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Resumen

El uso indebido de antibioticos en el cuidado de la salud ha propiciado el aumento de la resistencia
antimicrobiana en patdgenos de humanos, presentandose en patdgenos asociados con infecciones de
transmision sexual, como el pardsito Trichomonas vaginalis, agenta causal de la tricomoniasis.
Actualmente, se han reportado aislamientos de T. vaginalis resistentes a metronidazol (MTZ) y
tinidazol, Unicos farmacos aprobados por la FDA para su tratamiento, lo cual es un problema de
salud publica. Por lo que el desarrollo de terapias alternativas se vuelve apremiante. En ese sentido,
los péptidos antimicrobianos (PAM) son moléculas atractivas como tratamiento alternativo o
complementario. En nuestro grupo de trabajo se ha reportado que algunos PAM vy sus derivados
(LL-37, KR-20, FK-13-NH; y KR-12) reducen la viabilidad y el crecimiento de T. vaginalis
(sensible y resistente a MTZ), sin presentar efectos hemoliticos o citotdxicos significativos contra
células de mamiferos. Sin embargo, se desconoce el efecto de los PAM sobre la microbiota vaginal,
componente esencial del tracto genitourinario femenino que ayuda a mantener su homeostasis. Por
lo anterior, en este trabajo se evaluo el efecto del péptido FK-13-NH; sobre el crecimiento de la

microbiota vaginal, particularmente Lactobacillus vaginalis y Lactobacillus acidophilus.
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EFFECT OF TRICHOMONICIDAL PEPTIDES ON THE VAGINAL
MICROBIOTA: IMPLICATIONS FOR THE DEVELOPMENT OF
ALTERNATIVE THERAPIES

Abstract

Antibiotic resistance is increased by the misuse of antibiotics in healthcare; this resistance is also
reported in pathogens associated with sexually transmitted diseases, such as the parasite
Trichomonas vaginalis which causes trichomoniasis. Currently, some T. vaginalis isolates have
been reported to be metronidazole (MTZ) and tinidazole-resistant. These are the only drugs
approved by the FDA for trichomoniasis treatment, which becomes a public health problem. For
this, the development of alternative therapies becomes urgent. In this sense, antimicrobial peptides
(AMPs) are attractive molecules for use as an alternative or complementary treatment. In our lab
group, it has been reported that some AMPs and their derivates (LL-37, KR-20, FK-13-NH. y KR-
12) reduce the viability and growth of T. vaginalis (one sensitive- and one resistant-strain to MTZ),
without exerting either hemolytic or cytotoxic effects against mammalian cells. However, it is
unknown their effect on vaginal microbiota. Considering that vaginal microbiota helps to maintain
the female genital tract homeostasis, it is important to test the effect of these peptides on the vaginal
microbiota. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of FK-13-NH; on the growth

of the vaginal microbiota, particularly Lactobacillus vaginalis, and Lactobacillus acidophilus.
Keywords: vaginal microbiota; microbial resistance; antimicrobial peptides.

1. Introduccién

El uso excesivo e indebido de antibioticos
en el cuidado de la salud, el manejo
inadecuado de los desechos y la
transmision ambiental, son algunos

factores que han llevado al aumento de la

resistencia antimicrobiana en patdgenos
de humanos, asi como a su persistencia
(Miethke, 2021). Es por ello por lo que la
investigacion y el descubrimiento de

nuevos medicamentos es un reto global
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en el que la industria farmacéutica tiene
un papel fundamental. ElI procedimiento
para desarrollar un nuevo farmaco es muy
largo y requiere una gran inversién, sin
olvidar que antes de que un medicamento
Ilegue al mercado ha de ser sometido a un
largo  proceso que implica el
descubrimiento y la experimentacion con
la molécula elegida, ensayos en animales

y pruebas en humanos (Roman, 2013).

