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RESUMEN. El D-002 es una mezcla de alcoholes alifúticos aislada y purificada
de la cera de abejas (Apis mellifera). Ha sido demostrado que posee un efecto
protector de la mucosa gústrica en modelos de ílcera inducida por diversos agen-
tes como la aspirina, la indometacina y el etanol, asé como un moderado efecto
antiinflamatorio acompañado de una disminución de los niveles de LTB4 . Los
leucotrienos desempeñan un papel importante en el daño de la mucosa gústrica
y tambián se encuentran presentes en las reacciones inflamatorias y en la ana-
filaxia. El objetivo de este trabajo consistió en evaluar el D-002 en modelos de
anafilaxia. La administración intraperitoneal de D-002 (5 y 25 mg/kg) a cobayos
sensibilizados por inyección de albímina de huevo produjo una disminución
de la broncoconstricción inducida por este antégeno . Tambián estas dosis varia-
ron la respuesta en la anafilaxia cutúnea pasiva (ACP) al disminuir el úrea de las
manchas que se producen en la piel de las ratas por la inyección de albímina de
huevo en azul de Evans . Sin embargo, la administración de D-002 en el mismo
intervalo de dosis no protegió a los cobayos de la mortalidad inducida por el
shock retardado ni modificó el tiempo de sobrevivencia . Los resultados indican
que el efecto antianafilúctico del D-002 se produce a travás de reacciones
en las que los leucotrienos desempeñan un mayor papel (broncoconstric-
ción por antégeno y ACP) no asé, en el shock anafilúctico in vivo, en el cual
=se encuentran involucrados otros mediadores tales como PAF, TXB 2 ,
serotonina y catecolaminas .

ABSTRACT . D-002 is a natural product isolated 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 experimental models .
It prevents gastric damage in ethanol, indomethacin and aspirin induced-ulcer .
Moreover a mild anti-inflammatory effect and a diminished LTB4 level in pleu-
ral exudate was observed . Leukotrienes play an important role in the damage of
gastric mucose and they are present in the inflammatory reactions and
anaphylaxia too. The intraperitoneal administration of D-002 (5 and 25 mg/kg)
to guinea 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 role
(bronchoconstriction by antigen and PCA) not in the anaphylactic shock in
vivo where other mediators like PAF, TXB2 , serotonin and catecholamines
are involved .

INTRODUCCION

El D-002 es una mezcla de alco-
holes alifúticos aislada y purificada
de la cera de las abejas (Apis melli-
fera) . Ha sido demostrado que el D-
002 posee un efecto protector en
modelos de ílceras inducidas por
etanol, ASA e indometacina,' asé
como un marcado efecto antinflama-
torio en el modelo del granuloma por
algodón y un moderado efecto en el
modelo de la pleureséa por carra-
genina, en el cual disminuyó signi-
ficativamente los niveles de LTB 4 en
el exudado pleural .2

Ha sido reportado el importante
papel que desempeñan los leucotrie-
nos (L1 en el daño de la mucosa
gústrica3,4 en reacciones inflamato-
rias 5 i 8 y en la anafllaxia . 1,8

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

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 Producción de Anima-
les de Laboratorio (CENPALAB, La
Habana), fueron mantenidos en con-
diciones de laboratorio con libre ac-
ceso al agua y la comida una sema-
na antes del experimento . Al culmi-
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nar el peréodo de adaptación, los ani-
males fueron distribuidos aleatoria-
mente en tres grupos experimenta-
les para cada serie .

Administración y dosificación

El D-002 fue utilizado tras com-
probar el cumplimiento de sus espe-
cificaciones de calidad . El producto
fue suspendido en vehéculo Ztveen
20-H20 (2 %) y se le administró a un
grupo de los animales por véa i.p . (1,
5 y 25 mg/kg) 1 h antes del experi-
mento, mientras el grupo control
recibió volímenes equivalentes del
vehéculo por la misma véa .

Serie 1. Broncoconstricción induci-
da por antégeno

Los cobayos fueron sensibiliza-
dos mediante inyección subcutúnea
de albímina de huevo (10 mg) y 15 d
despuás, se les administró el D-002 .
Pasada 1 h, fueron anestesiados por véa
i.p . con pentobarbital sódico (50 mg/kg)
y preparados para el registro de pre-
sión endotraqueal segín la clúsica
prueba de Konzett y Rossler . 9

Una cúnula fue insertada en la
trúquea del animal para realizar la
ventilación mediante una bomba
de respiración (Hugo Sachs Elektro-
nic) a 55 respiraciones/min con un
volumen de 3 a 4 mL . La presión
traqueal fue registrada mediante un
transductor de presión LPU-0,1 A, co-
nectado a un polégrafo Nihon Kohden .

