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RESUMEN

Morpheis ehrenbergii es una especie de lepiddéptero netamente mexicana, de la cual se
tiene la experiencia en México de que tras el contacto con la oruga aparecen
reacciones de prurito y urticaria. Otras especies de lepidépteros, se caracterizan por
que en su estado larval cuentan con pelos que poseen actividad urticante. El objetivo de
este trabajo fue estudiar propiedades fisicoquimicas del extracto acuoso obtenido de
pelos de la oruga M. ehrenbergii y su efecto como inductor de respuesta anafildctica
local y sistémica. Se colectaron orugas adultas y sus pelos se trituraron en solucién saling,
obteniendo un extracto acuoso del que se determiné concentraciéon de proteina, pH y
osmolaridad y se evalué su actividad citotéxica sobre mastocitos mediante el ensayo del
azul tripdn. La activacién in vitro de mastocitos por el extracto se analizé mediante la
cuantificacion de histamina secretada por espectrofluorometria y por medio del andlisis
microscopico de las células teiidas con rojo rutenio. La reaccién cutdnea se evalué por la
extravasaciéon generada tras la inyeccién intradérmica del extracto y la reaccién
sistémica por medio de la inyeccién intravenosa del mismo, registrando temperatura,
signos de anafilaxia sistémica y presién arterial. En cada ensayo se utilizaron extractos
acuosos con 0.22 y 0.45 ug de proteina/pl. El extracto presenté un pH de 5.5 y una
osmolaridad equivalente a la del plasma sanguineo, no generando citotoxicidad. El
ensayo in vitro con rojo rutenio mostré un aumento de 2.86 y 3.04 veces el porcentaje
de células activadas cuando los mastocitos fueron estimulados con el extracto en
comparacion con los mastocitos sin estimulo. Asi mismo, ambas concentraciones del
extracto acuoso indujeron un aumento significativo en la secrecién de histamina por las
células, de 1.92 y 4.35 veces respecto a la secrecidén espontdnea. En la anafilaxia
cutdneaq, el extracto nativo mostré un aumento de 1.4 veces la concentraciéon de azul de
Evans extravasado con respecto al extracto desnaturalizado. La inyeccién intravenosa
del extracto no provocd signos caracteristicos de choque anafildctico, aunque si hubo
una caida transitoria en la presién arterial (37%) y presencia de hemorragia en mucosa
anal. Todos estos resultados demuestran que moléculas proteicas presentes en los pelos
de M. ehrenbergii causan las reacciones urticantes generadas tras el contacto con la
oruga, ocasionadas por activacion de mastocitos cutdneos y liberacién local de
histamina. Ademds, una posible distribucidn sistémica de los componentes de los pelos
por piquetes masivos podria ocasionar una caida transitoria en la presién arterial y

hemorragias en mucosa anal.



ABSTRACT

Morpheis ehrenbergii is a clearly mexican Lepidoptera specie, of which we have the
experience in Mexico that after contact with the caterpillar appears pruritus and
urticaria reactions. Other species of Lepidoptera, are characterized because in their
larval stage it has hairs that have capacity for induce urticaria. The aim of this work was
to study physicochemical properties of aqueous extract obtained from the hairs of
caterpillar M. ehrenbergii and its capacity inducing local and systemic anaphylactic
response. Adult caterpillars were collected and their hairs were tritured in saline solution,
obtaining an aqueous extract that was determined protein concentration, pH and
osmolarity and it was evaluated for cytotoxic activity on mast cells by trypan blue assay.
In vitro activation of mast cells by the extract was analyzed by quantification of
histamine secreted by spectrofluorometry and through microscopic analysis of cells
stained with ruthenium red. Cutaneous reaction was evaluated by the plasma
extravasation induced after intradermal injection of the aqueous extract and systemic
reaction by recording temperature, signs of systemic anaphylaxis and blood pressure
after intravenous injection of the extract. In each assay aqueous extract were used at
0.22 and 0.45 pg of protein/pl. The extract exhibited a pH of 5.5 and an osmolarity
equivalent to that of blood plasma, generating no cytotoxicity. In vitro assay with
ruthenium red shows 2.86 and 3.04-fold more activated mast cells stimulated with the
extract, than mast cells without stimulation. Likewise, both concentrations of aqueous
extract induced 1.92 and 4.35-fold increase in histamine secretion compared to the
spontaneous one. In cutaneous anaphylaxis, native extract showed an increase of 1.4
times in concentration of Evans blue extravasated compared to denatured extract.
Intravenous injection of the extract does not cause characteristic signs of anaphylactic
shock in animals, although there was a slight fall in blood pressure (37%) and presence
of mucosa bleeding. These results demonstrate that protein molecules present in the hair
of M. ehrenbergii are able to cause urticaria reaction after contact with the caterpillar,
caused by activation of skin mast cells and local release of histamine. Moreover, a
systemic distribution of the components of hairs by mass pickets may result a transitory

fall in blood pressure and mucosal bleeding.



l. INTRODUCCION

1.1 Respuesta Inmune innata

El sistema inmune incluye dos subsistemas principales, de resistencia innata y el
adaptativo. Tanto el sistema innato como el adaptativo interactian continuamente entre

si para proporcionar una respuesta inmune eficaz (Clem, 2011).

El sistema inmune innato proporciona una primera linea de defensa contra agentes
patégenos. Sin embargo, estas respuestas no son especificas para un agente patégeno
particular y carecen de memoria inmunolégica. Las células inmunitarias innatas
responden especificamente a patrones moleculares asociados a patégenos o PAMPs que
son estructuras moleculares conservadas y compartidas por los microorganismos
pertenecientes a un mismo grupo (bacterias, virus, hongos, pardsitos helmintos,
protozoarios). Esto previene al sistema inmune innato de reconocer inadvertidamente
células huésped y atacarlas (Clem, 2011). Estos PAMPs son reconocidos a través de
receptores de reconocimiento de patrones o PRRs. Algunos PRRs estdn asociados a las
membranas de las células y otros son solubles. Ejemplos de PRRs incluyen, proteina
surfactante pulmonar, proteina C reactiva, receptores tipo toll (TLR), lectinas tipo C y
receptores tipo dominio de unién a nucleétidos (NOD). El reconocimiento de los PAMPs
por los PRR conduce a la activacién del complemento, a la opsonizacién y a la activacion

de las células y liberacién de citocinas u otros mediadores inflamatorios (Clem, 2011).

Las barreras naturales como la piel y las mucosas (Castrillén et al, 2008) constituyen
una de las principales lineas de defensa de la inmunidad innata. Estas barreras fisicas
se refuerzan con la acidez cutdnea y géstrica, las lisozimas y las colectinas, entre otros

(Epstein et al, 1997).

Las células de la epidermis (queratinocitos, de Langerhans, melanocitos), linfocitos T
gamma-delta (linfocitos T intraepiteliales), linfocitos natural killer (NK), fagocitos
mononucleares, mastocitos y células granulociticas también son importantes elementos de
la respuesta inmune innata y ayudan a unir la respuesta inmune innata a la respuesta
inmune adaptativa. En general todas las células de la inmunidad innata son necesarias
para desarrollar una respuesta inmune eficaz a través de la interaccién directa célula-

célula o mediante la secreciéon de mediadores solubles. (Clem, 2011).



Otros elementos antimicrobianos innatos importantes son las vias alterna y de lectinas
del complemento, los péptidos antimicrobianos (defensinas, catelicidinas e histatinas), las
citocinas, las quimiocinas y las especies reactivas del oxigeno y nitrégeno (Castrilldon et
al, 2008). Los elementos del complemento forman parte de la opsonizacién o aumento
de la susceptibilidad de los antigenos particulados a la fagocitosis y en el

desencadenamiento de una respuesta inflamatoria localizada.

La respuesta inflamatoria es otra parte esencial de la respuesta inmune innata. Es la
reaccion del cuerpo a la invasiéon de un agente infeccioso o cualquier tipo de daiio fisico.
La respuesta inflamatoria dirige productos del sistema inmune al drea de infeccién o
dafio y es caracterizada por los signos cardinales de enrojecimiento, calor, dolor,

tumefaccién y pérdida de la funcién (Clem, 2011).

1.2 Inflamacién

La inflamacién es una serie de reacciones homeostdticas que involucra a los
mecanismos inmunolégicos humorales y celulares para proteger al organismo. Si esta
reacciéon resulta exagerada o crénica, no cumple su funcién y ocurren cambios

patolégicos.

Se caracteriza por una reaccidén vascular inicial a un estimulo localizado
(reconocimiento antigénico o lesién tisular) con liberacién de mediadores vasoactivos,
una reaccién celular de reclutamiento de células inflamatorias (leucocitos
inmunocompetentes) que depende de la adhesién leucocitaria, y una reacciédn tisular en
la que los leucocitos liberan mediadores inflamatorios, provocando los efectos deseados

(eliminacién del antigeno) o no (destruccién tisular) (Von Andrian y Mackay, 2000).

1.2.1 Reaccién vascular

Cuando algin agente externo actia sobre los mastocitos, provoca la liberaciéon de
histamina. Esto induce la activaciéon del endotelio y vasodilatacion, con incremento del
flujo sanguineo local, con optimizacién de la llegada de los leucocitos al sitio de
inflamacién e incremento del tiempo de permanencia o residencia de los leucocitos en la

superficie vascular (Macias, 2006).
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1.2.2. Reacciéon celular: reclutamiento de células inflamatorias

El fendmeno inflamatorio se desencadena por diferentes estimulos que inducen la
liberacién de mediadores proinflamatorios endégenos, que a su vez inducen la
activaciéon endotelial. El endotelio activado incrementa la expresion de diferentes
moléculas de adhesién, que incluyen la E y P-selectinas, proteina vascular de adhesién
celular-1 (VCAM-T1) y molécula de adhesién intercelular-1 (ICAM-1). Ademds, las células
endoteliales activadas liberan factores quimiotdcticos con efectos sobre la sintesis de
factores procoagulantes y una mayor susceptibilidad a la apoptosis. Los factores
enddégenos que inducen activaciéon endotelial son sintetizados principalmente por los

macréfagos, como el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a.), la interleucina (IL) -1 y el

interferéon (IFN) y. El TNF es el principal estimulo que induce la expresion de las
moléculas de adhesién en el endotelio activado. Una vez que el endotelio es activado,
la extravasaciéon de los leucocitos transita por los 4 pasos conocidos: rodamiento,

activacién, adhesién y migracién transendotelial (Von Andrian y Mackay, 2000).

Rodamiento Activacién Adhesién Extravasacion

1 A ) £)
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Fig. 1. Representacién esquemdtica de la migracién transendotelial o
diapédesis. (Kuby, 2007).

Es importante mencionar que otro elemento clave en el fenémeno inflamatorio es el
estimulo quimiotdctico, responsable de la atraccién de los leucocitos al foco inflamatorio.
Diferentes factores solubles son capaces de inducir quimiotaxis, incluyendo el factor de
activaciéon plaquetario (FAP), algunos leucotrienos, las prostaglandinas y el fragmento
del complemento C5a. Sin embargo, el principal estimulo de extravasacién leucocitaria
son las quimocinas, polipéptidos de bajo peso molecular sintetizados por una amplia
variedad de tipos celulares, como las células endoteliales, las plaquetas y los leucocitos.
Los principales efectos de las quimocinas sobre los leucocitos ademds de la
quimioatraccion son la induccién de activaciéon celular y la regulacién de la actividad de

las integrinas leucocitarias (Macias, 2006).
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1.2.3. Reaccion tisular

Cuando ocurre una reaccién o cambio en el tejido celular vivo se da una reaccién
fisular  caracterizada por una respuesta inflamatoria donde leucocitos liberardn
mediadores inflamatorios, obteniendo como desenlace la eliminaciéon del antigeno que
ha causado el proceso de inflamacién o de destruccién del tejido (Macias, 2006), junto

con el inicio de la cicatrizacién o reparacién de los tejidos afectados

1.3 Mastocitos

Los mastocitos derivan de células madre hematopoyéticas. Normalmente circulan como
progenitores inmaduros que ingresan a sitios periféricos para después madurar a nivel
local. En vertebrados, los mastocitos son ampliamente distribuidos en todo tejido
vascularizado, en particular cerca de superficies expuestas al ambiente externo,
incluyendo la piel, vias respiratorias y tracto gastrointestinal. Los mastocitos estdn bien
posicionados para ser una de las primeras células del sistema inmune para interactuar
con antigenos ambientales, toxinas derivadas del medio ambiente o patdégenos

(Kitamura, 1989; Galli et al, 2005a).

