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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antifingica in vitro del veneno de
Hadruroides charcasus (escorpién) frente a Candida albicans. Métodos:
Estudio experimental, disefio de estimulo creciente. Los escorpiones se
colectaron en Chongoyape (Lambayeque) y dos cepas de la especie de C.
albicans Fueron 54 unidades experimentales (9 concentraciones de veneno, 2
cepas y tres repeticiones). El veneno se obtuvo por estimulacion eléctrica y se
cuantificé por el método de absorcién empleando la relacién: [mg/mL]= (1,56 X
Abs 280nm) — (0,76 x Abs 260nm). La actividad antifungica se determiné por
la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) con el método de microdiluciéon en
microplaca Resultados: La fraccion soluble del veneno total tuvo una
concentracion de 2,26 mg/ml. Asimismo se determiné una CMI de 0,008
mg/ml para una cepa de Candida albicans y una CMI de 0,283 mg/ml para la
otra cepa respectivamente. Conclusién: El veneno de Hadruroides
charcasus (escorpién) posee actividad antifingica sobre Candida albicans
siendo la CMI dependientes de la cepa.

Palabras clave: Hadruroides charcasus, Candida albicans, antifungico,

veneno de escorpion. (Fuente: BIREME)
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ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antifungal activity of Hadruroides
charcasus venom (scorpion) against Candida albicans. Methods:
Experimental study, design of increasing stimulus. Scorpions were collected in
Chongoyape (Lambayeque) and two strains of the C. albicans species. They
were 54 experimental units (9 concentrations of venom, 2 strains and 3
replicates). The venom was obtained by electrical stimulation and was
quantified by the absorption method using the ratio: [mg / mL] = (1.56 x Abs
280nm) - (0.76 x Abs 260nm). The antifungal activity was determined by the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) with the microdilution method on
microplate. Results: The soluble fraction of the total venom had a
concentration of 2,26 mg/ml.

a concentration of 0.008 mg / ml was also determined for a strain of Candida
albicans and a CMI of 0.283 mg / ml for the other strain respectively.
Conclusion: The venom of Hadruroides charcasus (scorpion) possesses

antifungal activity on Candida albicans being the CMI-dependent strain.

Key words: Hadruroides charcasus, Candida albicans, antifungal, scorpion
venom. (Source: BIREME)
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INTRODUCCION

En la actualidad las infecciones micoéticas estan incrementado en el ser
humano, siendo una de esas la candidiasis oral considerada como una
infeccién micotica oportunista mas comun de la cavidad oral, acertada
en la practica odontolégica y con alta prevalencia en edad temprana y

avanzadal.

Ademas a través de los reportes, se hace referencia a una cepa
predominante y con una potencia de patogenicidad en el desarrollo de
las infecciones orales es candida albicans y se encuentra aislada en el
80% de las lesiones, con una alta concurrencia en nifios, jovenes y

pacientes inmunosuprimidos?.

En la actualidad se realizan estudios en busqueda de nuevos agentes
antimicrobianos a partir de productos naturales de vegetales, hongos y
liquenes2. como también de venenos de serpientes®* y artropodos
(insectos y aracnidos )>® como péptidos aislados y enfrentandolos a

diferentes cepas de bacterias y hongos.

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la actividad
antifangica in vitro del veneno de Hadruroides charcasus (escorpién)

frente a Candida albicans

En el primer capitulo se define la situacion problematica sobre

candidiasis en diferentes tipos de pacientes.

Para poder analizar esta problematica fue necesario mencionar las

causas y buscar el mecanismo de controlar su inhibicion a nivel in vitro.



En el segundo capitulo encontraremos antecedentes clasificados por el

investigador para dar énfasis a la investigacion.

En el tercer capitulo se encuentra el marco metodolégico, en la
investigaciéon se emple6 un enfoque cuantitativo, de tipo experimental

con estimulo creciente.



CAPITULO |: PROBLEMA DEINVESTIGACION

1.1. Situacién Problemética

Actualmente la incidencia candidiasis estd en aumento en los paises
desarrollados debido a diferentes factores facilitadores como la
generalizacion del uso de prétesis dentales, la xerostomia, las multiples
terapias con antibiéticos, inmunosupresores, antineoplasicos, e incluso

la mayor supervivencia de los pacientes con inmunodeficiencias?.

Ademas, existen reportes sobre candidiasis atrofica crénica o
estomatitis por dentadura, considerandose como una forma comun de
candidiasis que esta presente en un promedio de 40 a 60% de las
protesis y es usualmente encontrada en la mucosa del paladar bajo la
superficie de la prétesis superior?. Los pacientes con terapia antibidtica
prolongada y los diabéticos descompensados son propensos a
desarrollar candidiasis oral ya que, en estos ultimos, los altos niveles
de azucar en la saliva favorecen el desarrollo de las levaduras del
género candida colonizando la cavidad oral de los individuos

portadoress.

También manifiestan otros autores que coinciden en que la
colonizacion de la cavidad oral por hongos y mas concretamente por C.
albicans, es muy habitual entre personas sanas, y mas adn en las
personas mayores (entre un 7% y un 65%). Por tal motivo los factores
gue afectan el estado de portador se asocian con la edad, el sexo,
alteraciones salivales cuantitativas y cualitativas, el uso de proétesis
mucosoportadas, tabaco, estado de salud, fundamentalmente
alteraciones inmunoldgicas o endocrinas, determinados tratamientos

farmacoldgicos. Incluso se ha podido comprobar que existen



variaciones del estado de portador a lo largo del dia y una especial
afinidad por colonizar el dorso lingual, el paladar y la mucosa bucal.

La manifestacion de la candidiasis oral (candidiasis) puede ocurrir de
muchas formas diferentes e incluyen glositis romboidal media, glositis
atrofica, estomatitis protésica y queilitis angular. Por lo general, la
candidiasis oral se asocia con una alta densidad de levaduras en las
lesiones. Candidiasis oral han sido reportadas en 9% a 65% de la

poblacién®.

