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: 
Con los avances científicos y tecnológicos del último siglo, se ha logrado 

disminuir Ja incidencia de un gran número de enfermedades. que en otro tiempo 

fueron causa de muerte. Sin embargo como una consecuencia, se ha elevado el 

promedio de la vida media de Ja población mundial, y por supuesto, ha aumentado 

paralelamente la incidencia de las enfermedades crónicas y degenerativas. Casi 

todas ellas se acompañan de dolor y de una perdida progresiva de funciones 

vitales. Por eso hoy en dia se comienza a hablar cada vez más de la eutanasia e 

inclusive hay paises que debaten la autorización legal de esta práctica, ya que 

para muchas personas es más importante terminar con el dolor de un paciente 

que evitar su muerte. En los últimos años han aumentado las investigaciones en 

busca de nuevos fármacos para anular el dolor y reducir las enfermedades 

inflamatorias crónicas. en las cuales parecen estar desordenadas las funciones de 

modulación del sistema inmune. En este sentido, el estudio de las citocinas pro- y 

anti-inflamatorias y la búsqueda de procedimientos que modifican su producción 

pueden ser un camino hacia estos objetivos. 

Las citocinas forman un conjunto de moléculas muy diversas, agrupadas en 

familias, que comparten una serie de propiedades biológicas, entre ellas la de 

actuar como "mensajeros". De todas estas familias, las interleucinas son las más 

conocidas. Estas últimas son glucoproteinas de bajo peso molecular, 

generalmente de 8-75 KD, se encargan de mediar-y regular la amplitud y duración 

de las respuestas inmune e inflamatoria. Los estudios emprendidos en los últimos 

~t¡., ......................... ______________ .......... ________ 1 Cl 
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años han permitido reconocer que las interleucinas modulan la respuesta inmune. 

Ja hematopoyesis y la integración del sistema inmune con el sistema 

neuroendocrino. Además, también participan en la fisiopatologla de un gran 

número de enfermedades entre otras el cáncer. las enfermedades autoinmunes y 

los procesos infecciosos. Un mejor entendimiento de los mecanismos de acción de 

las interleucinas permitirá su uso como potenciales agentes bioterapéuticos. Por 

tanto, la búsqueda y desarrollo de sustancias o moléculas agonistas o 

antagonistas de interleucinas es de gran interés. 

Se puede mencionar que actualmente existen sustancias que. al ser 

administradas, pueden aumentar o disminuir la producción y la concentración 

sanguinea de las interleucinas más importantes. Algunas de esas sustancias han 

sido sintetizadas en los laboratorios y otras han sido obtenidas de fuentes 

naturales. El veneno de abejas (VA) es una de estas últimas. Diversos estudios 

han comprobado que el VA influye sobre la respuesta del sistema inmune y 

también actúa en el control de las reacciones inflamatorias. El objetivo del 

presente trabajo es conocer si el VA puede influir sobre la concentración en el 

suero de las interleucinas IL-6 e IL-1. La primera de ellas es una macromolécula 

anti-inflamatoria y la segunda es pro-inflamatoria. En el modelo que se va a utilizar 

se provocará una respuesta inflamatoria en las articulaciones de ratones CBA/Ca 

y posterionnente se medirá la concentración de esas dos interleucinas en el suero 

de los animales, después de haberlos inyectado con VA o con un anti-inflamatorio 

no esteroide (indometacina) de efectos conocidos . 

.&::.:-;::.:::.. 
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J 
2.1. 1 Generalidades de la Respuesta lnffamatoria. 

2.1.1.1 Definición: La inflamación es una respuesta vascular que ocurre 

alrededor de los tejidos que han sido dañados. Tiene como objetivos contener el 

daño tisular. ayudar a la reparación del tejido dañado, eliminar los desechos que 

resultaron de esta respuesta y proteger los tejidos sanos vecinos, pero cuando se 

pierde su control o se prolonga su duración se puede aumentar la destrucción 

tisular y provocar la aparición de enfermedades secundarias (Goldsby. 2000). 

La respuesta inflamatoria involucra una serie de eventos complejos que 

consisten en Ja producción de numerosos mediadores qufmicos que provocan un 

aumento de la permeabilidad capilar, facilitan la salida de células desde los vasos 

sanguineos, activan varios sistemas de proteinas pro-inflamatorias, al mismo 

tiempo activan varios mecanismos anti-inflamatorios que modulan los anteriores. 

Todos estos eventos restringen el área donde ocurre la inflamación. Sin embargo, 

muchos de los mediadores químicos que se producen en el curso de la 

inflamación pueden pasar a la circulación. ejerciendo sus actividades biológicas a 

distancia y son responsables de manifestaciones sistémicas (Goldstein. 1992). 

La inflamación se caracteriza por la presencia de calor, rubor, edema, dolor 

y pérdida de la función celular (Figura 1 ). La razón por la cual se presenta calor y 

rubor en el área es debida a la dilatación de los vasos sanguineos. El edema es 
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producido por el escape de fluidos y células al tejido extravascular. El dolor se 

debe principalmente a la liberación de mediadores químicos y sensibilizadores de 

nociceptores y a la presión ejercida en las terminales nerviosas por la acumulación 

de liquido extravascular. El dolor y el edema explican la pérdida de función. 

<L_, } 
Ht-Hlll 

TNF-u 

• 11,l·M/\.llOIAllC'" 
r1 ROln.'I. nit LA rv~c1ni-; 
1·11u1./\K 

Figura 1. La respuesta inflamatoria y sus signos cardinales. El dibujo presenta varios mecanismos por los 
cuales, después del dafto a los tejidos. ocurre la respuesta vascular (vasodilatación y aumento de la 
permeabilidad) que caracteriza el inicio de la reacción inflamatoria (Modificado de Goldsby. 2000). 

Por lo general, la respuesta inflamatoria se puede desarrollar en tres fases 

distintas y sucesivas, en las cuales participan mecanismos diferentes: 

a) La fase aguda transitoria, en la que hay vasodilatación local y aumento 

de la permeabilidad vascular que provoca la extravasación de células y de una 

gran cantidad de sustancias pro-inflamatorias. 

b) Después se pueden seguir dos vlas diferentes. 

~?) ........................................................................................................ ._ .... 4~ 
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b1) Si el daño es leve. ocurre una resolución rápida, con la salvedad de 

que se tiene que producir una regeneración de células para recuperar las 

funciones del tejido que fue dañado. 

b2) En el segundo caso cuando ocurre un daño mayor que la anterior se 

tiene que producir una reparación del tejido, caracterizada primero por la 

eliminación de los restos de células dañadas por las células fagociticas y 

posteriormente se inicia la reparación por la actividad de los fibroblastos que 

producen proteínas de la matriz extracelular. 

e) Por último, cuando no se logra la resolución de las dos fases anteriores, 

la inflamación evoluciona a una fase crónica que se acompaña de fibrosis y 

degeneración del tejido alrededor de la lesión inicial. así como el predominio en el 

sitio de inflamación de monocitos, linfocitos y macrófagos. En algunos casos, la 

inflamación crónica provoca la formación de un granuloma. (William, 1993; 

Goldsby, 2000). 

2.1.1.2 Cl•sific•ción: Las reacciones inflamatorias se pueden dividir en 

agudas y crónicas. Las primeras se presentan en una forma rápida, se acampanan 

de acumulación de fluidos, leucocitos y proteinas del plasma y tienen una duración 

corta (minutos a dias). En cambio, las inflamaciones crónicas tienen una duración 

más larga, son el resultado de enfermedades generalmente degenerativas que 

causan dano de tejidos, inducen la activación persistente del sistema inmunológico 

y por eso provocan la infiltración del tejido danado por linfocitos, pero 

principalmente macrófagos, asi como de fibroblastos (William, 1g93). 

h-'-· 
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2.1.1.3 Causas: La inflamación puede ser provocada por muchas y 

variadas causas. Entre las más comunes se encuentran los factores externos o 

internos que dañan las células del epitelio o del endotelio y las estructuras 

asociadas a ellos. tales como: infecciones por virus, hongos, bacterias o parásitos. 

los golpes y las fracturas, el calor excesivo, las heridas, las isquemias y las 

radiaciones ionizantes, así como el daño tisular causado por sustancias quimicas 

o cirugias y numerosas enfermedades degenerativas o autoinmunes (Gallin, 1996) 

2.1.2 Elementos que lntel'Vienen en la Respuesta Inflamatoria 

2.1.2.1 Factores Plasmáticos: El plasma contiene factores que se pueden 

activar y generan fragmentos pro-inflamatorios. El proceso inflamatorio se puede 

iniciar y propagar por la activación de los componentes del sistema del 

complemento, del sistema de coagulación, de las cininas y de los componentes 

del sistema fibrinolitico. 

2.Z.2.Z.Z El Si.s~ema del Complemen~o: 

El sistema del complemento forma parte de los mecanismos que 

proporcionan la inmunidad innata. Está formado por un conjunto de 9 proteinas 

que actúan en forma de cascada y es uno de los mediadores más importantes de 

la inflamación (Roitt, 1997). La activación del complemento produce péptidos que 

median la quimiotaxis (péptido: C5a). la anafilaxia y la vasodilatación (péptidos: 

C3a, C4a y C5a; Abbas, 1999). Pero algunos de los componentes del sistema 

complemento también pueden actuar como opsoninas y/o estimulantes de la 
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fagocitosis (C3b e iC3b; Frank y Fries. 1991). asi como también pueden estimular 

linfocitos y/o macrófagos e inducir la liberación de citocinas como el TNF-a e IL-1 

(CSa) incrementando de esta forma la respuesta inflamatoria (Speziale, 1996). 

2. J. 2. Z. 2 El Si.s~ema de Coagulación (Fac~ore.s de Con~ac~o). 

El sistema de coagulación se encarga de bloquear los vasos eferentes del 

foco inflamatorio para evitar la difusión del agente nocivo. mediante una serie de 

protefnas. algunas de las cuales forman Jo que se conoce como .. el sistema de 

contacto", el cual se conforma fundamentalmente de cuatro proteínas: i) el factor 

XII (factor Hageman}, ii) la pre-calicreina. iii), el factor XI, iv) y un quininógeno de 

alto peso molecular (HMW) o de bajo peso molecular (LMW; Nakanishi, 1987). 

El factor XII puede activarse por la unión a superficies cargadas 

negativamente o se induce por el factor XI, una vez activado el factor XII (Xlla) 

convierte a la pre-calicreína en calicreina. Existen dos tipos de calicreinas, la 

plasmática y la tisular (Bhoola y col., 1992). Estas proteasas actúan sobre los 

quininógenos de alto peso molecular (HMW) para generar bradicinina y calidina 

respectivamente (Nakanishi, 1987). La importancia de este proceso radica en la 

formación de bradicidina la cual es un potente mediador de la inflamación. 

2. Z. 2. z. 3 El .si.sf'l!!ma de las Cinina.s (llradicinina). 

Factores diversos como la lesión tisular. infecciones por virus y otros 

trastornos inflamatorios activan una serie de reacciones que generan bradicidina 

(Wachtfogel y col., 1993). La bradicinina es un nonapéptido con la secuencia de 

aminoácidos: Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg. 
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Sus efectos principales dependen de la unión a sus dos receptores: 81 y B2 

(Regoli y 8arabé, 1980) pero se ha sugerido la existencia del receptor 8, (Farmer 

y DeSiato, 1994). 8 2 media la mayor parte de los efectos, en ausencia de 

inflamación, mientras que B, es regulado en forma aditiva por Ja inflamación 

(Regoli y 8arabé, 1980). Aunque existe una mayor afinidad por los receptores 82. 

ambos receptores se encuentran acoplados a protelnas G (Calixto y col, 2000). 

La bradidnina se genera rápidamente y estimula receptores B 2 que a su 

vez activan a la proteincinasa C (PKC) y a la fosfolipasa A 2 (PLA2). incrementando 

la liberación de ácido araquidónico (Raidoo y Bhoola, 1998). Pero cuando la 

bradicinina actúa sobre receptores 81 en células de inflamación, como 

macrófagos, desencadena la producción de IL-1 y el TNF-a (Dray y Perkins. 

1993). Además la bradicinina está involucrada en la liberación de otros 

mediadores inflamatorios como histamina y oxido nltrico. (Calixto y col, 2000), 

2 . .1.2 . .1.4 El Sisf'ema Fibrino/íf'ico. 

El sistema fibrinolltico regula la deposición de fibrina en los vasos 

sangulneos y en los tejidos. Siguiendo a la formación del trombo, se inicia un 

periodo de disolución de la fibra depositada, lo cual se encarga de repenneabilizar 

los vasos, una vez pasado el episodio inflamatorio. 

El componente clave de la via fibrinolltica es el plasminógeno el cual es 

activado para convertirse en plasmina por la acción de la uroquinasa (UK). Una 

vez formada la plasmina tiene como sustratos a la fibrina y al fibrinógeno. 

iniciándose la fibrinólisis. La fibrinólisis también puede ser inducida por proteasas 

~~::;..:.. 
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liberadas por neutrófilos. El plasminógeno y la plasmina participan en la 

inflamación. como promotores de la migración celular (Ploplis, 2000). 

2.1.2.2 Oxido Nítrico. 

El oxido nítrico (NO), es un gas inestable, potencialmente tóxico, soluble 

tanto en medios lipidicos como acuosos, lo que le permite difundir rápidamente 

desde su lugar de slntesis hasta otros sitios (Marletta y col., 1998). 

El NO es sintetizado durante la conversión enzimática de L-arginina a L-

citrulina. En el sistema nervioso. el NO actúa como un neurotransmisor Y es 

sintetizado por la óxido nítrico sintasa neuronal {nNOS). una enzima localizada en 

neuronas del SNC y que requiere calcio para activarse, o por la óxido nltrico 

sintasa inducible (iNOS) localizada en la glia y que requiere activación por 

citocinas pro-inflamatorias como el TNF, IL-1 y el IFN-y. Por esta razón el NO se 

encuentra elevado en la reacción inflamatoria (Meller y Gebhart, 1993). 

Además de actuar como un neurotransmisor, el NO puede provocar dano 

tisular debido a la acción de los aniones peroxinitrilo (ONoo·¡ generados por la 

interacción del NO con el anión superóxido (02 "). El efecto fisiológico del NO como 

un potente vasodilatador y su capacidad de inducir la COX-2 hacen que el exceso 

en la producción de NO sea un factor importante en la inducción del proceso 

inflamatorio (Kam y Govender, 1994). 

2.1.2.3 Hístamína. 

La histamina (Figura 2) es una amina natural sintetizada a partir de histidina 

por la histidina descarboxilasa y puede encontrarse libre o almacenada en 
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veslculas sinápticas o de las células cebadas. La histamina es liberada en el 

proceso de desgranulación de mastocitos por mediadores de la inflamación (Dray, 

1995). Puede unirse a cuatro tipos diferentes de receptores: H,, H., H3 y H. (Liu y 

col., 2001). 

Figura :?.. Estructura molecular 
de la histamina (ModiOcado de 
Mcrck lndex. J 9<>7). 

Los receptores para la histamina se encuentran repartidos en las células de 

casi todos los tejidos del cuerpo, principalmente en las células cercanas a la piel, 

las mucosas y los sistemas inmune y nervioso central. Por esa razón, la liberación 

de histamina puede provocar manifestaciones cutáneas. digestivas, inmunes y 

psicológicas (Besson y Chaouch, 1987). 

Los receptores de membrana H, y H 2 están acoplados a proteinas G. Al 

activar receptores H 2 se estimula la secreción de HCI gástrico, pero al activar 

receptores H 1 que se encuentran acoplados a la fosfolipasa C (PLC), activan dicha 

proteasa, provocando que se forme IP3, y haya liberación rápida de iones calcio, 

los cuales estimulan la liberación de cininas (Besson y Chaouch, 1987) y la 

activación de la fosfolipasa A,_ esta última enzima se encarga de la liberación de 

ácido araquidónico (AA), el cual es precursor de más mediadores inflamatorios. 

como las prostaglandinas. Además la histamina dilata los vasos sanguíneos mas 

delgados e intensifica la permeabilidad capilar, esto produce el dolor y el edema 

caracteristico en la respuesta inflamatoria (Merker, 1987). 
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2.1.2.4 Mediadores Lipídicos. 

Los mediadores lipidicos como las prostaglandinas, leucotrienos. el factor 

activador de plaquetas, las lipoxinas y el tromboxano. son sintetizados a partir del 

ácido araquidónico, por diversos sistemas enzimaticos, Estas moléculas lipídicas 

son importantes mediadores en la respuesta inflamatoria. 

2.J.2.4.J El Ácido Araquidónico y la Producción de Eicosanoides. 

