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RESUMEN. El D-002 es una mezcla de aleoholes alifaticos aislada y purificada
de la cera de abejas (Apis mellifera). Ha sido demostrado que posee un efecto
protector dela mucosa géstirica en modelos de dlcera inducida por diversos agen-
tes como ja aspirina, ]a indometacina y el etanol, asi como un moderado efecto
antiinflamatorio acompanado de una disminucién de los niveles de LTB,. Los
leucotrienos desempenan un papel impertante en el dafio de la mucosa gastrica
¥ también se encuentran presentes en las reacciones inflamatorias ¥ en ia ana-
filaxia. E! objetivo de este trabajo consistié en evaluar el D-002 en modelos de
anafilaxia. La administracién intraperitoneal de D-002 (5§ y 25 mg/kg) a cobayos
sensibilizados por inyeccién de albiimina de huevo produjo una disminucidn
de la broncoconstriceitén inducida por este antigeno. También estas dosis varia-
ron la respuesta ep la anafilaxia cutdnea pasiva (ACP) al disminuir el area de las
manchas que se preducen en 1a piel de las ratas por la inyeeccion de albiimina de
hueve en azul de Evans. Sin embargo, la administracién de D-002 en €] mismo
intervalo de dosis no protegid a los cobayos de la mortalidad inducida por el
shock retardado ni modifico el tiempo de sobrevivencia. Los resultados indican
que el efecto antianafildctico de)l D-002 se produce a {ravés de rezcciones
en las que los leucotrienos desempenan un mayor papel (broncoconstric-
cion por antigeno ¥y ACP) no asi, en el shock anafilactico in vivo, en el cual
sse encuentran invelucrados oiros mediadores tales como PAF, TXEB,,
serotonina y catecolaminas.

ABSTRACT. D-002 is a natural product isclaied and purified from beeswax which
consists of a well-defined mixture of higher primary aliphatic alcohol. An anti-
ulcer effect of D-002 has been demonstrated in different experitnental models.
It prevents gastric damage in ethanol, indomethacin and aspirin induced-ulcer.
Moreover a mild anti-inflarnmatory effect and a diminished L.TB4 level in pleu-
ral exudate was observed. Leukotrienes play an important role in the damage of
gastric mucese and they are present in the inflammatory reaciions and
anaphylaxia too. The intraperitoneal administration of D-002 (5 and 25 mg/kg)
10 puinea pigs sensitized with egg albumin produced a diminished broncho-
constriction induced by antigen, This doses diminished in passive cutane-
ous anaphylaxia (PCA) the spot produced in rat skin by injection of egg
albumin in Blue Evans. Nevertheless, the same doses of D-002 adminis-
tered did not protect passively sensitized guinea pigs from mortality or time
of survival. These results show that the anti-anaphylactic effect of D-002
was produced in reactions where leukotrienes play an important rele
{brenchoconstriction by antigen and PCA) not in the anaphylactic shock in
vivo where other mediators like PAF, TXB,, serotonin and catecholamines
are involved.

*Correspondencia.

INTRODUCCION

El D-002 es una mezela de alco-

holes alifaticos aislada v purificada
de la cera de las abejas (Apis melli-
ferc). Ha sido demostrado que el D-
002 posee un efecto protecior en
modelos de Uleceras inducidas por
etanol, ASA e indometacina, as{
como uh marcado efecto antinflama-
toric en el modelo del granuloma por
algoddn ¥ un moderado efecto en el
modelo de ia pleuresia por carra-
genina, en el cual disminuyd signi-
ficativamente los niveles de LTB, en
el exudado pleursl ?