Como también se explica que la candidiasis asociada a proétesis existe
presencia de una inflamacion crénica que es predominantemente en el
paladar duro como un &rea roja en la mucosa que soporta la prétesis
bucal. Es frecuente en el paciente de la tercera edad y se han
reportado prevalencias de 30 a 60% entre portadores de protesis bucal.
Generalmente se debe a infeccidn por el hongo levaduriforme Candida
sp, especialmente el tipo C. albicans, clasificandose en tres subtipos
clinicos: el tipol es una inflamacion eritematosa puntiforme localizada,
el tipo 2 se caracteriza por un eritema generalizado del area que
soporta la prétesis bucal y el tipo 3 consiste en una hiperplasia papular

frecuentemente en el centro del paladar, generalmente asintomatica®.

La candidiasis oral como tal no es una enfermedad mortal, aunque
provoca molestias de diferente grado y altera el gusto, haciendo
desagradable y dolorosa la ingesta, lo que lleva a una disminucién del
apetito y a la emaciacion del paciente, que puede resultar fatal en
enfermos que precisen una ingesta hipercaldrico como es el caso de
los VIH (+) o pacientes hospitalizados o ancianos. Junto a ello, puede
ser la puerta de entrada de otras formas de candidiasis mas graves,

como la esoféagica o la sistémica’.



La forma pseudomembranosa de la candidiasis oral o muguet es la
presentacion clinica mejor conocida. Sin embargo, otras formas clinicas
como la candidiasis eritematosa o0 la queilitis angular asociada a
Candida son més frecuentes en la actualidad. La prevalencia de estas
formas de candidiasis oral no se conoce bien ya que en muchos casos

pasan desapercibidas para el clinico’.

El tratamiento de las candidiasis orales resulta sencillo en los pacientes
inmunocompetentes o0 con inmunosupresion leve, en los que
generalmente los antifungicos tépicos resultan eficaces, unidos siempre
a la solucién del proceso favorecedor. No obstante, en los estados de
inmunosupresion grave se plantea el problema de la alta tasa de
recurrencias o recidivas, requiriendo la combinacion de una terapia

intensiva tanto sistémica como local®.

En algunos casos se ha llegado incluso a plantear la posibilidad de
instaurar un tratamiento profilactico con azoles, como en los pacientes
VIH (+). A pesar de los excelentes resultados con los antifungicos
azolicos orales, asistimos a la aparicion de formas clinicas de

candidiasis oral cronica rebelde al tratamiento??.

En los dltimos tiempos se estan realizando ensayos de vacunas
terapéuticas para las candidiasis mucosas'?. Como sefiala Pontén el
mayor conocimiento de la respuesta inmune de las mucosas y de los
antigenos inmunodominantes de los hongos, permitird en un futuro el
desarrollo de estas vacunas e incluso la utilizacion de bacterias orales
modificadas genéticamente para sintetizar y secretar anticuerpos

candidacidas?s.



En la actualidad a nivel de nuestra localidad no se han registrado
estudios o reportes sobre el empleo de alternativas terapéuticas frente
a la levadura C. albicans, que de acuerdo a literatura cientifica, esta

asociado a micosis bucales por protesis.

1.2. Formulacion del Problema
¢Existe actividad antifungica in vitro del veneno de Hadruroides

charcasus (escorpion) frente a Candida albicans?

1.3. Delimitacion de lalnvestigacion
La investigacion se realiz6 en el laboratorio de investigacion y
laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de

la Universidad Sefior de Sipan.

1.4. Justificacion e Importancia de lalnvestigacion

La presente investigacion se justifica porque en la actualidad las
infecciones micoticas frecuentes en el ser humano estan
incrementando, siendo una de ellas la candidiasis oral considerada
como una infeccion micética oportunista mas comuan de la cavidad oral,
acertada en la practica odontologica y con alta prevalencia en edad

temprana y avanzada.

Ademas a través los reportes, se hace referencia a una cepa
predominante y con un potencial de patogenicidad en el desarrollo de
las infecciones orales que es Candida albicans, y se encuentra aislada
en el 80% de las lesiones. Como también se encuentra en un rango del
3% al 70% en bocas clinicas saludables?; con una alta concurrencia en

nifios, jovenes y pacientes inmunosuprimidos®.

El resultado de esta investigacion permitio determinar si el veneno de
Hadruroides charcasus, tiene actividad antifangica teniendo con ello la

posibilidad de incentivar otros estudios destinados a aislar los principios



bioactivos que estén asociados a la capacidad antifingica a su uso en
terapia 0 como pastas dentrificas o colutorios en base a péptidos

antimicrobianos.

1.5. Limitaciones de lalnvestigacion
Una limitacién para la ejecucién fue no contar con una cepa estandar
de Candida albicans, pero se empled cepas aisladas e identificadas

en el Hospital Regional Lambayeque

1.6. Objetivos de laInvestigacion

Objetivo general
- Determinar la actividad antifangica in vitro del veneno de

Hadruroides charcasus (escorpion) frente a Candida albicans

Objetivo especifico

- Determinar la concentracibn minima inhibitoria (CMI) de la
actividad antifangica in vitro del veneno de Hadruroides charcasus
(escorpion) frente a Candida albicans.



CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de investigacion:

En la investigacion realizado por Rivera et al'4, en el 2010 con el
veneno del escorpion Centruroides margaritatus (Scorpiones:
Buthidae). Tuvo como finalidad aislar y caracterizar parcialmente un
péptido para evaluar su actividad antifingica en microplacas con
pocillos, mezclando 10 pL de una suspension que contenia de 2 x 10°
esporas/mL en agua destilada, 70 pL de Caldo Sabouraud
conteniendo 250 ppm de cloranfenicol y 20 pL del péptido
antimicrobiano. Se incub6 a temperatura ambiente y el crecimiento se
evaluo a las 24, 48, 72 y 120 horas. Asimismo fue capaz de inhibir el
crecimiento de Aspergillus Niger y Candida albicans durante 48

horas.

Ademas en otro estudio del veneno realizado por Almaaytah et al'®, en
el 2012, tuvo como finalidad identificar y caracterizar estructuralmente
dos nuevos péptidos antimicrobianos, a partir del veneno del
escorpion norafricano, Androctonus amoreuxi, denominados AamAP1
y AamAP2, se evalué la capacidad antifungica frente a Candida
albicans Las réplicas sintéticas de ambos péptidos mostraron un
amplio espectro de actividad antimicrobiana, teniendo resultados en
concentraciones que oscilan entre 20 mM y 150 mM. Una réplica
sintética de un péptido (AamAP1) contuvo una Unica sustitucion
(His=Lys) en la posicion 8, lo cual gener6 un péptido (AamAP-S1) con
potencia antimicrobiana mejorada (3 - 5 uM) en contra Candida

albicans.

