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El objetivo fue evaluar la actividad antifingica in vitro del extracto crudo diluido del veneno de escorpién
Hadruroides charcasus (Karsch 1879) frente a Candida albicans. Fue un estudio experimental, se emplearon 54
unidades experimentales (9 concentraciones de veneno, 2 cepas y tres repeticiones). Por estimulacion eléctrica se
obtuvo el veneno del escorpién. El método de dilucién doble seriada se determinaron las diferentes concentra-
ciones de 100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.125%, 1.56%, 0.78%, 0.39%. Para evaluar la actividad antifungica
se empled el método de microdilucion para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Los resulta-
dos demostraron que mediante el método de microdilucién que para la cepa n°1 presenté una concentracion
minima inhibitoria (CMI) al 25 % del veneno crudo diluido, muy distinto fue para la cepa n°® 2 no present6 CMI.
Se llegd a la conclusién que los hallazgos del estudio actual demuestran que el extracto crudo diluido del veneno
del escorpion H. charcasus posee actividad antifiingica sobre cepas de C. albicans, siendo posible utilizar como
plantilla para el disefio y desarrollo de nuevos farmacos antifingicos.
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The objective was to evaluate the in vitro antifungal activity of the diluted crude extract of the scorpion venom
Hadruroides charcasus (Karsch 1879) against Candida albicans. It was an experimental study, 54 experimental
units were used (9 poison concentrations, 2 strains and three repetitions). The venom of the scorpion was ob-
tained by electrical stimulation. The double serial dilution method was determined at different concentrations of
100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.125%, 1.56%, 0.78%, 0.39%. To evaluate the antifungal activity, the micro-
dilution method was used to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The results showed that
by means of the microdilution method that for the strain n ° 1 presented a minimum inhibitory concentration
(MIC) to 25% of the diluted raw venom, very different was for the strain n ° 2 did not present CMI. It was
concluded that the findings of the current study show that the diluted crude extract of the scorpion venom H.
charcasus possesses antifungal activity on strains of C. albicans, being possible to use it as a template for the
design and development of new antifungal drugs.

© 2019. Journal of the Selva Andina Research Society. Bolivia. All rights reserved.
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Introduccion

En los dltimos afios hay mayor reconocimiento del
importante rol que desempefian las interacciones
entre los reinos, particularmente, entre hongos y
bacterias, en la cavidad oral, particularmente Can-
dida albicans, se encuentran entre los hongos méas
importantes que colonizan la cavidad oral de los
seres humanos, habiéndose reportado su participa-
cion en estos complejos biofilms orales microbia-
nos.!

Segln reportes, existe una capacidad de coloniza-
cién oral por C. albicans (COCA) en pacientes con
prétesis, que en los que no lo usan, también se ha
sefialado un mayor riesgo de COCA personas de
edades mayores y uso de protesis completas.? Por lo
tanto, los usuarios de protesis requieren cuidado
permanente en términos de higiene, adaptacion,
sustitucion, estas actitudes promueven la salud oral
y la calidad de vida de los usuarios, reduciendo la
incidencia de infecciones por Candida.®

