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Fisiopatología
Efecto de la Carbamilcolina y el veneno de escorpión Tityus zulianus
en la secreción de proteínas de los acinos pancreáticos aislados de
ratón NIH
Fecha de recepción: 22/07/2018
Fecha de aceptación: 28/11/2018 

El envenenamiento accidental con el escorpión Tityus zulianus (Tz) produce manifestaciones
clínicas principalmente cardiopulmonares. Sin embargo, en modelos experimentales con ratones
BALB/c se ha demostrado que el veneno de Tz (TzV) produce daño pancreático y aumento de
las concentraciones séricas de catecolaminas. El objetivo de este estudio es determinar los
mecanismos fisiopatológicos asociados a la hiperestimulación autonómica que conduce al
desarrollo de la pancreatitis en un modelo experimental de acinos pancreáticos aislados. Los
acinos pancreáticos se obtuvieron a partir de pancreata de ratón sometida a la digestión con
colagenasa, con lo cual se separan los acinos que posteriormente se mantienen en baño
térmico. Una vez estabilizados los acinos, se aplicaron tratamientos con carbamilcolina (Cch) y/o
TzV a diferentes concentraciones para evaluar la secreción de proteínas en una curva
concentración respuesta. Los niveles de proteínas y tripsina se determinaron por
espectrofotometría. Los resultados muestran que tanto la Cch (5-30μM) como el TzV (2,5-
128,5μg/ml) incrementan significativamente de forma dependiente de la concentración la
liberación de proteínas al medio extracelular. Adicionalmente, se observó que al administrar en
forma conjunta, Cch 10 μM y TzV 128,5 μg/ml se produce un efecto sinérgico (180±2%), el cual
consiste en un incremento superior a lo observado cuando se aplican de manera individual. En
conclusión, el TzV incrementa significativamente la secreción de proteínas ya sea de forma
individual o en combinación con la Cch, con lo cual se mimetizan los efectos del neurotransmisor
endógeno acetilcolina (Ach).

Palabras Claves:acinos pancreáticos; Tityus zulianus; carbamilcolina; veneno de escorpión;
secreción de proteínas.

Abstract 

Accidental poisoning with the scorpion Tityus zulianus (Tz) produces mainly cardiopulmonary
clinical manifestations. However, in experimental models with BALB/c mice it has been shown
that the venom of Tz (TzV) causes pancreatic damage and increased serum catecholamines
values. The objective of this study is to determine the pathophysiological mechanisms associated
with autonomic hyperstimulation leading to the development of pancreatitis in an experimental
model of isolated pancreatic acini. The pancreatic acini were obtained from mouse pancreata
subjected with collagenase digestion, whereby the acini are separated and subsequently kept in
a thermic bath. The stabilized acini were treated treatments with different concentration
carbamylcholine (Cch) and / or TzV to evaluate the secretion of proteins in a concentration
response curve. Protein levels were determined by spectrophotometry. The results show that
both the Cch (5-30μM) and the TzV (2.5-128.5μg / ml) significantly increase the release of
proteins to the extracellular medium of concentration-dependent of Cch and TzV. Synergistic
effect were observed with the combinations Cch 10 μM and TzV 128.5 μg/ml in this order with
any increment of 180 ± 2%proteins secretion. In conclusion, TzV significantly increases protein
secretion either or in combination with Cch, which mimics the effects of the endogenous
neurotransmitter acetylcholine (Ach).
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Introducción

La evolución del envenenamiento escorpiónico puede cursar con el desarrollo de una variedad
de síntomas que desencadenan síndromes que pueden comprometer la vida de los pacientes
cuando no se administra el tratamiento adecuado. En Venezuela, la mayoría de los escorpiones
del género Tityus (familia Buthidae) producen cuadros sintomáticos severos (1,2). El Tityus
zulianus (Tz), que habita regiones del Sur del Lago de Maracaibo y el Norte del estado Mérida(3)
produce envenenamientos con síntomas principalmente cardiorespiratorios que se asocian a
una hiperestimulación autonómica (4).

En modelos experimentales in vivo, con ratones BALB/c, se ha demostrado que el veneno de Tz
(TzV) es capaz de producir hiperestimulación autonómica: sialorrea; diarrea; parálisis espásticas
en miembros posteriores a lo cual se suma el desarrollo de pancreatitis aguda (5).