El termino eicosanoides es aplicado a un grupo de sustancias de carácter 

lipidico como prostaglandinas, leucotrienos y compuestos similares porque derivan 

de ácidos grasos esenciales de 20 átomos de carbono que contienen 3, 4 6 5 

dobles ligaduras (Mycek y col., 2000): ácido 8, 11, 14-eicosatrienoico (ácido dihomo 

y linolénico); ácido 5,8, 11, 14-eicosatetranoico (ácido araquidónico) y ácido 

5,8, 11, 14, 17-eicosapentaenoico (Figura 3). En los mamíferos el ácido 

araquidónico es el precursor más abundante y proviene del ácido linoleico de los 

alimentos (ácido 9, 12-octadecadienoico; Pérez y col., 1998). 

~COOH 

~CH, 

ACldo d1-homo y lmoleieo 

~COOH 

~CH:s 

Aciclo At"aquidOn1co 

Ácido 1mole1co 

~COOH 

~CH, 

Figura 3. Estructuras moleculares de los precursores de los cicosanoides e ~odificado de Merck lndex~ 1997). 

El ácido araquidónico obtenido de los aliméntos se deposita en la bicapa 

lipldica de las membranas celulares esterificado a fosfolipidos tales como 
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fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol. Por tanto la etapa limitante 

de la sintesis de eicosanoides es la liberación del AA a partir de los fosfolipidos de 

la membrana celular (Smith, 1992). 

Todo parece indicar que la alteración de la integridad de la membrana 

mediada por agentes fisicos, químicos o el trauma, así como por reacciones 

antigeno-anticuerpo, facilita que penetre el ión calcio y se active la fosfolipasa A,, 

la cual hidroliza los fosfolipidos de membrana con liberación de ácido araquidónico 

(Smith, 1992). Por otro lado, la fosfolipasa C desdobla el enlace fosfodiester, con 

lo cual se forma 1,2-diglicérido. Posteriormente, la intervención de la lipasa de 

diglicérido libera el ácido araquidónico (Okazaki y col., 1981). 

2 • .1.2.4.2 Los Pros,.aglandinas y el Tromboxano (Prostanoides). 

Junto con los leucotrienos (L T). las prostaglandinas (PG) y el tromboxano 

(TX) pertenecen al grupo de los prostanoides, los cuales son sintetizados a partir 

del ácido araquidónico por acción de la ciclooxigenasa. 

La enzima que transforma el AA en PGG2 y posteriormente en PGH2, es 

una enzima bi-funcional que produce, sobre dos sitios distintos, una actividad de 

dioxigenasa (formación de PGG2) y una actividad de peroxidasa (transformación 

de PGG2 a PGH2; Hamber y Col., 1974). Es esta actividad enzimática global la que 

se denomina ciclooxigenasa (COX) o PGH sintetasa (PGHS). La PGH2 formada es 

inestable y puede ser transformada en productos biológicamente activos, tales 

como PGs primarias (PGD2, PGE2, PGF2 a). tromboxano A, (TXA.J y prostaciclina 

(PGl2; Figura 4; Kuehl y Egan, 1990). 
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Figura 4. Biosintesis de Prostaglandinas, Tromboxano y Prostaciclina (Modificado de Campbell y Halushka. 1996). 

La respuesta inflamatoria siempre va acompañada por la liberación de 

diversos prostanoides. El más frecuentemente enc~mtrado es la PGE2 y, en menor 

medida, la PGI,. Además, durante los procesos más inmediatos de la inflamación, 

los mastocitos liberan PGO,. Todos ellos son potentes vasodilatadores, lo que 
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provoca que las arteriolas precapilares aumenten su calibre, conduciendo al típico 

color rojo ("rubor") en la piel correspondiente a las áreas inflamadas. Además, 

potencian el efecto de la bradicinina y de la histamina sobre la permeabilidad 

vascular, favoreciendo la formación de edema, aunque por si solas no causan 

dolor, sensibilizan los nociceptores mediante la liberación de diversos mediadores 

(Kuehl y Egan, 1990; Dray, 1995). 

La PGE2 tiene cierta capacidad para retroalimentar negativamente el 

proceso inflamatorio, porque estimula la producción de esteroides por las 

adrenales, la liberación de ACTH por la hipófisis y, además, porque regula 

negativamente Ja actividad de las células inflamatorias. Sin embargo, este efecto 

anti-inflamatorio es muy limitado (Goldyne y Stobo, 1981). 

Los efectos anti y pro inflamatorios y de protección gastrointestinal de las 

prostaglandinas, entre otros, se encuentran relacionados al tipo de receptor 

activado, los cuales están acoplados a proteínas G, y se han dividido en cinco 

tipos: DP, EP (EP1. EP2, EP3 y EP4), FP e IP, receptores para PGD, PGE, PGF y 

PGI respectivamente (Narumiya y col., 1999; Vanegas y Schaible, 2001). 

La Ciclooxigenasa es la enzima clave en la síntesis de prostanoídes. Se 

trata de un homodimero (PM=144 kD). En términos bíoquimicos es la ácido graso 

dioxigenasa. Contiene un átomo de hierro (Fe) formando parte de un grupo hemo, 

el cual constituye un cofactor indispensable para el funcionamiento del enzima. 

Aunque se proponen tres isoformas para la COX (COX-1, COX-2 y COX-3; 

Willoughby y Col., 2000; Botting, 2000), solo se han estudiado ampliamente dos 

de ellas: COX-1 y COX-2, ambas capaces de catalizar la formación de PGH2 a 

partir de AA. Como resultado del proceso catalitico, la ciclooxigenasa pierde su 
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actividad. Este mecanismo es empleado por la célula para evitar una slntesis 

excesiva de prostanoides. Estas isoenzimas son codificadas por genes localizados 

en distintos cromosomas. Su estructura es similar, siendo las secuencias idénticas 

en más del 60º/o y conservan las regiones importantes para la función enzimática 

(Tabla 1: Vane y Botting, 1996; Jouzeau y col., 1997). 

e .1 r.1c-t t•r1st 1c~1s 

Gen 
reapon-ble 

Tejidos donde 
ae eapre-

laductorea 

lahlllldore• 

Pe-.o molecular 

Amlno4i.cldoa 

Locallsacl6n 
lnbacelular 

Tabla 'f. Comparación entre COX-'f y COX-2. 

COX 1 

Cromosoma 9q32-33.3 
(22 kB) 

Coa.Ututiwa: 
en prácticamente en 
todos, pero 
especialmente en 
monocitoslmacrófagos, 
plaquetas, estómago y 
rinón. 

1 Desconocidos 1 
1 72.000 1 

Retlculo endoplásmico 

<'<>X 2 

Cromosoma 1q25.2-25.3 (8,3 kB) 

Inducida: en células endoteliales, fibroblastos, 
células musculares lisas del miometrio y de 
paredes vasculares, 

Coaatitutlva: En Sistema Nervioso Central y 
rinon. Posiblemente también en algunos tipos 
tumorales (adenocarcinoma). 

ID••peclftca•: lnter1eucina 1 a y ri. Factor de 
Necrosis Tumoral a, Endotoxina, Factor de 
Crecimiento Epidérmico. 

E9peclftco•: Hormona Luteinizante (LH) en 
células de ovario, y HOL-colesterol en células 
musculares lisas. 

Corticosteroides 

72.000 

603-605 

Membrana del núcleo y retfculo endoplásmico. 

La principal diferencia entre las dos isoenzimas está en la regulación de su 

actividad enzimática. Se puede considerar a ia COX-1 como una enzima 

constitutiva. presente en la mayoria de los tejidos y que estarla involucrada en el 
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mantenimiento de las funciones fisiológicas. como la regulación de la secreción de 

ácido gástrico. Mientras que la COX-2, que está presente sólo en algunos tejidos y 

es inducida por estimules mitogénicos o inflamatorios mediados por numerosos 

productos como citocinas (especialmente IL-1a, IL-1~ y TNF-a; Seibert y 

Masteferrer, 1994; Vane y col., 1998). 

2 . .1. 2. 4. 3 Los Leucotrienos. 

Como vía paralela a la de la ciclooxigenasa se encuentra la via de las 

lipooxigenasas. estas enzimas catalizan la oxigenación del AA hasta la formación 

de hidroperóxidos no ciclicos, los ácidos hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETE; 

Samuelsson, 1983). La 5-lipooxigenasa sintetiza 5-HPETE, este último es el 

precursor de los leucotrienos: L T~. L TB.. L TC.. L TD.. y L TE• (figura 5· 

Samuelsson y col., 1987), de los cuales se han identificado tres receptores 

diferentes acoplados a proteínas G: L TB •• L Te •• y L TD,.!L TE.. (Halushka y Col., 

1989). 

Los leucotrienos en el proceso inflamatorio se tornan en un sistema de 

amplificación del mecanismo del dolor. Los leucotrienos c. y o. dan lugar a 

vasodilatación, aumento de permeabilidad vascular 1000 veces mayor que la 

histamina (Feuerstein, 1984; Piper, 1984), así como son potentes 

broncoconstrictores (Drazen y Austen, 1987). El leucotrieno 8 4 induce la 

acumulación local, adhesión y migración transendotelial de neutrófilos (Davies y 

col., 1984), también es un potente agente quimiotáctico para leucocitos, 

eosinófilos y monocitos (otros leucotrienos no posen dicha actividad; Piper, 1984). 

-~ 
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Figura 5. Biosintesis de Lcucotrienos (Modificado de Campbcll y Halush~ 1996). 

2.1.2.4.4 Las Lipo.trinas. 

Las lipoxinas forman parte de la familia de los eicosanoides. las cuales se 

generan a partir de la oxigenación secuencial del carbono 15 y luego del carbono 

5 del ácido araquidónico, por las 15 y 5 lipoxigenasas, respectivamente. Esta 

oxigenación genera un intermediario epóxido, el cual es rápidamente convertido 

en lipoxina A.. (LXA.) o lipoxina 84 (LXB.) por epoxi-hidrolasas (Figura 6). 

Entre los efectos de las lipoxinas se ha encontrado que la LXB4 es 

vasoconstrictora, mientras que la ~ es vasodilatadora en presencia de 

s""'"~-~:..."°"~ ................................................................................................................... 17ci 
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prostaglandinas, pero en ausencia de éstas (mediante el uso de inhibidores) se 

comporta como vasoconstrictora. Además la LXA.i inhibe la migración de los 

neutrófilos inducida por L T~ y ambas atenúan los efectos de los LTC4 y LT04, por 

lo que tienen un efecto anti-inflamatorio o regulador negativo de la inflamación, es 

por esto, que se les considera moduladores negativos endógenos de la respuesta 

inflamatoria (Samuelsson y col., 1987; Speziale, 1996). 

~COOH ~COOH 

~CH;s /5-l.t¡ot1101go!11u.'fa ... ~CH3 

Ác-idu Ar•quldónko j OOH ~po:clgenasa OH 1!'0-llPETE J 

~::. 

Epoxi-hidrolasas / ~ .. • 

3,jc;C¡;;,'.E-:~ 
/OH . OH '.· . .-. . . H,, ~ 

~COOH ~COOH 
CH3 CH, 

OH Lipoxl- A.t J OH OH Llpo•laa e, ] 

Figura 6. Bioslntcsis de Lipoxinas fModificado de Speziale. 1996). 

2_,_2_4_5 ti Fac~or Acnvador de Plaque~as {PAF)_ 

De la hidrólisis de los fosfolipidos de membrana mediante la fosfolipasa A 2 

se obtiene, además de ácido araquidónico, una sustancia conocida como Liso-

PAF (precursor del PAF; Chilton y col., 1984), esta es acetilada por la Liso-PAF-
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acetiltransferasa en presencia de acetil-CoA para generar el factor activador de 

plaquetas (Figura 7). El PAF puede ser sintetizado por los leucocitos, incluidos 

neutrófilos, eosinófilos y basófilos, macrofagos y por plaquetas. 

( 1...o ... 1qu11-2.,.cU-gUc•rofosfocolln9 ) 0 H2C-O-{CH2)n-CH3 

11 1 
R-C-0-C-H 

1 

o c~ 

11 1. 
H2C-O-P-O-CH2-CH2-N-CH3 

J,_ ¿H3 HzC-O-(CH2)n-CH3 

HO-!-H 
1 

O CH3 

11 l. 
/' Fosfoll,,...aA, 

0 

/~ ·-ll-~ 
H2c-o-¡-o-CH2-CH2-¡-CH3 

O- CH3 =­
.,,..,q,~rrua 

HaC-f¡-CGA. 

H2C-O-(CH.z)n-CH3 o 

1 
H3C-C-O-C-H 

11 1 O CH3 

O H 2C-O-"-O-CH2-CH2-!!..._CH3 

[ (PAF) 1..0~J..Z..-c:IJ...,..gHc•n>-3.f'oefocoll ... J Á- 6H3 
Figura 7. Biosintcsis del Factor Activador de Plaquetas (Modificado de Bhagwat y col.. 1985). 

Dentro de los efectos del PAF, se encuentra la activación y agregación 

plaquetaria, contracción bronquial. Además estimula la salida de liquido desde los 

vasos e intensifica la permeabilidad vascular 1,000 veces más potente que la 

histamina y la bradicinina (McManus y col., 1981), estimula la liberación de 

enzimas lisosomales, la generación de especies reactivas del oxigeno (ROS) y 

leucotrienos, en eosinófilos provoca su desgranulación, al mismo tiempo es un 

factor quimiotáctico de eosinófilos, monocitos y neutrófilos, de estos últimos 
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estimula su adherencia a células del endotelio y su diapédesis (McManus y col., 

1981). por lo que el PAF tiene una participación activa en el proceso inflamatorio. 

2.1.2.5 Proteínas de la Fase Aguda. 

Durante la respuesta de la fase aguda de la inflamación. se presentan 

modificaciones locales y sistémicas de la fisiología normal. con el propósito de 

controlar el daño, eliminar los desechos e iniciar la reparación tisular. Estas 

reacciones se llevan acabo mediante la alteración de slntesis de proteínas 

inducida por citocinas tales como: IL-1. IL-6 y TNF-a. Estas citocinas actúan sobre 

el hipotálamo e higado (Figura 8) induciendo fiebre y modificando la sintesis y la 

degradación de proteinas. Dichas proteinas se conocen como "reactantes de la 

fase aguda" y tienen la función de modular las reacciones inflamatorias (Steel, 

1994; Goldsby, 2000). 

IUpo .. lamo ~--> 
l 

R~pu~ta 

lnflam.atuna 
{U¡,!Uda) IOC<ll 

Eje:HHA 

rrost.a¡;:landinas =:::;.. F•cbr~ 

{ 

• c~ro~•~ del 
~lHTIJ'lctnenlu 

t Fibrinógcnn 
t Protcina e reactiva 
f Ccn.tlnpbi~mina 
t ttaptoglobuhn:i 
.¡. Alhüminu 
• Transfcnina 

Figurn 8. Activación de pr-otelnas de la fase aguda y lcucocitosis en medula ósea por- citocinas 
(Modificado de Goldsby. 2000). 
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2.1.2.6 Sistema Celular de Defensa. 

Este sistema está formado por los leucocitos, los cuales se forman a partir 

de la células madre pluripotenciales que se encuentran en la médula ósea. A 

medida que se van diferenciando, las células madre dan origen a los precursores 

de las diferentes estirpes de células que forman el tejido sanguineo: los leucocitos 

polimoñonucleares (neutrófilos. eosinófilos y basófilos), monocitos, linfocitos, 

plaquetas y eritrocitos. El reclutamiento de estas células desde la circulación 

sistémica al área de inflamación y la leucocitosis en la medula ósea son factores 

criticas en la amplificación de la respuesta inflamatoria. 

2.1.2.6.1 Leucocitosis 

La vida media de los neutrófilos, eosinófilos y basófilos es relativamente 

corta. Por lo tanto, para mantener su número en el sitio de inflamación se requiere 

de un influjo constante de nuevas células. En respuesta a mediadores 

inflamatorios como la IL-1, IL-3. IL-5, IL-7 y el TNF-a, dichas células son liberadas 

al torrente circulatorio desde el depósito en médula ósea (Figura 8) para ejercer su 

función en la respuesta inflamatoria (Goldsby, 2000). 

2.1.2.6.2 Reclutamiento Leucocltarlo 

La extravasación de los leucocitos es un determinante crucial de la reacción 

inflamatoria. Las células endoteliales participan en el reclutamiento de leucocitos, 

inducido por las citocinas inflamatorias (IL-1 y el TNF-a), produciendo 

quimioatractantes y expresión de moléculas de aahesión (ICAM-1. VCAM-1 pero 

no ICAM-2; Albelda y col., 1994). 
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2.2.1 Propiedades Generales de las Citocinas. 

2.2.1.1 Definición. Las citocinas son un conjunto heterogéneo de protelnas, 

generalmente glucosiladas y de bajo peso molecular, secretadas por las células 

del sistema inmune. Algunas de ellas tienen una función de moléculas 

.. mensajeras" mientras otras son mediadoras de diferentes actividades biológicas. 

Se pueden producir en respuesta a una estimulación inmunológica o inflamatoria 

con el fin de mediar y regular la amplitud y duración de dichas respuestas, aunque 

también producen citocinas otras células no inmunes, como: células endoteliales y 

fibroblastos. Aún más, se conoce que una misma citocina puede estar producida 

por distintas células e incluso que un mismo tipo de citocina puede realizar 

funciones diversas (Garcla, 1g97). 

