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RESUMEN. El D-002 es una mezcla de alcoholes alifáticos primarios de
alto peso molecular obtenida de la cera de abejas (Apis Mellifera) que pre-
senta moderada actividad antinflamatoria y efectiva actividad antiulcerosa.
En el presente trabajo se evaluaron los posibles efectos citotóxicos de este
producto en la línea celular 3T3, fibroblastos de origen murino. Para ello,
se emplearon tres de los ensayos de citotoxicidad más utilizados en los
estudios de toxicidad in vitro: captación de rojo neutro (1 min, 24 y 72 h de
exposición), enlace al azul de kenacid (24 y 72 h) y reducción del bromuro
de dimetildifeniltetrazolio (MTT) (24 y 72 h). Las células se cultivaron en
placas de cultivo de 96 pozos a razón de 4 · 104 células/mL en los ensayos de
1 min y 24 h de exposición y 2 · 104 células/mL cuando el tiempo de exposi-
ción al producto fue de 72 h . Fueron expuestas a concentraciones de D-
002: 1 000, 2 000, 4 000, 8 000 y 16 000 µg/mL en el ensayo de 1 min de
exposición y a 0,1; 1; 10; 100 y 1 000 mg/mL en las series experimentales de
24 y 72 h . En ninguno de los ensayos realizados se evidenciaron signos
tóxicos atribuibles al tratamiento con el producto evaluado. La concentra-
ción letal media (CL50) no pudo ser detectada, aun cuando se evaluaron
elevadas concentraciones de D-002. Sin embargo, los cultivos expuestos a
los controles positivos (ácido ascórbico, NaOH y SDS), sí mostraron los
cambios esperados. Estos resultados permiten afirmar que en las con-
diciones experimentales estudiadas la citotoxicidad del D-002 es prác-
ticamente nula.

ABSTRACT. D-002 is a natural mixture of primary aliphatic alcohols of
high molecular weight isolated from beeswax (Apis Mellifera) with mild
anti-inflammatory activity and effective anti-ulcer effects. The present
study was done to evaluate possible cytotoxic effects of this product on
3T3 cells, mouse fibroblasts. Three of the most used test were employed in
this evaluation: neutral red (1 min, 24 and 72 h of exposure), kenacid blue
dye binding and MTT assay (24 and 72 h). The cells were cultured in 96
well plates, using 4 · 104 cells/mL for exposures of 1 min and 24 h. When
exposure time was longer (72 h) a density of 2 · 104 cells/mL was used. The
D-002 concentrations evaluated were: 1 000, 2 000, 4 000, 8 000 y 16 000 µg/
mL (1 min) and 0.1, 1, 10, 100 y 1 000 mg/mL when time of exposure was 24
or 72 h . No toxicity signs were observed in any experiment after the expo-
sure to the product. The lethal mild concentration (CL50) of D-002 was
not detected, even at the high concentrations investigated. Meanwhile,
cell cultures exposed to positive control agents (ascorbic acid, NaOH
and SDS) showed the expected changes. These results permit to affirm
that in the employed experimental conditions the cytotoxicity of D-002
is practically null.

INTRODUCCION

El D-002 es una mezcla de alco-
holes alifáticos primarios de alto
peso molecular que se obtiene de la
cera de abejas (Apis Mellifera). En-
tre sus componentes mayoritarios se
encuentran el triacontanol, octaco-
sanol, dotriacontanol, hexacosanol y
el tetracosanol, siendo el tetratria-
contanol un componente minorita-
rio. El tamizaje farmacológico de
este producto permitió demostrar
que el D-002 presenta moderada ac-
tividad antinflamatoria1 y una efec-
tiva actividad antiulcerosa en dife-
rentes modelos experimentales de
úlcera.2,3

