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Tityus discrepans sobre las pruebas globales
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Resumen. El veneno del escorpion Tityus discrepans (Td) altera los tiem-
pos de coagulacion en humanos. En este trabajo se estudi6 el efecto in wvitro
de este veneno sobre el tiempo de tromboplastina parcial (TTP), el tiempo de
protrombina (TP) y su actividad coagulante directa, utilizando como substra-
to plasma humano fresco y/o fibrindgeno purificado. El veneno completo (VC)
fue fraccionado con una columna de exclusion molecular Protein Pak 125™
(0,5 mL/min, CH;COONH, 20 mM, pH 4,7). Seis fracciones (F1 a F6) eluye-
ron con tiempos de retencion entre 12,8 y 31 minutos. El VC (78-625 pug/mL)
y la fraccion F1 (10-42,5 ug/mL), acortaron el TTP; el VC (700-1000 pg/mL)
y la fraccion F6 (16,5-700 ug/mL), alargaron esta pruecba. El VC (40-240
ug/mL) y la fraccion F2 (5-40 ug/mL), prolongaron el TP. No se detect acti-
vidad coagulante parecida a trombina sobre plasma humano o fibrin6geno pu-
rificado. Estos resultados evidencian que en el veneno de Td existen compo-
nentes con accion procoagulante, que acortan el TTP. Ademas, presenta com-
ponentes anticoagulantes que inducen un alargamiento del TP y TTP.
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Effect of Tityus discrepans scorpion venom on global
coagulation test. Preliminary studies.
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Abstract. Tityus discrepans (Td) scorpion venom modifies clotting times
in humans. We studied the in @vitro venom effect on partial thromboplastin
time (PTT), prothrombin time (PT) and its direct clotting activity, using fresh
human plasma and purified fibrinogen as substrates. Whole venom (WV) was
fractioned with a Protein Pak 125™ molecular exclusion column (0.5 mL/min,
CH;COONH, 20 mM, pH 4.7). Six fractions (F1 through F6) with retention
times ranging from 12.8 to 31 min were obtained. WV (78 to 625 ug/mL) and
fraction F1 (10 to 42.5 ug/mL), shortened PTT; WV (700 to 1000 wg/mL) and
fraction F6 (16.5 to 700 ug/mL), prolonged PTT. WV (40 to 240 ug/mlL) and
fraction F2 (5 to 40 pg/mlL), prolonged PT. No thrombin-like activity was
found with this venom on human plasma or purified fibrinogen. Td venom
contains procoagulant components, able to shorten PTT. In addition, the
venom contains anticoagulant components which prolong PT and PTT.

Recibido: 30-01-2007. Aceptado:10-05-2007.

INTRODUCCION

Los escorpiones del género Tityus son
los responsables de los accidentes graves de
escorpionismo en Venezuela y por ende son
de importancia médica. Las regiones con
mayor incidencia de casos de escorpionis-
mo son los estados Falcon, Lara, Mérida,
Miranda, Monagas, Sucre, Trujillo, Zulia y
Distrito Capital (1). El veneno de estos ani-
males es una mezcla compleja de polipépti-
dos, enzimas, nucledtidos y lipidos con di-
versos efectos fisiologicos y farmacologicos,
los cuales pueden tener accion sobre insec-
tos, crustaceos, bacterias, parasitos, hongos
y mamiferos (2-10). De ahi el interés que
despiertan como posible fuente de nuevos
medicamentos o como herramientas para el
estudio de los procesos patologicos que de-
sarrollan las victimas de escorpionismo.