T. vaginalis es un parasito y el agente
causal de la enfermedad de transmision
sexual (ETS) llamada tricomoniasis. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
estima que en el mundo hay
aproximadamente 340 millones de casos
de ETS curables al afio; 170 millones de
€s0S casos son causados por T. vaginalis,
lo que hace que la tricomoniasis sea la
ETS no viral mas comun en el mundo
(Cudmore y Garber, 2010).
Aproximadamente el 75% y 50% de los
hombres y mujeres, respectivamente, son
asintomaticos. Cuando hay sintomas, en
mujeres se observa leucorrea abundante,
espumosa, fétida y de color amarillo
verdoso, prurito, dispareunia y disuria,
que se acentuan durante la menstruacion.

A la especuloscopia se observa eritema
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vaginal y cervical que muchos autores
denominan “vagina en empedrado” y
“cérvix en fresa”, debido a la dilatacion
de los capilares y a las hemorragias
puntiformes (Cadena y col.,, 2006).
Durante la infeccion, el pH vaginal puede
aumentar hasta 5.0 (Lin y col., 2012). Por
su parte, los sintomas en los varones son:
secrecion uretral serosa 0 purulenta,
prurito en el glande, edema prepucial,
ereccion dolorosa, eyaculacion precoz y
disuria (Ozdemir y col., 2011). La
infeccion causada por T. vaginalis
aumenta el riesgo de contraer el virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH);
ademas, se sugiere que la tricomoniasis es
un factor de riesgo de desarrollo de
cancer de cuello uterino y de prostata

agresivo (Prashini y col, 2002).

Actualmente existen dos farmacos de la
familia de los  5-nitroimidazoles
aprobados por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA por sus siglas en
inglés) para el tratamiento de la
tricomoniasis. El metronidazol (MTZ2),
que tiene una amplia actividad
antimicrobiana, es la droga de eleccion.

El MTZ, en forma oral a una dosis de
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200-250 mg tres veces al dia por siete
dias, fue el régimen de tratamiento
tradicional para la tricomoniasis por
muchos afios, después de su lanzamiento
inicial tuvo un éxito superior al 90%
(Khambatta, 1971). A principio de los
afios 70°s, una Unica dosis oral de 2 g de
MTZ fue considerada tan eficaz como el
régimen de 7 dias; asi, este nuevo
esquema se volvié mas comun gracias a
la mayor conveniencia y apego al
tratamiento. El éxito ha ido del 82- 100%,
pero aun pueden ocurrir fallas (Jikipii y
Jokipii, 1980). Aunado a esto, los
pacientes sometidos a tratamientos con
MTZ suelen presentar efectos secundarios
como nauseas, vomito, calambres
estomacales, dolor de cabeza, entre otros,
que pueden llegar a ser incémodos y
ocasionar que se abandone el tratamiento.
Se han reportado aislamientos clinicos de
T. vaginalis resistentes a MTZ (2.2-
9.6%), lo cual es un problema de salud
publica (Graves y col., 2020). Por ello el
desarrollo de terapias alternativas se

vuelve apremiante.

En ese  sentido, los  péptidos
antimicrobianos (PAM) son moléculas

atractivas como tratamiento alternativo o
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complementario, ya que tienen

propiedades microbicidas e
inmunomoduladoras. En nuestro grupo de
trabajo, se ha evaluado el efecto de la
catelicidina humana LL-37 -con actividad
microbicida e inmunomoduladora
previamente reportada-, asi como de
péptidos derivados de ésta (KR-20, FK-
13-NH2 y KR-12) sobre el crecimiento y
viabilidad de T. vaginalis. Ramirez-
Ledesma y col. (2022) reportaron que el
LL-37 y sus tres péptidos derivados
inhiben la viabilidad y el crecimiento de
los trofozoitos de una cepa resistente
(CDC-085) y otra sensible (GT-13) a
MTZ, de manera dependiente de Ila
concentracion (2, 5, 10 y 50 uM), siendo
el FK-13-NH: el péptido mas efectivo. Al
mezclarse la concentracion minima
inhibitoria 50 (MICso) de cada péptido
con la MICso del MTZ, el crecimiento de
ambas cepas de T. vaginalis se abate
(0.02% de crecimiento). Ademas, con
ninguna mezcla mencionada
anteriormente  se  presenta  efecto
hemolitico ni citotoxico estadisticamente
significativo. Sin embargo, el efecto de
estos péptidos sobre la microbiota vaginal

