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RESUMEN:
Introduccidn: El cancer oral es un problema de salud a nivel Mundial, asi como en

Chile, debido a su desfavorable sobrevida y creciente resistencia a los
quimioterapéuticos actuales. Por lo anterior, se esta constantemente en busqueda
de nuevas alternativas de tratamientos con el fin de poder mejorar la calidad de
vida, reducir sintomas y aumentar la supervivencia de los pacientes. En este
sentido el uso de aceites esenciales puede ser una gran alternativa, reportando
efectos positivos sobre distintos tipos de cancer.

El presente estudio recopila la informacion disponible que evidencia la diferencia
en la viabilidad celular de células tumorales en un modelo in vitro o efecto
antitumoral in vivo cuando se emplea el uso de aceites esenciales como terapia de
reemplazo o coadyuvante comparado con la terapia tradicional para cancer oral.
Material y métodos: Se realiz6 una busqueda sistematica de la literatura cientifica
en Pubmed, Scielo, EBSCO, ISI Web of Science y Science Direct. Entre los afios
2005-2020. Las palabras claves fueron: aceites esenciales, aceites volatiles,
cancer oral, antineoplasico, antiproliferativo, viabilidad celular con limitacion de
idioma en espafiol, inglés, portugués y francés. Se seleccionaron los articulos por
titulo y resumen que cumplian con el criterio de inclusién del uso de aceites
esenciales, que midieran viabilidad celular en cancer oral, ya sea en un modelo in
vitro o modelo animal.

Resultados: La busqueda inicial identific6 a 266 articulos potenciales. De estos
fueron excluidos 242 luego de una seleccion por titulo y resumen. Después de
revisar el documento completo de 24 publicaciones, 8 fueron excluidos por no
cumplir con el estandar minimo en la evaluacion metodolégica. Quedaron un total
de 16 articulos incluidos. Solo se encontraron estudios in vitro, los que fueron
publicados entre los afios 2006 y 2020.

Conclusiones: Sobre la base de la informacién disponible, se puede concluir que
existen diferencias en la viabilidad celular de células tumorales en modelo in vitro
cuando se emplea el uso de aceites esenciales como terapia de reemplazo o
coadyuvante comparado con la terapia tradicional para cancer oral. Los aceites

esenciales son eficaces en inhibir la viabilidad celular pero no en un 100%.



1. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades del Cancer oral

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define cdncer como “/a proliferacion
anormal y descontrolada de células anormales que invaden tejidos y organos mas
alla de sus limites habituales y distantes, que pueden invadir partes adyacentes del
cuerpo o propagarse a otros organos, proceso denominado metadstasis. Las
metdstasis son la principal causa de muerte por cancer."(OMS, n.d) El proceso de
metastasis es largo y complejo, ya que primero las células cancerosas pueden
invadir un tejido cercano, para luego llegar a un vaso sanguineo o linfatico e invadir
otro sitio. El cancer es la segunda causa de muerte, responsable de 1 de cada 8
muertes en el mundo por dia. Para el afio 2030 se estima que el numero de
muertes aumentara a mas de 11 millones de personas por afio a nivel mundial.
(GLOBOCAN, 2017).

Entre los tipos de cancer mas frecuentes se encuentran: el cancer de mama, el de

prostata, el de pulmoén, de estémago, de higado y el de cabeza y cuello (Begnini y
cols, 2014). Se ha estimado que el 3% de todos los canceres se localizan en la
cavidad oral (Mark, 2016).

Cancer Oral

El cancer oral (CO) se origina en cualquier tejido de la cavidad oral, pudiendo
presentarse en labios, comisura, mejillas, piso de boca, lengua, paladar duro o
istmo de las fauces (Garcia y Bascones,.2009). Las principales localizaciones son
lengua y piso de boca. Existen distintos tipos de neoplasias malignas en la cavidad
oral, pero el 90% de estas son carcinoma oral de células escamosas (D’souza y
Addepalli, 2018).

Los factores de riesgo mas asociados al cancer oral son el tabaco y el alcohol, los
cuales tienen un efecto sinérgico incrementando el riesgo de padecer este cancer
entre 6 a 15 veces. La edad es considerada como factor de riesgo ya que el 90 %
de los casos diagnosticados son en pacientes de mas de 45 afios (Riera y
Martinez, 2005). Otros factores de riesgo son la exposicién a la radiacion
ultravioleta (UV)



principalmente en casos de cancer de labio. También esta implicado en la
carcinogénesis oral el Virus de Papiloma Humano (VPH), el cual a través de su
genoma viral alteraria el ciclo celular, siendo los VPH 16 y 18 los principales tipos

asociados (Kumary cols., 2016).

Existen presentaciones clinicas que conllevan un riesgo de desarrollo de cancer en
la cavidad oral, conocidas como desérdenes potencialmente malignos (DPM), en
Chile, las mas frecuentes son: el liquen plano oral, leucoplasia, queilitis actinica y
eritroplasia (Valdivia y cols., 2015). También existen las displasias epiteliales (DE),
alteraciones en la maduracion y proliferacion celular. Las DE se pueden clasificar
en lesiones de bajo grado y alto grado, segun la extension de la alteracién (Adel K.
El-Naggar y cols.,2017). Las DE y la presencia de aneuploidia son indicadores de

riesgo de progresion a cancer oral (Bradley y cols., 2010).
Epidemiologia

Existe una variabilidad geografica con una mayor prevalencia en América del Sur,
Sudeste asiatico y sobre todo en India, en la cual el cancer oral representa el 40%
de todos los tumores malignos (Garcia y Bascones, 2009). Segun datos de
GLOBOCAN 2018, el numero de nuevos casos para ese ano fue de 354.864
considerando ambos sexos y todas las edades. La incidencia de cancer oral/labio
es de 4 por 100.000 habitantes. Siendo mayor en hombres, con 5,8 por 100.000
habitantes que en mujeres con 2,3 por 100.000 habitantes. En el reporte del afio
2018, el cancer oral y de labio se encuentra en el decimoquinto puesto en

mortalidad entre todos los canceres a nivel mundial (GLOBOCAN, 2018).

En Chile existen pocos estudios respecto al cancer oral, y en su mayoria se
presentan datos en conjunto al cancer de faringe. De acuerdo con los “Registros
poblacionales de Cancer en Chile” para el periodo 2003-2007, la incidencia
estimada de cancer de la cavidad oral y faringe fue de 3,2 casos nuevos por
100.000 hombres y de 1,2 casos nuevos por 100.000 mujeres. La region con el
mayor numero de casos, para hombres y mujeres, fue la de Antofagasta, con 4,2
casos nuevos por 100.000 hombres y 2,6 casos nuevos por 100.000 mujeres.
Segun la localizacién, el cancer que presentd mayor frecuencia fue el cancer de

lengua,



seguido por el piso de boca, glandulas mayores, encia y labio; siendo las personas
de sexo masculino las mds afectadas. Segun Riera y Martinez (2005) plantearon
que la morbilidad por cancer oral y faringeo corresponde a 1,6% del total de
cénceres y la razén entre hombres y mujeres es de 2,3:1 (Santelices y cols.,2016).
El Unico estudio referido a mortalidad exclusivamente por cancer oral en Chile
reporta una tasa bruta total de 0,89 muertes por 100.000 habitantes (1,13 para los

hombres, 0,66 para las mujeres) en el periodo 2002-2012 (Candia y cols., 2018).

En una investigacion realizada por el Instituto Nacional del Cancer se observé que
la sobrevida del cancer oral a los 5 afios fue 56,9% y a 10 afos fue 46,3% (Bérquez
y cols.,2011). Las lesiones ubicadas en el labio inferior, presenté una mayor
sobrevida versus otras regiones anatomicas, con un promedio de 11,3 afnos,
mientras que para lengua y piso de boca fue de 5 afios y para mejilla es 4,6 afios. A
los 5 anos, las mujeres tienen una sobrevida de 56,6% y los hombres de 38,3%

(Santelices y cols., 2016).

1.2 Tratamientos en cancer oral

El diagnédstico y el tratamiento tempranos siguen siendo la clave para mejorar la
supervivencia de los pacientes con CO. Las opciones de tratamiento dependen de
distintos factores, entre ellos, el tipo y estadio del cancer, efectos secundarios,

preferencia y el estado general de salud del paciente.

El estadio del CO nos permitira tener una visidon mas macro de qué tratamientos se
pueden realizar. El sistema de estadiaje de TNM (tumor-Nédulo-metastasis), es un
sistema anatomico a través del cual se describe la extension, a nivel anatémico,
del tumor primario, asi como si ha afectado a nivel de los nédulos linfaticos y si ha

producido metdstasis a distancia (UICC, 2017) (Anexo 1).

Solo el 40% de los pacientes diagnosticados con CO presentan estadio | o Il y
puede tratarse con una sola modalidad de tratamiento (cirugia o radioterapia). El
60% restante de los pacientes tiene enfermedad localmente avanzada, recurrente o

metastdasica y utilizan un tratamiento multimodal (Rajendra y cols., 2020).
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El tratamiento de primera eleccion es la cirugia o radioterapia, usados por
separado o0 en combinacion con quimioterapia en estadios avanzados. La cirugia
es utilizada en el 95% de los casos de cancer oral detectados de manera temprana
(Yusuf y cols., 2019). En la cirugia se extirpa el tumor y parte del tejido sano
circundante, conocido como margen. Se busca la extirpacion completa del tumor
con “margenes negativos”, esto significa que no haya rastros de cancer en el tejido

sano del margen (Antén y Pérez, 2015).

La radioterapia, consiste en dirigir rayos gamma de alta frecuencia a una zona
cuyo tamano y volumen se determinan por adelantado. Es, por tanto, un
tratamiento local que hace posible la destruccién selectiva de las células
cancerosas, mediante la ruptura de sus cromosomas principalmente (Garcia Kass
y cols., 2013; Hurtado y Estrada, 2012). La dosis de radioterapia va a depender de
la localizacion y tipo de tumor, ademas de si la radiacion va a ser usada de forma
Unica o en combinacién con otras modalidades. Normalmente, las dosis de
radiacién en un paciente con céncer de cabeza y cuello llegan hasta 50-70 Gy (J kg
-1) (Antén y Pérez, 2015). En un estudio presentado por S. Cooper, se llego a la
conclusion de que la radioterapia y la quimioterapia mejoran significativamente el
control loco-regional, ademas de aumentar la supervivencia. Sin embargo, el
tratamiento combinado de radioterapia y cisplatino (quimioterapéutico) aumenta
los efectos adversos. En muchos estudios que comparan tanto la cirugia como la
radioterapia, se ha observado que la supervivencia depende del estadio en el que
se encuentra la enfermedad cuando se diagnostica (Antén y Pérez, 2015; Garcia y
cols., 2013). Pero, la radioterapia tiene también complicaciones graves que afectan
a estructuras orales como glandulas salivales, hueso, denticion y mucosa oral,
entre otros, provocando en el paciente consecuencias clinicas como mucositis,

xerostomia, osteorradionecrosis y caries por radiacion (Hurtado y Estrada, 2012).

La quimioterapia se fundamenta en el uso de farmacos contra el cancer
suministrados via intravenosa o via oral. Estos medicamentos ingresan en el
torrente sanguineo y pueden llegar al cancer que se ha propagado a los 6rganos

mas alla de la cabeza y del cuello, ayudando a detener o hacer mas lento el
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crecimiento de las células cancerosas, las cuales crecen y se dividen con rapidez
(Silvestre y Puente, 2008).

Los quimioterapéuticos que se utilizan con mayor frecuencia para el cancer de la
cavidad oral y de la orofaringe son: Cisplatino, 5-fluorouracilo (5-FU), carboplatino,
paclitaxel (Rajendra y cols., 2020). La nefrotoxicidad del cisplatino es uno de los
efectos adversos mas significativos limitando la dosis que se puede administrar y
su eficiencia. El éxito del cisplatino como antineoplasico se ha visto limitado por la
resistencia intrinseca o adquirida (después de varios ciclos de quimioterapia) de

las células tumorales (Gosepath y cols., 2008; Kasahara y cols., 2019).

El CO sigue siendo un problema de salud tanto en Chile como a nivel Mundial, ya
que recientemente existe una resistencia a los quimioterapéuticos, sobre todo en
cancer oral de tipo metastasico y refractario, por lo que se esta constantemente en
busqueda de nuevas alternativas de tratamientos con el fin de poder mejorar la
calidad de vida, reduccién de sintomas y la supervivencia de los pacientes
(Gosepath y cols., 2008). En este sentido el uso de aceites esenciales puede ser

una gran alternativa, ya que ha reportado efectos sobre distintos tipos de cancer.