El veneno de Tityus discrepans esta
compuesto por mis de 205 componentes
bioactivos, entre los que abundan las neuro-

toxinas de origen proteico. Este veneno in-
duce en sus victimas una respuesta sistémi-
ca que incluye hipertension o hipotension,
taquicardia o taquipnea, hipotermia, leuco-
citosis, sialismo, miocarditis, pancreatitis y
sindrome de dificultad respiratoria; esta tl-
tima es la complicacion mas grave del es-
corpionismo. En paralelo con su neurotoxi-
cidad, el veneno contiene componentes ca-
paces de establecer un sindrome inflamato-
rio generalizado con liberacion de citoqui-
nas, asi como de inducir alteraciones en el
sistema hemostatico, manifestadas por pro-
longaciéon o acortamiento del tiempo de
tromboplastina parcial (TTP) y tiempo de
protrombina (TP), hemorragias digestivas y
hematoma cerebral masivo, las cuales su-
gieren la presencia de coagulacion intravas-
cular diseminada (CID) (11-20).

En todos los casos de escorpionismo
ocurridos en nuestro pais, donde se detec-
taron alteraciones en el TP y TTP, han esta-
do involucradas especies del género Tityus.
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Adn se desconocen los componentes res-
ponsables de este efecto y la manera de ac-
tuar de los mismos. Esto nos estimul6 a
evaluar in vitro la accion del veneno de T.
discrepans y sus fracciones sobre las prue-
bas basicas del sistema de la coagulacion, el
TTP y TP. Estas pruebas sirven como herra-
mienta para detectar alteraciones en algu-
na de las vias clasicas de la coagulacion (in-
trinseca o extrinseca), lo que facilita la in-
terpretacién de resultados con fines de in-
vestigacion y diagnostico.

MATERIALES Y METODOS

Los escorpiones utilizados en este es-
tudio pertenecen a la especie Tityus discre-
pans. Estos fueron colectados en las areas
urbanas y forestales de los altos mirandinos
y clasificados taxonémicamente por el Dr.
M.A. Gonzélez Sponga. Los animales fueron
anestesiados con CO, y el veneno se obtuvo
por estimulacion eléctrica del telson del
alacran, el cual se disolvié con agua destila-
da, posteriormente se centrifugé a 7.200 g
durante 30 minutos a 4°C en centrifuga
para eppendorf 5415C (Hamburgo, Alema-
nia). El sobrenadante se liofilizé en un liofi-
lizador LABCONCO (Kansas, USA) y se al-
macend a —80°C hasta el momento de su
uso.

El contenido proteico en el veneno, se
estimé mediante espectrofotometria a 280
nm utilizando un espectrofotémetro Spec-
tronic® GENESYS™ 2 (New York, USA), su-
poniendo que una unidad de absorban-
cia/cm de longitud de paso de luz a través
de la solucion, es equivalente a 1 mg/mL de
proteina (21).

El veneno completo (2,7 mg en 100 uL
de soluciéon CH;COONH, 20 mM a pH 4,7)
se fraccioné de forma semipreparativa so-
bre una columna Protein-Pack 125™ (0,78
X 30 ¢cm, Waters, Massachussets, USA), uti-
lizando un equipo de cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC, Waters Corpora-

tion 2996, Massachussets, USA) a 20°C, con
deteccion a 280 nm. La columna se equili-
br6 y eluy6 con el mismo tampén, a 0,5
mL/min, en condiciones isocriticas.

Se determiné el efecto de las fraccio-
nes aisladas sobre tiempo de tromboplasti-
na parcial (TTP) y tiempo de protrombina
(TP). Ademas, se determind, el efecto coa-
gulante directo de las fracciones sobre plas-
ma humano y solucion de fibrindgeno puri-
ficado. Estas pruebas se realizaron en forma
manual, debido a que cuando se trabaja en
presencia de secreciones animales, donde
pueden existir una variedad de proteasas e
inhibidores del proceso de la coagulacion,
los equipos automatizados no permiten de-
tectar cambios significativos durante la for-
macion de la fibrina, como por ¢jemplo la
estabilidad del codgulo.

