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INTRODUCCION

Los propdleos son polimeros balsdmicos resinosos elaborados por las abejas a partir de diversas
resinas de plantas, potencializadas por sus enzimas salivales, incorporandoles los residuos de la
digestion lactica de los granulos del polen. Se ha demostrado que poseen diferentes actividades
terapéuticas, por lo que han constituido alternativas de farmacos usados tradicionalmente. Su
composicion quimica es muy diversa y depende en gran medida de la flora de las zonas donde se
ubican las colmenas.

Se ha demostrado que algunos componentes presentes en los propdleos son los responsables de las
diferentes actividades bioldgicas que exhiben estas sustancias naturales, como son las actividades
inmunomoduladoras, antibacterianas, antivirales y antinflamatorias. La comprobacion
farmacolodgica de las propiedades atribuidas a los propdleos es de gran importancia porque forma
parte de su aval preclinico como medicamento. Estos productos han mostrado ser muy eficaces, de
muy baja toxicidad y reportan grandes beneficios a la industria farmacéutica y a la economia en
general, puesto que su obtencidon no es costosa, y resulta factible y conveniente su produccion a
gran escala.

La actividad antitumoral de preparaciones etandlicas y acuosas de propdleos ha sido demostrada
tanto "in vitro", como "in vivo", administradas por diferentes vias: oral, intraperitoneal y
subcutanea " '°. S. Scheller y colaboradores demostraron en ratones inoculados con el Carcinoma
de Ehrlich el efecto antitumoral del EEP, y lo compararon con la bleomicina 2.

El efecto antitumoral de EEP contra el TAE se supone que esta relacionado con el contenido de
flavonoides presentes en el extracto '. Los flavonoides afectan los estadios metabdlicos de las
células del carcinoma de Ehrlich a través de la inhibicion de la incorporacion de timidina, uridina y
leucina que trac como consecuencia la inhibicién de la sintesis del DNA tumoral *. A pesar de
ello, existen diversas opiniones en cuanto a la relacién composicion quimica - actividad antitumoral.

Se ha estudiado el efecto de los derivados de propoleos solubles en agua en el crecimiento de los
tumores y la instalacion de metéstasis en el raton CBA con carcinoma mamario transplantado °.
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Los derivados solubles en agua de los propoleos administrados a los ratones siete dias antes de la
inoculacién intravenosa de células tumorales hicieron bajar sensiblemente el numero de
metastasis pulmonares; sin embargo, se ha reportado que una inyecciéon de Derivados Solubles
en Agua (DSA) de propdleos simultanea con la inoculacidon de células tumorales o puestas a los
siete dias de esta inoculacién no tuvo ningin efecto en el nimero de metéstasis pulmonares *.

Al existir reportes internacionales de la actividad antitumoral de los propoleos nos trazamos como
objetivos investigar si los propoleos cubanos recolectados en distintas zonas de la provincia Pinar
del Rio, mostraban actividad antitumoral frente al Tumor Ascitico de Ehrlich, si disminuian la
aparicion de colonias del TAE en pulmones cuando se inoculaba este tumor por el plexo retrocular,
en modelos experimentales.

MATERIALES Y METODOS

I1.1.- Preparacion de las muestras de Propdleos.

En nuestro estudio se ensayaron tres muestras de propoleos recolectadas en diferentes zonas de
la provincia de Pinar del Rio. Los propoleos fueron nombrados como P2, P3 y P4, esta
nomenclatura responde soélo a las facilidades de trabajo en el laboratorio, segin se puede observar

en la Tabla No. 1.

Tabla No.1 Especificaciones de los propoleos ensayados.

Muestra  Masa de propoleos disuelta en  Clasificacion Lugar de colecta

100ml de alcohol
P2 10.12 Pardo Apiario San Simén San Juan
y Martinez
P3 10.00 Rojo Apiario los Sitios Sandino
P4 10.00 Rojo Apiario Las Tunas costa de

Consolacion del Sur

Se pesaron 100g de propdleos en todos los casos, se colocaron en frio a -4 °C, y al cabo de 24 horas
se desmenuz6 finamente. Las muestras pulverizadas se disolvieron en etanol al 70%. Finalmente el
EEP obtenido se filtr6 varias veces hasta que desaparecio6 toda turbidez, se concentr6 en evaporador
al vacio y se peso el solido resultante. A partir de este ultimo se tomaron 10g y se redisolvieron en
100 ml de etanol al 70%.

