativo.
El vehiculo empleado fue DMSO al 5%. La viabilidad de los trofozoitos se evalu6 mediante ensayos de
exclusion con azul tripano.

Analisis Estadistico

Los resultados se obtuvieron del promedio de dos experimentos independientes por triplicado y se compararon
mediante la prueba de t Student. Se realizé el andlisis de Probit para calcular la concentracion letal 50 (CLso).

RESULTADOS Y DISCUSION

La tricomoniasis es tratada con derivados de imidazol, especialmente metronidazol, pero actualmente hay
antecedentes de resistencia a dicho farmaco, por lo que en el presente trabajo se utiliz6 como alternativa
farmacolégica el uso del extracto hexanoico de la semilla de aguacate (EHSA) para inhibir el crecimiento de T.
vaginalis. Se utilizaron diferentes concentraciones del EHSA (0.25, 0.5 y 1 yg/mL, por 24 h) para evaluar su
actividad antiparasitaria contra las cepas de T. vaginalis GT-13 y GT-21 (virulenta) por medio de ensayos de
exclusion del colorante azul tripano, empleando DMSO al 5% como vehiculo.

Los resultados obtenidos mostraron que no existe diferencia significativa entre el crecimiento de T. vaginalis
sin estimulo y tratadas con el vehiculo (datos no mostrados). El metronidazol (1 ug/mL) disminuyd la viabilidad
de T. vaginalis en 60-80% (Figura 1y 2).

El EHSA disminuyd la viabilidad de la cepa T. vaginalis GT-13 en un ~30% y 70%, a las concentraciones de
0.5 y 1 pg/mL, respectivamente (Figura 1). Aunque al emplear la concentracion de 0.25 pg/mL no se observo
modificacion en la viabilidad del parasito (Figura 1). Paralelamente, se evalué el efecto del EHSA sobre la cepa
GT21, la concentracion de 0.25 ug/ml no alteré la viabilidad de T. vaginalis GT21 (Figura 2). No obstante, se
observo un efecto inhibitorio en la viabilidad de los trofozoitos de ~30 y 70% con las concentraciones de 0.5 y
1 ng/mL, respectivamente (Figura 2). Interesantemente, el efecto inhibitorio de la viabilidad es dependiente de
la concentracién en ambas cepas (GT13 y GT21). Hasta el momento no se habia reportado el efecto
antiparasitario del EHSA.
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FIGURA 1: Efecto del extracto hexanoico de la semilla de aguacate sobre Trichomonas vaginalis GT13. Se cultivaron 6x10° trofozoitos con
distintas concentraciones de EHSA por 24 h y se realizé en ensayo de exclusion del azul tripano. Se utilizé 1 pg/mL de metronidazol como
control negativo. Cada barra representa el promedio de dos experimentos independientes por triplicado * error estandar. El simbolo “*”
indica cambios significativos (P < 0.05) con respecto a los trofozoitos tratados con vehiculo (DMSO 5%).

Se realizé un analisis Probit para determinar la concentracion letal 50 (CLso), siendo esta del LCs0=0.28 pg/mL
para la cepa T. vaginalis GT-13 y de LCs50=0.26 ug/mL en T. vaginalis GT-21. Estudios realizados anteriormente
reportaron la actividad antiparasitaria (contra T. vaginalis GT9) del extracto cloroférmico y etandlico de la semilla
de aguacate, reportando una LCso de 0.524 y 0.533 pg/mL, respectivamente [12]. La caracterizacion del EHSA
ya se ha reportado (moléculas de origen lipidico) [13]; no obstante, hacen falta mas estudios para identificar el
compuesto que ejerce el efecto antiparasitario.
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FIGURA 2: Efecto del extracto hexanoico de la semilla de aguacate sobre Trichomonas vaginalis G21. Se cultivaron 6x10° trofozoitos con
distintas concentraciones de EHSA por 24 h y se realizé en ensayo de exclusion del azul tripano. Se utilizé 1 pg/mL de metronidazol como
control negativo. Cada barra representa el promedio de dos experimentos independientes por triplicado * error estandar. El simbolo “*”
indica cambios significativos (P < 0.05) con respecto a los trofozoitos tratados con vehiculo (DMSO 5%).
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CONCLUSIONES

El extracto hexanoico de la semilla de aguacate criollo (Persea americana var. drymifolia) presenta actividad
antiparasitaria, al inhibir del crecimiento de Trichomonas vaginalis de manera dependiente de la concentracion,
lo que podria ser de interés farmacolégico como tratamiento contra la tricomoniasis.
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