Fig. 2. Mastocito peritoneal intacto de rata mostrado por
micrografia electrénica de transmisién (A) y micrografia
electrénica de barrido (B) (Lundesquist y Pejler, 2010).

Los mastocitos son células de larga vida que pueden volver a entrar al ciclo celular y
proliferar después de una estimulaciéon adecuada. Dependiendo de sus caracteristicas,
la expansién local de poblaciones de mastocitos puede ocurrir por diversos procesos
ademds de su proliferacién, incluyendo la supervivencia y/o la maduracién local de los
progenitores. El incremento en el nimero de mastocitos, y cambios en su distribuciéon a
tejidos y/o caracteristicas fenotipicas puede ocurrir durante las respuestas Th2 y otros

factores asociados con la inflamacién persistente. Las respuestas Th2 también estdn
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asociadas con un mayor nimero de baséfilos circulantes y células hematopoyéticas que
pueden secretar mediadores, como histamina, que es también producida por los
mastocitos (Galli y Tsai, 2010). Se ha demostrado que los mastocitos poseen una serie
de funciones beneficiosas, sobre todo en el contexto de la inmunidad innata a las

bacterias y los parasitos (Lundequist y Pejler, 2010).

Los factores ambientales y genéticos pueden controlar muchas caracteristicas clave de
poblaciones de mastocitos. Estas caracteristicas incluyen proliferaciéon  celular,
supervivencia, y fenotipo, asi como la susceptibilidad de los mastocitos a la activacién
por varios estimulos generados durante la respuesta inmune innata o adquirida (Galli y

Tsai, 2010).

Ademds de jugar un papel importante en la promociéon protectora de la respuesta
inmune innata y adaptativa y ser importantes para la tolerancia inmune (Moon et al,
2010), los mastocitos dirigen varios procesos biolégicos en la piel, tales como la
cicatrizacién y la remodelaciéon tisular. Su participacién en estos procesos puede ser
efectuada directamente por la induccién de la proliferaciéon de células epiteliales,
fibroblastos y angiogénesis o indirectamente por la interaccién con el sistema nervioso
de una manera bidireccional. Esta interaccién mastocito-neurona estd involucrada
ademds en la supresién inmune inducida por radiacién UV y en la inflamacién de la piel
estimulada por la activacién local del eje hipotdlamo-hipéfisis-adrenal (HPA) (Rao y

Brown, 2008).

Por otra parte, se han descrito dos subtipos principales de mastocitos en roedores:
mastocitos de la mucosa (MMC) y mastocitos del tejido conectivo (CTMC). Estos difieren
en localizacién, tincién histoquimica, contenido de proteasa y proteoglicanos y factores

de crecimiento que requieren para su diferenciacién (Rao y Brown, 2008).

Los MMC son encontrados principalmente en la mucosa del intestino y pulmones, sus
grdnulos contienen sulfato de condroitina  como  principal proteoglicano,
preferencialmente dos tipos de quimasas (proteasas de mastocitos de ratén [mMCP]-1, -
2) y relativamente menor cantidad de histamina (Ruitenberg y Elgersma, 1976). Las
CTMC se encuentran principalmente en la piel y cavidad peritoneal, sus grdnulos

contienen heparina, grandes cantidades de histamina y dos tipos de quimasas (mMCP-4,
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-5), dos tipos de triptasas (mMCP-6, -7) y carboxipeptidasa A. Su desarrollo no
depende de células T (Kitamura, 1989).

Una de las rutas principales por los cuales los mastocitos pueden afectar una condicién
dada es a través de efectos mediados por los diversos compuestos preformados
(mediadores) que se almacenan en sus grdnulos secretores y se liberan cuando ocurre la
desgranulaciéon de los mismos. La desgranulacién de mastocitos se puede lograr por
diferentes mecanismos, del cual la unién de antigenos multivalentes a moléculas IgE
unidas al receptor IgE de alta afinidad, FceRl, es la via mejor caracterizada (Blank,
2004; Rivera et al, 2008). Ademds, la desgranulacién de mastocitos puede ser
desencadenada por diversos mecanismos, incluyendo la exposicion a anafilotoxinas,

factor de células madre, endotelina-1 y diversos neuropéptidos (Galli et al, 2005a).

Fig. 3. Mastocito peritoneal desgranulado de rata
mostrado por micrografia electrénica de transmisién (A) y
micrografia electrénica de barrido (B). Las flechas en
bloque indican regiones donde multiples grdnulos se han
fusionado; las flechas representan un remanente de
grdnulo exocitado (Lundesquist y Pejler, 2010).

Sin embargo, la activacién del mastocito no solamente induce la desgranulacién, sino
también la sintesis de novo y secrecién de otros mediadores no almacenados. Como
consecuencia, tras la activacién celular se induce la liberacién de tres tipos de sustancias:
1) mediadores preformados en los grdnulos y secretados a través de la desgranulacién,
que es un sello distintivo de la respuesta de los mastocitos (Rao, 2008); 2) mediadores
lipidicos, sintetizados de novo, tras la activacién de los mastocitos, de los cuales los de
mayor importancia son los derivados del metabolismo del dcido araquidénico por accién
de la ciclooxigenasa y lipooxigenasa (Rodriguez, 2007); y 3) otros mediadores de
nueva sintesis que se producen tras la expresidon génica, entre los que destacan citocinas,
quimiocinas y factores de crecimiento (Rao, 2008). La desgranulacién y la sintesis de

novo pueden ocurrir juntas o por separado. La liberacién de mediadores preformados
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tiene lugar por un proceso conocido como desgranulacién, como ya se ha mencionado, y
puede ocurrir por desgranulacién anafildctica o por desgranulacién fragmentada. En el
primer caso, el contenido de la mayoria de los grdnulos es liberado rdpidamente por
exocitosis compuesta (Pickett y Edwardson, 2006). Esta desgranulacién masiva es
responsable de la hipersensibilidad inmediata tipo | y de la respuesta inmediata de los

mastocitos a los patégenos (Crivellato et al, 2002).

Los mediadores asociados a los grdnulos incluyen histamina, serotoning,
proteoglicanos, proteasas y algunas citocinas tal como TNF-a y son almacenados como
estructuras insolubles dentro de los grdnulos a través de interacciones de carga. Cuando
ocurre la desgranulacién, algunos mediadores se convierten inmediatamente en solubles
(como la histamina) mientras que la mayoria de las estructuras permanecen insolubles, lo
cual permite la retencién de otros mediadores (tal como TNF-a) que son liberados

lentamente en un periodo de tiempo mayor (Metcalfe et al, 1997).

El papel especifico de los mediadores asociados a mastocitos puede ser investigado in
vivo mediante ensayos experimentales en animales en los cuales ese mediador en
particular ha sido eliminado (principalmente por deleccién o bloqueo de la expresién
del gen que lo codifica), sin influir significativamente sobre la expresién de otros
productos de los mastocitos. Estos ensayos han ayudado a describir el papel de estos

mediadores in vivo (Galli y Tsai, 2010).

1.3.1. Compuestos granulares de los mastocitos

1.3.1.1. Aminas biogénicas

La histamina es uno de los mediadores mds conocido de los mastocitos. La histamina
preformada es un componente importante de los grdnulos de los mastocitos, y su
liberacidon acompaiia la desgranulacidn de los mismos (Riley, 1953). La histamina se
sintetiza en un solo paso, por la descarboxilacién de la histidina, en una reaccién
catalizada por la histidina descarboxilasa (HDC). En consecuencia, la HDC es expresada
por los mastocitos (Rothschild, 1959; Ringvall, 2008) y aumentan los niveles de la
expresion de HDC durante el proceso de maduracién de los mastocitos (Ringvall, 2008).

La histamina posee una gran variedad de actividades biolégicas, incluida la induccién
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de la vasodilataciéon, aumento de la permeabilidad capilar y contraccién del musculo

liso bronquial (Lundequist, 2010).

El papel de la histamina se ha establecido en numerosas condiciones patolégicas,
incluyendo inflamacién en las vias respiratorias por alergia, anafilaxis sistémica,
aterosclerosis y encefalitis autoinmune experimental (Ohtsu, 2008). Otra amina presente
en los grdnulos es la serotonina, de la cual Kushnir, et al (2007) demostraron que los
mastocitos derivados de sangre periférica contienen serotonina y que los niveles de este
componente en plasma estuvieron elevados en algunos pacientes con mastocitosis.

Evidencia limitada sugiere que la dopamina también puede ser sintetizada y
almacenada en los mastocitos, y que la activaciéon de los mastocitos resulta en la
eliminacién de la dopamina asociada a la célula, sugiriendo que la dopamina estd

presente dentro de los grdnulos del mastocito (Freeman, 2001).

1.3.1.2. Enzimas lisosomales

Los grdnulos de los mastocitos contienen un nimero importante de componentes que
también estdn presentes en los lisosomas. De las enzimas lisosomales que se sabe estdn
presentes en los grénulos de los mastocitos, la -hexosaminidasa es la més conocida, ya
que estd presente en todos los grdnulos de todos los subtipos y tipos de mastocitos. Su
liberacién es frecuentemente usada como un medio para cuantificar el grado de
desgranulacién (Lundequist, 2010). La desgranulacién de mastocitos también lleva a la
liberacién de enzimas degradadoras de sacdridos, incluyendo la -glucuronidasa, 3-D-
galactosidasa y aril sulfatasa A (Schwartz et al, 1981). También se sabe que los
granulos de los mastocitos contienen varias proteasas lisosomales, por ejemplo,

catepsinas y proteasas de dcido aspdrtico (Wolters et al, 2000; Dragonetti et al, 2000).

Todas las enzimas lisosomales tienen un pH bajo éptimo, sin embargo, varias
catepsinas lisosomales poseen considerable actividad enzimdtica después de la
liberaciéon celular. Por lo tanto, no puede ser excluido que las enzimas lisosomales
secretadas como consecuencia de la desgranulacién de mastocitos puedan ejercer

funciones extracelulares (Lundequist y Pejler, 2010).
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1.3.1.3. Proteoglicanos

Desde hace un largo tiempo se reconoce que el proteoglicano serglicina es un
principal constituyente de los grdnulos de los mastocitos. La serglicina, como todos los
proteoglicanos, contiene un nicleo de proteina al cual estdn unidas cadenas de
glicosaminoglicano fuertemente sulfatadas. La naturaleza de las cadenas de
glicosaminoglicanos unidas al nicleo de proteina de la serglicina varia ampliamente,

dependiendo del tipo de célula en el cual la serglicina es expresada (Lundequist, 2010).

1.3.1.4. Proteasas

Las proteasas construyen mds del 25% del total de proteinas en los grdnulos de los
mastocitos (Schwartz, et al. 1987). El término proteasa de mastocito usualmente se
refiere a un nimero de enzimas que son especificamente expresadas por mastocitos,
incluyendo proteasas del tipo triptasa, quimasa y carboxipeptidasa A (Lundequist,

2010).

Diferentes tipos de mastocitos expresan proteasas no especificas de mastocitos, como
la catepsina G (Schechter et al, 1990), una serinproteasa también expresada por
neutréfilos. También se ha demostrado que los mastocitos derivados de sangre
periférica en humanos contienen metaloproteasa 9, y que los mastocitos cardiacos de

humano contienen renina (Silver et al, 2004).

Recientemente se ha descubierto que los mastocitos expresan y almacenan grandes
cantidades de granzima B, una serinproteasa principalmente implicada tanto en la

apoptosis como en el remodelado de la matriz extracelular (Pardo et al, 2007).

1.3.1.5. Citocinas

Un nimero de diferentes citocinas y factores de crecimiento pueden ser almacenadas
en los grdnulos, incluyendo el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), la IL-

4, IL-15, factor de crecimiento nervioso (NGF), factor transformador del crecimiento [3

(TGF-B) y el factor de células madre (SCF). La desgranulacién mediada por IgE en
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varios tipos de mastocitos incluyen la répida liberacién de TNF-a, TGF-, NGF, SCF vy IL-
4 (Lundequist, 2010).
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Fig. 4. Ejemplos de funciones biolégicas de mediadores secretados, preformados en
mastocitos (Lundesquist y Pejler, 2010).