Para la obtencion de plasma se extrajo
sangre de voluntarios sanos por puncién ve-
nosa. Los voluntarios firmaron el consenti-
miento informado vélido, avalado por el co-
mité de bioética del Instituto Venezolano
de Investigaciones Cientificas. La sangre se
mezclé con citrato de sodio al 3,8% en pro-
porcion 1:10. Se obtuvo plasma pobre en
plaquetas (PPP) centrifugando la sangre ci-
tratada a 1.312 g durante 15 minutos a 4°C
en centrifuga refrigerada 4227R R.C.F
METER (Milano, Italia). A cada muestra de
PPP se le determiné el TTP y TP en forma
manual tal como se describe mas adelante.
Las muestras que presentaron tiempos de
coagulacion dentro de los valores normales,
se mezclaron y almacenaron a —40°C, en ali-
cuotas de 1 mL, por un tiempo maximo de
1 semana.

El TTP (22) se determiné con los reac-
tivos y la metodologia de Diagndstica Stago.
En un tubo de borosilicato (10 X 75 mm) se
colocaron 0,1 mL de PPP y 0,1 mL de solu-
cion tampén Tris-HCI 50 mM con NaCl 150
mM a pH 7,4 (denominada desde ahora tam-
pon) y 0,1 mL de sustituto plaquetario acti-
vado denominado Ck-Prest-Diagndstica Sta-
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g0 (Asnieres-Sur-Seine, Francia). Esta mez-
cla se incub6 a 37°C durante 3 minutos,
luego se le agregd 0,1 ml de CaCl, 25 mM
a 37°C, se mezcelo y se determiné el tiempo
de coagulacion. Para evaluar el efecto del
VC y sus fracciones, se sustituy6 el volumen
del tampén por una soluciéon de veneno a
diferentes concentraciones. Para la inter-
pretacion de los resultados se comparé el
TTP obtenido en presencia del veneno
(muestra experimental), con el obtenido
con el tampén (muestra control).

Para la determinacion del TP (23) se
utilizaron los reactivos y la metodologia de
Dade®. En un tubo de borosilicato (10 X 75
mm) se colocaron 0,1 mL de PPP y 0,1 mL
de tampon. Esta mezcla se incub6 durante
2 minutos a 37°C; luego se le anadié 0,2
mL de factor tisular denominado trombo-
plastina C Plus Dade® (Marburg, Alemania)
preincubada a 37°C, se agité suavemente y
se determiné el tiempo de coagulacion.
Para evaluar el efecto del VC y de sus frac-
ciones, se sustituy6é el volumen de tampon
por una solucién de veneno a diferentes
concentraciones y se comparé el TP obteni-
do en presencia del veneno (muestra expe-
rimental), con el obtenido con el tampén
(muestra control).

Se evalu6 el efecto coagulante directo
del VC o sus fracciones sobre plasma huma-
no fresco o fibrin6geno bovino purificado si-
guiendo el método coagulante de Austen y
Rhymes (24). Para ello se colocaron 0,1 mL
de PPP o solucion de fibrin6geno (Sigma
Chemical Co, St. Louis, USA) al 0,3% en
tampon y 0,1 mL de una solucién de trom-
bina/tamp6n (2,5 Ul/mL) (Sigma Chemical
Co, St. Louis, USA) en un tubo de borosili-
cato (10 X 75 mm); se agité suavemente y
se determiné el tiempo de coagulacion.
Para evaluar la actividad semejante a trom-
bina en el VC y sus fracciones, se sustituyd
el volumen de trombina/tampén por una
soluciéon de veneno a diferentes concentra-
ciones (1-1000 wug/mL).

Los datos se analizaron con estadistica
no paramétrica. Los resultados son presen-
tados como la mediana y sus intervalos de
confianza (IC), al 90% con n = 3; calculado
por el método de Hodges y Lehmann (25).

RESULTADOS

El fraccionamiento de 2,7 mg de vene-
no completo del escorpion T. discrepans, se
presenta en la Fig. 1. El VCG se separ6 en 6
fracciones con los siguientes tiempos de re-
tencion 12,80, 21,50, 22,74, 23,81, 2595 y
31,00 minutos, respectivamente. Estas frac-
ciones fueron denominadas F1 hasta F6 y se
utilizaron para evaluar el efecto del veneno
sobre el TTP, TP y su actividad coagulante
semejante a trombina.

