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RESUMEN

El cancer se caracteriza por la multiplicacion acelerada y descontrolada de
células anormales, segun la OMS es una de las causas principales de muerte a nivel
mundial. En la cavidad oral el 90% de los tumores malignos son carcinomas orales
de células escamosas, que producen gran dafio, con graves consecuencias
funcionales y estéticas, situacion que se agrava aun mas, por su diagnéstico, donde
la mayoria de las veces es tardio. El tratamiento de neoplasias malignas orales
puede causar graves secuelas en los pacientes y tener alta mortalidad en etapas
avanzadas, lo que hace necesario buscar nuevas alternativas para su tratamiento.

Los aceites esenciales (AEs) podrian ser una buena opcion para nuevas
terapias antitumorales coadyuvantes, ya que los AEs provenientes de diversas
plantas han mostrado tener efecto citotoxico en lineas celulares tumorales con
distintos grados de efectividad, entre ellos el AE de Origanum vulgare (orégano).

En este estudio, fue extraido, mediante arrastre por vapor de agua, AE de
Origanum vulgare proveniente de plantas de la Region Metropolitana de Chile, fue
caracterizado por GC-MS y puesto a prueba su efecto citotoxico en lineas de
carcinoma oral de células escamosas CAL-27 y de queratinocitos orales displasicos
DOK en tiempos de 48 horas mediante ensayo de viabilidad celular MTT.

Los componentes de Origanum vulgare fueron principalmente monoterpenos
destacando el hidrato de cis-sabineno (16,72 %) como compuesto principal, seguido
de timol (14,20 %), 4-terpineol (13,57 %) y y-terpineno (11,66 %). El AEO presentd
efectividad citotoxica en las lineas CAL-27 y DOK con un ICso de 1,001 pg/mL y
1,237 pg/mL respectivamente a las 48 hrs.

Esta capacidad citotéxica demostrada en las lineas celulares CAL-27 y DOK,
indica que el AE de Origanum vulgare podria ser buen candidato para futuros

tratamientos contra carcinoma oral y/o otras neoplasias orales.



INTRODUCCION

i. Cancer oral y su relevancia

La palabra cancer se emplea para referirse a un grupo de mas de 100
enfermedades distintas con mas de 1,000 variedades histopatolégicas. El cancer
corresponde a una enfermedad multifactorial y que supone a nivel mundial una de
las causas mas importantes de mortalidad. Implica una compleja sucesién de
eventos que generalmente ocurren durante muchas décadas (Hahn y Weinberg,
2002). Las células cancerosas proliferan sin medida, ajenas al control de los
organismos pluricelulares, por medio de mitosis repetidas, extendiéndose mas alla
de los limites normales e invadiendo regiones adyacentes del cuerpo,
propagandose a otros 6rganos (Mateo-Sidron y Somacarrera., 2015; Hahn y
Weinberg, 2002). También el crecimiento de estas células tumorales puede estar
condicionado por la tasa de muerte celular (inhibicion de la apoptosis) a través de
la activacion de un grupo de proteinas que llevan a cabo la degradacion celular.
(Elmore S, 2007).

El cancer oral es un tipo de cancer de cabeza y cuello (Harrison y cols, 2009)
y corresponde a la sexta neoplasia mas frecuente a nivel mundial (Kumar y cols,
2016). Se presenta de manera mas comun en pacientes de 50 afios en adelante,
afectando mayoritariamente a hombres mas que a mujeres, con una incidencia en
el afo 2012, de 4,0 casos nuevos por 100.000 habitantes: 5,5 casos nuevos por
100.000 hombres y de 2,5 casos por cada 100.000 mujeres, con una mortalidad en
hombres de 2,7 por cada 100.000 hombres y en mujeres de 1,2 por cada 100.000
mujeres (Mateo-Sidron y Somacarrera, 2015; Santelices y cols, 2016).

Esta patologia tiene una distribucion mundial desigual, siendo en los
continentes de mayor incidencia, Asia del Sur y Sudeste junto con Europa del oeste
y el este, especificamente los paises con mayor incidencia son Francia y Hungria
(Warnakulasuriya, 2009). En Latinoamérica, la situacion no es muy diferente, las
incidencias mas altas se reportan en Argentina, sur de Brasil y Uruguay. A modo de

ejemplo, en Brasil se estimo que para el afio 2014 habria 576.580 casos nuevos de
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cancery, de estos, unos 15.000 afectando sélo a la cavidad oral: 11.280 en hombres

y 4.010 mujeres. (Wunsch-Fiho y de Camargo, 2001).

De acuerdo con la clasificacion del Instituto Nacional del Cancer de Estados
Unidos (2021), el cancer oral considera las siguientes estructuras anatéomicas: labio,
dos tercios de la parte anterior de la lengua, mucosa bucal, piso de la boca, encia
inferior, trigono retromolar, encia superior y paladar duro (Santelices y cols, 2016).
El 90% del cancer oral corresponde a carcinoma escamoso (CE) o espinocelular

(Riera y Martinez, 2005; Garcia-Garcia y Bascones, 2009)

En nuestro pais no existen estudios actualizados sobre las caracteristicas
epidemioldgicas de la enfermedad. De acuerdo con los “Registros poblacionales de
Cancer en Chile” para el periodo 2003-2007 (Ministerio de Salud 2012), la incidencia
estimada de cancer de la cavidad oral y faringe fue de 3,4 casos nuevos por 100.000
hombres y de 1,3 casos nuevos por 100.000 mujeres; la mortalidad de 3,2 cada
100.000 en hombres y 1,2 cada 100.000 en mujeres. Este es el unico registro
nacional publicado por el Ministerio de Salud, que recopila informacién de solo 3 de
las 15 regiones del pais (Antofagasta, Los Rios y Bio-Bio) y no ha existido una
nueva actualizacion de los datos nacionales. Otros registros de la Agencia
Internacional de Investigacion sobre el Cancer que al 2018 muestran, para nuestro
pais, una incidencia de 1,3 cada 100.000 habitantes en hombres y 0,7 cada 100.000
en mujeres; con una mortalidad de 0,69 cada 100.000 en hombres y 0,26 cada

100.000 en mujeres.