1.3.1.6. Otros componentes de los granulos

La proteina bdsica principal (MBP) de eosinéfilo ha sido identificada en mastocitos a
partir de especimenes cutdneos y nasales, a pesar de que los mastocitos normales de
piel no tifien para MBP (Butterfield et al, 1990). También la peroxidasa puede estar
presente en los grdnulos de mastocitos asi como heparanasa, una enzima involucrada en
la degradacién de la heparina. También los grdnulos de mastocitos contienen LL-37
preformado, un péptido antimicrobiano que pertenece a la familia de las catelicidinas,
lo cual sugiere que la desgranulacién de los mastocitos pudiera liberar actividad

antibacteriana directa (Lundequist, 2010).
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1.3.2. Compuestos lipidicos de nueva sintesis

1.3.2.1. Leucotrienos

Los mediadores derivados del dcido araquidénico, inducidos por la via de la
lipooxigenasa en mastocitos y baséfilos son los leucotrienos y especialmente el LTCy y
sus productos de degradaciéon LTD4 y LTE4. Este tipo de leucotrienos presentan
receptores especificos en las células de la musculatura lisa, induciendo una
broncoconstriccion prolongada (McFadden y Gilbert, 1992). LTC4, al igual que la
histamina, contribuye a la patogénesis de las respuestas alérgicas, a la

broncoconstricciéon y vasodilatacién (Rao, 2008).

1.3.2.2. Prostaglandinas

La prostaglandina D2 (PGD3) es uno de los mediadores lipidicos derivado del dacido
araquidénico por la accién de la ciclooxigenasa (COX) de los mastocitos; y una vez
secretada actia mediante su unién a receptores especificos presentes en las células
musculares lisas, ejerciendo una accién broncoconstrictora y vasodilatadora, asi como
quimiotractante para los neutréfilos, que se acumulan en el foco de la inflamacién

(Rodriguez, 2007).

1.4. Andfilaxia sistémica

La anafilaxia es una reaccion severa y multisistémica que ocurre repentinamente
después del contacto con determinadas sustancias, principalmente alérgenos. La
presentacién cldsica incluye urticaria o angioedema, hipotensién y broncoespasmo. En los
humanos (Simons, 2009), la anafilaxia es el resultado de la desgranulacién de los
mastocitos los cuales liberan mediadores inflamatorios inmunes. Estos mediadores causan
el incremento en la permeabilidad vascular, vasodilatacién periférica e incremento en la

produccién de moco (Tupper, 2010).

En los humanos, la mayoria de los detonantes llevan a la anafilaxia a través de un
mecanismo que involucra el entrecruzamiento de IgE y la agregacién de FceRl en

mastocitos y baséfilos, mediada por alérgeno (Simons, 2009). En la anafilaxia, otros
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mecanismos inmunolégicos que no involucran IgE son menos comunes. Estos incluyen
complejos antigeno-lgG, activacién de complemento y sistema de coagulacién, y
posiblemente mecanismos tales como la citotoxicidad, activaciéon de células, liberacién
de neuropéptido (Sustancia P), o autoinmunidad. Perturbaciones no inmunes de
mastocitos y baséfilos causados por el ejercicio o exposicidon al aire frio también puede

conducir a la anafilaxia (Simons et al, 2007 y Schwartz, 2008).

Independientemente del detonante y del mecanismo de iniciacién, eventos celulares en
mastocitos y baséfilos que implican la activaciéon de tirosinquinasas y la entrada de
calcio resultan en la rdpida liberacién de mediadores preformados en los grdnulos

tales como histamina, triptasa, carboxipeptidasa A3, quimasa y proteoglicanos.

La posterior activacion de fosfolipasa A2, COXs y lipooxigenasas conduce a la
produccién de metabolitos del dcido araquidénico, incluyendo prostaglandinas vy
leucotrienos (Ono, 2009), y la sintesis del factor activador de plaquetas. Ademds,
citocinas y quimiocinas son sintetizadas y liberadas, incluyendo IL-6 y TNF-a, que es

tanto un mediador de fase tardia como un mediador preformado (Peavy, 2008).

La anaofilaxia se relaciona de manera importante con los mastocitos, ya que se
produce rdpidamente y de forma sistémica, afectando uno o mds sistemas de érganos,
por lo general en aquellos sistemas donde los mastocitos residen en mayor abundancia
(Sampson et al, 2005 y Simons, 2008). Detrds de la fisiopatologia de la anafilaxia se
encuentra por lo tanto la exposicién a alérgenos u otros factores que activan mastocitos
o basdfilos, lo que provoca la desgranulacién y liberacién inmediata (5-30 minutos) de
mediadores preformados (histamina, triptasa, carboxipeptidasa A, y proteoglicanos),
sintesis de metabolitos del dcido araquiddnico (prostaglandinas y leucotrienos), y factor
activador de plaquetas (PAF), y en la fase retardada (2-6 horas) la generacién de
citocinas (TNF-a) y quimiocinas como resultado del incremento en la expresién génica.
Estos mediadores son los responsables de los signos y sintomas que pueden estar
presentes y relacionados al tracto respiratorio (edema laringeo y broncoespasmo),
sistema cardiovascular (hipotension y arritmias), epidermis y dermis (urticaria y

angioedema), y tracto gastrointestinal (nausea y vémito) (Metcalfe, 2009).
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Fig. 5. Reaccién anafildctica: mecanismos y detonantes, células, mediadores, y sistema de
érganos. (Simons, 2009)

Asi, si un alérgeno se administra de forma sistemdtica o es rapidamente absorbido en
el intestino, los mastocitos del tejido conectivo asociados a todos los vasos sanguineos
pueden activarse. Esta activaciéon provoca un sindrome muy peligroso denominado
anafilaxia sistémica. La activaciéon diseminada de los mastocitos provoca un amplio
aumento de permeabilidad vascular, que conduce a una catastréfica pérdida de presidn

sanguinea, constriccién de las vias aéreas y edema de la epiglotis, que puede producir

asfixia; este sindrome se denomina choque anafildctico (Janeway, 2000).

Se han demostrado dos vias distintas de anafilaxia sistémica en ratones (Finkelman,
2005; Strait, 2002): una mediada por mastocitos, IgE, FceRl e histamina, y una via

alternativa que involucra IgG, macréfagos y factor activador de plaquetas (PAF).

1.5. Andfilaxia cutanea

La anafilaxia cutdnea es un modelo utilizado para evaluar activaciéon de mastocitos

cutdneos (Inagaki et al, 1986). Se utiliza como un modelo experimental para estudiar
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determinadas reacciones cutdneas de los humanos (alérgicas y no alérgicas) y

representa las caracteristicas clinicas de la urticaria humana.

La urticaria es una enfermedad comin que ocurre en el 15 al 25 % de los individuos
en algin momento de sus vidas. Se caracteriza por lesiones edematosas de coloracién
rojo a rosa, que generan prurito. Las lesiones pueden variar en tamafio de unos pocos
milimetros a varios centimetros de didmetro, y son transitorias en la mayor parte de los
casos, alcanzando su méaximo desarrollo en 15 a 20 minutos y no durando mds de 48
horas. Los mastocitos son la principal célula efectora en la urticaria, debido a que tras su
activaciéon liberan rapidamente varios mediadores inflamatorios, tales como histamina,
leucotrienos y prostaglandinas, los cuales causan vasodilatacion y extravasaciéon de
plasma por debajo de la piel formando un edema (Kanani, et al.,, 2011; Goldsby,

2004).

La urticaria se clasifica generalmente como aguda, crénica o fisica, dependiendo de
la duracién de los sintomas y la presencia o ausencia de los estimulos inductores. La
urticaria aguda se refiere a lesiones que ocurren en menos de 6 semanas, y la urticaria
crénica a lesiones que se producen durante mds de 6 semanas (Kaplan, 2004). La
urticaria fisica representa un subgrupo distinto de urticaria crénica que es inducida por

estimulos fisicos externos, tales como rasguiios, frio, calor, luz solar y presién.

Las causas mds comunes de urticaria aguda son medicamentos, alimentos, infecciones
virales, infecciones parasiticas, veneno de insectos y alérgenos por contacto (latex). En
general, la urticaria crénica es clasificada como urticaria crénica autoinmune o urticaria
crénica idiopdtica (Fonacier et al, 2010 y Kaplan, 2004) que conduce a la estimulacién
crénica de mastocitos y baséfilos, asi como a la liberacién de histamina y otros
mediadores inflamatorios causantes de urticaria. La urticaria fisica es detonada por
estimulos fisicos, siendo la mds comin el dermografismo, en la cual las lesiones se crean
en la piel una vez que ésta ha sido aranada. Las lesiones producidas por estimulos
fisicos estdn tipicamente localizadas en el drea estimulada y a menudo se aclaran en 2

horas (Kaplan, 2004).

22



1.6 ANTECEDENTES

1.6.1. Efecto del extracto urticante de diversos Lepidépteros

En Francia y en la Guyana francesa tres diferentes lepidépteros causan reacciones
cutdneas en el hombre y animales. En Francia, las orugas procesionarias del pino
(Thaumatopoea pityocampa Schiff.) y la oruga procesionaria del roble (Thaumatopoea
processionea L.) son responsables de causar una dermatitis conocida como erucismo. En la
Guyana Francesa, polillas del género Hylesia y especialmente Hylesia urticans causa una

dermatitis conocida como Lepidopterismo.

El contacto con los pelos urticantes de las orugas y polillas son los responsables de la
dermatitis. Estos pelos sirven para proteger a la oruga y sus huevos contra
depredadores, pero también son peligrosos para el hombre y animales. Los pelos de la
procesionaria del pino causan una reaccién cutdnea en hombres y animales a través de
la descarga de una sustancia téxica. La fraccién irritante extraida de los pelos contiene
proteinas solubles. Una de 28 kDa es especifica del pelo y causa una reaccién en la piel
de cerdo idéntica a la producida por el extracto crudo de pelo. A esta protfeina

urticante se le ha nombrado taumatopenia (Novak et al, 1987).

Thaumetopoea pityocampa y Th. Processionea presentan similitudes en cuanto a
morfologia, ya que ambas poseen pelos de idéntico tamafio y forma (150-250 um), asi
mismo, los pelos surgen de una estructura denominada hipodermo, la cual se caracteriza
por producir la sustancia urticante presente en los pelos, los cuales ademds, estdn
protegidos por estructuras tegumentarias (Novak et al, 1987). El extracto urticante de
las orugas contiene alrededor de 17 proteinas solubles de origen glicolipoprotéico.
Novak et al (1987) demostraron la presencia de la proteina tipo taumatopenia en los

pelos de orugas procesionarias del roble.

Por otra parte, los pelos son incapaces de regenerarse después de una depilacién
experimental. Estos estdn dentro de un hueco y poseen puntas inclinadas hacia el
extremo distal. No hay agujeros o poros sobre el pelo y el factor irritante solo puede
ser obtenido quebrando el pelo. Esto sugiere que cuando ocurre un punzado el pelo es

quebrado en la piel y la sustancia es liberada. Experimentalmente, este factor
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incrementa el contenido de histamina de varios tejidos y causa una reaccién en la piel
del cobayo, probablemente producida por mediadores liberados por los mastocitos. Se
ha demostrado que la desgranulacion de los mastocitos por esta sustancia es
dependiente de la dosis y el calentamiento, por su parte, reduce significativamente el

efecto, sugiriendo que esta sustancia es de naturaleza proteica (Lamy et al, 1985).

De acuerdo con Lamy et al (1985), estudios comparativos de proteinas del pelo,
cuticula y hemolinfa indican que proteinas contenidas en el pelo de alto peso molecular
presentan algunas similitudes con proteinas de la hemolinfa, mientras que proteinas de
bajo peso molecular muestran similitud a proteinas cuticulares. Como los pelos son parte
de la producciéon cuticular de las orugas, las proteinas cuticulares forman los

constituyentes principales de los pelos urticantes.

El peso molecular de la taumatopenia es aproximadamente 28,000 Da y estd
formada por dos subunidades: una de 13,000 y otra de 15,000 Da. Esta proteina
parece ser diferente a las proteinas téxicas de Thaumetopoea wilkinsoni, con movilidad
electroforética en el rango de albimina y o, B y v globulinas (Ziprkowsky y Rolant,

1966).

Las reacciones o sindromes especificos causados por insectos del género Lepidoptera
incluyen: erucismo (reaccién cutdnea al contacto con orugas, polillas o capullos),
lepidopterismo (reaccién sistémica), oftalmia nodosa (afeccién ocular), dendromiliasis
(sintomas en articulaciones relacionados con algunas especies de orugas), lonomismo
(enfermedad hemorrdgica severa relacionada con especies de Lonomia) y ataxia

estacional (relacionada con la ingesta de Anaphe venata) (Hossler et al., 2009).