Para los ensayos se us6 una mezcla de
plasma de 5 voluntarios sanos, cuyos va-
lores de TTP y TP estaban dentro de los va-
lores normales: 38,6 (38,5-39,0) seg, y 13,2
(13,2-13,5) seg, respectivamente.

El efecto del VC y sus fracciones sobre
el TTP, se muestra en la Fig. 2. E1 VC a con-
centracion de 78 ug/mL, produjo un acor-
tamiento de 8 segundos con respecto al
control, valor que se mantuvo constante
hasta 625 ug/mL de VC. En contraste, a
concentraciones entre 700 y 1000 ug/mL
se observd un alargamiento progresivo del
TTP, hasta ser 44 segundos mayor que el
control.

La fraccion F1, a concentraciones en-
tre 10 y 42,5 pug/mlL, acorté de manera do-
sis dependiente el TTP desde 6 hasta 9 seg.
En cambio, la fraccién F6 a concentracio-
nes entre 16 y 700 ug/mL prolongd de ma-
nera dosis dependiente esta prueba desde 2
hasta 8 seg. Las fracciones restantes (F2 a
F5) no modificaron el TTP (resultados no
mostrados).

Los resultados en la Fig. 3 muestran
que el VC a concentraciones entre 40 y 240
ug/mL prolongaron de manera dosis depen-
diente el TP desde 9 hasta 21 seg. Este

Investigacion Clinica 49(1): 2008



Efecto del veneno del Tityus discrepans sobre la coagulacion 53

-
\

Absorbancia (280 nm)

0 30 60

Tiempo (min)
Fig. 1. Perfil de eluciéon del veneno de Tityus
discrepans (2,7 mg) fraccionado sobre
una columna Protein-Pack 125™ (7,8 X
300 mm, Waters), equilibrada y cluida
con CH,COONH, 0,02 M, pH 4,7; veloci-
dad de flujo de 0,5 mL/min. Las letras y
nimeros sobre los picos indican las
fracciones obtenidas.
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Fig. 3. Efecto del veneno completo y de la frac-

¢ion F2 obtenida por la columna Protein
Pak 125™ sobre el TP de plasma fresco
preincubado por 2 minutos a 37°C con
el veneno. Se graficaron las medianas y
sus IC del 90% de confianza, n = 3.
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Fig. 2. Efecto del veneno completo y de las
fracciones F1 y F6, obtenidas por la co-
lumna Protein Pak 125™ sobre el TTP
de plasma fresco preincubado por 3 mi-
nutos a 37°C con el veneno. Se grafica-
ron las medianas y sus IC del 90% de
confianza, n = 3.
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efecto se observd también cuando se utilizé
la fraccion F2, la cual entre 5y 40 ug/mL
prolongé el TP desde 2 hasta 40 segundos.
Las otras fracciones (F1, F3 a F6) no causa-
ron ningun efecto sobre este tiempo (resul-
tados no mostrados).

El veneno de T. discrepans ni sus frac-
ciones promovieron la coagulacion de plas-
ma humano fresco citratado o de una solu-
cion de fibrinégeno bovino purificado.

DISCUSION

El sistema de la coagulacion o hemos-
tasia secundaria se inicia a nivel de células
que expresan el factor tisular (FT), tales
como los fibroblastos expuestos después de
una lesion, células mononucleares, monoci-
tos, macréfagos y células endoteliales acti-
vadas. Por tal razén a este sistema se le de-
nomina modelo celular de la coagulacion y
se divide en tres fases denominadas inicia-
cion, amplificacién y propagacion. La fase
de iniciacién comienza cuando el FT ex-
puesto a nivel celular forma con trazas cir-
culantes de factor Vlla, el complejo enzima-
tico FT/factor VIla que activa al factor X y
al factor IX. El factor Xa genera trazas de
trombina, las cuales en la fase amplifica-
cién activan las plaquetas adheridas a la
matriz extravascular y a otros factores
como el VIII y XI. Finalmente en la fase de
propagacion, a nivel de la membrana pla-
quetaria activada, las enzimas (FIXa y FXa)
y sus respectivos cofactores (FVIIla y FVa)
forman complejos enzimaticos que permi-
ten una mayor generacién de trombina para
asegurar la formacién de un codgulo esta-
ble capaz de cumplir las necesidades
hemostaticas (26).