Teniendo en cuenta la efectivi-
dad antiulcerosa observada en los
estudios de farmacología experi-
mental, el D-002 ha sido propuesto
como citoprotector de la mucosa
gástrica en el tratamiento de las úl-
ceras pépticas y duodenales en el
hombre. Ello, unido al hecho de que
los agentes antiulcerosos que se en-
cuentran disponibles en el mercado
no están exentos de efectos adver-
sos asociados a su uso, el D-002 po-
dría resultar un fármaco de elección
si se demostrara, entre otros aspec-
tos, que no provoca reacciones tóxi-
cas inadmisibles para su uso en hu-
manos. En este sentido, para su in-
troducción en la fase de investiga-
ción clínica resulta necesario inves-
tigar acerca de los posibles efectos
tóxicos del producto, para lo cual
deben ser realizados los estudios
toxicológicos preclínicos.

En el transcurso de la evaluación
toxicológica preclínica de un nuevo
producto propuesto para su uso en
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humanos se investiga su posible
toxicidad empleando métodos que
aborden la investigación desde dife-
rentes niveles de organización de las
estructuras biológicas.

La citotoxicidad celular se defi-
ne como una alteración de las fun-
ciones celulares básicas que da lu-
gar a que se produzca un daño que
pueda ser detectado.4 A partir de
aquí, diferentes autores han desarro-
llado baterías de pruebas in vitro
para predecir los efectos tóxicos de
las drogas y los compuestos quími-
cos, utilizando como modelos expe-
rimentales tanto cultivos primarios,
órganos aislados como líneas celu-
lares establecidas.5-10

En el presente trabajo se investi-
gó la posible citotoxicidad del D-002
en la línea celular 3T3, para lo cual
se realizaron tres ensayos experi-
mentales que brindan información
del daño, empleando distintos indi-
cadores de toxicidad celular: capta-
ción del rojo neutro, enlace al azul
de kenacid y reducción del bromuro
de dimetildifeniltetrazolio (MTT).

MATERIALES Y METODOS
Mantenimiento y procedimiento para
la obtención del cultivo celular

Se utilizó la línea celular 3T3
(ATCC), donada por el Instituto de
Medicina Tropical ��Pedro Kouri��.
Las células fueron cultivadas en
frascos de 75 cm2 con medio DMEM,
con suplemento de 0,85 g/L de
Na2CO3, Hepes 4,3 g/L, glutamina 2
mmol/L y suero bovino fetal al 10 %.
Después de recuperadas de la
tripsina, se sembraron en placas a
razon de 4 · 104 células/pozo en los
ensayos de 1 min y 24 h de exposi-
ción y 2X104 células/pozo para 72 h y
se incubaron toda la noche a 37 °C
en atmósfera húmeda.

Composición del D-002

El D-002 utilizado fue suminis-
trado por el laboratorio de Química
Farmacéutica del Centro de Produc-
tos Naturales, Centro Nacional de
Investigaciones Científicas. La com-
posición de la mezcla fue la siguien-
te: triacontanol 26,63 %, octacosanol
17,49 %, dotriacontanol 16,95 %,
hexacosanol 15,34 %, tetracosanol
13,24 % y tetratriacontanol 2,23 %.

Exposición a las sustancias de
prueba

Las suspensiones de D-002 fue-
ron preparadas en tween 20 al 0,4 %
en PBS y después, fueron analizadas
por cromatografía gaseosa para
corroborar su estabilidad y grado de
pureza. En el ensayo de 1 min de

exposición las células fueron ex-
puestas a: 1 000, 2 000, 4 000, 8 000 y
16 000 µg/mL del producto y en las
series experimentales de 24 y 72 h a
0,1; 1; 10; 100 y 1 000 µg/mL .

En cada prueba fue realizado un
control negativo con el vehículo
empleado en la preparación de las
suspensiones. Además, se realizaron
controles positivos, compuestos que
se evaluaron a concentraciones que
provocan la muerte del 50 % del cul-
tivo celular.11-13 En el ensayo de cap-
tación del rojo neutro (1 min de ex-
posición) se empleó ácido ascórbico
(295 mg/mL). En los ensayos de rojo
neutro y azul de kenacid (24 y 72 h)
se utilizó SDS 76 µg/mL para 24 h de
exposición y 72 µg/mL en los ensa-
yos de 72 h . En el ensayo del MTT el
compuesto empleado como control
positivo fue NaOH (38 mmol/L).

