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Resumen:
Determinar la actividad antibacteriana in vitro del veneno de escorpion Hadruroides

charcasus contra Streptococcus mutans ATCC 25175. Se evaluo el efecto en 1 grupo
distribuidos en concentraciones de 100 %, 50 % y 25 % del veneno. Se hicieron 5
repeticiones por grupo experimental. La actividad bacteriana se evalué mediante el
método de microdilucién. El espécimen bacteriano fue reactivado en caldo nutritivo, para
inocularlo en placas de 96 pocillos con Caldo Mueller-Hinton. Al enfrentar el
microorganismo a las concentraciones del veneno, se obtuvo botones de crecimiento
menor a 2 mm para las concentraciones de 100 %, 50 % y 25 %, sin embargo, las
concentraciones no presentaron inhibicion total. Se concluye que el veneno de

Hadruroides charcasus tienen actividad antibacteriana sobre S. mutans ATCC 25175

Palabras clave: Streptococcus mutans, Veneno, Hadruroides charcasus (Fuente: DeCS
BIREME)



Abstract:

To determine the in vitro antibacterial activity of the scorpion venom Hadruroides
charcasus against Streptococcus mutans ATCC 25175. The effect was evaluated in 1
group distributed in concentrations of 100%, 50% and 25% of the venom. Five repetitions
were made per experimental group. Bacterial activity was evaluated by the microdilution
method. The bacterial specimen was reactivated in nutrient broth, to inoculate it in 96-
well plates with Mueller-Hinton Broth. When facing the microorganism at the venom
concentrations, growth buttons less than 2 mm were obtained for the concentrations of
100%, 50% and 25%; however, the concentrations did not show total inhibition. It is
concluded that the venom of Hadruroides charcasus have antibacterial activity on S.
mutans ATCC 25175

Keywords: Streptococcus mutans, Venom, Hadruroides charcasus (Source: MeSH NLM)
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. INTRODUCCION

La prevalencia de caries es una patologia significativa sobre todo en nifios en edad
preescolar como también adolescentes (1), en las Gltimas cuatro décadas, la prevalencia
y la gravedad de las lesiones cariosas en la dentina en nifios de 5 y 12 afios han
disminuido; el componente de deterioro es muy alto, con la prevalencia mas baja entre
los nifios de 12 afios en los paises de altos ingresos, que también tuvo la menor prevalencia

entre los 35 y los 44 afios de edad (2).

Ademas la caries dental persiste como una de las enfermedades crénicas mas
prevalentes entre los nifios en todo el mundo, es asi que a traves de un estudio realizado
en escuelas primarias en Australia, con la finalidad de determinar los factores que
influyen en la caries dental en la denticion primaria en los nifios, se asocié con el consumo
de chocolate con probabilidades un 52 por ciento mas altas (OR = 1.52, IC 95%: 1.19-

1.93) de la caries dental primaria (3).

La persistencia de las biopeliculas de Streptococcus mutans en la cavidad oral
puede provocar la caries dental que hasta la fecha, no hay disponibles terapias anticaries
que se dirijan especificamente a las biopeliculas de S. mutans pero que no alteren el
microbioma oral general (4), ademas que son considerados como los principales
microorganismos cariogénicos, por su gran capacidad de formar glucanos, como también

acido, superando las capacidades salivares tamponantes (5).

Por otro lado, varios experimentos han determinado que los venenos de anfibios,
reptiles, aracnidos e insectos poseen actividad antibacteriana in vitro frente a diferentes
bacterias de importancia en salud, sin embargo, su actividad depende tanto de las especie
de animal, como del microorganismo evaluado, asi se ha reportado que, el veneno de
escorpion de otras especies tiene efecto antibacteriano frente a bacterias gram positivas y
gram negativas tales como Enterococcus faecium, Streptococcus agalactiae,
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Enterobacter cloacae y Candida albicans (6-8).

Esto motivd a la formulacion de la interrogante ¢ Tiene el veneno de escorpion

Hadruroides charcasus actividad antibacteriana in vitro contra Streptococcus mutans
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ATCC 25175, siendo posible la actividad antibacteriana del veneno de escorpion contra
Streptococcus mutans ATCC 35668, pueda presentar variaciones en sus concentraciones,
se planted el presente estudio cuyo objetivo es, Determinar la actividad antibacteriana in
vitro del veneno de escorpion Hadruroides charcasus contra Streptococcus mutans

ATCC 25175, esto por medio del método de microdilucion.

1.1. Realidad Problemética.

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud, las enfermedades bucodentales
mas frecuentes son la caries, las afecciones periodontales (de las encias), el cancer de
boca, las enfermedades infecciosas bucodentales, los traumatismos fisicos y las lesiones
congeénitas, en términos mundiales, entre el 60% y el 90% de los nifios en edad escolar y
cerca del 100% de los adultos tienen caries dental, a menudo acompafiada de dolor o
sensacion de molestia (9).

Asimismo, otros estudios revelaron la prevalencia de caries dental en un 55,6% y
con un Indice de Caries Significativo fue de 7,439. Ademas el patron de caries mostro
que los dientes mas comunmente cariados fueron los segundos molares mandibulares
seguidos por los incisivos centrales superiores debido a la falta de cuidado bucal diario,
la caries dental es significativamente mas prevalente en los nifios y los dientes menos
afectados fueron los incisivos laterales mandibulares (1,10). Por otro lado se ha
evidenciado la prevalencia de caries (73,7%) se ha presentado mas alta que lesiones
traumaticas (20,9%), asimismo existe una correlacion relacionada con la edad entre la

caries, dientes faltantes y dientes completos (11)

Los resultados de otros estudios sugirieron una asociacion significativa entre los
niveles de S. mutans y las caries dentales utilizando muestras de placa dental en adultos
e indican que la cuantificacién de la relacién S. mutans / Total de Streptococcus es

efectiva para detectar sujetos con la gravedad de la caries dental (12).

Por lo tanto, se tiene de hallazgo que los tipos de adhesina de S. mutans con
adhesion independiente de sacarosa a DMBTL1 del huésped (es decir, SpaP A,Bo C) y
colageno (es decir, Cnm, Cbm) realizado en nifios suecos de 12 afios de edad, se tuvo la
presencia de los subtipos SpaP B y Cnm coincidié con un incremento incrementado de la
caries durante 5 afios, y su union a DMBT1 y saliva se correlacion6 con las puntuaciones

de caries individuales. Los subtipos SpaP B estan enriquecidos con sustituciones de



aminoéacidos que coincidieron con la caries y la union y especifican biotipos de S. mutans

con una mayor tolerancia a los &cidos (13).

Los hallazgos revelan subtipos de adhesina de S. mutans que coinciden y predicen las
diferencias individuales en el desarrollo de la caries y proporcionan una justificacion para

la atencion oral individualizada (13).