Morpheis ehrenbergii es una especie de Lepidéptero netamente mexicana. Se extiende
por todo el lado del pacifico, desde la parte norte de Sinaloa y parte limitrofe de
Durango por toda la Sierra Madre Occidental pasando por Jalisco, Michoacdn,
Guerrero hasta Oaxaca; el centro del pais, Guanajuato, Estado de México, Pueblaq,
hasta los limites de la Sierra Madre Oriental. Sus orugas son ménofagas y se encuentran
en drboles del género Budleia L., especificamente en Budleia sessiliflora (Kunth)
(Védzquez, 1934), cuyo nombre vulgar en México hace referencia al “tepozdn”. Se
observan de este Lepiddptero tres generaciones en el afo, la primera proviene de

huevos depositados a fines de octubre. Su desarrollo depende del clima invernal,
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retarddndose con el frio y adelantdndose con temperaturas favorables. En marzo se
encuentran orugas adultas que dan las mariposas de la primera generacién en el mes
de abril. Los adultos de la segunda generacién se encuentran desde la segunda mitad
de julio hasta mediados de agosto. La tercera generacién ocurre a fines de octubre. De
estas tres generaciones, la mds importante es la segunda, porque su mayor ndmero de

orugas causa mayores dafos forestales.

El género Morpheis fue constituido por Huebner, posteriormente Kirby lo designé con
el nombre de Anemeca; siendo muy cercano al género Chlosyne. Las orugas pequenas
miden 3 mm de longitud y son de color amarillo claro, cambiando a negro desde el
tercer estado en adelante. En el primer estado estdn cubiertas de cerdas espinosas de
color negro que nacen de bases pequefias de color café. Conforme crece la oruga, las
citadas cerdas se transforman en tubérculos oscuros y cubiertos de espinas (Vazquez,

1934).

Fig. 6. Oruga (A) y Mariposa (B) de Morpheis ehrenbergii.

Se tiene la experiencia de que en México, la oruga M. ehrenbergii es una de las
larvas del orden lepidéptera que ocasiona prurito y urticaria cuando se tiene contacto
con los pelos de la misma (Comunicaciéon personal), no existiendo informacién
bibliografica ni experimental al respecto, por lo que es importante analizar cudles son
los efectos que ocasiona a nivel inmunolégico, ya que al igual que las orugas
procesionarias del pino, M. ehrenbergii podria promover la liberacién de histamina y

por tanto inducir una respuesta anafildctica.
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Il. JUSTIFICACION

Las orugas procesionarias del pino (Thaumetopoea pityocampa) cuentan con una
secrecion en sus pelos que usan como arma de defensa contra depredadores; dicha
secrecion causa daios considerables en el hombre, siendo la dermatitis (erucismo) y el

lepidopterismo las enfermedades mds conocidas.

El extracto urticante de los pelos de algunas orugas y polillas contienen principalmente
proteinas de bajo y alto peso molecular, entre las cuales destaca la denominada
thaumetopenia, que se cree es la principal causante del dafio en el organismo humano.
Cuando el extracto urticante entra en contacto con el organismo se genera un incremento

de histaming, la cual es la causante de una reaccién cutdnea caracterizada por prurito.

El sistema inmunitario actta como defensa cuando el organismo estd expuesto a
agentes patégenos. Sin embargo, pueden ocurrir reacciones desfavorables que
involucran células del sistema inmune en respuesta a sustancias téxicas o venenos. En
este estudio se pretende analizar los efectos inflamatorios causados por el extracto
crudo de los pelos de la oruga Morpheis ehrenbergii, asi como la respuesta anafiléctica

local y sistémica inducida por el mismo.
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. HIPOTESIS

La exposicion al extracto urticante de los pelos de la oruga Morpheis ehrenbergii

produce una reaccién inflamatoria asociada a la anafilaxia local y sistémica.
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V. OBJETIVOS

4.1 General

Estudiar el efecto del extracto urticante de la oruga Morpheis ehrenbergii sobre la

respuesta anafildctica local y sistémica.

4.2 Particulares

) Estudiar algunas caracteristicas fisicoquimicas del extracto crudo de los pelos de la
oruga M. ehrenbergii.

2) Analizar in vitro el efecto del extracto proveniente de los pelos de la oruga M.
ehrenbergii sobre los mastocitos, en relacién a la secrecién de histamina.

3) Evaluar in vivo la reaccién cutdnea generada por el extracto proveniente de los
pelos de la oruga M. ehrenbergii, en la rata.

4 Andlizar in vivo la presién arterial y/o los signos de anafilaxia sistémica en

respuesta a la exposicién al extracto urticante, en la rata.
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V. METODOLOGIA

5.1. Obtencién del extracto acuoso.

Se colectaron orugas adultas del género Morpheis ehrenbergii en el arroyo del campus
de la Universidad Auténoma de Aguascalientes (UAA), México. El procedimiento para la
obtencién del extracto se realizé segin Vega (1999). Los pelos de 20 orugas se
trituraron en 600 pl de solucién salina (SS) al 0.85%. Por centrifugacion (21,382 g por
15 min a 4° C) se obtuvo un extracto acuoso a partir del cual se determinaron pH,
osmolaridad y concentracién de proteina. El extracto se almacené a -84 °C para

pruebas posteriores.

5.2. Separacién de proteina

a) Cuantificacién de proteinas por medio del método de Bradford.

Se colocaron 3 ml del reactivo de Bradford (Azul Coomassie 0.12 M) en tubos de
ensaye. Unos tubos se utilizaron como blanco y a otros se afiadieron 4 y 8 ul del
extracto acuoso. Se mezclé el contenido de cada tubo por medio de Vortex y se leyé
absorbancia a 595 nm en espectrofotémetro UV-Vis DU530 (Beckman, USA). Los valores
de absorbancia obtenidos se interpolaron en una curva patrén construida con

concentraciones crecientes de albimina.

b) Electroforesis en gel de acrilamida al 7.5 %.

Para la electroforesis se utilizé una cédmara Bio-Rad Mini PROTEAN-3. Se analizaron
muestras del extracto con concentraciéon creciente de proteina. Los cristales fueron
limpiados con etanol al 70%. Posteriormente se armé la cdmara de electroforesis y se
prepard el gel separador a 7.5% de poliacrilamida: 4.5 ml de agua destilada, 2.5 ml
de solucién separadora (Tris base 3.2 M y SDS 0.013 M, pH 8.8) y 2.5 ml de solucién
de acrilamida (acrilamida al 30% y bisacrilamida al 0.8%). Asi mismo, se preparé el
gel concentrante: 3.5 ml de agua destilada, 5 ml de solucién concentrante (Tris base
0.44 M y SDS 0.013 M, pH 6.8) y 1.3 ml de solucién de acrilamida (acrilamida al 30%

y bisacrilamida al 0.8%); agregando tanto al gel separador como concentrante 50 pl

de persultafo de amonio (APS) al 10% y 10 ul de tetrametil etilendiamina (TEMED).

Las muestras se llevaron a un volumen de 30 pl con la solucién de carga: 2.5 ml de

solucién concentrante, 0.21 M SDS, 3.4 M Glicerol, 0.0058 M Azul de bromofenol y
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0.00143 M B-mercaptoetanol, y una vez preparadas se llevaron a ebulliciéon por 5
minutos. En tanto, se preparé la solucién de corrida (0.11 M Trizma® base, 1.25 M
glicina, 0.017 M SDS, pH 8.3). Transcurridos los 5 minutos de ebullicion se retiré el
peine, se colocaron las muestras en los pocillos correspondientes, se llendé la cdmara de
electroforesis con solucién de corrida y se separaron las proteinas aplicando un campo

eléctrico de 80 Volts.

c) Tincién de gel por azul de Coomassie.

El gel obtenido a partir de la electroforesis se colocé en solucion Metano: Ac. Acético:
Agua (45:10:45) por 15 minutos. Posteriormente se transfirié al colorante azul de
Comassie (0.12 M) por 20 minutos en agitacién continua. Una vez tenido el gel se colocd
nuevamente en la soluciéon Metanol: Ac. Acético: Agua por 10 minutos, llevando a cabo 3
lavados de 10 minutos cada uno. Los marcadores de peso molecular fueron: miosing,
250 kDa; B-galactosidasa, 150 kDa; albumina sérica, 100 kDa; anhidrasa carbénica,
75 kDa; inhibidor de tripsina, 50 kDa. El peso molecular de las principales bandas
proteicas obtenidas en el extracto se determiné interpolando el valor experimental
obtenido para cada proteina en forma de RF (coeficiente entre la movilidad de la
proteina y la del frente de electroforesis) en la recta de calibracién obtenida con los
patrones de peso molecular. La representacion del peso molecular de las proteinas

patrén frente a su RF obtenido se ajustdé a una recta mediante regresién lineal.

5.3. Propiedades fisicoquimicas del extracto

a) Determinacion de pH del extracto. El pH se determind utilizando varillas
indicadoras de pH Metrix®.

b) Determinacién de osmolaridad del extracto. La osmolaridad se determiné

utilizando el micro osmémetro OSMETTE (Precision Systems).

5.4 Aislamiento de mastocitos peritoneales de rata

Las ratas fueron sacrificadas por sobredosis de éter. Las células del exudado
peritoneal (CEP’s) fueron obtenidas por lavados peritoneales con 20 ml de una solucién
buffer HEPES Tiroides (BHT) (NaCl 137mM, KCI 2.7 mM, NaH2PO4 0.4 mM, CaClz 1 mM,
Glucosa 5.6 mM y HEPES 12 mM a pH 7.4), suplementado con 1% de suero albimina
bovino (BSA). Las CEP’s fueron lavadas en BHT-BSA enfriado en hielo, por centrifugacién

(180 g, 4°C, 6 minutos) y resuspendidas en 1 ml de BHT. Los mastocitos fueron
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purificados usando un gradiente discontinuo Percoll de 30-80% (Salinas et al, 2004). Las
células se centrifugaron a 220 g a 4°C por 20 minutos. El residuo de Percoll fue
eliminado mediante dos lavados en BHT-BSA. La suspensiéon celular se llevé a 1 ml en
medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma Aldrich, St. Louis) suplementado con suero de
ternera fetal al 5% y antibidticos (penicilina 50 u/ml-streptomicina 50 pg/ml) para
proceder a determinar la pureza en mastocitos mediante andlisis en microscopio éptico
(Swift Instruments, Japédn) y la viabilidad celular mediante la técnica de exclusion del
azul tripdn. Se trabajé con suspensidon de células con viabilidad = 97% y pureza >
95%. Finalmente los mastocitos se sembraron en medio RPMI suplementado a la

densidad requerida para cada ensayo.

5.5 Ensayo de citotoxicidad con mastocitos de rata, utilizando la prueba del azul tripdn.
Para determinar citotoxicidad celular a suspensiones de 100,000 mastocitos se
afadieron alicuotas del extracto acuoso para obtener una concentracion final de 0.22 y
0.45 pg de proteina/pul en medio RPMI. Se incubaron a 37°C durante 30 minutos. Como
control negativo se incubé el mismo nimero de células en medio RPMI. Transcurrido el
tiempo, se determiné la viabilidad celular mezclando 80 ul de azul tripan (0.9% en
solucién salina), 100 pl de medio RPMI y 20 pl del paquete celular. Se colocaron 10 pl
de esta suspension en cdmara de Neubauer y se contaron los cuatro cuadrantes
externos, tomando en cuenta células teiidas (muertas) y sin tefiir (vivas) utilizando la

siguiente férmula:

(No.de células contadas)(Factor de la camara)(Factor de dilucion)(ml de resuspendido celular)

No.de cuadrantes

Se utilizé un microscopio éptico (Swift instruments, Japédn) y las células se observaron

con el objetivo de 40x.

5.6. Microscopia éptica con rojo rutenio

Para el ensayo de activaciéon se prepard una solucién madre de rojo rutenio al 0.05%
en solucién amortiguadora fosfato salina (PBS): NaCl 0.084 M, KCI 0.0026 M, CaCl
2H20 0.00068 M, Naz2HPO4 0.0040 M y KH2PO4 0.0026 M Las células (3 x 10%) se

incubaron simultdneamente con el extracto acuoso a una concentraciéon final de 0.22 o

de 0.45 ng de proteina y una solucién de rojo rutenio al 0.005% (v/v) en PBS estéril
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durante 15 6 30 minutos a 37°C. Como control positivo de estimulacién las células se
incubaron con Compuesto 48/80 (C48/80) (5ug/ul) en solucién de rojo rutenio y como
control negativo solamente en solucién de rojo rutenio. Pasado el tiempo, la reacciéon se
detuvo poniendo los tubos en hielo y una alicuota de 20 pl de cada una de las
condiciones de ensayo fue analizada en cdmara de Neubauver para el conteo de
células. Los grdnulos activados de los mastocitos se tornaron de color rojo y los
mastocitos se clasificaron en tres estados: no estimulados, células con grdnulos sin tefiir y
su membrana celular perfectamente definida; activados, con una mezcla de grdanulos
intracelulares tefiidos y no tenidos de rojo y su membrana celular todavia bien
delimitada; desgranulados, células con todos sus grdnulos teiidos de rojo, la mayoria
fuera de la célula y con pérdida del limite celular. Se utilizé un microscopio 6ptico
Motic® (Canadd) y las células se observaron con el objetivo de 40x, reportando los
resultados como porcentaje de mastocitos en cada estado en las diferentes condiciones
de ensayo. Las fotografias se tomaron utilizando un microscopio éptico Motic® (Canadd)

acoplado a cdmara fotografica, con un aumento de 40x y 100x.

