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PROLOGO.

En esta seccidn quisiera expresar los objetivos que me
propuse alcanzar en el desarrollo de este trabajo. Basicamen

te estos objetivos son dos:

a) Objetivo experimental. Caracterizar el veneno de -

avispas Polistes dorsalis y Polybia occidentalis nigrite115 y

purificar una de las proteinas mds importantes desde el punto
de vista médico. Esta proteina es una enzima cuya funcidn es

1a de hidrolizar fosfolipidos.

b) Objetivo informativo. Presentar ai lector un breve
resumen introductorio sobre aspectos de la biologia general -
de las avispas, asi como sobre la inmunologia y bioquimica --

del veneno de estos insectos.



A. RESUMEN

Este trabajo tiene por objeto caracterizar comparativa--
mente el veneno de dos especies mexicanas entre si (Polistes -

dorsalis (F) y Polybia occidentalis nigritella du Bysson) y su

relacidon a especies norteamericanas de los géneros Vespula, Do

lichovespula y Polistes. Al mismo tiempo se ha emprendido un

estudio sobre el efecto de inhibidores de proteasas que puedan
ser usados para impedir la degradacidén de las proteinas que -~
nos interesan. Los estudios comparativos fueron realizados a
través de distintos sistemas electroforéticos, cuantificacidn

de enzimas e inmunodifusidn.

La accién de inhibidores proteoliticos fue valorada uti
lizando un substrato insoluble de piel pulverizada con un cro
méforo (hidepowder azure). También se estudiaron las posibles
acciones deletéreas de los ‘inhibidores efectivos sobre las o--

tras actividades enzimdticas.

La fosfolipasa del veneno de ambas avispas fue purifica
da a homogeneidad con rendimientos mayores al 80% utilizando -
1-(8-carboxietil)~-2-hexadecilglicerol- fosforilcolina acoplado
a AH-Sefarosa 4B (Rock and Snyder, 1975). Lla enzima purifica-
da del veneno de avispas Polistes dorsalis (F) es estable en -
G.5% de tritdn X-100 a pH 8.0, mientras que la fosfolipasa pu-
rificada del veneno de avispas Polybia occidentalis nigritella

du Bysson no necesita tritén X-100 para vonservar su actividad.



B. INTRODUCCION.

i. Biologia y morfologia de las avispas.

En el orden Hymenoptera se incluye a las avispas, abe--

jas y hormigas. Este orden se divide en dos subordenes, cada-

uno de los cuales estd a su vez dividido en superfamilias. En

el suborden Apécrita, (al cual pertenecen las avispas, abejas

y hormigas) el segmento basal del abdomen estd fusionando con
el térax y separado del resto del abdomen por una constric----

cidn; el segmento abdominal que esta fusionado con el torax es

1lamado propodeum.

En el suborden Synphyta, el abddmen estd ampliamente u-

nido al térax y casi todos ellos son fitdfagos.
al., 1971).

(Borror et --

En general las avispas varian de tamafio desde microscd

picas (especies pardsitas) hasta dos pulgadas de largo. Estos

insectos son econdmicamente importantes como pardsitos o preda
dores de plagas dafiinas y han sido Gtiles en el control biold-

gico de estas plagas (Metcalf C.L. y Flint W.P., 1962).

Algunas especies de avispas muestran una organizacidn

social compleja como 1a de ias hormigas y abejas y asi pueden

considerarse como organismos eusociales ya que existe en sus -

colonias una division de trabajo, hay un traslapamiento de ge-



neraciones, es decir la prole cuida a Ta progenitora (en el ca
so de las avispas es la reina), y finalmente todas las castas
cooperan en el cuidado de las generaciones mds jovenes (Wilson
1971). Sin embargo entre las avispas hay una gran variedad de
comportamientos sociales que van desde las avispas solitarias

hasta las eusociales.

A las avispas se les ha dedicado atencion desde la anti,
guedad, Aristoteles hizo uno de los priemros estudios mds com-
pletos de la biologia de estos insectos (Spradvery J.P., 1973).
Sin embargo, en cuanto a cantidad de articulos y publicaciones
cientificas modernas sobre 1a biologia de las avispas, éstas -
estin dentro del grupo de 1os himendpteros que menos articu--

1os se les ha dedicado (Spradvery J.P., 1973).

Recientemente ha renacido el interés por el estudio de
las avispas, debido a su distribucidon cosmopolita y, a que, --
representan organismos ideales tanto para la investigacidn, co
mo para la ensefianza de conceptos de taxonomia, anatomia, com-

portamiento y organizacién social.

Dentro de los campos de investigacidén que se han desa--
rrollade recientemente con las avispas estdn la Genética Evolu
tiva, los aspectos de la Fisiologia y Bioquimica de la Comuni
cacion de las avispas, el Control Bioldgico de Plagas, asi co-

mo el estudio del veneno de estos organismos, éste Ultimo cam-



po tiene importancia en medicina porqué el venenoc de las avis
pas (a1l igual que el de otros himendpteros como abejas y hormi
gas) es alérgico, i.e., tiene substancias que en individuos --
susceptibles desencadenan 10s procesos de una alergia, de esto

G1timo se hablara con mads detalle en las siqguientes secciones.

La siguiente descripcidn de la anatomia y fisiologia de

las avispas est3a basada en el trabajo de Spradbery (1973).

Morfologia Externa.

Cabeza: Las avispas al itual que todos los insectos tie
nen el cuerpo dividido en tres partes que son la cabeza, térax
y abdomén. La cabeza estd formada de una cdpsula muy exclero-
sada y de escleritos fusionados; en esta estructura se encuen-
tran los ojos, ocelos, antenas y partes bucales (Fig.la.) los
grandes ojos compuestos de las avispas tienen forma arrifionada

y son los responsables de la aguda visidn caracteristica de --

las avispas.

Las antenas estin compuestas de 12 artejos en las hem--
bras y 13 artejos en 1os machos. La funcidn principal de 1ias

antenas es la recepcién de estimulos olfatorios, tictiles, cam

bios de temperatura y humedad.

Partes bucales. Los apéndices que forman las estructu--
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Fig. la. Cabeza de una avispa obrera Paravespula germanica. Se indican las
partes bucales y gléndulas principales.




ras bucales son las siguientes: £ET1 labrum, la hipofaringe, ma
xilas laterales y un sélo labio formando la lengua (Fig.la), -
las partes bucales de una avispa estdn adaptadas para lamer, -
masticar, cortar y sorber, esta condicifn se considera primiti
va dentro del grupo de los himendpteros; si comparamos con las
partes bucales de una abeja, sus estructuras estdn especializa
das y altamente modificadas para desempefiar actividades de fo-
rrajeo de néctar de las flores (Fig. 1.b), asi tenemos que las
abejas tienen una proboscide, que les sirve para extraer el --
néctar de las flores. De hecho, la diferenica entre las par--
tes bucales de una abeja y una avispa, nos permite ficilmente

reconocer a estos organismos.

Térax. E1 térax estd formado de 2 segmentos que son: EIl
protdrax anterior, el mesotérax central y el metatdrax poste--
rior, con un par de patas unidas a cada segmento. Las alas es
tan unidas a los segmentos meso y metatordcico.{Fig. 2), esta ==~

parte constituye el principal centro locomotor de una avispa -
adulta.

Abdomen. Estd formado de ocho segmentos de 1o0s cuales -
el primero estd fusionado al térax. Al resto de segmentos que
forman el abdomen se le 1lama gaster tiene 6 segmentos visi---
bles, mientras que en los machos tienen 7 segmentos visibles -
(Fig. 3). Los dGltimos segmentos (VII y VIII) se han modifica-

do para integrar el mecanismo de picadura en las hembras o los
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Fig. 1b. Cabeza de una abeja obrera. La protoscide tiene forma
tubular especial para succionar nectar.



Mesotorax

etatbrax
(a) - Protdr,

Propodeum

{c)

Trocanter

Bagitarso

Fig. 2. Térax y apendices de locomocidn.
a) Ala anterior.
b) Ala posterior.
c) Tdrax con sus partes principales.

d) Pate con sus principales artejos.



genitales en  los machos.

Lositompbnentes bisicos de cada segmentos son los ter--
guitos en Ia;ﬁihﬁé,dorsal y los esternitos en la parte ventral

(Fig. 3).

Aguijon o aparato picador: Esta estructura la veremos -~
con mds detalle, debido a 1a 1importancia que tienep para el --
-trabajo que hemos realizado. Esta estructura es derivada de los
segmentos ocho, nueve y diez del gaster. Cuando estd contraido
el aguijén gqueda colocado en-una cavidad entre los segmentos 7
y 8. Los grandes escleritos laterales del segmento nueve levan
tan la parte principal del aguijon los terguitos y esternitos -
estdn conectados por una membrana a un 16bulo derivado del déci

mo segmento.

La parte activa del aguijén consiste de una lanceta lisa
derivada de la primera valva la cual estd unida a la primera --

valvifera 1 del octavo segmento.

La lanceta, la cual en alguna especies de avispas es --
barbada (pero no tanto como en las abejas), estd protegida por

una vaina,la segunda valva fusionada. Los dos pares de val--

1 Valvidera: Es una de las placas basales del ovopositor en -

los himendpteros.



Espiriculo espinal 3

Peciolo

~Falo .

Fig. 3. Vista lateral del abdomen: a) Hembra de Paravespula vulgaris
b) Macho de P. vulgaris




10

vas, son colectivamente 1lamado terebra y es ésto 10 que pene-
tra en la victima (Fig. 4a). La tercera valva que se origina
de la parte posterior de la segunda regidén valvifera, forma --
un par de prominentes palpos cibuertos de pelo. La ponzofia -
es utilizada por las avispas como un medio de defensa y no pa-
ra poner huevos, la ovoposicidn de las avispas se realiza por

medio de una apertura genital anterior a la primera regidn val

vifera. (Fig.5a}.

Morfologia Interna.

Mecanismos de accidon de 1a picadura. Cuando una avispa

pica, €sta entierra la primera y segunda valva (lanceta y vai-
na respectivamente) en la piel o integumento de la victima e -
inyecta el veneno por medio de un canal en la 1anceta.que se -
abre en la punta de ésta. Los detalles de la picadura se han

estudiado principalmente en abejas, sin embargo, los mecanis--
mos bidsicos son aplicables a las avispas. Cunando una avispa

estd a punto de picar, la placa oblonga y los palpoes del agui-
jon son dirigidos, de tal manera que quedan expueﬁtas las pun-
tas de las lancetas y la vaina (Fig.4b); estas estructuras son
empujadas al interior de la victima doblando el abdomen. Des-
pués del contacto inicial con la epidermis de la victima la pe
netracion es llevada a cabo por movimientos alternados de la -
lanceta. Los misculos que van desde la placa oblonga a la pla

ca cuadrada se mueven hacia adelante y hacia atrds. Este movi



(a)

]
|

Fig. 4a. Componentes del aguijén.

Lanceta

— Vaina

i
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Placa triangilar VIII Placa cuadrada IX
P

Segmento X

Palpos del aguijdén

Vaina del agujén

Placa oblonga
Lanceta

(b)

Fig. 4b. Parte terminal del abdomen de una hembra Paravespula germanica
que ilustra el aparato picador en su pozicidn de picar. Viste
lateral.
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miento hace mecer a la placa triangular sobre su articulacidn
con la base de la place oblonga (Fig. 4c) y asi empuja a la lan

ceta a 1o largo de la vaina.

Las lancetas de ambos lados son empujadas a 1o largo de
Ta vaina en forma alternada (Fig. 4d), y asi resulta la pene--
tracidon de 1a punta barbada de la lanceta, ésta tiende a que--

darse enterrada por medio de las barbas. Sin embargo las bar-

bas de Ta lanceta de la avispa son mucho mds pequefias, compara
das con las de la abeja.

para hacer mads eficiente 1a penetracidn de la lanceta,

la avispa agarra fuertemente a la victima con las patas y a --

veces con las mandibulas también. Después de que la lanceta -

entra a la victima y queda fija al tejido de ésta pof medio -
de las barbas, 1a segunda lanceta penetra después, enseguida -

una serie alternada de movimientos que empujan las lancetas,

hacen que éstas penetren cada vez mas y mds profundamente en -

el cuerpo de la victima. Los movimientos de las lancetas ayu~

dan a sacar el veneno del saco venenoso o reservorio de vene--

no. La contraccidén de los misculos que rodean el reservorio -

de veneno también ayudan a la emisidén del veneno. Cuando fi--

nalmente, el veneno es inyectado el aguijoén es retirado, mo---

viendo el abdomen hacia arriba y ayudandose por los movimien--
tos de las lancetas que se acabaron de describir. Normalmente

no hay autotomia 2 del aguijon en los vespinae, ya que las ---

2 Autotomia: Es un proceso por el cual ocurre la autoc-amputa--

cidon de ciertas estructuras bajo condiciones de -

stress.
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placa cuadrada

Fig. lc. Mecédnica de 1a accidn de picar.
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barbas no son 1o suficientemente largas para que las lancetas
se queden enterradas en el tejido de la victima con el resulta

do de la auto-amputacidn deil

aparato venrenoso.

£1 veneno de las gldndulas venenosas es almacenado en =~
un gran reservorio (fig.

5a) el cual descarga en el interior -
de

un bulbo formado por la segunda valva fusionada (Fig.4b)

y
de

aqui el venenc es pasado a lo largo de un conducto formado
por 1a segunda valva {vaina) y la primera valva {lanceta). E}
veneno es producido por las glandulas acidas mientras que una
gldndula accesoria, la glidndula alcalina probablemente produce

un lubricante para hacer mas eficiente la picadura (Fig. Ba}.

Sistema Renroductor.

en machos,

En general tanto en hembras como

nos encontramos con un par de conductos, &mbos de-~

sembocan a un conducto medio que finalmente 1lega a los genita
les externos (Fig, ua, 5b y S5c).

Aparato reproductor femenino (Fig. 5a): Estd formado -

por un par de ovarios loscuales constan cada uno de 3 a 5 pa-=-

res de ovarios; cada ovario desarrolla un oocito u 6vulo junto
con c@lulas nutritivas. £l ndmero total de oocitos en la eta-
pa madura puede alcanzar un ndmero tan grande como 3600 ooci--
tos en &mbos ovarios,. Los ovarios se comunican a un par de o-
viductos 1o0s cuales se fusionan para formar la vagina. E1 Or~
gano almacenador de espermatozoides, la espermateca, se comuni
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ca dorsalmente con la vagina. La espermateca estd formada de
una capsula semitransparente que tiene un ducto espermitico el

cual se comunica con la vagina (Fig. 5a).

Aparato reproductor masculino (Fig. 5b y 5¢c). Los tes-
ticulos estin formados de foliculos finamente empacados, cu---

biertos por membrana peritoneal que forma el escroto.

En esta regidn se realiza la espermatogénesis; las vias
deferentes finalizan en una gran vesfcula seminal de color ama
rillo que almacena a los espermatozoides. De esta vesicula --
parte un par de ductos eyaculatorios que finalmente 1legan a -
1a base del falo, y entonces se fusionan en un sdlo ducto me--

dio que pasa a través del pene.

Sistema digestivo. El1 aparato digestivo de las avisﬁas'
consta de un tubo el cual tiene 3 partes que pueden diferen---
ciarse por su anatomia y su funcidn,estas 3 partes son: intes-
tfno anterior o0 estomodeo, el intestino medio y el intestino -~

posterior o proctodeo (Fig. 6).

E1l intestino anterior consta de boca, farigne, esdfago
y molleja o buche. E1 buche es un ensanchamiento-del esdéfago.
es un Grgano reservorio de fluidos utilizado principalmente -
por avispas forrajeras para almacenar carbohidratos o agua y

es equivalente al estdSgamo de miel de la abeja.
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Ovarios

Glindula &cida

Saco venenoso
Oviducio

Espermateca
Abertura genital

ucto esperfiatico

Cipsula

Fig. S5a. Sistema reproductor de una reina de Paravespula germanica..