1.2. Trabajos previos.

Nie Y. et al. (2012). Los péptidos venenosos del escorpion Heterometrus spinifer han
sido pobremente caracterizados hasta ahora. Aqui, identificamos una nueva clase de
péptidos antimicrobianos de la glandula venenosa de H. spinifer, que se denominaron
HsAp, HsAp2, HsAp3 y HsAp4, respectivamente. Cada uno de los cuatro péptidos
consiste en 29 residuos de aminoacidos, y es cationico y débilmente anfipatico. No
muestran una homologia significativa con ningln otro péptido conocido y, por lo tanto,
representan una nueva familia de péptidos de veneno de escorpiones. El andlisis
antimicrobiano mostré que HsAp es capaz de inhibir el crecimiento de bacterias Gram-
negativas y Gram-positivas con valores MIC de 11.8-51.2 uM. HsAp también puede
inhibir el crecimiento del hongo probado. El analisis gendmico indicé que los genes de
los cuatro péptidos presentan pocos intrones. Nuestros estudios amplian las familias de
péptidos antimicrobianos de escorpiones (6).

Zeng XC. et al. (2013). Tres nuevos péptidos de veneno libres de cisteina, que se
denominaron Pantinin-1, Pantinin-2 y Pantinin-3, respectivamente, se han identificado a
partir del escorpion Pandinus imperator mediante la estrategia de clonacion de cDNA.

El precursor de cada péptido consiste en un péptido sefial, un péptido maduro sin puentes
disulfuro, y un propéptido &cido con una sefial de procesamiento tipica. Cada uno de los
tres peptidos es una molécula \ alpha - helicoidal, catidnica y anfipatica con 13 o 14
residuos de aminoacidos. Sus secuencias de aminoacidos son homdlogas a las de algunos
péptidos antimicrobianos 13-mer aislados de escorpiones. El analisis antimicrobiano
mostro que los tres péptidos poseen actividades relativamente fuertes contra bacterias
Gram-positivas y un hongo, pero tienen actividades antimicrobianas muy debiles contra
bacterias Gram-negativas. El ensayo de toxicidad mostré que los tres péptidos exhiben
actividades hemoliticas muy bajas o leves contra los glébulos rojos humanos. Es
interesante ver que Pantinin-3 es capaz de inhibir potentemente el crecimiento de

Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) S13, un patdgeno que puede causar una
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serie de infecciones en humanos; esto sugiere que Pantinin-3 tiene un gran potencial para
aplicarse en el tratamiento de infecciones por ERV. Nuestros hallazgos obtienen nuevos
conocimientos sobre las relaciones estructura / funcion de los pequefios péptidos
antimicrobianos cationicos lineales de escorpiones, y proporcionan nuevas plantillas para
el disefio de agentes antimicrobianos dirigidos a bacterias patdgenas resistentes a

antibioticos (7).

Li Z. et al. (2014). Los péptidos antimicrobianos han atraido mucho interés como una
nueva clase de antibidticos contra una variedad de microbios que incluyen cepas
resistentes a los antibidticos. En este estudio, se identific6 un nuevo péptido
antimicrobiano catiénico Hp1404 del escorpion Heterometrus petersii, que es un péptido
anfifatico a-helicoidal y tiene una actividad inhibidora especifica contra bacterias gram-
positivas que incluyen Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. Hp1404 puede
penetrar lamembrana de S. aureus a baja concentracién e interrumpe la membrana celular
directamente a una concentracion muy alta. S. aureus no desarrolla resistencia a los
medicamentos después de multiples tratamientos con Hp1404 a una concentracion de sub
MIC, que posiblemente esté asociada con el mecanismo antibacteriano del péptido.
Ademas, Hp1404 tiene baja toxicidad tanto para células de mamifero (HC50 = 226.6 mg
/ ml'y CC50. 100 mg / ml) como para balb-c (no toxicidad a 80 mg / kg por inyeccion
intraperitoneal y LD50 = 89.8 mg / Kg por inyeccion intravenosa). Curiosamente,
Hpl1404 puede mejorar la tasa de supervivencia de los ratones Balb-c infectados con
MRSA en el modelo de peritonitis. Tomados en conjunto, Hpl1404 puede tener
aplicaciones potenciales como agente antibacteriano (8).

Ramirez S. et al (2015). Se informa sobre el potencial antimicrobiano de dos nuevos
péptidos no unidos a disulfuro, denominados VpAmpl.0 (LPFFLLSLIP-SAISAIKKI,
amidated) y VpAmMp2.0 (FWGFLGKLAMKAVPSLIGGNKSSSK). Estos son péptidos
de 19 y 25 aminoacidos con cargas netas de +2 y +4, respectivamente. Sus secuencias
corresponden a las regiones maduras predichas de precursores mas largos, supuestamente
codificadas por los ADNCc derivados de las glandulas del veneno del escorpion mexicano
Vaejovis punctatus. Ambos péptidos se sintetizaron quimicamente y se ensayaron frente
a una variedad de microorganismos, incluidas las cepas patdgenas de aislados clinicos y
cepas resistentes a los antibidticos convencionales. También se sintetizaron y probaron
dos variantes mas cortas, denominadas VpAmpl.1 (FFLLSLIPSAISAIKKI, amidated) y
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VpAmp2.1 (FWGFLGKLAMKAVPSLIGGNKK). Los ensayos antimicrobianos
revelaron que los cuatro péptidos sintéticos inhiben eficazmente el crecimiento de
bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiaea) y Gram-
negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa), con MIC en el rango de 2.5-
24.0 uM; levaduras (Candida albicans y Candida glabrata) con CMI de 3.1-50.0 uM; y
dos cepas clinicamente aisladas de Mycobacterium tuberculosis -incluido uno
multirresistente- con CMI en el rango de 4.8-30.5 pM. Una comparacion entre las
actividades de los péptidos originales y sus derivados da una idea del papel estructural /

funcional de sus residuos distintivos (14).

Cao L. et al (2012). La infeccion bacteriana representa una amenaza creciente para la
salud publica mundial y se necesitan con urgencia nuevos tipos de agentes antibacterianos
para responder a la amenaza. El veneno de escorpion contiene series de péptidos
bioactivos, entre los cuales el péptido antibacteriano es una parte importante. Aqui, se
caracteriz6 un nuevo péptido antimicrobiano StCT2 de la biblioteca de ADNc de la
glandula venenosa del Scorpiops tibetanus. EI ADNc de longitud completa de StCT2 es
de 369 nuclettidos que codifican el precursor que contiene un péptido sefial de 24
residuos putativo, un supuesto péptido maduro de 14 residuos, y un propéptido acido de
37 residuos putativo en el extremo C terminal. Las concentraciones minimas de inhibicién
(MIC) de StCT2 para Staphylococcus aureus fueron de 6.25-25 ug / ml, incluidas las
cepas resistentes a antibidticos como S. aureus resistente a la meticilina (SARM).
También se encontr6 que StCT2 muestra una alta actividad antimicrobiana in vivo por un
modelo de ratdn de infeccidn por S. aureus. StCT2 ejerci6 su actividad antimicrobiana a
través de un mecanismo bactericida rapido. Tomados en conjunto, estos resultados
demuestran la eficacia y el mecanismo general de la accién antimicrobiana StCT2 y el

potencial terapéutico de StCT2 como un nuevo péptido antimicrobiano (15).