En el estudio de Riera y Martinez (2005) se analizaron registros anteriores,
publicando que “la tasa bruta de mortalidad por cancer oral y faringeo en Chile
aumenté desde 1955 hasta 1980, sin embargo, para el periodo 1981 a 2002, la tasa
se estabiliz6 manteniéndose relativamente constante, existiendo incluso una leve
disminucion”. Ramirez y cols., (2015) recopilaron datos desde los registros de
defunciones del Departamento de Estadistica e Informacion de Salud del MINSAL,
estudiaron la mortalidad en el periodo 2002-2010 y plantean: “Las tasas de
mortalidad por cancer oral y faringeo en Chile entre los afios 2002 y 2010 fluctuaron
entre 1,11 a 1,25 por 100.000 habitantes, manteniéndose estables a lo largo del
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periodo y sin presentar mayores cambios respecto a lo reportado por Riera y cols
(2005).”

Dentro de los factores de riesgo, el consumo de tabaco sigue predominando como
unos de los factores mas importante en la génesis del cancer, con millones de
muertes al afio (Kumary cols, 2016). Los estudios epidemiolégicos muestran que el
riesgo de desarrollar cancer oral es de cinco a nueve veces mayor para los
fumadores que para los no fumadores, y este riesgo puede aumentar hasta 17 veces
mas para los fumadores extremadamente pesados (80 o mas cigarrillos por dia).
(Neville y Day, 2002). El porcentaje de pacientes con cancer oral que fuman
(aproximadamente el 80%) es de dos a tres veces mayor que el de la poblacién
general, los pacientes tratados con cancer oral que continian fumando tienen un
riesgo de dos a seis veces mayor de desarrollar una segunda neoplasia maligna del
tracto aero-digestivo superior que aquellos que dejan de fumar (Samet, 2002;
Muthukrishnan y Warnakulasuriya, 2018). Adicional a lo anterior masticar tabaco
también se ha asociado con un mayor riesgo de cancer oral (Kumar y cols, 2016;
Neville y Day, 2002). Sin embargo, el uso de tabaco sin fumar parece estar asociado
con un riesgo de cancer mucho menor que el asociado con el tabaco fumado
(Neville y Day., 2002). El consumo de alcohol se ha identificado como otro factor de
riesgo para los canceres del tracto aero-digestivo superior. Un estudio de Francia
mostré que los bebedores extremadamente empedernidos (mas de 100 gramos de
alcohol por dia) tenian un riesgo 30 veces mayor de desarrollar cancer oral y
orofaringeo (Brouha y cols, 2005). De mayor importancia aun es el efecto sinérgico
del alcohol y el tabaquismo; algunos subgrupos de pacientes que son fumadores y
bebedores empedernidos tienen cien veces mas riesgo de desarrollar una neoplasia
maligna que personas que no fuman ni beben alcohol. (Blot y cols, 1988; Brouha y
cols, 2005).

El cancer oral casi nunca aparece en un epitelio normal y saludable, usualmente,
hay un cambio patoldégico perceptible que precede al crecimiento neoplasico y que
esta restringido al epitelio denominado displasia epitelial (DE). Evidencias sefialan
que mientras mas severa es la DE, mayor probabilidad de transformacion maligna,
por lo que se destaca la importancia de una adecuada caracterizacion de los rasgos

histopatolégicos de cada subtipo de DE. No obstante, presentar DE no es sinbnimo



de malignizacion segura de la lesion (Aguirre y Aguirre, 2008; Martinez y cols, 2016).
En base a los antecedentes anteriores adquiere mucha importancia la deteccion
temprana de lesiones precancerosas como son leucoplasia y eritroplasia. La
leucoplasia se define como una lesién blanca de la mucosa. Histolégicamente es
una lesién que tiene células displasicas, con potencial de malignizacion. (Mateo-
Sidron y Somacarrera, 2015). Las lesiones eritroplasicas son, como su nombre lo
indica, rojas, pequefas, con o sin acompanamiento de lesiones leucoplasicas.
Cuando las lesiones eritroplasicas estan ulceradas tienen un alto riesgo de ser algun

tipo de neoplasia maligna (Garcia-Garcia y Bascones, 2009).

Los signos clinicos del cancer oral son a menudo sutiles y muchas veces
asintomaticos por eso cualquier lesion de la cavidad oral, que no se resuelva en 2-
3 semanas, debe levantar la sospecha del odontdlogo tratante (Wong y Wiesenfeld,

2018). Estas lesiones pueden incluir (www.cancer.gov):

. Ulceracion-erosion en labios o cavidad oral: La destruccion de la integridad
epitelial es un signo que indica una alteracion en la maduracion del epitelio, asi

como la perdida de las conexiones intercelulares y la alteracion de la membrana

basal.

. Masa o aumento del grosor de los labios.

. Sangrado, dolor o adormecimiento en labios o cavidad oral.

. Movilidad dentaria sin causa aparente.

. Problemas para masticar, mover la lengua o la mandibula.

. Inflamacion de la mandibula.

. Disfagia u odinofagia.

. Otalgia, La presencia de otalgia refleja es un sintoma poco frecuente pero

muy caracteristico de los tumores avanzados de Cabeza y Cuello. Ante la presencia
de una otalgia, no basta con una exploracion otoscopica normal, es preciso realizar
una adecuada exploracion de la cavidad oral y la faringe, sobre todo si el paciente

tiene criterio de riesgo, (varén, mayor de 45 afios, fumador y/o bebedor).



. Linfoadenopatia cervical.

El diagndstico inicial de cancer oral depende de la experiencia del Odontologo o
incluso del propio paciente cuando es capaz de identificar una lesion sospechosa,
que se encuentra en un estadio temprano (Mateo-Sidrén y Somacarrera, 2015).
Incluye una completa anamnesis para determinar posibles factores de riesgo, por
ejemplo; si el paciente es fumador, bebedor o ambos (efecto sinérgico aumentando
el riesgo cien veces mas de lo normal), acompafada de una exhaustiva y buena
exploracion clinica, tanto extra como intraoral. (Pelucchi y cols, 2007; Neville y Day,
2002).