Ademas en otro estudio realizado por Ramirez et al'®, en el 2012 con el

veneno del escorpion mexicano de la especie Vaejovis punctatus con



dos péptidos denominados VpAmpl1.0 y VpAmp2.0 respectivamente y
ademas se sintetizaron y modificaron quimicamente como VpAmpl.1y
VpAmp2.1 tuvo como objetivo evaluar la actividad antifungica frente a
levaduras Candida albicans y Candida glabrata, para los ensayos
antifangicos se utilizé la norma CLSI M27-A3. Se empleé medio liquido
YPD (1% de extracto de levadura, 2% de peptona, 2% de glucosa). Se
utilizaron diluciones doble seriadas de los péptidos, con
concentraciones que van de 0,78 puM a 50 pM. Las levaduras se
emplearon a concentraciones de 0,5 - 2,5 x 103 UFC/mL. Los ensayos
se realizaron en una placa de Elisa de 96 pocillos, con incubaciéon a
35°C durante 24 - 48. Los resultados de CMI frente a las levaduras
Candida albicans y Candida glabrata fue de de 3,1 a 50,0 uM. Una
comparacion entre las actividades de los péptidos originales y sus
derivados da una idea de la funcion estructural / funcional de sus

residuos distintivos.

Por tanto en otro estudio realizado por Guo et al'’, en el 2013 con el
veneno del escorpién amarillo de Brasil de la especie Tytus serrulatus,
tuvo como finalidad evaluar la actividad antimicrobiana de dos nuevos
péptidos lineales (TSAP-1 y TSAP-2), cada uno de los péptidos fueron
activos frente microorganismos pero con diferentes concentraciones.
TsAP-1 tuvo poca actividad, requiriendo concentraciones entre 120 -
160 uM, mientras que TSAP 2 tuvo mayor actividad frente a la levadura
Candida albicans en una concentracion de 10 pM. La sustitucion de
cuatro residuos de aminoacidos neutros con residuos de Lys en cada
péptido, potencié su actividad, en particular de TSAP 1 y TSAP 2
respectivamente. Los resultados de la CMI de analogos catidnicos
mejorados de TsAP-S1 fueron 2,5 uM para C. albicans, las mismas
sustituciones de residuo de Lys en TSAP 2 necesito de 5 pM. Las

potencias de los péptidos aumentaron su actividad significativamente



mediante la sustitucion de los aminoacidos

Asimismo en otro estudio realizado por Zeng et al'®, en el 2013, con el
veneno del escorpion sudafricano Pandinus imperator, tuvo como
objetivo evaluar la actividad antimicrobiana de tres nuevos péptidos del
veneno sin cisteina, denominados como Pantinina-1, Pantinina-2 y
Pantinina-3 respectivamente. Se emplearon 20 uL de cada solucion de
péptido preparado por dilucién doble seriado y se afiadié a una placa
de 96 pocillos que contuvo 180 pL del cultivo diluido, la placa se incubo
a 37 °C, la inhibicion del crecimiento se determiné midiendo la
absorbancia a 620 nm, y la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
péptido. Para los péptidos Pantinina 1 y 2 necesitaron de una
concentracion de 16 pM y para Pantinina 3 necesitd de una
concentracion de 17 uM para inhibir el crecimiento Candida tropicalis
AY 91009. Estos hallazgos generaron nuevos conocimientos sobre las
relaciones estructura / funcibn de los pequefios péptidos
antimicrobianos cationicos lineales de escorpiones, y proporcionan
nuevas plantillas para el disefio de agentes antimicrobianos dirigidos a

patdgenos.

2.2. Base tedricacientifica

22.1. Veneno de escorpion

El veneno de los escorpiones descrito por Zavaletal®, es elaborado por
dos glandulas apocrinas yuxtapuestas, ubicadas en el ultimo segmento
del post-abdomen denominado Telson, que termina en una espina
curva a través de la cual discurre un canal Unico que comunica las
glandulas venenosas con el exterior. El veneno es un fluido viscoso
elaborado por células epiteliales y mucosas de la pared de la glandula
venenosa, cuyo color varia segun la especie: transparente, blanco

lechoso y amarillo.



2.2.2. Composicién quimica del veneno de escorpién

En cuanto a la composicién del veneno posee alrededor de 80 toxinas,
caracterizadas por ser péptidos de bajo peso molecular, que reconocen
canales i6nicos y modifican la excitabilidad celular que pueden o no

causar toxicidad en mamiferos.

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

Los péptidos antimicrobianos del veneno de escorpion son anfipaticos
de carga positiva y pueden estar convenientemente divididas en tres
categoria 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??.

2.2.3. De la actividad antifungica de los péptidos

Ademas Castafieda et al®?, reportan la actividad de este tipo de
compuestos contra bacterias, se ha observado que lisan las células o
que interfieren en la sintesis de proteinas de pared celular. Se han
identificado varios péptidos derivados de lactoferrinas como P18 cuya
estructura es de a-hélice, el péptido extendido indolicidina, asi como
defensinas de plantas y el péptido del coledptero Acrocinus longimanus
con estructura de B-plegada, y con actividad antifingica. La diversidad
en la estructura de los péptidos que actuan sobre hongos muestra que

no hay dominios de estructura conservada que se puedan relacionar



con la actividad antifungica. Es importante mencionar que los AMPs de
plantas que tienen actividad antifingica son ricos en aminoacidos
polares y aminoacidos neutros, suponiendo que debe existir una

relacion Unica entre estructura y funcion.

Modificaciones en los AMPs inactivos han demostrado que pequefios
cambios les confieren actividad antifingica, por ejemplo: a) la
conjugacion de &cido un decanoico o palmitico confiriendo una
actividad muy potente contra levaduras y hongos oportunistas, b) la
fusién de porciones de la maganina 2 y de la cecropina A forman el
péptido hibrido P18 que tiene una alta actividad antifingica contra
Candida albicans, Trichosporon beigelii, Aspergillus flavus y Fusarium

oxyspovrum.