Guo X. et al. (2013). Aqui presentamos dos nuevos péptidos amidated lineal 17-mer
(TsAP-1y TsAP-2) cuyas estructuras se dedujeron de los ADNc clonados a partir de una
biblioteca de ADNCc derivado del veneno del escorpion amarillo brasilefio, Tityus
serrulatus. Ambos péptidos maduros se caracterizaron estructuralmente después de su
ubicacion en fracciones cromatograficas de veneno y las réplicas sintéticas de cada una
se sometieron a una serie de ensayos bioldgicos. Los péptidos eran cada uno activo contra

microorganismos de prueba modelo pero con potencias diferentes. TSAP-1 fue de baja
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potencia contra los tres organismos de prueba (MICs 120e160 mM), mientras que TSAP-
2 fue de alta potencia contra la bacteria Gram-positiva, Staphylococcus aureus (MIC 5
mM) y la levadura, Candida albicans (10 mM) . La actividad hemolitica de TSAP-1 fue
baja (4% a 160 mM) y, en contraste, la de TSAP-2 fue considerablemente maés alta (18%
a 20 mM). La sustitucién de cuatro residuos de aminoacidos neutros con residuos de Lys
en cada péptido tuvo efectos draméticos sobre sus potencias antimicrobianas y
actividades hemoliticas, particularmente las de TsAP-1. Las CIM del andlogo catiénico
potenciado (TsAP-S1) fueron de 2,5 mM para S. aureus / C. albicans y 5 mM para E. coli
pero con un gran aumento asociado en la actividad hemolitica (30% a 5 mM). Las mismas
sustituciones de residuos de Lys en TSAP-2 produjeron un efecto dramético en su MIC
para E. coli disminuyendo esto de> 320 mM a 5 mM. TsAP-1 fue ineficaz contra tres de
las cinco lineas celulares de cancer humano evaluadas, mientras que TsAP-2 inhibio el
crecimiento de las cinco. La sustitucion del residuo de Lys de ambos péptidos potencid
su potencia contra las cinco lineas celulares siendo TsAp-S2 la mas potente con valores
de IC50 que varian entre 0,83 y 2,0 mM. TsAP-1 y TsAP-2 son péptidos de veneno de
escorpion novedosos con actividades antimicrobianas y anticancerigenas de amplio
espectro cuyas potencias pueden potenciarse significativamente al aumentar su
cationicidad (16).

1.3. Teorias relacionadas al tema.

1.3.1. Caries dental

1. Etiologia de la caries
Histéricamente, los investigadores se han centrado en los efectos bioldgicos y
dietéticos en la salud oral de los nifios para explicar el desarrollo de la caries. En los
ultimos afios, los resultados de salud bucal de los nifios utilizan un marco mas amplio,
que incorpora predictores psicosociales y ambientales, asi como los efectos biol6gicos
y dietéticos. Estos marcos generalmente clasifican las afecciones asociadas con la
enfermedad en cinco dominios amplios: genética y biologia, entorno social, entorno
fisico, comportamientos que influyen en la salud y atencion médica. Estas variables
relevantes explican por que algunos nifios, a pesar del uso de fluor y de abundante
informacidn acerca de la prevencion de caries, desarrollan lesiones cariosas. EI modelo

de caries de Fisher-Owens y colaboradores incluye diferentes niveles del entorno que



pueden afectar el desarrollo de la caries: nivel infantil; nivel familiar; y a nivel
comunitario (17).

1.1. Nivel de nifio
La placa visible, la colonizacion temprana por bacterias relacionadas con la caries, la
presencia de estreptococos mutans, la ingesta frecuente de bebidas endulzadas, el
cepillado dental poco frecuente, la enfermedad y el uso de antibi6ticos se han asociado
con el desarrollo de caries en nifios en edad preescolar.

1.2. Nivel familiar
Las caracteristicas familiares asociadas con el riesgo de caries en los nifios incluyen
factores demogréficos de la familia, conductas y actitudes de salud oral parental,
ansiedad dental y asistencia dental, salud materna y estilo de vida en el embarazo y la
primera infancia.

1.3. Nivel comunitario
Es probable que la salud oral de los nifios sea mejor en una comunidad que valora la
buena salud oral. Los aspectos culturales y el vecindario pueden tener implicaciones
para el desarrollo de la caries. El sistema de cuidado dental y la cantidad de cuidado
dental disponible pueden afectar la salud oral y el desarrollo de caries en nifios en edad

preescolar.

2. Evaluacion clinica

El examen clinico de los tejidos dentales duros y la biopelicula es un paso importante y
determinante en el éxito del tratamiento de la caries. Se debe evaluar y recopilar
informacion sobre las siguientes condiciones:

Cuidado restaurativo previo

El tratamiento restaurador dental previo proporciona un indicador del estado de riesgo de
caries pasado y futuro.

Estado de la placa (biopelicula)

La presencia de una biopelicula gruesa y el nivel general de eliminacion de placa en la
boca son indicadores de riesgo de caries.

Estadificacion de las lesiones de caries.

Existen diferentes sistemas para clasificar las lesiones de caries segun el grado de
desmineralizacion de la caries en el esmalte y la dentina, y la actividad (activa e inactiva).

Las tres etapas de la caries son: inicial, moderada y extensa / severa. Los criterios para
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cada etapa se proporcionan para cada sistema existente en uso o propuesto por diferentes
grupos u organizaciones. Este documento describe los siguientes criterios de deteccion

propuestos por diferentes grupos:

Las superficies lisas oclusales, aproximadas y libres de sonido no tendran visibilidad

(cédigo ICDAS 0) o signos radiograficos de caries.

La caries inicial se caracterizara por el primer cambio visual en el esmalte (visto solo
después de un secado prolongado al aire o restringido dentro de los confines de un hoyo
o fisura)

(Codigo ICDAS 1) o un cambio visual distintivo en el esmalte (visto en una superficie
himeda o seca) (codigo ICDAS 2) en superficies oclusales o aproximadas / lisas. En la
superficie oclusal, tales lesiones: (i) no seran visibles como radio lucidez, o (ii) la
radiolucidez es limitada al 1/3 externo de la dentina en una radiografia intraoral
convencional, mas comunmente una vista de mordida. En superficies aproximadas, la
mayoria de estas lesiones se caracterizan por una zona de mayor radiolucidez confinada
al esmalte, incluidas las lesiones que se extienden hasta la union dentina esmalte, pero no

mas alla de este.(18)

La caries moderada se caracterizara clinicamente por un colapso localizado del esmalte
(sin signos visuales clinicos de afectacion dentinal) (cédigo ICDAS 3) o una sombra
oscura subyacente de la dentina (codigo 4 de ICDAS). Radiograficamente, en la
superficie aproximada, la mayoria de las lesiones tendran una radiolucidez que se
extendera a través del esmalte y hacia el tercio externo o medio de la dentina, algunas
pueden aparecer confinadas al esmalte. En la superficie oclusal, aunque la mayoria de las
lesiones tendran una radiolucidez que se extendera hacia el tercio externo o medio de la
dentina, algunas pueden no ser radiograficamente visibles debido a la cantidad de esmalte
y dentina bucal y lingual que atentan el haz de rayos X.