Como las lesiones suelen ser asintomaticas en sus primeras etapas, en el momento
que el paciente decide consultar al profesional, frecuentemente, se encuentra ya
con un cuadro grave. Por lo que aun nos encontramos con que el mayor numero de
casos son diagnosticados en estadios Ill o IV que, a pesar de los avances técnicos
y los descubrimientos de nuevos tratamientos, tienen un muy mal prondstico (Yaoy
cols, 2007).

El tratamiento del cancer oral es un esfuerzo multidisciplinario, ya que cada paciente
presenta a los médicos tratantes un conjunto unico de desafios cuyo manejo
impacta tanto en la supervivencia como en la calidad de vida (Wong y Wiesenfeld,
2018). El enfoque principal para tratar las neoplasias malignas sigue siendo
quirurgico, cuyo objetivo es extirpar completamente el tumor con margenes
quirurgicos compuestos de tejido sano. Pero con la introduccion de la radioterapia
y quimioterapia la cirugia sola, ya no es la opcion ideal especialmente en casos

avanzados de la enfermedad (Deng y cols, 2011).

La cirugia combinada con el uso de radioterapia postoperatoria es una modalidad
de tratamiento comun para los canceres orales. La radioterapia utiliza rayos de alta
energia o particulas para destruir las células cancerosas, generalmente se aplica
después de la cirugia debido a la dificultad de extirpar quirurgicamente el tejido
irradiado a medida que los tejidos se fibrosan y tienden a sanar mas lentamente
(Spencer y cols, 2002)
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La quimioterapia se ha convertido en otra modalidad complementaria destacada
para el cancer oral. Es una terapia sistémica cuyo objetivo es destruir las células
malignas que se dividen rapidamente para controlar la propagacion del tumor y la
metastasis. Aunque generalmente no es una modalidad curativa por si sola, se
puede utilizar antes de la cirugia, al mismo tiempo que la irradiacion, después de la

cirugia o ambas (Specenier y cols, 2009).

Sin embargo, estas terapias (cirugia, radioterapia y quimioterapia) producen
efectos adversos que ocurren con frecuencia durante y después del tratamiento del
cancer oral (Logan y cols, 2009), observandose defectos quirurgicos vy
consecuencias fisiologicas (Mateo-Sidron y Somacarrera, 2015) en los individuos,
muchos de ellos califican el dolor como el peor sintoma experimentado. Ademas de
afectar significativamente la calidad de vida del paciente y la capacidad de tolerar
un tratamiento continuo que lleve a su mejoria; deteriorando en gran medida la
funcién y la apariencia oral causando cambios en el estado de animo, lo que puede

resultar en ansiedad y depresion. (Epstein y cols, 2012; Deng y cols, 2011).

ii.. Plantas medicinales

El uso de las plantas medicinales (Fitoterapia) ha perdurado exitosamente a
lo largo de la historia humana, transmitiéndose por generaciones con diversas
formas de preparacion y administracion (Dias y cols,2012). Por este motivo es que
gran parte de la medicina convencional ha utilizado y sigue utilizando productos

derivados de plantas (Chinsembu, 2016).

Algunos de los componentes de las plantas que han ganado interés en los
ultimos afos son los llamados aceites esenciales (AE) que corresponde a un fluido
hidréfobo que contiene moléculas complejas de bajo peso molecular (usualmente
<500 Da), volatiles, que son sintetizadas por plantas aromaticas. Los componentes
que forman los AE son resultados de metabolitos secundarios, estos permiten que
la planta interactue con microorganismos, insectos y otros seres vivos, entre sus
funciones, participan en procesos de proteccion frente a factores ambientales como

temperatura, humedad, tipo de suelo, radiacion UV, entre otros. Anatbmicamente se
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encuentran en glandulas que pueden estar ubicadas en varias partes de la planta
como hojas, flores, frutos, semillas, cortezas y raices (Bayala y cols, 2014). Por lo
tanto, los AE pueden tener una alta variabilidad, incluso dentro de una misma
especie, ya que su composicion puede ser afectada por caracteristicas propias de
cada planta, las condiciones a las que se enfrenta y el momento en que son
recolectadas las muestras. Aqui radica la importancia de la caracterizacion de las

muestras cuando se estudie sus efectos farmacologicos.

Los numerosos componentes de los AE, se pueden clasificar de manera simple en

los siguientes grupos funcionales. (Tabla 1)

Grupo Naturaleza Ejemplo
Funcional Quimica
Hidrocarburos Terpénicos Limoneno, a-terpineno
Aromaticos Cumeno, p-cimeno
Sesquiterpénicos Trans-B-Cariofileno
Aldehidos Monoterpénicos Citral
Alifaticos Nonanal, Octadenal
Aromaticos Cinamaldehido
Alcoholes Monoterpénicos Geraniol, citronelol
Alifaticos 3-Decanol
Sesquiterpénicos Espatulenol, cedrol
Aromaticos Alcohol bencilico
Fenoles Aromaticos Timol, carvacrol

Tabla 1. Clasificacion de los componentes de los aceites esenciales

(Schoonhoven y cols., 2005).

Los AE tienen efectos sobre varias patologias pues presentan una potente
actividad antioxidante, antimutagénica, antibacteriana, antiinflamatoria y antiviral,

(Hickl y cols, 2018; Gursoy y cols, 2009) debido a un niumero de compuestos
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fendlicos y terpenos presentes, (de Groot y Schmidt, 2016), ademas presentan
posibles agentes antitumorales, siendo una fuente prometedora en el campo
farmacologico para el manejo y la prevencion de patologias orales (Dagli y cols,
2015). Estos se caracterizan por ser reconocidos como productos seguros (GRAS -
Generalmente reconocidas como seguras) (Cossu y cols, 2015) por la FDA
(Administracion de alimentos y medicamentos en los Estados Unidos de América) y
la EPA (agencia de proteccion del medio ambiente) (Pavoni y cols, 2020), por lo
tanto, son capaces de reducir los riesgos para la salud humana, los animales y el

medio ambiente.