Anexo: detalle de la espermateca.
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Volsela

Anillo basal Ductos esperm&ticos
(b)

Fig. 5b. Parte terminal del abdomen de un macho de Paravespula vulgaris

para ilustrar el aparato reproductor. Vista lateral.
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Foliculos testiculares

Vias deferentes
Vesficula seminal

Gl&ndula accesoria
puctos eyaculatorios

Ducto eyaculatorio medio

Ducto escretor

Falo

Pig. S5¢. Sistema reproductor mazculino de Parave:npula germanica.
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Faringe

Esofago

olledja

Proventrfculo

Intestino medio -
(ventrfculo)

Tubo de Malpigi

Ano . Glindula rectal

Fig. 6. Sistema digestivo de Paravespula germanica (reina). ’
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El intestino medio es un tubo que tiene misculos que for

man anillos. En esta parte se lleva a cabo la digestion, por -

1o que aqui se producen las enzimas y dcidos digestivos, tam---
bién es el area de absorcidon de alimentos.
des del

Las delicadas pare-
intestino medio estdn protegidas de una capa de quitina
(1a membrana peritrdfica) que evita que haya dafios por las par-

tes duras e indigestibles de las presas.

E1 intestino posterior conduce los alimentos no digeri-
dos hasta el exterior a través del intestino grueso o ileum en

esta parte del sistema digestivo se originan los tubulos de

Malphigio, los cuales  son de didmetro pequefio y muy largos y

numerosos. Su funcidn principal es la de excretar nitrdgeno -
en forma de acido Grico insoluble y ademds absorber agua y sa-

les minerales.

Sistema enddcrino. Las glandulas endfcrinas y exdcri--

nas en las avispas astian involucradas en funciones tales como
las de alimentacidn y comunicacidn. Muchas de las glindulas -

de las avispas pueden ser homologadas con las de abeja melife-

ra. Las glandulas relacionadas con la alimentacidén son igua--~

les para machso y hembras y estdn localizadas en 1a cabeza y -

en el térax, estas glandulas son Gldandulas mandibulares, ---

gldndulas hipofaringea y gldndula tordxica.

La glandula mandibular funciona principalmente como una

glandula salival, produciendo lubricantes para mantener en ---
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buen estado a las mandibulas. (Fig. la).

La glandula hipofaringea, ésta es una de las mds gran--

des y estd localizada en 1a cabeza (Fig. la}. La funcidn de -

esta gldndula en las avispas no se conoce, sin embargo una ---

glidndula comparable en la abeja de miel tiene la funcidn de --

producir el componente proteico del alimento de larvas, y las

enzimas involucradas en la produccidn de miel tales como la in

vertasa y la glucosa oxidasa.

La gldndula tordxica (fig. 7). Esta gléndula ocupa una

amplia regidn de tdérax y tiene dos grandes ramas en forma de -

acinos. Las secreciones de la gldndula se acumulan en el lu--

men de la glandula, del cual parte numerosas ramas que 1legan

a la cabeza, a través del cuello y, finalmente, desembocan en

una cdmara, el salibarum, en la parte distal de la hipofaringe.
La secrecidn de esta glandula es principalmente agua pura que-

sirve en la fabricacidon del material con el que se hacen los -
nidos.

Dentro del abdomen las hembras tienen ciertas glindulas

que los machos no tienen. La glindula que produce el veneno -

de las hembras mide entre 1.5-2.5 cm y se le 1lama glandula --
acida (Fig. 5a) la cual estd a la altura del VI esternito gas-

tral. Otra glindula importante encontrada en el abdomen (so--

bre el esternito VI) es 1a glafidula Van der Vech, Ya cual estd
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Fig. 7. Gléndula tordsica de Paravespula germanica (obrera).
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mds desarrollada en la reina que en las obreras.
La funcidén de esta glandula posibleménte sea 1a de se--
cretar una feromona volatil que 1impregna a la avispa obrera -.

de una misma colonia y que sirve como sefial de reconocimiento.

Sistema nervioso. El sistema nervioso central de una -

avispa esti constituido por unma cadena ganglionar, que estd a
1o Targo del cuerpo y finaliza en el cerebro. ©De cada glan---
glio parte una serie de fibras nerviosas, que comunican a los
apéndices (Fig. 8). E1 cerebro estd formado por 4 partes prig'
cipales, el protocerebro formado por el corpus pedunculatum --
(cuerpo pedunculado) y el cuerpo central; los 16bulos &pticos,

deutocerebro con los 16bulos antenales, y el tritocerebro {(Fig.
9).

Las funciones de las diferentes partes del cerebro no -
se conocen todavia y las analogias con el cerebro de l1os verte
brados no es Gtil. Sin embargo no se ha observado que los =--
cuerpos pedunculados estian mias desarrollados en las hembras o-
breras que en la reina o en los machos, y su funcién principal

es 1a de memorizar y desarrollar patrones de comportamiento so

cial complejos.

Ciclo bioldgico de las avispas sociales. La vida de --

una colonia de avispas, se puede dividir en dos grandes etapas
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Fig. 8. Sistemn nervioso central de Parnvespula pgermanica {reina)
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Paﬁs intercerebralis

C&lices del cuerpo
redunculado

.Cuerpa pedunculado

;7k\\\\{} L6bulo 8ptico

L8bulo antenal
Cuerpo central

Fig. 9. Seccidn transversal del cerebro de una avispa obrera Vespula sp.
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que son: etapa de hibernacién y la etapa de post-hibernacidn.
Estas dos etapas son muy distintas debido a l1a actividad que-
se desarrolla en ellas. En la etapa de hibernacidn no hay ac
tividad social y la dnica que puede sobrevivir es la reina, -
es decir, es la dnica avispa de una colonia que sobrevive al-
invierno, en 1a etapa de post-hibernacién se desarrolla la agc
tividad social principal debido a que en esta etapa nacen las
avispas obreras originadas por 1a reina. La etapa de hiberna
cién comienza poco antes de que el invierno llegque y se cree-
que es la disminucidn de las horas luz, 1o que hace que la --
reina empiese a tener el comportamiento de hibernacidn, el --
cual comienza con la bisqueda de un lugar para hibernar, este

Tugar puede ser desde el propio nido hasta agujeros bajo Ta -
tierra, una vez seleccionado este lugar, la avispa se mete en
este sitio y disminuye su metabolismo al miximo. Las avispas
reina tienen cuerpos grasos, 10s cuales son tejidos especiali
zados en el almacenamiento de grasas y azicares que llegan al
canzar hasta el 20% del peso fresco de l1a avispa, mientras --
que en las obreras este tejido s6lo alcanza el 4% del peso --
fresco. Esto es una caracteristica que permite a la reina sQ

brevivir durante el invierno. E1 periodo de hibernacidn dura

hasta 6 meses.

Etapa de post-hiberhacién. Esta etapa es la que mis -
eventos tiene y donde el grado de sociabilidad puede ser reco
nocido. Al iniciarse la primavera las avispas reinas despier

tan de su letargo, y 1o primeroc que hacen es alimentarse, ya-
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que durante la hibernacién pierden hasta un 30% de su peso tg

tal, una vez alimentadas, buscan un sitio adecuado para su ni
do; generalmente realizan inspecciones de muchos lugares an=-

tes de decidir cual lugar es el idoneo para fundar una colo--

nia, las caracteristicas de los lugares elegidos por las avis
pas para construir un nido son muy variadas y van desde luga-
res my ocultos hasta lugares tan expuestos que los nidos pue-
den ser facilmente molestados por animales domésticos o el

hombre. A pesar de esto Gltimo se ha observado a las avispas

reina luchar a muerte por el lugar de anidacion. Las avispas

reinas a veces antes de fundar una colonia viajan muchos kilg
metros en grupos formados por miles de avispas reina, estas -
grandes migraciones contribuyen a la dispersifn por el plane-

ta de las avispas. Una vez elegido el lugar para fundar una-

colonia la avispa reina recolecta el material con el que cons
truye Yas primeras celdas de su nido, en las cuales deposita-

los 6vulos que son diploides ya que la reina fue fecundada an

tes de que comenzara a hibernar, cuando estos 6vulos se desa-

rrollan en larvas la misma avispa reina se encarga de buscar-
alimento para estas larvas, finalmente pasan al estado de pu-

pa y de éste al adulto. Cuando emergen las primeras obreras-

adultas éstas se encargan de 1a alimentacidon, limpieza y cons

truccidon de las celdas en el nido. Cuando aparecen las obre

ras se ha alcanzado una etapa de madurez en la colonia. Las-
condiciones fisicas dentro del nido, son bastante constantes-
la temperatura se mantiene aproximadamente a 30°C, a pesar de
que las avispas son seres poiquilotermos. Para controlar la-

> .
temperatura dentro del nido, el cual es construido con un ma-
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terial aislante y ademds tiene numerosos huecos 1ienos de ai;;
re que sirven de aislantes; otra caracterfistica de estructura
del nido que ayuda a controlar la temperatura es una envoltu-
ra que cubre a todo el nido (Fig. 10), el grosor de esta en--
voltura depende de si el nido estd colocado en una parte aé--
rea 0 en una parte aislada de la intemperie. E1 metabolismo-
de las larvas y adultos genera el suficiente calor para aumen
tar la temperatura, ademds los adultos mueven las_alas para -
genefar calor, de hecho el movimiento de las alas sirve para-
disminuir o aumentar la temperatura. Cuando quieren dismi---
nuir la temperatura las alas se mueven de tal manera que pro-
ducen corrientes de aire, mientras que cuando 1as.avispas quie
ren aumentar la temperatura las alas no producen corrientes de
aire al moverse. La actividad de forrajeo es importante para -
controiar la temperatura, ya que cuando la temperatura es muy-
alta, lTas avispas colectan agua la cual es descargada sobre --

las paredes de la celda de las tlarvas.

E1 material con el que estd construido el nido es una -
material quebradizo paresido al papel, que es fabricado con --
corteza de drboles y madera de bejucos, estos materiales son -

masticados por las obreras para construir el nido.

La alimentacibn y el forrajeo de las avispas estd afec
tada por dos principales factores: Factores limitantes y facto

res estimuladores del forrajeo. Los factores limitantes son -
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Fig. 10. Nido de avispas Paravespula germanica.
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tres: La temperatura, la intensidad luminosa y factores socia
les de 1a colonia, tales como el estado de madurez de ésta, -
entre mas joven sea la colonia la actividad de forrajeo es ma
yor, la ausencia de la reina hace que las obreras dejen de co
lectar alimentos para las larvas y de que no muestren intereés
por reparar el nido; si artificialmente se aumentan las lar--

vas, colocando un pedazo de nido que tenga celdas con larvas-

12 obreras hacen mas viajes para recolectar alimentos.

Las fuentes alimenticias de las avispas las constitu--
yen flores y artrdpodos, por lo que Tos azlcares son obteni--
dos de flores y de las excreciones de afidos y a veces roban-
miel de l1os nidos de abejas. Las flores mds visitadas por las
avispas pertenecen a la familia Umbelliferae, las cuales tie--
nen nectarios expuestos. La fuente de proteinas principal de-
las avispas la constituyen otros insectos tales como los que -
pertenecen a los Ordenes Permaptera, Orthoptera, Odonata, He--

miptera, Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera (por ejemplioc

Apis mellifera L. inclusive avispas como las del género VesSpu
la) y Diptera. La captura de la presa se lleva a cabo por me
dio de vuelos rapidos a poca altura del sueleo, la avispa se VEf
le principalmente de l1a vista para 1oca1izar!a la presa, una -
vez hecho esto, en pleno vuelo rapta a lavﬁresa. y le corta la
cabeza con sus mandibulas para matarla.’ Las avispas eusocia--
les no utilizan su ponzofia para matar;éxla presa, sdlo en los-
casos donde la presa es demasiado grande. Las avispas general

mente cortan las alas y las patas de las presas y s81o aprove-
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chan el tdérax y el abdomen.

Las avispas tienen gran capacidad de aprendizaje, ---
ellas aprenden a capturar insectos y a localizar fuentes de -
néctar de sus primeros viajes de forrajeo, por 1o que una --
avispa adulta es mds experimentada que una joven que apenas -

comienza a hacer viajes de recolecta de alimentos.

Sin embargo las avispas, no tienen capacidad de comuni
car a otras los lugares donde hay alimentos (como ocurre en -
las abejas), por 1o que las avispas explotan fuentes muy loca

Tizadas y pequenas de alimento.

La divisién del trabajo en las avispas es con base al-
comportamiento, es decir que no hay especializacidn morfoldgi
ca en las obreras para las que realizan actividades tales co-
mo forrajeo, defensa del nido, cuidado de las larvas, limpie-
za del nido, etc.. Asi una sola avispa puede desempeiiar todas
estas funciones. Sin embargo 1a Gnica actividad para la cual
si hay modificaciones morfoldgicas es la actividad reproducto
ra, tanto 1a reina como los machos tienen estructuras en los-
i1timos segmentos del gaster que sirven para la funcidn repro

ductora (Fig. Sa y 5 b).

Las necesidades alimenticias de las avispas adultas y-

las larvas son muy diferentes. Las avispas adultas se alime.
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tan de liquidos principalmente, esto pﬁede deberse a que el -
esGfago en el adulto es muy estrecho. .En cambio las larvas -
se alimentan de s6lidos y 1iquidos, en esta etapa el esdfago-

no es tan estrecho como en el adulto.

Organizacibn Social. Una comunidad social en los insec

tos estd formada por la asociacidn de una hembra progenitora,
y su descendencia. En estaasociacidn hay una cooperacidn es-
trecha para la reproduccion y el cuidado de las larvas. La -
interaccifn entre la hembra progenitora o reina, las obreras-
y las larvas determina el nivel de sociabilidadﬂ el grado de-
interaccidon y finalmente la eficiencia del grupo como unidad-
reproductiva. Las jerarquias sociales en las avispas no son-
muy marcadas, podriamos decir que existen solamente dos cas--
tas, l1a de Ta hembra reprdductOra o reina, y 1a de las obreras,
la diferencia entre una obrera y una reina no es muy clara --

morfoldgicamente.

Existen avispas Pplistes cuyas coionias son fundadas -
por varias hembras fértiles de las cuales sélo una se compor-
tara como reina y las demds comc obreras a pesar de que su --
aparato reproductor sea completamente (itil para poner huevos-
fertilizados. Se ha considerado que uno de 10s principales -
factores que puede regular el que una hembra sea o no reina -
es el grado de actividad y desarrollo de sus ovarios, entre -

mas grandes y desarrollados sean éstos, es muy probable que -
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la hembra logre imponer su jerarquia sobre otras hembras fér-
tiles cuyos ovarios se hallan menos desarrollados. Una vez -
que una hembra logra su dominancia el patrdn de su comporta--
miento se altera, reduce su actividad de forrajeo, la activi-
dad de ovoposicidn sGlo se l1leva a cabo por ella y recibe una

gran cantidad de alimento regurguitado de las obreras.

Cuando una colonia de avispas Polistes es fundada por-
una sola hembra, ésta transmite a su descendencia su jerar---
quia. En una colonia de avispas, las relaciones entre los --
adultos y 1as larvas y entre 10s mismos adultos es a nivel --
trofico principalmente es decir hay un intercamcio de alimen-
to digerido en ambas direcciones, por ejemplo las larvas pro-
ducen una secrecidn que es aprovechada por las obreras y pare
ce inducir a stas Gltimas a alimentar a VTas larvas. William-
Mortimez Wheeler, en 1918, propuso la palabra "Trofolaxis" pa
ra describir este intercambio reciproco de alimento en las --
aVispas, en Ta actualidad el significado del término trofola-
xis se ha ampliado para indicar que hay un mutuo intercambio-

no-solo de alimento sino de cualquier substancia o estimulo -

sensorial.

La funcidén de 1a reina en una colonia de avispas no es
5010 1a de poner huevos, sino que su presencia es vital para-
mantener y promover todas las actividades sociales que pérmi-
ten a la colonia funcionar como una comunidad. La reina lo--

gra ésto por medio de feromonas, las cuales producen patrones
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de comportamiento en las obreras, tales como forrajeo, cons--

truccidén y reparacidn del nido, etc.. Cuando una reina, se re

mueve artificiaimente, las obreras ya no realizan sus activi-

dades, inclusive pueden abandonar el nido; sin embargo al fal

tar la reina es posible que alguna hembra empiece a oviposi--

tar, pero toda su descendencia serd de machos ya que sus hue-

vos no estaran fertilizados por esperma. Se ha demostrado --

que las reinas de Paravespula vulgaris producen una substan--

cia inhibidora del desarrollo de ovarios en las hembras obre-

ras, por 1o tanto en las avispas la jerarquia depende basica-

mente de su capacidad para producir feromanas mds que de su -
agresividad.