5.7. Secrecién de histamina

Se utilizaron tubos con 300,000 mastocitos cada uno. Las células fueron transferidas a
tubos de 15 ml y centrifugadas a 180 g por 3 minutos a 4°C. Posteriormente se
resuspendié el pellet en 3 ml de RPMI suplementado frio y se dividié en tres tubos con
100,000 células por tubo. Se realizé una segunda centrifugaciéon bajo las mismas
condiciones. A continuacién las células fueron estimuladas con el extracto acuoso a una
concentracién final de 0.22 o de 0.45 Ug de proteina en medio RPMI suplementado 30
minutos a 37°C. Como control positivo de secrecién estimulada las células se incubaron
con C48/80 (5Ug/Ml) y como control de secreciéon espontdnea en RPMI. Una vez
transcurridos los 30 minutos se pard la reaccidon colocando los tubos en hielo. Se
centrifugaron las muestras a 180 g por 3 minutos a 4°C. Se tomaron 150 pl del
sobrenadante y se transfirieron a tubos Eppendorf con 550 pl de BHT-BSA. El resto del

sobrenadante se deseché y al pellet se le agregaron 500 pl de BHT-BSA frio, se agitd,
se tomaron 150 pl del resuspendido y se pasaron a tubos Eppendorf con 550 pl de
BHT-BSA. Los tubos se colocaron en agua hirviendo durante 5 minutos para inactivar
histaminasas. Posteriormente se agregaron 700 Ll de dcido ftricloroacético al 5%, se
agité y se dejaron a temperatura ambiente por 15 minutos. Una vez transcurrido el

tiempo se centrifugaron a 16,435 g por 15 minutos en micro centrifuga. La histamina se
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determiné fluorométricamente utilizando el espectrofotémetro de luminiscencia LS50B
(Perkin-Elmer Ltd, England) a partir de la reaccién con el orto-ftaldialdehido (OPT),
segun el método de Shore et al., 1959. Para ello, se tomé 1 ml del sobrenadante y se
agregaron 200 pl de NaOH 1 N. Posteriormente se agregaron 50 pl de OPT al 0.1% vy
se dejé reaccionar durante 4 minutos. Inmediatamente después se detuvo la reaccién con
100 pl de HCI 3N. Las muestras se leyeron en el espectrofluorémetro a una longitud de
emision de 443 y una longitud de excitacién de 355 nm. El porcentaje de histamina

liberada se expresa calculando:

Histamina en sobrenadante
( = " - : ) x 100
Histamina en sobrenadante + Histamina en pellet

5.8. Reaccién andfildctica cutdnea
Se utilizaron 10 ratas Wistar macho de un peso de entre 160 y 200 g; 5 de ellas se

inyectaron con 0.22 pug/ul del extracto y las 5 restantes con 0.45 ng/pl. Esta prueba se
realizé en tres dias. El primer dia se durmié a la rata con éter y se rasuré el dorso de la
misma con precaucion. En el segundo dia se anestesié a la rata con éter y se rasuré la

cara interior del cuello. Inmediatamente después se inyecté en el dorso de forma
infradérmica y por triplicado un volumen de 50 pl del extracto a concentracién final de
0.22 o 0.45 ug/ul, asi como 50 pl de un control negativo de solucién salina (SS) y de
dos controles positivos: histamina (0.004 pg/ul) y C48/80 (0.02 pg/ml); se sefialé cada

inyeccién con un marcador verde indeleble.

Fig. 7. Inyeccién intradérmica del extracto acuoso
de los pelos de M. ehrenbergii.
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Posteriormente se llevé a cabo la cirugia en la cual se dejé expuesta la vena yugular,
e inmediatamente se inyecté el azul de Evans (34 mg de azul de Evans/kg del animal al
3% en solucién salina). La reaccién concluyéd con el sacrificio del animal una vez
transcurridos 30 minutos. Dicho sacrificio se llevé a cabo por sobredosis de éter.
Posteriormente, se extrajo la piel del dorso, se midi6é el didmetro interno de cada una
de las reacciones producidas por el extracto y los diferentes controles utilizando para
ello un Vernier digital. Por (ltimo, el tejido de la reaccién fue extraido con un
sacabocados, dicho tejido fue digerido con 1T ml de hidréxido de potasio 1N; a manera
de control se extrajo tejido sin reaccién. Los tubos fueron almacenados a 37 °C durante

24 hrs para completar la digestién.

Transcurridas las 24 horas se anadieron 9 ml de la mezcla H3PO4 0.6N: Acetona
(5:13), se agité por medio de Vortex y se trasladé la solucién a tubos de pldastico de 15
ml. Se realizé una posterior centrifugacion a 1610 g por 15 minutos, se ftomé de cada
muestra 1 ml del sobrenadante y se cuantificé la cantidad de colorante extravasado en
cada reaccién por medio del espectrofotémetro UV-Vis DU530 (Beckman, USA) a 620
nm interpolando los datos obtenidos en una curva patrén de azul de Evans (AE)

anteriormente realizada.
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Fig. 8. Medicién del didmetro interno de la extravasacién de plasma por la
reacciéon al extracto acuoso (A); y curva patrédn del colorante azul de Evans
(AE) (B).

5.9. Reaccién anafildctica sistémica

Los pardmetros que se evaluaron y que permitieron identificar un choque anafildctico
sistémico fueron: caida en la temperatura corporal, evaluaciéon de los signos de choque
en una escala numérica (Li et al, 2009), registro de mortalidad y disminucién de la

presién arterial.
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Para analizar los tres primeros pardmetro se utilizaron 3 ratas Wistar macho de 190
g aproximadamente. Se anestesié al animal con éter y se rasurd la cara interior del
cuello donde se realizé una incisiéon para colocar un catéter en la yugular. Después de
30 minutos de recuperacién, se inyectaron 50 pl del extracto acuoso (0.45 ug/ul de
proteina) a través del catéter e inmediatamente se evaluaron los signos presentes en el

animal en el transcurso de una hora.

5.9.1. La temperatura se determiné por medio de termémetro digital (Citizen, Japén),

introduciendo éste cada 10 minutos por via anal en el transcurso de 1 hora.

5.9.2. La evaluaciéon de los signos de choque anafilactico se realizé utilizando la
siguiente escala numérica: 0, ausencia de signos; 1, frotarse la nariz y la cabeza; 2,
pérdida de la actividad con aumento de la frecuencia respiratoria; 3, respiracion
asmdtica, cianosis alrededor de hocico y cola; 4, actividad leve o nula después de

estimulo punzante y/6 convulsiones; 5, muerte (Li et al, 2009).

5.9.3. La mortalidad de los animales se registré durante la hora posterior a la inyeccién
del extracto y se representa como porcentaje de animales muertos respecto al total de

animales del ensayo.

5.9.4 Determinacidn de la presién arterial

Para analizar cambios en la presién arterial en respuesta a la inyeccién intravenosa
del extracto se utilizaron 3 ratas Wistar macho de aproximadamente 350 gr de peso
corporal. Una vez pesado y anestesiado el animal con uretano (0.7 ml/100 g de peso
corporal) se rasuré la cara anterior del cuello y la cara interior del fémur. Para
asegurar una ventilaciéon pulmonar adecuada, se colocé una cdnula traqueal a través
del hocico para proporcionar respiracién con un ventilador artificial en caso de
necesidad. Una vez calibrado el sistema de registro para Biopac MP Systems Inc.
(California, USA), se procedié a aislar la vena yugular interng, se introdujo un catéter, se
fij6 y se conecté al transductor de presién. Se inicié el registro de la presién arterial.
Para evitar la coagulacién sanguinea se purgd el catéter con una solucidén salina

heparinizada al 1%. Para la administracién del extracto acuoso (0.45 pg/pl) y los

controles positivo (C48/80, 0.02 ug/ul) y negativo (SS) se introdujo un catéter en la
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vena femoral. Todos los compuestos se administraron a una dosis de 50 ul y cada

inyeccion se realizé una vez que la presién arterial se estabilizé.

Fig. 9. Determinacién de la presién arterial de la rata por medio de Biopac MP Systems Inc (California,
USA).
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VI. RESULTADOS

6.1 Propiedades fisicoquimicas.

Pocos han sido los estudios acerca de las propiedades fisicoquimicas de la toxina de
algunos lepidépteros. Debido a esto, se realizaron pruebas que permitieron conocer
algunas propiedades caracteristicas del extracto acuoso proveniente de la oruga M.
eherenbergii. Dicho extracto presenté un pH ligeramente dcido, entre 5 y 5.5, una
concentracién de proteina igual a 2.245 pg/ul y una osmolaridad equivalente a la del
plasma de la rata y a la de la solucién salina, 285-295 mOsm/L (Kim y Jung, 2012);

misma que equivale a su vez a la del plasma humano (Broker et al, 2012).

Estos datos ademds de darnos informacién sobre las propiedades fisicoquimicas del
extracto, nos permiten valorar su posible implicaciéon en las lesiones que el extracto

provoque en los tejidos.

6.2 Citotoxicidad en mastocitos incubados con el extracto acuoso.

Se evalud si el extracto inducia muerte celular utilizando como célula al mastocito,
debido a que en ensayos posteriores se analizé el efecto del extracto sobre la
activaciéon y desgranulacion de dicha célula. Tal y como se muestra en la tabla 1, la
incubacién de mastocitos en presencia de 0.22 6 0.45 ug/ul del extracto acuoso de
pelos de la oruga M. ehrenbergii generd una viabilidad celular de 95.23+8.25 vy
94.83+4.51 %, no existiendo diferencias significativas respecto a los mastocitos sin
estimulo (basal) 97.22+4.81 (p>0.05). Debido a que la viabilidad se mantuvo en torno
al 95%, sin cambios significativos respecto a la de los mastocitos incubados el mismo
tiempo en medio de cultivo, es posible afirmar que no existe citotoxicidad en presencia

del extracto.

Tabla 1. Viabilidad de mastocitos expuestos 30
minutos al extracto acuoso de M. ehrenbergii.

% MV % MM
Basal 97.22+4.81 2.771+4.80
0.22 ug/ul 95.23%8.25 4.7618.24
0.45 ug/pl 94.8314.51 5.15+4.50

MYV, Mastocitos vivos; MM, mastocitos muertos. Los valores representan la
media * S.E.M de 3 experimentos independientes por duplicado (n=6).
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6.3 Andlisis del extracto acuoso por electroforesis desnaturalizante.

Una vez determinada la concentracion proteica del extracto acuoso de la oruga (M.
ehrenbergii) se realizé la separacién de proteinas por electroforesis y posteriormente se
tineron los geles con azul Coomassie para definir el peso molecular de las bandas
proteicas mds abundantes. La mayoria de las proteinas detectadas se encontraron en un
rango entre 60 y 240 kDa de peso, predominando aquella correspondiente a 64 kDa.
Otras proteinas abundantes mostraron tamainos de 74, 150 y 240 kDa (Fig. 10). La
intensidad de las bandas proteicas aumenté de forma proporcional a la concentracién

de proteina del extracto analizada.
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Fig. 10. Electroforesis enigel de acrilamida (7.5%) para el

extracto urticante. 5, 10, 15 y 20 pg de proteina del
extracto en cada carril; MPM, marcador de peso molecular.

6.4 Activacién de mastocitos por el extracto acuoso de M. ehrenbergii.

El rojo rutenio es un colorante vital que tife selectivamente los grdnulos de la célula
que son activados para la secrecién de su contenido (Lagunoff, 1972 A), permitiendo
clasificar los mastocitos en estado de inactivacién, activaciéon o desgranulacién. La figura
1Ta-c representa los tres estados de activacién de los mastocitos. Los tres estados de
activacion se pudieron detectar en las tres condiciones de incubacién de las células:
medio de cultivo solo, en presencia del extracto o en presencia del C48/80, aunque en
diferentes proporciones (Figura 11d-e). Al analizar el porcentaje de mastocitos en cada
estado de activacién, se observé que existion diferencias significativas entre los
mastocitos sin estimulo, los mastocitos estimulados por el extracto acuoso y los mastocitos

estimulados por el C48/80 (Figura 12). Predominaron las células completamente
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tefiidas, es decir en estado de desgranulacién, cuando fueron estimuladas por el

C48/80. Por su parte, el extracto acuoso activé a las células, pero no alcanzé el umbral

de desgranulacién del C48/80.