2.2.1.2 Caracterlstic••- Las citocinas son mensajeros quimicos que actúan 

a concentraciones muy bajas y son muy especificas gracias a la alta afinidad por 

sus receptores de membrana. A diferencia de los neurotransmisores. no se 

encuentran preformadas, sino que son sintetizadas cuando ocurre la estimulación 

de las células. La mayor parte de ellas son consideradas sustancias 

"pieiotrópicas". es decir, que actúan sobre varias células y tienen varias 

actividades biológicas diferentes. También son "redundantes", lo que significa que 

algunas de las actividades de una citocina pueden ser similares a las de otras 

citocinas, Además pueden ser antagónicas, es decir, que fas actividades de 

ciertas citocinas pueden resultar completamente opuestas (Piñal, 2000). 
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Las citocinas suelen actuar. fundamentalmente. de forma local, tanto sobre 

la misma célula que las produce (actividad autocrina) como sobre las células 

vecinas {actividad paracrina), más que en acciones sobre células y tejidos 

distantes de su producción. No obstante, algunas citocinas, especialmente de 

efectos inflamatorios como la IL-6, IL-1 y el TNF. actúan mediante difusión a través 

de la sangre en células diana distantes (actividad endocrina: Piñol, 2000). 

2.2.1.3 Clasificación. En los últimos años se han descubierto varias 

citocinas gracias al desarrollo de las técnicas moleculares que han permitido la 

clonación, así como su análisis y cuantificación, y cuya clasificación ha variado 

con el tiempo. Anteriormente, se denominaban a las citocinas en función del 

origen de la célula secretora. Hoy dia es más común clasificarlas en familias. En la 

tabla 2 se enumeran los principales componentes de las familias de citocinas 

(García, 1997: Garcia y Kaski, 2000). 

Tabla 2. Fan1ili- o Grupo• Principal- de C/tocinaa. 

Nornhre d1,;I (.srupo Pr1n<1p.d.._.., ( <J!llpor1tr1tt-.. 

IDter .. uclaaa (ILt IL-1 a la IL-28 

Jaterf'eroae• llFllt IFN-a, IFN-P e IFN-y 

Jl"actorea de Kecro•la Tu.moral (TllFJ TNF-<>1 y TNF-p 

Qulmloclaa• Linfotactina, MIP-1. IL-8, RANTES 

Factont• -tlmuJantea de la G-CSF (para Granulocilos), M-GSF (para Macrófagos), 
Formacl6a de Coloalaa (C8F) GM-CSF (para Granulocitos y Macrófagos) 

Factores de Crecimiento (TGFt TGF-u, TGF-p (FibroblBtico, 
Derivado Qe plaquetas, derivado de monocitos). 

Desde un punto de vista general las citocinas pueden actuar como: 

~:~=~K;-&,""""""" .... "'""'""" .................................................... -------------------23['] 
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,_ Mediadores de la respuesta inmune innata (inflamación, quimiotaxis, activación 

de macrófagos, células NK) y adquirida (humoral y celular). 

;.... Reguladores de la activación, proliferación y diferenciación de los linfocitos. 

;... Estimuladoras del crecimiento de los precursores hematopoyéticos. 

Según sus funciones biológicas en el organismo, podemos dividir las 

citocinas en 3 grupos: inmunorreguladoras, pro-inflamatorias y anti-inflamatorias. 

O lnmunorreguladoras t:) Pro lnflarnator1a5 O A11t1 lnflarHator1a5 

"" IL-2 "" IL-1 "" IL-1Ra 

"" IL-4 "" IL-2 "" IL-4 

"' IL-10 "' IL-12 "" IL-6 

"" TFN-a "" IL-18 "" IL-10 

"" TFN-y "" TNF-a "" IL-11 

"" "" IFN-y "" TGF-P 

2.2.2 Receptores de Citoclnas. 

2.2.2.1 Definición y Caracterfstic-. Los receptores de citocinas 

son glucoproteinas de membrana que se caracterizan por se especificas y de muy 

alta afinidad, los cuales están conformados por varias subunidades y cuya misión 

es la de transmitir la senal al interior de la célula y activar la trascripción. 

La unión de la citocina con su receptor especifico (acoplado a cinasas) 

induce su agrupación (Figura 9-1). lo cual proporciona una senal que activa a las 

cinasas de la familia Janus (Jak), induciendo la fosforilación autocatalitica de 

residuos de tirosina. Las Jak activadas catalizan posteriormente la fosforilación de 

~·t4>~-~~~ .................................. ._ ............................................................ ._. ____ ...., ..... _____ 24D 
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Jos residuos de tirosina en las regiones intracelulares del receptor de citocinas 

(Figura 9-2). A estos residuos de fosfotirosina se unen las proteínas transductoras 

de señales y activadoras de la transcripción (STAT) a través de sus dominios SH2 

(Figura 9-3). Posteriormente las Jak catalizan la fosforilación de residuos de 

tirosina de las proteínas STAT unidas, las cuales se disocian del receptor y se 

dimerizan para migrar al núcleo y activar la transcripción de genes que contengan 

secuencias especificas de unión a STAT (Figura 9-4). 

Figura 9. Mecanismo de activación de los receptores de cilocinas (Modificado de Roin, 1997). 

Como consecuencia de estas reacciones en cadena, se induce la 

transcripción de varios genes, cuyos productos son los que median las actividades 

biológicas de las citocinas. Además, de los receptores de membrana, en el suero 

se han detectado receptores solubles para las distintas citocinas, semejantes a los 

de membrana. Estos receptores solubles se encuentran en grandes cantidades y 

probablemente tienen como misión regular la producción de las citocinas. 

actuando como antagonistas de los receptores áe membrana. (Miyajima y col., 

1992; Tan y col., 1993; Bach y col., 1996;) 
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2.2.2.2 Clasi,icación. Las distintas familias de citocinas se agrupan según 

el tipo de receptor. aunque debido a que los diferentes tipos de receptores están 

ligados a funciones distintas, la clasificación actual de los receptores es una 

mezcla estructural y funcional (Tabla 3; Alvarez. 1996; Goldsby, 2000). 

Tabla 3. Clasificación de los Receptores de Menrbrana de las Cltocinas. 

Receptores de la BuperfarnfHa de las 
lnrnunoglobuHnaa. 

Pertenecen a esta familia: 
IL-la, IL-lp, IL-16, M-CSF. 

Receptare• de la Buperfarnflfa de Cftacfnaa. 
(7Ypo 1 o Receptores de factores de crecimiento hernatopoyético). 

Pertenecen a la familia de receptores a. p y y. Se han reconocido 
en este grupo. las siguientes citocinas: IL-2. IL-3. IL-4. IL-5. IL-6. 
IL-7. IL-9, IL-11, IL-12, GM-CSF y G·CSF. 

Receptares de la BuperfarnfHa de Cftoc:inaa. 
(Tipo 11 o Receptores de Interferón. TNF). 

Tienen receptores a. y p. Pertenecen a esta familia: 
IFN-a, IFN-P. IFN--y. 

Receptares del ll'actor de Necrosis Tumoral fTNF). 

Pertenecen: TNF-a. y TNF-P-

Receptare• de Qufrnfoc:fnaa 

(receptores de siete hélices transmcmbrana}: 
IL 8, RANTES, MIP-1. 

Tabla 3. Clasificación de Jos Receptores de Membrana de las Citocinas. <.Modificado de Goldsby. 2000). 

~ 
.~ie'-.................................... ..-............... _______________________________ 26Cl 



~""'""'"""""'""'""'""'""'""'""'""'""'""'""'""'""'""'"""""'...,""'""'"""""'""'""'""'""'""'"'"ANTECEDENTES ~ FACUL TAO DE OUIMICA. UNAM 

2.2.3 Las Citocinas en la Respuesta tnnanratoria. 

2.2.3.1 Función. La producción de citocinas. incluyendo las pro- y anti-

inflamatorias. es una respuesta fisiológica a la lesión tisular. Su principal función 

es la coordinación de la eliminación de microorganismos invasores y la eliminación 

de tejidos lesionados. De esta forma se evita la estimulación excesiva del sistema 

inmune, que podría inducir reacciones de hipersensibilidad (Garcla y Kaski, 2000). 

Las citocinas que inician la respuesta inflamatoria son la IL-1(3 y el TNF-a. 

Estas moléculas suelen actuar en compañia de otras citocinas como las IL-8, 10, 

11, 12, 18 y el IFN-·1. Además, cuando las citocinas actúan se producen multitud 

de mediadores de inflamación, ya sean proteicos como el fragmento del 

complemento C5a. o lipídicos como el factor activador plaquetario. Estos 

mediadores tendrán acciones sinérgicas, induciéndose su producción entre ellos, 

e induciendo la producción de otras citocinas que frenarán o aumentarán las vlas 

de autocontrol. Las citocinas también son responsables de la finalización correcta 

de la respuesta inflamatoria (Feldmann, 1994; Garcla y Kaski, 2000). 

2.2.3.2 L.a Interleucina .1 (IL-.1, Citocina Pro-Inf'lamatoria}. 

Se han detectado dos genes que codifican para dos tipos de IL-1, la IL-1a 

y la IL-13; y un tercer gen de la familia, que codifica para el antagonista del receptor 

de IL-1 (IL-1Ra). La mayoría de células nucleadas producen IL-1 (Figura 10). Sin 

embargo, los principales productores de IL-1 en la inflamación son los macrófagos 

(Giri y col., 1985). La IL-1a y la IL-113 se unen a dos tipos diferentes de receptores, 

el IL 1RI (que se une mejor con IL-1a que con IL-113) y el IL 1RII (mejor con IL-1f3; 

~~,jF .............. ._. .... _. ........ _.,,_..., .. ..., ... _. .. _.._,.._._. ................. 27D 
~ 



11!iii...,,.....,...,...,...,..., .... ...,..,...., .... ..., ..... ,.,.,...., ............ .,....,....., .... .,.. ........ ..,.~~~ANTECEDENTES 
~ FACULTADOEOUIMICA.UNAM 

Dinarello y Wolf. 1993). El receptor I de IL-1 se encuentra en linfocitos T. 

fibroblastos, células endoteliales y hepatocitos. Por su parte, el receptor 11 se 

encuentra en linfocitos B. neutrófilos y células de la médula ósea. Sin embargo, es 

probable que algunas células expresen ambos tipos de receptores. 

Figur.t 10. Estructura Macromolecular de la IL-1 P (citocina pro-inflamatoria) e IL-1 O (citocina anti­
inflamatoria; Modificado de www.cytokines.com) 

El antagonista natural de la IL-1 es el antagonista del receptor de IL-1 

(IL1Ra; Dinarello y Thompson, 1991), que compite con la IL-1 en la unión con los 

receptores de la supeñicie celular sin que desencadene las respuestas celulares 

tipicas de la IL-1. No induce ningún cambio bioquimico ni endocrinológico cuando 

se inyecta por via intravenosa en sujetos sanos (Dinarello y Thompson, 1991; 

Savage y col., 1989). 

Las células que sintetizan citocinas, como por ejemplo, los monocitos no 

producen constitutivamente IL-1 sino que requieren estimules para transcribir el 

gen. Diversos agentes endógenos y exógenos pueden proveer tal estimulo, por 

ejemplo productos microbianos como endotoxinas, exotoxinas, restos de pared 

celular de hongos y hemoaglutininas virales o la lesión al tejido por agentes físicos 

28 [') 
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o quimicos como cristales de urato y la radiación UV. Los estímulos endógenos 

que inducen la producción de IL-1 incluyen; C5a (componente del complemento), 

otras citocinas como: TNF-a, TGF-13. la propia IL-1 y linfocinas (Speziale, 1996). 

También la bradicinina induce la producción de IL-1 cuando actúa sobre 

receptores B, (Dray y Perkins, 1993). 

Diversos factores inhiben la producción de IL-1, como los glucocorticoides y 

las prostaglandinas sin afectar la transcripción, mientras que la IL-1 O inhibe 

fuertemente la transcripción. Además la IL-4 inhibe la producción de IL-1 e induce 

la producción de IL-1Ra. Recientemente se ha encontrado que la IL-6 también 

inhibe la producción de IL-1. Además de inducir la producción de IL-1 Ra y 

glucocorticoides (Speziale, 1996; Ahmed e lvashkiv, 2000). 

Los efectos de IL-1 son variados. Tiene un papel principal en la cascada 

inflamatoria, in vitro induce la liberación de PGE2 por diversos tejidos, producción 

de proteasas y catabolismo del cartllago y del hueso, contribuyendo a la 

patogénesis de la inflamación crónica. Los efectos neuroendocrinos de la IL-1 

incluyen acción al hipotálamo, lo que resulta en fiebre y producción del factor 

liberador de corticotrofina. la cual estimula la liberación de la hormona 

adrenocorticotrofica desde la hipófisis. que a su vez. induce la producción de 

glucocorticoides (Betancur y col., 1995; Turbull y River, 1999). En células como los 

macrófagos induce la síntesis de IL-6, IL-8, de la misma IL-1 y del TNF-a, esté 

último esta implicado en la actividad antiviral y proliferación de fibroblastos y de 

linfocitos T (Tartaglia y Goeddel, 1992). Además, el TNF-or. es un potente inductor 
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de los efectos sistémicos de la inflamación como fiebre, hipotensión, taquicardia y 

respuesta de hormonas relacionadas con el estrés (Tracey y col.. 1987). 

En muchos de los efectos pro-inflamatorios se encuentran responsables 

juntamente con la IL-1 el TNF-a., entre estos efectos tenemos: La activación del 

óxido nítrico sintasa inducible, aumentando de esta forma el NO y por ende el 

daño tisular (Meller y Gebhart, 1993). La inducción de COX-2, aumentando la 

sintesis de prostaglandinas. Ambas citocina tienen un papel central en el inicio de 

las reacciones inflamatorias, ya que promueven la leucocitosis en la médula ósea 

y el reclutamiento leucocitaria. Aumentan la expresión de moléculas de adhesión 

como la ICAM-1 y la VCAM-1 pero no ICAM-2 (Libby y col.. 1988). Además son 

unos de los mayores inductores de la slntesis hepática de marcadores de 

inflamación, los reactantes de fase aguda (Gauldie y col., 1987). 

La IL-6 es una citocina pleitrópica, ya que puede actuar sobre diferentes 

tejidos estimulando funciones distintas, teniendo un papel muy importante en la 

respuesta inmune e inflamatoria (Reyes y Garcla, 1993). Está citocina se produce 

en multitud de tejidos diferentes. Los principales productores son los monocitos 

estimulados, fibroblastos y células endoteliales (Sironi y col .. 1989). Los principales 

estímulos fisiológicos para la producción de la IL-6 en los monocitos son la IL-1 y 

las endotoxinas bacterianas (Bauer y col.. 1988). La IL-6 actúa enlazándose con 

un receptor especifico de alta afinidad (IL6R), que está ampliamente distribuido en 

las células linfoides y no linfoides (Coulie y col., 1987). El IL6R está formado por 
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dos glucoproteinas de membrana: gp80, que se liga a IL-6 con baja afinidad 

(Hirano y col., 1988), y gp130, que se liga al complejo IL-6-gp80 y transduce la 

señal a través de la membrana plasmática (Hibi y col 1990). Los monocitos, 

hepatocitos, linfocitos B activados y linfocitos T co4• y Coa• expresan gp80 de 

IL6R (Wognum y col.. 1993). La IL-6 induce la diferenciación terminal de los 

linfocitos B (Muraguchi y col., 1988), el crecimiento y la diferenciación citotóxica de 

linfocitos T (Takai y col., 1988) y estimula la producción normal de células 

sanguíneas (Leary y col., 1988). La IL-6 es otro regulador importante de la sintesis 

hepática de proteínas de fase aguda (Gauldie y col., 1989). 

Anterionnente se clasificaba a la IL-6 como una citocina pro-inflamatoria. 

porque es inducida por los estimulas inflamatorios, tal y como ocurre con la IL-1-p 

y el TNF-a (lvashkiv, 1996), pero nuevas investigaciones han demostrado que 

está citocina, tiene un mayor efecto anti-inflamatorio, porque inhibe la expresión de 

citocinas pro-inflamatorias como la IL-12, TNF-a. e IFN-y e Inhibe la expresión de 

moléculas de adhesión y proteasas ambas in vivo e in vitro (Oh y col., 1998; 

Ahmed e lvashkiv, 2000). Además induce la expresión de múltiples factores anti-

inflamatorios, incluidos la slntesis hepática de proteinas de fase aguda, 

estimulación de la hipófisis (ACTH). También aumenta Ja producción de 

glucocorticoides, de inhibidores de proteasas, estimula la producción del JL-1Ra 

(antagonista del receptor de IL-1), de receptores solubles de TNF e induce Ja 

expresión de la IL-10, conocida citocina anti-inflamatoria, la (Baumann y col., 

1989; Tilg y col., 1994; Betancur y col., 1995; Endo.y col., 1997; Naka y col., 1997; 

Starr y col., 1997; Jin y col., 1998; Papanicolaou y col., 1998), está última citocina 
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disminuye la función de los macrófagos y es uno de los principales inhibidores de 

la síntesis de citocinas pro-inflamatorias (De Waal y col., 1991; Moore y col., 1993; 

Chomarat y col., 1993). Entre otros efectos anti-inflamatorios importantes de la IL-

1 O se encuentra la inhibición de la producción de NO, intermediarios de oxigeno, 

así como la inhibición de la adherencia de macrófagos (Moore y col., 1993). 