1.3 Generalidades de aceites esenciales

A lo largo de la historia de la humanidad las plantas han cumplido un papel
relevante no solo por su capacidad de fotosintesis para la produccién de oxigeno,
sino también por sus cualidades de mantener y mejorar la salud de la poblacién de
las diferentes culturas. Las plantas tienen fitoquimicos, compuestos quimicos
producidos por ellas, los cuales tiene caracteristicas curativas que han sido
utilizados por siglos (Ahmad y cols., 2013). La medicina tradicional China con mas
de 4000 afios de antigiiedad, se basa en el uso de fitoterapia (prevencion y
tratamiento de enfermedades a través de productos de origen vegetal), existiendo
una alta valoracién del uso de plantas por parte de la poblacién junto con un gran
namero de medicamentos fabricados a partir de mas de 7000 especies de plantas
medicinales (Ardila Jaimes, 2015). La medicina natural comenzé a adquirir un
caracter cientifico en la Grecia de Hipdcrates, usando el extracto de corteza de

sauce para el tratamiento de fiebre y dolor. Después de 2000 afios en 1828, el
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farmacéutico Buchner extrajo de la corteza de sauce (Salix Alba), el &cido
acetilsalicilico (Ramirez, Plana y Ferrandiz,1999; Zermefio, 2004). El empleo del
clavo de olor como analgésico se ha informado desde el siglo XIll, principalmente
para el dolor bucodental, siendo el eugenol el principal principio activo responsable
de otorgarle propiedades analgésicas y anestésicas para el uso tépico
antiinflamatorio y antiséptico (Cortés-Rojas y cols., 2014). En Chile, contamos con
farmacias mapuches que forma parte de un proyecto de fomento intercultural que
busca relacionar los conceptos herbolarios y culturales mapuche, en beneficio de
la salud de la comunidad en general, actuando como medicina complementaria
(Errazuriz y cols., 2006). La importancia de los ingredientes activos de las plantas
en la agricultura y la medicina han estimulado el interés cientifico significativo en
las actividades bioldgicas de estas sustancias. Es por esto por lo que en la
actualidad se realizan investigaciones exhaustivas para mejorar nuestro
conocimiento sobre sus constituyentes y propiedades medicinales, mecanismo de

accion, evaluacién de seguridad y estudios toxicolégicos (Ahmad y cols., 2013).

Muchas plantas de uso comestible tienen un efecto medicinal, algunos ejemplos
de estas son: canela, tomillo, romero, laurel, eucalipto, orégano, albahaca, etc. De
estas plantas se pueden extraer aceites esenciales (AE), que se definen como
“aceites voldtiles o esencias derivadas de la vegetacion y caracterizados por
olores distintivos y una medida sustancial de resistencia a la hidrdlisis”"(Leyva y
cols., 2017), segun la norma ISO 9235.2 indica que los AE son un "Producto
obtenido a partir de materia prima vegetal, ya sea por destilacién con agua o vapor,
por un proceso mecanico, o por destilacion seca” (Stratakos y Koidis, 2016). El AE
obtenido por método fisico es puro, sin contaminantes externos por lo tanto es el
método extraccion mas seguro para aplicaciones biomédicas, caso contrario al
usar un método quimico que aprovecha la condicion apolar de sus componentes,
utilizando un solvente para su extraccién, pero conlleva una contaminacién
dejando algunos residuos del solvente o ceras, obteniendo un extracto impuro que
no es aceite esencial como tal (Avalos y Pérez, 2009; ISO, 2013; Paredo, Garcia y
Lopez, 2009; Winska y cols., 2019).
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Los AE consisten en una mezcla compleja de compuestos producidos por
organismos vivos de origen vegetal, estos se forman en el citoplasma y
normalmente estan presentes en forma de pequefias gotas entre las células
vegetales y pueden ser obtenidos cuando las paredes de estas células se rompen.
Su origen es resultado de metabolitos secundarios productos de tres vias
biosintéticas. Sus principales componentes son terpenos, pero también estan
presente aldehidos, alcoholes y ésteres en menor concentracién. La funcion dentro
del sistema ecoldgico es de mensajeros internos y de proteccion de las plantas
frente al entorno y/o a los herbivoros. Estas capacidades de proteccion y atraccion
del medio se ven reflejadas en las propiedades antimicrobiana, antiinflamatorias,
antidepresivas, afrodisiacas, antifungicas, entre otras, presentes en mayor o menor
grado en la totalidad de los aceites (Arango y cols., 2012; Asquino y cols., 2016;

Ledny cols., 2015; Silvay cols., 2019).

Los productos sintetizados por los seres vivos en la naturaleza se clasifican
principalmente en metabolitos primario y secundarios. Los metabolitos primarios,
son aquellos comunes en todas las especies y constituyen los componentes
basicos de la vida, que son proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos y lipidos,
teniendo un rol directo en el crecimiento o reproduccion. La contribucién de este
tipo de productos en los aceites esenciales es muy baja solo se encuentran
algunos componentes resultado de la degradacion de lipidos. Los metabolitos
secundarios, son compuestos organicos sintetizados por el organismo para
defensa contra predadores y patdgenos, actian para atraer a los polinizadores o a

los dispersores de las semillas (Avalos y Pérez, 2009).

Debido a la gran cantidad de compuestos que poseen los AE, en algunos casos
200 diferentes, conlleva a que la identificacion o caracterizacion de los
componentes no sea un proceso simple, en general se utilizan técnicas analiticas
de cromatografia de gas o liquida, acoplada a espectrofotometria de masas. La
importancia de conocer los AE y sus componentes quimicos permite poder medir
su aplicabilidad industrial (alimenticia, cosmética o farmacolégica) de las esencias
se relacionan de manera directa con su composicion quimica, y que a su vez

determina todas las
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propiedades (Acevedo, Navarro y Montero, 2013). Cabe destacar que los AE
difieren mucho en sus composiciones, incluso en plantas de la misma especie,
debido a diferentes ubicaciones geograficas, madurez, estacién del afio, entre
otros (Winskay cols., 2019).

Tabla 1: Algunos ejemplos de aceites esenciales y sus principales componentes:

Aceite esencial Componentes principales
Laurus nobilis (Laurel) 1,8-cineol; sabineno (Caputo y cols., 2017)
Nigella sativa (comino negro) Timol, alfa-felandreno (Ahmad y cols., 2013)
Ocimum basilicum (albahaca) Linalol, metil eugenol (Bassolé y cols., 2010)
Thymus vulgaris (Tomillo) Timol, p-cimeno, carvacrol (Kubatka y cols., 2019)
Lavanda officinalis(Lavanda) Linalol, acetato de linalilo (Marin y cols., 2016)
Origanum vulgare (orégano) Carvacrol; Timol (Begniniy cols., 2014)

1.4 Aceite esencial y odontologia

En odontologia los aceites esenciales han sido una alternativa terapéutica para el
control de patologias como enfermedad periodontal, donde se ha evidenciado que
los AE son eficaces en el control de inflamacién y el biofilm supragingival, siendo
seguros en su uso con los pacientes. Su efecto bactericida ha quedado probado
recientemente por Charles y cols (2000), donde en un modelo in vitro demostraron
que tienen la capacidad de romper la pared celular de ciertos microorganismos y
suprimir su actividad enzimatica. Ademas, pueden inhibir las endotoxinas de
patégenos gram-negativos. Los principios activos o terpenos presentes en AE mas

utilizados para este propdsito son timol, eucaliptol y mentol (Asquino y cols., 2016).

Existe otra publicacion mas reciente, se describe que para el tratamiento
endodontico los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis (Romero), Zingiber
officinale (Jengibre), Citrus aurantium bergamia (Bergamota), y Copaifera
officinalis (Copaiba o palo de aceite) tuvieron efecto contra Enterococcus faecalis

como medicacion intracanal, tanto solo como en combinacion con hidréxido



15

de calcio, el cual es el medicamento intracanal Gold- estandar y no es efectivo
contra E. faecalis (Silva y cols., 2019).

Contra la caries dental, el aceite esencial de limon y limoneno pueden proporcionar
una nueva opcién de medicamentos para la prevencién y el tratamiento de la
caries radicular temprana, ya que tienen influencia en el progreso de la caries
temprana de la dentina, estabilizando su estructura al inhibir la degradacion del
coldgeno (May cols., 2020).

El AE de Laurus nobilis Linnaeus (Laurel) que reporta actividad antifingica en
modelo in vitroy su componente principal es 1,8-cineol. Este AE inhibié en Candida
Albicans la adhesion y formacién de biopeliculas. Afectando la pared celular de la

levadura y permeabilidad de la membrana (Peixoto y cols., 2017).

1.5 Céncer y aceites esenciales

Existe evidencia que establece que los aceites esenciales ejercen efectos
benéficos en la salud humana por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antidiabéticas y anti proliferativas(Begnini y cols., 2014; Matus, Jorquera y Zuiiga,
2017).

Uno de los mecanismos por los cuales los aceites esenciales ejercerian sus
efectos benéficos en la salud humana es el actuar como antioxidantes inactivando
los efectos toxicos de los radicales libres (RL). Los RL en elevadas
concentraciones se asocian a dano de las membranas celulares, envejecimiento,
enfermedades coronarias y dafo en al ADN celular, pudiendo tener un papel
fundamental en el cancer. Los RL son compuestos quimicos altamente reactivos
que pueden danar las células, estos se forman de manera natural y permiten

muchos procesos normales de las células (Avello y Suwalsky, 2006).

Varios estudios han demostrado que aceites esenciales de orégano, cilantro,
eucalipto, comino, albahaca y entre otros, poseen propiedades antioxidantes y
pueden actuar como potentes antitumorales (Arango y cols., 2012; Bhalla, Gupta y
Jaitak, 2013).

En un estudio realizado por Begnini y cols (2014), determinaron un efecto
antiproliferativo del AE de Orégano (0. Vulgare) sobre el adenocarcinoma de

mama
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y de colon. EL AE fue menos eficaz en la linea celular de cancer de mama,
inhibiendo el crecimiento celular en un 48,9% como efecto maximo. Para el cancer
de colén fue mas eficaz al inhibir en un 60,8% el crecimiento celular. Sugiriendo
que el AE de orégano tendria una actividad selectiva. El eugenol principal
componente del aceite esencial de albahaca, nuez moscada, canela y laurel ha
mostrado tener actividad anti- proliferativa en diversas lineas celulares de cancery
modelos animales(Bhalla, Gupta y Jaitak, 2013) (Figura 1).

Algunos monoterpenos presentes en los aceites esenciales serian inhibidores
efectivos del proceso de carcinogénesis actuando a diferentes niveles moleculares
y celulares. Por ejemplo, el carvacrol es un fenol, monoterpeno principal en la
composicién del AE de orégano y del tomillo, el que presenta propiedades
antiproliferativas dosis dependiente en células de cancer de pulmon de células no
pequefas, A549, células de leucemia mieloide cronica, K562, células Hep-2, y
células de cancer de mama metastasico humano(Arcila y cols, 2004; Sharifi-Rad y
cols., 2018). En un estudio de Yin y cols. en 2012 se evidencié que el carvacrol
tiene un efecto proapoptético y antiproliferativo en el carcinoma hepatocelular a
través de la via de la proteina quinasa activada por mitégeno en células HepG-2
(Yiny cols., 2012)(Figura 1).

OH

HiC
~0 XcH,

H,;C CHs

Figura 1: Estructura quimica de Eugenol (A) y Carvacrol (B).

El alcohol perilico es un monoterpeno presente en los aceites esenciales de
lavendina (Lavandula hybrida) y menta verde o hierbabuena (Mentha spicata). Este
induce la apoptosis en células tumorales sin afectar a las células normales,

ademas,
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se ha demostrado que inhibe el crecimiento en células de cancer de mama e
induce su apoptosis, junto con tener un efecto sinérgico con cisplatino (Yeruva y
cols., 2010).

Debido a lo anteriormente descrito de los aceites esenciales y su efecto en
distintos tipos de cancer, en cuanto a la inhibicién de la viabilidad celular o su
efecto antitumoral en estudios in vivo, junto con los estudios que muestran que en
infecciones orales son bien tolerados, es que en el presente estudio se recopilara
la informacién disponible para evidenciar su posibilidad de uso en una patologia
relevante en el ambito de la odontologia como lo es el cancer oral, con el fin de
poder mejorar a futuro la calidad de vida, reduccién de sintomas, efectos adversos,
la supervivencia de los pacientes y buscar alternativas terapéuticas para la

creciente resistencia de los tratamientos antineoplasicos.

2. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existen diferencias en la viabilidad celular de células tumorales en un modelo in
vitro o efecto antitumoral /in vivo cuando se emplea el uso de aceites esenciales
como terapia de reemplazo o coadyuvante comparado con la terapia tradicional de

para cancer oral?

3. OBJETIVO GENERAL

Establecer si existen diferencias en la viabilidad celular de células tumorales en un
modelo in vitro o efecto antitumoral in vivo cuando se emplea el uso de aceites
esenciales como terapia de reemplazo o coadyuvante comparado con la terapia

tradicional para cancer oral.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar efectos en la viabilidad celular del uso de aceites esenciales

como terapia de reemplazo o coadyuvante para cancer oral.

2. Determinar el efecto antitumoral in vivo del uso de aceites esenciales como

terapia de reemplazo o coadyuvante para cancer oral.

3. Determinar efectos en la viabilidad celular de las terapias tradicionales.
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4.METODOLOGIA
4.1Tipo de estudio

Para llevar a cabo este estudio de revision sistematica cualitativa se realizé una

busqueda sistematica de la literatura cientifica.