A continuación de la preparación
quirírgica, los animales fueron
pretratados por véa e .v. con indo-
metacina (1 mg/kg), mepiramina
(2,5 mg/kg), atropina (1 mg/kg) y pro-
pranolol (0,05 mg/kg) y 5 min des-
puás, se indujo la broncoconstric-
ción anafilúctica por inyección en-
dovenosa de albímina de huevo
(0,5 mg(kg) .

Serie 2. Anafilaxia cutúnea pasiva
(ACP)

Ratones Balb-C fueron sensibili-
zados mediante inyección de 1 mg
de albímina de huevo adsorbido so-
bre 1 g de gel de hidróxido de alu-
minio y recibieron tres inyecciones
booster a intervalos de 2 semanas .
Pasados 7 d de la íltima inyección,
los ratones se desangraron y se pre-
paró un pool de sueros que se guar-
dó a-20ÓC .

Las ratas fueron afeitadas en la
región dorsal, donde 24 h despuás,
se les inyectó porvéa subcutúnea 0,1 mL
de diluciones seriadas del suero de
ratón desde 1 :20 hasta 1 :160. Pasa-
das 24 h, se les administró el D-002
y despuás de 1 h, la reacción en la
piel fue provocada por inyección e .v

de 1 mL de -una disolución de albí-
mina de huevo (10 mg/mL) en Azul
de Evans 0,5 %. A la hora, las ratas
fueron sacrificadas, la piel de la es-
palda separada e invertida y la reac-
ción azul positiva fue medida.'Ó

El tétulo de ACP se tomó como el
recéproco de la mayor dilución a la
que se obtuvo reacción azul positiva
al menos en dos ratas .

Serie 3. Shock anafilúctico retarda-
do in vivo

Los cobayos fueron sensibiliza-
dos mediante tres inyecciones
intraperitoneales de disolución de
albímina de huevo al 5 % en los déas
1, 3 y 5. Pasados 21 d, el D-002 fue
administrado a los cobayos y 1 h des-
puás, preparados para la inducción
de la anafilaxia . Para ello, se anes-
tesió localmente la zona ventral del
cuello con procaéna 2 %, 2 m1,/kg .
Seguidamente, se aisló la vena yugu-
lar por donde se inyectó una disolución
de mepiramina (100 ¡g/kg) y 5 minmús
tarde, fue inyectada la albímina de
huevo 10 mg/kg). El tiempo de sobre-
vivencia fue registrado .

Anúlisis estadéstico

En el modelo de broncoconstric-
ción inducida por antégeno, los por-
centajes de broncoconstricción
múxima obtenidos en el tiempo en
los animales tratados con D-002 fue-
ron comparados con los de los ani-
males controles mediante la prueba
de la U de Mann Whitney.

Broncoconstricción múxima (%)
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Pig.1. Efecto del D-002 sobre la broncoconstricción inducida por antégeno.

Tabla 1 . Efecto del D-002 sobre la anafilaxia cutúnea pasiva.

En el modelo del ACP las úreas
(cm2) de la reacción azul positiva de
los animales tratados con D-002 fue-
ron comparadas con las de los ani-
males controles mediante la prueba
de la U de Mann Whitney.

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

RESULTADOS

En la figura 1 y las tablas 1 y 2 se
observan los resultados del D-002 so-
bre la broncoconstricción inducida
por antégeno, el ACP y el shock anafi-
lúctico in vivo respectivamente,

Los resultados se expresan como
el porcentaje de respuesta múxima
en el tiempo .

Se observó que el D-002 (5 y
25 mg/kg) disminuye significativa-
mente la broncoconstricción induci-
da por antégeno, mientras que la do-
sis de 1 mg/kg no resultó efectiva
en este modelo (Fig . 1) .

Anafilaxia cutúnea pasiva

En la reacción del ACP, el D-002
(1 mg/kg) no modificó significativa-
mente las úreas (cm2) de ninguna de
las reacciones azules positivas,
mientras que las úreas correspon-
dientes a los tétulos de 40, 80 y 160
en los animales tratados con D-002
(5 y 25 mg/kg) fueron disminuidas
significativamente con relación a las

*p < 0,05; **p < 0,01 . Prueba de la U de Mann Whitney.

Tratamiento Dosis

(mg/kg)
Tétulo

20 40 80 160
Area
(cmz)

Control 3,20 ∎ 0,87 2,49 ∎ 0,82 1,59 ∎ 0,50 0,98 :t 0,43
D-002 1 3,66 ∎ 0,89 2,28 .t: 0,57 1,77 ∎ 0,98 0,66 ∎ 0,52

5 2,64 ∎ 0,88 1,35 ∎ 0,90* 0,48 ∎ 0,46** 0,18 ∎ 0,40*
25 3,21 ∎ 0,28 2,33 ∎ 0,56* 0,98 ∎ 0,07* 0,19 ∎ 0,36*



Tabla 2. Efecto del D-002 en el shock anafilúctico in vivo .

n.s. No'significativo .