Además. se ha observado que los macrófagos de ratones "knockout" para 

la IL-6, producen menos IL-10, pero además aumentan la producción de IL-12 

(citocina pro-inflamatoria), en comparación con los ratones control (La Flamme y 

col., 2000). Muchas observaciones sugieren que la inducción de la IL-6 durante la 

respuesta inflamatoria, es muy similar a la inducción de la IL-10 (Ahmed e 

lvashkiv, 2000). Consistentemente con todos los efectos anti-inflamatorios 

mencionados se ha mostrado que la IL-6 atenúa enfermedades de tipo 

inflamatorio como la artritis (Van de Loo y col., 1997; Xing y col., 1998). Por lo que 

se considera que la IL-6 tiene un gran efecto anti-inflamatorio. 
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La respuesta inflamatoria tiene una función protectora. pero cuando se 

inicia en algunos tejidos vitales (corazón o cerebro, por ejemplo) o cuando se 

vuelve crónica. se convierte en un problema clínico grave que es necesaria 

reducir. Actualmente se cuenta con diferentes procedimientos anti-inflamatorios, 

pero quizá los más efectivos y más utilizados son los recursos farmacológicos. 

Diversos fármacos contribuyen a mejorar el proceso inflamatorio, entre los más 

conocidos se encuentran los anti-inflamatorios asteroides y los no esteroides. 

2.3.1 Fármacos Anti-Inflamatorios No Estel'Oides (AINES). 

2.3.L.L óeneralidades. Los anti-inflamatorios no esteroides (AINES) son 

un grupo de fánnacos quimicamente heterogéneo que suelen tener en común una 

actividad antipirética, analgésica y anti-inflamatoria y un perfil cualitativamente 

similar de efectos adversos. Son ampliamente utilizados en diferentes situaciones 

clínicas, de tal fonna que, en dosis únicas, son analgésicos efectivos en el 

tratamiento del dolor leve-moderado de origen somático. A dosis anti-inflamatorias 

mantenidas se usan para el tratamiento sintomático del dolor e inflamación en 

enfermedades como la artritis reumatoide (Furst y Munster, 2001). 

Los AINES son ácidos orgánicos que se absorben adecuadamente y se 

unen ampliamente a proteinas (;;;, 98°/o), principalmente a la albúmina. Son 

biotransformados por el metabolismo hepático mediante la via CYP3A o CYP2C y 

son eliminados principalmente por el riñón, aunque también se excretan por la 
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bilis (lnsel. 1996; Furst y Munster. 2001). 

2. 3.1. 2 M~canismo d~ Acción ~ los AINES. 

La actividad anti-inflamatoria de este grupo de fármacos se debe a su 

capacidad de inhibir enzimas especificas. como la 5-lipooxigenasa y la 

ciclooxigenasa. Los AINES más empleados y comercialmente disponibles para 

uso cllnico inhiben tanto la COX-1 como a la COX-2, y cuyo objetivo es impedir la 

sintesis de PG y TX, que participan decisivamente en la amplificación y desarrollo 

del proceso inflamatorio (Schrór, 1992), Recientemente se han desarrollado 

inhibidores mucho más selectivos de COX-2, prácticamente sin efecto sobre COX-

1, los cuales han demostrado poseer efectos anti-inflamatorios aceptables con 

menor irritación de la mucosa gástrica (Chang y col.. 1999). En cuanto a la 

inhibición de la COX se pueden establecer tres niveles de acción: 

1) lnactivación irreversible de la enzima: Implica la destrucción de la 

actividad catalltica de la enzima. Esta actividad no podrá ser recuperada hasta que 

la célula sintetice nuevas moléculas de enzima. Esta es la forma en que el ácido 

acetilsalicílico y algunos derivados (pero no de los salicilatos no acetilados) 

actúan. Provocan una reacción de acilación (acetilación) de la cadena peptldica 

del enzima, concretamente en la serina en la posición 530 para COX-1 y 516 para 

la COX-2. alterando definitivamente la conformación molecular, con pérdida de la 

actividad ciclooxigenasa (Lecomte y col., 1994; O'Neil y col.,1994). 

2) Inhibición reversible no competitiva: Supone el bloqueo de actividades 

colaterales necesarias para el funcionamiento catalítico de la ciclooxigenasa, 

como por ejemplo la recuperación del estado oxidativo del hierro del grupo heme. 
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Tabla 4. Clasificación y Estructura de algunos AINES . . 
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Tabla 4. Clasificación y Estructura. de algunos AINES. (Modificada de lnscl. 1996). 
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A este mecanismo, el menos conocido de los tres, se atribuye el efecto de los 

salicilatos. aminofenoles, quinolonas y pirazolonas, entre otros (O"Neil y 

col.,1994). 

3) Inhibición reversible competitiva: Supone el empleo de falsos 

sustratos que compitan con el ácido araquidónico por su unión con la 

ciclooxigenasa, formando complejos mucho más estables. capaces de impedir el 

acceso del ácido araquidónico y su subsiguiente transformación en los 

correspondientes prostanoides. La mayoria de los antiinflamatorios no esteroides 

se encuentran en este grupo (lnsel, 1996; Vane y Botting, 1996). 

2.3.2 Corticoesteroides y Fármacos Anti-Inflamatorios Esteroides. 

2. 3. 2 . .1 6eneralidades. 

;.. Corticoesteroldes. Los corticoesteroides son sintetizados a partir del 

colesterol. y se secretan a nivel de la corteza de la glándula suprarrenal. Su 

principal clasificación depende de su efecto en el balance hidrosalino o en el 

metabolismo de los carbohidratos. De ahl la clasificación en mineralocorticoides 

(aldosterona) y glucocorticoides (cortisol) respectivamente, este último grupo de 

corticosteroides son los responsables de la actividad anti-inflamatoria endógena 

del organismo (DeGroot y col., 1989). 

;o.. Fármacos Anti-Inflamatorios Esteroides. Estos fármacos son análogos 

sintéticos de los glucocorticoides endógenos. Las distintas modificaciones a su 

estructura química son las que dan cuenta de la distinta potencia y la distinta 
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actividad de los preparados sintéticos (Tabla 5). Asi la prednisona tiene 4 veces 

más potencia anti-inflamatoria que el cortisol. mientras que la dexametaxona es 30 

veces más potente. Por lo que el desarrollo de este tipo de fármacos. radica en el 

aumento de la actividad anti-inflamatoria, pero pese a ello, la alta toxicidad de 

estos fármacos también ha limitado su uso (Schimmer y Parker, 1996). 

Tabla 5. Estructuras del Colesterol y de Esteroides Naturales y Sintéticos. 

( 01 t STI- ROi Al IH>ST 1 Hf)N~ 1 ..... r, .. .,/1 

O CM, ~O OH CH> 
HO OH 

H, 

o o -

(. OR l ISlJNA ¡.-..;,,.r. r fC "' 1 >1 :\.J\ 1\11 1 ,\-..;1 J-.' ,~.,,,r, r ,,¡ 

Tabla S. Estructuras moleculares del pr-ccursorde corticoesteroidcs {colesterol) y de corticoestcroides naturales 
(aldoslerona principal mincraloconicoidc y conisol principal glucocorticoidc) y esteroidcs sintéticos (cortisona, 
prednisona y dexamctaxona (Modificado de lnscl. 1996). 

2. 3. 2. 2 Mecanistno de Acción 

Los glucocorticoides y los fármacos anti-inflamatorios esteroides, como 

todas las hormonas esteroidales, actúan en los distintos órganos efectores 

mediante la incorporación al interior de la célula, porque el receptor es intracelular 

(actualmente se han descrito 2 tipos de receptores. uno más especifico para 
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glucocorticoides, que es el receptor nº2 y el nº1 que es más especifico para los 

mineralocorticoides: Pearce y Yamamoto. 1993). Una vez dentro de la célula se 

une al receptor, se activa el complejo, el cual penetra a nivel del núcleo donde va 

a ejercer su acción, la cual consiste en la transcripción del DNA con la producción 

de diversas enzimas y proteínas (Saatcioglu y col.. 1994). Como mecanismo de 

acción anti-Inflamatoria, estimulan la producción de lipocortina. esta proteína 

inhibe a la fosfolipasa A 2 , frenando la liberación de AA y de todos los derivados de 

este, tanto de PG, PGI, TX como L T y PAF (Figura 11; Flower, 1990). También 

actúan inhibiendo la síntesis de prostaglandinas, mediante la regulación de la 

COX-2, pero no de la COX-1 (Masferrer y col., 1994). 

Figura 11. Niveles a los que actúan los anti-inflamatorios esteroidcs v no estcroides 
(modificado de http://www.anhritis.eo.za/nsnidslrcvisión~los_nuc\.·os_antiinflamalorios.html) 

A nivel del macrófago y linfocitos inhiben la liberación del TNF, la secreción 

de IL-1, IL-2, IL-6 e impiden la acción de los IFN, frenando Ja amplificación de la 
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respuesta inflamatoria. A nivel de las células T activadas inteñieren en la 

secreción de IL~2. inhibiendo el desarrollo de la respuesta inmune. A nivel de 

endotelio alteran el factor de adherencia de leucocitos. evitando la adherencia y 

migración de los leucocitos al foco de la inflamación. Además, estabilizan las 

membranas lisosomales haciéndolas más resistentes e inhiben la NO sintetasa, de 

esta forma protegen del daño tisular (Hall, 1993; Pelletier y col., 1993; Schimmer y 

Parker, 1996). 

2.3.3 Toxicidad de los Fármacos Anti-Inflamatorios. 

El uso terapéutico de los corticoesteroides y de fármacos esteroides en 

medicamentos, no se recomiendan como tratamientos de primera opción, excepto 

en algunos casos donde sea necesario, ya que originan dos tipos de efectos 

tóxicos: los que surgen por el uso continuo como: hipertensión, hipergfucemia, 

osteoporosis, osteonecrosis e inhibición del sistema inmunitario incrementando la 

sensibilidad a fa infección; y los que aparecen por suspensión del tratamiento 

como: agravamiento de fa enfermedad fundamental e insuficiencia suprarrenal 

aguda. Ambos efectos tóxicos ponen en gran peligro la vida del paciente (Rang y 

col., 1995; Schimmer y Parker, 1996). 

El uso terapéutico de los AINES es más común y según cálculos 

aproximados unas 30 millones de personas consumen diariamente algún AINE 

(Gibson, 1990), pero el uso de estos fármacos en medicamentos también tienen 

efectos adversos, los cuales incluyen: fallo renal, hepatitis, anemia, etc., aunque 

los más conocidos por su frecuencia, son los gastrointestinales, de los que 
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destacan por su importancia las erosiones gastroduodenales, hemorragias 

digestivas y mayormente las úlceras (McCarthy, 1995; Lichtenstein y col., 1995). 

Las úlceras aparecen como consecuencia de la inhibición sistémica de la 

sintesis de prostaglandinas mediante la inhibición de la enzima ciclooxigenasa. 

Esta enzima es responsable de muchos de los mecanismos normales de 

protección de la mucosa gastroduodenal (Lichtenstein y col., 1995; Polisson, 1996; 

Pearson y Kelberman, 1996). Uno de los pocos estudios existentes de un año de 

duración, señala una incidencia de úlcera del 31º/o, sin distinguir localización 

(Agrawal, 1992). Se ha descrito como término medio que más de un 20% de los 

pacientes en tratamiento habitual con AINE presentará alguna úlcera y que del 

20% al 40°/o puede tener algún tipo de erosión aunque no haya clara ulceración 

(Singh y Ramey, 1997). 

Mortalidad asociada a la gastropatia por AINE: Alrededor del 10% de los 

pacientes hospitalizados por hemorragia gastrointestinal alta debida a AINE 

mueren (Singh y col., 1996). En Estados Unidos el número de hospitalizaciones 

por complicaciones gastrointestinales debidas a AINE, según los datos obtenidos 

del estudio ARAMIS, se estima en unas 107,000 al ano (Singh y Ramey, 1997). En 

el mismo trabajo se afirma que se producen 16,500 muertes en ese pais al año 

debido al consumo de AINE, es decir más muertos que los producidos por asma, 

cáncer cervical y melanoma maligno juntos (Singh y Ramey, 1997; Singh, 1998). 

Los datos de la FDA son concluyentes al estimar que el consumo de AINES 

genera entre 100,000-200,000 hospitalizaciones al ano y entre 10,000-20,000 

muertes en el mismo periodo (Silverstein, 1998), lo que ha hecho que todos los 
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AINES en Estados Unidos lleven desde hace varios años una leyenda de aviso en 

el cartonaje o empaque. 

2.3.4 La lndametacina. 

La lndometacina (Figura 12; ácido 1-(p-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-3-

indolacetico; C1 9 H16N04CI) es un fármaco anti-inflamatorio no esteroide derivado 

del indol, que ejerce su efecto mediante la inhibición reversible, tanto de la COX-1 

como de la COX-2 (Moskowitz, 1985), Además suprime la formación de NO. 

protegiendo de esta forma del daño tisular (Du y col., 1999; Berg y col., 1999). 

También, comparte la actividad analgésica, antipirética y de efectos adversos de 

este grupo de fármacos (lnsel, 1996). 

Figura 12. Estructura molecular. tridimensional y de densidad electrónica de la lndomctacina 
(modificado de Mcrck lndex. 1997). 

F•rm•cacinétic• y F•rm•codin•ml• en Hum•nos: La indometacina se 

absorbe rápida y casi totalmente del tracto gastrointestinal después de su 

ingestión oral. La concentración plasmática máxime se alcanza a las dos horas en 

el sujeto en ayunas. puede demorarse si la droga se ingiere después de las 
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comidas. La indometacina se liga en un 90o/o a las proteinas plasmáticas y 

también se une ampliamente a los tejidos. la concentración de la droga en el LCR 

es baja. pero su concentración en liquido sinovial es igual a la del plasma luego de 

cinco horas de administrada. La vida media plasmática es extremadamente 

variable y varia de dos a once horas (Vademécum, 2000). 

La indometacina es convertida primordialmente en metabolitos inactivos. 

incluidos aquellos que se forman por 0-desmetilación (en promedio 50%), 

conjugación con ácido glucorónico (en promedio 10%) y N-desacilación. Algunos 

de estos metabolitos son detectables en plasma, y se eliminan por orina, bilis y 

heces, aunque se sabe que del 1 O al 20°/o del fármaco se excreta sin 

modificaciones en la orina (lnsel, 1996). 

La lndometacina y la Citocinas: Al igual que en otros AINES. se ha 

investigado el efecto de la indometacina sobre el sistema inmune y en especial 

sobre las citocinas que intervienen en la respuesta inflamatoria, como la IL-1, IL-6, 

IL-10. TNF-a, etc. En este aspecto se ha reportado que los AINES afectan la 

concentración de citocinas de distintas maneras, pero la mayorla de este grupo de 

fármacos inhiben su producción (Bessler y col., 1999; Berg y col., 1999; Fiebich y 

col., 1999; Housby y col., 1999). 

Recientes estudios han determinado el efecto de la indometacina sobre la 

producción de citocinas que intervienen. tanto en la respuesta inmune como en la 

inflamatoria. A diferencia de los fármacos anti-inflamatorios esteroides, la 

indometacina aumenta la producción de IL-2. aumentando de esta forma el 

desarrollo de la respuesta inmune (Tanaka y col .. 1998). pero Inhibe la producción 
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de la IL-1 Ra (antagonista del receptor de IL-1; Bessler y col.. 2002) y de la IL-1 O 

(citocina anti-inflamatoria). lo que sugiere que la administración de indometacina 

provoca un estado de mayor inflamación (Bour y col.. 2000), sin embargo. la 

indometacina también actúa sobre otras citocinas inflamatorias. 

Al revisar en la literatura, el efecto que ejerce la indometacina sobre el TNF-

a, se encontraron diferencias en los resultados publicados, ya que según algunos 

autores. la indometacina induce un aumento en la producción de TNF-cx 

(Murakami y col.. 1999; Sirota y col.. 2000). sin embargo. en otros estudios se 

reporto que la indometacina no tiene efecto sobre esta citocina (Caldwell y col.. 

1999; Du y col.. 1999). 