La caries severa se caracterizara por una cavidad distinta con dentina visible (codigo 5 de
ICDAS) o una cavidad distinta extensa con dentina visible que involucre mas de la mitad
de la superficie del diente (codigo 6 de ICDAS). Radiograficamente, esto correspondera
a una radiolucidez que se extiende hasta el tercio pulpar de la dentina o llega a la pulpa.



1.3.2. Modelo Tedrico Celular de Streptococcus mutans

La teoria celular propuesta por los alemanes Thedor Schwann y Matthias Schleiden, ha
podido ayudar a la comprensién de los organismos y microorganismos con respecto a su
morofologia, fisiologia y genética. Por tal motivo en el articulo consultado de

Streptococcus mutans y caries dental de Ojeda, Oviedo y Salas (19).

Morfologia y Fisiologia de Streptococcus mutans
Las cepas de S. mutans se pueden clasificar en cuatro grupos seroldgicos diferentes (c,
e, f y k) en funcioén de la composicién del polisacarido de rhamose-glucosa de la
superficie celular, con ~ 75% de las cepas aisladas de la placa dental que pertenece al
serotipo ¢, ~ 20% para el serotipo e, y el 5% restante clasificado como serotipos f 0 k
(20). Si bien los enfoques bioquimicos y genéticos para diseccionar la biologia de S.
mutans se han utilizado al menos durante las ultimas 4 décadas, la publicacion de la
secuencia completa del genoma de la cepa UA159 de S. mutans en 2001(21) cambid
drasticamente el panorama y, hoy en dia, S. mutans es uno de los patégenos Gram-

positivos mejor caracterizados.

Metabolismo de los carbohidratos
Como bacteria del acido lactico (LAB), S. mutans depende exclusivamente de la
glucdlisis para la produccion de energia. Una caracteristica distintiva de este organismo
es su capacidad para metabolizar una gran variedad de carbohidratos. EI genoma de la
cepa de tipo UA159 codifica 14 sistemas de fosfotransferasa (PTS) dependientes de
azucar fosfoenolpiruvato con especificidades para varios mono y di-sacaridos, asi como
dos transportadores de casete de union a ATP (ABC) involucrados principalmente en la
internalizacion de oligosacaridos(21) . La sacarosa es un disacarido ligado a (2,1
compuesto de glucosa y fructosa que ha demostrado, por varias razones, ser el mas
cariogénico de todos los carbohidratos. S. mutans ha desarrollado multiples vias para
catabolizar la sacarosa para la produccion de acido (21), y varias enzimas de
glicosiltransferasa (Gtfs) convierten la sacarosa en un glucano polimérico extracelular
similar al pegamento que promueve la acumulacion de biopeliculas mediante la union

celular a las superficies dentales y otros microorganismos orales (22).



Formacion de biopeliculas

Como un importante agente etiolégico de la caries dental humana, S. mutans vive
principalmente en biopeliculas en las superficies de los dientes, la lamada placa dental.
Las cepas de S. mutans producen hasta tres glucosiltransferasas, GtfB, -C y -D, que
utilizan el resto de glucosa de sacarosa como sustrato para sintetizar polimeros de
glucosa de glucanos (también conocidos como mutantes) (22). GtfB sintetiza glucanos
insolubles en agua ricos en enlaces o (1-3), GtfC produce una mezcla de glucanos
solubles ricos en enlaces o (1-6) y glucanos insolubles, y GtfD produce glucanos
principalmente solubles (a menudo llamados dextrano). Estos polimeros, especialmente
los glucanos insolubles en agua ligados a a3,1, son componentes principales de las
matrices de biopeliculas de placa. Los Gtfs también se unen a otros microbios orales,
incluso aquellos que no expresan naturalmente los Gtfs, convirtiéndolos en productores
de glucano de facto (22). Ademas, S. mutans codifica varias proteinas de union a
glucano asociadas a la superficie, GbpA, -B, -C y -D. Juntos, los Gtfs, Gbps y los
glucanos adhesivos sirven como un andamiaje integrado para la formacion de
biopeliculas dependientes de sacarosa que es central para la cariogenicidad de este
organismo al promover la acumulacién local de células microbianas mientras se forma

una matriz polimérica limitante de la difusién que protege las bacterias incrustadas.

Tolerancia al estrés

La capacidad de S. mutans para adaptarse a cambios ambientales repentinos y
sustanciales dentro de la placa dental es un atributo clave que contribuye a su estado
como el principal agente etiol6gico de la caries dental. Los carbohidratos fermentables
consumidos por el huésped proporcionan un sustrato para S. mutans y otras bacterias
del acido lactico que finalmente resultan en la produccion de productos finales acidos
que se acumulan dentro de la biopelicula. Para prosperar con valores de pH bajos, S.
mutans monta la llamada respuesta a la tolerancia al acido (ATR), un mecanismo
robusto de adaptacion transcripcional y fisioldgica que abarca la induccion de vias que
contribuyen a la amortiguacion del citoplasma y los cambios en la composicion de
acidos grasos de la membrana, protegiendo en ultima instancia La maquinaria celular

del dafo &cido y que contribuyen a la supervivencia de las bacterias durante el estres.
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Interespecies e interacciones entre reinos

Se han documentado las interacciones entre S. mutans y ciertos miembros de la
comunidad de la placa dental, y recientemente se ha demostrado que ejercen una gran
influencia en el desarrollo y la patogenicidad de la placa. Estas interacciones pueden ser
sinérgicas, es decir, promover el crecimiento de S. mutans, o antagonistas, es decir,
inhibitorias de S. mutans. Un ejemplo clésico de una interaccidn antagonica ocurre entre
S. mutans y miembros del grupo de estreptococos mitis como S. sanguinis y S. gordonii.
Especificamente, varios miembros del grupo mitis secretan concentraciones milimolares
de H202, que pueden ser altamente inhibitorias para S. mutans. Por otro lado, las cepas
de S. mutans no solo producen mutacinas especificas contra los estreptococos mitis, sino
que la mayoria son generalmente méas acidiricas que las especies del grupo mitis. Esta
relacién antagonica se hace mas evidente en la placa dental por la cual existe una
asociacion inversa entre la abundancia de estreptococos comensales orales como S.
sanguinis y S. gordonii (abundante en placa sana) y la de S. mutans (abundante en lesiones

de caries)

1.3.3. Veneno de escorpion

Péptidos del veneno de escorpion

En cuanto a la composicion del veneno de escorpidn, éste posee alrededor de 80 toxinas,
caracterizadas por ser péptidos de bajo peso molecular, que reconocen canales iénicos y
modifican la excitabilidad celular que pueden o no causar toxicidad en mamiferos. Asi
mismo, el veneno ha demostrado ser una fuente rica de moléculas bioactivas,
especialmente los bloqueadores de canales idnicos; en los ultimos afios se ha reconocido
cada vez mas que venenos de escorpion también tienen un abundante suministro de
péptidos antimicrobianos (AMP) (24) vy, se ha sugerido, que la presencia de péptidos
antimicrobianos (AMP) podria proteger a la glandula del veneno de la infeccion y facilitar
la accion de otras neurotoxinas.