Para preparar las dosis de propoleos empleadas en nuestros ensayos se partié de una soluciéon madre
donde el 60% correspondia al EEP y el 40% al Tween 80 de la Merck. A partir de las soluciones
madres se prepararon dosis de (200, 150, 100, 50 y 25 mg/Kg) en Tween 80 al 6% disuelto en agua
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destilada; o sea, muy por debajo del porciento de Tween empleado en investigaciones realizadas por
Scheller ' y que nos permitié hacer grandes diluciones sin cambios fisico-quimicos observables en
dias, tales como: floculacion, precipitacion, formacion de grumos o pérdida de la transparencia. De
todas las preparaciones ensayadas fue esta la que concedi6 al propoleos un grado de estabilidad
aceptable. Por esta razon se utilizé el Tween como solvente del propoleos, ademas por poseer la
propiedad de favorecer los procesos de absorcion de los farmacos *. Su comportamiento fue muy
diferente al extracto etandlico, el cual provocd cambios anatomopatologicos en los o6rganos de la
cavidad abdominal tales como: engrosamiento y adherencia de los 6rganos de esta cavidad, entre
ellos y a las paredes, probablemente a causa de la precipitacion in situ de los componentes menos
solubles del propoleos. También se presentaron sintomas toxicos debido al alcohol para el
tratamiento de dosis altas y repetidas, por cualquier via de administracion, no siendo asi para las
dosis bajas en tratamiento Unico. Asimismo desechamos las preparaciones acuosas puesto que no
cumplian con los pardmetros fisico-quimicos antes mencionados.

En nuestros estudios fueron ensayadas dos vias de administracion, la oral y la intraperitoneal, siendo
esta ultima la mas utilizada debido a sus ventajas. Es de destacar que las dichas muestras se
prepararon momentos antes de ser utilizadas.

I1.2.- Estudios toxicologicos.

Con la finalidad de ensayar dosis referidas en la literatura, se procedi6 a realizar ensayos
toxicologicos previos, con el proposito de conocer si nuestros propodleos eran toxicos en
determinado rango de dosis. Esto se hace atendiendo que la composiciéon quimica de los propoleos
varia en dependencia de las zonas ecologicas.

Se realizaron dos ensayos toxicoldgicos:

1.- Ensayos de toxicidad aguda.
2.- Ensayos de toxicidad subaguda.

I1.2.1.- Ensayos de toxicidad aguda.

Se emplearon para estos fines ratones NMRI y BDF1 machos de pesos comprendidos entre 19-25g,
provenientes de CENPALAB, los cuales se randomizaron a razén de 10 animales por caja en 20
grupos, para cada linea. Los animales fueron mantenidos en condiciones de vida uniformes,
comida y agua ad libitum y una temperatura de 25 °C promedio.

Las dosis ensayadas fueron de 25, 50, 100, 150 y 200 mg/kg. Los grupos del 1-5 correspondieron al
P2, del 6-10 al P3, del 11-15 al P4 y del 16-20 a los controles con Tween 80, ya que este fungio
como solvente de las muestras. Las preparaciones fueron administradas intraperitonealmente con
jeringuillas tipo tuberculina y agujas No. 26G.
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Treinta dias seguidos, después de administrarseles el tratamiento, se les midieron los siguientes
parametros:

- muerte.

- alteraciones gastrointestinales.

- alteraciones neurologicas.

- alteraciones dérmicas.

- alteraciones respiratorias.

- alteraciones de la conducta.

I1.2.2.- Ensayos de toxicidad subaguda.

Se emplearon para estos fines ratones NMRI y BDF1 machos, de pesos comprendidos entre 19-
25g, provenientes de CENPALAB. Se randomizaron a razén de 10 animales por caja en 20 grupos,
para cada linea. Los animales fueron mantenidos en condiciones de vida uniformes, comida y agua
ad libitum y una temperatura de 25 °C promedio.

Las dosis ensayadas fueron de 25, 50, 100, 150 y 200 mg/kg. Los grupos del 1-5 correspondieron al
P2, los grupos del 6-10 al P3, del 11-15 al P4, del 16-20 a los controles con Tween 80, ya que este
fungi6 como solvente de las muestras.