Desintegracidn de una colonia de avispas. Como ya se -

ha mencionado, la Gnica avispa de una colonia que sobrevive -
al invierno es 1a reina, por 1o tanto cuando se aproxima esta
estacidon, empiezan a nacer “reinas jdvenes" y machos. Las --
"reinas jOvenes® suelen volar cerca del nido, por el contra--
rio los mcahos al abandonar el nido ninca regresan a &, pero
suelen merodear las entradas de l1os nidos en espera de la sa-

lida de las reinas jovenes. Una vez que nacen machos y rei--

nas jovenes, la reina fundadora de la colonia muere, o deja -
de funcionar como el pilar que sostiene 1a organizacidén so---
cial de 1a colonia, por 10 que la desintegracidn social co---
mienza, por el hecho de que muchas obreras abandonan el nido-
formando agregaciones que s8lo duran unas semanas antes de mo

rir, se deja de alimentar a las larvas, la actividad de forra
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jeo cesa por completo y las obreras que permaneceh:enfel ni-
do, empiezan a destruirio sacando a las 1arvas;dé-SQS‘ce]das
y arrojindolas, finalmente el nido puede ser £6t51méﬁﬁe’&e§?,

truido por otros organismos.

Comportamiento de apareamiento. Antes de que comience

1a fase de desintegracidn social, las hembras reinas y los -

machos maduran sexualmente y se aparean. El aparpamiento -

tiene lugar después de un cortejo realizado tanto por hembras
como por 1os machos, este cortejo consiste en que los machos-
y las hembras comienzan a volar a poca altura. Los machos --
vuelan constantemente describiendo trayectorias en forma de -
ocho. La fecundacidn de las hembras reina ocurre cerca de la
entrada de los nidos. Una vez fecundadas las hembras, éstas-
emprenden un viaje en busca de un buen lugar donde hibernar y

en la prdoxima primavera fundan una nueva colonia.

II, Ubicacidn taxondémica de las avispas estudiadas.

Las avispas cuyo venenc fué estudiado en el presente -
trabajo fueron determinadas por el Bidl. Ricardo Ayala del --
Museo de Zoologia de la Facultad de Ciencias, UNAM, y se cla-

sifican del modo siguiente:

Ambas especies pertenecen a los Artropoda, Insecta, -

Hymenoptera, Vespoidea y Vespidae pero Po]isteerorsa1is (Fa-

bricius 1770) es de la tribu Polistini y Polibya (Mirapetra)-
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occidentelis nigritella - duByson, 1905 es de la triBu Polybii

ni.

Esta clasificaciénkES'la‘due propusb Rﬁ&hards*éhﬂlQYB.

A continuacidn ponemos una breve descripsién técnica -

de las avispas estudiadas, siguiendo el trabajo de Richard O.
W. 1978.

Polistes dorsalis (Fabricius 1770)

Vespa dorsalis Fabricius 1775

Polistes fuscatus neotropicus. Beguaert 1940

Polistes hunteri neotropicus. Bohart 1949.

Hembra: Tipicamente ferruginosa con pleurdn y prope---

deum principalmente negro algunas veces ferruginoso. Comidn--

mente hay una mancha negra que rodea a l1os tergitos gastrales
1-3 son mas o menos negros. El proepisternum, coxae, bases -
de 1os fémora y muchos de 10s esternitos gastrales son negros,

pero en algunas especies del sur de 1os E.U. estas partes son

ferruginosas, y se agrupan en una subespecie 1lamada califor-

nia, la cual difiere en que la banda amarilla propodeal es --

mas amplia. En general las siguientes estructuras son amari-

Tlas: Las mandibulas, el clypeus (excepto en un irea dorsal

pequefia), drbitas internas, espacio malar 1a amplia banda ge-

nal 1a quilla pronotal, el margen posterior, la parte media -

del escutelum y metanotu, valvas y dos amplias bandas sobre -
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el propodeo,ﬂuna méncha escroba1, la mancha'apica1 de los fe-
mora, 1as;§ahda§ de 1§s,te+guitp§,gastfalééll a-4 y 10s ester
nitos 2,3;4:} 5: tégu]avaﬁéffljéfcbﬁ'una mancha testdcea =--
Alas bri]iéﬁfes.grigécgas 1ai§€§i6ﬁ costa1 amarilla-café. Pla

ca basicostal mis o-menos amarilla.

Macho: igual que 1a hembra pero con cara amarilla, mar

cas en . la frente y coxa media amarilla, el térax tiene una re

gidn mads negra.

"Plybia occidentalis nigritella, du Buysson 1305,

Polybia occidentalis variedad nigritella

Polybia fastidiuseulata variedad nigriceps Zavattori--
1906.

Polubia occidentalis subespecie nausucana Richards
1951.

Hembra: Mandibula con mancha basal o completamente ca-

fés, escapa antenal brillante y de color café obscuro o una -

pequefia mancha amarilla en 1a base. Clipeo completamente ama

rillo, o amarillo con una amplia banda central de color obscu

ro o con lados y el margen ventral amarillos. o completamente

negro. Gena completamente negra. El pronoto con banda modera -

damente amplia de color amarillo. Mesoscutum negro, escutelo

negro, el propodeo y Ssu cara posterior completamente negros.
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Macho- Los machos t1enen .un c11pe0 mas angosto que E

las hembras con una pubescenc1a platead‘
"polvo" p1ateado sobre 1a parte fronta
na es,angosta's1n margen

mo -sigue: Mandibulas con una mancha amar111a, escapo ntenal

café, clipeo completamente amarillo, gena completameﬁte ne--
gra, pronoto con una banda amarilla y amplia en posicifn pos
terior. Mancha en frente del zurco escrobal conspicua. Me-
soscutum negro. Escutelo con la mitad anterior amarilla. Me
tanoto con la mitad anterior amarilla. Propodeo con dos pe-
quefias ménchas amarillas y los terguitos gastrales 1 a 16 =--

con bandas apicales amarillas.

III. Distribucidon geografica en México de las avispas estu--

diadas.

Richard O0.W. 1979 propone 1a siguiente distribucidn -
geogrdfica.en América de las avispas que en este trabajo se-

han estudiado.

Polistes dorsalis (F), estas avispas se encuentran en

E.U. en los estados de Colorado y Nuevo México. En México -
en los estados de Oaxaca, Puebla y Veracruz. En todo Guate-

mala y Honduras.

En 1a Fig. 11 se wmuestra la distribucién de estas --

avispas en Méxdico.
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Fig. 11. Distribucidn geograficu en Mixico de ln avispn Froiistes o coallis(F).
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Polubia-occidentalis nigritella du Buysson 1905. Estas
avispas se encuenfrén en.E,U.,en los estados de Arizona, Noga
les y Téxas. En México se encuentran en 10s siguientes esta-
dos: Campeche, Chiapas, Colima, D.F. Durango, Guerrero, Hidal
go, Jalisco, Michoacén, Morelos , Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca,
Puebla, Quintana Roo, San Luis Potosi, Tabasco, Veracruz y Yu

catédn.

Tambié&n se encuentra en los siguientes paises Centro --
americanos: Guatemala, Belice, Honduras, Salvador, Costa Rica
y Nicaragua. En la Fig. 12 se muestra la distribucion de es-

tas avispas en nuestro pais.
1V. Mecanismo de una alegia inmediata.

E1 veneno de las avispas puede producir alergias en in
dividuos predispuestos genéticamente a presentar esta reac--

c¢idén inmumoldgica ante ciertos antigenos.

A los antigenos que pueden inducir alergia (o hiper--
sensibilidad) ya sea inmediata o retardada se les 1lama aler
genos (King T.P., 1576). En este trabajo solo hablaremos de-
la alergia inmediata, debido a que los componentes del vene-
no de avispas son antigenos que principalmente producen aler

gias inmediatas.
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Fig. 15. Distribucifn geogrifica en México de la avispa Polybie occidentalis

nigritella du Buysson.
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Una. forma de alergia inmediata en el hombre es la ana-
filaxia la cﬁa] incluye manifestaciones tales como la fiebre-
de heno, asma y urticaria. Esta forma de alergia tdmﬁién'se-
conoce como atopia, Hay muchas fuentes medio ambientales de-
alergenos atb6picos tales como el polen de herb8ceas y ciertos
arboles, 1a caspa de los animales, hongos, insectos, alimen--
tos, medicinas y recientemente algunos detergentes que contig

nen enzimas bacterianas.

Mecanismos de una alergia inmediata: Este tipo de aler
gia es provocada principalmente por anticuerpos de la clase -
IgE (inmunoglobulinas E). La concentracidn promedio de IgE -
total en el suero sanguineo de individuos alérgicos es de 1.5
-g/ml mientras que para individuos normales es de s61o la

quinta parte de este valor (0.3 Mg/m1) King T.P. 1976).

Ahora bien se sabe que cuando una substancia extrafa-
{antigeno) entra a nuestro cuerpo, se producen anticuerpos -
contra esta substancia extrafia, como un medic de defensa, -
las personas normales produciran principalmente anticuerpos-
del tipo IgG, en cambio las personas alérgicas produciran an
ticuerpos IgE; es necesario decir que no todos los antigenos
provocan la formacién de anticuerpos IgE, en las personas --
alérgicas los antigenos que especialmente provocan la forma-
cidn de anticuerpos IgE especificos es a lo que se le conoce

con el nombre de alergenos. La mayorfa de alergenos que se-
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han caraéfefizado tienen un beso molecular entre 20,000 y -
40,000 sin embargo 1arfokmaci6n de anficuerpps IgE contra --
ciertos antigénos depehde'ﬁrincipalmeﬁfe del huéspedvy no --
del antigeno. Los anticuerpos de la clase IgE que se produ-
cen contra algun antigeno tienen receptores especificos en -
las células cebadas (Metzger et al., 1982), cuando estos an-
ticuerpos, IgE, se unen a los receptores de las células ceba
das por la parte Fc del anticuerpo, una segunda e;posicién -
al mismo antigeno hace que este se una a 1a regidn variable-
del anticuerpo IgE {unide a la célula cebada), la unidn del-
antigeno con el anticuepro IgE provoca 1a degranulacidn masi
va de estas c&lulas, las cuales sueltan al torrente sangui--
neo los mediadores de la alergia (Sobtka, K.A. 1982); los me
diadores son substancias quimicas que actlian en diferentes -
zejidos tales como 1os milsculos 1isos, glandulas mucosas, va

so0s sanguineos, etc..

Estas substancias provocan broncoespasmos vomitos, in
flamacidn de 1a piel, nariz y garganta y shock vascular que-
algunas veces es fatal, también pueden producirse efectos 1o
calizados pero ésto depende del sitio de exposicidn al anti-
geno. En los siguientes pdrrafos daremos una explicacion --
mis detallada de togos los procesos que acabamos de mencio--
nar y que son los que se llevan a cabo en una reaccidon alér-

gica de tipo inmediato.
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Anafilaxia.

En 1902 Portier y Richet, estudiaron los efectos de -

lTos extractos de la anemona de mar en perros. Estos auto--

res. encontraron que una segunda inyeccidn de una ddsis no td

xica "causaba una violenta e inmediata reaccidn que termina-

ba muchas veces con la muerte del animal®., Estos investiga-

dores propusieron el término "anafilaxis" para nombrar el fe

némeno que observaron. Después similares reacciones fueron-
producidas en varios animales de laboratorio y en la actuali

dad este fendmeno estd bien entendido. La anafilaxia es pro
ducida en los animales de laboratorio por los siguientes mé-
todos: Un antigeno ‘el cual no es tdéxico, es inyectado a un -
animal por una o varias rutas {intravenosa intraperitoneal,-

subcutdnea, etc.) (Fig. 13). Esta primera inyeccidn del an-

tigeno es 1lamada dosis de sensibilizacidon. Los anticuerpos
producidos contra este antigeno (o alergeno) son del tipo de
las inmunoglobulinas E {IgE), estos anticuerpos se unen en -
las células cebadas y basofilos, por medio de las partes Fc-
del anticuerpo IgE, como ya hemos dicho las cé&lulas cebadas-
y basofilos tienen receptores especiales para este tipo de -

anticuerpos. (Fig. 14 y 1a referencia de Metzger H. et al,-
1982).

Los anticuepros IgE contra el alergeno se forman en -
un periodo de 2 a 21 dias (periodo latente) en este periodo-

también ocurre la fijacidon de los anticuerpos a la células -
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Segunda d&sis

$hok anafildctico
D6sis de sensibilizacibén

Fig. 13. Anafilaxia producida en un cuyo. Dos semanas después de la sen-
sibilizacidn activa, el desafio con el mismo antigenc (o aler-

geno) resulta en una reaccién anafiléictica que puede finalizar
en la muerte.
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cebadas y basdfilos. ET periodo latente varia dependiendo -
de la cantidad, tipo de alergeno utilizado, ruta de sensibi-
lizacidon y 1a especie animal. Cuando termina el periodo la-
tente, una segunda inyeccidn del mismo antigeno (1lamada dé-
sis de desafio) es dada intravenosamente o en forma de aero-
sol. Esta segunda dosis es 5 6 10 veces mds grande que la -
primera désis de sensibili mcidén. Despuéds de la segunda dé-
sis hay una reaccién antigeno-anticuerpo, pero en este caso-
los anticuerpos estdn fijos a las c&lulas cebadas y basdofi--
los. E1 complejo antigeno-anticuerpo actiia scbre las célu--
las sobre las que ésta fijoé el anticuerpo IgE, haciendo que-
las cé€lulas cebadas y bas®filos liberen los mediadores gquimi
cos que causan los sintomas patofisiolfgicos y clinicos ca-=-
racteristicos de una anafilaxia (Ver Fig. 14 y 12 referencia

de Sobotka K.A., 1982).

La liberacidon de 1os mediadores quimicos por las célu
las cebadas y basdfilos ocurre cuando dos moléculas de IgE -
son unidas por el alergeno, el sitio de unidn del alergeno -
al IgE es por medio de 1a regidon Fab del anticuerpo IgE ésto
se muestra en la Fig. 14. La union entre los anticuerpos IgE-
vecinos anclados a la membrana de céluals cebadas y basofi-
los) puede ser llevado a cabo artificialmente también por an
ticuerpos IgG, dirigidos contra los IgE, produciéndose la 1i
beracidn de los meaiadores quimicos de la anafiiaxia. Cuan-

do de alguna manera se evita que el alergeno pueda efectuar=-
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7’

Granulos llenos de
mediadores quimicos de
la anpafilaxia

) O—C Alergeno

e

Receptores para la
complejo alergeno-IgE gue
regidn Fc da IgE forma un pusnte de unign

entre dos mléculas de IgE

Liberacién de los mediadores
quimicos de loa grénulos

Anafilaxia

Fig. 14. Mecanismo de la liberacidn de mediadores quimicos de las células

cebadas y basdfilos por complejos alergeno- IgE.
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uniones entre los IgE vecinos unidos a su vez a las células ce
badas y bas6filos, no ocurre la liberacién de mediadores quimi
cos. Por 1o tanto para que ocurra la liberacidn de mediadores
quimicos de la anafilaxia es necesario que se formen enlaces -
que unan a varias moléculas vecinas de IgE que estén en la su-

perficie celular de bas6filos y células cebadas.

Los principales mediadores quimicos liberados inicial--
mente por baséfilos y células cebadas son histamina, factor --
quimiotadctico eosinofilico (EcF), substancia de reaccién lenta
de la anfilaxia (SRS-A}, factor activador de plaquetas (PAF} y
heparina. Después dque se liberan estos mediadores quimicos, -
éstos provocan reacciones celulares cuya consecuenica es Ta 13
beracidn de otros mediadores quimices tales como prostaglandi-

nas, 5-hidroxitriptamina (serotonina y quininas). (ver Fig.15).

Entre las muchas propiedades farmacoldgicas de estas --
substancias estan la induccién de la contraccidn de 1a muscula
tura lisa, incremento de 1a permeabilidad vascular, hipersecre
cién glandular e hipocoa-gulacidn sanguinea (es decir, baja ca
pacidad para detener hemorragias). Los cambios fisioldgicos -~
resuitantes de los efectos que hemos mencionado son: Hipoxia,
shock, necrosis tisular y hemorragias. La Tabla I enlista las
principales manifestaciones de la anafilaxia, Grganos afecta--
dos en varias especies animales {(ver la Fig. 15 y la referen--

cia de Noel, R.R. et al., 1973).
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DIAGNOSIS

IgE
ALERGENOS -~ -==~-__ IgE espec{ficos
Polen Tee CA
Alimentos =4 Prueba de piel

Drogas .
Gusanos 4
Insectos o,
.o
A VIAS QUE NO
' . INVOLUCRAN IgFE
': ’ e — —== =--===Complemento .
:T‘OSIA !, Parasimpitico .V,
embrana---* /
Def. ;qA-"’ P
Def.T

Exc.IqE
Bloqueo €

u"
sr‘m 5‘“ .