Ensayo de captación del rojo neutro

Esta prueba fue realizada según
el método propuesto por Boren-
freund and Puerner14 con ella se eva-
luaron los efectos tóxicos del produc-
to a corto (1 min) y largo plazo (24 y
72 h). En el ensayo de 1 min de ex-
posición, cuando el cultivo estuvo
confluente las células fueron incu-
badas 3 h con el rojo neutro (50 µg/
mL). Después de cargadas, se expu-
sieron a los compuestos de prueba
durante 1 min . Seguidamente, se
liberó al medio la cantidad de rojo
neutro que permaneció en las célu-
las viables, mediante ácido acéti-
co 1 %, etanol 50 % y H2O 49 %. La
densidad óptica (DO) fue medida a
540 nm en un lector de placas Elisa
(SUMA).

En los ensayos de 24 y 72 h se
procedió de la manera siguiente. A
las 24 h de sembradas, las células
fueron expuestas a los compuestos
de ensayo. Al finalizar cada período
de ensayo fueron cargadas con el
colorante. Por último, se determinó
la cantidad de rojo neutro liberada
al medio de manera similar al ensa-
yo de 1 min de exposición.

En todos los casos, la DO obteni-
da se tomó como índice de la canti-
dad de rojo neutro captado por las
células vivas.

Ensayo de enlace al azul de
kenacid

Este ensayo fue realizado según
el método descrito por Knox y col.15

Se utilizaron las células procedentes
del ensayo de captación del rojo neu-
tro (24 y 72 h). Al concluir el ensayo
anterior, a cada pozo se adicionaron
150 µL de azul de comassie brillante
R-250 en ácido acético glacial y se
incubaron las células durante 2 h .

Concluido el período de incuba-
ción las células se lavaron con etanol
10 %, ácido acético 5 % y 85 % de H2O
y se expusieron a acetato de potasio
(1 mol/L). Por último, se procedió a
determinar la DO a 600 nm en un lec-
tor de placas de Elisa (SUMA). La DO
obtenida se tomó como índice de la
cantidad de azul de kenacid enlaza-
do a la proteína celular.

Ensayo de reducción del MTT

Este ensayo fue realizado según
Mosmann.16 Al finalizar los períodos
de exposición, las células fueron car-
gadas con el MTT durante 2 h . Se-
guidamente, se determinó la canti-
dad de MTT reducido solubilizando
las células con 150 µL de DMSO/
pozo. Se cuantificaron las placas a
550 nm en un lector de Elisa (SUMA).
La DO se tomó como índice de la
cantidad de formazán formado a par-
tir de la reducción del MTT.

Análisis estadístico

El análisis de los resultados se
realizó mediante la prueba paramé-
trica ANOVA y el paquete de progra-
mas CSS y se fijó un nivel de signi-
ficación p < 0,05. En todos los casos,
se procesaron resultados al menos
de tres cultivos, que contenían dos
réplicas/tratamiento cada una, por lo
que se analizaron como mínimo seis
réplicas/tratamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

En ninguna de las concentracio-
nes evaluadas en los ensayos reali-
zados (Tablas 1 y 2) se apreciaron
diferencias significativas cuando se
comparó con el control negativo. La

Tabla 1. Resultados del ensayo de cap-
tación del rojo neutro (1 min de expo-
sición).