Las preparaciones fueron administradas intraperitonealmente con jeringuillas de tipo tuberculina y
agujas No. 26G durante 15 dias. Durante este periodo y hasta completar treinta dias, se les midieron
los parametros observados en el estudio toxicoldgico agudo.

I1.3.- Transplante de tumores murinos.

Se transplant6 el Carcinoma de Ehrlich, un tumor murino, mantenido por el Grupo de Transplante
del Departamento de Ensayos Preclinicos del INOR:

I1.3.1.- Transplante del Tumor Ascitico de Ehrlich.

Ratones linea IOR, hembras, con TAE en pase No. 3, fueron escogidos como donantes, para
expandir el tumor que se us6 en el experimento.

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical e introducidos en un bafio de alcohol
yodado al 70%, con la finalidad de esterilizar toda su superficie corporal y poder ser introducidos
en el Area de Transplante. Una vez terminado este paso, se procedid a introducir 5 ml de Salina
Fisiologica 0.9% en la cavidad peritoneal de los animales con jeringuilla de 5 mly aguja No. 20G,
seguidamente se les practico un masaje abdominal con el fin de remover todas las células
tumorales crecidas en dicha cavidad. El liquido ascitico fue extraido y depositado en un tubo
plastico de 50 ml y puesto en bafo helado.
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Se realiz6 una dilucion del contenido ascitico 1:100 en Tripan Azul al 0.3% y se procedio a hacer
un conteo de células en camara de Neubauer, tomando como criterio de viabilidad las células no
tefiidas. El conteo se realizé contando los cuatro cuadrantes externos de la cdmara, como sigue:

C1+C2+C3+C4/4= No. células x 10°,

Finalmente se ajustaron las concentraciones celulares a 8x10°células tumorales por ml, para los
experimentos de inoculacidén subcutinea e intraperitoneal, y a 80x10° células por ml para los
experimentos inoculados por el plexo retrocular. Los ajustes de concentraciones fueron realizados
en todos los casos con Salina Fisiologica 0.9%.

I1.4.- Disefio de los Experimentos de Actividad Antitumoral.
I1.4.1.- Actividad antitumoral en el Carcinoma de Ehrlich inoculado por via subcutanea.

Ratones NMRI machos, de 22-25 gramos de peso, provenientes de CENPALAB, fueron
inoculados con Tumor de Ehrlich, en la region axilar, previa esterilizacion del area, a razon de

2x10° células en volumen de 250 pL, por animal, con jeringuillas tipo insulina de 40 UI y agujas
No. 26G.

Veinticuatro horas después fueron randomizados a razén de 10 animales por caja, en dos grupos,
mantenidos con comida y agua ad libitum y una temperatura uniforme de 25 °C. El tratamiento
consistio en la administracion intraperitoneal de una dosis de 100 mg/Kg de P3 por doce dias
consecutivos, y el control fue tratado con el solvente.

Los parametros medidos fueron la sobrevida en dias, el incremento de la sobrevida a los 60 dias, asi
como el crecimiento tumoral segun la formula >°:

Peso Tumoral (mg)= Largo (mm) x [Ancho (mm)]2/2.

I1.4.2.- Actividad antitumoral en T.A.E. inoculado por via intraperitoneal.

Ratones NMRI machos, de 22-25 gramos de peso, provenientes de CENPALAB, fueron
inoculados con Tumor Ascitico de Ehrlich, intraperitonealmente, previa esterilizacion del area, a
razén de 2x10° células en volumen de 250 pL, por animal, con jeringuillas tipo insulina de 40 Ul y
agujas No. 26G. Veinticuatro horas después fueron randomizados a razéon de 10 animales por
caja, en 8 grupos, mantenidos con comida y agua ad libitum y una temperatura uniforme de 25 °C.

El tratamiento consistié en la administracion intraperitoneal de dosis de 100 y 50 mg/Kg de los
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propoleos P3 y P2, por nueve dias consecutivos. Se mantuvo una caja control positivo, usando 5-
Fluoruracilo en dosis de 20 mg/Kg (Shangai Pharmaceutical Industry Corporation) vy tres
controles negativos con el empleo del solvente.