En cuanto al efecto de la indometacina sobre la producción de IL-1 e IL-6 

también se encontraron discrepancias. Asi, algunos investigadores han 

demostrado que esté fármaco inhibe la producción de estas dos citocinas (Du y 

col .• 1999; Bour y col.. 2000). Mientas que en otros estudios se ha reportado que 

la indometacina aumenta su producción (Rainsford y col.. 1997; Sironi y col .• 

1992). Aún más. se han publicado trabajos que informan que la indometacina no 

tiene efecto sobre estas citocinas (Cadwell y col.. 1999). 

En todos los estudios mencionados, hay al menos un experimento tanto in 

vivo como in vitro y/o en animales como en humanos, lo que sugiere que estas 

variables no intervienen o explican los diferentes resultados encontrados. 

posiblemente una de las variables que podria explicar las discrepancias 

encontradas, son las condiciones experimentales. l,p que justifica en cierta forma el 

diseño de nuevos experimentos sobre la respuesta inflamatoria y sus tratamientos. 
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2.4 El Ve.}eno de Abejas 

2.4.1 Características Generales de la Abeja y su Veneno. 

2.4 . ..1.L La Abeja: Las abejas son insectos sociales que viven en grandes 

colonias. La colonia está constituida por una sola reina (hembra sexualmente 

madura), varios miles de obreras (hembras inmaduras sexualmente) y algunos 

centenares de machos o zánganos (Akre, 1984). 

Las abejas pertenecen al Reino Animal, Subreino Metazoarios, División 

Artiozoarios, Rama Artrópodos, Clase Insectos, Orden Himenopteros, Suborden 

Acualos, Familia Apidos, Genero Apis, Especie Mellifera e incluyen 9 diferentes 

variedades entre las que se encuentran la Apis dorsata o abeja africana y la Apis 

mel/ifera o abeja europea. Se caracterizan por presentar el cuerpo segmentado en 

3 partes (cabeza, tórax y abdomen), con 2 pares de alas y 3 de patas. Durante su 

desarrollo pasan por 4 estadios: huevo, larva, pupa y adulto (Morse y Hooper, 

1985; Akre, 1984). 

2.4 . .1.2 El Veneno: El veneno de la abeja es producido en las glándulas 

que forrnan parte del aparato vulnerante que se localizan entre el quinto y noveno 

segmento abdominal (Figura 13b). Dicho aparato consta de 2 glándulas 

productoras de veneno, una de las cuales produce una secreción ácida que es 

vertida a un conducto llamado canal del veneno, que lo lleva hasta el reservorio o 

saco del veneno; la otra glándula genera una secreción alcalina que es depositada 

directamente en la base del saco del veneno. De este saco se continúa con el 

aguijón a nivel del bulbo (figura 13c). El aguijón se compone de tres partes: una 
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corteza o estructura externa y dos lancetas dentadas (figura 13a). El aguijón 

posee un conducto central por el que circula el veneno proveniente del saco; este 

conducto se abre permitiendo fa expulsión del veneno, la cual se debe a la 

estimulación nerviosa y al bombeo de las lancetas. El aguijón se encuentra 

encerrado por un par de palpos que sirven para probar la dureza de la superficie 

atacada y para detenninar su vulnerabilidad. El aparato vulnerante se completa 

con un par de placas oblongas, un par de placas triangulares y un par de placas 

cuadradas; todas estas estructuras participan en la mecánica del aguijón (figura 

13a; Mace, 1983; loirish, 1985; Morse y Hoope, 1985). 

e a} Aparato Vulncrantc Dendcu'"9 
Ob) Abdomen / 1>cn1iC\llDll 

Figura 13. a y e) Aparato vulneranlc de la abeja b) abdomen de Ja abeja (modificado de Lópe~ 1992). 

La sintesis de veneno aumenta progresivamente durante las 2 primeras 

semanas de la vida de las abejas obreras adultas, alcanzando sus valores 

máximos cuando ellas defienden el panal o forrajean. La síntesis del veneno 

disminuye confonne las abejas obreras envejecen. Las abejas reinas producen 
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mucho más veneno que las obreras, aunque su producción es más corta. En 

promedio, cada saco contiene de O. 15 a 0.30 mg de veneno. Al picar la abeja, su 

aguijón queda atrapado dentro de la piel, junto con el saco del veneno. músculos y 

el centro nervioso. Los dos últimos, continúan inyectándolo hasta que se completa 

su vaciado. Al retirarse la abeja, pierde esas partes de su cuerpo y muere dentro 

de las siguientes 24 horas (Schumacher y col., 1996). 

2.4.1.2.1 Caracterlsticas Físicas: El veneno producido por la abeja, 

recién extraido es un liquido transparente, con olor acentuado a miel, de sabor 

agrio y densidad aproximada de 1.1313 g/ml. Es soluble en agua y en soluciones 

ácidas, y casi insoluble en alcohol. Contiene del 12 al 30% de materia seca. Es de 

consistencia gomosa y de color amarillento, aunque a veces está oscuro debido a 

la fotooxidación de las aminas biogénicas histidina y triptofano (loirish, 1985; 

Shipolini, 1984). 

2. 4.1. 2. 2 Composición Qulmica y Obtención: El veneno está compuesto 

principalmente de péptidos, proteinas, enzimas, aminas, carbohidratos y llpidos 

(Tabla 6). Sin embargo, la composición del veneno varia según el método utilizado 

para la recolección (Akre, 1984). El método más recomendado para recolectar el 

veneno de muchas abejas es la estimulación eléctrica, el cual consiste en la 

aplicación de choques eléctricos de alta frecuencia que irritan a las abejas y 

provocan que piquen sobre una maya de nylon, que posteriormente se retira, se 

seca y se raspa el veneno que se ha depositado (Miao, 1983). La producción de 

veneno ha sido calculada por Schumacher en 147 ¡19 peso seco por abeja 

europea (Apis me/lifara; Schumacher y col., 1989). 
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Tabla 6. Contpoaición Quíntíca del Veneno de Abejas. 

"11pu dt.· Molt:"cul~ 

E:nsimaa 

PépUdoay 

Protein-

AmlDoAcldoa 

Cadtolddrato• 

Llpldoa 

< on1pont.•nle~ 

; a. Glucosidasa 
;. Fosfomonoesterasa ácida 
;... Fosfatasa Alcalina 
;. Hialuronidasa 
;o.. Lisofosfolipasa 
;.. Fosfolipasa A 2 

;. Adolapina 
;. Apamina 
; Melitina 
;o.. Pr-omehtina 
;. Péptido 401 (MCD) 
; Procamina 
;.. Secapina 
;... Tertiopina 

;. Acido p amino isobutlrico 
;. Acido y aminoburlrico 
;.... Otros 17 aminoácidos libres 

> Histamina 
> Serotonina 
> Dopamina 
> Norepinefrina 

;. Glucosa 
> Fructosa 

,..._ 
• % del Peso del Veneno Seco --- Sin datos 

(Tabla modificada de Shipolini, 1984; Dotimas y col., 1987) 

PVS 

:a,. 0.6 °/o 
;.. 1 °/o 
;. trazas 
..... 1.5-2 % 
;. 1 º/o 
:; 12 °/o 

;...Q.8% 
;. 3 o/o 
;.. 40-50 °/o 
;.. 1 o/o 
>-2% 
.... 1.4 º/o 
;... 0.5 º/o 
;... 0.1°/o 

;. 0.02 º/o 
:;... 0.04 o/o 
;. Trazas 

; 0.6-1.6% ,..._ ,..._ ,..._ 
:0--0.7% 
;o.9% 

»-5% 

Además de los componentes mencionados deben considerarse, las 

sustancias volátiles que no son detectadas en el veneno (porque se volatilizan al 

desecarse éste). entre las que se encuentran las feromonas de alarma. que son 

expulsadas por el insecto cuando pica (Mace, 1983). 

~ ... ~.~._ ........................... ~ ..................................... ~ ............................. .-47 D 



~,,.,,,.....,...,...,,,.....,..,..,...,.,.....,....,...,.,....,...,...,_,,...,...,..,.,,.. .... ...,..,.,......,,.,.mANTECEDENTES 
~ FACUL TAO DE QUIMICA, UNAM 

2.4.2 Toxicidad del Veneno de Abejas. 

Algunas de las proteínas que contiene el VA son tóxicas y otras son 

alergenos que también pueden causar Ja muerte a través de graves reacciones de 

hipersensibilidad de tipo l. El componente más alergénico es la fosfollpasa A2, 

mientras que la melitina es el más letal, pero no presentan un efecto sinérgico 

cuando se encuentran combinadas (Schmidt, 1995). Las principales reacciones 

tóxicas que aparecen después de recibir un piquete de abejas son vómito, diarrea, 

hipotensión, coma, hemoglobinuria y mioglobinuria, que pueden progresar hacia 

anuria y falla renal aguda (Schumacher y col.. 1996). Todas esas manifestaciones 

generalmente están asociadas a un shock anafiláctico provocado por la descarga 

de grandes cantidades de histamina y otras péptidos vasoactivos de las células 

cebadas, por lo que su utilización debe de hacerse bajo estricto control médico o 

previas pruebas de sensibilidad (Atkinson, 1995). La terapia existente para 

contrarrestar la letealidad del VA es de soporte y sintomática y se carece de un 

suero antiveneno de abeja para los humanos (Schumacher y col., 1996). 

En las personas que han sufrido múltiples picaduras y han muerto, se han 

realizado algunos cálculos aproximados que permiten estimar que la dosis media 

letal (DL50) para un adulto es de 2.8 mg/Kg de peso, por lo que 600 piquetes 

serian ya una dosis letal, mientras que una cantidad de 90 piquetes serla letal en 

el caso de un niño de 10 Kg (Schumacher y col., 1989). En los ratones, se han 

reportado 6 mg/Kg (Haberrnann, 1972) y 7.4 mg/kg (Chen y col., 1993) como las 

dosis letales. 

1ilti..J.,~ ............................................................................................................ 4s D 



~¡,....,.,,.....,...,,...,...,.....,.,... .... ,...,... .... ...,,......,...,..,.,..._,.,.,_,._.,....,.,,....., .... ..,ANTECEDENTES 
~ FACUL TAO OE OUIMICA, UNAM 

2.4.3 Propiedades Bioquímicas y Farmacológicas del Veneno de Abejas. 

Varios trabajos de investigación experimental publicados coinciden en 

señalar que tanto la melitina, como el veneno completo y la PLA2 pueden actuar, 

inespecificamente, sobre la competencia de las células del sistema inmune {Hyre 

y Smith, 1986; jutel y col., 1995). Además, a la apiterapia se le atribuye la mejoría 

de los pacientes alérgicos a este veneno y una modificación en la respuesta 

inmune de citocinas, que cambia del tipo-TH2 que es caracteristica de las 

personas alérgicas a otra predominante del tipo T H1. Estos resultados se han 

obtenido cuando se la ha estudiado en los linfocitos de la sangre periférica de los 

pacientes alérgicos a este veneno (Jutel y col., 1995, Bellinghausen y col., 1997; 

McHaugh y col., 1995). También se ha investigado el uso completo del veneno, en 

enfermedades como la artritis reumatoide y los resultados sugieren que la 

administración del veneno produce una mejorla de los slntomas articulares (Chang 

y Bliven. 1979; Eiseman y col .. 1982; loirish, 1985). En estudios sobre los 

componentes aislados del veneno de abeja se ha encontrado gran actividad 

farmacológica y bioqulmica, como se menciona a continuación: 

2.4.3 . .I Melltlna: Es el compuesto (polipéptido) más abundante del veneno. 

y representa del 40-50% del pvs, su peso molecular es de 2,840 daltones con 26 

aminoácidos. Boman y col. utilizaron un híbrido de melitina y demostraron que 

esta tenla efectos antibacterianos, como por ejemplo, sobre el estafilococo dorado 

(Staphylococcus aureus; Sornan y col. 1989). Otros investigadores encontraron 

que la melitina posee una actividad anticoagulante en los conejos (Lin y col .. 
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1983), también se reportó que estimula la secreción de la hormona luteinizante 

(Kiesel y col., 1987) y prolactina (Grandison, 1984), estas dos últimas en bovino. 

Además, tiene la capacidad de formar agujeros en las membranas de las células 

donde actúa, induciendo su lisis (González y col., 1997), y provocar vasodilatación 

al inducir la liberación de histamina por fas células cebadas y de serotonina por las 

plaquetas (Habermann, 1972). También aumenta la fagocitosis en ratones y cuyes 

(Kondo, 1986; Kondo y Kanai, 1986) e incrementa los niveles de glucocorticoides 

en plasma sanguineo (Dunn y Kiilion 1988a; Dunn y Killion 1988b), y 

recientemente se reporto que la melitina incrementa la expresión de los genes que 

codifican para el TNF-a y la COX-2 en macrófagos. aumentando la producción de 

eicosanoides (Ribardo y coi., 2002). 

2.4.3.2 Péptido 401 (MCD; Péptido Degranulador de Células Cebadas): 

Consiste en 22 residuos de aminoácidos. Representa el 2% del pvs, pero es 100 

veces más activo que la melitina, aunque ésta constituye aproximadamente el 

50% del veneno de abeja. A bajas concentraciones, el MCD provoca que los 

mastocitos liberen el contenido de sus gránulos, los cuales contienen 

principalmente sustancias proinflarnatorias como la histamina y neurotransmisores 

como la serotonina y la misma histamina, asi como también grandes cantidades 

de proteasas y de TNF-a (Leal-Berumen y col., 1996, Ziai y col, 1990), que 

pueden disminuir la presión arterial, al provocar vasodilatación y aumento de la 

permeabilidad capilar. Paradójicamente, al MCD también se le atribuye una alta 

actividad biológica anti-inflamatoria en lesiones edematosas (Banks, 1990; Hartter 
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y Martin, 1981), la cual ha sido comprobada en animales de laboratorio a los 

cuales se les induce previamente artritis mediante la inyección de adyuvantes 

(Chang y Bliven, 1979, Eiseman y col., 1982). Sin embargo, no se conoce el 

mecanismo por el cual el MCD ejerce su actividad anti-inflamatoria. 

2.4.3.3 Apamina: Representa el 3% del pvs y está formado por 18 

residuos de aminoácidos. En la actualidad se dispone de compuestos sintéticos 

llamados isoapaminas (Gmachi y Kreil, 1995). Su actividad biológica en el veneno 

es la de una neurotoxina, estimula las neuronas del SNC y puede provocar crisis 

de epilepsia (Habermann y Fischer, 1979). Además, tiene efectos inhibitorios en la 

estimulación nerviosa del músculo liso, al inhibir a los canales de K 1 ... , 

dependientes de Ca2
• (Habermann y Horváth, 1980 Marquéze y col., 1987). Sus 

receptores de alta afinidad se han identificado en el corazón de la rata, músculo 

liso e hígado, y en el Jleon de cobayo (Habermann y Fischer, 1979, Hugues y col., 

1982, Marquéze y col., 1987). 

2. 4. 3. 4 Adol•plna: Polipéptido que consiste en 103 aminoácidos (excepto 

treonina, metionina e histidina); representa el O.So/o del pvs. Su actividad muestra 

un amplio espectro en la inhibición de las enzimas proteoliticas de diferentes 

fuentes; pero no tiene efecto sobre la pepsina. La actividad sobre la tripsina y 

quimotripsina es del 50%. Recientemente se han aislado 2 compuestos, el H1 y 

H2 cuya composición de aminoácidos es muy semejante a la del inhibidor de 

proteasa. Es posible que el efecto del inhibidor de proteasa sea secundario a su 

actividad biológica real. No es tóxico en mamíferos (Shipolini, 1984). Otros 
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estudíos han revelado su potente actividad analgésica en el ratón, así como 

inhibidor de fa ciclooxigenasa y la lipooxigenasa, ambas enzimas se encuentran 

involucradas en la síntesis de eicosanoides (Shkenderov y Koburova, 1962). Este 

componente posee efectos farmacológicos como anti-inflamatorio y antipirético 

comprobados en pruebas con animales de laboratorio (Koburova y col., 1964; 

Koburova y col., 1965). 

2.4.3.5 Secapina: Péptido menos importante, que se encuentra en 

concentraciones menores de 1 º/o este componente se considera prácticamente no 

tóxico, produce hipoter-mia y sedación, su presencia en el veneno puede estar 

asociada con la actividad en el sistema nervioso central que se observa después 

de la picadura (Shipolini, 1964). 

2. 4. 3. 6 Fos'°l/pasa Az: Representa aproximadamente el 12% del pvs y su 

peso es de 15,600 daltones con 134 aminoácidos. Es un poderoso alergeno 

(Shipolini, 1964). Libera los ácidos grasos (AA) de los fosfolipidos de las 

membranas celulares, los cuales, a su vez dan origen a moléculas como 

prostaglandinas, Tromboxano y Leucotrienos. Conforme algunos investigadores, 

incrementa la permeabilidad capilar, disminuye la presión sangulnea, causa la 

contracción de la musculatura lisa y puede causar toxicidad en tejidos (Piek, 

1964). También estimula la liberación de prolactina y hormona luteinizante en 

bovinos (Grandison, 1984; Kiesel y col., 1967). 
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2. 4. 3. 7 Hialuronidasa: Su peso es de 35,000 a 40,000 daltones: 

representa del 1.5 al 2°/o del pvs y contiene 7.5%, de carbohidratos. Alcanza su 

máxima concentración en el saco del veneno a los pocos días de haber emergido 

(5-7 días), y puede permanecer asl durante toda su vida (Shipolini, 1984; Kemeny 

y col., 1984). Se trata de una enzima que rompe el ácido hialurónico de la matriz 

extracelular en tetra y hexasacáridos. con lo cual podrfa iniciarse la expansión del 

daño tisular que causaría la presencia del veneno de abeja en cualquier tejido 

(Gmachi y Kreil, 1993). 