El objetivo del presente estudio es determinar la secreción de proteínas al medio extracelular en
un modelo experimental in vitro constituido por la suspensión de acinos pancreáticos de ratones
provenientes del National Institutes of Health (NIH). Esta secreción será inducida por un análogo
de neurotransmisor endógeno denominado carbamilcolina (Cch) y por el TzV en curvas
concentración – respuestas. Además, se determinará si existen efectos sinérgicos o
potenciadores cuando ambos componentes se administran en conjunto.

 

  

  

  

  

  

  

Métodos

Obtención del TzV

Los escorpiones Tz, fueron colectados en el pueblo de Santa Cruz de Mora, y Mesa de Bolívar,
Edo. Mérida, al oeste de Venezuela. Se clasificaron de acuerdo a los criterios planteados por
González – Sponga (6). Los venenos fueron obtenidos por estimulación manual del telsón según
el método de Zlotkin E. & Shulov A. (7) y liofilizado a -50°C y 35 mBar de presión (Virtes, modelo
10-010). Se liofilizó el TzV de un pool de 35 escorpiones y se reconstituyó en NaCl al 0,9%
(Sigma Aldrich S7653). Posteriormente, se centrifugó a 12000g por 10 minutos para eliminar el
material insoluble (Eppendorf®, Modelo-5804R). Se determinaron las proteínas contenidas en el
sobrenadante mediante el método de Lowry, con el uso de BSA (Armour Pharmaceutical Co.)
como estándar (8). Finalmente, se congeló en nitrógeno líquido y se almacenó a -20°C hasta el
momento del ensayo.

Obtención de los acinos pancreáticos

Los acinos se obtuvieron de acuerdo al método descrito por Bruzzone et al. (9) y Williams J.
(10). El estudio se realizó en ratones NIH con peso comprendido entre 20-30g, mantenidos con
alimento comercial, el cual fue suspendido 12 horas previo al sacrificio, y agua ad libitum. 

Se sacrificaron por dislocación cervical y se extrajo la pancreata por laparotomía medial. Una
vez extraída se colocó en solución amortiguadora de fosfato 0,2M (PBS: NaH2PO4 H2O;
Na2HPO4 7H2O) con cóctel inhibidor constituido por: 5,5 μl de cada uno de los siguientes
inhibidores de proteasas: aprotinina 2mg/ml (Roche, ROAPRO); pepstanina 1mg/ml (Roche
PEP-RO); PMSF 10 mg/ml (Sigma 78830) y leupeptina 1mg/ml (Sigma L-5793). Se burbujeó con
carbógeno 95% O2 y 5% CO2 (BOC Gases de Venezuela C.A.) durante todo el ensayo. La
pancreata fue seccionada con tijeras de disección y el tejido adiposo fue removido de la
superficie del PBS con pipetas Pasteur®. Se realizó un mínimo de tres lavados con PBS sin
inhibidores en hielo.

Aislamiento de los acinos

Los acinos se separaron por digestión con colagenasa tipo I (SIGMA C0130). Posteriormente, se
incubaron en baño de agua (Precision Scientific modelo 25) con agitación constante durante 10
minutos a 37°C. La suspensión de acinos fue pasada suavemente a través de una aguja de 18G
con una inyectadora estéril para ser devuelta al envase, procedimiento que se repite una vez
más desde la incubación. A continuación se adiciona el medio de lavado frío KRB-HEPES
modificado: NaCl 135,0 mM (Sigma Aldrich S7653), KCl 4,8 mM (Hopkin & Williams); CaCl2, 1,0
mM (Merck 2382); KH2PO4 1,2 mM (Merck 4873); MgSO4 1,2 mM (Merck); NaHCO3 5,0 mM
(Hopkin & Williams); glucosa 5,0 mM (Merck 8342); HEPES 12,5 mM (Promega H5303); 80 mg
de BSA (Armour Pharmaceutical Co); 30 mg de glicina (Sigma G7176); a pH 7,6 y se deja en
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reposo sobre hielo por 15 minutos. Posteriormente, se removió un tercio de la solución
superficial para eliminar restos del tejido graso y el exceso de colagenasa y luego se repuso el
volumen removido con solución de lavado, este procedimiento fue repetido dos veces.