TERAPIA " ..
Desensibilizaci6n \_‘W ‘u\") e
Adrenalina ‘ ..~ \
5GG K 9 v:
Estercoides r""'" o "" 3 Fi &“ c,‘a A
Antihistaminicos AMAF LAI\IA AS MA ¥ 9.1‘ OE,"“

Fig. 15. Principales eventos que ocurren en una reaccidn alérgica de tipo

inmediato.



‘fabla I.~En esta tablsa se muestran los principales mediadores quimicos de la

anafilaxia, los Srganos blanco de estos mediadores y los sintomas -
clinicos de varias especies de laboratorio.

Especies

Mediadores

Organos principalmente Sintomas
afectados. principales
Cuyo Bronquios’ Broncoconstriccidn| Histamina, SRS~-A
Serotonina,quinina
Rata Intestino Colapso circulato- | Histamina, SRS-A
rio, actividad pe-|: Serotonina
ristaltica
Ratén Intestinc y pulwbn Dificultad para —-| Histamina
respirar. Postra-—| Serotonina
cidn.
Conejo Venas de los pulmo Fallas del corazdn | Histemina, SRS-A
nes Paro cardiaco Serotonina
Perro Venas hepéticas Emesis Histamina

Diarrea




Control genético de la produccidn de IqE. Diferentes -

1ineas de ratones difieren en su capacidad para producir anti-
cuerpos de la clase IgE, ésto indica que la susceptibilidad a

la anafilaxia o atopia es heredable. Estas 1ineas no solo di-
fieren en 1a produccidon de IgE sino también en la respuesta in
mune en general; asf{ por ejemplo a bajas dosis de antigenos --
(0.1 a 1.0g/ratdn) algunas 1ineas no producen anticuerpos de
ningilin tipo, mientras que otras lineas producen tanto IgE como
otras clases de anticuerpos. Las personas alérgicas similar-=~
mente, parecen diferir de personas no alérgicas, principalmen-
te en la capacidad para producir anticuerpos ya sea IgE o de =~
cualquier otra clase en respuesta a la exposicidén natural e --
cantidades traza de antigenos medio ambientales. Las 1ineas ;
de ratones que no responden a bajas dosis de antigenos - pueden

producir IgE y otros anticuerpos en respuesta a altas dosis de
antigeno (100Mg/ratdn). Similarmente con una suficiente inmu-
nizacidn todas las personas podrdn ser activamente sensibiliza
das y presentar sintomas de alergias. Sin embargo hay ciertos
antigenos como los extractos de Ascaris sp (un nemitedo pérési
to del intestino) que aidn en dosis bajas es capaz de sensibili
zar a un 90% de individuos de una poblacidén de ratones para --

que den respuesta alérgica a estos antigenos.

En los ratones el control genético de IgE es asi: Una
linea de ratdn (SJL) parece ser incapaz de formar IgE mientras

que es capaz de formar anticuerpos de otras clases. Por lo
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tanto a diferencia de los genes 1lamados Ir, los cuales con--
trolan la capacidad de producir anticuerpos de cualquier cla-
se, los "genes reaginicos" (1lamados asi porque a los IgE tam
bién se les conoce con el nombre de “"reaginas") parecen regu-
lar la capacidad para sintetizar unicamente anticuerpos de la
clase particular IgE. En cruzas de lineas con produccidn ba-
ja de IgE (SJL) con lineas que producen altas concentraciones
de IgE producen progenies con la caracteristica de ser alta-
mente productoras de IgE mostrandose asf que la produccidn de
IgE es dominante. Sin embargo la progenie de retro-cruzas en
tre los hibridos segregan en productores buenos, intermedios,
y pobres de IgE, esto sugiere que mas de un gene controla 1la
produccidén de IQE.

_E1 significado de las reacciones alérgicas. Las enfer

medades mico-bacterianas regularmente producen alergias de ti
po retardado a las protefnas bacterianas. Ya que es probable
que las reacciones alérgicas ocurran regularmente en sitios -
infectados por pardsitos, esto puede explicar las reacciones

de inflamacidn y necrosis tisular que muchas veces se gbserva.
Las consecuencias de estas reacciones severas depende de su -
localizacidn. Si la reaccidn ocurre en la piel y causa ulce-
racidn entonces ésto puede dar origen al drenaje de microbios
virulentos del cuerpo, pero si se 1leva a cabo en la superfi-

cie del cerebro o en los bronquios la misma respuesta puede -

dar origen a una meningitis fatal o a una inflamacidén de todo
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el pulmén.

A pesar de ésto las reacciones alérgicas a antigenos -
microbianos (y de otros pardsitos tales como Ascaris sp), ge-
neralmente favorecen a 1la defensa del huésped por las siguien

tes razones:

1) Un microbio dado tiene muchos antigenos de l1os cua-
les solamente unos estdn directamente relacionados con la vi-
rulencia. AsT, de la gran cantidad de reaccidn antigeno-anti
cuerpo que ocurre durante una enfermedad infecciosa muy poca
resulta en la neutralizacidén especifica de substancias que --
causan toxicidad o virulencia. Sin embargo existen muchas o=-
tras reacciones que pueden también contribuir indirectamente
a la resistencia del huésped; tales como las respuestas alér-
gicas localizadas (como 1o es una alergia de tipo inmediato)
al rededor de agentes microbianos o cualquier otro pardsito,
provocando la acumulacidon de granulocitos, linfocitos, macro-
fagos y proteinas del suero sanguineo gque incluyen anticuer--
pos y proteinas del sistema del complemento, todo esto favore

ce la destruccion del parasito.

2) Las respuestas alérgicas de tipo retardado estan a-
sociadas con la activacidn de macrdfagos, los cuales pueden -
destruir aquellas bacterias (tales como M.tuberculosis) que -

normalmente proliferan dentro de células fagociticas. Este -
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tipo de reaccién alérgica también parece ser mas efectiva que
el sistema anticuerpo-complemento en la destruccidn de célu--
las blanco; por ejemplo reacciones con células infectadas que
tienen viriones emergiendo de su superficie celular, pueden -
ser facilmente eliminadas por macr6fagos activados y asi eli-
minan centros infecciosos de enfermedades virales. Por lo --

tanto al analizar las reacciones alérgicas y pensando en agen

tes dafiinos tales como M. tuberculosis y Ascaris sp., podemos
decir gque general el proceso alérgico es benéfico para la de-
fensa del hospedero y quizas, por esto la reactividad alérgi
ca ha persistidé a través de 1a evolucidn del sistema inmune.

(Eisen H. N., 1974)

E1 sistema nervioso auténomo y las alergias. El miscu
lo 1liso de los bronquios; intestino y vasos sanguineos estd -
bajo control del sistema nervioso autdnamo. De acuerdo con -
ésto, el efecto de los mediadores en las reacciones alérgi--
cas dependen del balance real entre las interacciones del sis
tema nervioso simpdtico y parasimpdtico y ademds de las condi
ciones generales de los mensajeros intracelulares (como el --
AMP y GMP ciclicos). Los receptores del sistema nervioso au-
ténomo no han podido ser aislados, pero ellos son c}asifica--
dos funcionalmente como dy 8 de acuerdo a las respuestas ubte
nidas por varios agentes farmacolégicos. Los receptores -
estdn involucrados en la contraccidén de la musculatura lisa,

tal como la de los bronquios, ademds aumentan l1a permeabili-
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dad celular. El receptor Q estd considerado como parte de 1la

adenilatociclasa de la membrana.

Jentro de las células los nucledtidos ciclicos actidan
como mensajeros secundarios y sus niveles estan controlados -
por fosfodiesterasas. -Los agentes que modifican este balance
pueden estimular, aumentar o inhibir 1la resbuesta alérgica. -
La estimulacion parasimpatica actia sinergisticamente reprodu
ciendo las manifestaciones de un shock anafilatico, por el --
contrario la estimulacidn simpadtica tiene un efecto antagonis
bta inhibiendo la reaccidn alérgica (Lazar, M. & Schwarts, M. -
J. 1980). Teniendo ésto en cuenta puede uno tratar de expli--
car el por-qué factores emocionales pueden'aumentar o inhibir
una reaccion alérgica, se han reportado algunos casos tanto de huma---
nos, como animales alérgicos, a 1os cuales al ponerlos frente
a un alergeno falso (es decir una imitacidn artificial del --
alergeno) puede provocar una reaccidn alérgica. Asi, tenemos
por ejemplo un caso reportado en la Revista Americana de Cien
cias Médicas, Am_J. Jded. Sci 1886, donde se menciona a un pa-
ciente asmitico, el cual tuvo un ataque de asma, como resulta
do de una reaccidn alérgica, cuande se le mostrd una rosa ar

tifial (Robert, M. 1984).

Inmunoterapia y anticuerpos bloqueadores.

La inmunoterapia, también impropiamente 1lamada desen-
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sibilizacidon o hiposensibilizacién es un método de tratamien-
to de pacientes alérgicos por inygc;ién de extractos de aler-
genos a los cuales ellos son sensibTes. Este método es am---
pliamente utilizado, especialmente en el tratamiento de fie--
bre de heno, asma y alergias producidas por el veneno de in--
sectos. Los pacientes atépicos pueden ser clasificados como

poco reactives o muy reactivos, y las dosis de alergeno inyec
tado se modifica de acuerdo con éstos. Las reacciones que si

guen después de este tratamiento son:

1.- Formacién de una roncha, hay dolor y ardor en el -
sitio de la inyeccidn, esto desaparece en pocas ho

ras.

2.- Eritrema local, comezdn e hinchazdn en tejido sub-

cutdneo. Esto puede durar hasta 24 horas.

3.- Sintomas sistémicos con ronchas y urticaria. Algu
nas veces esto es mds severo en personas con angio
edema; si ocurre esto Gitimo 1la reevaluacion del -

tratamiento es necesario,.

El mecanismo de desensibilizacidon adn no se conoce. -
Algunos pacientes no responden; otros responder por producir
"anticuerpos bloqueadores". En estos pacientes, las inyeccio

nes de Alergeno inducen la formacidn de diferentes anticuer--
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pos, los cuales pertenecen a la clase IgC'prihéipaImente. -
Estos -neutralizan al alergeno en exposfcionés acéidehtafes vy
brevienén que este se una a l1os IgE unidos a la superficie -
celular de los basdfilos y células cebadas. Algunos autores
han observado que in vitro los leucocitos de pacientes desen
sibilizados muestran una disminucién en la liberacidn de his
tamina y otros mediadores, a pesar de la exposicidn directa
del alergeno. No hay ninguna explicacidn hasta ahora para -
el decremento en la sensibijlidad de los leucocitos. (Lazar

M. & Schawarts, M.D. 1980).

En l1a Fig. 15 se muestra un resumen grifico de los me

canismos que involucra una reaccidén alérgica.

IgA. tste anticuerpo normalmente protege ta piel y la
superficie de la mucosa, se cree gque la deficiencia en la pro
duccidn de estos anticuerpos facilita la entrada de anticuer-

pos y estimula la formacién de IgE.

IgC. Anticuerpos que normalmente se producen para re-
nmover antigenos. Pueden evitar gque haya degranulacidn de las
células cebadas y leucocitos (ver la seccidon de Inmunoterapia
y anticuerpos bloqueadores en este mismo capitulo). 8in em~--
bargo, algunas subclases de IgC (en el humano subclase IgG4)

pueden producir la degranulacidn.
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TH. Céiuta auxiliar: T, ‘La produccidn de 1gE por cé-

lulas B depende mucho'deﬁéstas}CélﬂfaSW auxilidres

PL. Plaquetas, contienen mnqﬁpé 'édiado-
res que las cdélulas cebadas, pero ISSTLQE'noHsb @djrechmehLe

responsables de su liberacion.

EQS. Eosinofilos, estas células son atréidas bur Tas -
substancias LCF-A (Factor quimiotécti;o eosinufilico A) pro-
ducido por las ceélulas cebadas. Los eosindfilos producen sus
tancias que neutralizan los mediadores de ia inflamacion. Es

tas células juegan un importante papel en la homeostasis.

T. Células T. atraen, estimulos y controlan a baséfi--
los y eosindfilos en las reacciones mediadas por células.
+2 . Se L
Ca . Se cree que la entrada de calcio es ¢l primer -
evento que ocurre cuando el alerqeno hace una unian entre dos

anticuerpos I[gE vecings unidos a 1a membrana de una célula ce

bada.

AMPc GMPc. Adenosin monofosfato ciclice y quanosin i
clico, l1os niveles relativos do estos mononucledticos regulan
la actividad celular. Una ¢sida en la razén cAMP/CGMP es fu-
vorecida por la entrada de calcio (Cafz)vy por: activacidn de

los receptores & y y. 1o cual trae como cunsecuencia la de--
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yranulacian, La activacién de los receptores @ (por eJemp]o

con- adrenalina ), tiene el ufecto opuesto,‘alqunos pac1entes -

alérgicos pueden tener un defecto parc1a1 de los receptdres @

que hace que se |libere en gran cant1dad a los med1adores.

PAF. Factor de agragacién de plaquctas, promheve Ta -

liberacion de histaming por las plequetas.

SCG. Cromoglicato de sodio y esteroides ( como la
metasona). Se cree que las sustancias inhiben la liberacion
de los mediadores por estabilizar la membrana de los 1isosomas.
Otra drogas utilizadas en las alergias incluyen antihistimini
cos (los cuales no pﬁeden evitar la liberacidn de otros media
- dores que no sea histamina) adrenalina, isoprumalina etc., --
los cuales estimulan los receptores @ . Anticolinergicos --
{por ejemplo atropina) los cuales bloquean los receptores X .
y la teofilina, 1a cual sube lus niveles de cAMP. - Ha sido ~--
muy gratificante para los médicos clinicos ver que la nueva
farmacologia molecular de la regulacion celular confirma mu--
chas de sus observaciones empiricas sobre el control de enfer

medades alérgicas.
V. Propiedades bioquimicas del veneno de avispas.

E1 veneno de avispas estd compuesto principalmente de

3 proteinas de alto peso molecular que son: Fosfolipasa ----
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(PLA) Hialuronidasa (H?A) y antigeno 5 (Ag5) sus pesos mole-
culares son: 35000, 45000 y 25000 respectivamente (King. T.P.
et al 1578). Ademds de estas proteinas encontramos que tie-
nen componentes peptidicos, tales como aminas biogénicas, y

un andlogo a la bradiquimina. (Habermann E., 1972). En la -
tabla II se muestra la composicién quimica del veneno de -
avispas y ademds muestran los componentes del veneno de o---

tros animales tales como el de abeja, serpientes y avispones.

E1 veneno de avispas norteamericanas del género Vespu
la es el que mas se ha estudiado y ha sido caracterizado por
King T.P., et al., 1983. En l1a tabla III se hace un resu--
men de l1a composicidn bioquimica y de las actividades enzimd_
ticas encontradas por el autor antes mencionado. Ademds en
esta misma tabla se hace una comparacidn entre el veneno de
1a misma especie de avispa pero extraido por dos métodos dis

tintos:

a) Por un método se hace un extracto del saco veneno-
so, a este extracto se le 1lama veneno crudo. (para una ex-
plicacidn de este método ver Ta seccifn "Extraccidn del vene

no" capitulo VII).

b) E1 segundo método, utiliza estimulacidn eléctrica
para extraer el contenido del saco venenoso, al veneno asf{

obtenido se le 1lama veneno puro.
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Tabla II.-Componentes activos tanto formacolSgicamente como bioguimicamente de varios

veuenos

de animales.

Abejas Avispas Aviapbn Serpientes
Elapidae Crotalidae Viperidae
Anminas Biogénicas
Histamina Histamina Histamina
Dopamina Serotonina Serotonina
Noradrenalina Dopamina Acetilcolina -
Noradrenaliina
Toxinas protéicas y péptidos (no enzimiticos)
Melitina Quinina de Quinina de Heurotoxinas Crotamina Viperotoxina
Apaming avispas avispén Cardiotoxinas
Péptido MCD
Minimina
Enzimas

Fosfolipasa A
Fosfolipass B
Hialuronidasa

Fosfolipasa A
Fosfolipasa B
Hialuronidasa
Peptidasa

Fosfolipasa A
Fosfolipasa B

Fosfolipasa A
Colinesterasa
Hialuronidasa

Fosfolipasa A
Hialuronidasa
Muchas otras
enzimas

Fosfolipasa A
Hialuronidesa
Muchas otras
enzimas
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Tabla III. Propiedades bioguimicas de los venenos'de avispas del.género Vespula.