Fig. 11. Microscopia éptica que muestra mastocitos en sus tres estados de activacién (A, inactivado; B
activado; C, desgranulado); y comparacién entre cada estimulo (D, reaccién espontdneaq; E, 0.22

ug/pl de proteina; F, C48/80). Tincién con rojo rutenio. (A-C, 100x; D-F, 40x).

100+
=55 Inactivadas
? B Activadas

Desgranuladas

% Mastocitos

HH @ E:E

0- i :
Espontdnea 0.22 pg/pl 0.45 pg/ul €48/80

Extracto acuoso de M. ehrenbergii

Fig. 12. Porcentaje de mastocitos en los tres estados de activacién tras estimulacién en
ausencia (espontdnea) o presencia del extracto acuoso de M. ehrenbergii. Las células se
incubaron con C48/80 como control positivo de desgranulacién. Los valores representan la
media * S.E.M de 3 experimentos independientes por duplicado (n=6). * p<0.001 vs mismo
estadio en activacién espontdneq, * p<0.001 vs mastocitos desgranulados por C48/80.
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Los mastocitos en contacto con el extracto acuoso presentaron un aumento de 2.86 y
3.04 veces el porcentaje de células activadas y por consecuencia disminuyé 2.45 y 3.02
veces el nimero de células inactivadas respecto a los mastocitos en ausencia de extracto
(reaccién espontdnea). El nimero de mastocitos desgranulados fue semejante con o sin
estimulo por el extracto (5.70%£0.29% y 8.271+1.20%, respectivamente), siendo en

ambos casos significativamente inferior al obtenido por el C48/80 (Figura 12).

6.5 Cuantificacién de histamina secretada por mastocitos en respuesta al exfracto acuoso

de M. ehrenbergii.

La histamina es un mediador inflamatorio preformado almacenado en los grdnulos de
los mastocitos y liberado durante el proceso de exocitosis como consecuencia de la
activacion de la célula. Se cuantificé la histamina secretada por los mastocitos después
de 30 minutos de incubacién con el extracto acuoso de M. ehrenbergii, como otra forma

de analizar la activaciéon de la célula por dicho extracto. Tal y como se muestra en la

Figura 13, 0.22 y 0.45 ug/ul del extracto acuoso indujeron la secrecién de
17.5615.05% y 18.30£3.39% de la histamina total almacenada en la célula, valores
que fueron significativamente mayores a la secrecién espontdnea (11.2311.95%;
p<0.05). El extracto, a las concentraciones de 0.22 y 0.45 ug/ul de proteing,
incrementé en un 36.04% y 38.63% respectivamente la secrecién espontdnea de la
amina. El C48/80 indujo una secrecién de histamina dos veces mayor a la del extracto
(33.5614.94 %), presentando mayor grado de significancia (p<0.001) respecto a la

secrecion basal que el extracto.
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Fig. 13. Histamina liberada
por mastocitos activados en
ausencia (espontdnea) o
presencia del extracto acuoso
de M. ehrenbergii. Las células
se incubaron con C48/80
como control positivo de
desgranulacién.  Los  valores
representan la media £ S.E.M.
de 3 experimentos
independientes por duplicado
(n=6). *p<0.05, **p<0.01,
HEHHHE i [ e ***¥5<0.001 vs espontdnea.
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6.6 Efecto del extracto acuoso en la reaccién anafiléctica local.

La anafilaxia cutdnea es una reacciéon que se utiliza para determinar la actividad
urticante de una sustancia. Se basa en la utilizacién del colorante azul de Evans, que al
inyectarse por via intravenosa, se une a proteinas de gran tamaiio, como la albimina
sérica, quedando retenido en el interior de los capilares sanguineos y Unicamente
pasando a tejidos en caso de que los endotelios vasculares se activen y se produzca
contracciéon de las células endoteliales. Por tanto este colorante permite analizar la
intensidad del proceso inflamatorio ocasionado por algin agente externo al organismo.

La reaccién anafildctica cutdnea o reaccidon urticante se indujo inyectando
intradérmicamente 0.22 y 0.45 pg/ul del extracto acuoso. Se utilizé como control

negativo SS y como controles positivos de reaccién urticante, histamina y C48/80.

Uno de los primeros datos que arroja una anafilaxia cutdnea son los didmetros
referentes al proceso inflamatorio coloreado por el azul de Evans extravasado, como
consecuencia de las inyecciones intradérmicas tanto de los controles (positivo y negativo)
como de las muestras problema (extracto acuoso). Para conocer tal pardmetro, basta
con medir el didmetro del proceso inflamatorio por medio de vernier, dato que permite
conocer el comportamiento de la sustancia a analizar sobre la respuesta inflamatoria. En
la figura 14 se muestran los resultados de los procesos inflamatorios generados y en la
Figura 15 se representan estos resultados en funcién de los didmetros de las reacciones
inflamatorias. Las concentraciones del extracto ensayadas generaron procesos
inflamatorios de 10.58+0.4367 y 12.21+£0.81 mm de didmetro. En ambos casos el
tamaifio de la reaccién inflamatoria fue significativamente mayor a la generada por la
solucién salina (5.73+0.74 mm, p<0.001). Sin embargo, aunque no hubieron diferencias
entre los didmetros inflamatorios generados por las dos concentraciones del extracto y
entre éstas y las producidas por la histamina o el C48/80 (Figura 15), si se apreciaron
diferencias respecto a la intensidad de la coloracién azulada del proceso inflamatorio
generado por los diferentes estimulos (Figura 14). Esta observacién nos llevé a analizar
otro pardmetro relacionado con la intensidad del proceso inflamatorio, cuantificar
concentraciéon de azul de Evans extravasado, pardmetro mds exacto a la hora de
evaluar el proceso inflamatorio, debido a que se considera el volumen total del edema

ocasionado por la inyeccién intradérmica, no Unicamente el didmetro de dicho edema.
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Fig. 14. Azul de Evans extravasado en la piel de rata. Comparacién entre

0.22 (A) y 0.45 pg/pl (B) del extracto.

Didmetro (mm)

ss 0.22 pg/pl 045 uo/ul Histamina ~ C48/80

Extracto acuoso de
M. ehrenbergii

Fig. 15. Didmetro que representa la intensidad del proceso inflamatorio en
la piel de las ratas. Los valores representan la media + S.EM. de 5
experimentos independientes hechos por triplicado (n=15). *p<0.001 vs SS.

Los extractos acuosos de pelos de la oruga M. ehrenbergii generaron reacciones

inflamatorias con extravasacién de 1.7710.37 y 4.011£0.22 ug/ul de azul de Evans
para 0.22 y 0.45 pg/ul respectivamente. La extravasacién obtenida por parte del
extracto acuoso (0.22 y 0.45 ug/l) incrementé significativamente en 1.92 y 4.35 veces
la generada por la SS (0.92+0.13 pg/Ml) (Figura 16). Ademés la concentracién de

colorante extravasada por los extractos acuosos estuvo en el rango de la extravasada

por los controles positivos: histamina (2.2410.43) y C48/80 (4.4610.62).
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Fig. 16. Efecto del extracto acuoso proveniente de la oruga M.
ehrenbergii en la anafilaxia cutédnea (AC). Los valores representan
la media + S.E.M. de 3 experimentos independientes por triplicado
(n=9). ¥*p<0.05 y **p<0.001 vs Espontdnea.

Para establecer una equivalencia en la extravasacién generada por el extracto
acuoso en relacién a la inducida por el agente desgranulador de mastocitos C48/80 y
por la histamina, se realizaron curvas dosis-respuesta de ambas sustancias en la
anafilaxia local. La figura 17 muestra las curvas dosis-respuesta de la histamina y del
C48/80 en la andfilaxia cutdnea. La histamina mostré un comportamiento lineal a las
concentraciones estudiadas (0-20 Ug/pl). El C48/80 mostré el mismo comportamiento a
concentraciones de O a 1 Hg/ul, mostrdndose a partir de esta concentracién una
saturacién en la respuesta anafildctica. Extrapolando los valores de azul de Evans

extravasado por los extractos acuosos en ambas rectas, obtenemos que la inyeccién
infradérmica de 0.22 Pg/ul de proteina del extracto generé una reaccién urticante con
un aumento en la extravasacién equivalente al inducido por 10 Ug/ul de histamina o
0.329 pg/ul del C48/80 (Tabla 2). Por su parte, 0.45 g/Ml de proteina del extracto

generd una extravasacién equivalente a 17.42 pg/ul de histamina y 0.565 ug/ul de
C48/80.
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Fig. 17. Curvas dosis-respuesta de histamina (A) y C48/80 (B) sobre la anafilaxia
cutdnea. En ambas curvas se determiné el coeficiente de correlacién (R), siendo 0.99

en ambas curvas.

Tabla 2. Equivalencia de los valores promedios del azul de
Evans extravasados por el extracto en relacién a la inducida
por histamina y C48/80 en la anafilaxia cutdnea.

Extracto Histamina (ug /) C48/80 (ug/ul)
0.22 pg/ul 10.00 0.329
0.45 pg/pl 17.42 0.565
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Se ha reportado que el compuesto presente en T. pytiocampa responsable de causar
una reaccién urticante en animales como el cerdo es la denominada thaumatopenia
(Lamy et al 1985; Novak y Lamy, 1987), proteina de 28 kDa. Para estudiar si algin
componente proteico presente en el extracto acuoso de los pelos de la oruga M.
ehrenbergii era el inductor de la respuesta urticante, se evalué in vivo la reaccién
cutdnea generada por el extracto tras someterlo a condiciones de alta temperatura.
Para ello se calenté el extracto acuoso (0.22 pg/Ml) a 100°C en bafio Maria durante
10 minutos y posteriormente se realizé la inyeccién intradérmica del extracto hervido
(extracto H; proteinas desnaturalizadas), junto con inyecciones del extracto sin tratar
(extracto S/H; proteinas nativas) y los respectivos controles, negativo y positivo (SS e

Histamina), realizando asi la anafilaxia cutdnea. En la Figura 18 se muestran los

resultados.
4 -
o 3-
e
R =
=1
2N
O
"E g 24 1
o o
U |
D N P
NI
oL lcrit:
SS Extracto H  Extracto S/H H
0.22 pg/ul

Fig. 18. AE extravasado en la reaccién cutdnea inducida por el
extracto acuoso de M. ehrenbergii hervido (extracto H) y sin hervir
(extracto S/H). Los valores representan la media £ S.EM. de 3
experimentos independientes (n=3). *p<0.01, extracto H vs extracto
S/H.

Se observé una disminucion del 29% en la extravasaciéon inducida por el extracto
hervido con respecto al que no se hirvié. Ademds lo interesante de estos resultados es
que la extravasaciéon inducida por el extracto hervido no es significativamente diferente
a la generada tras la inyeccién de la SS (2.5210.18 versus 1.9710.30, p>0.05), lo cual
indica que efectivamente una de las proteinas presentes en el extracto es la

responsable del aumento en la permeabilidad vascular.
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6.7 Evaluacién de signos caracteristicos de anafilaxia sistémica inducidos por el extracto

acuoso de pelos de M. erhenbergii.

Los signos de la reacciéon andfildctica sistémica se valoraron mediante el uso de la
escala numérica ya indicada en material y métodos. Como control positivo se indujeron
choques andafilécticos sistémicos inyectando via intravenosa C48/80 en ratas Wistar.
Estas ratas presentaron en un lapso de 40 minutos aproximadamente, todos los signos
indicados en la escala hasta llegar al 5, que fue la muerte (Tabla 3). Sin embargo las
ratas que fueron inyectadas intravenosamente con el extracto acuoso de pelos de la
oruga, Unicamente alcanzaron el 1 en la escala numérica (pelo erizado), con una

supervivencia del 100% a la hora del estudio.

Tabla 3. Comparaciéon de los signos de anafilaxia
sistémica entre el extracto acuoso de M. ehrenbergii y el

C48/80.