Se ha demostrado que la indolicidina ejerce su efecto antifingico al
destruir la estructura de la membrana celular, en un proceso
dependiente de sales e independiente de energia, mediante la
interaccién directa con la bicapa lipidica. Esto contrasta con la situaciéon
gue ocurre en bacterias en las cuales la indolicidina penetra en las

células e interviene en la sintesis de macromoléculas.

El mecanismo de accidn de algunos péptidos antifungicos continta
siendo un tema de discusion, la formacion de especies reactivas de
oxigeno es el paso crucial en el mecanismo de accion de numerosos
AMPs incluyendo la histatina 5 y los péptidos derivados de

lactoferrinas.
Se ha demostrado que el péptido catidnico histatina-5 causa una

disminucion en la actividad mitocondrial en C. albicans, este fendmeno

es similar al que se presenta en bacterias.
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El péptido tenecina-3, que se caracteriza por ser rico en glicina, ha
demostrado tener una actividad contra C. albicans. Este péptido es
capaz de entrar rapidamente al citoplasma a través de un mecanismo
dependiente de energia, que es influenciado por el estado metabdlico
de la célula blanca y la concentracion de iones en el medio ambiente.
La actividad antifingica se explica en este caso por la disminucién de
potasio mas que por cambios en la permeabilidad de la membrana.

La histatina, un péptido catidnico rico en histidinas, que se encuentra
en la saliva submandibular y de las parétidas, mata a C. albicans, al
inactivar sus mitocondrias, alterando el potencial transmembranal de
este organelo, y aniquilando a la levadura por salida de iones potasio y
ATP intracelular. Esto ultimo se lleva a cabo por dos mecanismos, uno
litico (de la membrana citoplasmética, salida de K+) y otro no litico

(mecanismo del flujo del ATP).

224. Tipos de péptidos antifungicos

En la actualidad se realizan estudios en la busqueda de nuevos
agentes antimicrobianos de productos naturales de vegetales, hongos y
liquenes?3, como también de venenos de serpientes?* 2°y artropodos
(insectos y aracnidos)?%2® como péptidos aislados y enfrentandolos a

diferentes cepas de bacterias y hongos.

Los péptidos antifungicos se clasifican por su modo de accion. El
primer grupo actua por lisis, que se produce a través de varios
mecanismos. Péptidos liticos pueden ser anfipatica, es decir, moléculas
con dos cargas, con una carga positiva hidrofila y el otro que es neutral
e hidréfobo. Algunos péptidos anfipaticos se unen solo a la superficie
de la membrana y pueden perturbar la estructura de la membrana sin

atravesar la membrana. Otros atraviesan membranas e interactdan
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especificamente con ciertas moléculas. Por ultimo, otros péptidos
anfipaticos se agregan de una manera selectiva, formando poros
acuosos de tamafios variables, lo que permite el paso de iones u otros
solutos. El segundo grupo de péptidos interfiere con la sintesis de la
pared celular o la biosintesis de componentes celulares esenciales,

tales como glucano o quitina?’.

Péptidos de mamiferos

Defensinas: a-defensinas ("defensinas clasicas") y B-defensinas, que
estan presentes en muchos organismos, son predominantemente
estructuras de lamina [-laminares estabilizadas por tres enlaces
disulfuro que los distinguen de otros péptidos antimicrobianos que
forman hélices anfipaticas. Son proteinas catidnicas pequefias, de
forma variable cuyos pliegues tridimensionales forman moléculas
altamente anfipéticas. Las defensinas unidas electrostaticamente a las
membranas, causando la formacién de poros multiméricas y la fuga de
minerales esenciales y metabolitos. Defensina A caus6 despolarizacion
de la membrana, disminucion de los niveles de ATP citoplasmicos, e
inhibe la respiracion celular. La entrada de defensinas en las células ha

causado dafios en el ADN?7,

Protegrinas y gallinacinas. Las protegrinas, que estan relacionados
con los B-defensinas, son producidas por los leucocitos porcinos. Son
moléculas catiénicas, ricas en cisteina con dos puentes disulfuro
intermoleculares, paralelos, que estabilizan una estructura B-laminar
anfipatico que comprende dos cadenas antiparalelas. Las protegrinas
forman pequefios canales i6nicos (aniones y cationes) débilmente
selectivos, lo que indica que los puentes de disulfuro de la cisteina son
un requisito previo para la alteracion de la permeabilidad de la

membrana, pero no para la actividad antimicrobiana. Por el contrario,
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otros reportes evidenciaron que los enlaces disulfuro intramoleculares
de los péptidos mejoran las acciones antimicrobianas vy liticas de las
protegrinas. Otros estudios han mostrado zonas de inhibicién en
protegrinas 1, 2, y 3 inhibiendo el crecimiento de C. albicans a 60, 8, y
3 pg/mL, respectivamente. Los leucocitos de pollos producen la familia
de péptidos gallinacinas. Gallinacinas tienen tres enlaces disulfuro
intramoleculares cisteina, son relativamente catiénico, y son ricas en
lisina y arginina. Gallinacina-1 y 1a inhibieron a C. albicans en un
ensayo de difusion radial. Sin embargo, gallinacina-2 no mostro

ninguna actividad de hasta 400 pg / mL en este ensayo?’.

Péptidos antimicrobianos derivados de insectos

Cecropinas. Cecropinas?’, que forman a-hélices en solucién, son
péptidos lineales de la hemolinfa de la polilla de seda gigante
(Hyalopora cecropia). Estos péptidos tienen carga positiva forma
canales ionicos dependientes de voltaje en las membranas lipidicas
planas. Cecropinas no fueron letales para las células de mamiferos a
nivel microbicidas y se han administrado de forma segura a los
animales. A concentraciones entre 25y 100 pg/mL, tiene efecto
fungicida para especies de Aspergillus patégenos. Fusarium
moniliforme y Fusarium oxysporum fueron especialmente sensibles a
cecropina A, con eliminacion total a una concentracion de 12,4 pg/mL.
Holotricina 3, y thanatina. Estos péptidos de insectos que son
antifangicos incluyen péptido antifangico, holotricina 3, y thanatina, es
un péptido rico en histidina que causa fugas celular, se purificé a partir
del tercer etapa larval de la hemolinfa de Sacrophaga peregrina, En
estudios in vitro, fue letal para C. albicans. Holotricina 3, un péptido
ricos en glicina y histidina ha sido purificado a partir de la hemolinfa de
las larvas de Holotrichia diomphalia, inhibieron el crecimiento de C.

albicans. Thanatina, producido por Podisus maculiventris, es activo
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frente a F. oxysporum y A. fumigatus?’.