'R 'ger;miani'ca&

TN maculifronsa B vu.lgar'isa Mezcla
v.C. V.P. Vv.C. V.P. v.C.
Hialuronidasa 190+28 | 193#17 174+28 17146 LEL+6S u70
U/mg de veneno
Fosfolipasa 940+110 | 810+90 360490 |780+90 170+k0 210
U/mg 4e veneno
Peptidasa 15449 11.240.5 | 3L.9+1.3|25.9+1.0 | 86.1 -
nl/mg de veneno
Proteinasa 0.48+0.20 {0.07+0.20 6.3210.940.31410.08 2.5 -
% de veneno como| 34.L+0.2 43.342.6 38.8+2.3 3043
proteina
% de veneno comof:
Hialurcnidassa 0.62 0.5 1.5 1.5
Fosfolipasa 6.9 6.9 3.3 0.69
Antigeno 5 1.4 8.7 8.1 4.5
e

a: V.C. Veneno Crudo.

V.P. Veneno Puro.
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Como podemos ver en la tabla III, para las especies de
!: germdnica y !: maculifrons, la diferencia bdsica en el ve-
neno extraido por los dos métodos antes mencionados es la ac-
tividad de proteinasa, mientras que el veneno obtenido de un
extracto de saco venenos tiene esta actividad aumentada =--
mas de 20 veces. Esto sugiere fuertemente, que la actividad
de proteinasa proviene de restos de tejido que se destruye --
cuando se homogeniza (King. T.P., et al. 1978), sin embargo -
al estudiar l1os venenos por electroforesis en geles de po--
liacrilamida con SDS y electroforesis en disco en acetato-u--
rea, los patrones electroforécticos del veneno de una misma -
especie extraido por Tos dos métodos antes mencionados son in
distinguibles con esto se prueba que el extracto de saco vene
noso (6 veneno crudo)} no estda exageradamente contaminado con
proteinas de origen tisular y que se parece mucho al veneno -
extraido por estimulacidon eléctrica (venono puro), que es en

~realidad el veneno que inyecta una avispa a su presa. (King.

T.P. et al 1978).

La distribucidn de las actividades enzimaticas del -
veneno de las avispas Vespula de acuerdo a su ﬁeso molecular
se muestran en la fig. 16. Esta figura muestra el patrdn de-

sarrollado por el veneno de Vespula masculifrom en una croma-

tografifa de filtracidn en gel Sefadex G-100; de acuerdo a es-
te patrdn cromatogrdfico vemos que todos las enzimas del vene

no eluyen juntas; de acuerdo a esta cromatografia, las enzi--
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Fig. 16. Cromatografia de filtracidn en gel sefadex G-100 en una columna
200 X 0.9 cm. de extractos de saco venenoso de V. maculifrons.
Aproximademente 7.9 mg. de veneno se cromatografiaron, se eluyd
con buffer de acetato de amonioc 20 mM pH L.7. /t cada una de las
fracciones se les analizd su actividad enzimfAtica: himluronidasa

(HYA), fosfolipasa (PLA), peptidasa (PEP) y proteinasa (PRO).
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mas tienen pesos moleculares muy parecidos. También podemos
observar que al final de la cromatografia se obtiene un pico
muy ancho de bajo peso molecular (pico en la regidn de los -
125 m1) posiblemente este pico esté formado de péptidos de -
bajo peso molecular. La caracterizacidon biogquimica detalla-
da de estos péptidos tedavia no se 1leva a cabo. Yoshida -
H., et al., (1976} encontraron en el veneno de avispas Ves-
pula un péptido andlogo a la bradiquinina. Este autor y --
sus colaboradores lograron aislar dos péptidos andlogos a la
bradiquinina de extractos de sacos venenosos de la avispa -

Vespula maculifrons. Estos compuestos fueron bautizados con

los nombres de vespuloquinina 1 y vespuloquinina 2. Las ac-
tividades bioldgicas de estos dos péptidos son las siguien--
tes: contraen el Gtero de rata y el ileo de cuyo, relajan el
duodeno de rata y disminuyen l1a presidn sanguinea de la misma
especie. Estos efectos son producidos caracteristicamente --
por las bradiquininas de los mamiferos (Lys-bradiquinina y --
Met-Lys-bradiquinina). La vespuloquinina 1 es dos veces mds
potente (en base a su peso) que la bradiquinina de mamYfero,
en su accion de disminuir la presidén sanguinea de la rata. -
De manera semejante que las quininas conocidas y las vespulo-
quininas 1 y 2 fueron inactivadas por quimotripsina y carboxi
beptidasa B, pero no por tripsina y carboxipeptidasa A 0 Teu-

cin-aminopeptidasa.

Un aspecto muy interesante de estos péptidos es que -~
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contienen aziicares (por 1o que son glicopéptidos), hasta an-
tes de este trabajo no se conocian glicopéptidos derivados -
de la bradiquinina. Las estructuras primarias para las ves-

puloquininas 1 y 2 propuestas por Yoshida y sus colaborado--

res son:

Vespuloquinina 1:

{Carbohidrato i] [Carbohidrato 2] A
1
Thr - Ala - 4hr - Thr - Arg - Arg - Arg - Gly - Bradi

quinina.

Vespulogquinina 2:

'[ Carbohidrato 1} Carbohidrato 2]

hr - Thr - Arg - Arg - Arg - Gly - Bradiquinina
La estructura primaria de la bradiquinina es:

Arg - Pro - Pro - Lys’- Phe - Ser - Pro - Phe - Arg.

ta diferencia entre la vespuloquinina 1 y Z es que es
ta Gltima carece de un par de aminodcidos del aminoterminal,
es decir Thr-Ala. Los carbohidratos estdn unidos a las treo

ninas 5y 6 por medio de un enlace O0-glucosidico.

Pisano J.J. y Bronzert T.L. (1969) también lograran -.

aislar andlogos de braquinina de extractos de sacos venenosos
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de avispas del género Polistes. (P. anularis, P.fuscatus y

P. exclamans), por 1o que la llamaron polistequinina. Esta

tiene acciones caracteristicas que la hacen diferente de --
las quininas de mamiferos la diferencia principal es que la

polistequinina no es inactivada al pasar por el sistema vas

cular del pulmdédn. También tiene un efecto hipotensivo muy

grande y ademas es 1a substancia liberadora de histamina de

fas células cebadas de ratdn mds potente que se conoce.

Las vespuloquininas son similares a la polistequini-
na, en ambas la bradiquinina estda en la regidn del carboxilo
terminal- de los péptidos, sus porciones aminoterminal son --
muy basicas, y todos estos péptidos son aproximadamente del
mismo tamafioc. Las diferencias entre estos péptidos son: Las
vespuloquininas contienen 3 residuos de arginina y un grupo
amino libre en el amino terminal, en cambio 1a polistequini-

na contiene en el amino terminal dcido piroglutdmico, y en--

tre los aminodcidos uniods a la bradigquinina tres lisinas y

una arginina.

La estructura primaria de la polistequinina es la si-
guiente:

piro - Glu - Thr - Asa - Lys - Lys - Lys - Leu - Arg - Gly - bradiquinina.
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La diferencia principal entre. la polistequinina y ves-
puloquinina, es que estas Ultimas contienen carbohidratos, --

mientras que las polistequininas no contienen azicares.

Antigeno 5 (635).' Esta proteina que se encuentra en -

Tos extractos de saco venenoso de avispas Vespula y Polistes

es muy importante desde el punto de vista médico, ya que ésta

proteina es un potente alergeno (ver el capftulo siguiente).

Esta proteina no tiene ninguna actividad enzimdtica co

nocida, sin embargo en avispas Vespa mandarinia, se ha identi

ficado una proteina 1lamada mandaro toxina (MDTX) sin activi-
dad ensimdtica muy parecida en composicidon de aminodcidos y

punto isoeléctrico del antigeno 5 de avispas Vespula. La pro
teina MDTX purificada del veneno del Y. mandaripnia tiene acti
vidad neurotdxica en langosta (Abe, T. Kawai, N. and Niwa.,

1982). En la tabla IV se muestra la composicidon de aminodci-
dos del antigeno 5 y de MDTX. La mandarotoxina tiene aproxi-
madamente un peso molecular de 20,000 daltons, y un pIl=9.1; -
ta naturaleza basica de MDTX es una consecuencia de su alto -
contenido de lisina. Esta toxina es la primera que se ha pu-
rificado del wveneno de una avispa y esta tiene una accidn pre
sindptica. La MDTX a diferencia de otras toxinas que también
actuan presindpticamente (como la @—bungarotoxina, crotoxina,
y notoxina) no tiene actividad enziwdtica. Las otras toxinas

generalmente tienen actividades de fosfolipasa A.



Tabla IV. Composicidn de emi
antigeno 5.
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nodcidos de mandarotoxina y

Aminogeldos ézziiizoge;ngsi ca z’znsz:og; t;izisz:-inia |
Lis 2h 17
His 6 5
Arg 5 5
Asp 26 17
Tre 9 9
Ser 8 9
Glu 26 19
Pro T 9
Gli 16 16
Ala 13 12
Cis T 5
Val 13 10
Met 3
Ile 10
Leu 12 9
Tir 11 8
Fen 5 L
Trp& n.d. L

PM= 25,000 PM= 19,000
rI=Bésico pI= 9.1

Nota: (a) n.d.= No

determinado.
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La toxicidad de la fosfolipasa A. se ééﬁécﬁériza por
la disminucidn de liberacidn de transmisor seguidé ﬁpr_la de
presidn que resulta en un bloqueo irreversible deftfadSMig--
sidn siniptica. Como ya 1o hemos dicho el veneno de avispas
en general tiene actividad de fosfolipasa A; por lo tanto --
uno podria pensar que la MDTX afecta la membrana nerviosa por
la actividad de fosfolipasa, sin embargo ésto no es asi, ya-
que tanto el veneno crudo de V. mandarinia como la toxina pu
ra carecen de la actividad de fosfolipasa, y ademds los estu
dios electrofisioldgicos muestran que no hay fase de facili-
taci6n de liberacidn de neurotrasmisor en el proceso de ac--
cion de 1a MDTX (cuando actua una fosfolipasa A, esta fase -

de facilitacidon de liberacidn de neurotrasmisor si existe).

La MDTX es 1abil al calor y se desnaturaliza irrever-

siblemente. Su concentracidén efectiva es de 10'6

(inuy pare-
cida a la de tetrodotoxina). La MDTX puede actuar como una
proteina que se enlaza especificamente a2 una estructura de -

1a membrana nerviosa (Takashi et al 1982).

Las avispas solitarias tienen un veneno muy interesan
te, desde el punto de vista de la neurobiologia, ya que su -
veneno produce una paralisis enarafias y otros artrdpodos. Ei

veneno de una avispa solitaria 1lamada Philantus trianqulum

F. ha sido estudiado por Spanger W., et al (1982) y Pieck T.

(1982). £ste veneno causa una pardlisis reversible en los -
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insectos (como l1a cucaracha Periplaneta americana)lo cual -

puede ser el resultado de una accién complicada de varios -
componentes activos sobre el control neural de la contrac--
cidn muscular; también, posiblemente, estén involucrados -~
efectos sobre el sistema nervioso central, asi como efectos
pre- y posindpticos en la unidn neuromuscular. El peso mo-
lecular aparente de 10s 4 componentes paralizantes que con-
tiene este veneno es de 700. A l1os componentes se les ha -
Tlamado o, @, §, §-Philantoxinas (4,8, ), § -PTX). La natu-
raleza quimica de estas toxinas es peptidica. Se ha 1logra
do asilar a homogenidad la QJJ-PTX. Pero sbdlo cuando se -
inyecta una mezclia de las 4 toxinas en el ganglio toracico-
de abejas se logra producir una pardlisis total del insec--
to. La abeja queda paralizada pero continua viviendo toda-

via por algin tiempo.

En condiciones naturales, la avispa puede inyectar -
certeramente su aguijdn en el ganglio tor8xico de la abeja-
produci&ndole paralisis, sin que ésta pierda la vida y pue-
da servir de alimento durante varios dias ya sea a la misma

avispa 0 a sus larvas.

Las 4 toxinas de este veneno pueden causar un bloqueo
de la apertura de los canales idnicos en 1a membrana posinap

tica de fibras muscg]ares de insectos (Spanger E., et al, --
1982).
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Fosfolipasa (PLA). Esta es una de las enzimas mas -

importantes desde el punto de vista fisiolfgico y medico del
veneno de avispas, ya que é&sta al igual que el Ag5, es uno -
de los principales alergenos del veneno (ver el capitulo si-
guiente). La purificacién de esta enzima a homogeneidadAdel-
veneno de avispas Vespula ha sido 1levada a cabo por King.-
T.P., et al., (1983), utilizando una cromatografia de afini-
dad con un ligando analogo a la fosfatidil colina 11amado --
Rac-1- (-9-carboxi)-nonil-2-hexadecilglicero 3-fosforilcoli-
na (ver el capitulo X, de material y métodos). La composi-~--
‘ci6n de aminodcidos de esta enzima se muestra en la tabla V.
En electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS, esta -
enzima muestra una banda principal que corresponde a un peso
molecular de 37,000, pero también pueden observarse bandas -
ténues que corresponden a pesos moleculares de 74,000 Yy ---
20,000. tLa banda de 74,000 es un dimero de esta enzfma (es-
decir que dos ﬁolécu1as de PLA se unen y migran como si fue-
ra una s6la molédcula en el gel durante la electroforesis) ya
que esta banda desaparece cuando la enzima se trata con 1% -
de 2-mercaptoetanol (esta substancia produce una reduccidn -
de los enlaces di-sulfuro, haciendo que se rompan y se diso-
cien las moléculas). La banda de 20,000 parece ser un produc
to de degradacidn ya que la intensidad de 1a banda aumenta-
con el tiempo. Entre mias vieja es 1a muestra mds intensa es

esta banda.

La PLA de avispas Vespula es una glucoprotaina. Es-



Tabla V. Composicidn de aminofeidos de la fosfolipasa del
. veneno ‘de Vespula germinica.

Aminofcidos ‘Residuos
Lis 2k
His 9
Arg 12
Asp ‘ a7
Tre .24
Ser 26
Glu 32
Pro 13
Gli 23
Ala- . 21
Cis : 12
Val 18
Met L
Ile -
Leu 22
Tir 13
Fen 14
Tre® n.d.

Nota: (n) n.d.= No determinado.
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ta enzima es mis estable a tempefat@fé’de AFC'y_éh.hn‘bu-——
ffer de acetato de amonio2g thPH:4L7;‘Bajﬁféstég;cohdgéio-
nes tiene una vida media de 16 d7as, Miéntrésrque'a3hH8 y -
4°C, 1a vida media es de 10 dias, esta es una de las razo--

nes por Tas cuales el veneno al ser extraido es almacenado-

a 4°C y en un buffer de acetato de amonio a pH 4.7 20 mM.

H{aluronidasa (HYA). Esta es otra de las enzimas im
portantes del veneno de avispas Vespula; esta en;ima tiene-
la capacidad de hidrolizar el dcido hialurbnico, el cual es
un heterosacdrido que estd formado de un disac&rido de dci-
do D-glucordnico y la N-acetil D-Glucosamina, unidos por un
entace @ (1+3). Puesto que cada unidad de disacdrido se ha
1la unida a la siguiente por enlaces @ (1+4), el dcido hia-
lurdnico contiene alternativamente enlaces @ (1+3) y B (1-4).
Como sus grupos carboxilo estdn completamente ionizados y -
poseen cargas negativas a pH 4.7, el acido hialurdnico es -
soluble en agua, por lo que forma soluciones muy viscosas.-
La enzima hialuronidasa cataliza la hidr6lisis de-los enla-
ces Q(l—blt), cuando el &cido hialurdnico esta en solucidn -
fa hidrdlisis es acompafiada de una disminucidn de viscosi--
dad, y precisamente en este se basa el ensayo para medir la

actividad de esta enzima (ver el capitulo de material y mé-
todos ).