Extracto acuoso C48/80
Puntuacién alcanzada:1 Puntuacién alcanzada: 5
(Pelo erizado) (Muerte)
Muerte: 0/3 Muerte: 3/3

Mortalidad: 0%
Aumento de sensibilidad

Mortalidad: 100%
Pérdida de sensibilidad

.\;
N b e et i
h\\“f b1 W, T TR S -

Fig. 19. Comparacién entre ratas que han sido expuestas a inyeccién i.v. del extracto
acuoso (A,C) y C48/80 (B,D). Presencia de pelo erizado (A,B). Ausencia (C) y
presencia (D) de cianosis.
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Interesantemente, mientras que las ratas tratadas con el C48/80 perdieron la
sensibilidad a un estimulo punzante durante los 40 minutos posteriores a la induccién de
la anafilaxia, las ratas inyectadas con el extracto acuoso mostraron reacciones de
aumento de sensibilidad a los mismos estimulos. Ademds las ratas retadas con el
extracto acuoso presentaron hemorragias en mucosa de nariz y ano. Pasada una hora
tras la inyeccién del extracto, las ratas se sacrificaron para revisar sus érganos, no

existiendo hemorragia visceral.

Ademds de los signos evaluados por Li et al (2009), existen pardmetros como caida
en la temperatura corporal y en la presién arterial que son utilizados en la evaluacién
de la anafilaxia sistémica. Un choque anafildctico se caracteriza porque estos
pardmetros disminuyen considerablemente en un lapso de tiempo corto. Por ello se
evalué la temperatura rectal cada 10 minutos hasta la muerte del animal o durante la

hora posterior al choque.
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Fig. 20. Medicién de temperatura en ratas con inyeccién intravenosa del Extracto acuoso (A) y

C48,/80 (B).

Las ratas inyectadas con C48/80 presentaron una caida muy importante en la
temperatura rectal durante los 40 minutos posteriores a la inducciéon de la anafilaxia,
mientras que los animales tratados con el extracto acuoso mostraron una ligera caida en
la temperatura corporal durante los primeros minutos, pero posteriormente se recuperd
llegando a los valores iniciales (Figura 20). Cabe mencionar que la Ultima lectura de
temperatura para las ratas tratadas con el C48/80 se realizé cuando murié el animal,
mientras que las lecturas finales de las ratas inyectadas con el extracto corresponden a
las ratas adn vivas; sin embargo en dos de las ratas no se pudo determinar temperatura
a los 50 y 60 minutos debido a que las ratas expuestas al extracto acuoso presentaron

hemorragia anal.

47



391

38

354

Temperatura (°C)
w
o
1
|
|

34 1

33

T T T T
0.45 ug/pl 0.45 ug/ul C48/80 C48/80

Inicial Final Inicial Final

Fig. 21. Caida de temperatura corporal al inyectar via intravenosa el

extracto acvoso (0.45 pg/ul) o el C48/80. Los valores representan la
media * S.E.M. de 3 experimentos independientes (n=3). *p<0.05,
C48/80 inicial vs final.

La figura 21 muestra la comparacién en la caida de temperatura corporal generada
por el extracto acuoso en relacién a la inducida por el C48/80 al estudiarse como
efecto del choque sistémico. EI C48/80 indujo una caida de aproximadamente dos
grados en la temperatura corporal de las ratas (36.511.04 versus 34.7%1.37),
presentando los animales diferencias significativas en sus temperaturas antes y después
del choque (p<0.05); por su parte, el extracto acuoso generd una caida promedio de
0.4 °C en la temperatura corporal de los animales, no siendo significativa la diferencia

en la temperatura.

Por otro lado, el registro de la presiéon arterial en las ratas mostré los siguientes

resultados:
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Fig. 22. Registro de la presién arterial en las ratas una vez
inyectado via intravenosa el control negativo (SS) (A), extracto
acuoso (B) y C48/80 (C). Para inyectar cada compuesto, la presién
debia mantenerse estable 5 minutos.

Como se observa en la Figura 22, el control negativo, que es la inyeccién de solucién
salina, no modificé el registro indicando que no hubieron cambios en la presién arterial
de la rata; al inyectar el extracto acuoso, los animales presentaron una caida
aproximada del 37.4716.69% en su presién arterial, caida que ocurrié en un lapso
aproximado de tiempo de 1.3 minutos y tardé 3 minutos en restablecerse.
Posteriormente y tras un lapso de 6 minutos en el que la presién arterial se mantuvo
constante, se procedié a la inyeccién del C48/80. Dicho compuesto generd en las ratas

una caida del 131£15.16% en su presién arterial la cual se presenté en un lapso de

tiempo menor con respecto al extracto acuoso (0.70 min) (Figura 23).
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Fig. 23. Caida de presidén arterial representada en porcentaje. Inicial
(presién arterial base 100%), extracto (presién arterial tras inyeccién del
extracto acuoso), C48/80 (presién arterial tras inyeccién del compuesto).
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VII. DISCUSION

7.1 Propiedades fisicoquimicas y actividad citotéxica del extracto de pelos de M.
erhenbergii

Las propiedades fisicoquimicas de un compuesto permiten determinar el posible efecto
que éste pueda tener sobre el organismo, por lo tanto es importante conocer
propiedades como pH y osmolaridad. El efecto daiino de los pelos de la oruga M.
ehrenbergii se genera tras la liberacién de sustancias irritantes presentes en los pelos
que se insertan en la piel de personas o animales. Las defensas de proteccién del
sistema inmune innato comienzan con las barreras anatémicas, tales como la piel y las
membranas mucosas, que impiden la entrada de microorganismos y téxicos (Castellén ef
al., 2008). En el caso del extracto acuso de pelos de la oruga M. erhenbergii se mostré
que tiene un pH entre 5 y 5.5, mismo que se encuentra dentro del rango del pH de la
piel, ya que éste va de 3 a 5 (Clam 2011). Por lo tanto la accién irritante del extracto
proveniente de la oruga no es debida a su pH. Ya se ha demostrado que soluciones
hipo o hiperosméticas generan un desbalance entre la osmolaridad de los liquidos intra
y extracelulares, generando presiéon osmética y estrés osmdtico que es inductor de
respuesta inflamatoria en los tejidos (Broker et al, 2012). En este sentido el extracto
acuoso fue isotdnico con respecto al plasma sanguineo y a la solucién saling, lo cual
indica que la osmolaridad del extracto no es un factor que participe en la accién

urticante generada por el extracto.

Cualquier tipo celular, normal o patolégico, puede ser susceptible a la actividad
citotéxica de ciertos componentes presentes en extractos téxicos o irritantes. El ensayo
del azul tripdn se utiliza como método para definir la actividad citotéxica de
determinadas sustancias que alteran la permeabilidad de la membrana plasmética de
las células (De Geyter et al., 2012). Asi tras la incubacién de células con el extracto a
estudiar en presencia de una soluciéon de azul tripdn, la coloracién azulada de las
células es indicativa de alteracién en la permeabilidad de las membranas celulares y
accién citotdxica del extracto. La incubacion de mastocitos con el extracto acuoso de
pelos de la oruga M. erhenbergii no modificé la viabilidad celular. No existen reportes
sobre posibles efectos citotdxicos directos de pelos o extractos de otras especies de

lepidépteros.
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7.2 Principales bandas proteicas presentes en el extracto acuoso de pelos de M. erhenbergii
y su actividad urticante

Una de las proteinas mds importantes encontrada en lepidépteros, es la conocida
taumatopenia, la cual surge al estudiar algunas propiedades fisicoquimicas de la
procesionaria del pino. De acuerdo a Novak et al (1987), la taumatopenia tiene un peso
molecular de 28 kDaq, es especifica del pelo y causa en la piel de cerdo una reaccién
idéntica a la producida por el extracto crudo del pelo. En el extracto acuoso obtenido
de los pelos de M. ehrenbergii no se obtuvieron proteinas de tan bajo peso molecular,
sin embargo, la proteina encontrada con mayor abundancia posee 64 kDa de peso
molecular y en menor cantidad contiene proteinas de 74, 150 y 240 kDa. Los signos que
se presentan en animales e incluso en el humano cuando se tiene contacto con la
procesionaria del pino son generalmente urticarias, edemas, conjuntivitis y deficiencias
respiratorias (Vega et al, 1997), signos que se atribuyen a la presencia de la
taumatopenia, que tiene un efecto directo sobre los mastocitos dando lugar a la
desgranulaciéon de los mismos. En este trabajo se demuestra que la desnaturalizacién de
las proteinas presentes en el extracto acuoso obtenido de los pelos de la oruga M.
erhenbergii disminuye de una forma muy significativa la reaccién urticante asociada a la
inyeccidn intradérmica del extracto en las ratas. A pesar de que los pelos de M.
ehrenbergii poseen proteinas de mayor peso molecular, son estas proteinas las causantes
de la activacién de los mastocitos asociada a la reaccién urticante y por tanto de la

reaccién inflamatoria que el contacto con la oruga genera en la piel.

7.3 Activacién de mastocitos por el extracto acuoso de M. ehrenbergii

Una de las técnicas que permitié analizar la activacion de los mastocitos por el
extracto acuoso de pelos de la oruga M. ehrenbergii fue la tincién con el colorante rojo
rutenio. Este colorante se une de forma selectiva a los grdnulos de las células que han
sido activados para la secrecién de su contenido (Lagunoff, 1972a), debido a que
durante la secrecién el contenido de los grdnulos es extruido de forma extracelular o
bien dentro del dominio extracelular de la célula permitiendo el contacto del colorante
con el material granular y la tincién del mismo. Utilizando esta técnica se pueden
clasificar los mastocitos en tres estadios: no estimulados, células con grdnulos sin tefiir y su
membrana celular perfectamente definida; activados, con una mezcla de grdnulos
intracelulares tefiidos y no teiidos de rojo y su membrana celular todavia bien
delimitada; desgranulados, células con todos sus grdnulos teiidos de rojo, la mayoria

fuera de la célula y con pérdida del limite celular. Los resultados obtenidos con esta
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técnica mostraron un nimero muy significativo de mastocitos activados por efecto del
extracto acuoso, disminuyendo significativamente los mastocitos no estimulados y no
modificando el nimero de células desgranuladas en comparaciéon con los mastocitos sin
extracto. Estos resultados indican que el extracto acuoso proveniente de M. ehrenebergii
genera un adalto nivel de activacidon de los mastocitos, sin llevarlos al estado de

desgranulacién.

Datos bioquimicos indican un paralelismo razonablemente cercano entre la liberacién
de histamina y la unién del rojo rutenio a los grdnulos de mastocitos estimulados en un
sistema in vitro (Lagunoff, 1972b). Riley (1953) describe a la histamina como uno de los
mediadores preformados mds importantes almacenados en los mastocitos, y su
liberacién acompaiia a la activacién de dicha célula. La cuantificacién de histamina
secretada por los mastocitos permite conocer el grado de activacién celular y viene a
complementar los resultados obtenidos con la técnica del rojo rutenio. Nuestros
resultados muestran que el extracto acuoso de M. ehrenbergii indujo un incremento
cercano al 40% en la secrecién de histamina por los mastocitos en comparacién con la
basal. Sin embargo la secreciéon de histamina inducida por el extracto acuoso fue la
mitad de la estimulada por el C48/80, agente desgranulador de los mastocitos. Estos
datos vienen a corroborar los resultados obtenido con la técnica del rojo rutenio,
demostrando que la estimulacién de mastocitos con el extracto acuoso de la oruga
llevan a los mastocitos a un estado de activacién que induce una secrecién significativa

de histamina, mas no a un estado de desgranulacién masiva.