2.25. Microbiologia de Candida albicans

Candida albicans o Monilia albicans suele presentarse como una célula
oval con un tamafio medio de 2 a 4 micras; sin embargo, en tejidos
infectados también se han identificado formas filamentosas cuyos
extremos presentan diametros de 3 a 5 micras. Agrupadas en
pequefios grupos, mientras que, en forma de hongo filamentoso, las
células se alargan y se diversifican tomando la apariencia de
filamentos, pseudo-hifas o pseudo-micelio?8.

El hombre es el principal reservorio de este tipo de hongo. Podemos
encontrarlo de forma habitual en piel, estbmago, colon, recto, boca y
garganta de individuos sanos. Candida, en principio no es patégeno, ya
que la flora bacteriana beneficiosa y el sistema inmunitario limitan su
crecimiento y frenan su excesiva proliferacién, manteniendo asi un
equilibrio. Ahora bien, si el equilibrio existente se rompe Candida
albicans empieza a proliferar y puede dar lugar a un conjunto de
enfermedades denominadas Candidiasis o micosis candidiasica, que
pueden consistir en leves infecciones de mucosas y piel o
desencadenar diseminaciones sistémicas graves, pudiendo afectar

érganos vitales?®.
Su clasificacion taxondmica es la siguiente:

Division: Deuteromycota
Clase: Blastomycetes
Familia: Cryptococcaceae
Género: Candida

Especie: albicans
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Infeccion por candidiasis
Candidiasis o0 moniliasis: infeccion superficial que aparece
principalmente en individuos con las defensas bajas, afectando a la piel
(intertrigo), a las mucosas (oral, genitourinaria o digestiva) y a las uias
(paroniquia o perionixis). Los sintomas son leves como: enrojecimiento,
picazon y malestar. En personas con cancer, trasplantados o con SIDA
la infeccién puede hacerse sistémica (candidemia), y puede llegar a ser
mortal.
Candidiasis oral primaria.
e Formas agudas.
- Pseudomembranosa.
- Eritematosa.
e Formas cronicas.
- Hiperplasica: nodular y placa.
- Eritematosa.
e Lesiones asociadas a candidiasis.
- Estomatitis por dentadura.
- Queilitis angular.
- Glositis romboidea media.

- Eritema lineal gingiva.

Candidiasis oral secundaria.
Manifestaciones orales de candidiasis sistémica mucocutdnea como
consecuencia de enfermedades como aplasia y sindrome endocrino

patologico.

La presencia de especies de Candida en la boca varia de 20 a 50% en
una poblacion sana edéntula; como el crecimiento sobre superficies es
una parte natural de su modo de vivir, es comun que colonice las

prétesiss. Existe una larga lista de evidencias que demuestran cémo la
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Candida se adhiere al acrilico de las protesis ocasionando estomatitis

por dentadura?.

Candidiasis atrdfica cronica o estomatitis por dentadura es una forma
comun de candidiasis, esta presente en un promedio de 40 a 60% de
las protesis y es usualmente encontrada en la mucosa del paladar bajo

la superficie de la proétesis superior.

Esta infeccibn es muy importante, porque 50% de las personas con
edad promedio de 65 a 74 afios y 70% de 75 a 84 afios usan protesis

removibles.

2.26. Estomatitis por dentadura

Es caracterizada por un eritema y edema cronico de la mucosa en
contacto con la protesis, el principal agente etiolégico es la infeccién
por Candida comensal, la cual se ha identificado hasta en 94% de
pacientes con estomatitis por dentadura.

Numerosos estudios asocian la presencia de Candida albicans y

estomatitis por dentadura (estomatitis subplaca)?.

Clasificacion:

¢ Inflamacion localizada simple o hiperemia puntiforme.

e Eritematosa o tipo generalizada simple, presenta eritema
difuso que implica la parte de la mucosa que cubre la
dentadura.

e Tipo granular o papilar, comiunmente envuelve la parte

central del paladar duro, zona alveolar.

Los factores que influyen para la presencia y severidad de la

estomatitis por dentadura son: flujo salival, limpieza de la protesis,
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material de la base de la protesis, edad de la prétesis, traumas por la
protesis, fumar, factores dietéticos, pH y la infeccién.

2.3. Definicion de la terminologia

Antifangico: Sustancias que destruyen hongos al suprimir su
capacidad para crecer o reproducirse. Difieren de los fungicidas
industriales en que defienden de los hongos que estan presentes en

los tejidos humanos o de otros animales?®.

Concentracion minima inhibitoria: Es la concentracion mas baja de
un antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de un

microorganismo?”’.

Péptidos: son cadenas de enlaces lineales de aminoacidos enlazados por enlaces

guimicos de tipo amidico a los que se denomina enlace peptidico?s.

Ensayo de Unidades de Colonias Formadoras de Microbios:
Enumeracion por conteo directo de variables, aisladas células
bacterianas, arquea, o por hongos o esporas capaz de un crecimiento
sélido en medios de cultivo. EI método se utiliza habitualmente por los
microbidlogos ambientales para la cuantificacibn de microorganismos
en el aire, alimentos y agua, por los médicos para medir la carga
microbiana de los pacientes microbiana, y en las pruebas de drogas

antimicrobianas?°.

In vitro: Métodos para el estudio de las reacciones o procesos que

tienen lugar en un ambiente artificial fuera del organismo vivo?°.

Veneno de escorpién: Venenos de animales del orden Scorpionida de

la clase Arachnida. Contienen neuro- y hemotoxinas, enzimas, y varios
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otros factores que pueden liberar acetilcolina y catecolaminas de las
terminales nerviosas. De las diversas toxinas proteicas que se han

caracterizado la mayoria son inmunogénicas?°.