Los AE con potencial anticancerigeno pueden actuar de dos maneras: como
quimiopreventivos y supresores de cancer mediante diversos mecanismos (Gautam
y cols, 2014). Los AE al ser de caracter lipofilico, pasan a través de la pared celular
y la membrana citoplasmica, alteran la estructura de sus diferentes capas de
polisacaridos, acidos grasos y fosfolipidos y los permeabilizan actuando en
diferentes vias de senalizacion (Paez-Hernandez y cols, 2019). Se han identificado
diversos mecanismos como la apoptosis, detencidn del ciclo celular, inhibicion de la
angiogeénesis y la reparacion del ADN, los cuales, son responsables del efecto
anticancerigeno que presentan los AE; reduciendo, la proliferacion de células
cancerigenas, la metastasis y la resistencia a medicamentos, lo que los convierte
en candidatos potenciales para terapias antineoplasicas (Gautam y cols, 2014). Otra
de las principales propiedades de los AE es que suelen ser citotoxicos para las
células cancerigenas, mientras que inducen la proliferacién de las células normales,
lo que representa una gran ventaja en el uso de AE (Gautam y cols, 2014; Bakkali
y cols, 2008).

Sin embargo, aun existe un gran terreno inexplorado del potencial terapéutico
de las plantas, por lo que en los ultimos afios ha existido un auge en los estudios de
las medicinas complementarias y particularmente de los aceites esenciales
demostrando con bases cientificas sus efectos farmacoldgicos (Bayala y cols,
2014). Algunos de los beneficios que han demostrado los AE como tratamiento o
complemento a farmacos tradicionales son su eficacia de accion, bajo costo y pocos
efectos secundarios (Edris, 2007).
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1. Extraccion de aceites esenciales

Para lograr la extraccion de los AE pueden utilizarse diversas técnicas, las
gue se basan en romper la pared de las células vegetales para liberar las gotas de
aceite que se encuentran en el citoplasma y luego colectarlas. La técnica que se

uso en esta tesis es:

. Destilacion por arrastre de vapor: Es la técnica mas usada y permite extraer
el 93% del aceite esencial (Aziz y cols, 2018). Es un método de destilacion en donde
se coloca la planta recomendablemente fresca en el extractor. Al calentar la caldera
se evapora el agua y pasa al extractor en donde se evapora el aceite volatil, que se
condensa posteriormente en el condensador, recogiéndose la mezcla agua floral-
aceite esencial en un vaso de precipitado en el que ocurrira la separacién al cabo
de cierto tiempo por diferencia de densidades. El aceite se retirara del vaso y se
depositara en una pera de decantacion para una mejor separacion (Baser, 2008)

(Figura 1).

Termometro

Reofrigerante

Alargadora

Figura 1, disefio de destilacion por arrastre de vapor
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\A Plantas con potencial de medicinal:

Nuestro pais posee una amplia variedad climatica a lo largo de todo su
territorio, lo que brinda una gran biodiversidad. Esto hace que se pueda cultivar en
el numerosas y diversas especies vegetales (Moreira-Mufioz y cols, 2017). Sin
embargo, la composicion y cantidad de sus metabolitos es muy variable
dependiendo de su georreferenciacion, factores climaticos, altitud, época de

cosecha, y estado de crecimiento.

Varios estudios han mostrado que una gran diversidad de plantas afectan el
desarrollo de distintos canceres in vitro en humanos (Cha y cols, 2010; Zu y cols,
2010; Bayala y cols, 2014)., como la Salvia officinalis en el melanoma, Melissa
officinalis en el cancer de mama, Curcuma wenyujin en lineas celulares hepaticas,
Limdn citrico en células de adenocarcinoma de cuello uterino, Citrus aurantifolia en
cancer de colon, Hierba de San Juan en el adenocarcinoma prostatico o el

glioblastoma (Gautam y cols, 2014; Bayala y cols, 2014)

Para esta investigaciéon, nos hemos centrado en una planta de la zona
central; Origanum vulgare, planta herbacea, rustica, perenne, que crece como una
mata, su altura varia entre 35 y 45 cm. Tiene su origen en la regidn mediterranea de
Europa, aunque se encuentra distribuida en los cinco continentes. Los principales
paises productores en América Latina son: México, Brasil, Chile y Costa Rica. En
Chile comunmente esta en la zona norte y centro, tiene gran distribucién tanto en
zonas urbanas como rurales y con bajas exigencias de cultivo, por lo que es de facil

acceso para su estudio y futuras aplicaciones (Ruiz y cols, 2009).

V. Origanum vulgare:

El nombre "orégano" se usa para referirse a una gran variedad de plantas
que comparten un sabor y olor particulares. Al menos 61 especies y 17 géneros
pertenecientes a seis especies botanicas diferentes se conocen. Verbenaceae y
Lamiaceae son las familias que mas sobresalen debido a su importancia econdémica.

La hoja del orégano se usa no solo como condimento de alimentos sino también en
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la elaboracion de cosmeéticos, farmacos, licores, perfumes y jabones (Skoula y
Harborne, 2002). El aceite esencial de orégano (AEO) es una mezcla compleja de
compuestos, los constituyentes mayoritarios son los terpenos, generalmente mono
y sesquiterpenos. Los principales terpenos identificados en las diferentes especies
de orégano son carvacrol, timol, y-terpineno y p-cimeno; mientras que el terpinen-
4-ol, el linalol, el B-mirceno, el hidrato de trans-sabineno y el B-cariofileno estan

presentes en menor proporcion (Figura 2).

He HE( - e oKy &
MO,
MO
o o =2 HC cH,

Carvacrol Timol y-Terpineno p-cimeno

"e CH, CHy
MO . HC
cH 4
i |
)SC CH:
on |
on \% Hy,C” TCHy ne o
4-terpineol Linalol B-mirceno hidrato de trans-sabineno B-cariofileno

Figura 2, componentes mas importantes del aceite esencial de orégano.

Como hierba medicinal se destacan sus propiedades antiespasmaédicas,
estimulantes, expectorantes, diuréticas, antisépticas y cicatrizantes (Varela y cols,
2007; Arias Toledo, 2009). Estudios farmacolégicos demostraron la actividad

colerética, espasmolitica y antihipertensiva (Baser, 2008).

Por otra parte, se ha reportado también la actividad antibacteriana,
antifungica, antiviral y antioxidante del AEO. Algunos investigadores han encontrado
actividad antimicrobiana en aceites esenciales de O. vulgare contra bacterias gram-
positivas como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y gram-
negativas como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, (Baydar y cols, 2004).