Los parametros medidos fueron el incremento de la sobrevida a los 30 dias y el peso corporal.
I1.5.- Actividad inhibitoria sobre la colonizacion del T.A.E. en modelos pulmonares.

Ratones NMRI machos, de 22-24 gramos de peso, provenientes de CENPALAB, fueron
inoculados con el TAE, por el plexo retrocular, a razon de 2x10° células en volumen de 25 pL, por
animal, con jeringuillas tipo insulina de 40 Ul y agujas No. 26G.

Veinticuatro horas después fueron randomizados a razéon de 10 animales por caja, en 5 grupos,
mantenidos con comida y agua ad libitum y una temperatura uniforme de 25 °C. El tratamiento
consistio en la administracion intraperitoneal de una dosis de 100 mg/Kg de los propoleos P3 y P4,
por nueve dias consecutivos. Se mantuvo una caja control positivo, usando 5 Fluoruracilo en
dosis de 20 mg/Kg (Shangai Pharmaceutical Industry Corporation) y dos controles negativos
con el empleo del solvente.

Al décimo dia de la inoculacion los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y
extraidos los pulmones. Estos organos fueron lavados en S.F. 0.9% y luego introducidos en
solucion de Bouin (Acido picrico 70 ml, Formol 20 ml y Acido acético 10 ml) preparada
momentos antes de la fijacion. Las metastasis superficiales fueron contadas 48 horas después de la
fijacion, auxiliados por un estereoscopio de la Carl Zeiss.

I1.6.- Evaluacion de los experimentos de tamizaje.

La sobrevida de los animales fue observada diariamente y determinado el aumento de sobrevida a
diferentes tiempos segun el ensayo, utilizando las siguientes formulas:

- Promedio de sobrevida (SP) SP= (NRM x D)/n
donde: NRM= Numero de Ratones Muertos.
D= Dia en el cual mueren los ratones.
n= Cantidad de ratones por grupo.

- Aumento de Sobrevida (AS) %AS= SPt-SPc/ SPc x 100

donde: SPt= Sobrevida Promedio de los tratados.
SPc= Sobrevida Promedio de los controles.
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- Porciento de Sobrevida (% S) % S=NRV/nx 100
donde: NRV= Numero de Ratones Vivos.

Se tomo como criterio de Actividad Antitumoral:
AS.>25% *°

Se evaluaron ademas, los pesos de los animales diariamente, durante todo el experimento, los cuales
fueron promediados seglin los grupos experimentales.

I1.7.- Analisis estadistico de los resultados.

Los datos experimentales obtenidos fueron procesados por el paquete estadistico SPSS.

Se estimo el porciento de sobrevida promedio utilizando el método de Kaplan-Meier, y se
compararon las curvas de sobrevida para cada grupo mediante el test de Log-Rank, con un 95% de

confianza.

El volumen tumoral y el conteo de metastasis se analizaron mediante el test de comparacion de
medias para muestras independientes con un 95% de confianza.

Se utiliz6 ademas, el paquete estadistico PRIMER para determinar el conteo de metéstasis mediante
el test ANOVA de clasificacion multiple, y se realizé la comparacion entre grupos mediante el test
de Student-Newman-Keuls.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

I11.1.- Ensayos de toxicidad.

I11.1.1.- Ensayos de toxicidad aguda.

La prueba de toxicidad realizada a las muestras de propodleos no evidenciaron sintomas toxicos en

los animales de las lineas BDF1 y NMRI, durante los treinta dias de observacioén, como se observa
en la Tabla No. 2.
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Tabla No.2 Resultados del estudio de toxicidad aguda.

Muestra Dosis(mg/Kg) No. animales Mortalidad Signos Toxicos

P2 200 10 0 No
150 10 0 No
100 10 0 No
50 10 0 No
25 10 0 No
P3 200 10 0 No
150 10 0 No
100 10 0 No
50 10 0 No
25 10 0 No
P4 200 10 0 No
150 10 0 No
100 10 0 No
50 10 0 No
25 10 0 No

I11.1.2.- Ensayos de toxicidad subaguda.