Toxinas bioldgicas: Sustancias quimicas especificas, caracterizables,
venenosas, a menudo proteinas, con propiedades biologicas
especificas, entre las que se incluyen la inmunogenicidad producida

por microbios, plantas superiores (plantas toxicas) o animales?®°.
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CAPITULO lll: MARCO METODOLOGICO

3.1. Tipo y Disefo de Investigacion

Esta investigacion se bas6 en el paradigma cuantitativo®
Segun la intervencion del investigador fue experimental.
Segun la planificacion de la medicion de la variable de estudio fue
prospectivo
Segun el numero de mediciones de la variable de estudio fue
longitudinal
Segun el numero de variables de interés fue analitico

El presente trabajo es un estudio experimental de estimulo creciente y

grupo control®°, el cual se representa de la siguiente manera.

GC OC (grupo control)
Gl 1X O1 (grupo experimental)
G2 2X 02 (grupo experimental)
G3 3X O3 (grupo experimental)
G4 4X O4 (grupo experimental)
G5 5X O5 (grupo experimental)
G6 6X 06 (grupo experimental)
G7 7X O7 (grupo experimental)
G8 8X O8 (grupo experimental)
G9 9X 09 (grupo experimental)

En el grupo control (GC) y experimental (G1 — G9) estuvo presente la
variable dependiente representado por la cepa de Candida albicans y la
variable independiente (X) las diferentes concentraciones del veneno
de escorpién Hadruroides charcasus y (O1 — O9) fue la observacion de
la inhibicion del crecimiento a través de la presencia de boton de

crecimiento por la concentracion minima inhibitoria (CMI) en
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microdilucion

3.2. Poblacién y Muestra

Para el presente proyecto de investigacion la poblacion fue equivalente
a la muestra, determinando la interaccion entre 9 concentraciones del
veneno de escorpion Hadruroides charcasus con dos cepas de candida
albicans, considerando tres repeticiones, se totalizan 54 unidades
experimentales u observaciones. Calculandose de la siguiente manera:
UE=CxVxCxR

U.E=9x1x2x3 =54 unidades experimentales u observaciones.

Concentraciones del veneno de escorpion

N\ N N N Y Y N N
N N1 N N N N N N N

= = = = - = L 2
= N 3 @ 2 3 2 5 g
— Y v Y ¢ Y Y ¢ Y ) D
N N ] N N N ] N N N ] N

:

Candida albicans

Figura 1: Esquema de las concentraciones y repeticiones del veneno.
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3.3. Hipotesis
El veneno del escorpion Hadruroides charcasus, tiene actividad

antifangica in vitro frente a Candida albicans.

3.4. Variables
Independiente: Veneno de escorpion de Hadruroides charcasus

Dependiente: Actividad antigunfica frente a Candida albicans

3.5. Operacionalizacion:

Variable Dimension Indicadores Indices Técnica e
Independiente instrumento

de
recoleccion
de datos

Concentracion 1

Veneno de Concentracion 2

escorpion de Concentraciones  Concentracion 3 Dilucion doble
Hadruroides Concentracion 4 % (uL/mL) seriada
charcasus Concentracién 5

Concentracién 6
Concentracion 7
Concentracion 8
Concentracién 9

Variable Dimension Indicadores Indices Técnica e

dependiente instrumento
de recoleccion
de datos

Actividad Concentracion Crecimiento Bot6n de Microdilucion

antifingica minima de la levadura crecimiento  Caldo

frente a inhibitoria =22 mm Sabouraud

Candida

albicans
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Métodos, técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Métodos de investigacion

a. Materiales:

Material bioldgico

Escorpiones: Especimenes de Hadruroides charcasus recolectados
en los Cerros aledafios al distrito de Chongoyape, Provincia de
Chiclayo - Departamento de Lambayeque.

Hongo:

Cepa de Candida albicans.

Técnicas de recoleccion de datos:

Obtencion del veneno:

El veneno se obtuvo por estimulacion eléctrica a 22 voltios® en el
altimo segmento postabdominal (telson) y fue recolectado en tubos
eppendorf (2 mL), luego se agregd agua grado Molecular y se
conservo a -20 ° C.

Cuantificacion de proteinas del veneno de escorpion Hadrurides
charcasus

Para la cuantificacion se emple6 el método de absorcion empleando la
relacion: [Proteina mg/mL]= (1,56 x Abs 280nm) — (0,76 x Abs
260nm)?2°,

Preparacion del agente antifungico.

Se realizo utilizando una placa con pocillos realizando 8 diluciones en
caldo a las que se le adiciond un indculo estandarizado a una
determinada concentracion final en cada pocillo. Este método tiene la
ventaja de utilizar pequefios volimenes de los materiales empleados

y recomendados por la CLSI?’:
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Descripcion del(os) instrumentos (s) utilizados(s):

Se emplearon:

3.6.

Placas de poli-estireno de 96 pocillos.

Espectrofotometro.

Procedimiento paralarecoleccion de datos

Preparacion de las concentraciones del veneno como agente

antifangico.

Siguiendo las recomendaciones del CLSI®!, para evaluar la potencia

puede expresarse como porcentaje o en unidades de pug/mL, mg/mL,

Mg/mg (p/p) (Anexo N° 1).

El veneno fue recolectado en agua grado Molecular, se centrifugd
a 4000 rpm.

El sobrenadante se empleé para realizar las concentraciones
expresadas en porcentajes (ug/mL) de acuerdo como se
representa en el esquema (anexo N° 1).

Se repartié 0.1 mL o 100 pL de cada concentracion en cada pocillo

de la microplaca para evaluar la actividad antifungica.

Preparacién de la suspension in6culo de Candida albicans. (Anexo
N° 2)

Siguiendo las recomendaciones del CLSI?/, para el estudio de la

sensibilidad a los antifangicos.

Se tomd 5 colonias =2 1 mm de diametro procedente de cultivo de
24 h de Candida albicans cultivado en agar dextrosa Sabouraud
(ADS).
Se suspendié en 5 mL de solucién salina fisiolégica (NaCl 0,85%)
esteril.
Con ayuda del espectrofotometro (longitud de onda: 600 nm), se

ajusto a una densidad optica hasta alcanzar la turbidez del tubo N°
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0,5 de la escala de Mc Farland equivalente a una concentracion
aproximadamente de 1 - 5 x 108 UFC/mL con una absorbancia de
0,12.