EY dcido hialturdnico forma una red que sirve para

dar firmeza al tejido conjuntivo en los mamiferos. La hia-
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Turonidasa act&q como_ un. factor de dispersidn de los demés;
componentesAd91'veneno‘yé que aj romper la estructura que -
forma el acido Hia1uf6nico los cémponentes del veneno pue--
den difundirse facilmente en un drea mds grande. Esta enzi
ma ha sido purificada del veneno de avispas Vespula por --
King T.P. et al. (1983), utilizando cromatografia de afini-
dad, en la cual estd unida como ligando concanavalina-A a -
una fase s6lida formada de sefarosa 4B. Esta cromatografia-
funciona porque el ligando es capaz de retener a Jas gluco-
proteinas del veneno. De hecho 1a PLA queda retenida en es
ta columna pero la fuerza con que es retenida es menor que-
la fuerza que wune a 1a hialuronidasa, por lo que pueden -
ser separadas ambas enzimas. La hialuronidasa tiene dos --
formas, una con un peso molecular 45,000 y otra con un peso
molecular de 42,000, estas dos formas pueden separarse por-
una cromatografia de intercambio idnico, utilizando carboxi
metil-celulosa 32 (CM-32); la diferencia entre estas dos --
formas de hialuronidasa es el contenido de azlicares. Esta-
enzima tiene también capacidad de producir alergia en indi-

viduos susceptibles.

En resumen, sobre la composicidon bioquimica del vene
no de avispas y otros himendpteros podemos decir 10 siguien
te: Los venenos de abejas, avispas y otros himendpterus, --
contienen gran variedad de substancias farmacoldgicamente -

activas. Tales substancias incluyen, aquellas que actiban -
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directamente como las aminas biogénicas bien conocidas; ace
til colina, serotonina, catecolaminas, histamina, y 1os po-
1ipéptfdos, melitina, apamina, el péptido degranulador ae -
células cebadas (péptido-MCD) y quininas. También existen-
substancias que actuan indirectamente tal como la fosfolipa
sa A que produce substancias activas a partir de substratos
que estan presentes en el tejido de la victima. Interesan-
tes diferencias entre las especies distintas se encuentra -
en la distribucidn de aminas y péptidos, (ver tabla 1l). --
Por ejemplo el veneno de abeja es notable por su contenido-
de melitina, apamina, y el péptido degranulador de cé]ulas-
cebadas, pero este veneno contiene quininas, las cuales se-
encuentran en el veneno de avispas; en cambio los venenos -
de avispas no contienen melitina, apamina, o p8ptido-MCD. -
Sin embargo la variedad de agentes farmacolégicos presentes
en el veneno de cualquiera, de las especies es suficiente -
para producir, dolor, inflamacidn, y tumefaccidén y sintomas

que comunmente aparecen despué&s de una picadura.

E1l veneno de extracto de sacos venenosos de Vespula -
maculifrons ademds de 1as vespuloquininas 1 y 2 contienen -
dopamina, noradrenalina, e histamina descarboxilasa. La --
acetil colina y Ta S5-hidroxytriptamina que comunmente se en
cuentran en el veneno de otras avispas no estdn presentes -

en el veneno de Vespula maculifrons. Es interesante hacer-

notar que el péptido MCD del veneno de abeja tiene una ines
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perada e importante acciodn antiinflamateoriaf La,écciﬁn del
peptido-MCD, puede arrojar algo de luz al*conproVertiﬁo pro-

blema de si el veneno de abeja es benéfico.en e

de la artritis humana. Al veneno de aviSpaiﬁémbyé

atribuido un valor terapéutico semejanté;
VI. Propiedades inmunoldgicas del veneno de avispas.

En las avispas del género Vespula  se han-estudiado-
principalmente las proteinas de peso molecular alto que es-
tén presentes en el veneno, estas protefnas son: La fosfoli
pasa (PLA) (PM=37,000), la hialuronidasa (HYA) (PM=42,000),
y el antigeno 5(Ag5) (PM=23,000).

Las técnicas principales que se han utilizado para -
estudiar las propiedades inmunolégicas de estos componentes
son: la inmunodifusidn, la inmunoelectroforesis, y la libe-
racidon de histamina de leucocitos humanos sensibles a los -

componentes del veneno.

Esta Gitima técnica ha sido ampiiamente estudiada por
Lichtenstein M. y Osler A.G. (1964). Bdsicamente esta técni-
ca coﬁSiste en aislar leucocitos de seres humanos alérgicos-
al veneno de avispas. €Estas células son cultivadas en un me
dio l1ibre de suero sanguineo y en condiciones que permiten -

Ta maxima liberacidon de histamina. Cuando en el medio de
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cultivo se agrega veneno c¢rudo o alguno de los componentes-
purificados se produce la liberaci6n al medio de histamina-
de parte de los leucocitos, debido a que hay un enlace del
antigeno (alergeno) a los anticuerpos IgE especificos, uni-
dos a la superficie celular del leucocito, {para una expli-
cacidn mas detallada del proceso de liberacidon de histamina
ver el capitulo IV), la histamina puede ser entonces cuanti

ficada en el medio de cultivo.

Las especies de avispas que se han estudiado se mues
tran en la tabla VI, T.P. King et al., (1978), estudiaron -

los venenos de Vespula maculata y Vespula arenaria por sepa

rado y una mezcla de veneno de las especies Vespula germini-

ca, Vespula maculifrons y Vespula vulgaris, estas tres espe-

¢cies son agrupadas bajo el nombre comin de Yellowjacket (YJ)
(Tabla YI). Las reacciones cruzadas entre los diferentes com
ponentes del veneno, estudiadas por inmunoelectroforesis e -
inmunodifusidn se muestran en la tabla VII, en esta tabla el
signo + significa que hay reaccidn cruzada y el signo - sig-
nifica que no hay reaccidn cruzada. La hialuronidasa de es-
tas especies de avispas es la proteina que da mds reacciones
cruzadas, 1o que significa que inmunoldgicamente son muy pa-
recidas estas enzimas. La proteina que menos reacciones cru
zadas tiene es la fosfolipasa. Es importante sefalar que --
ninguna de las fracciones estudiadas del veneno de estas -~

avispas did reaccién cruzada con antisuero dirigido contra -
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Teble VI.  Avispas cuyd7Veneno“ha;sidqrmsé’ééﬁudia&d;

Nombre especifico

llombre Vulgar dado

en los E. U,

Vespula

Vespula

maculata

arenaria

Vespula

germénica

Vespula

maculifrons

Vespula

vulgaris

Vhite-facednornet

(WFH).

Yellowhornet (YH)

Yellowjacket (YJ)

Yellowjacket (YJ)

Yellowjacket (YJ)
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Tabla VII. ' Resumen de las reacciones cruzadas antigénicas del veneno
de distintas especies del género Vespula.

Antisuero especifico contra el veneno de:
Antigeno
wFH® ‘ Y rg®

Hialuronidasa '

WFH + + -+

YH + + -

YJ -+ + +
Fosfolipase . i

WEFH + - /- + -

YH ’ - / + -

YH - - +
Antigeno 5

WFH + + +

YH - ’ + +

YJ - - + -

Ny g

Note: (a) Para sﬁber que,i"si'gni:f'ica.n estas: :inicialég ver la tabla VI.

oy
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el veneno de abeja. La abejas pertenecen a Ta familia Api-

dae, mientras que las avispas Vespula pertenecen a la fami-
1ia Vespidae, por 1o que no es muy extrano que no existan -

reacciones inmunoldgicas cruzadas entre el veneno de avelas

y avispas. T.P. King et. al., (1983) estudiaron por separa

do el veneno de las avispas agrupadas bajo el nombre comin-
de Yellowjaket (YJ) Tabla VI., la fosfolipasa y el antigeno

5 de estas 3 especies resultaron inmunoldgicamente indistin
guibles.

En la figura 17 podemos ver las gradficas que se ob--
tienen en los estudios de 1a actividad alergénica de los --
componentes del veneno por medio de la liberacidn de hista-

mina de leucocitos humanos. En las ordenadas tenemos el --

porcentaje de histamina liberada, y en las abscisas tenemos

1a cantidad de alergeno. La interpretacifn de esta grafica

es asi:

Si poﬁemos atencidn en una de 1as curvas, por ejemplo
1a de Ag5, observamos, que esta tiene forma sigmoidal, a me-
dida que aumenta la cantidad de alergeno en el medio de los-
leucocitos, estos liberan histamina hasta 1legar 2 un méxi--

mo. Pues bien, el valor que se toma para caracterizar la ac

tividad alergénica de un antigeno es la cantidad neccsaria -

para cbtener el 50% de l1a liberacidon total de histamina, en-

tre mis pequefia sea esta cantidad se dice que el alergeno es
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Fig. 1T Curvas de liberacidn de histamina de leucocitos de un- paciente’
alergico al veneno de avispas Yellowjaket ( ver Tabla VI).
e~s-sAntigeno 5 de YJ. ’ .

A-A~4 Fosfolipasa de YJ3.
#2-8rroteines del veneno de Yj. con un peso molecular mayor de

10000

0~0-0Proteinas -del veneno de YJ. c¢on un peso-molecular menor de--
10000.
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més activo, en nuestro ejemplo, la cantidad de Ag5 necesa--

ria para obtener el 50% de l1iberacidon de histamina es del
orden de 1x10”% /%;/m1. para las demds proteinas esta canti
dad es mayor por 1o tanto en el veneno de avispas del géne-

ro Vespula podemos concluir que el alergeno mds activo es -~

el antigeno 5.

En este tipo de ensayo el valor de la cantidad de --
alergeno necesaria para obtener el 50% de histamfna total -
liberada depende mucho de la sensibilidad de 10s leucocitos
a el alergeno que se esta probando, esta sensibilidad de --
las células depende a su vez de 1a cantidad, afinidad, y es
pecificidad de 10os anticuerpos IgE unidos a la membrana de-
la célula En la Fig. 17 también podemos ver que a otro --
alergeno importante es la fosfolipasa; como ya 1o hemos men
cionado King T.P. et. al; 1983, estudiaron por separado los
venenos de avispas (YJ) (tabla VI}), en este trabajo se bus-
caron determfnantes antigénicos semejantes entre l1a PLA Yy -
el Ag5, sin embargo, el concluyd que no existen determinan-
tes antigénicos comunes entre estas dos proteinas (un repor
te anterior, Alagdn A.C. et, al., 1982, indicaba la posibi-
lidad de que estas dos proteinas tubieran determinantes an-
tigénicos comunes). Las evidencias de esta conclusidn son-
dos :

a) Hay una pobre inhibicidén del enlace de fosfolipasa y su-

anticuerpo especifico por Ag5 e inversamente, la PLA no-
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pacidad alergénica de la fosfolipasa A en funcidn de modifi
caciones quimicas de.la enzima:y EStés modifica;iones quimi
cas fueron: La succiniiécién dekB g%ﬂpos aminodcidos, 1o -
que did origen a un derivado que s6lo conservaba el 4% de -
1a actividad enzimdtica con respecto a la enzima no modifi-
cada. También la enzima fue reducida y carboximetilada pa-
ra romper sus 4 enlaces disulfuro 1o que da origen a un de-
rivado complietamente inactivo, finalmente también se rompie
ron 3 de sus enlaces peptidicos de metionina con bromuro de
ciandégeno (1o que origina un derivado inactivo). Estos deri
vados muestran un decremento en la actividad alergénica con
respecto a l1a enzima no modificada, estos resultados indi--
can que los determinantes antigénicos de la fosolipasa de--
penden de la carga, l1a secuencia de amincdcidos y la confor

macidén de la molécula.
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C. MATERIAL Y METODOS

ViI.- Fuente del veneno.

Las avispas cuyo veneno fué estudiado en el presente-
trabajo, fueron recolectadas en el norte del Estado de Pue--
bla en un rancho 1lamado "0jo de Agua" situado en el Munici-

pio de Venustiano Carranza.

Este lugar tiene una altitud de 200 m s.n.m. el c¢lima
es de tipo Amw {(e), segln Koppen modificado por E. Garcia, -
calido-himedo con 1luvias en verano, la 1luvia invernal es -
menor del 5% de la anual, con una oscilacidn anual de tempe-
ratura media mensual entre 7°C y 14°C. E1 tipo de vegeta---

cidn de este lugar es el Bosque Tropical Perenifolio segin -
Rzedowski J. (1978).

Tetnica para colectar las avispas. Como las avispas-

estudiadas son sociales; &stas forman nidos, por lo tanto pa-
ra capturarlas se atrapan con todo y nido, ya que las avispas
obreras siempre estdn en gran nidmero dentro del nido o agrupa
das cerca de su superficie. En ia figura 18 se muestra como
atrapar un nido de avispas con una red entomolégica; para ha-
cer esto el colector debe estar protegido con el aismo eyuips
que se utiliza para colectar miel de abejas. Cuaado se loca-

liza un nido (generalmente estos aparecen en lugares altos, -



Objeto al que esté
sujeto el nido

4,
.
R -
b
\ Pie del nido
Nido

Red entomolégica

Fig. 1B. Método para atrapar un nido de avispas con una red entomologica {ver

el texto).
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techos, ramas de érbd]es, etc, ). se trata_ de despejar una z0

na amplia a]rededor de1 n1do,;ten1endo mncho cu1dado de no -

molestar al n1do, de tal mane a

se 1nterpongan entre e1 colector yie 0’y ur vez he:
to, el colector debe hacer que e1 n1do quede dentro de 1a ;-
red entomoldgica (esto también ‘debe hacerse sin molestar al-
nido, ya que de 1o contrario las avispas se alborotan y esca
pan muchas de ellas, y muchas otras atacaran al colector o -
personas que se encuentren muy cerca) una vez que el nido ha
quedado dentro de 1a red entomolégica (Fig. 18) hay que ha--
cer dos movimientos, casi simultineamente, el primer movi---

miento 3 (Fig. 18) es para tirar el nido, al jalar la red en

tomoldgica en 1a direccidn de 3, debemos golpear el pié del-

nido, éste se rompe y el nido cae al fondo de 12 red entomon-

P . . Lo -
logica, inmediatamente se debe efectuar el movimiento b, el-

cual es un giro del mango de la red, con lo que la red queda

cerrada y las avispas no pueden escapar. Una vez lograda la

captura de un nido, se mete en una caja con hielo seco, las-

avispas mueren después de algunos minutos y el nido y sus --

avispas se pasan a una bolsa de plastico con una etiqueta -

donde se anotan los datos de la recolecta; las avispas son

guardadas en hiei1o seco hasta arribar al laboratorio en don-

de son transferidas a un congelador a-25°C. Asi se mantie--

nen hasta que se realiza la extraccidén del veneno.

Extracidén del veneno. Existen dos métodos para ex---

traer el veneno como ya lo habiamos mencionado en el capi.u-
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1o V, explicaremos con detalle el método que hemos utiliza-

do en el presente trabajo.

E1 método consiste en hacer un extracto de sacos ve--
nenosos. Para lograr esto se extrae el aparato venenoso -~
(formado por el aguijon, saco venenoso y glandula acida) --
(Figs. 4b y 5a) jalandolo del aguijdn con unas pinzas de di-
seccidn bajo el microscopio estereoscépico, Una vez que se-
tiene el aparato venenoso fuera del abdomen del animai, se -
recuperara Gnicamente el saco venenoso, librandolo de todos-
los demds Odrganos y tejidos, esta estructura se almacena en-
un tubo de ensayo que contiene 1 ml, de buffer de acetato de
amonio 20 mM pH 4.7. Cuando se han juntado 500 sacos veneno
sos aproximadamente, se homogenizan con un pistén flojo, por
dos minutos a baja velocidad y se centrifugan a 570 x g, se-
recupera el sobrenadante al que se le determina la cantidad-
de proteina por absorcidn a 280 nm y se guarda a -4°C. E1l1 =~
Qeneno as1 obtenido 1o 1lamamos veneno crudo. Efste veneno,-
al igual que los sacos venenosos sin homogenizar, siempre de
ben estar a 4°C durante su manipulacidn, ya que como hemos -
visto (capitulo V) 1a actividad de proteinasa del propio ve-
neno puede destruir proteinas importantes como la fosfolipa-
sa, hialuonidasa o antigeno 5. Este método tiene como defec
to, que la solucidon del veneno que una avispa inyecta a una-
presa, se contamina con substancias provenientes de tejiaos-
que se rompen al homogenizar, sin embargo como también ya -

hemos visto, esta contaminacidon no es muy grande y es princi
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palmente con proteinasas, (capitulofV).ijna'ventaja qué tie
ne este método es que nos permitéVobtener ;§ﬁfidadé$;$in—;-
cientes de veneno en relativamente poco timpd;’”Envfa—fab]a;
VIII se muestran los resultados que obtubimés de'egtg proce

So0.

VIII.- Materiales.