Ha sido reportado el impertante
papel que desempenan ios leucotrie-
nos (LT) en el dano de la mucosa
gastrica®* en reacciones inflamato-
rias®® v en la anafilaxia.™®

Teniendo en cuenta estos antece-
dentes, este trabajo tuvo como ob-
jetivo evaluar el efecto del D-002
sobre modelos experimentales de
anafilacda.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Cobayos albinos machos (300-
400 g), ratones Balb-C machos (20-
30 g) y ratas hembras Sprague
Dawley (180-200 g) obtenidos del
Centro para la Produccién de Anima-
les de Laboratorio (CENPAILAB, La
Habana), fueron mantenidos en con-
diciones de laboratorio con libre ac-
ceso al agua ¥ la comida una sema-
‘na antes del experimento. Al culmi-
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nar el periodo de adaptacién, los ani-
males fueron distribuidos aleatoria-
mente en tres grupos experimenta-
les para cada serie.
Administracion y desificacién

El D-002 fue utilizado tras com-
probar el cumplimiento de sus espe-
cificaciones de calidad. E! producto
fue suspendido en vehiculo Tween
20-H,0{2 %) y se le administré aun
grupe de los animates por via i.p. (1,
5y 25 mg/kg) 1 h antes del experi-
mento. mientras el grupo control
recibio vollimenes equivalentes del
vehiculo por la misma via.

Serie 1. Broneoconstriccion induci-
da por antigenc

Los cobayos fueron sensibiliza-
dos mediante inyeccién subcutanea
de albumina de huevo (10 mg)y 154
después, se les administrs el D-002,
Pasada 1 h, fueron anestesiados por via
1.p. con pentobarbital s6dico (50 mgfke)
¥ preparados para el registro de pre-
sién endotraqueal segdn la clasica
prueba de Konzett y Rossler. °

Una cénula fue insertada en la
triquea del animal para realizar la
ventilacién mediante una bomba
de respiracién {Hugo Sachs Elektro-
nic) a 55 respiraciones/min con un
volumen de 3 a 4 mL . La presion
fraqueal fue registrada mediante un
transductor de presién LPU-0,1 A, co-
nectado a un poligrafo Nihon Kohden.

A continuacion de la preparacién
guirargica, los animajes fueron
pretratados por via e.v. con indo-
metacina (1 mg/kg), mepiramina
(2,5 mg/kg), atropina (1 mg/kg}y pro-
pranolol {0,05 mg/kg) v 5 min des-
pués, se indujo la broncoconstric-
cién anafildctica por inyeccién en-
dovenosa de albiimina de hueve

(0,5 mgkg).

Serie 2. Anafilaxia cutanea pasiva
{ACP}

Ratones Balb-C fueron sensibili-
zados mediante inyeccién de 1 mg
de alblimina de huevo adsorbido so-
bre 1 g de gel de hidréxide de alu-
minio y recibieron tres inyecciones
booster a intervalos de 2 semanas.
Pasados 7 d de la altima inyeccién,
los ratones se desangraron y se pre-
pard un pool de sueros gue se guar-
déa-20°C.

Las ratas fuercn afeitadas en la
regién dorsal, donde 24 h despusés,
selesinyectd porviasubcuténea 8,1 mL
de diluciones seriadas del suerc de
ratén desde 1:20 hasta 1:160. Pasa-
das 24 h, se les administrd el D-002
v después de 1 h, la reaccién en la
piel fuze provocada porinyeccitnewv,

de 1 mL de una disolucién de alba-
mina de hueve (10 mg/mL) en Azul
de Evans 0.5 %. A la hora, las ratas
fueron sacrificadas, la piel de la es-
palda separada e invertiday lareac-
cidn azul positiva fue medida.?

Eltitulo de ACP se tomé como el
reciproco de la mayor dilucién a la
gue se obtuvo reaceibn azul positiva
al menos en dos ratas.

Serie 3. Shock anafildctico retarda-
do in vive

Los cobayos fueron sensibiliza-
dos mediante tres inyecciones
intraperitioneales de disclucién de
alblimina de hueve al 5 %en los dias
1,3 ¥ 5. Pasados 21 d, el D-002 fue
administrado a los cobayos v 1 h des-
pués, preparados parza la induccién
de la anafilaxia. Para ello, se anes-
tesid localmente la zona ventral del
cuello con procaina 2 %, 2 mL/kg .
Seguidamente, se aislé la vena yugu-
lar por donde se inyecté unadisolucién
demepiramina {100 ugfkg) v 5 min mas
tarde, fue inyectada la albGmina de
huevo 10 mg/kg). Eltiempo de sobre-
vivencia fue registrado.