2. 4. 3. 8 Lisofosfolipasa: Representa el 1 % del pvs; su peso es de 22,000 

Daltones. Su actividad óptima es a un pH de 9. Contiene 2.6% de azúcares. Esta 

enzima tiene efecto inhibitorio en la actividad de fosfolipasa A 2 (Shipolini, 1984). 

2.4.3.9Histamina: Es la amina biogénica más frecuente en el veneno, con 

un peso molecular de 11,000 daltones. Ausente en la abeja recién emergida, se va 

incrementando con la edad llegando a alcanzar su máxima concentración entre los 

35-45 dias. Representa del 0.6-1.6º/o del pvs. Su toxicidad en mamiferos varia un 

poco, según el individuo. La toxicidad de la histamina en invertebrados sólo se ha 

reportado en abejas obreras (30 ng). La histamina se considera como un agente 

activo muy poderoso que causa un rápido descenso en la presión sanguínea, 

produce dilatación y aumento en la permeabilidad capilar, asi como la sensación 

de dolor, se considera que su presencia en el veneno puede tener un papel 

importante en la liberación de catecolaminas del organismo (Shipolini, 1984). 
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2.4.4 Usos y Aplicaciones del Veneno de Abejas 

Al igual que otros productos de las abejas. el veneno ha sido utilizado en la 

medicina tradicional de Europa, Asia y África desde épocas remotas, de una 

manera empírica en el tratamiento de varias enfermedades. Sin embargo, no es 

sino hasta finales del siglo XIX y principios del XX cuando comenzaron a 

difundirse más ampliamente las observaciones clinicas realizadas con pacientes. 

Por ejemplo, la miel de abeja, aplicada sobre las úlceras de la piel, parece mejorar 

las infecciones y acelera la cicatrización de los tejidos, la inyección de pequeñas 

dosis del veneno de abejas ayuda a desensibilizar a las personas alérgicas. 

principalmente las ocupacionalmente expuestas, la aplicación tópica de ungüentos 

que contienen extractos del veneno son utilizados por algunos terapeutas como 

una medicina alternativa para disminuir la inflamación y el dolor de las personas 

con artritis o para reducir el progreso de las lesiones neurológicas en la esclerosis 

múltiple. En la actualidad se ha corroborado científicamente que el uso del veneno 

completo y sus componentes aislados son benéficos en el tratamiento de algunos 

padecimientos de humanos como la artritis. El trabajo cllnico ha sido respaldado 

con experimentos de laboratorio, los cuales validan, en buena medida, su uso 

(Chang y Oliver, 1979; Hartter y Martín, 1981; Eiseman y col., 1982; Shkenderov y 

Koburova, 1982; loirish, 1985; Koburova y col., 1985; Banks. 1990). loirish reporta 

muchas de las prácticas terapéuticas que se han llevado a cabo en clínicas de la 

Unión Soviética, y menciona que se han tenido resultados alentadores en 

problemas como iritis (loirish, 1985); sin embargo en el presente los trabajos sobre 

estos usos son muy escasos. 
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.._ Estudiar el efecto que tiene el veneno de abejas sobre la producción de 

citocinas pro- y anti-inflamatorias. 

;... Conocer el efecto de la inyección intra-articular de lipopolisacárido (LPS) sobre 

la producción de las citocinas IL-6 e IL-1 en el suero de ratones. 

» Conocer el efecto del tratamiento con veneno de abejas sobre la concentración 

de la IL-6 e IL-1 en el suero de ratones. 

» Conocer el efecto de la administración oral de una dosis de indometacina sobre 

la concentración de la IL-6 y de la IL-1 en el suero de ratones. 
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:: : ·: : ::: :: ::: . : ' ·: . 
Se ha comprobado experimentalmente que el veneno de abeja ha tenido 

buenos resultados en el tratamiento de enfermedades de tipo inflamatorias como 

es el caso de la artritis reumatoide, por lo que se espera que el Veneno de Abejas 

administrado por vía subcutánea en ratones a los que previamente se les indujo 

una respuesta inflamatoria con LPS, tenga efecto sobre la producción de citocinas 

de la siguiente manera: 

,.. La administración subcutánea de veneno de abejas. debe aumentar la 

concentración de las citocinas anti-inflamatorias, como es el caso de la IL-6. al 

mismo tiempo que va a disminuir la concentración de las citocinas pro-

inflamatorias. como es el caso de la IL-1, en el suero de ratones. 

Por lo que respecta a la administración de la indometacina los antecedentes 

teóricos no nos permiten hacer una mejor predicción, pero tratándose de un anti-

inflamatorio no esteroide esperamos que: 

::;;.. La administración de indometacina, debe disminuir la concentración de IL-1 

(citocina pro-inflamatoria), pero debe aumentar la concentración de la IL-6 

(citocina anti-inflamatoria), en el suero de ratones. 
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5.1 Animijes. 

Se utilizaron 45 ratones machos CBA/Ca de 4 meses de edad con un peso 

corporal promedio de 25 g, provenientes del bioterio de la FES-Zaragoza de la 

UNAM. Se mantuvieron en cajas de policarbonato con rejillas de acero inoxidable. 

en un cuarto con filtración de aire y ciclos de 12 horas de luz/oscuridad, 

comenzando a las 6 de la mañana. A todos los animales se les permitió el libre 

acceso a comida (Harlam) y agua. Para el empleo y manejo de los ratones se tuvo 

en cuenta los procedimientos recomendados en las Guias de Consulta para el 

Cuidado y el Uso de Animales de Experimentación (Zimmermann, 1983). 

!5.2 Fármacos Í Sus1'ancias. 

¡;.. Lipopollsac:iridos. Solución estéril de LPS de Eschericha coli (Sigma), 

administrados intra-articularmente en las rodillas de los ratones (50 ng en e/u). 

¡;.. Veneno de abejas. Una solución estéril de VA (Sigma) en SSI, 

administrados via SC, a una dosis de 1.0 mg/Kg de peso corporal. 

¡;.. lndometacina. Una solución estéril de indometacina (Sigma) en 

SSlfTween-20, administrados via oral, a una dosis de 3 mg/Kg de peso corporal. 

Nota: ver en el apéndice soluciones y reactivos. 
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5.3.1 Inducción de la Respuesta lnffamatoria. 

Para estudiar el efecto del veneno de abejas y la indometacina sobre la 

producción de IL-6 e IL-1, se ocuparon 45 ratones machos CBA/Ca de 4 meses de 

edad, los cuales fueron divididos en tres grupos de 15 animales cé'da uno. Al 

primer grupo (LPS) se le provocó una respuesta inHamatoria, aguda, en las 

articulaciones de las rodillas mediante la inyección de una sola dosis (50 ng en 

cada articulación, en un volumen de 5 µI) de lipopolisacaridos (LPS) bacterianos, 

el primer dia de experimentación. El segundo grupo (SSI) recibió una dosis diaria 

(5 µI) de una solución salina isotónica (SSI) estéril, durante dos días seguidos en 

cada rodilla. El tercer grupo (NADA) estuvo formado por ratones que no reciben 

inyección alguna. Estos dos últimos grupos constituyeron los grupos control del 

experimento. 

5.3.2 Tratamiento con Veneno de Abejas e lndometacina. 

Cada uno de los tres grupos formados anteriormente se dividió en 3 

subgrupos de 5 ratones cada uno, según el agente anti-inflamatorio recibido. Así, 

el primer tratamiento consistió en la inyección de dos dosis de una solución de 

veneno de abejas (1 mg/Kg de peso/dosis) por vía subcutánea, a todos los ratones 

de los subgrupos I LPS, I SSI y I NADA. En el segundo tratamiento se 

administraron dos dosis de indometacina (INDO) por via oral (3 mg/Kg/dosis), a 
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todos los animales de los subgrupos JI LPS, JI SSI y JI NADA. El tercer subgrupo 

de ratones (111 LPS, 111 SSI y 111 NADA) no se les dio tratamiento adicional 

alguno. 

5.3.3 Obtención de la Muestra de Sangre y Separación del Suero. 

Después de 24 horas de la inyección intra-articular se anestesió a los 

ratones con éter y se obtuvo sangre por el seno orbital, después de lo cual se 

sacrificó cada ratón por dislocación cervical. La sangre obtenida de cada ratón se 

dejó coagular una hora a temperatura ambiente y luego se centrifugó a 1000 rpm 

en una centrifuga clínica, durante 10 minutos. Después se separó el suero y se 

guardó en viales (Eppendorf) que fueron guardados en un ultracongelador 

(REVCO) a -72°C, hasta que se cuantificó en cada uno de ellos la concentración 

de las interleucinas 1 y 6 por el método de ELISA-sandwich. 

5.3.4 Cuantificación de Citocinas por ELISA .. Sandwich"-

S.3.4.1 Cuantificación de IL-6. La cantidad de IL-6 en suero de ratón se 

determinó empleando la técnica de ELISA-sandwich (Crowther, 1995), la cual 

consistió en: 

1.- Adición del primer anticuerpo o anticuerpo de captura. El primer 

anticuerpo monoclonal (mAb) anti IL-6 murina se diluyó a 2 µg/ml en el buffer de 

NaHC03 (J.T. Baker) 0.1M, a pH de 8.2, tapándose la microplaca EIA (Costar) y 
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dejándose que se adhirieran los anticuerpos a la microplaca. incubando a 4°C 

durante toda la noche. 

2.- Bloqueo. Al dia siguiente se lavó la placa 3 veces con PBSfTween-20 y 

se bloqueo con 100 ul de albúmina sérica bovina al 3% (para bloquear el ligando 

no especifico), por dos horas. 

3.- Estándar v muestras. Al término de este tiempo se volvió a lavar la 

placa 4 veces con la solución de lavado y luego se agregaron en los pozos 

correspondientes 100~11 del estándar de IL-6 recombinante, murina, por duplicado 

a diluciones 2X (para la curva patón) y luego, en los respectivos pozos se añade 

cada muestra de suero (50 µI); éstas últimas diluidas 1 :2 en PBSIBSA al 1 %, 

incubándose la placa de nuevo toda la noche a 4°C. 

4.- Segundo anticuerpo monoclonal biotinilado. La placa se lavó 6 veces 

con la solución de PBSfTween-20 y en seguida se adicionaron 100 µI del mAb anti 

IL-6, murina, biotinilado, diluido a 1 µglml en PBSIBSA. La placa se cubrió y se 

dejó incubar a temperatura ambiente por una hora. 

5.-Solución de estreptoavidina peroxidasa (S-HRPJ. Después de lavar 6 

veces la placa con la solución de lavado, se agregó a cada pozo 100 µI de esta 

enzima (diluida 1 :4,000) y dejando a temperatura ambiente por 45 minutos. 

6.- Añadir el substrato de la peroxidasa fABTSJ. La placa se lavó 8 veces 

más y luego se adicionaron 100 µI sustrato de la enzima, tapando la reacción de la 

luz. La placa se incubó por 15 minutos más, después de los cuales la reacción se 

detuvo con dimetilformamida en agua, al 50%. 
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7.- Lectura de la DO. La densidad óptica de las diluciones del estándar y de 

las muestras problema se leyó a una longitud de onda de 405 nm, en el lector de 

placas para ELISA (Dynex). La cuantificación de la interleucina 6 en suero se 

calculó interpolando los valores de las absorbancias registradas para cada 

muestra en su curva patrón correspondiente. 

5.3.4.2 Cuantificación de /L-1p. Para determinar la cantidad de IL-1 en el 

suero de los ratones de este experimento se utilizó también la técnica de ELISA-

sandwich, con un kit comercial (R&D Systems) en el que el anticuerpo de captura 

ya se encontraba adherido a la superficie de los pozos de la placa. Sólo se 

agregaron el estándar diluido (desde 500 hasta 15 pg/ml, en diluciones seriadas 

2X) y las muestras de suero, diluidas 1 :2, como en el caso anterior, incubándose 

por dos horas. Después, la placa se lavó 5 veces con la solución de lavado y luego 

se agregó el segundo anticuerpo biotinilado, marcado con fosfatasa alcalina, 

dejándose incubar durante una hora. Al finalizar este periodo de tiempo, la placa 

se lavó 10 veces más y se le agregó el sustrato de la enzima (Reactivo color; R&D 

Systems) a cada uno de los pozos. Después de incubar por 20 minuto, la reacción 

se paró con ácido clorhldrico diluido (R&D Systems) y se hizo la lectura de la O.O. 

a 450 nm en el mismo lector de ELISA (Dynex). La cantidad de IL-1 en los sueros 

problema se obtuvo mediante la interpolación de los valores de la O.O. de cada 

muestra en la curva patrón. 

Nota: ver en el apéndice soluciones y reactivos . 

. ~-~ 
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Los resultados obtenidos se expresan como el promedio ± el error estándar 

de la media aritmética de al menos 5 ratones por cada grupo. Con los datos 

obtenidos se hicieron gráficas mediante el programa Prism 3.0. que muestran la 

relación del efecto del veneno de abejas y la indometacina sobre la producción de 

JL-6 e IL-1, donde las concentraciones de dichas citocinas se expresan en pg/ml. 

Finalmente se realizó un análisis estadlstico de varianza (ANOVA) seguido 

de una prueba de Tukey con el programa SigmaStat 2.03, para determinar si las 

diferencias entre los distintos tratamientos son significativas o no. una p < 0.05 se 

considero significativa. 

Para estudiar el efecto del veneno de abejas y de la indometacina sobre la 

producción de IL-6 e IL-1 en suero se indujo una respuesta inflamatoria aguda en 

las articulaciones de la rodilla de un grupo de ratones, mediante la inyección de 

una sola dosis de LPS. Cuarenta y cinco ratones machos CBNCa de 4 meses de 

edad se dividieron en 3 grupos de 15 animales cada uno, según el tipo de 

inyección intra-articular que se les aplicó. El grupo 1 recibió una sola dosis de LPS 

el segundo día del experimento, al grupo 11 se le inyectó SSI estéril (una dosis 

durante el 1er y 2o día de experimentación) y el grupo 111 no recibió inyección 

alguna. Estos tres grupos fueron divididos a su vez en 3 subgrupos de 5 animales 

-- ·-
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cada uno, de acuerdo al tratamiento anti~inflamatorio administrado. El grupo VA 

recibió 2 inyecciones subcutáneas de veneno de abejas, al grupo INDO se le 

administró una solución de indometacina. por via oral, durante dos dlas seguidos y 

el grupo NADA no recibió tratamiento. Al tercer dla de iniciado el experimento se 

sacr-ifica cada ratón y se obtiene su sangre. se separa el suero y se guarda en 

REVCO a -72ºC. Por ultimo, se cuantifica la concentración de las lnterleucinas 1 y 

6 en suero por ELISA-sandwich y con los valores obtenidos de cada experimento 

se realizó un análisis estadístico para determinar si existen diferencias 

significativas entre los distintos tratamientos aplicados. 
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Diagrama del Diseño Experimental: 

LPS (vla lntni· 
•tttcularJ 

SSI (vla lntni· 
articular) 

S.C:rtfle.9r • foe ratonee. obtener .. "11,. y 
-s-nir .. euero 

NADA(•ln 
lny9Cclón) 

Cu•ntlflcar IL~ en au.ro 
med~n•EUSA....,nctwic:h 

Cuanurtc. IL-111 en •uen> 
...et ...... EUSA4.andwtch 

An.011•1• ~ .. dlallco de loa ...-..... :_1 

Figura 14. Diagrama del diser1o experimental: VA= administración de veneno de abc.ia por via subcutánea 
INDO= administración de indomctacina por via oral; NADA = sin administracicm o untamiento. 
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-- : .: : ] W. RESULTADOS. 

[ z.1 Resul~ados para :IL-6 ] 
;¡.. Efecto de la administración de Lipopo/isacaridos. 

La administración intra-articular de LPS en los ratones produjo una 

disminución significativa (p < 0.05} en la concentración de IL-6 en suero de los 

ratones, tanto en los animales sin tratamiento como en los que hablan recibido 

veneno de abejas o indometacina. como se puede observar en las primeras 

columnas de las graficas 4. 5 y 6. 

;¡.. Efecto de la administración de lndometacina. 