También se destaca el efecto inhibidor sobre distintas especies pertenecientes del
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género Candida (Cleff y cols, 2010; Sahin y cols, 2004), como sobre otros hongos
pertenecientes a los géneros Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Penicillium (Sahin y
cols, 2004).

Entre las diferentes variedades de oregano (O. vulgare, O. compactum, O.
majorana) se han encontrado elevados niveles de antioxidantes (>140 mmol/100 g),
asociados a la presencia de grupos hidroxilos en los compuestos fendlicos. El
potencial antioxidante del AEO ha sido determinado por su capacidad para inhibir la
peroxidacion lipidica, protegiendo al ADN del dafio por radicales hidroxilos. En el
caso del AE de O. vulgare, esta propiedad se le atribuye a los monofenoles carvacrol

y timol.

Respecto a su accion antitumoral es menor la evidencia disponible. Estudios
han revelado el papel protector del orégano sobre la peroxidacion lipidica y el estado
antioxidante en el cancer de colon de rata inducido por 1,2- dimetilhidrazina (DMH).
AEO a una dosis de 40 mg/kg fue capaz de ejercer un efecto mas pronunciado, ya
que mostré una reduccion significativa en la extensién y severidad de la
carcinogeénesis en colon (Srihari y cols, 2008; Begnini y cols 2014) demostré en
células humanas que los AE de O. wvulgare inhiben la proliferaciéon celular de
adenocarcinoma de mama (MCF-7) y adenocarcinoma de colon (HT-29) a 50 mg/ml

(60,8 % y 48,9%, respectivamente).

Sin embargo, a nivel oral no hay informacién suficiente del efecto del AEO en

células de carcinoma, por lo que resulta relevante conocer su rango de accion.



14

HIPOTESIS.

El Aceite Esencial de Orégano disminuye el crecimiento de células de
Carcinoma oral de Células Escamosas y de Queratinocitos Orales Displasicos

in vitro.

OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar el efecto citotoxico del Aceite Esencial de Orégano en lineas celulares de
Carcinoma oral de Células Escamosas (CAL-27) y lineas celulares de

Queratinocitos Orales Displasicos in vitro. (DOK)

Objetivos especificos.

e [dentificar quimicamente los componentes de Aceite Esencial de Orégano.

e Cuantificar el efecto citotoxico del Aceite Esencial de Orégano en lineas
celulares de Carcinoma oral de Células Escamosas

e Cuantificar el efecto citotoxico del Aceite Esencial de Orégano en lineas

celulares de y de Queratinocitos Orales Displasicos in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio

Estudio experimental in vitro.

Metodologia:
1. Recoleccion de muestras:

El material vegetal fue adquirido como hojas y ramas de Origanum vulgare
en la Vega Central, correspondiendo a productores de Lampa (Region
Metropolitana), recolectadas en la época de verano del afio 2020, entre los meses

de febrero y marzo.

2. Obtencion de aceites esenciales

Se extrajo aceite esencial de hojas y ramas de Origanum vulgare, utilizando el
método de extraccion por arrastre de vapor ilustrado en el Esquema 1. Se empled
un matraz esférico de dos bocas donde se dispusieron 500 g aproximados de
muestra (maxima capacidad del matraz). Para la produccién de vapor se utilizd un
segundo matraz esférico con agua destilada, que fue llevada a ebullicion mediante
manta de calentamiento durante 3 horas. Utilizando un tubo refrigerante, el vapor
fue condensado, recolectado y el resultado fue decantado para separar el aceite
esencial del agua mediante un embudo Gibson y posteriormente almacenado a -
20°C.

3. Caracterizacion quimica de los aceites esenciales

Se realizé analisis y caracterizacion de los aceites obtenidos mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS/MS) en

equipo Thermos® Scientific TRACE 1300 con columna capilar de
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60mx0,25mmx0,25um acoplado a espectrometro de masas Thermos® TSQ 8000

Evo con analizador de triple cuadruplo (Tabla 2) (Figura 3).

GC MS
Gas Helio T° de transferencia | 250°C
de linea

Modo Splitless T° de fuente de iones | 200°C
Temperatura del | 250°C Modo de ionizacién | IE
inyector
Tiempo de | 5 min Tiempo de inicio 11 min
splitless
Split Flow 50mL/min Polaridad del ion Positiva
Flujo de columna | 1,2 mL/min Rango de masa 40-400 m/z
Modo de flujo Constante Tiempo de escaneo | 0,2s
Columna Rtx-5MS

60 m x 0,25mm

X 0,25 um

Tabla 2, parametros utilizados en el analisis del aceite esencial de orégano

| Cromatografia |

— Analisis por NIST14

| Resultados sin filtrar |

Eliminacion de sangrado de columna — o ]
— Eliminacion de picos menores a 0,1%

1 1
IK experimental | | IK bibliografico | 3 mejores coincidencias de

identificacion por NIST14
]

Y

| Compuestos identificados |

Figura 3, Procedimiento seguido para el analisis de los resultados obtenidos

del aceite esencial de orégano.
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4. Evaluacién del efecto citotoxico en células de carcinoma espino celular

y Queratinocitos Orales Displasicos

A. Cultivo celular: Los ensayos se realizaron utilizando células de carcinoma

escamoso de lengua humano CAL-27 resistentes a cisplatino (ATCC® CRL-
2095™), adquiridas en American Type Culture Collection (ATCC). También se
trabajo con queratinocitos orales displasicos DOK (ECACC 94122104), adquiridos
en European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC).

Las células de la linea celular CAL-27 se cultivaron en placas de 90mm, en
medio DMEM alto en glucosa (2,5 g/L) (Biological Industries SKU11-055-1N), con
piruvato (Gibco SKU11360-070), solucion antibidtica penicilina-estreptomicina
(Biological Industries SKU03-031-1B) y antimicotico anfotericina B (Biological
Industries SKU 03-028-1B) suplementado con 10% suero fetal bovino (Biological
Industries SKU04-127-1A), filtrado.

Las células de la linea celular DOK se cultivaron en placas de 100mm, en
medio DMEM + 2mM Glutamina + 5ug/ml Hidrocortisona + 10% suero fetal bovino
(FBS)y 100 U mL-1 de penicilinay 100 ug mL-1 de estreptomicina en una atmdsfera
humidificada con 5% de CO2 a 37°C.