4.2 Estrategia de recoleccién de informacion

La busqueda se efectud utilizando los siguientes buscadores digitales: Pubmed,
Scielo, EBSCO, ISI Web of Science y Science Direct. Las palabras claves que se
utilizaron para esto fueron: aceites esenciales, aceites volatiles, cancer oral,
antineoplasico, antiproliferativo, viabilidad celular. Se ejecuté la busqueda con
criterios “MeSH” (Medical Subject Headings) y DECs junto con operadores
booleanos: “AND", “OR", “NOT". Se aceptd publicaciones de los ultimos 15 afos,
con limitacion de idioma en espafiol, inglés, portugués y francés. Se seleccionaron
aquellos articulos por titulo y resumen que cumplian con el criterio de inclusion del
uso de aceites esenciales, que midieran viabilidad celular en cancer oral, ya sea en
un modelo in vitro o modelo animal. Los titulos y resumenes de los articulos
fueron revisados de manera independiente por dos autores, en caso de
discrepancia se consultd con un tercer revisor para la decision final y/o se realiz6

la lectura completa del articulo. Se eliminaron aquellos que estaban duplicados.

4.3 Evaluacién metodoldgica

Se utilizaron pautas ARRIVE y pauta CONSORT para la evaluacion metodoldgicas
de los estudios con el fin de que cumplieran con un estandar minimo.

La pauta para evaluacion in vitro en la actualidad no existe por lo que se utilizé una
adaptacion de la pauta CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials). La
pauta contiene 25 items, agrupados en 6 dominios (Titulo y resumen, introduccion,
metodologia, resultados, discusién y otra informacién) estos representan los
puntos mas importantes que debieran estar incluidos en todos los reportes de
ensayos clinicos aleatorizados. La estructura metodoldgica del estudio in vitroy el
ensayo clinico son similares. En otras palabras, es un ensayo realizado en un
laboratorio. Los méritos de los estudios in vitro en comparacién con los de un
ensayo incluyen: Control sobre variables independientes y sesgos imprevistos y
facilidad de
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operacion. En la estructura convencional de un estudio /in vitro, no se presentan
elementos como el calculo del tamafio de la muestra, la diferencia significativa y la
aleatorizacion(Cartes y Moraga, 2016; Krithikadatta, Gopikrishna y Datta, 2014)
(Anexo 2y 3).

La pauta ARRIVE “Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments” fue
publicada en el 2010 con el fin de asegurar la calidad de los estudios con animales,
cumpliendo estandares cientificos, desde el planteamiento hasta la publicacion de
sus resultados. En efecto se ha comprobado que muchos de estos estudios tienen
una calidad inadecuada del reporte, lo que va en desmedro de la valoracion,
replicacion y uso de sus resultados. La pauta contiene 20 items agrupados en 5
dominios (Titulo y resumen, introduccién, métodos, resultados, discusién)(Cartes y
Moraga, 2016) (Anexo 4).

4.4 Extraccion de los resultados

De los estudios que se seleccionaron se extrajo la informacién de la planta de
donde proviene el aceite esencial, principal componente del AE, qué modelo utiliza
in vitro o animal (detallando linea celular). Uso del AE como terapia de reemplazo o
coadyuvante, metodologia para obtener aceite y para evaluar viabilidad celular,
resultados principales vinculados con los objetivos para evaluar viabilidad celular y

resultados secundarios no vinculados.

4.5 Analisis de resultados

Se utilizé un flujograma, para esquematizar la busqueda y seleccion de estudios.
Tablas de evidencia que contienen autor, planta de donde proviene el AE,
componente del AE, modelos del estudio, uso del aceite esencial como reemplazo
o coadyuvante y resultados principales; diferenciando si se utiliz6 o no un
quimioterapéutico como control positivo el cual produce efecto citotdxico sobre
las lineas celulares para cancer oral. Detalle de metodologia ocupada para obtener
el aceite y para evaluar viabilidad celular, junto con resultados secundarios.
5.RESULTADOS

5.1 Blsqueda, extraccién y seleccién de estudios

La busqueda inicial de los buscadores digitales, identificaron: 266 articulos

potenciales: En PubMed, Science Direct, EBSCO, ISI Web of Science y Scielo. De
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estos fueron excluidos 242 luego de una seleccion por titulo y resumen. Después
de revisar el documento completo de 24 publicaciones, 8 fueron excluidos por no
cumplir con el estdndar minimo en la evaluacién metodoldgica (Tablas 2 y 3). No
se agregaron articulos a partir de la bibliografia, al no ser atingente con el tema de
estudio o por ya estar incluidos. Quedaron un total de 16 incluidos en la revisién
sistematica (Figura 2). Solo se encontraron estudios in vitro, estos fueron

publicados entre los afios 2006 y 2020.

Criterigede bldsqueda
(((Mouth Neoplasm OR Oral Cancer OR (Mouth

ANDNeo OR(CarcinommaANDMouth))AND
(Olls,Volatlle% |F.°§ééﬁﬂﬁ% Sils) )) AND/QR{Agtneoplastic
Agents QRIDNIGAAEHRIS WRNREHREARSTativEORF UorouracilOR

Cisplatin)AND7ORCellSurvival

|

BusquedainicialBabgeeddanécidigitales(nF266) |
PubMed (n4 (n=266)Titulos y m—| Publicaciones
23)Scielo(nf4)  resimenesrevisados excluidas(n=242
Science Direct )
(n=37)Web of Science
(n= 216)EBSCO(n=17)

Publicaci
Figura 2: Fljjograma de estrategipa de 6’33‘%1% ni%igrega

lasreferencias(n=0)

Publicaciones excluidas
— . .
postevaluacién

metodolégica(n=8)

Publicaciones incluidas en
larevisionsistematica n=16
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Tabla 2: Evaluacién metodoldgica. Lista de verificacion adaptada CONSORT 2010 para incluir al

informar un estudio in vitro (Moher et al., 2010).

Seccién / Elemento de lista de verificacion
Tema
Identificacién como un estudio in vitro. ID*
Tituloy Resumen estructurado del estudio, métodos, resultados y RE*
resumen conclusiones.
Trasfondoy Antecedentes cientificos y explicacion de la justificacion. AN*
objetivos _— - I
Objetivos especificos o hipotesis oB*
Descripcion de materiales y métodos a utilizar. DM*
Metodologia Detalle de obtencidn y cultivo de lineas celulares. DC*
(materiales y Las intervenciones para cada linea celular, detalles suficientes para IN*
métodos) permitir la replicacién, incluido cémo, cuanto y cuando se
administraron realmente
Cambios importantes en los métodos después del comienzo CA*
con razones
Medidas de resultado de cada intervencién incluyendo como y cuando = MR*
fueron evaluadas
Resultados
Métodos para analisis adicionales MA*
Narracién de los resultados o utilizacion de tablas, esquemas, PR*
graficos para mostrar los resultados de los eventos a estudiar
Discusion Limitaciones del estudio, abordando fuentes de sesgo LI*
potencial, imprecision.
Interpretacién consistente con resultados, balance de beneficios 1

y dafios, y considerando otra evidencia relevante

* Abreviatura de elemento de la lista de verificacion CONSORT modificada
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Tabla 3: Evaluacion metodoldgica de estudios seleccionados para evaluacién mas detallada

segun tabla 2.

Autor Elemento de verificacién de lista CONSORT modificada
ID |RE |AN | OB | DM | DC | IN CA | MR | MA PR | LI [IT |*

(Manosroiy | + | + + + + + + + + + + + |+ | S/l
cols., 2006§

(Cha,Moon,y | + |+ + + + + + + + + + + |+ |5/l
cols., 2009)

(Cha,Jeong,y | + | + + + + + + N/A | + + + + |+ S/l
cols., 2009)

(Sertelycols, | + | + + + + + + + + + + + |+ |5/l
2011a)

(Sertelycols, | + | + + + + + + + + + + + |+ S/l
2011b)

(Joycols,2012) [+ [+ [+ [+ [+ [+ [+ [+ + |+ + + [+ |5/
(ChayKim, [+ '+ [+ [+ [+ [+ [+ [NA + |+ + |+ + S/

2012)
(Sanseeray | + + + + + + + + + + + + |+ S/l
cols., 2012)
(Keawsa-ard,y [+ '+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ + |+ + + [+ S/l
cols., 2012)
(Suycols, 2012) | + |+ |+ + |- + |- + + N/A | + + |- N/I
(SuyHo,2013) | + | + + + + + - + + N/A | + = = N/I
(Suycols, 2013) [ + [+ |- + [+ [+ |- N/A | + N/A | - + |- N/I
(Yangycols, | + | + + + + + + + + + + + |+ S/I
2015)
(Changycols, | + | + + + + + + + + + + + |+ S/1
2016)
(Su&Ho,2016) | + | + - + + + - N/A | + + - + |- N/I
(Su & Ho, 2017)
(Fekrazady | + | + + + + + + + + + + + |+ | S/l
cols., 2017)
(Skalickaycols,, | + | + - + + + - N/A | + + - + |- N/I
2017)

(Suycols, 2018) | + | + - + + + - N/A | + + = + |- N/I
(Tubtimsriy | + | + + + + + |+ + + + + + [+ |5/
cols., 201 83/

(Antonyy [+ |+ [+ [+ | - - |- + |+ |+ 5 + |- | N/
Geetha, 2019
(Thakurycols, | + | + + + + + + + + + + + |+ S/1
2019)
(Costaycols,, | + + + + + + + + + + + + |+ S/I
2020)
+ |+ + + + + + + + + + + |+ |9/

(Nirmalay cols.,
2020)

*Ver significado de abreviatura en tabla: ID=Identificacion in vitro; R= Resumen estructurado;
AN-=Antecedentes cientificos; OB=0bjetivos, DM=Detalle material y métodos, DC=Detalle
celular; IN=Intervencion, CA=Cambios en métodos; MR=Medida de resultados; MA=Material

adicional;, PR=Presentacion resultados, LI=Limitaciones; IT= Interpretacion.
*+ : cumple con elemento; -: no cumple con criterio; N/A= No aplica.

*N/I =No incluido en revision sistematica, por no cumplir con estandar ; S/I= Incluido en

revision sistemadtica, al cumplir con todos los criterios de evaluacion
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5.2 Analisis de los estudios incluidos

5.2.1 En las Tablas 5y 6 se presentan el resumen de 6 estudios in vitro incluidos
en la revisién sistematica cualitativa que utilizaron aceites esenciales con
quimioterapéuticos (QTP) como control positivo, detallando autor y afio, plantas de
donde fueron obtenidos los aceites esenciales a utilizar, principal componente del
AE , uso del aceite esencial como reemplazo o coadyuvante, linea celular de cancer
oral utilizada (Tabla 5), concentraciéon y tiempo de exposicion al aceite esencial ,

QTP y resultados principales (Tabla 6).

Tabla 5: Reporte de datos obtenidos de estudios incluidos segun criterios de tabla 2
que poseen control positivo.

Autor Planta del AE~ Principal Tipo de uso del Linea
(Referencia) componente AE* Celular
(Costa y cols., 2020) | Guatteria espatulenol Reemplazo CAL 27*
megalophylla (27,76%) HSC-3*
Diels
(Thakur y cols., 2019) | Crassocephalum  B-mirceno (65,9%) Reemplazo KB*
crepidioides
(Espinaca de
Okinawa)
(Tubtimsri y  cols., | Mentha spicata Carvona (70%) Reemplazo KON*
2018) (Menta verde)
(Fekrazad y cols., | Thymus Reemplazo - KB
2017) Caramanicus carvacrol (51%) Coadyuvante
Jalas (Tomillo)
(Keawsa-ard, y colsj Solanum spirale (E)-fitol (48,1%) Reemplazo KB
2012
(Manosroi 'y cols., | 0. sanctum L No reportado Reemplazo KB
2006) (Albahaca santa)
C. citratus No reportado Reemplazo KB
(Hierba de
limén)
Alpinia No reportado Reemplazo KB
officinarum
(Galanga menor)
Lavendula No reportado Reemplazo KB
angustifolia P.
(Lavanda)
Vetiveria No reportado Reemplazo KB
zizanioides
(Vetiver)
Zingiber No reportado Reemplazo KB
montanum (Plai)
Piper nigrum L. No reportado Reemplazo KB
(Pimienta negra)
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Cymbopogon nardus No reportado Reemplazo
(L.) (Hierba citronela) KB

C. longa L. No reportado Reemplazo KB
(Cdrcuma)

O. basilicum L. No reportado Reemplazo KB
(Albahaca dulce)

C. hystrix DC. No reportado Reemplazo KB
(Lima Kaffir)

Piper betel L. No reportado Reemplazo KB
(Vid de betel )

Albizzia No reportado Reemplazo KB
lebbek (Nuez)

Ocimum No reportado Reemplazo KB
americanum L.

(albahaca

peluda)

Mentha No reportado Reemplazo KB
Spicata L.

(Menta Verde)

Psidium No reportado Reemplazo KB
guajava

(Guayaba)

*AE=Aceite esencial. *KB; KON =Carcinoma de células escamosas del piso de la boca.
*HSC-3; CAL27= carcinoma de células escamosas de lenqua humana.

Tabla 6: Reporte de datos obtenidos de estudios incluidos segun criterios de tabla 2 que
poseen control positivo.

Autor
(Referencia)

Concentracion

Tiempo
AE* exposicion

QTP*

Resultados principales

(Costay cols.,
2020)

(Thakury cols.,
2019)

10 a 40 pg/mL 72hrs

10a100 pg /
mL

48hrs

Doxorrubicina

(DOX)

5-Fluorouracilo

(5-FU)

Vinblastina

Guatteria megalophylla,
disminuye viabilidad celular
sobre CAL27 y HSC-3,

ICs07,58 pg/mL para células
CAL27y 14,90 pg/ml para
células HSC-3.