Esta suspensión de acinos pancreáticos se pasó a través de una malla de nylon de 100 μm
(Millipore) con la finalidad de remover el resto de los componentes no deseados. Posteriormente,
se transvasaron los acinos a un vaso de precipitado de 10mL, se añaden 5 mL de medio de
suspensión 1 (10 ml de medio de lavado; 10 mg de BSA) a 5ºC y se deja en reposo por 15 min
sobre hielo para separar los acinos (precipitados) del componente graso (superficial).

Finalizado este procedimiento se removió el componente graso hasta un tercio del volumen total,
se lavaron los acinos con dos tercios de solución de lavado para eliminar el exceso de BSA.
Luego, se añadieron 5 ml de medio de suspensión 2 (10 ml de medio de lavado con 5,5 μl de
cada uno de los siguientes inhibidores de proteasas: aprotinina 2mg/ml; pepstanina 1mg/ml;
PMSF 10 mg/ml y leupeptina 1mg/ml) a 5ºC, se repite el procedimiento aplicado con la solución
1, y se ajustó a un volumen final de 2,5 ml de medio de suspensión 2. La suspensión de acinos
obtenida finalmente fue distribuida en una placa para ELISA, 90 μl en cada pozo y se incubó en
el baño térmico con agitación constante a 37°C durante 30 minutos.

Luego de la estabilización, se adicionaron diferentes concentraciones de Cch 0,1μM - 30
μM/pozo (0,0018-5,47 μg/ml) y TzV 10-4 μg - 30μg/pozo. Cada tratamiento se realizó por
duplicado. Adicionalmente, se hizo una combinación de la Cch más el TzV y se realizó una curva
concentración respuesta. El tiempo de incubación fue de 15 minutos para todos los ensayos.

Terminado el tiempo de incubación se retiró la suspensión de acinos de cada pozo y se colocó
en tubos Eppendorf® de 500 μl. La suspensión fue centrifugada a 20854G por 10 minutos a 4°C.
Se separó el sobrenadante y se resuspendió el sedimento en 20 μl de solución de lisis: Tris base
50mM (Promega H-5131); NaCl 0,25M: EDTA 5mM (Sigma ED 2SS); NaF 4mM (Mallinckrodt
Chemical Works); Triton X-100 al 1% (Sharlau TR0444). El sobrenadante y el sedimento fueron
almacenados a -20°C hasta el momento del ensayo.

Paralelamente, se tomó una alícuota para verificar la morfología acinar en microscopio a 40x sin
tinción. Una vez transcurridos los 30 minutos de estabilización se determina la viabilidad celular
con azul de tripano y el número de acinos por ml en cámara de Newbauer.

Determinación de proteínas secretadas al medio extracelular

La concentración de proteínas secretadas al medio extracelular en el sobrenadante se determinó
según el método de Lowry modificado por Peterson (11). En resumen, se precipitaron las
proteínas con deoxicolato de sodio (DOC) al 0,15% y ácido tricloroacético (TCA) al 72%,
posteriormente se aplicó el método de Lowry y la concentración de proteínas se determinó con
base a una curva estándar de albumina (0-10μg/ml) en un espectrofotómetro (Beckman, DU
640B) a 750 nm. A los acinos precipitados con solución de lisis se le aplicó el mismo
procedimiento con la finalidad de determinar las proteínas totales.

Determinación de la secreción de tripsina

La actividad de tripsina se determinó mediante el método descrito por Bergmeyer et al. (12). En
resumen, se determinó por espectrofotometría a una longitud de onda de 253 nm, con cinco
lecturas continuas cada minuto, donde se utilizó el N- α- Benzoil-L- Arginina etil éster (BAEE)
como sustrato. La reacción se basó en la siguiente ecuación:

BAEE + H2O Tripsina→ N-Benzoil-L-Arginina + Etanol

Una unidad BAEE de actividad de tripsina a 253 nm con BAEE como sustrato a pH 7,6 y 25 º C
produce 0,001U x min, en un volumen final de 3,20 ml. Además, se realizó una curva patrón en
función del tiempo con una concentración estándar de tripsina (T4019 Sigma). Las
concentraciones del patrón de tripsina utilizada comprendían valores entre 425-575 U/mL.