úreas de los animales no tratados .
(Tabla 1) .

Shock anafilúctico retardado in
vivo

El D-002 no modificó la mortali-
dad (%), ni el tiempo de sobreviven-
cia con relación al grupo control en
el shock anafilúctico (Tabla 2) .
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DISCUSION

La reacción anafilúctica se inicia
cuando el antégeno se une a su anti-
cuerpo especéfico sobre la membra-
na de mastocitos y basófilos, y esto
induce la liberación de varios media-
dores quémicos, tales como histami-
na, factor activador de plaquetas
(PAF), adenosina, serotonina, kinina,
prostaglandinas y tromboxano A2,
asé como los leucotrienos ; lo cual
causa edema, constricción de las
véas aáreas e infiltración de granu-
locitos ."

Los leucotrienos son una familia
de mediadores lipédicos derivados
del metabolismo del úcido araquidó-
nico mediante la enzima 5-lipoxige-
nasa (L.O.) y son generados princi-
palmente por cálulas inflamatorias .
El leucotrieno B4 (LTB4) es un poten-
te agente quimiotúctico de leucoci-
tos por lo que desempeña un impor-
tante papel en la inflamación, 12

mientras los páptido-leucotrienos
LTC4 , LTD4 , LTE4 tienen potentes ac-
ciones que incluyen contracción de
la musculatura lisa, estimulación de
la secreción de mucus e incremento
de la permeabilidad vascular 73-15 por
lo que tienen un papel relevante en
la patofisiologéa del asma, y se han
detectado elevados niveles de
peptido-LT en la circulación de su-
jetos asmúticos.'B Ha sido reportado
que inhibidores de la 5-LO y(o) anta-
gonistas de LT son beneficiosos
agentes utilizados en el tratamiento
del asma bronquial."

En el modelo experimental de la
broncoconstricción inducida por an-
tégeno en curieles, la administración
de una disolución con anticolinárgi-
co, antihistaménico, inhibidor de
ciclooxigenasa y (3-bloqueador ga-
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rantiza que la inducción de la bron-
coconstricción sea mediada especé-
ficamente por los LT C4 y D48 .

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

En el modelo del PCA en ratas, la
reacción anafilúctica localizada en
la piel estú caracterizada por un im-
portante aumento de la permeabili-
dad vascular (PV) con la consecuen-
te extravasación de léquido que da
lugar a la formación de la mancha
azul. Ha sido reportado que los páp-
tidos-LT causan dilatación de las
venulas postcapilares incremen-
tando la PV en la piel,', ' lo que ex-
plica su importante papel en la re-
acción del ACP

El D-002 (5 y 25 mg/kg) disminu-
yó significativamente el úrea (cm2)
de las manchas azules con relación
a los animales del grupo control en
este modelo .

En cambio, en el shock anafilúc-
tico in vivo, el D-002 administrado
en el mismo intervalo de dosis no
protegió de la mortalidad ni modifi-
có el tiempo de sobrevivencia .

Estos resultados indican que el
efecto antianafilúctico del D-002, se
manifestó en los dos primeros mo-
delos. En tal sentido, en la bronco-
constricción inducida por antégeno
en cobayos la reacción anafilúctica
es mediada exclusivamente por leu-
cotrienos y en el modelo de anafi-
laxia cutúnea pasiva, si bien intervie-
ne la liberación de diversos media-
dores esto se produce localmente y
no por véa sistámica .

En cambio, en el shock anafilúc-
tico in vivo tiene lugar una libera-
ción sistámica y masiva de muchos
mediadores tales como páptidos-LT,
Pg y TxA2 , asé como catecolaminas,
PAF y serotonina, lo cual le otorga
una dimensión que no resulta inhi-
bida por la administración del D-002
en el intervalo de dosis estudiada .

Asé, los resultados de este estu-
dio sugieren que el D-002 ejerce su
acción antianafilúctica a travás de
una inhibiciónparcial sobre la LO

y(o) antagonismo al receptor de LTC 4
y LTD4, lo cual no resulta suficiente
para proteger de la mortalidad en el
shock anafilúctico in vivo .

Ademús, es conocido que el PAF
representa una familia de mediado-
res fosfolipédicos de estructura ge-
neral estrechamente relacionados
que presenta propiedades bronco-
constrictoras,11 a 3 siendo reportada la
importancia de este mediador en el
shock anafilúctico en cobayos 19 y en
ratas 2Ó

Sin embargo, Underwood y col,
(1992)21 demostraron que el PAF en-
dógeno no estú involucrado en la
hiperreactividad inducida por anté-
geno en cobayos .

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