El sistema de la coagulacion, desde el
punto de vista didactico, también se divide
en tres vias denominadas intrinseca, extrin-
seca y comiun. Esta division es de utilidad
en laboratorios de diagnostico, ya que per-
mite determinar mediante las pruebas clasi-

cas TTP, TP y TT, el factor o los factores
que pueden estar alterados. El TP refleja al-
teraciones en los factores de la via extrinse-
ca de la coagulacion (factor tisular, facto-
res VII, X, V, y II), siendo muy sensible para
evaluar el factor VII y menos especifico para
los factores V, X y II. El TTP refleja altera-
ciones en la via intrinseca de la coagulaciéon
(factores XII, XI, IX, VIII, X, V, y II), v es
muy sensible a alteraciones de los factores
VIII y IX. Ambos tiempos también pueden
ser influenciados por niveles bajos de fibri-
négeno o por la presencia de inhibidores de
estos factores en su forma activa. El TT es-
tudia el tltimo paso de la cascada de la coa-
gulacion, y refleja la conversion de fibrino-
geno en fibrina por accion de la trombina
(22, 23, 27).

Los resultados de este trabajo, demos-
traron que toxinas presentes en el veneno
de Td, producen alargamiento o acorta-
miento del TTP y/o del TP, dependiente de
las concentraciones ensayadas (Figs. 2 y 3).
Este es, el primer estudio de los efectos del
veneno de Td sobre el TP y TTP in wvitro y
demuestra la existencia de componentes
con accion sobre la cascada de la coagula-
cion. Estos resultados concuerdan con alte-
raciones en ¢l sistema hemostatico observa-
das en victimas de escorpionismo (12, 14,
28, 29).

En Venezuela, un estudio de 205 pa-
cientes emponzoiniados por Tityus discre-
pans con sintomatologia local, sistémica
moderada o sistémica severa, revel6 que
6,5% de los pacientes con sintomatologia
local (n = 164) presenté alargamiento en
el TP; mientras que 39% de los pacientes
con sintomatologia sistémica severa (n =
41) presento alteraciones del TTP (prolon-
gacion o acortamiento) (14). Sin embargo
existen casos de escorpionismo donde am-
bas pruebas (TP y TTP) estan alteradas.
También se ha descrito en Venezuela el
caso de un nino de 9 afos de edad victima
de escorpionismo (con un ejemplar del gé-
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nero Tityus), que presenté hemorragia esto-
macal y prolongacion del TP y TTP (mayor a
25 y 60 segundos, respectivamente) (12).
En otro caso de escorpionismo, en la India
con un ejemplar del género Buthus, el pa-
ciente desarrollé prolongacion del TP y
TTP, presencia de productos de degrada-
cion del fibrinégeno y conteo de plaquetas
bajo (27); lo que sugiere en ambos casos
una coagulacion intravascular diseminada
(CID) (12, 28).

Adicionalmente, en el veneno de un
ejemplar del género Buthus se demostré la
presencia de componentes capaces de dis-
minuir el TP en animales de experimenta-
cion, sugiriendo activacion del sistema de
coagulacion (29).

Los resultados del presente trabajo, de-
muestran la presencia de componentes con
actividad procoagulante en el veneno de Td.
Al ser incubado plasma humano con VC se
observé acortamiento significativo del TTP.
Esta actividad procoagulante se aislé en la
fraccion F1. Al fraccionar el VC, el acorta-
miento del TTP se incrementé en un factor
de 1,80, ya que 78 ug/ml de VC acortaron
el TTP en 8 segundos mientras que con 42,5
ug/mL de F1 se acorté en 9 seg.