Posteriormente se realizO una dilucion 1:1000 con (caldo
Sabouraud glucosado) (concentracion de 1 x 10%— 5x103).

Esta ultima dilucion es la que se utilizé para inocular las placas de
antifangico. La concentracion final de levaduras en las placas fue
de 0,5x103-2,5x103.

Determinaciéon de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)?’

La CMI es la concentracion mas baja del agente antimicrobiano
qgue inhibi6 completamente el crecimiento del microorganismo en
los pocillos de microdilucién detectado a simple vista.

El crecimiento del control positivo se determiné por una turbidez
definida.

La prueba de microdilucion de la CMI en caldo Sabouraud
glucosado se realizdé en una placa de poli-estireno de 96 pocillos.
Un pocillo sirvi6 como control positivo (caldo méas inéculo), y otro
sirvi6 como control negativo (s6lo caldo).

Del in6éculo, con una micropipeta se repartiéo 100 pL en cada pocillo
(5 x103 UFC/mL) a lamicroplaca.

Se repartieron 50 pL de cada dilucion del veneno en cada pocillo de
la microplaca.

Se incubd las bandejas de microdilucion a 35 °C durante 48 horas
en una incubadora.

Para prevenir el secado, se utilizO una tapa de plastico bien

ajustada para la incubacion.
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Lectura e interpretacion de resultados

- La lectura visual se realiz6 con la presencia de botdn de crecimiento
mayor a 2mm en los pocillos de la microplaca de acuerdo a las
orientaciones del CLSI, para la medicién de los botones se empled
el software LAS EZ LEICA 3.0.0.

3.7.  Analisis Estadistico e Interpretacién de los datos

Para determinar la relacion del efecto antifungico del veneno en el
crecimiento de Candida albicans, se realiz6 un analisis de varianza
para el factorial 1 x 2 x 9 x 3 (1 veneno 2 cepas, 9 concentraciones, 3
repeticiones) para determinar si el veneno y sus concentraciones

influyen o no en el crecimiento de Candida albicans.

3.8. Principios éticos

La presente investigacion se desarrolld6 respetando los
diversos principios éticos, cumpliendo con las condiciones de
alimentacion a los especimenes y no afecta con la disminucion de la

poblacién concerniente a la especie.

3.9. Criterios de rigor cientifico

Se cumplié con la presentacion de datos fiables y validos que fueron
codificados y protegidos. La credibilidad y estabilidad de los datos
fueron presentados al utilizar instrumentos que fueron validos y
confiables. Los resultados fueron aplicados por otros estudios

cumpliendo asi los criterios de transferibilidad.
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CAPITULO IV: ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS

4.1. Resultados.

41.1. Cuantificacion de Proteinas del veneno

Mediante el método de absorcion se determind 2,26 mg/mL de
proteinas del total del sobrenadante considerada con la fraccion pura
[1] del veneno crudo de Hadruroides charcasus (Tabla N°1).

Tabla 1: Concentraciones del veneno con fraccion pura y sus diluciones.

Concentraciones [mg/mL

[1] 2,26
[1:2] 1,13
[1:4] 0,565
[1:8] 0,283

[1:16] 0,141
[1:32] 0,07
[1:64] 0,035
[1:128] 0,017
[1:256] 0,008

4.12. Resultados de la concentracion Minima inhibitoria (CMI)

Con el empleo del Microscopio Binocular Leica se procedioé a la toma
fotografica de los botones de crecimiento del control positivo y de sus
respectivas concentraciones en la placa de poliestireno de 96 pocillos
de acuerdo la Tabla N° 2 para la cepa N° 1 y con ayuda del software
LAS EZ LEICA 3.0.0 se determin6 el tamafio de los botones de
crecimiento fangico (mm).

De acuerdo a las orientaciones del CLSI, para la cepa N° 1 de Candida
albicans presenté una CMI de 0,008 mg/mL considerar un crecimiento

el botdn de crecimiento debe medir mayor a 2 mm.
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Tabla 2;: Tamano del botdn de crecimiento Candida albicans.

CONTR CONTR

CONIRO" oL (o] [1]'2 [1]'4 [1]'8 [%3']1 [2']3 [1:64] [1:128] [1:256]
- PUREZA

03 03 04 07

2,67 0 0 7 9 2 8 112 16 1,62 1,51 1,85
03 03 04 07

2,7 0 0 2 8 5 5 109 15 16 1,53 1,9
03 03 04 07

2,7 0 0 4 9 5 7 11 162 158 1,55 1,92

Para cepa N° 2 de Candida albicans se procedi6 a la toma fotografica
de los botones de crecimiento del control positivo y de sus respectivas
concentraciones en la placa de poliestireno de 96 pocillos de acuerdo
la Tabla N° 3 y con ayuda del software LAS EZ LEICA 3.0.0 se
determiné el tamafio de los botones de crecimiento fungico (mm).

De acuerdo a las orientaciones del CLSI, para la cepa N° 2 de Candida
albicans presenté una CMI de 0,283mg/mL considerar un crecimiento

el botdn de crecimiento debe medir mayor a 2 mm.

Tabla 3: Tamafo del botén de crecimiento Candida albicans.