Andlisis estadistico

En el modelo de broncoconstric-
cién inducida por antigeno, los por-
centajes de broncoconsiriccion
méxima obtenidos en el tiempo en
los animales tratados con D-002 fue-
ron comparades con los de los ani-
males controles mediante la prueba
de la U de Mann Whitney.

Broncoconstriccion méxfma {%)
LI

En el modelo del ACP las dreas
(cm?) de lareaccién azul positiva de
los animales tratados con D-002 fue-
roh comparadas con las de los ani-
males controles mediante la prueba
de la U de Mann Whitney.

En el shock anafilactico in vivo
el porcentaje de mortalidad se com-
paré mediante la prueba de Iz pro-
babilidad exacta de Fisher y los tiem-
pos de sobrevivencia (min) median-
te la U de Mann Whitney.

RESULTADOS

Enlafiguralylastablas1y2 se
observan los resultados del D-002 sc-
bre la broncoconstriceién inducida
por antigeno, el ACP y ef shock anafi-
tactico in vivo respectivamente

Los resultados se expresan como
el percentaje de respuesta maxima
en el tiempo.

Se observd que el D-002 (5 v
25 mg/kp) disminuye significativa-
mente la broncoconstriceidén induci-
da por antigeno, mientras que la do-
sis de 1 mg/kg no results efectiva
en este modelo (Fig. 1).

Anafilaxia cutidnea pasiva

En 1a reaccidén del ACPE el D-002
{1 mg/kg) no modificd significativa-
mernte las dreas {em?) de ninguna de
las reacciones azules positivas,
mientras que las 4reas correspon-
dientes a los titulos de 40, 80 y 150
en los animales tratades con D-G02
(5 ¥ 25 mpe'kg) fueron disminuidas
significativamente con relacidn a las

% Control

B D-002 1 mg/kg

A Smgkg ©O 25 mgikg
Fig. 1. Efecto del D-002 sobre ia broncoconstriccidn inducida por antigeno.

Tabla 1. Efecto del D-002 scbre la anafilaxia cutdnea pasiva.

Tratamiento Dosis Titulo
(mg/kg) 20 40 30 180
. Area
{em?)
Control 320+ 087 248 =082 159 = 050 088 = 043
D-002 1 366 0,85 228057 177098 0662052
5 284 + 0,88 1,35+ 0,90 4,48 = 0,46** 0,18 » 0,40*
25 321 +0,28 233 +0,58" 0,88 = 0,07 0,19 = D36*

*p < 0,05, **p < 0,01. Prueba de la U de Mann Whitney.
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Tabla 2. Efecto del D-002 en el shock anafilactico in vivo.

ratamiento Dosis n Mortalidad Tiempo
de sobrevivencia
(mg/kg) (%) (min)
Control 11 84,7 33,3 =40
D-002 1 60,0 32,1 =321 ns.
5 545 258 * 1,85 n.s.
25 T 254 x 267 n.s.

n.s. No significativo.

4reas de los animales no tratados.
(Tabla 1).

Shock anafildctico retardado in

mro

El D-002 no modificd la mortali-
dad (%), ni el tiempo de sobreviven-
cia con relacidn al grupo control en
el shock anafilactico (Tabkla 2).

DISCUSION

La reaccidn anafildctica se inicia
cuando el antigeno se une a su anti-
cuerpo especifico sobre la membra-
na de mastocitos y basofilos, y esto
induce la liberacién de varios media-
dores quimicos, tales como histami-
na, factor activador de plaquetas
{(PAT"), adenosina, serotonina, kinina,
prostaglandinas y tromboxano A2,
asi como los leucotirienos; lo cual
causa edema, constriccidn de las
vias aéreas e infiltracién de granu-
locitos.!