Dado el tiempo de retencién de F1
(12,80 min), sus componentes deben ser
las toxinas de mayor masa molecular pre-
sentes en el veneno completo de Td. El es-
tudio proteémico de este veneno revel6 la
presencia de 205 componentes con masas
moleculares entre 272 y 58.000 Da (11).
Del veneno de serpientes e invertebrados se
han aislado enzimas con masas moleculares
mayores a 30 kDa que presentan actividad
procoagulante (30, 31); probablemente las
toxinas del veneno de Td con actividad pro-
coagulante tengan masas similares a éstas.

La actividad procoagulante inducida
por venenos de animales puede ser debida a
proteasas que activan a los factores V, IX,
X, a la protrombina, o a proteasas con ac-
cion semejante a la trombina (31). Dado

que el efecto procoagulante inducido por el
veneno de Td se hace evidente con el TTP y
ligeramente con el TP, se sugiere que el o
los componentes procoagulantes acttian so-
bre la via comin, estos probablemente pue-
den ser activadores directos de la protrom-
bina o semejantes al factor Xa, asi como ac-
tivadores del factor X. La presencia de pro-
teasas semejantes a trombina se descartd
debido a que el veneno no coagulé plasma
fresco ni fibrindgeno purificado. La ausen-
cia de un efecto dosis respuesta en relacion
al acortamiento del TTP por el veneno de
Td, puede deberse a la presencia de un efec-
to anticoagulante también presente en el
veneno completo.

Los componentes del veneno respon-
sables del alargamiento del TTP y del TP se
aislaron en las fracciones F6 y F2, respecti-
vamente. Al fraccionar el VC, la actividad
anticoagulante sobre el TTP se incrementd
en un factor de 43,75. De manera similar,
la actividad anticoagulante sobre el TP se
incrementé en un factor de 4,40. Este
efecto anticoagulante podria ser debido a
un inhibidor tipo serpina, que actiie contra
proteasas de serina involucradas en el pro-
ceso de formacion de fibrina, o a una ac-
cion proteolitica sobre substratos como el
fibrin6geno.

En diversos venenos de invertebrados
(32-34), se han identificado proteasas se-
mejantes a la tripsina con actividad fibri-
no(geno)litica, y masas moleculares meno-
res o iguales que 30 kDa. Si el veneno de Td
contiene toxinas con actividades semejan-
tes a estas proteasas, el alargamiento del
TTP y TP podria explicarse por la presencia
de componentes fibrino(geno)liticos, lo
cual también explicaria el hecho que el ve-
neno no coagula plasma fresco ni fibrindge-
no purificado. Los productos de degrada-
cion de fibrin6geno que se forman, pueden
actuar como anticoagulantes.

La fraccion F6 es la dltima en eluir de
la columna de exclusion molecular ésta
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contiene los componentes de menor masa
molecular presentes en el veneno de Td y
prolonga de manera dosis dependiente el
TTP. Los componentes de esta fracciéon pu-
dieran actuar de manera semejante a los
anticoagulantes aislados del veneno del pa-
rasito intestinal Anisakis simplex y de los
hematofagos Triatoma infestans y Boophilus
calcaratus (30, 35-37). De estos invertebra-
dos se han aislado componentes con baja
masa molecular que prolongan de manera
dosis dependiente el TP y TTP, al inhibir
uno o varios factores activados de la via co-
mun de la coagulacion, como el factor Xa,
la trombina y/o el factor Va (35-37).

Para determinar los mecanismos pro-
coagulantes y/o anticoagulantes evidencia-
dos en este trabajo, estan en progreso es-
tudios con substratos purificados como fi-
brin6geno/fibrina, protrombina, substra-
tos deficientes en factor X y protrombina,
asi como substratos sintéticos que semejan
el sitio de accién de proteasas tipo serina
involucradas en la activacién del sistema
de la coagulacion o de la fibrindlisis. Ade-
mas se estd evaluando la presencia de com-
ponentes con accién inhibitoria sobre enzi-
mas como trombina y factor Xa. Estos
componentes pueden servir de herramien-
tas para el estudio del funcionamiento del
sistema hemostatico y/o como potenciales
agentes terapéuticos en procesos trom-
bo-embdlicos.
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