Los reactivos utilizados fueron de pureza-analitica y

fueron manufacturados por los siguientes fabricantes:

E1l Sefadez G-100 y el &cido hialurdnico grado III fue
ron cbtenidos de Sigma. E1 azul brillante de coomasie G-250,
Ta acrelamida, la bisacrilamida, la agarosa, el persulfato -
de amonio y el TEMED fueron de Bio-Rad. La AH-Sefarosa 4-B-
y el azul de dextrin fueron obtenidos de Pharmacia. El1 T1i--
gando l-1ll-carboxi-undecil~rac~2-hexadecilglicero-3-fosforil
colina y el "hidepowder azure” fueron obtenidos de CalBio---
chem. Los venenos de avispas norteamericanos que se utiliza
ron con fines comparativos fueron una donacidn del Dr. T.P.-

King de la Universidad Rockefeller, N.Y.
IX.- Medicién de Proteina.

La concentracidn de proteina se determind espectrovu-

1cm

tométricamente, asumiend 1.0 A
métr ente, asumiendo que 230 nm

1 mg/ml de-

proteina soluble.
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Tabla VIII.- Resumen dé los resultados del proceso de extraccidn del veneno
de avispas. . ’

Especie de protefna mg de protefina No. total de

pOr S&CO Veneneso total abtenidos avispas
Polistes dorsalis 0.17048 L35 2700
Polybia occidentalis| 0.125+10 770 6200

nigritella
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X.- Ensayos enzimdticos.

a) Determinacidn de la actividad de proteasa. Esta -

actividad fué determinada de acuerdo a Rinderknecht et al.,-
(1968); basicamente se determind utilizando un substrato co-
Toreado insoluble 1lamado "hide powder azure" como sigue: En
tubos de ensayo de 5 ml se aiiadié 1a enzima lmyQ;en 109 y
el substrato (5mg) en 0.75 ml de buffer de fosfatos 0.1 M pH
8.0 junto con una bolita de vidrio de 3 mm de didmetro para-
ayudar a la agitacidn de 1a suspensidn. Los tubos son gira-
dos en un .agitador inclinado 45° por 20 h, después de la 1li-
beracidn del colorante, este se mtde en un espectrofotdometro
a 595 nm. Se realizo una curva patrdn que relaciona la ab--
sorbancia a 595 nm y la cantidad de substrato digerido, ha--
ciendo que cantidades conocidas de substrato se disolvieran-
completamente por digestidn con tripsina. Una unidad de ac~-
. tividad ‘esta definida como la cantidad de enzima requerida -
para hidrolizar 1 mg de sustrato en 20 h a temperatura am---

biente.

b) Determinacion de la actividad de hialuronidasa. --

Esta actividad fué determinada turbidimétricamente de acuer
do al método descrito por Tolksdorf et al., (1949). Una uni
dad de actividad estd definida como l1a cantidad de enzima re
querida para hidrolizar kﬁg de dcido hialuranico por minuto-

a 25°C en 20%}49 de solucidn de dcido hialurbnico (Zogfglml)
a pH 5.3.



95

¢) Determinacién de la actividad de fosfolipasa. Es-

te ensayo se realizd de acuerdo a lo reportado por Shiloah,-
(1973) asi esta actividad se de determind titulométricamente
utilizando como substrato una solucifn de yema de huevo al -
10% v/v con 0.1 N de NaCl y 0.5% v/v de tritdén X-100. Una -
unidad actividad de fosfolipasa estd definida como la canti-
dad de enzima que cataliza la liberacidon de una 1/L(mol de -

acido graso por minuto a pH 8.0 y a 25°C en 3 ml1 de solucidn

de sustrato.’

X1.- Técnicas de purificacidn.

a) Centrifugacién. El homogenado de sacos venosos se

centrifugd a 570 x g en un rotor ss40 de dngulo fijo de --
20° durante 10 min. a 4 €. Se recupera el sdbrenadante, se -
le determina proteina por absorcidon a 280 nm y se congela, a
esta fraccién se le 1lama veneno crudo, como ya lo hemos vis

to en el capitulo VI seccidn "Extraccidn del veneno".

b) Didlisis y ultrafiltracidén. La didlisis se 1levd-

a cabo con el veneno crudo, en una membrana tubular visking-
8/32; esta membrana deja pasar moléculas cuyo peso molecular
es menor de 10,000 y Eetiene a las moléculas mas grandes; La
didlisis se realizd contra buffer de acetato:de awunio pH --
4.7 20 mM a una temperatura de 4°C. Por lo éenera1 siempre-

se dializaban 20 mg de veneno crudo, disueltos en 5 ml. de«
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buffer de acetato de qmoniq pH- 4.7 20 wM.. La ultrafiltracidn
se realizé sélo con lés‘ffa;ciones que contenian actividad de
fosfolipasa y que eran recupefadas después de la cromatogra--
fia de afinidad. Este proceso se 1levd a cabo con una membra
na de Amicon UM-2 que permite el paso de moléculas cuyo peso-~
molecular es menor de 2000, con la finalidad de concentrar es

tas fracciones.

c) Cromatografia de filtraciSn en gel. Esta cromatogra

fia se realizd en una columna de 200 x 0.9 cm de Sefadez G100
Se aplicaban 20 mg de veneno crudo .previamente dializado; la-
elucidon de 1a columna se hizo con buffer de acetato de amonio
pH 4.7 20 mM. A cada una de las fracciones se les midid las-
siguientes actividades enzimaticas: fosfolipasa (PLA), hialu-

ronidasa (HYA) y proteasa (PRO).

d) Cromatografia de afinidad.  La fase inmévil de esta-

cromatografia fue preparada de acuerdo al método propuesto --
por Rock y Snyder, (1975), asi el ligando 1-1l-carboxi-unde--
cil-rac-2-hexadecil-glicero~-3-fosforilcolina fue acomplado a-
AH-sefarosa 4-B por medio de carbodiimida. La figura - - --
19 muestra la férmula del ligando. La columna mididé -~~~
0.9x10.0 cm. La myestra (20mg de veneno crudo) se corria a -
una velocidad de 60 ml/h en un buffer Tris-HCL pH 7.95 50 mM+

20 mM de CaCL Para eluir a la proteina pegada a el soporte

2-
s0lido se utilizd como eluyente una solucidn de dcido acético

a 0.1. My entonces la velocidad de elucidn se cambiaba « 90



H c—- ©-(CH,) - COOH

CH, ([€H); eJ—e:H 0

Hc ov—o(w) N@:H
a-

bl

ig. 19. Formula -semi-desarrollada del ligando utilizado en la cromatograffa
de afinided, para aislar la fosfolipasa. Notese que esta mol&cula
a diferencia de los 1Y{pidos verdaderos, tiene enlaces tipo éter en
lugar de enlaces ester, que unen a los Acidos grasos con el glicerol.
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ml/hr, el eluido de esta fraccidon se colectaba en tubos que-
contenian 1 m1 de buffer de Tris-HCL 1M pH 7.95 + tritén X--
100 suficiente para dar una concentracién final de 0.5%, pa-
ra evitar que la enzima se desnaturalize por el pH &cido pro
ducido por el acético. E1 tritdn X-100 fué necesario sdélo

cuando se procesaba veneno de avispas Polistes dorsalis ya -

que Ta fosfolipasa de este veneno pierde su actividad si no-

hay tritdon X-100.

En cambio cuando se procesaba veneno de Polybia occi-

dentalis nigritella el tritdn ¥X-100 no fué@ necesario ya que

la fosfolipasa de este veneno no pierde su actividad por --

ser mas estable.

e) Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS.

Se realizardn electroforesis en placas de poliacrilamida en-
presencia de SDS de acuerdo al método descrito por Laemli, -
(1970), sdlo que en nuestro caso el gel separador tenia una-
concentracidon final de poliacrilamida del 15%. Los geles

fueron tefiidos con azul brillante de Coomassie G-250 de --
acuerdo al método de Reisner et al., (1975). Estas electro-
foresis tuvieron como finalidad evaluar Tla pureza de nuestra
proteina en cada paso de purificacion, asi como también cal-
cular su peso molecular. De acuerdo al trabajo de Weber y -

Osborn, (1969), la determinacidn del peso molecular por este

método es muy preciso, y se obtiene una precisidn de hasta =
+10%.
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XII.- Inmunodifusiodn.

Las inmunodifisiones se 1levaron a cabo «n geles de agorosa -
(26.0 X 76.0 % 1.0 mm) al 1% due contenian un buffer de Tris
HCL 0.1 M pH 7.95. Se hicieron pozos con un diametro de 3 -
mm separados 10 mm entre si. Los geles fueron secados, lava
dos y tefiidos 20 h después de que se aplicd la muestra. To-

do esto se realizbd de acuerdo a la técnica de Weeke, (1973).
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RESULTADOS

Todos los resultados que Se presentaron en las seccig
nes anteriores fueron obtenidos de la literatura. A partir-
de esta seccidn todos los resultados son los que se obtuvie-

ron de nuestros experimentos.
XITL.~- Extraccidn del veneno.
En la tabla VIII se muestran los resultados que se ob

tuvieron del proceso de extraccidn del veneno {capitulo VI).

Las avispas Polistes dorsalis son mids grandes (aproxiwadamente -

el doble) que las avispas Polybia occidentalis, esta es la-

razén por la que se obtiene mds veneno por saco venenoso con

las avispas Polistes dorsalis que con las Polybia occidenta-

1is nigritella. La cantidad de veneno crudo total expresado

como mg de proteinas que se obtuvo al final del proceso de -
extraccidn se muestra en la segunda columna de Ta Tabla VIII.
E1 nimero total de avispas procesadas se presenta en la ter-

cera columna de la tabla VIII,

XIV.~- Caracterizacion del veneno crudo.

a) Patrones electroforéticos. En la fig. 20 se mues-

tran los patrones electroforéticos de los venenos crudos de-
avispas norteamericanas y mexicanas. Los carriles 1 y 5 co-

rresponden a estidndares de peso molecular; los carriles ¢,2,
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Flectroforesis en placs de rel de poliacrilamida (12%) cc: SDS
(de acuerdo n Laemii U.K. 1970) de veneno vrudo de diztintas
pecies de avispas. la cantidad que-se corrid en cada curril se in-
dica a continuzcidn lunto con el nombre de la especic de lu avisp:

de que proviene el veteno:

1 y 5 Estandares de resce molecular, A= 6500C, B = L3002 & = Wt
2Polistes apachus 100 . D = 14L0O.

3 Vespula arenaria 100 Jlig.
4 Polistes exclamans 100 Mg.

6 Polistes canadensis 100 L.

T y 8 Polistes dorsalis 100 Mg ¥ 50 N+ roupectivamente.
9 y 10 Polibya occidentulis 125 He v €2 Hg respect ivamente.
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4 y 6 correponden a avispas norteamericanas y los carriles -
7, 8, 9 y 10 a el de las avispas mexicanas estudiadas en el-
presente trabajo. E1 patrén cualitativo general es semejan-

te entre todas Tas especies de Polistes:; Polybia se diferen-

cia facilmente de las anteriores, ya que la mayoria de sus -

componentes tienen pesos moleculares bajos. Vespula también
presenta abundantes proteinas de bajo peso molecular, si --
bien las de alto peso molecular tienen cierto parecido con -
el patrdon Polistes. La proteina principal de a]ko peso mole
cular de Polybia no tiene equivalencia en ninguno de los --

otros géneros.

b) Actividades enzimidticas del veneno crudo de las --

avispas estudiadas. Al veneno crudo de cada una de las avis

pas se les mididé Yas actividades enzimdticas mds importantes-
que se conoce que tienen este tipo de venenos. (Cap. V); es--
tas actividades son la de fosfolipasa, proteasa y hialuroni--
dasa, Los métodos para medir . estas 3 Actividades se descri--
ben en el capitufo IX. En la tabla IX se muestran los resui-

tados obtenidos, estos se expresan en unidades de actividades

por mg de proteina (U/mg), es decir se expresa-la actividad -

especifica.

¢) Distribucidn de las actividades enzimaticas del ve-

neno crudo de acuerdo a su peso molecular. A 105 venenos cry

dos de las dos especies de avispas estudiadas, se les estudid

Ta distribucidn de las enzimas de acuerdo a su pes> molecu---
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Tabla IX.- Actxvxdades enzimfticas del veneno crudo de avispaa Polistes
¥ Polxbia.

Actividades enzimaticas del veneno. crudo de avxspas
Polistes y Polybia. :

Actividad )
Enzimdtica Polistes Polybia
Fosfolipasa

(U/mg) 189.60 376.00
Hialuronidasa

(U/mg) 56.86 50.51
Proteasa

(U/mg) 4.18 5.69
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lar, para esto se realizaron cromatografias de filtracidon en
gel (sefadex G-100). A cada una de las fracciones obtenidas
se les cuantificd 1a actividad de hialuronidasa (HAsa) fosfo

lipasa (PLsa) y proteasa (Ptsa).

Los venenos crudos de las dos especies de avispas es-
tudiadas se cromatografiaron bajo las mismas condiciones. En
1a fig. 21 se muestra el patrdn cromatogriafico obtenido por-

el veneno crudo de Polistes dorsalis y en la Fig. 22, se

muestra el patrdn cromatogrdifico del veneno crudo de Poly--

bia occidentalis nigritella.

d) Inmunodifusidn. Con la finalidad de comparar el

veneno crudo de las avispas desde el punto de vista inmunold
gico se realizaron inmunodifusiones; se compararon los vene-

nos crudos tanto de las avispas Polybia occidentalis y Polis

tes dorsalis como el de avispas-norteamericanas. Las inmungo
difusiones se realizaron en placas de agorosa al 1% en un --

buffer Tris-HCL 0.1 M pH7.95 {(Ver el Cap. XI). En las figs.
23 y 24 se muestran los resultados de estos experimentos. En

el pie de figura se indica 10 que se puso en cada pocito.

En Ta inmunodifusidn que se muestra en la Fig. 23 po-
demos observar que el suero que contiene anticuerpos dirigi-

dos contra fosfolipasa pura del Polistes apachus es capaz de

reconocer a proteinas del veneno crudo, que seguramente co--

rresponden a las fosfolipasas, de las otras especies de avis



CROMATOGRAFIA EN SEFADEX G-400 DE VENENO DE Polistes dorsolis
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Fig. 2lPatrdn cromatogréfico de 20 mg de veneno en una columna de 0.9 X 200 cm
eluida con bufferde acetato de amonio, pH=L.T, 20 mM, a una velocidad
de flujo de 15 ml/h . Los marcadores coresponden respectivamente a el
volumen de exclusidn y a los siguientes pesos moleculares: 65000,43000
13500, y 58. En la grifica se indica tambi&n la posicidn de las activi-

dades enzimfiticas medidas, estas corresponden a fosfolipasa (PLAsa),

hisluronidasa (HAsa) y proteasa (Ptasa).
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CROMATOGRAFIA EN SEFADEX G-100 DE
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Fig. 22, Las condiciones e indicaciones son las.mismas que ‘para‘la Fig. 21.
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Fig. 2h. Inmunodifucidn de los venenos. Suero anti-AgS de Polistes upachus

en los pocillos centrales. Los demas pocillos tienen lo sigiivnte:
1 Ag S de Polistes apachus.
2 Veneno crudo de Polistes dorsalis.

s

3 Veneno crudo de Polybia occidentalis.

L Veneno crudo de Polistes inestabilis.

5 Veneno crudo de Polistes inestabilis.

6 Ag 5 de Polistes exclamans.

T Veneno crudo de Polybia occidentslis.

8 Veneno crudo de Polistes dorsalis.
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pas que corresponden a los géneros Polistes y Polybia. Esto-
es evidenciado por la forma de las bandas de inmunoprecipita
cién que se observanen el gel, estas bandas son el producto-

de reacciones cruzadas.

En la inmunodifusidén de la Fig. 24, vemos que el sue-
ro que contiene anticuerpos dirigidos contra antigeno 5 (Ag5)

puro de Polistes apachus es capdz de reconocer proteinas --

del veneno crudo, que seqguramente es Ag5 de la especies del-
género Polistes, esto es evidente de la forma de las bandas-
de inmuno precipitacién. Tambi&n podemos observar que los -

anticuerpos dirigidos contra Ag5 de Polistes apachus no reco

nocen Ag5 del veneno crudo de la avispa Polybia occidentalis

nigritella, ya que no existe banda de inmunoprecipitacidn --
frente a Tos pocitos donde se colocd el veneno de esta avis

pa.

e) Efecto de distintos inhibidores en las actividades

enzimaticas del veneno crudo de avispas. Se probaron distin-

tos inhibidores de proteasas con el objeto de encontrar, al-
guno que 1ﬁhibiera la actividad de proteasa, ya que esta ac-
tividad como se ha visto en el capitulo V, proviene de res--
tos de tejidos del saco venenoso con el que se prepara el ve
neno crudo; esta actividad deétruye enzimas propias del vene
no como son la hialuronidasa y la fosfolipasa. In la tabla-
X se muestran los resultados que se obtuvieron al probar Ais

tintos inhibidores sobre la actividad proteolftica udel vene-
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Tabla X. Efecto-de dlstintos inhibidores sobre la act:.v:.dad proteoliti-
ca de veneno de. av:.spa,s.