no habia sido evaluado.
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La microbiota asociada a la vagina esta
dominada por bacterias del género
Lactobacillus.  Estas  bacterias  son
microorganismos inocuos que forman
parte de la microbiota autdctona y, tan
solo en casos excepcionales, han sido
asociados a procesos patoldgicos en
pacientes con enfermedades previas
extremadamente graves. Se considera que
la microbiota vaginal constituye la
principal linea de defensa contra la
colonizacion de patdgenos oportunistas,
por su capacidad de producir acido lactico
y bacteriocinas, y cuya integridad es
fundamental para mantener la salud
sexual 'y reproductiva. Con el
advenimiento de la clasificacion por
métodos moleculares (fundamentalmente
el andlisis de la secuencia del gen del
ARNr 16S) se ha observado que los
lactobacilos predominantes en vagina son
L. crispatus, L. iners, L. jensenii y L.
gasseri. Tambien son frecuentes L.
salivarius y L. vaginalis. Por ultimo,
aparecen con  alguna  frecuencia
lactobacilos ambientales y colonizadores
del tubo digestivo como L. rhamnosus, L.
casei y L. plantarum (Reid, 2012).
Teniendo en cuenta la relevancia de estos

microorganismos en la homeostasis
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vaginal, en este proyecto se evaluo el
efecto del PAM FK-13-NH. sobre la

microbiota vaginal.

2. Objetivo

Determinar el efecto de FK-13-NH> sobre
el crecimiento de Lactobacillus vaginalis

y Lactobacillus acidophilus.

3. Metodologia

3.1 Péptido

El péptido FK-13-NH>
(FKRIVQRIKDFLRNH_) se obtuvo de la
casa comercial BIOMATIK®, con >95%

pureza.

3.2 Curva de crecimiento microbiana

Se utilizaron las cepas certificadas de L.
acidophilus (ATCC 4356) y L. vaginalis
(ATCC 49540) donadas por el Dr. Luis
Felipe Padilla VVaca del Departamento de
Biologia de la  Universidad de
Guanajuato. Las  bacterias  fueron
cultivadas en agar MRS mediante el
método de estria cruzada. Con ayuda de
un asa microbiana, se tomdé y cultivo una
colonia bacteriana en 10 mL de caldo

MRS estéril y se incub6 durante 24 h a
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37°C en agitacion. Al dia siguiente se
inocularon 5 mL de la suspension
bacteriana en 250 mL de caldo MRS
estéril. Se monitoreo (0-48 h) el
crecimiento bacteriano por turbidimetria
(DOes0o). Para cada lectura se realizd la
captura de datos en el programa
Microsoft Excel y se obtuvo la grafica en
el mismo programa. Adicionalmente, se
calculo el tiempo de generacion de cada
cepa, mediante la siguiente formula
(Mendigan y col., 2012):

Donde:

G= tiempo de generacion

t= intervalo de tiempo en h o min
(tfinal — tinicial)

b= DOeoo al término del intervalo
B= DOeoo al inicio del intervalo

3.3 Célculo de unidades formadoras de
colonia (UFC)/mL

Se inocul6 una colonia de L. acidophilus
0 L. vaginalis en tubos separados con 2
mL de caldo MRS estéril y se creci

durante 24 h a 37°C en agitacion.
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Posteriormente, se hizo la lectura del
blanco (caldo MRS) en el
espectrofotometro (DOeoo). En un tubo de
15 mL se agreg6 caldo MRS vy cultivo
bacteriano hasta alcanzar la DOgoo de 0.1.
Se realizaron diluciones seriadas del
cultivo bacteriano ajustado a 0.1 (DOgoo).
Para L. acidophilus se hicieron diluciones
1:1,000 y para L. vaginalis 1:1,000,000.
De las diluciones se tomaron 100 pL, se
colocaron en agar MRS y se esparcieron
con un asa en toda la placa hasta
sequedad. Se realizaron tres placas por
dilucion. Se incubaron durante 24 a48 h a
37°C. Posteriormente, se realizd el conteo
de las UFC. Este procedimiento se llevo a

cabo tres veces de manera independiente.