Porcentaje de inhibición del crecimien-
to celular relativos al control negativo
tween 20 al 0,4 %), los controles positi-
vos (ácido ascórbico, NaOH y SDS) y de
las concentraciones de D-002 evaluadas.
DO  Densidad óptica a 540 nm (X ± DE).
Se presentan los resultados de tres pla-
cas de cultivo, seis réplicas/tratamiento,
* p < 0,05 ANOVA.

otneimatarT OD mn045

olucíhevlortnoC 30,0±682,0

lortnoC
(200-D+ µ )Lm/g *50,0±931,0

0001 30,0±742,0

0002 50,0±182,0

0004 30,0±682,0

0008 30,0±772,0

00061 40,0±482,0
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concentración de D-002 que produ-
ce la muerte del 50 % de las células
no pudo ser detectada.

Las concentraciones máximas
empleadas (16 000 µg/mL en el ensa-
yo de 1 min de exposición y 1 000 µg/
mL en el resto de los ensayos) resul-
taron las más elevadas que podían
ser evaluadas debido a la baja
solubilidad del producto. Estudios
preliminares permitieron observar
que por encima de esos valores se
producen precipitados en el medio
de incubación, así como que el D-
002 se adhiere a las paredes de los
pozos provocando interferencias
en los resultados. No obstante,
cuando se evalúa la citotoxicidad
de una sustancia empleando estos
ensayos, los límites utilizados en
cada prueba se consideran adecua-

dos para emitir un criterio de toxi-
cidad.11-13,17

En todos los casos, los compues-
tos empleados como controles posi-
tivos resultaron significativamente
diferentes al control (Tablas 1 y 2) y
se comprobó que el efecto provoca-
do por ellos en cada serie experimen-
tal y períodos de exposición evalua-
dos fueron comparables con lo refe-
rido en la literatura.11-13

Este estudio fue realizado eva-
luando los efectos del D-002 en la lí-
nea celular 3T3. Esta es una línea
celular obtenida de embrión de ra-
tón suizo albino, bien establecida y
caracterizada que ha sido amplia-
mente utilizada en este tipo de prue-
bas.7-9 Además, se utilizaron diferen-
tes criterios indicativos de la viabi-
lidad celular, siendo estos ensayos de

Tabla 2. Resultados correspondientes a los diferentes ensayos (24 y 72 h).
Ensayo de captación del rojo neutro.

Porcentaje de inhibición del crecimiento celular relativos al control negativo (tween
20 al 0,4 %), los controles positivos (ácido ascórbico, NaOH y SDS) y de las concentra-
ciones de D-002 evaluadas.
DO  Densidad óptica (X ± DE).
Se presentan los resultados de tres placas de cultivo, seis réplicas/tratamiento, * p <
0,05 ANOVA.

los más recomendados para prede-
cir la toxicidad in vitro de los com-
puestos y drogas.8, 9, 18-20

El rojo neutro es un colorante
catiónico débil que penetra a las cé-
lulas a través de las membranas por
difusión pasiva y es almacenado en
los lisosomas. En este caso indepen-
dientemente de su mecanismo de
acción, si el compuesto que se eva-
lúa interfiere en el proceso de divi-
sión y multiplicación celular, se re-
ducirá el número de células del cul-
tivo lo que podrá ser detectado al
determinar la cantidad del coloran-
te retenido por las células vivas.12

Por otro lado, el azul de kenacid
tiene la capacidad se enlazarse a las
proteínas celulares, por lo que deter-
minando la cantidad de colorante
retenido por las células vivas es po-
sible emitir un criterio de prolifera-
ción celular, ya que afectaciones en
el número de células del cultivo se
revelan en el contenido de proteí-
nas.13

En el caso del ensayo del MTT,
este compuesto es reducido por la
succinicodeshidrogenasa mitocon-
drial a formazán, lo que conduce a
que se produzca un cambio de colo-
ración en el medio, que puede ser
cuantificado y tomado como índice
de la integridad de las mitocondrias,
del estado energético y la actividad
funcional de las células.14

Los resultados obtenidos en es-
tas series experimentales demues-
tran la ausencia de citotoxicidad del
D-002 en las condiciones experimen-
tales ensayadas.
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