Determinación de la secreción de amilasa

El principio del método utilizado se basa en el procedimiento descrito por Caraway W. (13). En
resumen, consiste en colocar 250μL de sustrato (almidón 0,4g/L; solución de fosfato a pH 7 y
estabilizador) en el tubo control y en los tubos que contienen las muestras. Se incubó en baño
térmico a 37ºC por 2 minutos. A cada tubo se agregó 50 μL de muestra problema y el
equivalente en agua en el tubo control. Posteriormente se incubó en baño térmico a 37ºC
durante 7,5 minutos. Seguidamente, se añadieron en todos los tubos 250μL de reactivo
indicador (yodato de potasio 16,7mmol/L; yoduro de potasio 271mmol/L y HCl 112 mmol/L) más
2 mL de agua destilada, se mezcló y luego de 5 minutos se determina la absorbancia a una
longitud de onda de 660nm.

Aspectos éticos: Este estudio fue evaluado por el Comité de Bioética del Instituto de Medicina
Experimental, Facultad de Medicina de la Universidad Central de Venezuela.

Análisis de datos: Los resultados se expresaron como la media aritmética ± el error estándar
de la media (EEM). El análisis estadístico de las diferencias fue realizado mediante el uso de la
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Prueba “t” de Student o el análisis de varianza de una vía (ANOVA). Los valores de p< 0,05
fueron considerados estadísticamente significativos. El análisis y la elaboración de los gráficos
se realizaron con el software de Microsoft® Office Excel 2003 y el programa GraphPad Prism®
versión 5.0.3.

 

  

  

  

  

  

  

Resultados

Aislamiento e Identificación de los acinos pancreáticos

Una vez aplicado el método descrito para la obtención de acinos, éstos fueron identificados
mediante microscopía de contraste a 40x. La concentración obtenida de la suspensión de acinos
pancreáticos aislados de ratón fue de 3x 104 células/ ml y el número de células acinares en cada
pozo fue 2,7x 103 células.

Figura 1. Identificación de las células acinares aisladas de pancreata de ratón NIH.
Microscopio de contraste 40x, sin tinción. Escala aproximada de la barra (10μm)

La viabilidad celular se determinó en cada punto de la curva dosis respuesta. El porcentaje de
viabilidad obtenido fue 90,6±3,14%, sólo se observó una disminución significativa en este
parámetro cuando se comparó el control vs Cch 30μM más TzV 128,5 μg/mL (figura 2).

Figura 2. Porcentaje de Viabilidad celular en controles y bajo los diferentes tratamientos.
Los resultados se expresan como el porcentaje de viabilidad, cada barra representa el promedio
± EE n=5 experimentos individuales por duplicado. ANOVA (F=6.534).

Efecto de la Cch y el TzV sobre la secreción de proteínas totales al medio extracelular en
acinos pancreáticos aislados

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la Cch produce un incremento de la
secreción de proteínas en acinos pancreáticos aislados que siguen una tendencia lineal, la cual
se hace significativa a partir de 0,91 μg/ml con respecto al basal. Así mismo, el TzV también
posee un efecto que depende de la concentración a partir de 2,5μg/mL y resultó significativo a
partir de 128,5 μg/ml (ver figura 3).
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Figura 3. Secreción de Proteínas de los acinos pancreáticos aislados inducida por Cch y
TzV. Cada punto representa el promedio ± EE de n=3 experimentos individuales por duplicado.
Para Cch: r=0,87; P=0,0021 y para TzV: r=0,84; P=0,0006.

Efecto de la Cch y el TzV sobre la secreción de enzimas (amilasa y tripsina) al medio
extracelular en acinos pancreáticos aislados 8

La figura 4 muestra la cinética dosis respuesta de la liberación de amilasa a concentraciones
crecientes de Cch y TzV, donde se puede observar que la liberación de amilasa es
concentración dependiente tanto para la Cch como para el TzV.

Figura 4. Efecto de Cch y TzV sobre la actividad de amilasa secretada. Cada punto
representa el promedio ± EE, n=5 experimentos individuales por duplicado. Valor basal
(1,97U/mg de proteína). Ajuste de la curva (líneas punteadas) r=0,98 para Cch y r=0,94 para
TzV. LogCE50= 0,56 para Cch y Log CE50=0,54 para TzV. Emax=7,74 para Cch y Emax=6,94
para TzV.