Ambos quimioterapéuticos
poseen un ICso’ menor en
comparaciéon al AE. Sobre
CAL27, DOX* posee un ICsode
1.09 pg/mL y para 5-FU* 2,56
pug/mL. Para HSC-3, ICso de
0,86 ug/mL DOX y 1,01 ug/mL
de 5-FU.

El aceite  esencial de
Crassocephalum crepidioides
disminuye viabilidad celular a
32% con 100 pg/mL. Teniendo
un ICso de 704 pg/mL.
Variacion tiempo-dosis
dependiente.
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5 pL/ml

0,019-4,962
mg/mL

24 hrs.
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Doxorrubicina
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Demostr6 que el aceite
esencial con 1puL/mL indujo
toxicidad celular (viabilidad
celular aprox. de 8 %).

Thymus caramanicus (0,05
pL/mL) potencia el efecto de la
doxorrubicina (concentracién
sub-efectiva de 2 y 3 pyL/mL)
en

las células KB. ICso 0,44 pL /
mL.

El aceite esencial posee efecto
citotoxico sobre la linea de
cancer oral KB teniendo un
valor de ICso de 26,42. yL/mL

El aceite de hoja de guayaba, la
albahaca peluda y el vetiver
mostraron un efecto citotéxico
de 4,37, 3,92 y 2,45 veces mas
potente que la vincristina,
respectivamente en células
para cancer oral. A
continuacion, se detallara los
ICs0y porcentaje de viabilidad
de los 16 aceites esenciales
utilizados: Hoja de guayaba
00379 mg/mL vy 30%
Albahaca peluda 0,0424 mg/L y
30%; Menta verde 0,0647
mg/mL y 30%; Vetiver 0,0676
mg/mL y 25%; Citronela 0,0814
mg/mL y 24%; Plai 0,0944
mg/mL y 35%; Albahaca santa
0,0951 mg/mL y 24%; Lima
kaffir 0,0997 mg/mL y 30%;
Hierba de limén 0,1154 mg/mL
y 24%; Pimiento negro 0,215
mg/mL y 21%; Albahaca dulce
0,3033 mg/mL y 30%; Lavanda
0,4453 mg/mL y 30%; Galanga
menor 0,7222 mg/mL y 40%;
Curcuma 1,0879 mg/mL y 52%;
Vid betel y nuez, no fueron
obtenidos. El ICso de vincristina
(0,166 mg/mL) y 5-flurouracilo

oo~ =

cel
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(1,77 mg/mL) , nos demuestra
que la mayoria de los aceites
son mas potentes que los
quimioterapéuticos utilizados.

*AE= Aceite esencial; QTP= Quimioterapéutico; ICso=Concentracién inhibitoria 50. Definida como
“Concentracion de un compuesto necesaria para reducir in vitro el crecimiento
poblacional de organismos, incluidas las células eucariotas, en un 50 por ciento. Aunque a
menudo se expresa para denotar la actividad antibacteriana in vitro, se utiliza también como un
patron de citotoxicidad a las células eucariotas en

cultivo”"(DECs);DOX= Doxorrubicina; 5-FU=Fluorouracilo.

5.2.2 En las Tablas 7 y 8 se presentan el resumen de 10 estudios /n vitro incluidos
en la revisidon sistematica cualitativa que utilizaron aceites esenciales sin
quimioterapéuticos como control positivo, detallando autor y afo, plantas de
donde fueron obtenidos los aceites esenciales a utilizar, principal componente del
AE, uso del aceite esencial como reemplazo o coadyuvante, linea celular de cancer
oral utilizada (Tabla 7), concentracién y tiempo de exposicion al aceite esencial,

quimioterapéutico y resultados principales (Tabla 8).

Tabla 7: Reporte de datos obtenidos de estudios incluidos segun criterios de tabla 2 sin control
positivo.

Autor Planta Principal Tipo de uso Linea celular
(Referencia) del AE Componente
(Nirmalay | Cuminum cyminum Cumaldehido Reemplazo SAS*
cols.,2020) 32,5%
(Changy Cinnamomum trans- Reemplazo HSC-3 *
cols., 2016) Cassia cinamaldehido
(Yangycols., | Cinnamon cassia trans- Reemplazo SCC-25*
2015) spp cinamaldehid
0 87%
(Joycols., | Pinus Densiflora Reemplazo YD-8%
2012)
(Chay kim, Cryptomeria Elemol 11,2% Reemplazo KB*
2012) Japonica
(Sanseeray | Cleidion javanicum  Linoleolato de Reemplazo KB
cols., 2012) etilo 32%
(Sertel y cols., Levisticum Acetato a-terpinilo  Reemplazo UMSCC1*
2011a) officinale 48%
(Sertely cols., | Thymus Vulgaris Timol 33% Reemplazo UMSCC1
2011b)
(Cha, Moon, y | Artemisia Capillaris Capileno 32,7% Reemplazo KB
cols, 2009)
(Chay cols, Artemisia Alcanfor 19,3% Reemplazo KB
2009) Iwayomogi

* SAS; SCC-25; HSC-3; YD-8= Linea celular de Carcinoma de células escamosas de la
lengua *KB; UMSCC1= Carcinoma de células escamosas del piso de la boca
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Tabla 8: Reporte de datos obtenidos de estudios incluidos segun criterios de tabla 2 sin control

positivo.

Autor
(Referencia)

Concentracion
AE*

Tiempo de
exposicion

Resultados
principales

(Nirmala y
cols.,2020)

(Chang y cols.,
2016)

(Yang y cols.,
2015)

(Joycols., 2012)

(Cha y kim,
2012)

(Sanseera y
cols., 2012)

(Sertel y cols.,

20717a)

(Sertel y cols.,
2011b)

0,4a2pL/ mL

2,540 pg / mL

6,25a 100

pL/mL

20a 60 pg/ mL

0,1a0,8 mg /ml

12,52 62,5
pg/mL

0,54 pg/mL a
18 mg/mL

0,54 pg/mL a
18 mg/mL

48 hrs.

24 hrs.
48 hrs.

24 hrs.

8 hr.

3/6/12/24/48
hrs.

72 hrs.

72 hrs.

72 hrs.

La nanoemulsion de Cuminum
cyminum afecta proliferacion vy
viabilidad en célula de cancer oral. La
viabilidad celular disminuyé con 2uL/
mL*a 25%. El de la nanoemulsién es
ICs0 1,5 L/ mL.

Cinnamomum  Cassia, disminuyo
significativamente la viabilidad celular
tiempo y dosis dependiente. 40 ug/
mL de aceite esencial a las 24 hrs.
mostré una viabilidad de 40 %,
disminuyendo a 20 % post- 48hrs. El
ICs5013,7 pyg/mL.

El uso de aceite esencial de
Cinnamomum Cassia 100 pL/mL
redujo la viabilidad celular casi al
100%  (99,34%). Efecto  dosis
dependiente.

Pinus Densiflora, afecto la
proliferacién y viabilidad celular, el
tratamiento con 60 pg/mL tuvo mayor
efecto inhibitorio; disminuyendo la
proliferacién en un 60% y la viabilidad
celular a 30%.

El aceite esencial de Cryptomeria
Japonica disminuy6 la proliferacion, a
partir de 0,2 mg/mL se puede
observar cambios, teniendo 0,8
mg/mL el mayor efecto en la
viabilidad celular a las 24hrs.
Respuesta dosis y tiempo
dependiente, mayor efecto en 24 y 48
hrs. Tiene una viabilidad celular del
10%.

El aceite de Cleidion javanicum
mostré actividad anticancerigena en
células KB con un ICs0 de 47,16
pg/mL.

Las concentraciones subtoxicas de
aceite esencial de estimularon Ia
proliferacion y la viabilidad. Mientras
que a mayor concentracion disminuy6
la viabilidad celular a 4,7% con 0,54
mg /mL. El ICso es 292,6 pg/mL

El aceite esencial de tomillo estimulaba
la proliferacion y la viabilidad
concentraciones subtdxicas y
mientras mas altas los efectos
citotoxicos aumentan, dependientes
de la dosis Hay una disminucion
rapida de la viabilidad celular a 1,3%
con 540 pg/mL. El ICso calculado fue
de 369,55 ug / mL.
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(Cha, Moon, y | 0,1 a0,7uL/mL 6/12/18/24 hrs.  El aceite esencial de artemisa afecta
cols., 2009) la viabilidad celular, con 0,5 pL/mL de
20%, mientras que con 0,7uL/mL fue
de 10% la viabilidad celular a las 24
hrs. Al evaluar la variable tiempo con
0,5 pL/mL el mayor efecto se
determiné a las 24hrs, por tanto, tiene
una respuesta dosis y tiempo
dependiente ante
células cancerigenas.
(Chaycols, | 50 a 500 yL/mL  6/12/18/24 hrs. El aceite esencial afecta la viabilidad
2009) celular en células de céancer oral; 500
pL/mL disminuy6 la viabilidad celular
a 40% a las 12 hrs. mientras que esta
misma concentracion estudiada a
diferentes tiempos, tuvo su mayor
efecto a las 24 hrs. (viabilidad celular
aprox. 10 %). Respuesta de aceite es
dosis y tiempo dependiente.

*AE=Aceite esencial ; ICso=Concentracion inhibitoria 50

5.2.3 Resumen de los 16 estudios in vitro incluidos en la revision sistematica
cualitativa, detallando la metodologia utilizada para la extraccion del aceite y
método para determinar efecto sobre la viabilidad celular en las diferentes lineas

de cancer oral utilizadas, ademas se muestran resultados secundarios (Tabla 9).

Tabla 9: Reporte de metodologia y resultados secundarios de todos los estudios incluidos.

Autor Metodologia Metodologia para Resultados Secundarios
(Referencia) | para obtencion  viabilidad
del AE
(Costay | Arrastre de Ensayo reduccion El aceite esencial (AE) aumenta el
cols., 2020) vapor de resazurina porcentaje de células apoptéticas

tempranas en HL-60 (leucemia),
existiendo  contraccion  celular vy
condensacién nuclear. El AE no indujo
un aumento significativo en los niveles
de

ROS.

(Nirmalay | Comercial Ensayo MTT La nanoemulsién demostré apoptosis

cols., 2020) temprana en la linea celular SAS. Exhibié
N actividad antibacteriana

significativa  contra

Staphylococcus aureus junto

con la liberaciénde

contenido citoplasmatico.

(Thakury | Arrastre de Ensayo MTT El aceite esencial de Crassocephalum
cols., 2019) | vapor. crepidioides obtenido se probé ademas
del carcinoma oral contra el cancer
cervical humano SiHa y las lineas
celulares de adenocarcinoma humano
Colo-205 a las 48hrs lo que mostro
efectos citotdxicos contra todas las
lineas
celulares, siendo 59,8 + 3,7% y 84,5 +




(Tubtimsri
y cols,,
2018)

(Fekrazady
cols., 2017)

(Chang y
cols, 2016)

(Yangy
cols., 2015)

(Joycols,
2012)

(Chay Kim,

2012)

(Sanseeray
cols., 2012)

Comercial

Arrastre
devapor

Comercial

Arrastrede

vapor

Comercial

Comercial

Destilaciona
vapor

EnsayoMTT

EnsayodeMTTR
ojoneutro

EnsayodeMTT

EnsayodeMTT

EnsayodeMTTE
nsayo
deexclusion
deazuldetripan.

EnsayoMTT

Ensayored
uccionres de
azurina
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3,6%,respectivamente.

Lasnanoemulsionesquecontienenderiva
dosdelaceitedericinodepolioxietileno
(PC0O40) demostraron mastransparencia
y mejor estabilidad fisica.Ademas, la
composicioén de los
aceitestuvounimpactoeneltamafodelase
mulsiones.Larelacionéptimadelaceitees
encial de menta verde, el tensioactivoy la
composicion de los aceites
fueronfactorescriticosparalaformaciond
e

nanoemulsiones.
Losdatosmostraronqueelaceiteelextract
o de Thymus caramanicus con
unlCso=105pg/mLinducepotentespropie
dadescitotoxicas.Ademas,elextractode T
hymuscaramanicuspodria
potenciarelefectodeladoxorrubicinaenco
ncentracionessub-efectiva.
ElaceiteesencialdeCinnamomumy
trans-cinamaldehido indujeron la
detencidndelciclocelularG2/Men
célulasHSC-3,asi comoescaladode
ADNy condensacion de cromatina
(caracteristicas de apoptosis).
Generarondisfuncion mitocondrial y
activaronlaliberaciéndecitocromoCy
producciéondeROS.
Elaceiteesencialredujolacargatumoral
al43,5%enelmodelodexenoinjertode
célulasHep-2juntoconunainhibiciondel
89% de la actividad EGFR-TK,
atribuyendolaaccidonanticancerigenaa
lasupresion deesta.
El aceite esencial
encélulasYD-
8,produciendolageneraciéndeR0S,activa
ciéndecaspasa-
9,escisiondePARP,regulaciénporinhibicio
n de Bcl-2, fosforilacion de ERK-1/2 y
JNK-1/2. Por tanto, los efectos sedeben
engranmedida alaactivacionde
caspasasdependientedeROS.