Ademas se ha determinado una asociacion estadisti-
camente significativa entre aislamientos de levadu-
ras de C. albicans y el uso de protesis dental (p
<0.05, OR=4.3), teniendo como manifestaciones
clinicas la candidiasis oral®, inclusive asociado a la
mala higiene de las dentaduras postizas, teniendo
como consecuencia una estomatitis protésica®, con-
secuencia debida a la levadura, que tiene capacidad
de adherirse a la mucosa oral, base de la prétesis, asi
como la formacion de biofilms, su virulencia es
apoyada especialmente por el estado de resistencia
de este micoorganismo.® De ahi, C. albicans sigue
siendo una de las causas principales de candidiasis
invasiva en la mayoria de los entornos clinicos,
sobre todo el impacto de resistencia a medicamentos
antifungicos, esencialmente el tratamiento eficaz de
pacientes infectados con Candida.’
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Por otro lado, diversos experimentos han demostra-
do que el veneno del escorpion posee una amplia
actividad antimicrobiana in vitro frente a diferentes
cepas de importancia clinica, como lo reportado del
escorpién africano dorado Scorpio maurus palma-
tus, posee actividad frente a bacterias Gram positi-
vas, Gram negativas, incluso C. albicnas®, asimis-
mo, se han aislado péptidos tales como AamP1l y
AamP2 del escorpion Androctonus amoreuxi® y los
péptidos TsAP-1y TsAP-2 del veneno Tityus serru-
latus™ con actividad antifingica frente a C. albicans
al igual el veneno del escorpién brazilero Tityus
stigmurus®! y de los escorpiones mexicanos Vaejo-
vis punctatus y Vaejovis mexicanus smithi1'2® pre-
sentan una amplia actividad antimicrobiana a bajas
concentraciones, inclusive péptidos como la Parabu-
toporina del escorpion Parabuthus schlechteri y el
péptido Opistoporina 1 de Opistophtalmus carinatus
con capacidad de inhibir el crecimiento de Neuros-
pora crassa, Botrytis cinerea y Fusarium culmo-
rum, y la levadura Saccharomyces cerevisiae.!*

Las glandulas venenosas de los escorpiones contie-
nen una amplia gama de moléculas biol6gicas acti-
vas como enzimas, lipidos, nucledtidos, aminas
biogénicas, como otras moléculas desconocidas,
ademas contienen una gran variedad de diversos
péptidos con actividades bioldgicas, clasificandose
en dos grupos principales: los péptidos de puente
disulfuro (DBP) que bloguean los canales ionicos,
como los canales de K*, CI-, Ca*?y Na* y los pépti-
dos unidos por puente sobre el disulfuro (NDBP),
un grupo menos abundante que los primeros, han
ganado interés reciente, representan una amplia
gama de actividades bioldgicas como el anticanceri-
geno potenciador de bradiquinina, actividades anti-
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inflamatorias, inmunomoduladoras y antimicrobia-
nas.

Por tal motivo el presente estudio tuvo como objeti-
vo evaluar la actividad antifingica in vitro del ex-
tracto crudo diluido del veneno de escorpién
Hadruroides charcasus (Karsch 1879) frente a C.
albicans.

Materiales y métodos

Obtencién del veneno. Escorpiones de la especie H.
charcasus (Fig. 1 A,B) de ambos sexos (23 hem-

bras, 17 machos), fueron colectados en cerros ale-
dafos del distrito de Chongoyape, provincia de Chi-
clayo, Departamento de Lambayeque, las especies
fueron mantenidos en el laboratorio en frascos de
plastico y alimentados con Acheta domesticus (gri-
llos). Para su identificacion se emple6 la clave para
géneros de escorpiones peruanos'®, con orientacion
para la identificacion de la especie y el sexo fue
realizado por el Dr. José Ochoa Cémara, taxbnomo
y docente de la Universidad Nacional de San Anto-
nio Abad del Cusco.

Figura 1 (A) Espécimen adulto de la especie Hadruroides charcasus, (B) altimo segmento del postabdomen del
espécimen denominada Telsén, (C) Proceso de obtencién del veneno de escorpion. (D) Aspecto lechoso del
veneno de escorpion H. charcasus

El veneno se obtuvo por estimulacion eléctrica de
cada uno de los escorpiones (10 a 15 pL por espé-
cimen), sobre la parte dorsal y en la glandula pro-
ductora de veneno!’, utilizando un impulso de 23
voltios (Fig. 1 C,D). Se obtuvo un pool de veneno

(400 pL) y posteriormente diluida con agua desioni-
zada estéril en proporcion 1:1, se centrifug6 a 6000
rpm durante 5 min, el pellet fue resolubilizado con
agua desionizada, las fracciones solubles fueron
almacenas en un pool a -20 °C.

98



Rivera-Coronado & Pérez-Delgado

J. Selva Andina Res. Soc.

Preparacién del agente antifingico a partir del
veneno crudo. La preparacion del agente antifingi-
co, el pool de veneno crudo soluble fue filtrado a
través de una membrana Millipore de 0.22 pum, lue-
go se realizaron ocho diluciones doble seriadas®
totalizando nueve concentraciones diferentes de
100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.125%, 1.56%,
0.78%, 0.39%.