Haciendo referencia a enfermedades como el lepidopterismo, Novak y Lamy (1987)
afirman que esta afeccién es diferente del erucismo producido por los pelos urticantes
de la oruga T. pityocampa. Estos pelos son comparables a bombillas que hay que
romper, por ejemplo en la piel, a fin de liberar la sustancia urticante y provocar la
liberacién de histamina. Lymantria dispar es otro tipo de lepiddéptero encontrado
principalmente en Europa y llegado a Norteamérica a finales de 1860; en 1982 se
reportaron casos de dermatitis y asma ocupacional asociados a esta oruga. De acuerdo
a Diaz (2005), la patogenia del erucismo y lepidopterismo producidos por Lymantria
dispar no estd claramente definida, sin embargo, el mecanismo probablemente involucra
la liberacién de histamina local y pulmonar y reacciones de hipersensibilidad retardada

en victimas susceptibles.
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7.4 Efecto urticante del extracto acuoso de M. ehrenbergii

La “heterogeneidad” de los mastocitos, que se refiere a la capacidad que tienen estas
células de generar poblaciones individuales de mastocitos que presenten diferentes
propiedades bioquimicas y funcionales, probablemente contribuya a la flexibilidad y
diversidad de las formas en que las células se pueden activar y asi, presentar diferentes
respuestas fisioldgicas, inmunoldgicas, inflamatorias u otras respuestas biolégicas en las
que participe esta célula (Metz et al, 2007). Asi mismo, los mastocitos tienen la
capacidad de secretar diversos productos biolégicamente activos tras la exposiciéon a
una variedad de estimulos tanto inmunolégicos (alimentos, medicamentos, etc.) como no
inmunoldgicos (frio, calor, ejercicio y extractos irritantes). Los pelos y espiculas de la T.
pityocampa son los responsables de su efecto nocivo, que se produce por contacto
directo o a través del aire (Inal et al, 2006 y Diaz, 2005). Presenta dos mecanismos de
accion: uno inmediato téxico irritativo al clavarse los pelos y espiculas en la piel e
inyectar un veneno provocando la liberaciéon de histamina; y otro alérgico, mediado
por IgE, que precisa exposiciones repetidas. En general, el primer mecanismo ocasiona
cuadros de dermatitis y el segundo de urticarias generalizadas, disnea aguda,
conjuntivitis, asma, rinitis y angioedema (Vega, 2002). En el presente trabajo se ha
demostrado el efecto urticante del extracto acuoso proveniente de los pelos de M.
ehrenbergii. La reaccién urticante generada por 0.22 Ug/Ml de extracto es semejante en
magnitud a la generada por 10 Ug/Hl de histamina y por 0.3 Ug/ul del C48/80. El
mecanismo de accién del extracto proveniente de los pelos de M. ehrenbergii es un
mecanismo inmediato téxico, ya que éste provoca la liberaciéon de histamina de los
mastocitos en forma directa y sin sensibilizacién previa, formando asi pequefios edemas
en la zona inyectada debido a la liberaciéon de dicho mediador. Esto es debido a que
tras la insercidn de los pelos de la oruga en la piel se liberan sustancias presentes en el
pelo que inducen la activacion de los mastocitos y la liberaciéon de parte de la histamina
almacenada en sus grdnulos. A nivel local la histamina ocasionard la activaciéon de
células del muisculo liso, vasodilataciéon y por tanto incremento en el flujo sanguineo; asi
mismo, la contraccién de las células endoteliales provocando extravasaciéon de plasma y
reacciéon vascular que genera la formacién de edema y urticaria (Lundequist y Peijler,

2010).

No podemos descartar que otras sustancias almacenadas en los grdnulos de los
mastocitos y liberadas tras la activacion de los mismos por el extracto acuosos de la

oruga, puedan estar también participando en la generacién del edema o en el efecto
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urticante del extracto. En este sentido es importante mencionar la proximidad de los
mastocitos a las fibras nerviosas en la piel y el hecho de que estas células produzcan y
respondan a varios neuropéptidos (Salinas, 2012). Esta comunicacién bidireccional entre
los mastocitos y las neuronas cutdneas plantea la posibilidad de que alguna sustancia
presente en el extracto acuoso de la oruga M. ehrenbergii pueda activar fibras
nerviosas aferentes sensoriales e inducir la liberacion de neuropéptidos como la
sustancia P o el péptido relacionado con el gen de la calcitonina. Estos dos
neuropéptidos conducen a la desgranulaciéon neurogénica de los mastocitos y la
subsiguiente respuesta vascular, caracterizada por vasodilatacién y una edema-
eritematoso de rdpida formacién debido al incremento en la permeabilidad vascular y

por tanto en la extravasacién del plasma (Roosterman et al, 2006).

Estudios realizados con Aspergillus oryzae demuestran que este hongo puede inducir la
activacion selectiva de mastocitos para provocar reacciones anafilactoides similares a
reacciones anafildcticas mediadas por IgE y antigeno, caracteristicos de la alergia de
tipo I; en dicho estudio, Yamaki y Yoshino (2011) al trabajar con una cepa de ratones
de tipo silvestre y con ratones deficientes en mastocitos encontraron que la hinchazén
aguda en patas inducida por A. oryzae sélo se observa en ratones silvestres y no en
aquellos con deficiencia de mastocitos, lo cual sugiere que dichas células juegan un

papel indispensable en la formacién del edema.

Lamy et al (1983) investigaron el mecanismo involucrado en la reaccién cutdnea
probando el efecto de la sustancia extraida de los pelos de la oruga T. pityocampa en
la liberacién local de aminas vaso-activas y la desgranulacién de mastocitos. Afirman
que la desgranulaciéon de los mastocitos es dosis-dependiente y que la inactivaciéon por
calor del extracto reduce enormemente sus efectos. El extracto proveniente de los pelos
de T. pityocampa es inactivado por calor, lo cual sugiere que el elemento activo es de
naturaleza proteica. Resultados obtenidos con M. ehrenebergii corroboran los estudios
para la procesionaria del pino, ya que encontramos diferencias significativas entre la

respuesta urticante provocada por el extracto inactivado por calor y aquel sin inactivar.

7.5 Efecto de la administracidn sistémica del extracto acuoso de M. ehrenbergii
Cuando los mastocitos tienen contacto con el extracto, éstos se activan para la
liberacion de histamina y posiblemente otros mediadores también almacenados en los

grdnulos. Si la activacién o desgranulacién fuese tal que ocasionara la diseminacién
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sistémica de la histamina y otros mediadores, entonces se producird un choque sistémico
(Kunder et al, 2011). El choque sistémico o anafilaxia sistémica normalmente estd
producido por respuestas inmunolégicas frente a alérgenos, medicamentos u otras
sustancias. Sin embargo cualquier sustancia o estimulo fisico o quimico que active
sistémicamente a los mastocitos puede inducir esta reaccién (Simons, 2009). Los signos
que mostraron los animales tras la inyeccién intravenosa del extracto acuoso de la
oruga M. ehrenbergii no fueron los caracteristicos de una reaccién de anafilaxia
sistémica. Las ratas Unicamente mostraron pelo erizado tras la inyeccién intravenosa del
extracto, mientras que aquellos animales a los que se les inyecté el C48/80 mostraron
todos los signos indicados en la escala (Li et al, 2009) hasta llegar al 5 que fue la
muerte. Sin embargo, los animales expuestos sistémicamente al extracto acuoso
presentaron otros signos diferentes que por su naturaleza es importante mencionar. Los
tres animales evaluados se caracterizaron por presentar un alto grado de sensibilidad a
estimulos punzantes, a diferencia de los animales que desarrollaron choque sistémico
donde la sensibilidad a este estimulo se perdié. La intensa comunicaciéon bidireccional
entre los mastocitos y las fibras nerviosas a nivel de la piel (Salinas, 2012) podria
explicar este aumento de la sensibilidad al dolor. Se ha reportado que los mastocitos
almacenan en sus grdnulos varios neuropéptidos, entre ellos SP (Pongor et al, 2011),
neurotransmisor involucrado en la percepcién del dolor. Una liberacién sistémica de SP
por los mastocitos en respuesta al extracto acuoso podria generar la hipersensibilidad
de los animales frente a estimulos punzantes. Otro signo importante fue la presencia de
hemorragia asociada a mucosas. Los animales retados sistémicamente con el extracto
acuoso de M. ehrenbergii tuvieron sangrados tanto por el ano como por la nariz. Se han
reportado en Sudamérica un nimero creciente de picaduras fatales por orugas del
género Lonomia, en las que tras los sintomas iniciales de dolor, sensacién de ardor en la
zona, dolor de cabeza, nausea y vémito, progresa de forma rdpida a una didtesis
hemorrdgica severa, acompanada cominmente de hemorragia mucosa, visceral y
hematuria (Hossler, 2009). En este trabajo se reporta por primera vez la presencia de
hemorragia en mucosa anal de animales a los que se les aplicé extracto acuoso de
pelos de la oruga M. ehrenbergii, poniendo de manifiesto la importancia de estudiar los
efectos téxicos que pudiera tener la picadura masiva de orugas M. ehrenbergii en un

individuo.

La temperatura y presion arterial son dos pardmetros que decaen en los animales

cuando se presenta un choque anafildctico. En los animales expuestos sistémicamente al
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extracto acuoso no hubo una caida significativa en la temperatura corporal, mientras
que si la presentaron los animales a los que se les inyecté el C48/80. Por su parte, la
presién arterial disminuyé en un porcentaje considerable (37%) a los 1.3 min tras la
inyeccién del extracto acuoso, aunque a los tres minutos se restablecié alcanzando los
valores iniciales. Se sabe que la histamina liberada sistémicamente por los mastocitos
ocasiona vasodilataciéon y aumento de la permeabilidad vascular, lo que ocasiona una
disminucién del volumen sanguineo y por tanto una pérdida de presién arterial (Shahid
et al, 2009). Sin embargo la hipotensién inducida en los animales en respuesta al
extracto acuoso es compensada por el organismo y los animales recuperan en poco
tiempo su presion arterial normal. En ratas sensibilizadas y expuesta al alérgeno, se ha
demostrado que la histamina almacenada en los mastocitos participa en la disminucién
rapida (al minuto) de la presidén arterial que presentan las ratas como consecuencia de
la respuesta andfildctica. Sin embargo, el mantenimientos posterior de la hipotensién
arterial asociada a la anafilaxia se debe a otros mediadores quimicos asociados al
choque, como factor activador de plaquetas y leucotrienos, producidos por otras células
diferentes a los mastocitos ya que se presenta en ratas desprovistas de mastocitos
(Shibamoto et al., 2007). Estos mediadores inductores de hipotensién a largo plazo
parecen no ser inducidos por el extracto acuoso, por lo que la hipotensidon es revertida
en los animales. La inyeccién del C48/80 cuando los animales ya habian normalizado su
presién arterial generdé una caida en la presién arterial que fue rdpida, de menor
magnitud y mds pronta recuperacién que la generada por el extracto acuoso. Este
comportamiento coincide con el reportado por Peternel (2006), que demuestra que
aplicaciones consecutivas y subcutdneas de dosis bajas del C48/80 en ratas induce un
vaciamiento en sus mastocitos, de tal forma que la aplicacién posterior del C48/80 via
intravenosa no genera una caida abrupta en la presiéon arterial media de los animales,
sino una disminucién ligera en la misma que rdpidamente se recupera. Por lo tanto, la
condicién de que el C48/80 no generd una caida significativa en la presién arterial
cuando se aplicé posterior al extracto acuoso de los pelos de la oruga M. ehrenbergii,
corrobora que el extracto indujo una secrecién parcial de la histamina presente en los

granulos de los mastocitos.
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VIIl. CONCLUSIONES

El extracto acuoso obtenido de los pelos de la oruga M. ehrenbergii posee un pH y
una osmolaridad iguales a los de la piel y el plasma sanguineo, respectivamente, por lo

que no son factores participantes en la inducciéon de la respuesta urticante en los tejidos.

Los estudios in vitro demuestran que el extracto acuoso obtenido de los pelos de la

oruga M. ehrenbergii activan mastocitos induciendo liberacién de histamina.

El extracto acuoso no presenta efecto citotdxico.

La aplicacién intradérmica del extracto acuoso obtenido de los pelos de la oruga M.
ehrenbergii induce una reaccién urticante, caracterizada por la rdpida formacién de un
edema-eritematoso. Este efecto urticante se debe a moléculas de naturaleza proteica

presentes en el extracto.
La inyeccién intravenosa del extracto no provoca signos caracteristicos de choque

anafildctico en los animales, aunque si hay una ligera caida en la presién arterial. Sin

embargo produce hemorragias en mucosas, concretamente nariz y ano.
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IX. GLOSARIO

Andfilaxia cutdnea. Reaccién anafildctica local que se caracteriza porque minutos
después del contacto con el antigeno se siente prurito y se observa
enrojecimiento localizado, seguido por la formacién de una o mds zonas bien

delimitadas de edema.

Andfilaxia sistémica. Reaccién de hipersensibilidad de tipo |, en la que la exposicién
de un individuo sensibilizado a un antigeno especifico origina urticaria, prurito y
angioedema, seguidos de colapso vascular y choque, acompaiados a menudo

por una dificultad respiratoria potencialmente mortal.

Compuesto 48/80 (C48/80). Secretagogo, libera especificamente histamina presente en
mastocitos por medio de un proceso de desgranulacidén exocitética que requiere

energia y calcio.

Histamina. Amina biogénica, es uno de los componentes mds importante de los grdnulos
de los mastocitos y su liberacién acompana la desgranulacién de los mismos,
posee gran variedad de actividades biolégicas, incluida la induccidn de la
vasodilataciéon, aumento de la permeabilidad capilar, broncoconstriccion y

contraccién del misculo liso bronquial.
Lepidéptero. Orden de insectos holometdbolos, casi siempre voladores, conocidos
cominmente como mariposas. Sus larvas se conocen como orugas y se alimentan

tipicamente de materia vegetal.

Mastocito. Célula secretora altamente especializada que participa en las respuestas

inmunes innatas y adaptativas.

Rojo rutenio. Colorante que tifie selectivamente los grdnulos presentes en los mastocitos

que son activados para la secrecién de su contenido.
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