Los péptidos antimicrobianos del veneno de escorpion son anfipaticos de carga positiva
y pueden estar convenientemente divididas en tres categorias estructurales: péptidos
conteniendo cisteina con puentes disulfuro, péptidos con una a-hélice anfipatico pero con
la ausencia de residuos de cisteina y péptidos ricos con ciertos aminoacidos tal como

prolina y glicina (25).
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Mecanismos de accion de los péptidos antibacterianos del veneno de escorpion
Usualmente los péptidos son dirigidos a moléculas intracelulares y membranas
bacterianas de varias vias de sefializacion (26 — 28) y para estas razones ha sido propuesto
que su uso haria mas dificil para la bacteria llegar a ser resistente al tratamiento. Hay tres
diferentes propuestas moleculares de mecanismos de accion para estos péptidos: el
modelo alfombra, modelo barril, modelo anular (24,29). Esencialmente estos modelos
sugieren que la membrana de la bacteria llegaria a ser permeable o agujereada,
condiciones incompatibles con vida. Sin embargo algunos resultados experimentales
también han mostrado que otros mecanismos de accion podrian estar presentes, tal como:
inhibicion de ciertas actividades enzimaticas, inhibicion de sintesis de &cidos nucleicos,
alteracion de la sintesis de pared celular, inhibicion de sintesis de proteinas y union acidos
nucleicos (27, 28).

1. Mecanismo de barril
Luego de relcionarse con lamembrana y lograr un nivel critico entre péptido y lipido,
los péptidos se reorientan de manera perpendicular creando una empalizada con sus
cadenas laterales hidrofobicas que encaran el centro hidrofobico de la membrana y
sus cadenas polares, y afrontan el centro originando un poro hidrofilico. La
formacion de este tipo de poros no es regular en tamafio y duracion, lo que origina,

al final, una carencia del equilibrio osmotico y del potencial de membrana (24).

2. Modelo del poro toroidal

Los AMPs con alfa hélices adheridos a la membrana, se suman e instigan a la
monocapa de lipidos a plegarse sobre si misma de manera continua, equiibrando la
formacion del poro por las interacciones hidrofdbicas entre las regiones apolares del
péptido que rodean a las cabezas de los lipidos de la membrana, logrando interactuar
simultaneamente con las cadenas acilares de los lipidos. Esto forma un poro con los
grupos hidrofilicos orientados hacia el centro del poro, atrapando agua en el corazon
del mismo (30).

3. Mecanismo forma anular
En este mecanismo, los péptidos se agrupan a la membrana celular al lograr una
concentracion limite que produce que los lipidos se doblen creando un canal

delimitado por la cabeza de los grupos lipidicos asociados a los péptidos que, a
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diferencia del anterior, forma un canal mixto del péptido con los lipidos de la

membrana.

4. Mecanismo de alfombra
En este mecanismo, los péptidos no se introducen en la membrana, sino que
permanecen unidos a la superficie externa, formando una especie de alfombra al
llegar a un punto critico, que puede debilitar la membrana y colapsar en una
configuracién de micelio; finalmente, la muerte celular ocurre debido a la pérdida de
citoplasma (31). Este tipo de mecanismo se ha encontrado en péptidos como latarcin

Ltc2a, derivado del veneno de la arafia Lachesana tarabaevi.

En esencia, estos modelos recomiendan que la membrana de la bacteria se volveria
permeable o perforada, condiciones que son anadaltables con la vida. Sin embargo,
algunos efectos experimentales también han comprobado que pueden estar presentes
otros modos de accion, tal como: inhibicion de ciertas actividades enzimaticas,
inhibicidn de sintesis de acidos nucleicos, alteracion de la sintesis de pared celular,

inhibicidn de sintesis de proteinas y union acidos nucleicos (27,28).

Caracteristicas bioquimicas de los Péptidos Antimicrobianos del veneno de
escorpion

Los péptidos antimicrobianos (AMP) representan un mecanismo de defensa antiguo
que a través del espectro evolutivo y aun sigue siendo una estrategia eficaz contra la
invasion de pat6genos. Debido a su selectividad para las membranas procariotas y sus
mecanismos de dafio de la membrana para los que los microbios tienen poca resistencia
natural, el centro de atencion en los ultimos afios se ha orientado hacia el desarrollo de

nuevos antibioticos a partir de estos péptidos (25).

El Veneno de escorpién ha demostrado ser una fuente rica de moléculas bioactivas,
especialmente los bloqueadores de canales idnicos; en los Ultimos afios se ha reconocido
cada vez mas que venenos de escorpion también tienen un abundante suministro de
péptidos antimicrobianos (24) y se ha sugerido, que la presencia de péptidos
antimicrobianos (AMP) podria proteger a la glandula del veneno de la infeccion y facilitar
la accion de las toxinas.

Los péptidos antimicrobianos (AMP) del veneno de escorpion son péptidos cargados
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positivamente anfipaticos y pueden estar convenientemente divididos en tres categorias
estructurales: (1) péptidos que contiene cisteina con puentes disulfuro; (2) péptidos con
una a-hélice anfipatica pero que carecen de residuos de cisteina (3) péptidos ricos en

ciertos aminoacidos tales como prolina y glicina

e Péptidos Antimicrobianos que contiene cisteina
Los péptidos que contienen cisteina son ubicuos en venenos de escorpion y
generalmente contienen 3 ¢ 4 puentes disulfuro. Estos péptidos se han caracterizado
por la interaccion con los canales idnicos, es decir de Na*, K*, Ca?* y canales de CI
y conforman la mayor familia de péptidos con respecto a los péptidos sin puente

disulfuro que son una familia méas pequefia.

El péptido antimicrobiano conteniendo cisteina denominado escorpina fue aislado
por Possani y sus colegas (32), del veneno del escorpion Africano Pandinus
imperator. Escorpina de 8,3 kDa, 75 residuos y 3 puentes disulfuro tiene una
estructura unica, con similitud N-terminal para algunos cecropinas de insectos y
similitud C-terminal a algunos defensinas de escorpiones. Escorpina ha demostrado
su actividad a diferentes concentraciones (CMI: 1-10 mM) frente a bacterias Gram
positiva (B. subtilis) y Gram negativa (K. pneumoniae) en ensayos de difusion en

agar.

Seis péptidos han sido aislados a partir del veneno de Tityus discrepans llamados
bactridinas (Bacts) (32), que a diferencia de la familia escorpina contienen 4 puentes
disulfuro. Bacts 1 y 2 han sido caracterizados mediante degradacién de Edman y
analisis in silico revelando péptidos cargados que contienen 61 y 64 residuos. Bacts
1 ha mostrado actividad antimicrobiana un rango de CMI de 22 a 77 mM mientras
Bacts 2 en un rango de CMI de 27 a 65 mM. En ensayos hemoliticos, Bacts 1
mostraron solo el 0,2% en 90 mM y 1,1% a 180 mM y con Bacts 2 mostro 7,6% y

21% a las mismas concentraciones, respectivamente.
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Péptidos Antimicrobianos sin residuos de Cisteina

En la actualidad existen péptidos antimicrobianos originales aislados de venenos de
escorpion sin residuos de cisteina, sin embargo, son péptidos sin puente disulfuro
(298-36) y se encuentran ahora en la mayoria de venenos de escorpiones. Estos
péptidos se han dividido en tres grupos, péptidos de cadena larga (>35 aminoacidos),
péptidos de cadena intermedia (20-35 aminoacidos) y péptidos de cadena corta (<20

aminoéacidos).