3.4 Determinacion de la concentracién

minima inhibitoria (CMI)

Se inocularon 5 mL de caldo MRS con
una colonia bacteriana y se incub6 toda la
noche a 37°C en agitaciéon (180 rpm) por
24 h. Una vez cumplido el tiempo, se
realizaron diluciones seriadas de los
péptidos (10X las concentraciones
requeridas; 500-9.76 uM) en 4cido
acético al 0.01% con 0.2% de albumina
sérico bovina (BSA), en tubos de vidrio

cubiertos con sigmacote (Hancock, 1999).
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Se disolvio el péptido en H2O a un
volumen final suficiente para todas las
pruebas de un dia. Se diluy6 en un
volumen de &cido acético al 0.02% con
un 0.4% de BSA para obtener las
concentraciones requeridas (0-50 uM). Se
diluyeron los cultivos bacterianos en
caldo MRS hasta obtener 2 — 7x10°
UFC/mL. Se colocaron 90 puL de la
suspension bacteriana en cada pozo de la
columna 1-11 de una microplaca. En la
columna 12 no se dispensé la suspension
bacteriana, solo fueron colocados 90 pL
de caldo MRS (control de esterilidad). Se
adicionaron 10 pL del péptido FK-13-
NH> a cada pocillo de la columna 1-10 (la
columna 11 es el control de crecimiento,
sin péptido). Se incubd a 37°C por 24-48
h. La concentracion minima bactericida
(CMB) se determina plaqueando los
primeros 3 pozos (dilucién 1:10) donde
no se observe crecimiento visible, e
incubando a 37°C por 18 h. La minima
concentracion del péptido que previene
cualquier formacion de colonia residual
es laCMB.

4. Resultados y Discusion

Lactobacillus es un género de bacterias

gue predominan en la microbiota vaginal
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en mujeres en edad reproductiva,
producen é&cido lactico y compuestos
antimicrobianos (ej. bacteriocinas) que
inhiben el crecimiento de la mayoria de
los patdgenos y mantienen un ambiente
optimo en la vagina (Martin et al. 2014).
Por lo que la alteracién en la microbiota
vaginal pudiera favorecer el
establecimiento de infecciones como la
tricomoniasis, VIH y VPH (Kenyon y
col., 2013; Van de Wijgert y Jespers,
2017). L. acidophilus y L. vaginalis
fueron descritas por primera vez por el
médico aleman A. Ddderlein en 1894 y
las denomino “Los bacilos de Ddderlein”
en su honor (Sanchez Hernandez y col.,
2012). Durante la infeccion por T.
vaginalis, se ve perturbada la
predominancia de estos bacilos, ya que el
parésito induce un ambiente alcalino que
no es favorable para los Lactobacillus vy,
por ende, la microbiota se ve alterada,
ocasionando  vaginitis.  El  Unico
tratamiento empleado contra  esta
enfermedad consiste en farmacos de la
familia de los 5-nitroimidazoles, como el
MTZ. Derivado de la resistencia que han
presentado algunos aislamientos clinicos
de T. vaginalis a estos compuestos, las

investigaciones se han enfocado en
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identificar moléculas con actividad
tricomonicida. En nuestro grupo de
trabajo se ha reportado que algunos
péptidos antimicrobianos y sus derivados
reducen la viabilidad y el crecimiento de
T. vaginalis (sensible y resistente a
MT2Z), sin presentar efectos hemoliticos o
citotoxicos contra células de mamiferos.
Sin embargo, se desconocia si afectaban
el crecimiento de bacterias propias de la
microbiota vaginal. Por lo que en este
trabajo se evalud el efecto del péptido
FK-13-NH; sobre lactobacilos. En la
figura 1 se muestra el monitoreo del
crecimiento bacteriano de L. acidophilus
durante 48 h, la fase estacionaria se
alcanza a las 24 h de crecimiento.
Ademas, al calcular el tiempo de
generacion del cultivo, este fue de 61.82

min.