CONTROL CONTROL
N CONTROL- oijpeon [1 [1:2] [1:4] [1:8] [L:16] [1:32] [1:64] [1:128] [1:256]
2.87 0 0 0.6 0.847 097 124 258 28 299 255 236
2.85 0 0 05 085 095 13 25 28 28 25 2.4
2.87 0 0 06 085 097 126 26 27 28 24 238

Se realiz6 un analisis de varianza de dos factores con varias muestras
por grupo a un nivel de significancia de 0,05 (Tabla N° 4). Para las
concentraciones se obtuvo un valor de P menor al nivel de significancia
como para especies enfrentadas al veneno y asimismo la interaccion

del veneno contra las cepas de Candida albicans.
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Tabla 4: Analisis de varianza para la actividad antifangica del veneno de
escorpion frente a Candida albicans

Origendelas Sumade  Grados de Promedio de

variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Valor de P
Concentracion 36.21 9 4.02 2180.97 0,00
Especie 7.86 1 7.86 4260.06 0,00
Conc.* esp. 2.80 9 0.311 168.74 0,00
Dentro del
grupo 0.073 40 0.001
Total 46.95 59

Nivel de significancia: 0,05
Si el valor de P es menor que el nivel de significancia (P < 0,05) se
acepta la hipétesis investigacién, que el veneno de escorpion
Hadruroides charcasus si tiene actividad antifingica frente a Candida

albicans

4.2. Discusion de resultados.

En las ultimas décadas, un numero creciente de microorganismos
patogenos han desarrollado resistencia a los antibibticos
convencionales. Esto plantea problemas en el manejo clinico de las
infecciones, especialmente en individuos inmunocomprometidos, pero
también cada vez mas, a nivel comunitario. La posicién en la realidad
es bastante mas compleja. Aunque las opciones de tratamiento para
algunos patdgenos han disminuido indudablemente. Ademas, un
problema importante en el desarrollo moderno de farmacos
antimicrobianos es el disefio de agentes que no son facilmente
susceptibles a la resistencia y por lo tanto un nuevo enfoque para el

desarrollo de farmacos es necesario3°:36,

Por tal motivo surgi6 el interés del estudio del veneno del escorpion H.

charcasus, perteneciente a la familia Caraboctonidae?®’, es una de las

28



especies de escorpiones que habitan en el norte del Perd. En
consecuencia, el veneno de Hadruroides charcasus contiene una
mezcla de proteinas de diferente peso molecular'® como otras especies
de escorpiones®®1>3® que posiblemente para protegerse contra

infecciones bacterianas.

Existen escasos estudios que informan sobre la actividad de los
péptidos antifingicos contra las especies de Candida, pero se cree que
el mecanismo de accidon es similar a los péptidos antibacterianos. La
pared celular de las levaduras es una superficie anionica caracterizada

por su rigidez, siendo los glucanos3®

Por tal motivo buscando corroborar la actividad antifungica del veneno
de escorpion H. charcasus sobre C. albicans, se efectué el presente
estudio mediante el método de microdilucion y tomando como
referencia el diametro de los botones de crecimiento menor a 2 mm de
acuerdo a las orientaciones del CLSI, presentando inhibicion para una
cepa a una concentraciéon de 0,008 mg/mL y para la otra cepa a una
concentracion de 0,283 mg/mL (Tabla 2 y 3). Con esto se demostro
que el veneno de H. charcasus tiene la presencia principios bioactivos
para este caso proteinas, esta evidencia de la actividad antifingica es
coincidente con estudios de venenos de escorpion de otras especies
que trabajaron con las proteinas purificadas, que también reportan

tener actividad antifangicat®17:18,

Sin embargo, los valores de CMI fueron diferentes para las dos cepas
de C. albcans evaluadas (Tabla 2 y 3), este hallazgo coincide con
respecto al veneno de Tityus serrulatus, mostraron la presencia
péptidos con actividad antifungica con CMiIs diferentes entre los

mismos péptidos purificados, este mecanismo de accion puede estar
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influenciado por los blancos celulares especificos que pueden variar
entre los péptidos presentes en el veneno. Ademés, es importante
observar que las diferencias en la superficie celular, o incluso
diferencias en la absorcion del agente por cada tipo de
microorganismo?!’. Asimismo, se tiene evidencia con lo reportado del
veneno de Androctonus amoreuxi, a través de sus péptidos purificados
presentd actividad contra C. albicans con CMIS diferentes para cada

péptido™®.

Los resultados obtenidos en el presente estudio han revelado que el
veneno del escorpion H. charcasus contiene componentes de
naturaleza proteica de bajo peso molecular’®>*® que poseen efecto
antifangico, produciendo la inhibicién del crecimiento durante las 24
horas de incubacion. Estas evidencias confirman hallazgos previos que
seflalan que algunos de los venenos de los escorpiones contienen

componentes con elevada actividad antimicrobiana.

Paralelamente existen evidencias de estudios de la actividad
antifingica del veneno de otras especies de escorpiones, en cual
trabajan con sus péptidos purificados y descartando cualquier tipo de

toxicidad sobre células humanas.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusion
e Elveneno de escorpion de la especie Hadruroides charcasus
tiene efecto antifungico.
e el veneno de escorpion presento actividad antifungica frente a
las dos cepas de Candida albicans evaluadas a una CMI 0,008
mg/mly 0,283 mg/ml.

5.2. Recomendaciones

- Para estudios posteriores se recomienda trabajar con cepas
ATCC.

- Realizar estudios sobre purificacion de los principios bioactivos
del veneno contra Candida albicans.

- Caracterizar las moléculas del veneno de escorpion.
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ANEXOS

Anexo N° 1

ESQUEMA DE DILUCION DEL VENENO
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Figura 2: Esquema de dilucién del veneno de escorpion.
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Anexo N° 2
Preparacion del in6culo de levaduras de Candida albicans

Tocar 4-5 colonias 10 pL

— ) —— [ ] > =

SDA 24h a 35°C

S 10 mL Caldo
Sabouraud
glucosado

N~

N~ —

Suero salino Microdilucién

1:1000
(1-5x10% UFC/ml)

Figura 3: Preparacion del inéculo de Candida albicans.
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ANEXO N° 3

[1:32] [1:64] [1:128] [1:256]

Figura 4: Microscopia de los botones de crecimiento de la cepa N° 1 de Candida albicans.

[1] [1:2] [1:4] [1:8]  [1:16]

Figura 5: Microscopia de los botones de crecimiento de la cepa N° 2 Candida albicans.
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ANEXO N° 4

BOTON DE CRECIMIENTO

3 2.69

25
1.89
157 16 153

15 1.10
1 0.77
034 039 044
0.5
. 2 @
A A

I R T S R
& & F NN 5
& & > b b
¢S o

R

&

&S

Grafica 1: Tamafio promedio del boton de crecimiento Candida albicans para la cepa N° 1

40



3.00

2.50

2.00

1.50

1.00

0.50

0.00

ANEXO N° 5
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Grafica 2: Tamafo promedio del botén de crecimiento Candida albicans para la cepa N° 2
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