Péptidos de cadena larga

Parabutoporina, aislada del veneno del escorpién Sudafricano Parabuidethus
schlechteri es un péptido altamente basico de 45 aminoacidos, carga total de +7. Una
molécula estructuralmente similar, basica con carga +4), existiendo como dos
isoformas, opistoporina 1 y 2 fueron aisladas de otro escorpion Sudafricano
Opistophtalmus carinatus’. Estas dos isoformas (44 aminoacidos) difieren en la
posicién 34, donde una fenilalanina reemplaza una leucina. Parabutoporina fue
predicha por tener una estructura o-helicoidal entre los aminoacidos 3-35 en
comparacion con opistoporina 1 y 2 con dos regiones a -helicoidales entre los
residuos 3-14 y 20-39, que estan conectados por un corto cola al azar de WNSEP
(37).

Hadrurina es el prototipo de otra familia péptidos antimicrobianos libres de cisteina
(37), purificada a partir del veneno del escorpion mexicano Hadrurus aztectus.
Hadurina tiene una masa 4.436 Da, con 41 aminodcidos, lleva una carga positiva
global a pH fisioldgico y tiene el mismo perfil estructural como opistoporina, a saber,
dos regiones a-helicoidales conectados por una region no definida entre los residuos
de aminoacidos 12-16. En los estudios de actividad antimicrobiana con
microorganismos Gram-negativos, varias cepas de E. coli fueron muy sensibles con
CMI menos de 10 mM; en comparacion, las cepas de Pseudomonas que requieren 50

mM para la inhibicién completa.

Otros estudios ejecutados con péptidos antimicrobianos aislados del escorpién
Pandinus imperator han arrojado a luz la contribucion de dos regiones a — hélices
discutidas por su funcién bioldgica, Pandinina 1 tiene de 3 — 18 y 20 — 39 residuos

en contraste; para el péptido Pandinina 2, éste tiene una estructura singular hélice
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entre los residuos 2 — 18. Mientras que su actividad antimicrobiana de estos dos
péptidos frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas es similar (39).

Otro péptido de cadena larga, vejovina con peso molecular 4,8 kDa y 47
aminoéacidos, fue aislado a partir del veneno de Vaejovis mexicanus (24), con 52%
de homologia con hadrurina. En los ensayos antimicrobianos realizados en cultivo
liquido, tanto vejovina nativo y sintético mostraron actividad preferencial hacia los
microorganismos Gram negativas como E. coli la que fue inhibida con una
Concentracion Minima Inhibitoria de 4.4 - 20 mM, sin embargo dicho péptido no

tuvo actividad frente a bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus.

Péptido de cadena intermedia

Una clase completamente nueva de péptidos con propiedades antimicrobianas
obtenidos de la glandula del veneno del escorpion asiatico Heterometrus spinifer
(44), se ha reportado de genes que codifican cuatro péptidos altamente homdlogos
que fueron caracterizados y un péptido (HsAp) se sintetiz6 mediante métodos de
estado sélido.

HsAp (29 amino&cidos) no mostré homologia significativa con cualquier otra clase
de peéptidos antimicrobianos de escorpién. Tiene amplio espectro de actividad
antibacteriana frente ambos tipo de bacterias Gram-positivas (CMI tipicamente 11-
50 mM) y Gram-negativos (CMI de 25-50 mM)), sin especificidad de células objetivo
claro, asi como la actividad antifangica (CMI aprox. 50 mM). HsAp fue postulado
por tener una estructura a-helicoidal (residuos 7-24) con colas terminales de N y C.
Tiene caracteristicas anfipaticas clasicos aunque su cara hidrofébica es interrumpida

por dos residuos hidrofilos (Ser y Glu).

Péptidos de cadena corta

Los primeros péptidos antimicrobianos de cadena corta fueron aislados a partir del veneno

de escorpion africano Opisthacanthus madagascarienis. ISCT y IsCT2 (41), comparten

el 78% de homologia (ambos aprox. 1,5 kDa, 13 aminoacidos), tienen la misma carga

neta (+2) y son tanto amidados en el C-terminal. El precursor de cada péptido consiste en

un péptido sefial y una pro-secuencia C-terminal que contiene las sefiales de

procesamiento C-terminal tipicos Gly-Arg-Gly-Arg o Lys-Arg. Ambos péptidos

muestran un perfil de amplio espectro contra bacterias Gram positivos que contra Gram

negativos en placas de agar sélido (CMI tipicamente 0,6 a 16 mM), aunque en cepas Gram
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negativos de Pseudomonas eran inusualmente resistentes (CMI normalmente > 66 mm).
Ambos péptidos son débilmente hemoliticos, 10% de lisis de eritrocitos de oveja a 100
mM (41).

1.4. Formulacion del Problema.
¢Cual es la actividad antibacteriana in vitro del veneno de escorpion Hadruroides

charcasus contra Streptococcus mutans ATCC 25175?

1.5.  Justificacién e importancia del estudio.

El presente trabajo de investigacion se justifica en los estudios que reportan de la
prevalencia de caries y del empleo de diferentes alternativas terapéuticas para su control,
inclusive se ve influenciado con la presencia de Streptococcus mutans como responsable

del origen de las caries.

En relacion a los venenos de escorpion, otros estudios han permitido obtener
diferentes de principios bioactivos como péptidos con capacidad inhibitoria sobre
diferentes bacterias, aun asi no siempre los resultados de las investigaciones son
coincidentes, lo que sugiere que existe una relacion entre el efecto del veneno y las
especies de escorpiones. En nuestro medio, existen escasos reportes de trabajos que
revelen el efecto inhibitorio del veneno de escorpién Hadruroides charcasus procedente

de la regién Lambayeque sobre Streptococus mutans.

Esta situacion motiva a la ejecucion del presente estudio cuyos resultados permitiran
determinar si el veneno de H. charcasus, tiene efecto antibacteriano, teniendo con ello la
capacidad de motivar otros estudios destinados a, demostrar el efecto inhibitorio sobre
otros microorganismos tipo parasitos u hongos, la purificacion de los principios

bioactivos presentes en el veneno, a su uso en terapia o como desinfectante.

1.6. Hipotesis.
El veneno de escorpion Hadruroides charcasus tiene actividad antibacteriana in vitro

contra Streptococcus mutans ATCC 25175
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1.7. Objetivos.

1.7.1. Objetivo general
e Determinar la actividad antibacteriana in vitro del veneno de escorpién
Hadruroides charcasus contra Streptococcus mutans ATCC 25175

1.7.1. Objetivos especificos

o Determinar la concentracién minima inhibitoria de la actividad antibacteriana in
vitro del veneno de escorpién Hadruroides charcasus contra Streptococcus
mutans ATCC 25175
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Il. MATERIAL Y METODOS

2.1 Tipo y Disefio de Investigacion.
Para el presente proyecto de investigacion se empleo el tipo de investigacion

cuantitativa, con disefio de tipo experimental de estimulo creciente (37).