Con relación al efecto de la Cch sobre la actividad específica acumulada de la tripsina se
observó que ésta es dependiente de su concentración como se muestra en la figura 5. El efecto
de TzV sobre la actividad específica acumulada de tripsina no es dependiente de la
concentración de veneno ya que un incremento en la concentración de veneno no produce
variaciones significativas en la actividad de la enzima (ver figura 5).

Al combinar el análogo del secretagogo endógeno más el veneno (Cch10μM+TzV 128,5 μg/ml)
se observa la máxima actividad de tripsina (figura 5, línea punteada).
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Figura 5. Efecto de la administración de Cch, TzV y su combinación sobre la actividad
especifica acumulada de tripsina. Cada punto representa el promedio ± EE de la actividad
acumulada de tripsina. n=3 experimentos por duplicado. Control-basal=47,03U/mg de proteína.
r=0,99 para Cch y r=0,94 para TzV. CE50= 2,88 para Cch y CE50 =1,10 para TzV. **P<0,01. La
línea punteada indica la actividad específica acumulada de tripsina cuando se realizó la
combinación Cch 10μM y TzV 128,5 μg/ml.

En la figura 6 se muestran los efectos máximos en porcentaje sobre el basal de los tratamientos
administrados. Los parámetros estandarizados fueron la secreción de proteínas, la actividad de
amilasa y de tripsina. Se puede observar que la Cch y el veneno superan significativamente el
valor basal y la combinación de Cch + TzV es significativamente superior a la de los tratamientos
individuales, lo que sugiere un efecto potenciador de dicha combinación. Así mismo la secreción
de proteínas totales liberadas al medio extracelular sigue el mismo comportamiento del
componente enzimático.

Figura 6. Efecto de Cch, TzV y la combinación sobre la actividad enzimática y la secreción
de proteínas estandarizada del porcentaje sobre el basal al medio extracelular (% sobre el
basal). Cada barra representa el promedio ±EE, n=3 experimentos por duplicado. Anova
F=7.190. *P<0,05. r=0,99 para Cch y r=0,94 para TzV.

 

  

  

  

  

  

  

Discusión

La viabilidad celular en la suspensión de acinos pancreáticos aislados fue superior al 90% y sólo
se observó una disminución significativa cuando se combinaron las concentraciones más
elevadas de Cch y TzV (30μM y 128,5 μg/ml, respectivamente). Es posible que esta
combinación descrita ejerza un efecto tóxico a las concentraciones descritas, debido a que se
produce una mayor liberación de enzimas proteolíticas por Cch. Éste tiene un efecto inductor
que al adicionarse junto al TzV produce un efecto potenciador en cuanto a la liberación de
proteínas. Por consiguiente, las enzimas así liberadas pueden generar autodigestión de
proteínas estructurales, la liberación de enzimas lisosomales, lo cual puede conducir a
fenómenos apoptóticos, y daños por procesos inflamatorios (14,15). El efecto pancreatotóxico
inducido por el veneno de escorpión ha sido descrito anteriormente en lóbulos pancreáticos (16)
y en estudios de histopatologías (17).

Adicionalmente, los mecanismos propuestos se soportan con los ensayos que evalúan la
secreción de proteínas del acino pancreático al medio extracelular, como se describe en la figura
3. La secreción de proteínas inducida por la Cch sigue una tendencia exponencial característica
de una curva dosis respuesta, a diferencia del TzV que parece inducir una liberación significativa
de proteínas sólo a 128,5 μg/mL y se mantienen estables a concentraciones menores. Este
efecto de la Cch sobre la secreción de proteínas en acinos pancreáticos ha sido descrita por
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varios autores (18, 19, 20, 21, 22) y ésta se explica debido a la respuesta que ejerce la
acetilcolina sobre los receptores muscarínicos (M1 y M3) los cuales promueven los mecanismos
de liberación asociados al incremento intracelular de calcio inducidos por la activación de
proteínas G y la generación de segundos mensajeros (23, 24, 25, 26, 27).