Ambas lineas celulares, CAL-27 y DOK, se incubaron a 37°C, el medio fue
cambiado cada 2-3 dias hasta alcanzar la confluencia de las células. Las células
fueron soltadas de las placas con Tripsina-EDTA 0.05% (Biological Industries
SKUO03-050-1?%) por 5 min, contadas en camara de Neubauer por exclusion de azul
de tripan, y sembradas en placas de 96 pocillos (3x105 células/mL) con 100 uL de

medio DMEM alto en glucosa.

B. Tratamiento: 24 horas después de la siembra, las células fueron tratadas con
volumenes crecientes de AEO diluido en DMSO (Sigma-Aldrich SKU D4540-1L). Se
utilizaron distintas diluciones de AEO 1:10000, 1:4000, 1:2000, 1:1000. 1:800,
1:400, 1:200, 1:100 incubadas por 48 h. Dichas diluciones fueron determinadas por
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experimentaciones previas para encontrar el rango de dosificacion que son

efectivas para nuestras condiciones experimentales.

C. Evaluacién de citotoxicidad mediante ensayo MTT: Posterior al tiempo de

incubacion, se removio el medio de las placas y se agregd 100 yL de MTT
(Molecular Probes™ M6494) 0,5 mg/mL y se incubaron durante 2 horas a 37°C.
Después, se removiod el MTT y se agregaron 40 uL/pocillo de solucion de disolucién
(DMSO), se mantuvieron las placas en agitacion por 15 min a 1500rpm y se midio

la absorbancia a 570 nm en un lector de placas Tecan Infinite® F50.

Esta técnica proporciona una estimacion cuantitativa del numero de células vivas
en un cultivo, basandose en la capacidad que poseen las células viables de reducir
el compuesto MTT amarrillo (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) en formazan violeta. La cantidad de células vivas es proporcional a

la cantidad de formazan producido.

Dentro de cada placa de 96 pocillos se realizé una columna de pocillos de control
negativo, adicionando a estas células 1 yL DMSO por pocillo y sometidos al mismo
ensayo de MTT descrito. El efecto citotoxico fue expresado como el porcentaje de
viabilidad de las células tratadas en comparacién con las células tratadas con el

vehiculo (control) segun la siguiente formula:

Viabilidad celular (%) = Absorbancia de células tratadas / absorbancia de células

control x100

Se realizaron 4 experimentos independientes y en triplicado

D. Anadlisis de datos: El analisis estadistico fue realizado en el software

Graphpad Prism 8 mediante regresién no lineal ajustada a ensayo de dosis
respuesta (pendiente variable con 4 parametros) y de aqui se obtuvo el valor de
IC50 (concentracion del farmaco necesaria para lograr un 50% de la viabilidad

celular).
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RESULTADOS

Caracterizacion del aceite esencial de Origanum vulgare:

La composicion del aceite esencial obtenido de hojas y ramas frescas de
Origanum vulgare se presenta en (Figura 4). Los componentes principales fueron:
hidrato de cis-sabineno (16,72%), timol (14,20%), 4-terpineol (13,57%), y-terpineno
(11,66%), a-terpinoleno (5,02%), acetato de linalilo (3,99%), cariofileno (3,56%),
metil carvacrol (3,17%), a-terpineol (3,13%), 4-tujanol (3,01%), sabineno (2,84%),
carvacrol (2,64%), p-cimeno (2,20%) (Tabla 3).

g5 T

hidrato de cis- 4-:zrgi7|1;ol
fgb;;;m :T;)(I)o/ o y-terpineno
e T 11,66%
0‘}_
Q
W
a-terpinoleno acetato de linalilo
5,02% 3,99%
HO
5
4 g HO
. a-terpineol
4-tujanol cariofileno metil carvacrol 3,13%
3,01% 3,56% 3,17%
r
O
sabineno p-
carvacrol
2,84% 2,64%  Ccimeno

2,20%

Figura 4, Principales monoterpenos del aceite esencial de hojas y ramas de Origanum

vulgare (Leyva-Lopez y cols, 2017).



Compound RI? % area Identification

1 a-tujeno 944.2 0.65 | MS, RIP

2 | a-pineno 953.9 0.16 | MS, RIP

3 | Sabineno 991.2 2.84 | MS, RIP

4 | B-mirceno 1005.9 1.07 | MS, RI?, Co-I

5 | a-felandreno 1024.6 0.48 | MS, RIP

6 | a-terpinoleno 1037.5 5.02 | MS, RI¢

7 p-cimeno 1045.8 2.20 | MS, RIP
ciclohexano, 1-metilen-4-(1- 1051.9 1.74 | MS, RIP

8 | metiletenil)-

9 3-careno 1055.8 0.41 | MS, RIP

10 | n.id. 1067.2 0.22 | MS, RIP

11 | y-terpineno 1080.3 11.66 | MS, RIP

12 | 4-tujanol 1089.2 3.01 | MS, RI°,

13 | a-terpinoleno 1110.4 1.87 | MS, RI?, Co-I

14 | Linalol 1119.6 0.55 | MS, RIP

15 | hidrato de cis-sabineno 1124.0 16.72 | MS, RIP

16 | cis-B-terpineol 1128.7 0.02 | MS, RI®, Co-I

17 | cis-2-mentenol 1147.6 1.21 | MS, RIP

18 | trans-alo-ocimeno 1150.5 0.23 | MS, RIP

19 | trans-2-mentenol 1165.7 0.78 | MS, RIP

20 | Pinocarvona 1192.0 0.02 | MS, RIP

21 | endo-borneol 1194.8 0.28 | MS, RIP

22 | 4-terpineol 1205.5 13.57 | MS, RI?, Co-I

23 | o-terpineol 1218.3 3.13 | MS, RI°, Co-l

24 | trans-piperitol 1224.1 0.30 | MS, RIP

25 | cis-piperitol 1236.0 0.38 | MS, RIP
benceno, 2-metoxi-4-metil- 1259.9 0.81 | MS, RIP