Inhibidor (mM) Polistes® Polybia*
1 2.0 10.0 61.4
PMSF
.o 33.2 57.6
2.0 9k4.0 96.2
DFp 1
4.0 90.0 96.4
2.0 0.0 L.5
epTa L
4.0 0.0 5.2
1 2.0 16.2 29.0
O-FT
4.0 19.0 29.0
2.0 0.0 6.0
aal
4.0 0.0 0.0

* Los resultados se expresan: como por ciento de inhibicidn de 1n actividad.
1 Ver tabla X¥ :
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Tabla X¥ Nombre de los ‘inhibidores que se ut1llzaron para estuchar la
activ:.dad proteolltica del veneno de avisnas. wel

INHIBIDORES

PMSF . ’Fé}iil metil sulfonil fluoruro-
DFP . ‘ Diisopropilfluorofosfato.

EDTA Acido etilendiaminotetraacético.
O-FT o-Fenantrolina.

IIA Acido iodoacético,




no de las avispas ésiudiadas. En este caso los ensayos se -
realizaron de.la misma forma en que se mide la actividad pro
teolitica {ver capitulo IX). Se tenian como controles enzi- -
ma sin inhibidor y sustrato s6lo con inhibidor. E1 veneno -
crudo se incuba 15 minutos a temperatura ambiente con el in-
hibidor a 1a concentracidn deseada (para que el inhibidor y-
la enzima puedan reaccionar facilmente y no exista interfe--
rencia por parte del sustrato) y después se pone a reaccio-
nar con el sustrato en presencia del inhibidor a la misma --
concentracidon de la incubacidén. Cada experimento se realizd

por triplicado.

En la tabla XI se muestra el efecto que tienen los --
inhibidores PMSF y DFP sobre 1a actividad de fosfolipasa y -
hialuronidasa del veneno crudo de 1as avispas estudiadas. E!
PMSF y DFP son los inhibidores mas eficaces de la actividad-
proteolitica del veneno crudo (ver tabla X). Los ensayos se
realizaron de la misma manera que en la indicada en material
y métodos (Ver Cap. IX) para cada una de tas actividades. --
Los controles son: enzima sin inhibidor y sustrato s6lo con-
inhibidor. E1 veneno crudo se preincuba 15 minutos con el -
inhibidor a Ya concentracidn deseada, 1a reaccidn con el sus
trato se 1leva a cabo con una concentracidn de inhibidor --
igual a la de preincubacidn para cada caso. Los resultados-

son el promedio de 3 experimentos.
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Tabla XI.- Efecto de los inhibidores PMSF y DFP sobre las actividades

enziméticas hialuronidasa ¥y fosfolipasa del veneno de avispas.

Efecto de los inhibidores PMSF y DFP sobre
fosfolipasa de veneno de avispas.

la actividad gde

Inhibidor

{mM) Polistas* Polybia®
PMSP 2.0 22.0 16.0
4.0 33.0 16.0
DFP 1.0 0.0 100.0
0.5 . 0.0 100.0

Efecto de los inhibidores PMSF y DFP sobre la actividad de
Hialuronidasa de veneno de avispas.

tnhibidor

(mM} Polistes® Polybia®
PMSF 2.0 0.0 0.0
4.0 2.4 1.7
OF P 0.5 0.0 9.8
1.0 11.2 73.3
* favs

resultalos se exprresan
actavidad,

comn porciento

de inhibicibn de la



f) Efecto del pH sobre la actividad proteolitica. Se-

estudidé 1'a actividad proteolitica del veneno crudo de ambas-
avispas en funcidn del pH. Los resultados se muestran en la-
figura 25a y 25b para cada una de las avispas estudiadas. La
actividad se midié de acuerdo al método descrito en el capi-
tulo 1X; sO0l1o que en este caso el buffer de la solucidon don-
de se 1leva a cabo la reaccidon tiene el pH indicado en la -
figura, Cada experimento se realizd por duplicado. Las ba-
rras en negro indican experimentos en donde la reaccidn se -
midid a 1 h de incubacidén con la enzima al pH indicado. --
Las barras blancas representan experimentos donde la reac---
cidn se midid después de 20 hrs. de itncubacidn. En cada ex-

perimento se utilizaron IOQAﬁa de veneno crudo.

Al observar con cuidado las Figs. 25a y 25b uno pue--
de ver facilmente el perfil de una curva de actividad enzimdtica
en funcidon del pH. La curva de actividad proteolitica del -

veneno de Polistes dorsalis es de forma gausiana (del tipo-

de l1a tripsina) con un pH dptimo de 9 (Fig. 25a). La curva-

de actividad protevlitica del veneno de Polybia occidentalis

nigritella no se puede diferenciar si esta es de forma gau--
siana o de forma sigmoidal (del tipo de la Colinesterasa) --

sin embargo el pH donde se obtuvo 18 mdxima actividad enzima

tica es de 10.

XV.- Purificacion de l1a fosfolipasa del veneno de las avis--

pas estudiadas.
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ACTIVIDAD PROTEOLITICA DEL V.T. EN AVISPAS Polistes dorsalis.
14p
1.2}
1.0} M

os| | T

o}

ABSORBANCIA 595 nm

1 1y

] 4 5 6 ? B 9 10

pH

Fig. 25a. Efecto del pH sobre la actividad proteoliticu del wveneno

crudo de avispas Polistes dorsalis.
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a) Estrategia”dé purificacién. La enzima fosfolipa--

sa del veneno de avispas Polistes dorsaljs y Polybia occiden

talis nigritella, fué purificada a homogenidad, los pasos se

guidos para la purificacidon se muestran en la Fig. 26.

b) Cromatografia de afinidad. Por medio de este tipo

de cromatografia se logrd obtener pura la fosfolipasa del ve
neno de avispas. Los resultados de 1a cromatografia del ve-

neno dialisado de las avispas Polistes dorsalis se muestra -

en la figura 25a. La cromatografia se realizé como se indi
ca en el capitulo X. Es importante hacer notar que en los -
tubos colectores de la fraccidn C hay 1 ml de buffer tris--
HCL pH7.95 1.0M consuficiente tritdn X-100 para que quede a-
una concentracidn final de 0.5%, el tritdn X-100 evita que -
se pierda la actividad de fosfolipasa, y ademas ayuda a esta
bilizar 1a enzima {Denis A.E. 1973). La Fig. 27b muestra -=-
una electroforesis en placa de gel de poliacrilamida al 12.5%
con SDS donde se rastrea el grado de purificacidon de la enzi
ma. E1 contenido de los carriles se indica en el pie de fi-
gura. Las flechas a Ya derecha del gel indican los marcadoj
res de peso molecular. E1 peso molecular de la fosfolipasa-
de acuerdo a esta electroforesis es de 25000. En la Fig. -~
28a se muegtran los resultados de la cromatografia del vene-

no dializado de las avispas Polybia occidentalis niaritella,

prdcticamente las condiciones de la cromatografia fueron las

mismas que para el veneno de Polistes dorsalis, sdlo que co-

mo lo digimos en el capitulo X, los tubos colectores de la -
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ACTIVIDAD PROTEOLITICA DEL V.T. EN AVISPAS Polybia occidentalis
l4p

1.2+ —

0.8+
0.6}

041

ABSORBANCIA 595

Fig. 25b. Efecto del pH sobre la actividad proteolitica del veneno crudo

de avispas Polybia occidentalis.
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VENENO .CRUDO"

DIALISIS-

'RETENIDO S DIALLZADO

CROMATOGRAFTA
DE AFINIDAD

L 3 ]

( | . -

FRACCION A FRACCION B FRACCION C (Con toda la
actividad de fosfolipasa del

veneno crudo) .

Fig. 26.‘Estrategia seguida para la purificacidn de la fosfolipasa del veneno

crudo de las avispas estudiadas.
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Fig. 27a. Cromatografia de 5.83 mg de veneno dializado (36.0 mg de veneno

crudo) de Avispas Polistes dorsalis en una columna de 0.9 X 11.0

cm de PC-Sefarosa L-B. El cargado se hiso en un buffer de Tris-HCl1
S0mM pH T7.95 con 10mM de CaC12. Se hiso un lavado con el mismo
bufler pero conteniendo 0.5 M de NaCl. La elucidn de fosfolipasa

se realizd con 0.1 M de Acido acetico.



119

. 43000

. 21500
g 14500

Fig. 27b. Electroforesis en gel de pcliacrilaemida (12.5%) con SDS en
placa de diferentes fracclones de la purificacidn de la fos-

folipasa de veneno de avispas Polistes dorsalis, el conteni=-
dp de los carriles es:

1 Veneno crudo sin diaslizar il jg.

2 Veneno dializado 1h.3 lig.

3 Protefne no pegada 4.2 lig.

L Fosfolipasa elufida con écido acético B:0 Mg.
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*
fraccidon C del veneno de avispas Polybia occidentalis nigri-

tella contienen lamfde buffer tris-HCL pH 7.95 1.0M no tie-

nen tritdn X-100, ya que la fosfolipasa de Polybia occiden-

talis nigritella no pierde su actividad en ausencia de este-

detergente, por lo que es mds estable que la enzima de Po---

listes dorsalis. En 12 Fig. 28b se muesira una electrofore--

sis en placa de gel de poliacrilamiada al 12.5% con $SDS don-
de se rastrea el grado de purificacidn de la enzima. €1 con
tenido de los carriles se indiéa en el pie de figura. E1 pe
so molecular de 1a fosfolipasa calculado en esta electrofore

sis es de 40272.

* Esta fraccidn es 1a que contiene la actividad le fosfolipa
sa, com0o puede observarse en las Figs., 27a y 28a.



Fig. 28a.
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Cromatografia de 5.0 mg de veneno dializado (L0.48 mg de veneno cru-

do) de avispas Polybia occidentalis en una columna de 0.9 X 11l cm

de
50
ro

28

PC-Sefarosa 4B. El cargndo se hiso en un buffer de Tris-HCl pH T7.95
mM con 10mM de Cu(112. Se hiso un lavado con el mismo buffer pe-

conteniendo 0.5 M de NaCl. La elucidn de la fosfolipasa se reali-
con 0.1M de Acido acético.



Fig. 28b. Electroforesis en gel de poliacrilamida (12.5%) con SDS en placa

de distintas frocciones de le purificacién de fosfolipasa del ve-

neno de avispas Polybie occidentalis, el contenido de cada carril
Junto con la cantidad de protefna (en lUg) aplicada se indica en
seguida:

1 Veneno crudo 160 Jig.

2 Fraceidn de proteinas que pasan a travéz de la memiranu de
didlisis ( tienmen un peso molecular menor de 10 000) 11.96 Ug.

3 Veneno dializado 28.58 Mg.

Lk Proteina no pegada 10.h MUg.

5 Proteina pegada inespecfficamente 1.34 Ug.

6 Fosfolipasa elufda con ncético 6.48 Mg.

T " " " " 4.8 ug.

3.38 M.

9 Marcadores de peso molecular: 60,000 45,000 2L,000 18,400 14,300.

8 " " " "
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E. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los venenos crudos de las dos avispas estudiadas tie
nen las tres actividades enzimaticas medidas: hialuronidasa,

fosfolipasa y proteasa.

En ambos venenos el 75% de 1la proteina‘total 1o cons,
tituyen moléculas con peso molecular bajo mientras que el -~
componente proteico de alto peso molecular esta entre un -
20% y 30% de la proteina total. Los pesos moleculares apa-
rentes de enzimas estudiadas en el veneno crudo son: Para -

Polistes dorsalis 52000, 43000 y 50000 de la hialuronidasa,

fosfolipasa y proteasa respectivamente. Para Polybia occi-

dentalis nigritella son de 48000, 3100C y 31000para hialurg

nidass fosfolipasa y proteasa respectivamente.

De acuerdo a las inmunofifusiones realizadas no pudo
detectarse antigeno 5 (Ag 5) en el veneno crudo de Polybia-

occidentalis nigritella.

E1 pH optimo para la actividad proteolitica del vene

no de Polistes dorsalis es de 9, mientras que el pH Gptimo

para la actividad proteolitica del veneno de Polybia occi--

dentalis nigritella es de 10 6 posiblemente mayor.

E1 inhibidor mds eficiente de la actividad proteoli-
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tica del veneno de ambas avispas es el DFP a 1.0 mM. Sin -
embargo su efecto en las otras enzimas es bastante diferen-

te, ya que en el veneno de Polistes dorsalis no afecta la-

actividad de fosfolipasa y hialuronidasa a una concentra---

cion de 1.0 mM; por el contrario en el veneno de Polybia --

occidentalis nigritela inhibe totalmente la actividad de -
fosfolipasa e inhibe un 73% la actividad de hialuronidasa a

una concentracidn de 1.0 mM.

E1 procedimiento de purificacidén de la fosfolipasa -
del veneno crudo de ambas avispas por medio de cromatogra--
fia de afinidad permite un rendimiento cuantitativo y un --
factor de purificacidn de 20. Las fosfolipasas de estas --
dos avispas son distintas; asi tenemos que 1la fosfo]%pasa -

-del veneno de las avispas Polistes dorsalis no es afectada-

por DFP a 1.0 mM y es dependiente para su estabilidad de -
tritén X-100, ya que s610 en un buffer de Tris-HC1 pH 7.95-
X-100:-al 0.5% es capaz de mantener su actividad. En cambio

la fosfolipasa del veneno de avispas Polybia occidentalis-

nigritella es inhibida totalmente por DFP a 1.0 mM y esta-
enzima no es dependiente del tritdn X-100 para mantenerse -
estable, por Yo que esta enzima no pierde su actividad si -
se mantiene en un buffer de Tris-HC1 pH 7.95 sin tritdn -~

X~100.

Los pesos moleculares calculados por electroforesis-~

en geles de poliacrilamida al 12% con SDS en placa son de -



25000 para 1a fosfolipasa del veneno de avispas Polistes -

dorsalis y de 40000 para 1a fosfolipasa del veneno de las -

avispas Polybia occidentalis nigritella,

La diferencia que-

existe entre los pesos moleculares de la fosfolipasa de

Polistes dorsalis calculados por filtracidn en gel (43000)-

y por electroforesis (25000), posiblemente se deba, a que -~
esta enzima forma dimeros que en la filtracidn en gel via--
jan como una sola molécula, en cambio en 1a electroforesis,-
este dimero se disoria por 1a presencia del SDS. La fosfo-

lipasa del veneno de avispas Polybia occidentalis nigrite--

11a parece no formar dimeros y por eso uno obtiene pesos -
moleculares parecidos tanto por filtracidn en gel como en -
electroforesis el peso molecular es de 40000. Esto podria-
considerarse como otra posible diferencia entre las fosfoli
pasas del veneno de las avispas estudiadas, asi tendriamos-

que la fosfolipasa de Polistes dorsalis posiblemente forme-

dimeros, mientras que la fosfolipasa de Polybia occidenta--

1is nigritella no forma dimeros.

Al comparar 1os resultados obtenidos en este trabajo
y los citados en la introduccidn se puede afirmar 10 si----
guiente. Los patrones electroforéticos y cromatograficos -

de! veneno de avispas Polistes dorsalis son muy parecidos a

los obtenidos para la avispa Vespula, compare las figuras -

16, 20 y 21. E1 veneno de la avispa Polybia occidentalis -

nigritella presenta un perfil cromatografico muy parecido-

al de las avispas Polistes y Vespula en cuanto a la pre---
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sencia de componentes de bajo peso molecular, sin embargo -

el veneno de Polybia occidentalis nigritella posee mas com-

ponentes de bajo peso molecular que los venenos de Vespula-
y Polistes, comparense las figuras 16, 20 y 22. La distri-
bucidén de las actividades enzimaticas en los patrones croma

togrificos de los venenos de las avispas Polistes, Polybia-

y Vespula es la misma, en todos estos venenos las activida-

des enzimaticas corresponden a ias proteinas de alto peso -

molecular. Las inmunodifusiones del veneno de Polybia occi

dentalis nigritella (Fig. 24) sugieren que el veneno de es

ta avispa no contiene una de las proteinas que poseen los -

venenos de Polistes y Vespula, esta proteina es el antige--
no 5.
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