Por otra parte, las toxinas α y β presentes en TzV (28) aumentan la conductancia de los canales
de sodio, los cuales pueden asociarse a los canales de calcio, que en tejido no excitable
incrementan la concentración intracelular de este ion y en consecuencia tiene lugar la migración
de las vesículas con alto contenido proteico, su fusión con la membrana celular y la posterior
liberación de las proteínas al medio extracelular. Resultados similares han sido obtenidos en
investigaciones que estudiaron la caracterización de receptores implicados en la secreción de
proteínas de los acinos pancreáticos aislados con el uso de Cch (22).

El marcador más frecuente utilizado para medir daño pancreático es el aumento en la actividad
de amilasa sérica (29,30). Bajo esta premisa se evaluaron los efectos de la Cch, el TzV y la
combinación de ambos sobre este parámetro. Al evaluar la curva dosis respuesta los resultados
para Cch fueron similares a los obtenidos en la secreción de proteínas secretadas al medio
extracelular, o sea siguen una tendencia exponencial con un LogCE50= 0,56μg/ml y Emax= 7,74
U/mg de proteínas. Estos resultados son comparables a los obtenidos por Williams y Gautam
(22,31) quienes describen una actividad máxima de alrededor de 7 U/mg de proteínas cuando se
administró Cch 10-6 M, en un modelo similar al de este estudio. El TzV produce un patrón de
secreción de amilasa similar al obtenido con la Cch y una CE50=0,54 μg/ml y Emax=6,94 U/mg
de proteína. Esto sugiere que la secreción de esta enzima sí responde a un patrón de efecto
dosis respuesta. No se encontró en la base de datos estudiada algún resultado que pudiera
compararse con el obtenido en este estudio. Por otra parte, el efecto del veneno de escorpión
sobre la secreción pancreática ha sido evaluado en otros modelos. En este sentido, Novaes en
un estudio donde recolectó jugo pancreático por canulación del conducto en ratas, demostró un
aumento en la actividad de amilasa inducida por efecto del veneno de Tityus serrulatus (21).

Con respecto a la actividad específica acumulada de tripsina se observó que la determinación de
ésta en el medio extracelular de la suspensión de los acinos es independiente de la
concentración de TzV administrada. No se encontró en la literatura consultada resultados que
permitieran realizar una comparación del efecto del veneno de escorpión sobre la actividad de
esta enzima. Este es uno de los motivos por lo cual la determinación de tripsina liberada se hace
importante, además, tanto los estudios in vivo como in vitro la involucran en el desarrollo de
pancreatitis porque ejerce un efecto activador sobre la liberación citosólica de catepsina B y el
consiguiente desarrollo del proceso inflamatorio (32). Adicionalmente, la liberación inicial de
tripsina de unas pocas células acinares puede estar asociada a mecanismos que involucran el
aumento intracelular de calcio y la consecuente activación de células estrelladas pancreáticas
que inducen, a su vez, la liberación y activación de enzimas pancreáticas que incluyen a la
tripsina.

En conclusión, estas evidencias conllevan a sugerir que el veneno de Tz conduce al desarrollo
de mecanismos que incluyen fenómenos proteolíticos asociados a una hiperestimulación del
receptor colinérgico por una excesiva liberación de Ach, la cual conduce a un aumento en la
liberación y activación in situ de las enzimas pancreáticas (33, 34, 35), las cuales pueden pasar
a circulación sistémica y servir como marcadores diagnósticos (amilasa y lipasa). Paralelamente
podría tener lugar un proceso de autodigestión producto de la liberación de enzimas proteolíticas
desde los ácinos. Si esta liberación se hace progresiva se activarían otros mediadores
proinflamatorios que al pasar a la circulación sistémica podrían inducir cuadros
cardiorrespiratorios ya demostrados en modelos in vivo y finalmente un síndrome de falla de
múltiple órganos ya descritos en la evolución de la pancreatitis (4,15).
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NOTA: Toda la información que se brinda en este artículo es de cará cter investigativo y con fines académicos y de
actualización para estudiantes y profesionales de la salud. En ningún caso es de carácter general ni sustituye el asesoramiento
de un médico. Ante cualquier duda que pueda tener sobre su estado de salud, consulte con su médico o especialista.