26 | 1-(1-metiletil)-

27 | metyl carvacrol 1269.9 3.17 | MS, RIP

28 | linalyl acetato 1277.1 3.99 | MS, RIP

29 | Timol 1314.5 14.20 | MS, RIP

30 | Carvacrol 1324.0 2.64 | MS, RIP

20
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31 | n.d. 1341.4 0.08 | MS, RIP
32 | n.d. 1357.1 0.03 | MS, RI?
33 | n.d. 1362.6 0.06 | MS, RIP
34 | n.d. 1372.6 0.64 | MS, RIP
35 | acetato de nerilo 1387.5 0.08 | MS, RIP
36 | acetato de geranilo 1406.2 0.16 | MS, RIP
37 | cariofileno 1465.2 3.56 | MS, RIP
38 | n.id. 1484.6 0.06 | MS, RIP
39 | a-humuleno 1499.2 0.32 | MS, RIP
40 | biciclogermacreno 1544.6 1.24 | MS, RIP
41 | n.id. 1565.9 0.04 | MS, RIP
42 | espatulanol 1631.7 0.27 | MS, RIP
43 6xido de cariofileno 1640.5 0.12 | MS, RIP

n.id: sin identificar. IR= indice de retencion, MS= Espectro de masa, Co-I= Co-inyeccion de

estandar.

Tabla 3. composicién del aceite esencial de hojas y ramas de Origanum Vulgare

Citotoxicidad celular en lineas celulares CAL-27 del aceite de Origanum

vulgare

La citotoxicidad del aceite esencial de Origanum vulgare en lineas celulares
de cancer espino celular oral CAL-27, que fue determinada mediante ensayo MTT,
es mostrada en el gréafico 1. El experimento se realizdé en cuatro pasajes distintos
de lineas CAL-27, en triplicado cada vez. La curva de dosis-respuesta muestra un
leve aumento en la viabilidad en la primera dilucion (1:10000) de AEO a las 48 horas
comparado con la muestra control. Con las siguientes diluciones se ve una
disminucién pronunciada de la viabilidad alcanzando un 0% entre las diluciones
1:400 y 1:100 manteniendo ese porcentaje constante a diluciones mayores (Grafico
1)

El IC50 para estas curvas fue de 1,001 pg/mL a las 48 h.
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Grafico 1. Efecto del aceite esencial de Origanum vulgare sobre células CAL-27

Citotoxicidad celular en lineas celulares DOK del aceite de Origanum vulgare

La citotoxicidad del aceite esencial de Origanum vulgare en queratinocitos
orales displasicos DOK, que fue determinada mediante ensayo MTT, durante 48 h,
es mostrada en el grafico 2. El experimento se realizd en cuatro pasajes distintos
de lineas DOK, en triplicado cada vez. La curva de dosis-respuesta muestra una
leve disminucion en la viabilidad de las 3 primeras diluciones de AEO (1:10000,
1:4000, 1:200). Con las siguientes diluciones se ve una disminucion mas
pronunciada, alcanzando un 0% de viabilidad entre las diluciones 1:400 y 1:100
manteniendo este porcentaje constante a diluciones mayores (Grafico 2).

El IC50 para estas curvas fue de 1,237 ug/mL a las 48 hrs.
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Grafico 2. Efecto del aceite esencial de Origanum vulgare sobre células DOK
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DISCUSION

De acuerdo con datos recolectados de la Oficina de Estudios y Politicas
Agrarias (ODEPA) en los ultimos 13 afos la produccion chilena de orégano ha ido
disminuyendo su superficie de cultivo, sin embargo, para el 2021 presento un leve
aumento de 269 ha cultivadas, siendo la regidn Metropolitana donde mas se cultiva

(www.odepa.gov.cl).

El género Origanum posee una alta diversidad inter e intra-especifica lo cual
implica un alto polimorfismo fitoquimico y morfolégico, con varios quimiotipos con
marcada segregacion en ambientes naturales lo cual hace dificil establecer su
taxonomia (RadusSiene y cols, 2005; Lukas y cols,2013; Ince y cols, 2014). Asi, las
diferencias en cantidad y calidad del AEO comparado con otras investigaciones
puede variar dependiendo de caracteristicas geograficas, temperatura, altitud, nivel
de precipitaciones, etapa vegetativa, tiempo de cosecha o técnica de secado de la
planta. (Faleiro y cols, 2003). . Sin embargo, la cantidad de AEO producido ante
situaciones por ejemplo de estrés hidrico, tiene resultados contrapuestos, ya que
se puede mantener o incrementar, dependiendo de la especie o la magnitud del
estrés. En general, bajo estrés hidrico moderado, las plantas acumulan carbono
que esta dirigido a la sintesis de compuestos de defensa como son los
monoterpenos. A pesar de la influencia que tienen los citados factores ambientales
en la composicién quimica del AEO, su control primario en relaciéon al quimiotipo
que expresan, esta mayoritariamente bajo control genético (Figueiredo y cols, 2008,
Kumar y cols, 2007). Esto quiere decir que, aunque las condiciones ambientales
perfilan ciertos patrones quimicos, éstos son caracteristicos de cada planta o grupo
de plantas (Usano-Alemany y cols, 2014). Seria interesante estudiar de qué manera
la variacion de factores ambientales actian sobre los componentes de Origanum

vulgare, y si aquello modifica su actividad citotoxica.

El vehiculo utilizado para este estudio fue DMSO, fue aplicado como control
a la misma diluciéon que la utilizada en las células tratadas con AEO, para que
cualquier efecto citotoxico producido por el vehiculo no interfiriese con la evaluacion

de la accién de cada aceite esencial. La aplicacion de DMSO puede provocar
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citotoxicidad en diferentes grados en distintas lineas celulares, por lo que se

recomienda usar a bajas concentraciones (Nguyen cols., 2020).

Respecto a la caracterizacion del AEO, extraido de Origanum vulgare se lograron
identificar 36 compuestos que corresponden 98.86% del aceite. De la composicion
total, 85,12% corresponden a monoterpenos y 13,74% corresponden a
sesquiterpenos (véase Tabla 4). El hidrato de cis-sabineno fue el compuesto mas
abundante del AEO utilizado, con un 16,72%, en segundo lugar, el timol con un

14,20%, luego el 4-terpineol con un 13,57% y el y-terpineno con un 11,66%.