Los leucotrienos son una familia
de mediadores lipidicos derivados
del metabolismo del &cido araquido-
nico mediante la enzima 5-lipoxige-
nasa (L.0Q.) y son generados princi-
palmente por células inflamatorias.
Elleucotrieno B, (LTB,) es un poten-
te agente quimiotictico de leucoci-
tos por le que desempefia un impor-
tante pape! en la inflamacién,!?
mientras los péptide-leucotrienos
LTC,, LTD,, LTE, tienen potentes ac-
ciones que incluyen contraccion de
la musculatura lisa, estimulacidn de
la secrecidn de mucus e incremento
de la permeabilidad vascular®!® por
lo que tienen un papel relevante en
la patofisiclogia del asma, ¥ se han
detectado elevados niveles de
peptido-LT en la circulacién de su-
jetos asméticos.® Ha sido reportado
que inhibidores de la 5-1.O y(o) anta-
gonistas de LT son beneficiosos
agentes utilizados en el tratamiento
del asma bronquial.”

En el modelo experimental de la
broncocenstriceidn inducida por an-
tigeno en curieles, la administracién
de una disclucién con anticolinérgi-
co, antihistaminico, inhibidor de
ciclooxigenasa y B-bloqueador ga-

rantiza que la induccién de la bron-
coconstriceién sea mediada especi-
ficamente porles LT C, y D2

Los resultados demuestran gue
el D-002 (5 y 25 mg/kg) disminuye
significativamente la broncocons-
triccidon en este modelo.

En el modelo del PCA enratas, la
reaccion anafilactica localizada en
la piel esté caracterizada por un im-
portante aumento de la permeabili-
dad vasecular (PV) con la consecuen-
te extravasacién de liquido que da
lugar a la formacion de la mancha
azul. Ha sido reportado que los pép-
tidos-LT causan dilatacién de las
venulas postcapilares incremen-
tando la PV en la piel,'® lo que ex-
plica su importante papel en la re-
accion del ACP

El D-002 (5 ¥ 20 mg/kg) disminu-
y6 significativamente el drea (cm?)
de las manchas azules con relacion
alos animales del grupo control en
este modelo.

En cambio, en el shock anafilac-
tico in vivo, el D-002 administrado
en el mismo intervalo de dosis no
protegié dela mortalidad ni modifi-
¢6 el tiampo de sobrevivencia.

Estos resultados indican que el
efecto antianafilactico del D-002, se
manifesté en los dos primeros mo-
delos. En tal sentido, en la bronce-
constriceidn inducida por antigeno
en cobayos la reaccion anafilactica
es mediada exclusivamente por leu-
cotrienos y en el modelc de anafi-
laxia cutdnea pasiva, si bien intervie-
ne la liberacion de diversos media-
dores esto se produce localmente y
no por via sistémica.

En cambio, en el shock anafildc-
tico in vivo tiene lugar una libera-
cidn sistémica y masiva de muchos
mediadores tales como péptidos-LT,
Pg y TxA,, asi como catecolaminas,
PAF ¥ serotonina, lo cual le otorga
una dimensién que no resulta inhi-
bida por la administracién del D-002
en el intervalo de dosis estudiada.

Asi, los resultados de este estu-
dio sugieren que el D-002 ejerce su
accién antianafilactica a través de
una inhibicién parcial sobre la LO

y{o) antagonismo al receptor de LTC,
¥ LTD,, lo cual noresulia suficiente
para proteger de la mortalidad en e}
shock anafilactico in vivo.

Ademaés, es conocido que el PAF
representa una familia de mediado-
res fosfolipidicos de estructura ge-
neral estrechamente relacionados
que presenta propiedades bronco-
constrictoras,!" % siendo reportadala
importancia de este mediador en el
shock anafitictico en cobayos” y en
ratas.®

Sin embargo, Underwood y col,
{1992y demostiraron que el PAF en-
ddégeno no esta involucrade en la
hiperreactividad inducida por anti-
geno en cobayos.

Por Io tanto, no se puede des-
cartar un posible antagonismeoe del
D-002 en el receptor al PAF y ulte-
riores estudios deben dilucidarlo.
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