Preparacién del inéculo de Candida albicans. Se
emplearon dos cepas proporcionadas del Laborato-
rio de Micologia de un Hospital la regiéon Lambaye-
que, Chiclayo, Per(, se prepar6 una suspension de
C. albicans, se tomaron 5 Unidades Formadores de
Colonia (UFC) > 1 mm de diametro procedente de
cultivo agar dextrosa Sabouraud (ADS), de 24 h,
CLSI*, Se suspendieron en 5 mL de caldo Sabou-
raud y con ayuda del espectrofotémetro (Spectrop-
hotometer UNICO™ UV/VIS A 625 nm) se ajusté a
una densidad Optica de 0.12 equivalente a la turbi-
dez del tubo N° 0.5 de la escala de Mc Farland
equivalente a una concentracion aproximadamente
de 1-5x108 UFC/mL, Posteriormente se realiz6 una
dilucion 1:1000 con caldo Sabouraud glucosado,
obteniéndose una concentracion de 1-5x10%. Esta
ultima, es la que se emple6 para sembrar en las mi-
croplacas de 96 pocillos.®

Actividad antifangica del veneno frente a Candida
albicans. Para la determinacion de la actividad anti-
fungica se emple6 el método de microdilucion para
determinar la concentracion minima inhibitoria
(CMI)*8, se realizaron ensayos por triplicado sem-
brando 50 pL del indculo en cada pocillo, luego se
repartieron 50 pL de cada dilucién del veneno en
cada pocillo de la microplaca, después se incubaron
las microplacas a 35 °C durante 24 h. De acuerdo a
orientaciones del CLSI®*, los controles positivos se
hicieron con el caldo mas inéculo, y los controles
negativos con so6lo caldo. El crecimiento del control
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positivo se determind por un boton de crecimiento
de > 2 mm o una turbidez definida.

Para la visualizacion de los botones de crecimiento
se empled del microscopio LEICA DM500 y luego
se realizo la medicidn a través del software LAS EZ
LEICA 3.0.0.

Para determinar la relacion de la actividad antifin-
gica del veneno de escorpion H. charcasus en el
crecimiento de fangico de C. albicans, se realiz6 un
andlisis de varianza?® (ANOVA) con un nivel de
significacion de P < 0.05.

Resultados

De las 9 concentraciones evaluadas se observa que
la de 100 %, 50 % y 25 % no presentaron botones
de crecimiento para la cepa n°1 y para la cepa n° 2,
la actividad fue diferente, las concentraciones eva-
luadas no presentaron inhibicién total del crecimien-
to de C. albicans.

En la figura 2 y 3, mediante el método de microdi-
lucién se observa que para la cepa n°1 presentd una
CMI al 25 % del veneno crudo diluido, muy distinto
fue para la cepa n°® 2 no presenté CMI, pero toman-
do como referencia el boton de crecimiento del con-
trol positivo, se observa que disminuye su actividad
antifangico conforme disminuye las concentracio-
nes del veneno.

Discusion

C. albicans, un organismo fungico oportunista de-
tectado con frecuencia en cavidad oral de nifios con
caries severas en primera infancia, puede presentar
evolucion aguda o crénica dependiendo de factores
predisponentes, como estomatitis protética, queilitis
angular, glositis romboidal y lengua vellosa.?!?
Aunque las opciones de tratamiento son un proble-



Vol. 10 No 2 2019

Actividad antifingica in vitro del veneno de escorpion Hadruroides charcasus

ma importante sobre todo por la toxicidad de los
antifungicos al hospedero y la resistencia que pue-
den ofrecer los microorganismos, frente a ello ha
surgido el interés por la busqueda de principios
bioactivos a partir del veneno de ardcnidos que
ofrezcan mayor capacidad antimicrobiana, en la
actualidad se tiene resultados que el veneno de es-

corpion contiene péptidos que exhiben propiedades
antimicrobianas y que ademas puede retardar la
propagacion de células cancerosas.2* El veneno de
escorpién H. charcasus perteneciente a la familia
Caraboctonidae®, una de las especies de escorpio-
nes que habitan en el norte del Per.