Existi6 separacion de células, cambio
deforma a mas redondeadas vy
contraccidondelascélulasalasmismascon
centracionesdelaceiteesencial,

juntocon fragmentaciondelADN.
Elaceitemostréactividadanticancerigena
contra cancer de
mamaMCF7ycancerdepulmoéndecélulas
pequefasNCI-
H187ActividadantibacterianacontraStap
hylococcusaureusyPseudomonasaerugi
nosaActividadantioxidantesignificativap

es proapoptético
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(Keawsa- ard,y Arrastre de vapor Ensayo reduccion El aceite esencial
cols., de resazurina de S. spirale exhibié
2012) una actividad

antioxidante débil
con un ICsode 41,89
mg/mL. Actividad
citotdxica ante
MCF-7 (cancer de
mama) y NCI-H187
(céancer de pulmén
de células
pequefias) con un
ICso 19,69 y 24,02
Hg / mL,
respectivamente.
Ademas, se
descubrio que
posee actividad
antimicrobiana
contra E. coli gram
negativa y S.

aureus gram
positiva con

inhibicion.
(Sertel y | Destilacion a Ensayo de XTT El aceite esencial de Levisticum
cols, 2011a) | vapor. officinale inhibe el crecimiento de

células HNSCC humanas. Las tres vias
que se regularon de manera mas
significativa fueron la sefalizacion de la
quinasa 5 regulada por seidial
extracelular (ERK5), la sefalizacién de la
quinasa unida a integrina (ILK), la
entrada de virus a

través de vias endofiticas y la
sefalizacién de p53.

(Sertel y | Destilacion a Ensayo de XTT Después del tratamiento con el IC so, las
cols, 2011b) | vapor. rutas mas reguladas de manera
significativa por el aceite esencial de
tomillo fueron, la sefalizacion de
interferdn, la biosintesis de N-glucano y
la sefializacion ERKS.

(Cha,y | Comercial Ensayo MTT El aceite esencial indujo la muerte
cols., 2009) celular de las células KB a través de la
apoptosis, existiendo aumento de la
poblacién celular en la fase sub-GT,
apariciéon de nucleos condensados y / o
fragmentados. Caus6é cambios en el
nivel mitocondrial de las proteinas de la
familia Bcl-2 como Bcl-2 y Bax, lo que
indujo la liberacion de citocromo C.
Sugieren la participacion de las vias
mediadas por p38 / NF-kB y JNK / Bcl-2.




(Chaycols,,
2009)

(Manosroi y
cols., 2006)

Comercial

Destilacién a

vapor

Ensayo de MTT.
Ensayo de
exclusion

de azul de tripan.

Ensayo de MTT
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Mostraron que el aceite esencial induce
la muerte apoptdtica de las células KB,
mediada por proteinas  quinasas
activadas por mitégeno  (MAPK).
Ademas, no solo indujo un desequilibrio
entre los niveles mitocondriales de Bcl-2
y Bax con la liberacién concomitante de
citocromo c en el citosol, sino que
también indujo la activaciéon de
caspasas y la escision de PARP.

Basado en el IC50 de 17 aceites
esenciales, los dividieron en tres grupos
segun posibilidades de convertirse en
agentes antineoplasicos:(1) aceites
esenciales con valores de ICso menor a
0,125 mg/mL poseen mayor
posibilidad;(2) aceites con valores de
ICso0 entre 0,125 y 5 mg/mL con
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posibilidad moderada;(3) aceites que
tenia la ICs0 de mas de 5 mg/mL ,baja
posibilidad.
En la linea celular P388, el aceite de
albahaca dulce, hoja de guayaba vy
albahaca peluda mostré un efecto
citotoxico de 12,70; 15,93 y 18,17 veces
menos  potente que el 5FU,
respectivamente. El aceite de albahaca
dulce tuvo la mayor actividad
antiproliferativa en la linea celular P388,
pero no en la linea celular KB.
*GC-MS= Cromatografia de gases-espectrometria de masas; MTT= Reduccién del bromuro de
3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2, 5-difeniltetrazdlico; XTT= Reduccion enzimatica de la sal de
tetrazolio

5.2.4 Recapitulacion de estudios incluidos en la revisiéon sistematica

cualitativa

Se realizaron graficos los principales resultados de acuerdo con los objetivos
principales de esta investigacion. En primer lugar, en las Figuras 3, 4, 5y 6 se
muestra el efecto sobre la viabilidad celular de los distintos AE sobre las lineas
celulares de cancer oral KB y UMSCC. Estas se agruparon segun tiempo de
exposicion (24, 48 y 72hrs), linea celular utilizada y unidad de medida de
concentracion del aceite esencial. También, podemos ver en la tabla 10 aquellas
viabilidades que no pueden ser comparadas por ser AE de diferentes plantas, tener
unidades de medida de tiempo de exposicidn, concentracion y lineas celulares
distintas entre ellas.

La figura 7 detalla la frecuencia de uso de los métodos utilizados por los autores
para evaluar la viabilidad celular.

Viabilidad celular del AE en células KB

sliilar [%6)

abilidad Ce

LR D

T,

&

o,

Figura 3: Viabilidad celular de las diferentes plantas incluidas con sus respectivos porcentajes
sobre la linea celular KB con 24 hrs. de exposicién al aceite esencial.
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sobre la linea celular KB con
48hrs.deexposicidnalaceite esencial.
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ular UMSCC1 con 72 hrs. de exposicion
alaceite esencial.

Tabla 10: Viabilidad Celular de 5 aceites esenciales de plantas distintas sobre diferentes lineas

celulares.

Concentracion

Nombre de planta del del AE
aceite esencial

Pinus Densiflora

60 pg/mL

Celular (%)

Tiempo de
exposicién
(horas)

Viabilidad
Linea Celular

Cinnamon cassia spp 100 pl/mL 0,7% 24 SCC-25
Mentha spicata

(Nanoemulsion) 5 pL/mL 18% 24 KON
Cuminum cyminum 2 yL/mL

(Nanoemulsion) 25% 48 SAS
Cinnamomum Cassia 40 pg/mL 20% 48 HSC-3
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En las figuras 8 y 9, se muestran las distintas concentraciones inhibitorias 50 (ICso)
de los aceites esenciales, obtenidos por los diferentes autores para las distintas
lineas celulares utilizadas. Se agrup6 segun la unidad de medida usada, linea
celular y tiempo de medicién. Ademas, en la tabla 11 se resume aquellas ICso de
distintas unidades de medidas de 8 aceites esenciales de distintas plantas en diferentes
lineas celulares determinados en tiempos diferentes, que no pueden ser comparables.

La figura 10 esquematiza el método de obtencidn del aceite esencial utilizado para
las investigaciones incluidas.

La figura 11 detalla la evaluacion del aceite esencial sobre las lineas de células
cancerosas, si midieron su uso como nuevo tratamiento (reemplazo), potenciar un
quimioterapéutico convencional (coadyuvante) o ambas anteriores.

IC50AceiteesencialencélulaskB
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Figura 8: Concentracién minima inhibitoria en mg/mL de distintos tipos de aceites a las 24 hrs.
esenciales sobre células KB.
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Figura 9: Concentracion minima inhibitoria
en pg/mL de distintos tipos de aceites
esenciales sobre células UMSCC1 a las 72
hrs.

Tabla 11: Concentracién minima inhibitoria en distintas unidades de medidas (uL/mL o pg/mL) de
8 aceites esenciales de distintas plantas en diferentes lineas celulares (KB, SAS, CAL-27, HSC-3)

determinados en tiempos diferentes.

Guatteria megalophylla Diels 14,9 pg/mL HSC-3 72
Cinnamomum Cassia 13,7 pg/mL HSC-3 48
Crassocephalum crepidioides 70,4 pg/mL KB 48

Cleidion javanicum 47,16 pg/mL KB 72

Guatteria megalophylla Diels 7,58 pg/mL CAL-27 72

Solanum Spirale 26,42 pl/mL KB 72

Thymus caramanicus jalas 0,44 pl/mL KB 24

Cuminum cyminum 1,5 pl/mL SAS 48

METODOOBTENCIO TipodeusodelAceite
N esencial
0
0
m Arrastred = Reemplazo
Sapor = coadyudante y
|
reemplazocoadyudante
Figura10:Métododeobtenciéndelosaceitesese Figura 11: Frecuencia en el uso del
ncialesutilizados,44%fueobtenidodemaneraco aceiteesencialcomoterapiadereemplazo,coad
mercialy56%porextraidoporarrastredevapor. yuvanteoambosfrenteallineascelularesdecanc
eroralde los16estudiosincluidos.
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6. DISCUSION

A pesar de conocer las propiedades de diferentes tipos de plantas desde la
antigiiedad y su uso como base para distintos tipos de farmacos, muchos de
estos farmacos presentan una creciente resistencia, por esto, se ha reactivado el
uso de plantas y se ha impulsado su estudio con el fin de poder ser utilizados
como alternativa de tratamiento para diversas enfermedades (Aziz y cols., 2018;
Valdivieso y cols., 2019). Efectivamente muchos tratamientos actuales presentan
efectos secundarios, y como se explicd anteriormente, el cancer oral no esta ajeno
a esta situacion. En este escenario los aceites esenciales y sus componentes
volatiles individuales han despertado el interés de grupos de investigacién en el
cancer. Debido a lo anterior es que el presente estudio tuvo como objetivo
establecer a través de la busqueda sistematica de la literatura si existen
diferencias en la viabilidad celular de células tumorales en un modelo in vitro o
efecto antitumoral in vivo cuando se emplea el uso de aceites esenciales como
terapia de reemplazo o coadyuvante comparado con la terapia tradicional en

cancer oral.

6.1 Métodos de obtencién del Aceite esencial

Los aceites esenciales como tal son aquellos que se obtienen por método de
destilacion con agua o vapor, por un proceso mecanico, o por destilacion seca, ya
que estos serian puros. Dentro de la literatura se describen distintos métodos de
extraccion dentro de los cuales encontramos las convencionales como:
Destilaciéon por arrastre de vapor (DAV), a través de solventes, con extractor
Soxhlet, entre otras y técnicas mas nuevas de extraccion de fluido supercritico,
hidrodestilacion asistida por microondas, las cuales aumentan el rendimiento del
material vegetal. El método de destilacion al vapor es la técnica mas ampliamente
utilizada, a pesar de que requiere tiempos mas largos versus otros métodos, nos
brinda un AE mas puro, el porcentaje de aceites esenciales que son extraido por
esta técnica es del 93% y el 7% restante puede ser extraido por otros métodos.
Esto se condice con los datos encontrados en la revision sistematica, dado que el
56 % de los estudios, es decir, 9, prefirieron utilizar el método arrastre de vapor,
versus 44% que obtuvieron el aceite esencial de manera comercial (Figura 10). Los
AE que son fabricados a de manera industrial, también, son extraidos

principalmente por DAV, solo que utilizan
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equipos a mayor escala. El rendimiento en la extraccion del AE, depende del tipo
de especie y segmento utilizados de las plantas. Las diferencias entre las
propiedades quimicas, calidad y cantidad de los aceites esenciales como se
nombro anteriormente no solo se altera segun lugar geografico, composicién del
suelo y etapa del ciclo vegetal sino también en sus estructuras estereoquimicas,
que pueden ir variando segun el método de extraccidn seleccionado, causando
muchas veces la pérdida de componentes farmacolégicos, cambio fisico de los AE,
cambios en el sabor u olor (Aziz y cols, 2018; Jing y cols., 2019; Linde y cols., 2016;
Paredo y cols, 2009).

Las diferencias entre obtener o no el aceite esencial a través de su propio método
de extraccion por los diferentes autores, debe haberse determinado a partir del uso
de plantas que comercialmente no estan disponibles y potenciarlas por la
comunidad cientifica, o poder determinar la accién exacta en la viabilidad celular
de plantas en donde las variables externas sean controladas por los diferentes
autores o tan solo por ser plantas recientemente estudiadas. Si pensamos que la
busqueda de nuevas alternativas quimioterapéuticas se base en el uso de aceites
esenciales, es primordial que dichas especies tengan una alta disponibilidad y no
sean sobreexplotadas, caracteristica que nos da que sean fabricadas a mayor

escala.

6.2 Actividad citotéxica de los aceites esenciales

Aunque la investigacién sobre la aplicacion de AE como agentes antitumorales es
relativamente nueva, cabe mencionar que la mitad de los quimioterapéuticos de
uso frecuente proceden de plantas. Aproximadamente un 25% derivados
directamente de plantas y un 25% son versiones modificadas quimicamente de
fitoproductos, un ejemplo de esto es el paclitaxel, derivado originalmente de la

corteza del arbol Taxus brevifoli (Gautam, y cols, 2014; Pezzani y cols., 2019).

Las estrategias terapéuticas contra el cancer estan centradas en la induccién de la
apoptosis o la detencién del ciclo celular en las células tumorales; recordando que
las caracteristicas claves para existencia del cancer es la resistencia a la muerte
celular, senalizacion proliferativa sostenida y evitar a supresores del crecimiento.