En la figura 2 se observa el crecimiento
de L. vaginalis, que llega a la fase
exponencial de crecimiento alrededor de
las dos horas, y a la fase estacionaria a 24
h. Al igual que con la cepa anterior se
calculd el tiempo de generacion (G)
obteniendo un resultado de 92.86 min.

Para poder determinar la CMI del péptido
antimicrobiano FK-13-NH es necesario
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trabajar con un nimero conocido de UFC
de la bacteria. Es por ello por lo que se
determino la densidad bacteriana de cada
cepa al medir la DOew a 0.1. Se
realizaron tres experimentos
independientes por triplicado y se
promediaron los resultados. Cuando el
cultivo bacteriano de L. acidophilus esta
ajustado a una DOesoo de 0.1 se tienen
4.63x10° UFC/mL; mientras que la
densidad bacteriana para L. vaginalis es
de 5.16x10° UFC/mL. Posteriormente, se
determind la CMI del péptido FK-13-NH:
sobre ambas cepas de lactobacilos. La
concentracion maxima elegida fue de 50
UM, concentracion que practicamente
abate el crecimiento de T. vaginalis.
Ademas, con las diluciones realizadas se
abarco la CMlso del FK-13-NH2 (11 pM)
sobre la cepa de T. vaginalis resistente a
MTZ. En la Tabla 1 se muestran los
resultados de la interaccion de las
bacterias con el péptido. El péptido
(0.976-50 uM) no afectd el crecimiento
de L. acidophilus ya que se mantuvo la
turbidez en el cultivo bacteriano. El
anterior es un resultado esperado, ya que
la CMlIso del péptido -combinado con la
CMIsp del MTZ- que se pretende emplear

contra T. vaginalis corresponde a 11 pM,
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por lo que no estaria generando dafio a la

microbiota.

Por su parte, con las maximas
concentraciones empleadas del FK-13-
NH. (125, 25 y 50 pM) no hubo
crecimiento bacteriano de L. vaginalis.
Entonces, se tomaron 100 pL de la
dilucion 1:10 de los primeros tres pozos
donde L. vaginalis no crecié a simple
vista y se plaguearon en agar Mueller
Hinton (MH). Después de la incubacion
se observaron colonias bacterianas en las
placas de 50 y 25 uM era nulo; sin
embargo, en la placa de 12.5 uM si hubo
crecimiento bacteriano (300 UFC/mL).
La CMB del FK-13-NH> fue de 25 uM
para L. vaginalis. Aun hace falta evaluar
el efecto de los péptidos LL-37, KR-20 y
KR-12  sobre el

lactobacilos.

crecimiento  de

5. Conclusion

Los resultados obtenidos indican que el
péptido FK-13-NH., no afecta el
crecimiento de L. acidophilus ni de L.
vaginalis, al emplearlo a la CMIso de la
cepa de T. vaginalis resistente a

metronidazol. Con lo cual se sugiere que
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el péptido puede emplearse como

tratamiento alternativo contra el parasito.
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Figura 1. Curva de crecimiento de L. acidophilus

119



Naturaleza y Tecnologia 92 Encuentro Anual de
Numero especial Estudiantes

ISSN 2007-672X 26 al 28 de octubre de 2022
Universidad de Guanajuato

D.O. (600nm)
%) w ~
Mo W o B

[y
w

0 T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Tiempo (min)

Figura 2. Curva de crecimiento de L. vaginalis.
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Tabla 1. Efecto del péptido FK-13-NH, sobre el crecimiento de L. acidophilus y L. vaginalis

Pozo 1 |2 |3 4 5 6 7 8 9 10 11 |12
FK-13-NH, |50 |25 |12.5|6.250 | 3.125 | 1.562 | 0.781 | 0.390 | 0.195 | 0.976 | C+ | C-
(1M)

L.vaginalis |+ |+ |+ + + + + n + + T n
L.acidophilus | - - - + + + + + + + + +

+, turbidez observada; -, sin turbidez.
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