Figura 2 Promedio del tamafio de los botones de crecimiento de C. albicans en milimetros (mm) frente a la actividad
del veneno de H. charcasus y controles positivo y negativo

Tamaiio del botdn (mm)

Concentraciones

Figura 3 Tamafio de los botones de crecimiento de C. albicans frente a la actividad del veneno crudo diluido
de H. charcasus y controles positivo y negativo.

CONTROL | CONTROL | CONTROL | [100%] [50%] [25%] [12.5%] [6.25%] [3.13%] [1.56%] [0.78%] [0.39%]
= ; PUREZA

dida albicans cepa 1

Nuestros resultados revelan que el veneno de escor-
pion de la especie H. charcasus present6 actividad
antifngica in vitro independientemente de las dos
cepas evaluadas, (cepas clinicas proporcionadas de
un Hospital de la region Lambayeque) que en con-

cordancia con otras especies de escorpiones arabes
como A. amoreuxi®, Leiurus quinquestriatus® e
incluso con actividad frente a C. tropicalis para el
caso del escorpion Pandinus imperator.?
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Estudios sobre la composicién quimica del veneno
de H. charcasus han sefialado una mezcla de protei-
nas de diferente peso molecular, entre ellas péptidos
en un rango de peso de 7-9.1 kDa.?¢%8

Existen escasos estudios que manifiesten sobre la
actividad antifangica de los péptidos contra las es-
pecies de Candida, pero se cree que el mecanismo
de accion es similar a los péptidos antibacterianos, de
poseer aminoacidos basicos y tener carga positiva favo-
recerian la interaccion péptido membrana, es esencial en
la actividad antiflingica de estos péptidos.?°

Por tal motivo buscando corroborar la actividad
antiflngica del veneno crudo diluido del escorpion
H. charcasus, en el presente estudio mediante el
método de microdilucion, mostré una CMI del ve-
neno crudo diluido y para la otra cepa no present6
una inhibicion total del crecimiento, la posible razén
detras de esto, podria deberse a la inestabilidad de
los péptidos presentes el veneno crudo diluido des-
pués de su obtencion, tal como sucede con el pépti-
do antimicrobiano Vejovina del veneno de Vaejovis
mexicanus después del ordefio origina un péptido
mas corto y asi disminuyendo su actividad antimi-
crobiana® o por otro lado el caso del péptido Estig-
murina del veneno del escorpion Tityus stigmurus,
considerando que la hidrofobicidad del péptido,
junto con una carga neta positiva en una disposicién
anfipética, se considera un requisito importante para
su actividad antimicrobiana®, con esto se pone de
evidencia su capacidad inhibitoria, que es coinci-
dente con venenos de escorpion de otras especies y
gue sin embargo trabajaron con los componentes
purificados, que también reportan tener actividad
antifingica como el caso de veneno del escorpion
Chaerilus tricostatus con el péptido Ctriporina con
actividad frente a C. albicans.®

El veneno de los escorpiones posee componentes
bioactivos frente a diferentes microorganismos (pro-

tozoarios, bacterias, hongos), ademas en estudios
101

recientes han reportado su composicién quimica
como peptidos, la mayoria no presentan puentes
disulfuro, son catidnicos y exhiben una gran activi-
dad antimicrobiana de amplio espectro contra dife-
rentes bacterias Gram-negativas y Gram-positivas,
ademas estan compuestos por aminoéacidos hidrofo-
bicos y adicionalmente, presentan residuos catiéni-
cos que incrementan la permeabilidad de la mem-
branas de microorganismos gram-positivos®, asi
como también se manifiesta su accion frente a los
hongos, algunos de estos péptidos muestran un gran
alternativa para el desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos (antibidticos o antifungicos) contra las
infecciones de superbacterias u hongos resistentes a
antimicrobianos convencionales,226:34:%
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