Los resultados obtenidos en este ensayo no reflejan sintomas toxicos en ratones de la linea BDF;, no
siendo asi en ratones NMRI, donde las dosis de 200, 150 y 100 mg/Kg de P3 provocaron en algunos
animales inflamacion testicular. En P2, las dosis de 100, 150 y 200 mg/Kg provocaron alteraciones
gastrointestinales en algunos animales, apareciendo sintomas diarreicos asociados al tratamiento, y
que desaparecen terminado este (Tabla No. 3).

Tabla No.3 Resultados del estudio de toxicidad subaguda.

Muestra  Dosis(mg/Kg) No. animales Mortalidad Signos Toxicos

P2 200 10 0 Diarreas 100%
150 10 0 Diarreas 100%
100 10 0 Diarreas 30%
50 10 0 No
25 10 0 No

P3 200 10 0 Inflamacion Testicular 100%
150 10 0 Inflamacion Testicular 90%
100 10 0 Inflamacion Testicular 50%
50 10 0 No
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25 10 0 No
P4 200 10 0 No
150 10 0 No
100 10 0 No
50 10 0 No
25 10 0 No

De las tres dosis méaximas utilizadas en este ensayo, se escogio la de 100 mg/Kg de peso por ser la
menos toxica.

Se comenz6 a realizar el estudio histopatoldgico de dichos propdleos, y macroscopicamente los
dafios son, aparentemente, en la bolsa escrotal para P3. No se reportan resultados concluyentes
porque los estudios no han sido terminados. Es importante sefialar que los signos de inflamacion
testicular desaparecen terminado el tratamiento.

II1.2.- Actividad antitumoral sobre el Carcinoma de Ehrlich.

Ratones NMRI inoculados con el Carcinoma de Ehrlich por via subcutanea y tratados durante 12
dias con P3 en dosis de 100 mg/Kg, exhiben un 60% de sobrevida al cabo de 60 dias, tiempo para el
cual los controles tratados con Tween 80 al 6%, habian perecido todos. Como se observa en la Fig.
No. 1, el P3 en dosis de 100 mg/Kg es capaz de mantener con vida a mas de la mitad de los animales
del grupo, lo que evidencia actividad antitumoral del P3 para esta dosis, en este tumor.
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Fig. 1 Sobrevida de ratones NMRI inoculados con TAE sc y
tratados con P3 100 mg/Kg de peso.

120 -

100 A

/L \

= \
5
jg 60 - \_
N
40 A
20 A
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60

Dias

=——P3 100mg/kg == C.TWEEN

El andlisis del incremento de sobrevida de este experimento arroja un valor del 52.78% y 152.78 %
del criterio T/C para P3 respecto al control, lo que se puede considerar como actividad antitumoral,
teniendo en cuenta que el criterio internacional de actividad es cuando se logra rebasar el 25% del
AS frente a los controles o un 125% del criterio T/C [4, 5].

Los andlisis estadisticos demuestran que hubo diferencias significativas para P<0.05 entre los
grupos tratados con P3 en dosis de 100 mg/Kg y el control (Tween 80 al 6%). Estos resultados se
corresponden con los reportados internacionalmente para los EEP en TAE ',

Por otra parte, el seguimiento del crecimiento tumoral demuestra que los animales tratados con P3
en la dosis mencionada, tienen un crecimiento retardado con respecto a los controles negativos (Fig.
No. 2). Es de notar que las mediciones efectuadas a partir del décimo dia de tratamiento, muestran
que este efecto es tratamiento dependiente, ya que al terminar el mismo, el volumen tumoral mostré
un crecimiento mas acelerado, no obstante los grupos tratados con P3 se mantuvieron por debajo de
los controles en cuanto a este parametro, existiendo diferencias significativas entre los mismos para
P<0.05, en el tiempo de medicion del ensayo.
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Fig. 2 Crecimiento tumoral del Carcinoma de Ehrlich sc en
ratones NMRI tratados con P3 100 mg/Kg de peso.
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Estudios realizados en ratones NMRI con TAE inoculado por via intraperitoneal y tratados con P2 y
P3 en dosis de 50 y 100 mg/Kg, demuestran que los grupos que recibieron la dosis de 100 mg/Kg de
P3 exhiben una sobrevida mayor que los controles negativos, no siendo asi para las dosis de 50
mg/Kg de P3 y tampoco para las dosis de P2. Existiendo diferencias significativas (P< 0.05) entre
los grupos tratados con P3 100 mg/Kg, 5 FU y control Tween 80 al 6%, en cuanto al
comportamiento de sobrevida. Podemos decir entonces, que hay una evidencia de actividad
antitumoral del P3 para esta dosis de propdleos, a juzgar por el 24,5% del A.S. Al parecer esta dosis
es insuficiente para el tratamiento del Tumor Ascitico de Ehrlich. Finalmente se corrobora lo
descrito por Scheller y colaboradores ', donde los propoleos "in vivo" ejercen actividad antitumoral
en el TAE.