La administración de dos dosis de indometacina por vía oral. después de 

haber estimulado una respuesta inflamatoria en las rodillas de Jos ratones, y 

después de Ja administración de SSJ y también en Jos ratones control, redujo muy 

significativamente (p < 0.001, 0.01, 0.001 respectivamente) Ja concentración de Ja 

IL-6 en el suero. Este efecto se hace evidente en las graficas 1, 2 y 3. 

:;.. Efecto de la administración de Veneno de Abejas. 

La concentración de IL-6 en el suero de ratón, se vio aumentada 

significativamente (p < 0.05) por Ja administración del VA. pero solo cuando se 

estimuló una respuesta inflamatoria. como fue el caso de Ja inyección intra-

articular de LPS y SSI (graficas 1 y 2). Pero la concentración de IL-6 no se 

modificó en los ratones tratados con VA que no recibieron alguna inyección intra-

articular y que por lo tanto no desarrollaron una respuesta inflamatoria (grafica 3) . 
. -··""'-
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Gráfica l. Gráfica que muestra el efecto de los tres diferentes tratamientos: veneno de abeja. 
lndomctacina y sin tratamiento. sobre la concentración de IL-6 en pg/ml. en suero de ratón. previa 
inducción de una respuesta inflamatoria mediante una in~·ccción de lipopolisacaridos vía intra­
anicular en las rodillas de los ratones. 
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Gráfica 2. Gráfica que muestra el efecto de los tres diferentes tratamientos (veneno de abeja. 
lndomctacina y sin tratamiento) sobre la concentración de JL-6 en pglml en suero de ratón. previa 
administración de solución salina isotónica (SSI) por vía intra-articular. 
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Gráfic11 3. Gráfica que muestra el efecto de la administración de veneno de abeja (V A) por via 
subcutánea~ indometacina (INDO) por vía oral y sin administración de tratamiento (NADA) sobre Ja 
concentración de IL-6 en pg/ml en suero de ratón. sin haber provocado una rcspucsla inflamatoria 
(sin in,.·ccción intra-articular). 
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Gráfica 4. Gráfica que muestra el efecto de la administración de lipopolisacaridos (LPS) por via 
intra-articular. solución salina isotónica (SSI) por ''ia intra-añicular y sin administración (NADA) 
sobre la concentración de IL-6 en pg/ml en suero de ratones que no recibieron tratamiento de veneno 
de abeja ni de indomctacina. 
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Gráfica S. Gráfica que muestra el efecto de la administración de veneno de Abeja (V A) por vía 
subcutánea~ sob.-c la conccnuación de IL-6 en pg/ml en suero de ratón9 previa administración de 
lipopolisacaridos (LPS) por vía intra-articular, solución salina isotónica por vfa intra-anicular (SSI) 
y sin inyección o administración (SIN). 
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Gráfica 6. Gráfica que muestra el efecto de la administración de indometacina (INDO) por vía oral
9 

sobre la concentración de IL-6 en pg/ml en suero de ratón, previa administración de 
Jipopolisacaridos (LPS) y de solución salina isotónica? ambas por vía intra-anicular (SSI) y sin 
inyección o administración (SIN) . 
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6.2 Análisis Estadístico W J:L-6 

... , •••• ,, I ·•· 
,,,,,.,1 .. 

LPS 
(l.ipopoliaacaridos) 

SSI 
(solución Salina 

Isotónica) 

INDO 
(lndomel8clna 

\119 Oroll) 

NADA 
(Ning(ln 

TratamNJnto) 

w 

T•bl• 7. Resulta~ E•t•dlsticos P•,.. IL-6. 

-VA 11 
INDO 11 
NADA 11 254.7 ± 53.7 

VA 11 1142 ± 77.5 

INDO 11 314.3 ±26.6 

NADA 11 943.0±37.7 

VA 11 1665±82.3 

SIN 1165 ± 82.3 

LPS 161.8 ± 28.1 

SSI 314.3±26.6 

SIN 470.3±92.1 SI 

LPS 254.7 ± 53.7 PS 

SSI 943±37.7 

SIN 1585 ±69.1 
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:: :: :J 
:- Efecto de la administración de lndometacina. 

La administración de dos dosis de lndometacina por vía oral. redujo 

significativamente (p < 0.05) la concentración en suero de IL-1í\, pero únicamente 

cuando se estimuló una respuesta inflamatoria, este efecto se puede observar en 

las graficas 7 y 12, pero la administración de lndometacina no tuvo efecto cuando 

se administró previamente SSI y cuando na recibieron inyección alguna los 

ratones control (graficas 8 y 9 respectivamente). 

:o- Efecto de la adtninistración de Veneno de Abejas. 

Las dos dosis de veneno de abeja en los ratones por vía subcutánea no 

afectaron en ningún tratamiento la concentración de IL-1p en el suero del ratón, 

esta observación se hace evidente en las graficas 7, 8 y 9. 

:o- Análisis Estadistica de /os n1sultados. 

Todos los resultados obtenidos tanto de IL-1p como de IL-6 fueron 

analizados estadísticamente para comprobar si las diferencias encontradas eran o 

no significativas mediante un análisis de varianza (ANOVA), seguida de otra 

prueba estadística complementaria a ANOVA (prueba de Tukey) que compara 

cada uno de los tratamientos. una p < 0.05 se considero significativa. Los 

resultados estadísticos se muestran en las tablas 7 y 8. 
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Gráfica 7. Gráfica que muestra el efeclo de los tres diferentes tratamientos: veneno de abeja. 
indometacina y sin tratamiento. sobre la concentración de IL-JJ3 en pg/ml en suc.-o de ratón. previa 
inducción de una respuesta inOamatoria mediante una inyección de lipopolisacaridos vía intra­
articular en las rodillas de los ratones. 
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Gr1ífict1 11. Gráfica que muestra el cfcclo de los tres diferentes tratamientos (veneno de abeja. 
indL1metacina y sin tratamiento) sobre la concc:ntración de IL:·1 J3 en pg/ml en suero de ratón. previa 
administración de solución salina isotónica (SSI) por vía intra·articular. 
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Gráfica 9. Gráfica que muestra el efecto de la administración de veneno de abeja (VA) por vía 
subcután~ indometacina (lNDO) por vía oral y sin administración de tratamiento (NADA) sobre la 
concentración de IL-IP en pg/ml en sucr-o de ratón~ sin haber provocado una respuesta inflamatoria 
(sin inyección intra-articular). 

20 

~ 
~15 
e ... ¡: 10 

:¡¡ 

Ratones sin tratamiento de 
INDO o VA 

LPS SSI SIN 

Inyección lntra-artlcular 

c::::J Lipopolisacaridos 

- Solución Salina Isotónica 

1'Z'ZZZ11 Sin Inyección 
intra-articular 

Gráfica .JO. Gráfica que muestra el efecto de la administración de lipopolisacaridos (LPS) por ,,.¡a 
intra-articular~ solución salina isotónica (SSI) por vía intra-articular y sin administración (NADA) 
sobre la concentración de IL-1 P en pglml en suero de ratones que no recibieron tratamiento de 
veneno de abeja ni de indometacina . 
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Gráfica 11. Gráfica que muestra el ef"ecto de la administración de veneno de Abeja (VA) por vía 
subcutánea .. sobre la producción de IL-1 '3 en pg/ml en suero de ratón. previa administración de 
lipopolisacaridos (LPS) por via intm-articular. solución salina isotónica por vía intra-articular (SSI) 
y sin inyección o administración (SIN). 
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Gráfica 12. Gráfica que muestra el efecto de la administración de indometacina (INDO) por vía oral. 
sobre la producción de IL-IJ3 en pglml en suero de ratón. pre•ia administración de lipopolisacaridos 
(LPS) y de solución salina isotónica. ambas por vía intra·articular (SSI) y sin inyección o 
administración (SIN) . 
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Tabla B. Resultados Estadísticos pa,. IL-1p. 

LPS 
(Upopollsacaridos) 

SSI 
(solución Salina 

Isotónica) 

INDO 

NADA 

VA 

INDO 

NADA 

VA 

11 
11 
11 
11 
11 

11 1 ¡ 1 1'- 11il 1 1' •• 1 1 , , 1·' ' 1,.¡,,, 
I' '' 1 '' 

15.8 ± 0.37 VAvslNDO p<0.05 

12.2 ± 0.37 INDOvsNADA p < 0.05 

15.2 ± 0.32 NAOAvsVA p>0.05 

16.0 ± 0.44 VAvslNDO p>0.05 

17.4 ± 0.40 INOOvsNADA p>0.05 

15.4 ± 0.67 NAOAvsVA p>0.05 

14.8 ± 0.48 VAvslNOO p>0.05 

15.2 ± 1.59 INDOvsNADA p>0.05 
SIN -

(Slnl~lntra-l~:=:=:IN:D:O:=:==l'~'====:=:=:=:=:=::;lili=::==:=:=:=:=:=:=:=:=:=:=:=~ 
NADA 14.5 ± 0.50 NAOAvsVA p>0.05 

11 1 ., 11.!1 

1 ' ' ' 

LPS 37 LPSvaSSI p>0.05 
VA 

11 (V-de Abeja SSI 16.0 ± 0.44 SSI vsSIN p>0.05 
VI•-) 

SIN 11 14.8 ± 1.48 SIN vsLPS p>0.05 

LPS 11 12.2 ± 0.37 LPSvsSSI p<O.O'I 
INDO 

(lndometacina SSI 11 17.4 ± 0.40 SSI vsSIN p>0.05 
Vla Oral) 

SIN 11 15.2 ± 1.59 SINvsLPS p<0.05 

LPS 11 15.2 ± 1.32 LPSvsSSI p>0.05 
NADA 
(NingUn SSI 11 15.4 ± 0.67 SSI vsSIN p>0.05 

Tratamiento) 

SIN 11 14.4 ± 0.50 SIN vs LPS p>0.05 
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El proceso inflamatorio es extremadamente complejo. pero sabemos que su 

activación es beneficiosa al menos que se pierda su control o se prolongue su 

duración. En estos casos, la respuesta inflamatoria puede aumentar la destrucción 

tisular inicial y provocar la aparición de enfermedades secundarias. Además. 

algunos autores (Sánchez y Matees, 19g9¡ han calculado que en casi dos tercios 

de la totalidad de las enfermedades intervienen mecanismos patogénicos propios 

de la respuesta inflamatoria. Es por esto que las enfermedades asociadas a 

reacciones inflamatorias son un problema de salud pública muy común hoy en día. 

Una vez que la respuesta inflamatoria se ha vuelto crónica, se convierte en 

un problema clinico grave que es necesario reducir. Actualmente se cuenta con 

diferentes procedimientos anti-inflamatorios, pero la administración de AINES es el 

recurso más utilizado. Desafortunadamente el uso de medicamentos que 

contienen dichos fármacos tiene efectos colaterales graves. Según los datos 

obtenidos del estudio ARAMIS, se estima que el consumo de AINES en los 

Estados Unidos genera entre 100,000-200,000 hospitalizaciones al ano y entre 

10,000-20,000 muertes en el mismo periodo (Singh y Ramey, 1997; Silverstein, 

19g8), es decir más muertos que los producidos por asma, cáncer cervical y 

melanoma maligno juntos (Singh y Ramey, 1997; Singh, 1998). Como una 

consecuencia, las autoridades de salud han exigido que todos los AINES en ese 

país lleven una leyenda de aviso en el cartonaje. 

Actualmente, una cantidad muy grande de personas enfermas con artritis 

recurren regularmente a las inyecciones intradérmicas de veneno de abejas como 
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una alternativa empírica para disminuir la inflamación y el dolor. Aparentemente, 

de estas medidas terapéuticas empíricas se han obtenido resultados que algunos 

autores consideran alentadores (Chang y Oliver, 1979; Eiseman y col., 1982; 

Thomsen y col., 1983; loirish, 1985; Yiangou y col., 1993). Sin embargo no se 

conocen exactamente los mecanismos a través de los cuales el VA puede inducir 

una mejoria en enfermedades de tipo inflamatorio. Esta situación fue contemplada 

por nosotros en el momento de proponer el presente trabajo de tesis. 

De acuerdo a la bibliografia revisada, existen trabajos (Vick y Shipman, 

1972; Couch y Benton, 1972) en donde los efectos anti-inflamatorios del VA se 

atribuyeron a su capacidad para estimular la producción y aumentar la 

concentración sanguinea de cortisol. Como esta hormona tiene efectos anti-

inflamatorios, se ha propuesto que la actividad biológica del VA se ejerce a través 

del cortisol. Posteriormente, otros autores (Banks, 1990; Billingham, 1973; Hartter 

y Martín, 1981) observaron que un polipéptido conocido como factor 

desgranulador de las células cebadas (MCD) es el componente del VA 

responsable de esta actividad anti-inflamatoria. Algunos resultados sugieren que 

sus efectos anti-inflamatorios se deben a la inhibición de la sintesis de algunas 

moléculas pro-inflamatorias conocidas, como las prostaglandinas, pero esto aun 

no ha sido confirmado. Paradójicamente, el factor MCD tiene un claro efecto pro-

inflamatorio desde el momento que induce la desgranaulación de los mastocitos, 

liberando el contenido de sus gránulos, los cuales contienen principalmente 

sustancias pro-inflamatorias como la histamina (Leal-Berumen y col., 1996, Ziai y 

col, 1990). En los últimos años se han publicado resultados experimentales que 

han permitido proponer varios mecanismos que tratan de explicar los efectos anti­
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inflamatorios del VA. Algunos autores (Rekka y Kourounakis, 1990) sugieren que 

el VA es anti-inflamatorio porque in vitro se han observado que inhibe la sintesis 

de la IL-1. conocida citocina pro-inflamatoria. Pero en general se han publicado 

muy pocos trabajos que investigan los mecanismos por los cuales el VA puede 

influir sobre el sistema inmune y más concretamente, sobre la producción de las 

citocinas pro- y anti-inflamatorias. 

En el presente estudio se trató de conocer el efecto de la administración in 

vivo del veneno de abeja sobre la producción de algunas citocinas que participan 

en la respuesta inflamatoria. Las citocinas estudiadas fueron la IL-6 (interleucina 

anti-inflamatoria) y la IL-1P (interleucina pro-inflamatoria). La concentración de 

estas dos citocinas se estudió en el suero de ratones, después de haber 

estimulado una respuesta inflamatoria en las rodillas de los ratones mediante una 

inyección intra-articular de una sola dosis de lipopolisacáridos de E. coli. Como un 

medicamento control de efectos anti-inflamatorios conocidos, se utilizó la 

indometacina, la cual fue administrada por vla oral en otro grupo de animales 

control, a los mismos tiempos que los ratones sujetos del experimento reciblan la 

administración de Veneno de Abeja. 

Los resultados obtenidos bajo las condiciones de este experimento, 

muestran que la administración de dos dosis de INDO por vla oral, disminuyen la 

concentración de IL-6 en suero de ratón, independientemente de que éstos hayan 

sido o no inyectados intra-articularmente con LPS. Este primer resultado es 

evidente en las gráficas 1, 2 y 3. Sin embargo, en la Gráfica 6 se puede observar 

que ese efecto de la INDO es más evidente en los ratones que hablan sido 
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inyectados con el LPS. posiblemente debido a un sinergismo entre estas dos 

sustancias. La observación de que la INDO disminuye la producción de IL-6 no es 

algo nuevo, ya otros autores habían referido que Ja INDO reduce la producción de 

JL-6 e JL-10, las cuales son dos citocinas anti-inflamatorias (Bour y col., 2000), 

mientras otros autores han encontrado que la INDO reduce también los niveles de 

la JL-1 Ra (antagonista del receptor de JL-1; Bessler y col., 2002). Estos dos 

resultados publicados recientemente se pueden considerar como paradójicos o 

contradictorios, ya que sugieren que Jos efectos de Ja INDO son pro-inflamatorios y 

por tanto inducen más a la inflamación. Sin embargo, esta impresión inicial queda 

borrada por los resultados de trabajos que probaron, como la administración de 

INDO también disminuye la producción de otras moléculas que tienen un claro 

efecto pro-inflamatorio, como la IL-1 y las prostaglandinas. En la Gráfica 7, se 

muestra como nuestros resultados coinciden en que la INDO disminuye Ja 

producción de IL-1, pero este efecto solo se dio en animales que hablan sido 

inyectados intra-articularmente con LPS y que consiguientemente hablan 

desarrollado una respuesta inflamatoria en las rodillas, ya que nuestros ratones 

sanos no modificaron sus niveles de IL-1 en suero después de haber recibido 

indometacina (Graficas 7, 8 ,9 y particularmente la gráfica 12). 