2.2 Poblacién y muestra.

Para el presente trabajo se obtuvo una muestra no probabilistica, fue de 3,
constituidos por 3 concentraciones del veneno, 1 cepa de Streptococcus mutans ATCC
25175y, se realizaron 5 repeticiones, por lo tanto, se obtuvo 15 unidades experimentales.

- Representacion del calculo de la muestra:
M: Concentraciones x Tipo de extracto X cepa bacteriana
M:3x1x1=3

- Representacion del célculo de las unidades experimentales:
UE: muestra x n° repeticiones
UE:3x5=15

2.3 Variables, Operacionalizacion.

Variable Independiente: Veneno de escorpién Hadruroides charcasus

Variable Dependiente: Actividad antibacteriana

Variables Dimensiones Indicadores Tecnica e |_n,strument0
de recoleccion de datos
Variable
Independiente:
Veneno de
escorpion Concentraciones del Concentraciones 100%, Dilucion doble seriada
Hadruroides VENENo 50%, 25%
charcasus
Variable Crecimiento de Microdilucion
Dependiente: Botdn de crecimiento de
Actividad Streptococcus mutans <2 mm _
antibacteriana ATCC 25175 Caldo Mueller Hinton

19




2.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad.

2.4.1 Técnicas

Obtencion del veneno:

El veneno se obtuvo por estimulacion eléctrica (39) a 22 voltios en el ultimo segmento
postabdominal (telson) y la muestra de veneno fue colectada en tubos eppendorf (2 mL),
diluida con agua desionizada, se centrifugd a 6000 rpm por 5 minutos, el pellet fue
solubilizado durante 5 veces, las fracciones solubles fueron recolectados en tubo Falcon

estéril y almacenado a -20 °C.

Preparacion del agente antibacteriano

Siguiendo las recomendaciones del CLSI (40), para evaluar la potencia puede expresarse

como porcentaje o en unidades de ug/mg, mg/mL, (p/p).

- El veneno fue recolectado con agua desionizada, se centrifugé a 6000 rpm por 5
minutos.

- Las fracciones solubles del veneno se usaron para realizar las diluciones dobles

seriadas y calcular las concentraciones expresadas en porcentajes (Anexo n° 1).

Actividad Antibacteriana

Preparacion del in6culo

Segun las orientaciones de la Clinical and Laboratory Standars Institute (45).

a. Colonias para el in6culo
Las colonias de Streptococcus mutans ATCC 25175 fueron seleccionadas de un
cultivo en placa de agar Cerebro Corazon después de 18 a 24 horas.

b. Preparacion de la suspension del inéculo (Anexo 2).

e De laplaca de agar, se selecciond de tres a cinco colonias bien aisladas y con el
mismo tipo morfoldgico. La parte superior de cada colonia se tocd con un asa 'y
se transfirié a un tubo con 4-5 mL de caldo Mdiller-Hinton.

e Con ayuda del espectrofotdbmetro se midié turbidez equivalente a 0,5 del
estandar de McFarland, con absorbancias de 0,08 — 0,1 para bacterias a una
longitud de onda de 625 nm (46).

La suspension bacteriana resultante contiene aproximadamente 1 a 2 x 108
(UFC/mL).
e Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de turbidez del inoculo al 0,5 del

estandar de McFarland, se afiadié 0,5 mL de la suspension a 9,5 mL de agua
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C.

grado destilada (dilucion1:20) para alcanzar la concentracion final de 5 x 108
(UFC/mL).
Control de pureza del in6culo
Se tomo6 un asa llena con la suspension del pocillo con el cultivo control de
crecimiento o del reservorio del indculo, y se procedio a realizar un subcultivo en
una placa de agar Miller-Hinton. Se Incubd durante la noche a 37 °C para comprobar
que no haya contaminacién antes de proceder con la lectura de la placa de CMI.

Determinacién de la concentracién minima inhibitoria

La CMI es la concentracion mas baja del agente antimicrobiano que inhibid
completamente el crecimiento del microorganismo en los pocillos de microdilucion
detectado a simple vista.

El crecimiento del control positivo se determind por un boton de crecimiento de < 2

mm o una turbidez definida.

Procedimiento:

La prueba de microdilucién de la CMI en caldo Miller-Hinton se realizé en una placa
de poli-estireno que posee 96 pocillos. Un pocillo sirvié como control positivo (caldo
mas indculo), y otro sirvié como control negativo (sélo caldo).

Del indculo, con una micropipeta se repartieron 0,05 mL en cada pocillo (5 x10*
UFC/mL). de una microplaca.

Se repartieron 50 pL de cada dilucién del veneno en cada pocillo de la microplaca.
Se incubo6 las bandejas de microdilucion a 35 + 2 °C durante 16 a 20 horas en una
incubadora. Para mantener la misma temperatura de incubacion, no se apilé méas de
cuatro bandejas de microdilucién.

Para prevenir el secado, se utilizd una tapa de plastico bien ajustada para la

incubacion.

2.4.2 Instrumento de recoleccién de datos

Se empleo una ficha de recoleccién de datos, con la finalidad de determinar la actividad

antibacteriana del veneno de escorpion a diferentes concentraciones, midiendo los

botones crecimiento bacteriano.
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2.5 Métodos de analisis de datos.

Para determinar la relacion del efecto antibacteriano del veneno de escorpion en el
crecimiento bacteriano, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) para un solo factor
5x 1 x 1 x 3 (cinco repeticiones, una especie, 1 tipos de veneno y 3 concentraciones).
Asimismo, se empled una prueba estadistica descriptiva para determinar promedios y

desviacion estandar de los tamafios de los botones de crecimiento.

2.6 Aspectos éticos.

Para la obtencidn del veneno, se emple0 la estimulacion eléctrica con un voltaje tolerable
para el escorpion y, con la finalidad de no sacrificar el espécimen y no atentar con la
disminucion de su especie.

Se considerd aspectos de bioseguridad, con respecto a su inactivacion de los medios con

Streptococcus mutans, mediante autoclavado, con la finalidad de evitar su propagacion.

2.7 Criterios de rigor cientifico

Confiabilidad

Para la medicidon de los halos inhibicién de crecimiento bacteriano, para la medicion de
los botones se empled el software LAS EZ LEICA 3.0.0.

Validez

Para el presente estudio se tomo en cuenta la ficha de recoleccién de datos en relacién a
namero de repeticion, con la finalidad de tener una consistencia interna del efecto

antibacteriano del veneno de escorpion.
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I11. RESULTADOS

Tabla 1.
Determinacion de la actividad antibacteriana in vitro del veneno de escorpion
Hadruroides charcasus contra Streptococcus mutans ATCC 25175

Pocillos Control Concentraciones
(mm) Positiva 100 % 50 % 25 % i
X 2.18 0,9 1,09 15
SD 0 0,08 0,18 0,14 0,000

Fuente: Datos proporcionados por la investigadora

En la Tabla 1. Para la actividad antibacteriana in vitro del veneno de escorpion
Hadruroides charcasus, se obtuvieron promedios (X) de las mediciones en milimetros de
los botones de crecimiento bacteriano de 0,9 mm al 100 %, 1,09 mm al 50% y de 1,5 mm
al 25%, asi como su desviacion estandar (SD). Para la actividad antibacteriana se realizo
una prueba analisis de varianza de un solo factor, se obtuvo un valor de P menor que el

nivel de significancia (P < 0,05).