Varios estudios han demostrado que los aceites esenciales y sus diferentes
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componentes poseen efectos citotoxicos en diversos modelos de células
cancerosas a través de diferentes vias (Sharifi-Rad y cols., 2017). El carvacrol
presente en los aceites esenciales de tomillo y orégano, suprime la proliferacion de
células cancerosas de cancer oral Tca-8113 y SCC-25 (carcinoma de células
escamosas de lengua) a través de varias vias bioldgicas que incluyen la regulacién

del ciclo celular, la apoptosis, la adhesion y la invasién celular (Daiy cols 2016).

En la evaluacion de los estudios incluidos se pudo evaluar la inhibicién de la
viabilidad celular de 26 plantas distintas sobre diferentes lineas celulares para
cancer oral entre ellas encontramos las células KB, KON, SAS, YD-8, HSC-3,SCC- 25
y UMSCC1. Si consideramos todas las plantas incluidas, el porcentaje de eficacia
de inhibir la viabilidad celular detallado por los diferentes autores estuvieron entre
el 48% y 99,3%. El porcentaje mas bajo de inhibicion en la viabilidad celular (48%)
fue del aceite esencial de C. Longa. L (curcuma) sobre las células KB y el mas alto
por parte de Cinnamomum Cassia con 99,3% de inhibicién de la viabilidad sobre
SCC- 25 (Figuras 3-6 y tabla 10). El AE de Cinnamomum Cassia, seria un agente
muy prometedor para cancer oral, generando una citotoxicidad cercana al 100 %.
La planta de Cinnamomum cassia y sus componentes han sido estudiados en
cancer de pulmén, de mama, cuello uterino y carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello. En el afio 2018, se informd que los extractos etandlicos de esta
planta puede inducir la muerte de las células cancerosas de la boca e inhibir el
crecimiento tumoral de ratones desnudos activando la caspasa-3 y reduciendo la

Bcl-2 para inducir la apoptosis (Zhang y cols., 2019).

Si comparamos la viabilidad celular de aquellos estudios que solo utilizaron
células cancerosas KB y las expusieron durante 24 hrs. a distintas
concentraciones de distintos aceites esenciales, nos da que 17 plantas presentan
actividad citotoxica afectando en distintos porcentajes la viabilidad. El que tuvo
una mayor eficacia fue Thymus jalas con 92 % de inhibicién de viabilidad (Figura 4),
cuyos principales componentes son carvacrol y timol. En el 2018, De La Chapa y
cols, reportaron que el timol tiene efectos antiproliferativos en multiples tipos de

células cancerosas,
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entre ellas para las células HL-60 (leucemia mieloide aguda) y para células cancer
oral en Cal-27, SCC-4 y SCC-9, con efecto citotoxico de aproximadamente 99 %, al
inducir apoptosis y disfuncién mitocondrial (De La Chapa y cols, 2018). Por otro
lado, C.Longa.L (circuma), fue el AE con menor eficacia de inhibicién de viabilidad
sobre la linea KB (Figura 3), como aceite esencial no ha sido estudiado mucho. Los
estudios se han centrado en la curcumina, un polifenol de esta planta, que se
utiiza como farmaco antitumoral, teniendo efectos favorables en cancer
colorrectal, melanoma, gastrico, mama, fibrosarcoma éseo y en cancer de cabeza
y cuello, estudios in vitro mostraron que la curcumina induce apoptosis celular, a
través de mecanismos directos e indirectos (Araldjo y Leon, 2001; Giordano y
Tommonaro, 2019).

También se pudo observar que el AE de Artemisia Capillaris e Iwayomogi,
presentan la misma inhibicién en la viabilidad celular (90%) frente a la linea celular
KB tras el mismo tiempo de exposicion (24 hrs.), pero con diferentes
concentraciones; a pesar de pertenecer al mismo género, Artemisia Capillaris tiene
ese porcentaje con una concentracion considerablemente menor de 0,7uL/mL
versus 500 pL/mL del aceite de Artemisia Iwayomogi, lo que nos habla del
potencial citotéxico de Capillaris (Figura 4). Existe evidencia considerable que
muestra que los compuestos activos en los aceites esenciales de diferentes
especies de Artemisia son responsables de su efecto antiproliferativo al inducir
apoptosis en células cancerosas, entre ellas cancer de colon y mama (Abad y cols.,
2012; Tilaoui y cols., 2015). Es necesario resaltar que las distintas especies de
plantas presentan una variacion en los componentes volatiles de sus aceites
esenciales, los que son influenciados por el crecimiento en distintas ubicaciones
geograficas, pH del suelo, condiciones de secado, uso de fertilizantes, parte de la

planta o el método de extraccion (Jing y cols., 2019; Linde y cols., 2016).

Cabe destacar que los efectos de los aceites esenciales sobre las diferentes lineas
celulares son dosis y tiempo dependientes, por ejemplo Cha, Moon, y cols ( 2009)
al evaluar el AE de artemisia a una concentracion de 0,5 yL/mL la inhibicion de la
viabilidad celular fue de 80% mientras que con 0,7uL/mL fue de 90% a las 24 hrs.

Luego tras evaluar la variable tiempo a las 6;12;18 y 24 hrs. con 0,5 pL/mL de AE,



42

el mayor efecto se determind a las 24 hrs, por tanto, tiene una respuesta dosis y
tiempo dependiente ante células tumorales (Tabla 7 y 8). Asi mismo,
Spyridopoulou y cols, lo observé al estudiar la actividad citotdxica del aceite
esencial de orégano (Origanum onites ) ante lineas para cancer de melanoma,

colon, hepatico y mama (Spyridopoulou y cols., 2019).

La inhibicion de viabilidad celular de los AE de Crassocephalum crepidioides y
Cryptomeria Japonica sobre la linea celular KB con 48 hrs. de exposicion al aceite
esencial es de 69% y 90% respectivamente (Figura 5). La concentracion del aceite
esencial de Cryptomeria Japonica fue 8 veces mas que la concentracion de
Crassocephalum crepidioides que solo utilizo 100 pg/mL, quizas al aumentar su
concentracion pudo haber obtenido resultados en la inhibicién similares a
Cryptomeria. Crassocephalum crepidioides, su actividad anticancerigena solo ha
sido estudiada en los estudios incluidos en esta revision al igual que Cryptomeria
Japonica. Mientras que Matsunaga y cols han reportado que el aceite esencial de
Cryptomeria  Japonica muestra actividad antiulcerosa y disminuye
significativamente las lesiones gastricas, hallando como compuestos principales
Terpinen-4-ol y Elemol (De Assis Oliveira y cols,.2014). Bahar y cols ( 2017)
mostraron que C. crepidioides tiene actividades antidiabéticas en un cultivo de

células 3 pancreaticas.

En la linea celular UMSCC1 solo dos plantas con sus aceites esenciales evaluaron
su efecto tras 72 hrs. de exposicion. Levisticum officinale y Thymus Vulgaris
(Figura 6), obtuvieron un 953 % y 99% respectivamente de inhibicion de la
viabilidad celular, siendo dos candidatos prometedores por su actividad
anticancerigena para cancer oral. Estos aceites esenciales ya han sido probados
en otros tipos de cancer y también han obtenido grandes resultados. Por ejemplo,
el AE de Thymus vulgaris, hierba medicinal china cuyo principal componente es el
timol, en estudios sobre el cancer de mama, préstata y pulmon se ha reportado
una viabilidad celular que varia desde el 4% hasta el 1%. Ademas, el solo uso de
timol mostré que in vitro inhibid la proliferacién celular e indujo la apoptosis y
detuvo el ciclo celular en céncer colorrectal (Kubatka y cols., 2019; Zeng y cols.,

2020). Levisticum Officinale, por su
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parte, en cancer ha sido estudiado el uso de extracto hidroalcohdlico, generando
apoptosis en varias lineas celulares de cancer de mama alterando niveles del
ARNm (disminuyendo gen ZNF703)y la via de sefializacién cGMP, ademds tendria
efecto sobre la leucemia (Mollashahee-Kohkan y cols., 2019; Sargazi, Saravani y
Shahraki, 2019).

Se encontré estudios que describieron que los aceites esenciales con dosis sub
letales promueven la proliferacién y viabilidad de células cancerosas y que al
aumentar las dosis tienen un efecto citotoxico, un ejemplo es el aceite esencial de
tomillo (Thymus vulgaris) el cual con 0,54 pug/mL estimulé la proliferacién y la
viabilidad de las células UMSCC1 y al aumentar la concentracion a 540 pg/mL los
efectos citotdxicos aumentan generando una disminucién rapida de la viabilidad
celular a 1,3% (Tabla 8). Otro ejemplo de ello, el Honokiol, pequefia molécula
organica natural purificada de la corteza, conos de semillas y hojas de arboles de
Magnolia en las células de cancer oral con concentraciones subtodxicas, induce la
proliferacion de células cancerosas como mecanismo de proteccion ante
estimulos perjudiciales, mientras que a concentraciones mas altas, este
mecanismo de defensa es anulado por los efectos citotéxicos (Ji y cols., 2017;
Kubatka y cols., 2019; Sertel y cols., 2011b)).

Las propiedades bioldgicas de los aceites esenciales se pueden atribuir a su
compleja composicion con mas de 300 compuestos volatiles diferentes. Estos
compuestos volatiles incluyen terpenos, alcoholes, acidos fendlicos, éteres,
ésteres, aminas, entre otros. La mayoria de sus propiedades estan relacionadas
con sus componentes principales. Es importante destacar que todos los
componentes ya sean en mayor o menor porcentaje generan un efecto sinérgico al

efecto de los aceites esenciales (Pezzaniy cols., 2019).

Solo un estudio incluido report6 el uso de aceite esencial como coadyuvante de la
terapia convencional para CO, este fue el estudio de Fekrazad y cols (2017)
quienes evaluaron el efecto de Thymus caramanicus al combinarlo con el
quimioterapéutico doxorrubicina, ellos utilizaron 0,05 pL/mL de AE mas una
concentracion sub-efectiva del quimioterapéutico de 2 y 3 yL/mL contra células KB,
determinando que el uso del AE potencia el efecto de la doxorrubicina (Figura 11y
tabla 6). A pesar del
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limitado nimero de estudio que investigé el efecto coadyuvante, la literatura apoya
la existencia de efectos sinérgicos entre agentes quimioterapéuticos
convencionales y plantas naturales, con el fin de mejorar propiedades de los
farmacos, antagonizar la resistencia y disminuir efectos secundarios de éstos. El
aceite esencial de Nigella sativa (comino negro), su componente Timoquinona y su
asociacién con doxorrubicina en células HL60 (leucemia), 518A2 (melanoma), HT-
29 (colon), KB-V1(cuello uterino) y MCF-7 (mama) mejoré las propiedades
antineoplasicas de este farmaco al inhibir crecimiento de células cancerosas
(Bhalla y cols., 2013; Valdivieso y cols., 2019). De manera similar, la timoquinona
aumento la citotoxicidad inducida por cisplatino y docetaxel en linea celular para
céncer de mama con p53 mutante y cancer oral (Alaufi y cols., 2017; Pezzani y
cols., 2019). El Honokiol en combinacién con 5-fluoroucacilo (5-FU) en las células
de cancer oral HSC-3 y HSC-4 tuvo un efecto sinérgico, aumentando

significativamente la apoptosis. (Ji y cols., 2017).

Los antineoplasicos necesitan inhibir el 100% de la viabilidad de células
cancerosas, por esto, podemos pensar que la mayoria de los AE estudiados para
cancer oral no podrian ser utilizados como reemplazo de la terapia convencional. A
pesar de lo anterior, bajo el concepto de sinergia aquellos aceites esenciales que
tuvieron porcentaje de inhibicion menor y no tan cercano al 100%, por ejemplo, la
curcuma, lavanda, pimienta negra, entre otros, se deberian considerar como
posibles agentes antitumorales para cancer oral, ya que, posiblemente su efecto
citotoxico se potencie al combinarse con otros aceites esenciales o con un
antineoplasico convencional. Por ejemplo, en un estudio se utilizaron los AE de
Hinojo (Foeniculum vulgare) y clavo (Syzygium aromaticum) evaluando su
actividad anticancerigena sobre células CACO -2 (adenocarcinoma intestinal) cada
uno por si solos y en combinacion. EI AE de hinojo, principalmente estaba
compuesto por trans-anetol (68,3%) y el AE de clavo por eugenol (71,4%). Los
autores mostraron que cada AE por si solo tuvo en efecto citotéxico, pero este
aumento al ser usado en combinacién provocando la detencién del ciclo celular y
apoptosis, que puede ocurrir a través de efectos sinérgicos entre los ingredientes
activos del aceite de clavo y el hinojo (EI- Garawani y cols, 2019). Otro ejemplo, es

el aceite esencial de Curcuma zedoariay



45

paclitaxel, agente quimioterapéutico de primera linea que se usa para tratar a
pacientes con cancer de ovario. Se evalu6 la viabilidad celular del AE por si solo y
en conjunto a paclitaxel, el ensayo de viabilidad celular indicé que cualquiera de
estos compuestos solos o en combinacién suprimié el crecimiento de células de
cancer ovarico; en combinacion existié una mayor inhibicion de la proliferacion e
induccion de la apoptosis, por lo tanto, suplementar paclitaxel con aceite esencial
de Curcuma zedoaria puede ser una estrategia de tratamiento eficaz para

disminuir la dosis y la toxicidad de este quimioterapéutico (Zhou y cols. 2015).