Estos resultados coinciden con Jos obtenidos por los investigadores Bour 

(Bour y col., 2000), Du (Du y col., 1999), Tanaka (Tanaka y col .. 1998) y Murakami 

(Murakami y col., 1999) pero contradicen a los obtenidos por Rainsford y Sirota 

(Rainsford y col., 1997; Sirota y col .. 2000). Sin embargo, es muy dificil establecer 

comparaciones entre los valores obtenidos por nosotros y los que se encuentran 

en los trabajos mencionados, porque en lodos los casos se trabajó sobre modelos 
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experimentales diferentes. Aun más. en los mismos trabajos de investigación 

antes mencionados, no se puede establecer una correlación que explique las 

diferencias en dichas publicaciones, ya que en todos los estudios, hay al menos 

un experimento tanto in vivo como in vitro y/o en animales como en humanos, lo 

que sugiere que estas variables no intervienen o explican los diferentes resultados 

encontrados, posiblemente una de las variables que podria explicar las 

discrepancias encontradas, son las condiciones experimentales, lo que justifica en 

cierta forma el diseño de nuevos experimentos sobre la respuesta inflamatoria y 

sus tratamientos, para explorar la producción de citocinas que intervienen en el 

proceso inflamatorio, como se hace en el presente trabajo de tesis. 

Ahora bien, independientemente de que nuestros resultados coincidan o no 

exactamente con los de otros autores que también han observado el efecto de la 

indometacina sobre la produ=ión de la IL-1 e IL-6, resulta interesante destacar 

que solamente dos dosis de este anti-inflamatorio (3 mg/Kg/dosis). reducen muy 

significativamente la producción de la IL-6, este resultado es importante porque la 

IL-6 se encuentra implicada en otros procesos fisiológicos importantes, como por 

ejemplo; el estimular la producción normal de células sangulneas (Leary y col., 

1988), por lo que se considera que una marcada disminución de la citocina IL-6, 

es desfavorable para el organismo. 

Por otra parte se observó que la administración de solamente dos dosis de 

VA (1mg/Kg/dosis) por vla subcutánea, aumenta la producción de IL-6. lo cual es 

un efecto completamente contrario al causado por la indometacina. Estos 

resultados se presentan en las Graficas 1 y 2. Pero conviene aclarar que este 

efecto del VA solamente se observó siempre y cuando el ratón haya recibido una 
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estimulación inflamatoria como es el caso de la inyección intra-articular de LPS y 

también la inyección intra-articular del control de SSI. Fue notable observar que 

fas dos dosis de VA administradas no tuvieron efecto significativo en los animales 

que no recibieron inyecciones intra-aticulares y que consiguientemente no 

desarrollaron reacciones inflamatorias, bien sea por el LPS o por el efecto 

traumático de la inyección de SSI. Estos resultados se presentan en la Grafica 3. 

Creemos que la inyección intra-articular de SSI provoco una reacción inflamatoria 

localizada porque redujo significativamente la concentración de la IL-6 en el suero 

de los ratones (Grafica 4). Ese efecto inmediato sobre la concentración de la IL-6 

no se puede atribuir a la SSI (a menos que estuviera contaminada con LPS) sino 

al traumatismo tisular provocado por la inyección intra-articular. 

Como ya se menciono el aumento en la concentración de IL-6 inducido por 

las dos inyecciones subcutáneas de VA decreció en los ratones que recibieron las 

inyecciones intra-articulares de SSI y LPS respectivamente (Grafica 5) y no en los 

ratones sanos control. Nosotros creemos que el efecto anterior se debe a que la 

inyección intra-articular de una sola dosis de LPS (5 mg/Kg) y el traumatismo 

provocado por la inyección de la SSI provocan una respuesta inmediata de 

citocinas pro-inflamatorias que coincide con una disminución en la producción de 

las citocinas anti-inflamatorias como la IL-6 (Grafica 4). Posiblemente, superada la 

etapa inicial del trauma o irritación inflamatoria en las rodillas, parece natural que 

ocurra un aumento en la producción de las citocinas anti-inflamatorias y que 

disminuyan las citocinas pro-inflamatorias. Sin embargo, este trabajo no fue 

diseñado para estudiar el efecto antes mencionado. Otro aspecto a considerar es 

el de la dosis, ya que en este caso solamente se administraron dos inyecciones 
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(1mg/Kg/dosis). mientras en algunos experimentos previos, los ratones hablan 

recibido inyecciones interdiarias durante 4 semanas y los efectos de este 

tratamiento (un aumento considerable en la producción de la IL-6) fue medido in 

vitro mediante el cultivo por 24 horas de una cantidad constante de macrófagos 

peritoneaies (Reyes, 2001 ). De todas formas, en el presente modelo experimental, 

las dos dosis del VA fueron suficientes para incrementar significativamente la 

concentración de la IL-6 en el suero de los ratones. 

En cuanto a la concentración en suero de IL-1, los resultados del presente 

trabajo muestran que las dosis de VA que fueron administradas no afectan su 

producción (Graficas 7, 8 y 9). Estos resultados contradicen los obtenido por 

Rekka y Kourounakis (Rekka y Kourounakis, 1990), ya que estos investigadores 

encontraron que el VA inhibe la sintesis de la IL-1. Esta discrepancia de 

resultados, probablemente se debe a las condiciones experimentales diferentes, 

ya que ellos obtuvieron resultados mediante un experimento in vitro mientras que 

el presente experimento fue realizado in vivo. Estas diferencias entre los estudios 

in vivo e in vitro, también se ha observado mucho al estudiar compuestos 

mutagénicos y carcinogénicos (Crebelli, 2000; Henderson y col., 2000). dichas 

diferencias se explican porque en un estudio in vivo hay muchas más vañables en 

el organismo que pueden interactuar con la molécula o sustancia en estudio, que 

en un experimento donde se aisla un sistema (estudio in vitro). 

La búsqueda del mecanismo por el cual el VA induce un aumento en la 

producción de la IL-6 se escapa de los objetivos del presente trabajo. Algo similar 

puede decirse cuando se estudia los mecanismos por los cuales la administración 

de VA induce una mejoria en los individuos con artritis, ya que este efecto resulta 
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paradójico, porque cuando son introducidos al cuerpo de forma aislada, los 

principales componentes del VA (pero no el veneno completo) provocan la muerte 

de células y causan una respuesta inflamatoria localizada (Portlock y col., 1990), 

mientras que otros de sus componentes tienen un efecto anti-inflamatorio 

completamente opuesto (Banks, 1990; Hartter y Martin, 1981). Sin embargo se 

pude sugerir que estos dos polos de sus actividades biológicas (los efectos pro- y 

anti-inflamatorios) del VA no son equitativas, es decir, que es mayor su actividad 

anti-inflamatoria que pro-inflamatoria, como ocurre con la IL-6 y varias citocinas 

similares. En el caso de la IL-1, también se pueden observar los dos efectos, pero 

ocurre lo opuesto a lo que sucede con la IL-6, es decir, tiene un mayor efecto pro-

inflamatorio (activa la óxido nitrico sintasa inducibie, Induce la COX-2, etc.) que 

anti-inflamatorio (induce la producción de glucocorticoides). Esto ocurre no solo en 

muchas otras sustancias endógenas, sino también en varios mecanismos del 

organismo, como es el caso de la misma respuesta inflamatoria, la cual activa la 

producción de prostaglandinas y leucotrienos las cuales son moléculas pro­

inflamatorias pero al mismo tiempo produce moléculas anti-inflamatorias como las 

lipoxinas que sorprendentemente también son eicosanoides derivados del ácido 

araquidónico. 

Estos mecanismos de actividad pro- y anti-inflamatoria no equitativos son 

importantes como reguladores pero no son inhibidores, tal y como ocurre con los 

AINES los cuales inhiben la producción de prostaglandinas, y de ahí sus 

consecuencias desfavorables. Posiblemente la efectividad del veneno de abejas 

se debe a su actividad pro- y anti- inflamatoria desproporcionada, la cual regula 

pero no inhibe la producción de moléculas importantes para otra actividad 
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biológica. También es posible que el veneno de abeja estimule el eje HHA e influir 

en las interacciones bidireccionales entre los sistemas inmune y neuroendocrino 

en los ratones, afectando la producción de esteroides y de citocinas. 

Cabe señalar que el aumento de la IL-6 por administración del VA por el 

momento no es una prueba contundente de la mejoria que induce la 

administración de este veneno en personas con artritis, pero nuestros resultados 

son importantes porque representan una prueba de que este producto natural 

tiene una actividad biológica evidente sobre la slntesis de las citocinas anti-

inflamatorias. Estos resultados solo sugieren que algunas de las mejorlas 

observadas después de administrar VA en algunas personas, pueden ser una 

consecuencia de este cambio en la producción de IL-6 (manifestado en un 

aumento), ya que algunos investigadores (Ahmed e lvashkiv, 2000) sugieren que 

la estimulación de la producción de IL-6 en el curso de una enfermedad 

inflamatoria puede contribuir a que se active un sistema de retroalimentación 

negativa que atenúa el proceso inflamatorio. 

Por otra parte, es importante mencionar que en las últimas décadas se han 

publicado algunas investigaciones sobre el VA, en revistas internacionales 

provenientes de naciones como Alemania, Bulgaria, Rumania. Inglaterra y Japón, 

en las cuales se han preocupado por el veneno de abeja y sus componentes, y se 

ha realizado una amplia investigación en campos como la bioqulmica, la 

farmacología y la inmunología. En México, el uso del veneno de abeja o apitoxina 

es una práctica muy difundida, pero generalmente se lleva a cabo de una manera 

empírica. Muchas personas ven con desagrado esta práctica y la consideran como 

un recurso peligroso al que solamente pueden acudir personas sin educación. 
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Nosotros no pretendemos apoyar el uso de esa práctica empirica. Pero nuestros 

resultados señalan que es conveniente tratar de purificar y caracterizar los 

componentes activos e intentar su administración (oral o percutánea, por ejemplo) 

a través de procedimientos en los cuales se puedan controlar tanto la dosis de los 

componentes activos anti-inflamatorios y reducir las efectos de los componentes 

ciertamente venenosos y peligrosos. Otro aspecto importante en la posibilidad de 

sintetizar en el laboratorio sustancias análogas a las del veneno de abejas que 

tengan reducida su toxicidad y aumentadas sus actividades biológicas favorables. 

En vista de estos resultados y por las potenciales ventajas terapéuticas y 

económicas del veneno de abejas. es importante continuar estudiando sus 

actividades biológicas. 

Por ultimo, cabe mencionar que las investigaciones sobre los efectos del 

veneno de abejas son escasas pero se comienza a vislumbrar una importante 

actividad sobre la producción de citocinas, Este efecto del VA es importante 

porque las citocinas intervienen no solo en la modulación de la respuesta inmune 

e inflamatoria, sino, también participan en la fisiopatologla de un gran número de 

enfermedades entre otras el cáncer, las enfermedades autoinmunes, procesos 

infecciosos, etc. Un mejor entendimiento de los mecanismos de acción del VA 

sobre la IL-6 (que fue estudiada en el presente trabajo) así como sobre otras 

citocinas, pueda permitir que, en una forma controlada se generalice su uso en el 

futuro como potencial agente bioterapéutico. 
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Wll. CONCLVSIONBS : 

Bajo las condiciones de este experimento se concluyo que: 

¡;.. La inyección intra-articular de LPS redujo significativamente la concentración 

de IL-6 en el suero de los ratones. 

,_ La administración de lndometacina por via oral, disminuye la producción de IL-

6 en suero de ratón. 

¡;.. La disminución en la producción de IL-6, por la administración de lndometacina 

es más acentuada en los ratones inyectados con LPS que en los controles. 

;.. La administración de lndometacina disminuye la producción de la IL-1J3, solo 

después de la inyección de LPS. 

¡;.. La administración de VA por vía subcutánea, aumenta la producción de IL-6, 

pero solo en los ratones que fueron inyectados intra-articularmente. 

¡;.. El aumento en la producción de IL-6 provocado por el Veneno de abeja es 

menor en los animales inyectados con LPS que en los inyectados con SSI. 

¡;.. La administración de Veneno de abeja no afecta la concentración de IL-1Jl en 

el suero de los ratones. con y sin respuesta inflamatoria. 

Por tanto, estos resultados señalan que es conveniente tratar de purificar y 

caracterizar los componentes activos e intentar su administración través de 

procedimientos en los cuales se puedan controlar tanto la dosis de los 

componentes activos anti-inflamatorios. así como. reducir los efectos de los 

componentes ciertamente tóxicos y peligrosos. 
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: : : ·: :::: 
( 9.1 Equi¿. 

:;.. Lector de placas ELISA (DYNEX TECHNOLOGIES). 

;.... Lavador de placas para ELISA (LABSYSTEM). 

::,.. Campana de flujo laminar (VECO). 

;. Centrifuga Clínica (SOL-BAT). 

;... Microcentrifuga (SORVAL). 

:;.. Ultracongelador (REVCO). 

;.... Incubadora (THERMOLINE). 

:;.. Balanza Analítica (SARTORIUS) 

:;.. Potenciómetro (ORION). 

;... Placas de ELISA de 96 pozos estériles de alto pegado (CONSTAR). 

;;.. Micropipetas automáticas (DRUMMOND). 

;... Micropipetas multicanal (BIOHIT). 

:;.. Puntas de micropipeta estériles (AXIGEN). 

Joo- Viales Eppendorff (AXIGEN). 

9.2 Soluciones r React-ivos. 

;.. Veneno de Abeja (VA). 

Veneno de Abeja liofilizado (Sigma-Aldrich) .......................................•...•.• 

Solución salina isotónica, estéril ......................................................•...... 
(NaCI 0.85%). 

2mg 

10mL 

Esta solución se filtró a través de una membrana de nylon, estéril, con poro de 0.22µm la 

cual se recolecto en alícuotas de 1.5 ml. A -20ºC en viales estériles y se guardo en 

congelación hasta su uso. 
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;... lndometacina (INDO). 

lndometacina (Sigma) ........... . 

H20fTween 1°/o ........................................................ . 

Es recomendable preparar la indometacina el día de su uso. 

)i.- Llpopolisacarldos (LPS). 

LPS Bacterianos de Escherichia coli (serotipo 026:86; Sigma) .................... . 

Medio RPMI 1640 suplementado estéril (Gibco BRL) ........... . 

Solubilizar y filtrar con membrana de 0.22µm y guardar en congelador a -20ºC. 

,._ Solución amortiguadora de 'ostatos (PBS) 

Na2HPO, .......................................................................................... . 

NaH2 PO ............................................................................................ . 

NaCI. .............................................................................•.................. 

H 2 o destilada ...................................................................•.......•........... 

3mg 

3mL 

5 µg 

1 mL 

2.169 g 

0.264 g 

9.000 g 

1.0 L 

Agustar pH a 7.2 - 7.4, esterilizar por filtración con membrana de 0.22 µm y guardar en 
refrigeración de 2-8 ºC. 

;... Solución de PBSIBSA al 3% 

Albúmina sérica bovina .........................•.......•.....•.............•.....•......••.•... 

PBS estéril pH = 7.2 - 7.4 ...............................................................•.•.... 

Preparar el dia de su uso. 

;... Solución de PBSIBSAI al 1% con Tween-20 (PBSA/BSA/Tw-n) 

Albúmina sérica bovina ...............................................•......•...............•.. 

PBS estéril pH = 7.2 - 7.4 ..................................................................... . 

Tween-20 (0.5%) ................................................... : ............................ . 

Preparar el dia de su uso. 

3g 

100mL 

1 g 

100mL 

0.5mL 
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:,. Solución Salina Isotónica. 

NaCI (Baker) .. 

H 2 0 destilada ... 

Filtrar con membrana de 0.22µm y guardar a temperatura ambiente. 

;.. Reactivo color. 

Reactivo Color A (peroxido de hidrogeno) 
(Part 6g5161; R&D Systems) 

Reactivo Color B (tetrametilbenzidina) .. 
(Part 6g5174; R&D Systems) 

0.65g 

100 mL 

3.0mL 

3.0mL 

Los reactivos color A y B deben mezclarse juntos en volúmenes iguales dentro de O a 15 
minutos para su uso. 

,_ Citocinas Recomblnantes y Anticuerpos Monoclonales. 

1;11 Para IL-6: 

La IL-6 fue detectada y cuantificada usando como anticuerpo de captura. 2 µg/mL 

del mAb de rata lgG1 (MP5-20F3, PharMingen ... San Diego, CA), como anticuerpo de 

detección 1 µg/mL del mAb lgG2a de rata biotinilado (MP5-32C11, PharMingen•. San 

Diego, CA), ambos dirigidos contra la IL-6 de ratón 

La IL-6 recombinante de ratón (19252V; PharMingen•. San Diego, CA) fue utilizada 

para obtener la curva estándar, en diluciones seriadas 2X, desde 2000 hasta 15 pg/mL. 

1;11 Para IL-1 p: 

La IL-1'3 se determino mediante un kit comercial Quantikinee Murine (MLBOO, R&O 

Systems) que contenía el anticuerpo de captura ya adherido a la superficie de los pozos 

de la placa (Part 890407), y el anticuerpo de detección 1 µg/mL biolinilado marcado con 

fosfatasa alcalina (Part 890000), ambos dirigidos contra la IL-1p de ratón. 

La IL-1P recombinante de ratón (Part 890400; R&D Systems) fue utilizada para 

obtener la curva estándar, en diluciones seriadas 2X, desde 500 hasta 15 pg/mL. 
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