Teniendo en cuenta que en el TAE el incremento del peso corporal es directamente proporcional al
crecimiento tumoral, podemos afirmar que las dosis de 50 y 100 mg/Kg de P2 fueron capaces de
retardar el crecimiento tumoral. A juzgar por los resultados mostrados en la Fig. No. 3 estas dosis
mantienen los valores del crecimiento tumoral muy cercanos a los valores del SFU. Estos resultados
mostraron diferencias significativas entre los tratados y los controles para P<0.05. Sin embargo, esto
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no produjo un incremento significativo en el Aumento de Sobrevida.

Fig. 3 Incremento del peso de ratones NMRI inoculados con
TAE i.p. y tratados con P2 100 mg/kg de peso.

Peso (g)

20 1 1 1 1 1 1 1 1 |
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P2 100mg/kg ==+==P2 50mg/kg ==@==5FU 20mg/kg ==d==Control

I11.3.- Actividad inhibitoria de la formacion de colonias pulmonares del TAE.
Los propoleos 3 y 4 fueron capaces de disminuir el nimero de colonias causadas por el T.A.E.

inoculado por via hematodgena, usando el plexo retrocular, en ratones NMRI, a juzgar por los
resultados que se muestran en la Fig. No. 4.
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Fig. 4 Actividad inhibitoria sobre la colonizacion del TAE en
modelos pulmonares de P3 y P4.
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Se comprob6 que existen diferencias significativas (P<0.05) en la colonizacioén del Tumor Ascitico
de Ehrlich en pulmones de ratones NMRI tratados con propodleos con respecto a los controles. El
numero de colonias superficiales fue muy parecido al mostrado por el SFU.

Un comportamiento similar lo demuestran los resultados de la Fig. No. 5 (Frecuencia de
colonizacion) donde los controles negativos (Tween y Salina) muestran un 100% de aparicion de
colonias, mientras que los grupos tratados con 5 FU y con los propdleos 3 y 4 mostraron una
frecuencia de aparicion de colonias de 70, 80 y 80 % respectivamente.
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Fig. 5 Frecuencia de colonizacion pulmonar en ratones
NMRI inoculados con TAE por el p.r.o. y tratados con P3 y
P4.
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Estos resultados se corresponden con estudios similares realizados por Basic y colaboradores %,
donde se evidencia la actividad antimetastizante con el uso de preparados de propdleos. Pensamos
que siendo el sistema inmune responsable en gran medida de la metastizacion y diseminacion de los
tumores por el organismo, nuestros productos hayan influenciado por los mismos mecanismos en la

aparicion de colonias del TAE en pulmones .

CONCLUSIONES.

1. El propdleos 3 administrado intraperitonealmente en dosis de 100 mg/Kg aumenta la sobrevida
de los animales inoculados con el Tumor Ascitico de Ehrlich inoculado por via subcutanea e
intraperitoneal respecto a los controles.

2. El propoleos 3 administrado intraperitonealmente en dosis de 100 mg/Kg retarda el crecimiento
del Carcinoma de Ehrlich inoculado por via subcutdanea respecto a los controles, siendo este
efecto tratamiento - dependiente.

3. Los propdleos 3 y 4 muestran actividad inhibitoria de la colonizacion pulmonar por el Tumor de
Ehrlich inoculado por el plexo retrocular.
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RECOMENDACIONES.

Fraccionar los propoleos mas activos para dilucidar en un estudio mas detallado de actividad
antitumoral las sustancias responsables de la misma.

Definir la acciéon inmunomoduladora de los propoéleos.
Realizar estudios de actividad antimetastizante en otros sistemas experimentales.
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