Tabla 2.

Determinacién la concentracion minima inhibitoria de la actividad
antibacteriana in vitro del veneno de escorpion Hadruroides charcasus contra
Streptococcus mutans ATCC 25175

Pocillos Control Control Concentraciones
(mm) Positiva negativo 100 % 50 % 25 %
A 2,18 0 0,956 1,39 1,59
B 2,18 0 0,917 1,06 1,6
C 2,18 0 0,917 0,956 1,59
D 2,18 0 0,76 0,956 1,44
E 2,18 0 0,969 1,12 1,28

Fuente: Datos proporcionados por la investigadora

En la tabla 2: Para las concentraciones evaluadas no presentaron CMI, pero los botones
de crecimiento bacteriano fueron menor a 2mm, por tanto, todas las concentraciones

evaluadas presentaron una capacidad inhibitoria parcial pero no total.
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Andlisis de varianza

Tabla 3.
Analisis de varianza de un solo factor para el veneno de escorpién Hadruroides

charcasus.

Grados  Promedio

Origen de las Suma de de de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 0.925736933 2 0.46286847 23.7662984 0,000
Dentro de los
grupos 0.23371 12 0.01947583
Total 1.159446933 14

Ho: El veneno de escorpién no tienen actividad antibacteriana contra Streptococcus

mutans ATCC 25175

Ha: El veneno de escorpion tienen actividad antibacteriana contra Streptococcus

mutans ATCC 25175
Regla de decision

Si el valor de P < 0,05 Rechaza la Ho
Si el valor de P > 0,05 Acepta la Ho

Se realiz6 un andlisis de varianza de un solo factor para la actividad antibacteriana in vitro

del veneno de escorpion de las 3 concentraciones, se obtuvo un valor de P menor que el

nivel de significancia (P < 0,05). Por lo tanto se rechaza la Ho.
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IV. DISCUSION

La prevalencia de Caries temprana se ha registrado desde los 2 afios de edad y con una
placa visible (47). Ademas, las caracteristicas distributivas del modelo se aproximan a los
hallazgos de los estudios epidemiol6gicos que indican que, tanto para la caries como para
la periodontitis, existe una relacion casi lineal con aumentando la edad (48), asimismo se
ha revelado que Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus son los principales
agentes etiologicos de la caries dental comprobados a traves de la secuenciacion 16S
rDNA (49).

En esta investigacion, se encontré que el veneno de escorpién Hadruroides charcasus
presentd actividad antibacteriana a las concentraciones del 100 %, 50 % y 25 %, ademas
S. mutans ATCC 25175 fue sensible a las concentraciones evaluadas en concordancia

segun las orientaciones del CLSI (45).

Para el caso del veneno, existen hallazgos que revelan el poder antibacteriano del veneno
de escorpiones de otras especies frente a bacterias gram positivas como gram negativas,
inclusive aislando los principios bioactivos caracterizados como péptidos catidnicos, esto

corrobora la actividad antibacteriana del veneno de Hadruroides charcasus (6-8,14-16).

A través de los resultados de la presente investigacion, sugiere que el veneno de
Hadruroides charcasus presenta proteinas de bajo peso molecular, el cual se demostrd
por su capacidad de inhibir el crecimiento de S. mutans, considerandose un resultado
preliminar, por tanto este hallazgo es coincidente con el veneno de Pandinus imperator
por poseer actividad relativamente fuertes frente a bacterias gram positivas que gram
negativas (7), también se encontrd en el veneno de escorpion de la especie Heterometrus
petersii teniendo un péptido con capacidad inhibitoria frente a gram positivas incluyendo

a Staphylococcus aureus meticilino resistente (8).

Por otro lado, se encontrd que el veneno del escorpion Veajovis punctatus poseen cuatro
péptidos con capacidad inhibir eficazmente a bacterias gram positivas incluyendo a S.
aureus y Streptococcus agalactiaea a diferentes concentraciones minimas inhibitorias

(14), como tambien en los venenos de Scorpiops tibetanus y Tityus serrulatus revelaron

25



su capacidad antibacteriana frente a bacterias gram positivas inclusive la presencia de

péptidos de muy bajo peso molecular (15,16).

Con este estudio se concluye que las toxinas presentes en el veneno de Hadruroides
charcasus pueden inhibir el crecimiento de las bacterias, inclusive a través de
investigaciones futuras, purificando sus componentes con fines de aplicacion a contra

otros microorganismos periodontopatogénicos.

A futuro las moléculas del veneno del escorpion podran actuar como un medicamento

antibidtico para potenciar su efecto, con dosis mas bajas que dafien menos a los pacientes.

En concentraciones bajas puede tener un efecto potenciador con antibidticos comunes.
Cuando se unen los dos (antibiético y molécula), tiene la capacidad de formar poros en la

célula; asi, el antibidtico puede penetrar mas al organismo.

Ademas, ante dosis altas muchas bacterias han generado resistencia, “pero si tenemos una
molécula que reduzca la alta concentracion, serd mucho mejor para la persona. Los
antibioticos tienen menos dafios colaterales y se reduce el tiempo de infeccion muy rapido

al contar con medicamentos muy dirigidos”.
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V. CONCLUSIONES

Se concluye que:
e Elveneno de escorpion Hadruroides charcasus presenté actividad antibacteriana

in vitro contra Streptococcus mutans ATCC 25175.
e EI veneno de escorpion Hadruroides charcasus no presentd concentracion

minima inhibitoria a las concentraciones de 100%, 50%, 25% contra
Streptococcus mutans ATCC 25175.
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VI. RECOMENDACIONES

Se sugiere:

e Emplear un método para determinar la concentracion de proteinas presentes en el
veneno.

e Evaluar con cepas clinicas de Streptococcus mtans, con la finalidad de evaluar su
potencial actividad antibacteriana.

e Aislar los componentes bioactivos presentes en el veneno de escorpién, con la
finalidad de evaluar caracteristicas bioquimicas y microbiologicas.

e Se sugiere hacer mas estudios necesarios sobre la toxicidad de las diferentes
fracciones proteicas en el veneno del escorpion Hadruroides charcasus con la

finalidad de evaluar las concentraciones en el uso de la cavidad oral.
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ANEXQOS

Anexo N° 1

ESQUEMA DE DILUCION DEL VENENO

500 pL 500 pL 500 pL

aYeYe

()er
()orr

~

Sobrenadante
del veneno 500 pL de Agua
desionizada

Figura N° 1. Esquema de dilucion del veneno de escorpion.
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Anexo 2

INOCULO BACTERIANO

5 mL de C.M.H.
~— 35°C Y 1a2x108

Tiempo: 4-6h (UFC/mL)
0.5 Mc
farland

s —
—— >

— N~

Lectura de
absorbancia a
625 nm

Figura N° 2. Preparacion del indculo bacteriano
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5 x 10® (UFC/mL)
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desionizada
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Siembra en las
placas de 96
pocillos
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Anexo 3

Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria

Figura N° 3. Actividad antibacteriana en placa de 96 pocillos
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