Los estudios de citotoxicidad in vitro sobre lineas celulares emplean diferentes
métodos de tincion celular con el fin de estimar de manera indirecta el nimero de
células viables presentes después de un tratamiento, ademas, estos métodos
también son comunes para la deteccién de la proliferacion celular (Kumar,
Nagarajan, y Uchil, 2018; Stepanenko y Dmitrenko, 2015). La metodologia preferida
por los 16 estudios incluidos para determinar la viabilidad celular de los diferentes
aceites esenciales sobre las distintas lineas celulares de cancer oral mostré que el
método mas utilizado fue el ensayo MTT, seguido por XTT y ensayo de resazurina
(Figura 7). Los ensayos deben tener como principales caracteristicas rapidez,
sensibilidad, reproductibilidad, seguridad y que no muestre interferencia con el
compuesto a evaluar (Stepanenko y Dmitrenko, 2015). Si comparamos con la
literatura, nos dice que los ensayos basados en la funcién metabdlica de las
células usando sales de tetrazolio (MTT o XTT) son unos de los métodos mas
usados en la investigacion del cancer para medir la proliferacion celular, la
viabilidad y la citotoxicidad de los farmacos, pero que requieren mucho tiempo
como ensayos de exclusién de azul tripan o de titulacion de timidina. Mosmann en
1983, desarroll6 el ensayo MTT y determind que la produccién de MTT-formazan
era proporcional al nimero de células metabdlicamente viables. En las células
vivas, el tinte amarillo, soluble en agua, se reduce a un precipitado de formazan de
color cristal azul violeta insoluble al agua, que puede analizarse
colorimétricamente después de disolverse en un disolvente organico( Stefanowicz
y Ochocka, 2020; Kumar y cols., 2018; Stepanenko y Dmitrenko, 2015). La
resazurina es un colorante que se reduce en dos pasos, en resorufina (rosado

altamente fluorescente) y en dihidroresorufina,
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compuesto incoloro y no fluorescente. Asi, la medida de fluorescencia obtenida de
la resazurina es un indicador de la funcion mitocondrial. Este ensayo es poco
toxico para las células ya que la resorufina se difunde al medio e inicialmente al no
concentrase al interior de la célula no induce muerte, como si ocurre en otras

técnicas (Escobar, Rivera y Aristizébal, 2008).

Es importante destacar que se ha encontrado que podria existir una subestimacion
o sobreestimacion del ensayo MTT en el numero de células viables en
comparacién con las mediciones de ATP. Por otra parte, la reduccion de

resazurina se ha descrito como un método variable segun la linea celular evaluada.

Para evitar una mala interpretacion de los resultados, se recomienda la
suplementacion de los ensayos basados en la sal de tetrazolio con otros ensayos
no metabdlicos. Para elegir | ensayo de viabilidad éptimo, se deben considerar en
detalle el tipo de célula, las condiciones de cultivo aplicadas y las preguntas
especificas que se plantee (Escobar y Aristizdbal , 2010; Stepanenko y Dmitrenko,
2015).

6.3 Concentracion inhibitoria media de los Aceites Esenciales

La concentracion inhibitoria media, “Concentracion de un compuesto necesaria
para producir la inhibicion en un 50 por ciento de la viabilidad celular’ (ICso). Esta
medicion fue realizada en 24 aceites esenciales de los estudios incluidos sobre las
distintas lineas celulares antes mencionadas. Esta caracteristica, nos permite
comparar la potencia de cada AE, asi que, mientras mas pequefio es el valor de
ICs0 tendra mayor potencia como posible antineoplasico, sobre todo al comparar

con un quimioterapéutico convencional.

De los 14 aceites esenciales en los cuales se determind su ICso en la linea celular
KB a las 24 hrs. Entre ellos el que tuvo el menor valor fue el AE de hoja de guayaba,
albaca santa y menta verde. Los ICso de 5-fluorouracilo y vincristina, sobre la linea
celular KB del estudio de Manosroi y cols (2006), son 0,166 mg/mL de vincristina 'y
1,77 mg/mL de 5-flurouracilo, mostrando que la mayoria de los AE son mas
potentes que los quimioterapéuticos utilizados. Por ejemplo: EL AE de la hoja de
guayaba y albahaca santa tienen un IC50 de 0,06 mg/mL por lo que serian 4,15y
44 veces mas potente que vincristina y 5-fluorouracilo, respectivamente. Por otro

lado, los
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aceites esenciales de curcuma (1,09 mg/mL), galanga menor (0,72 mg/mL) y
lavanda (0,45 mg/mL) tienen una potencia baja (ICso de mayor valor), pero siguen
siendo mas potente que estos quimioterapéuticos convencionales (Figura 8). En
comparacién con valores encontrados en otros estudios del ICso de 0,062 mg/mL
de cisplatino sobre la linea celular KB, se igualaria a la potencia encontrada en
aquellos AE con ICso mas bajos como la guayaba , albahaca santa y menta verde
(Jaafari-Ashkvandiy cols., 2019).

Al comparar los valores de ICso de los dos aceites esenciales sobre la linea
UMSCC1 determinado a las 72 hrs, Levisticum officinaley Thymus Vulgaris (Figura
9). El AE de Levisticum officinale seria mdas potente en lograr la disminucion del
50% celular con un ICso de 292,6 pug/mL versus 369,5 ug/mL de Thymus vulgaris,
caso opuesto al recordar lo que encontramos en términos de inhibicién de
viabilidad celular, donde el mas citotoxico es Thymus vulgaris entre ambos. Si
comparamos el ICso de un quimioterapico en la linea UMSCCT, en la literatura
encontramos el ICso del cisplatino con valores aproximados de 0,662 g/mL (2
Mol/L) al mismo tiempo de evaluacion de 72 hrs, lo encontrado por Sertel y cols.
(2011a y 2011b) nos muestra que estos aceites esenciales serian mucho mas
potentes que este quimioterapéutico convencional sobre la misma linea celular
(Ashimoriy cols., 2009; Nor y cols., 2014).

Hay que mencionar que los aceites esenciales tienen diferentes propiedades fisico
- quimicas, son de naturaleza hidrofébica, inestables y volatiles, debido a esto una
alternativa ha sido utilizar nanoemulsiones (NE), que ayudarian a estabilizar y
proteger a los AE de la evaporacion, degradacién y lograr una liberacion controlada.
Los NE son sistemas coloidales que consisten en emulsionantes, tensioactivos
y/0 co-tensioactivos, aceite y agua , que con sus estructuras flexibles pueden
solubilizar tanto farmacos hidréfilos como hidrofobos. El uso de NE permite
potenciar la eficacia de los aceites esenciales, sobre todo en combinaciéon con
otros farmacos, como antineoplasicos, mejorando la solubilidad de los
compuestos hidréfobos, asi como la distribucién y disponibilidad de los farmacos,
lo que reduce concentracién y frecuencia de dosis, generando menos efectos
secundarios (Alkhatib, Al-Otaibi, y Wali, 2018; Jaafari-Ashkvandi y cols., 2019; Lai y

cols., 2019). Teniendo esta
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premisa, el uso de aceites esenciales a pesar de tener una viabilidad celular alta y
un ICso menor o igual que otros farmacos utilizados de manera tradicional en el
cancer oral, no deberian ser descartados como alternativa terapéutica. En este
trabajo solo dos estudios utilizaron nanoemulsiones, el aceite esencial de
Cuminum cyminum que gener6 una inhibicion de la viabilidad celular de 75 % y un
ICsode 1,5 uL/mL en células SAS a las 48 hrs. y Mentha Spicata, que en mezcla con
aceite de coco virgen mostré una inhibiciéon de 82% sobre KON a las 24 hrs (Tabla
10). Al ser solo 2 estudios, que no comparten ninguna variable en comun no es
posible realizar una comparacién, pero es importante destacar que esta estrategia
se esta ocupando en estudios in vitro en cancer oral. Ademas, en la literatura se
describe la utilidad de nanoparticulas cargadas con Gefitinib (antineopldsico) y
curcumina que mejoran la apoptosis celular en células SAS de cancer oral humano
in vitro e inhiben el tumor xenoinjerto de células SAS /in vivo, a través del sistema
de liberacién de nanoparticulas se superé la resistencia de las células cancerosas
a este farmaco (Lai y cols., 2019). En el cancer de cuello uterino, se utilizé el
quimioterapéutico Mitomicina C en nanoemulsion combinado con aceite esencial
de ajo y manzanilla, encontrando una disminucién en las concentraciones minimas
inhibitorias y las viabilidades celulares de las células HelLa, medidas a través del
ensayo MTT, se redujeron 42 y 20 veces cuando se sometieron a mitomicina-
manzanilla y mitomicina-ajo, respectivamente versus el aceite esencial solo
(Alkhatib, Al-Otaibi y Wali, 2018).

Debido a que no se publican las desviaciones estandares no se pudo realizar el

analisis de comparacion estadistico de los estudios incluidos.
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7.CONCLUSION

Tras el andlisis de la literatura encontrada se determiné que los aceites esenciales
son eficaces en la inhibicién de la viabilidad celular sobre todo si es empleado
como terapia de reemplazo para cancer oral. Los aceites esenciales poseen
distintos porcentajes de eficacia detallados por los diferentes autores que van
desde el 48% y 99,3% de inhibicion celular, encontrando aceites esenciales muy
prometedores como Cinnamomum Cassia con 99,3% de inhibicién. A pesar de
esto, no existe todavia ninguin aceite esencial que sea efectivo en lograr el 100% de
inhibicién de la viabilidad celular al ser comparados con los antineoplasicos

tradicionales en cancer oral.

Los aceites esenciales serian mas potentes que los quimioterapéuticos
tradicionales tras comparar las concentraciones efectivas 50, dicha caracteristica
seria beneficiosa en un futuro ya que posiblemente si se utilizan a nivel clinico

tendrian menos efectos adversos que los antineoplasicos actuales.

En relacién con el uso de aceites esenciales como coadyuvante a la terapia
tradicional para cancer oral, no se encontraron suficientes estudios, pero existiria
un efecto potenciador in vitro, al utilizar un AE y dosis subletales de algunos

antineoplasicos.

No se encontré evidencia respecto al efecto antitumoral in vivo del uso de aceites
esenciales como terapia de reemplazo o coadyuvante para cancer oral. Se
recomienda realizar estudios en este ambito con el fin de poder observar este

efecto y dar un paso en la busqueda de alternativas para tratar el cancer oral.

Se concluye que existen diferencias en la viabilidad celular de células tumorales en
modelo in vitro cuando se emplea el uso de aceites esenciales como terapia de
reemplazo o coadyuvante comparado con la terapia tradicional para cancer oral.
Se sugiere seguir estudiando los aceites esenciales determinando a su vez el
mecanismo de accion utilizado por estos, con el objetivo de ser utilizados como
terapia de reemplazo para cancer oral y/o aumentar las investigaciones respecto a
su efecto potenciador de terapias convencionales con el fin de poder disminuir los
efectos adversos y la resistencia farmacoldgica.
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9. ANEXOS Y APENDICES:

1) Tablas con el sistema de estadiaje de TNM (tumor-nodo-metdstasis) para
cancer oral obtenido de UICC, 2017

Definicién categoria T para cancer oral

CATEGORIA Diametro maximo Profundidad de invasion

$1 <2cm < 5mm

T2 <2cm 5-10mm

0) 2-4cm <10mm

T3 >4 cm

o >10 mm

T4 Enfermedad avanzada invadiendo hueso o estructuras
adyacentes




Definicion categoria M para cdncer oral

MO Sin metdstasis a distancia

M1 Metastasis a distancia

Definicién categoria N para cancer oral

64

CATEGORIA N

NO | Sin metastasis ganglionares.

N1 | Metastasis en un solo ganglio ipsilateral.

N2

N2A | Metastasis en un solo ganglio ipsilateral.

Tamano de
metastasis

<3cm

3-6cm

N2B | Metastasis en multiples ganglios ipsilaterales. <6cm

N2C | Metastasis en ganglios Dbilaterales
contralaterales
N3

N3A Metastasis en cualquier ganglio linfatico

N3B | Metdstasis en cualquier ganglio linfatico

ENE: EXTENSION EXTRANODAL

0 <6cm

>6Ccm

Cualquiera

| ENE

No

No
No
No

No

Si

Luego de la clasificacion TNM se puede dar un estadio o etapa al tumor que va

desde Etapa 0 hasta Etapa IV.

Etapa Categoria T Categoria N Categoria M
Etapa 0 Tis NO MO
Etapa | T1 NO MO
Etapa Il T2 NO MO




Etapa Il

Etapa IVA T4a
T1,T2,T3,T4a

Etapa IVB Cualquier T
T4b

Etapa IVC | Cualquier T

Tis: Carcino mainsitu

NO,N1
N2

N3

Cualquier N

Cualquier N

65
13 NO MO
T1,T2, T3 N1 MO

MO
MO

MO
MO

M1

2) Lista de verificacion adaptada CONSORT 2010 para incluir al informar un estudio

in vitro (Moher y cols., 2010).

Seccién / Tema Elemento de lista de verificacion

Titulo y resumen | Identificacién como un estudio in vitro.

Resumen estructurado del estudio, métodos, resultados y
conclusiones.

Trasfondo y | Antecedentes cientificos y explicacion de la justificacion.

objetivos

Objetivos especificos o hipétesis

Metodologia Descripcién de materiales y métodos a utilizar.
(materiales y
métodos) Detalle de obtencion y cultivo de lineas celulares.

Las intervenciones para cada linea celular, detalles
suficientes para permitir la replicacién, incluido como, cuanto
y cuando se administraron realmente

Cambios importantes en los métodos después del comienzo
con razones

Resultados Medidas de resultado de cada intervencién incluyendo como
y cuando fueron evaluadas
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Métodos para analisis adicionales

Narracion de los resultados o utilizacion de tablas, esquemas,
graficos para mostrar los resultados de los eventos a estudiar

Discusion

Limitaciones del estudio, abordando fuentes de sesgo
potencial, imprecision.

Interpretacion consistente con resultados, balance de
beneficios y dafos, y considerando otra evidencia relevante

3)Lista de verificacion CONSORT 2010 de informacion para incluir al informar un
ensayo aleatorio (Moher y cols., 2010).

Seccion / Tema

Elemento de lista de verificacion

Titulo y resumen

Identificacion como un ensayo aleatorizado en el titulo.

Resumen estructurado del disefio del ensayo, métodos,
resultados y conclusiones.

Trasfondo y
objetivos

Antecedentes cientificos y explicacion de la justificacion.

Objetivos especificos o hipétesis

Diseno de prueba

Descripcién del disefio del ensayo (como paralelo, factorial),
incluida la relacion de asignacion

Cambios importantes en los métodos después del comienzo
del ensayo (como los criterios de elegibilidad), con razones

Participantes.

Criterios de elegibilidad para los participantes.

Configuraciones y ubicaciones donde se recopilaron los datos

Intervenciones

Las intervenciones para cada grupo con detalles suficientes
para permitir la replicacién, incluido cémo y cuando se
administraron realmente
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Resultados Medidas de resultado primarias y secundarias predefinidas
completamente definidas, incluyendo como y cuando fueron
evaluadas
Cualquier cambio en los resultados del ensayo después del
comienzo del ensayo, con razones

Tamafo de la|Como se determind el tamano de la muestra

muestra

Cuando corresponda, explicaciéon de cualquier analisis
intermedio y pautas de detencion.

Aleatorizacion

Generacioén de
secuencia

Método utilizado para generar la secuencia de asignacion
aleatoria

Tipo de aleatorizacidn; detalles de cualquier restriccién
(como bloqueo y tamafio de bloque)

Mecanismo de
ocultacion de la
asignacion

Mecanismo utilizado para implementar la secuencia de
asignacién aleatoria (como contenedores numerados
secuencialmente), que describe los pasos tomados para
ocultar la secuencia hasta que se asignaron las
intervenciones

Implementacién

Quién generd la secuencia de asignacion aleatoria, quién
inscribid a los participantes y quién asigno a los participantes
a las intervenciones.

Cegador Si se hizo, quién fue cegado después de la asignacién a las
intervenciones (por ejemplo, participantes, proveedores de
atencion, aquellos que evaltan los resultados) y cémo
Si es relevante, descripcion de la similitud de las
intervenciones.

métodos de | Métodos estadisticos utilizados para comparar grupos para

estadistica resultados primarios y secundarios

Métodos para analisis adicionales, como andlisis de

subgrupos y analisis ajustados.




Flujo de
participantes (se
recomienda  un
diagrama)
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Para cada grupo, el numero de participantes que fueron
asignados al azar, recibieron el tratamiento previsto y fueron
analizados para el resultado primario

Para cada grupo, pérdidas y exclusiones después de la
asignacion al azar, junto con razones

Reclutamiento

Fechas que definen
seguimiento.

los periodos de reclutamiento vy

Por qué termind o se detuvo el juicio

Datos de | Una tabla que muestra las caracteristicas demograficas y

referencia clinicas de referencia para cada grupo

Numeros Para cada grupo, el nimero de participantes (denominador)

analizados incluido en cada andlisis y si el andlisis fue por grupos
asignados originales

Resultados y | Para cada resultado primario y secundario, resultados para

estimacion cada grupo y el tamafo del efecto estimado y su precision

(como el intervalo de confianza del 95%)

Para los resultados binarios, se recomienda la presentacion
de los tamanos de efecto absoluto y relativo.

Anélisis auxiliares

Resultados de cualquier otro analisis realizado, incluidos los
analisis de subgrupos y los analisis ajustados, distinguiendo
los preespecificados de los exploratorios

Danos Todos los danos importantes o efectos no deseados en cada
grupo
Limitaciones Limitaciones de prueba, abordando fuentes de sesgo

potencial, imprecision y, si es relevante, multiplicidad de
analisis

Generalizacion Generalizacion (validez externa, aplicabilidad) de los
hallazgos del ensayo.
Interpretacion Interpretacion consistente con resultados, balance de

beneficios y dafios, y considerando otra evidencia relevante
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4)Lista de chequeo de pauta ARRIVE para evaluar estudios en animales (Cartes-
Velasquez y Moraga, 2016)

ITEM

Recomendaciones

Titulo y Resumen

1.Titulo: Descripcion exacta y concisa como sea posible
sobre el contenido del articulo.

2.Resumen: Incluye los antecedentes y objetivos de la
investigacion, detalles de la especie y cepa de los animales
utilizados, métodos relevantes, hallazgos principales vy
conclusiones del estudio

Introduccién

3. Antecedentes: Antecedentes que permitan comprender
la motivacion y el contexto del estudio, asi como las bases
y el enfoque experimental. Explicar cémo y por qué la
especie y el modelo animal utilizados permiten abordar los
objetivos cientificos y, cuando sea apropiado, la relevancia
del estudio para la biologia humana.

4. Objetivos: Describir claramente los objetivos primarios y
secundarios del estudio o las hipétesis especificas que se
van a probar.

Métodos

5. Declaracion ética: indicar la naturaleza de los permisos
del comité ético, leyes (en Chile la ley 20.380 regula la
proteccion de animales) o decretos pertinentes, y las
directrices nacionales o institucionales para el cuidado y
uso de animales (aspectos bioéticos de la experimentacién
animal de CONICYT), bajo las que se realiza la
investigacion.

6. Disefo del estudio: para cada experimento detallar: a) el
numero de grupos experimentales y control; b) cualquier
medida adoptada para minimizar los efectos de sesgo al
asignar los animales a los grupos de tratamiento
(asignacion aleatoria) y al evaluar los resultados
(enmascaramiento), y

c) la unidad experimental (animal, grupos o jaulas de
animales). Los diagramas de flujo pueden ser Utiles para
ilustrar como se realizaron los disefios de estudio
complejos.
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7. Procedimientos experimentales: Detalles precisos de
todos los procedimientos efectuados. ElI como
(formulacién y dosis del tratamiento, el sitio y la via de
administracion, anestesia y analgesia utilizadas [incluyendo
la monitorizacién], procedimiento quirdrgico, el método de
eutanasia, equipo especializado utilizado [incluyendo
proveedores])); el cuando (fecha y hora); el dénde (jaula de
alojamiento, laboratorio, prueba del laberinto acuético, etc.),
y el por qué (fundamentos para la eleccidon del anestésico
especifico, la via de administracion, dosis del farmaco
utilizado, etc.).

8. Animales de experimentacion: caracterizar a los
animales utilizados, incluyendo especie, cepa, sexo, etapa
de desarrollo (edad media o mediana de edad y rango u
otra medida resumen) y peso (media o0 mediana mas rango
de peso u otra medida resumen); procedencia de los
animales, nomenclatura internacional de la cepa,
modificacion genética (animal deficiente, transgénico, etc.),
genotipo, estado de salud/inmune, si los animales han sido
incluidos en estudios o recibido tratamientos
anteriormente, procedimientos previos, etc.

9. Alojamiento y manejo de los animales: Proporcionar
datos sobre el alojamiento (tipo de instalacién, libre de
patogenos especificos [LPE], tipo de jaula o habitaculo,
material del lecho, nimero de animales por jaula, formay
material del tanque, etc. para peces); condiciones de cria
(por €j., programa de reproduccién, ciclo de luz/oscuridad,
temperatura, calidad de agua, etc. para peces, el tipo de5.
Declaracion ética: indicar la naturaleza de los permisos del
comité ético, leyes (en Chile la ley 20.380 regula la
proteccién de animales) o decretos pertinentes, y las
directrices nacionales o institucionales para el cuidado y
uso de animales (aspectos bioéticos de la experimentacion
animal de CONICYT), bajo las que se realiza la
investigacion.

6. Disefo del estudio: para cada experimento detallar: a) el
nimero de grupos experimentales y control; b) cualquier
medida adoptada para minimizar los efectos de sesgo al
asignar los animales a los grupos de tratamiento
(asignacion aleatoria) y al evaluar los resultados
(enmascaramiento), y

c) la unidad experimental (animal, grupos o jaulas de
animales). Los diagramas de flujo pueden ser Utiles para
ilustrar como se realizaron los disefios de estudio
complejos.
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7. Procedimientos experimentales: Detalles precisos de
todos los procedimientos efectuados. ElI como
(formulacién y dosis del tratamiento, el sitio y la via de
administracion, anestesia y analgesia utilizadas [incluyendo
la monitorizacién], procedimiento quirdrgico, el método de
eutanasia, equipo especializado utilizado [incluyendo
proveedores])); el cuando (fecha y hora); el dénde (jaula de
alojamiento, laboratorio, prueba del laberinto acuético, etc.),
y el por qué (fundamentos para la eleccidon del anestésico
especifico, la via de administracion, dosis del farmaco
utilizado, etc.).

8. Animales de experimentacién: caracterizar a los
animales utilizados, incluyendo especie, cepa, sexo, etapa
de desarrollo (edad media o mediana de edad y rango u
otra medida resumen) y peso (media o0 mediana mas rango
de peso u otra medida resumen); procedencia de los
animales, nomenclatura internacional de la cepa,
modificaciéon genética (animal deficiente, transgénico, etc.),
genotipo, estado de salud/inmune, si los animales han sido
incluidos en estudios o recibido tratamientos
anteriormente, procedimientos previos, etc.

9. Alojamiento y manejo de los animales: Proporcionar
datos sobre el alojamiento (tipo de instalacion, libre de
patdgenos especificos [LPE], tipo de jaula o habitaculo,
material del lecho, nimero de animales por jaula, forma y
material del tanque, etc. para peces); condiciones de cria
(por €j., programa de reproduccién, ciclo de luz/oscuridad,
temperatura, calidad de agua, etc. para peces, el tipo de
alimentacién, el acceso a los alimentos y al agua,
enriquecimiento ambiental); evaluaciones e intervenciones
relacionadas con el bienestar que se llevaron a cabo antes,
durante o después del experimento.

10. Tamano de la muestra: Especificar el nimero total y por
cada grupo experimental. Explicar como se determiné el
numero de animales total y para cada grupo experimental.
Proporcionar detalles del calculo del tamafio de la muestra
empleado. Indicar el ndmero de repeticiones
independientes de cada experimento, si es que se
realizaron.

11. Asignacion de animales a grupos experimentales:
Proporcionar detalles completos de la forma en que los
animales fueron asignados a los distintos grupos
experimentales, fuese distribucién aleatoria o asignacion
especifica. Describir el orden en el que los animales en los
diferentes grupos experimentales fueron tratados vy
evaluados.
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Resultados

12. Resultados experimentales: Definir claramente los
resultados primarios y secundarios a evaluar (muerte
celular, marcadores moleculares, cambios de
comportamiento, etc.).13. Métodos estadisticos:
Proporcionar detalles sobre los métodos estadisticos
utilizados para cada andlisis; especificar la unidad de
analisis para cada grupo de datos (animal, grupo de
animales, neurona individual, etc.); describir los métodos
utilizados para los supuestos estadisticos de las pruebas
utilizadas (independencia, normalidad, etc.). 14. Datos
basales: para cada grupo experimental, indicar las
caracteristicas relevantes y el estado de salud de los
animales (peso, estado microbiolégico, participaciéon en
estudios previos, etc.) antes de iniciar el tratamiento o
prueba.

15. Cantidades analizadas: indicar el numero de animales
de cada grupo incluido en cada analisis. Presentar numeros
absolutos y no frecuencias; explicar pérdidas o exclusion
de datos en el analisis.

16. Resultados y estimacién: indicar los resultados de cada
analisis llevado a cabo con una medida de precisién (error
estandar, intervalo de confianza, etc.).

17. Eventos adversos: dar detalles de todos los eventos
adversos importantes en cada grupo experimental, y las
modificaciones realizadas a los protocolos con el fin de
reducir los eventos adversos.

Discusion

18. Interpretacion e implicaciones cientificas: interpretar
los resultados, teniendo en cuenta los objetivos y las
hipétesis del estudio, la teoria actual y otros estudios
pertinentes en la literatura. Comentar las limitaciones del
estudio incluyendo cualquier fuente potencial de sesgo,
cualquier limitacion del modelo animal y la imprecision
asociada con los resultados. Describir cualquier
implicacién de los métodos experimentales o hallazgos
para el reemplazo, refinamiento o reduccién (las 3 R) del
uso de los animales en investigacion.

19. Generalizacion/aplicabilidad: comentar la validez
externa de los resultados y de qué forma se lograria, asi
como la relevancia para la biologia humana.

20. Financiamiento: listar todas las fuentes de financiacién

(incluyendo el numero del proyecto) y su rol en el estudio.