AE de O. Vulgare

Monoterpenos hidrocarburos 30,2%
Monoterpenos oxigenados 54,92%
Monoterpenos totales 85,12%
Sesquiterpenos hidrocarburos 8,24%
Sesquiterpenos oxigenados 5,5%

Sesquiterpenos totales 13,74%
Total de compuestos identificados 98,86%

Tabla 4, Resumen de tipo de compuestos agrupados por familia del aceite esencial
de Origanum Vulgare

El porcentaje de estos componentes es algo distinto al visto en el analisis de otros
AEO, en donde los principales elementos son el carvacrol y el timol, en nuestro
estudio el carvacrol solo representa un 2,64% del total de compuestos. (D’Antuono,

L. y cols 2000; Russo, M y cols 1998; Leyva-Lépez y cols, 2017).

Govindarajan y cols, (2016) en un estudio en India encontraron en su
caracterizacion del AEO que mayoritariamente aparecia el carvacrol con un 38,3 %
y el L-4-terpineol con un 28,70 %. Leyva-Lopez y cols en el 2017 clasificaron los
componentes del AEO de distintos paises (tabla 2), entre ellos Chile donde aparecia
principalmente el cis-B-Terpineol con un 16.49%, el timol con un 13.26% y el
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terpinen-4-ol con un 10.24%. (Elizalde y Espinoza, 2011). Tellez y Nolazco (2017)
en Tacna, Peru, analizaron los componentes de Origanum vulgare spp, con un 26,56
% el L-4-terpineol o terpinen-4-ol, el timol con 18,80 % y carvacrol en 2,24 %, siendo
este ultimo porcentaje muy similar al encontrado en esta tesis, sin embargo,
Quintana J. y cols (2022) también en un estudio efectuado en Peru identific6 como
componentes del AEO al Iso terpineol con un 27,9% a 31,3%, el timol con un 12,3%
a 12,5% y el y-terpineno con un 6,6% a 7,6%. Existe una tendencia que, tanto en
esta tesis, como en los estudios realizados en Peru, el timol ocupa el segundo lugar
en importancia de los compuestos encontrados, no asi el carvacrol que es muy
variable en su porcentaje. Por lo tanto, vemos que los componentes del AEO
presentan gran variabilidad dependiendo del pais, region o incluso entre variedades
de orégano de procedencias similares, donde se mezclan distintos factores
geoclimaticos, (altitud, tipo de suelo, temperatura, precipitaciones, humedad)
herencia genética, edad de las plantas, momento de cosecha y técnica de secado
(Tabla 5).

Carvacrol (26.70%), p-cymene (15.20%), y-terpinene (15.10%),

Arpenaa terpinene (7.50%).
Rz y-Terpinene (25.1%), terpinen-4-ol (16.79), carvacrol (16.2%),
Arve sl
O. vulgare L s a-terpinene (8.54%).
AT y-Terpinene (32.1%), a-terpinene (15.1%), p<ymene (8.0%),
Argentina thymol (8.0%)
Aieaniing Carvacrol (81.92%), y-terpinene (4.49%), thymol (3.5%),
'8 p-cymene (3.07°%).
Brazil Carvacrol (73.9%), y-terpinene (3.6%), thymol (3.0°%),
o B-carvophvllene (2.8%).
Chile cis-B-Terpineol (16.49%), thymol (13.26%), terpinen-4-ol
(10.24%), a-terpineol (4.35%).
Ch Carvacrol (30.73%), thymol (18.81%), p-cymene (10.88%),
s B-caryophyllene (8.21%).
B-Citronellol (85.3%), citronellol acetate (5.2%), p-citronellal
China -
(1.2%)
China Thymol (42.9%), citronellol (12.2%), B-caryophyllene (7.8%),

p-cymen-2-ol (7.5%).

Tabla 5, composicion de oregano vulgare en distintos paises. (Leyva-Lopez
y cols, 2017).
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El aceite esencial de O. vulgare tiene actividad anti-radicales libres y esta
propiedad se les atribuye a los fenoles carvacrol y timol (Deighton y cols, 1993). Sin
embargo, esto no garantiza su capacidad para neutralizar estrés y prevenir el dafio
oxidativo, ya que las diferencias en la composicion del AEO pueden modificar la

actividad biolégica (Leyva-Lopez y cols 2017).

De acuerdo con lo observado en nuestra experimentacion (véase seccion
resultados) y expresado en las curvas de dosis-respuesta, el AEO utilizado no
provoca cambios en la sobrevida de las lineas CAL-27 a concentraciones
subtoxicas. Luego de ello, produce un rapido descenso en la viabilidad y, por tanto,
un efecto citotoxico dosis-dependiente, hasta inhibir completamente el desarrollo de
esta linea celular. En la literatura no hay trabajos respecto del efecto del AEO en
células de cancer oral, si se ha visto el efecto antiproliferativo de este aceite en otros
tipo de lineas celulares como en el trabajo de Balusamy y cols, (2017) donde se
analizo el efecto del AEO en lineas celulares de cancer de estbmago humano (AGS)
(a través de un ensayo MTT), las cuales después de ser tratadas con diferentes
concentraciones de AEO por un periodo de incubacién de 48 h, se estimoé que su
IC50 fue de 13,4 pg/mL, ademas se determind que la mayor actividad
antiproliferativa del AEO fue al usar 100 ug/mL, donde casi el 100% de las células
fueron dafadas. En nuestro estudio con CAL-27 el IC50 fue de 1,001 ug/ml, una
cantidad muy inferior en relaciéon con el trabajo de Balusamy y cols, (2018). En
diferentes lineas celulares de cancer, como en cancer de colon (HT-29), melanoma
(A375) y hepatocarcinoma (HepG2), se ha encontrado una reduccién en la viabilidad
celular de una manera dosis dependiente al usar AEO (Rojo-Ruvalcaba y cols.,
2020) Sin embargo, estas lineas celulares exhiben diferente sensibilidad a este
aceite, evidente por los distintos valores de IC50, el efecto antiproliferativo mas
fuerte se observé en HT-29 (0,35 + 0,2 ug/ml) seguida de A375 (8,90 + 0,7 ug/ml),
y HepG2 (23,0 £ 4,2 pg/ml) (Spyridopoulou K, 2019). Elshafie y cols (2017)
mostraron que el extracto de AEO redujo la viabilidad de HepG2 de manera dosis
dependiente (estudiado en un rango de 25-800 pg/pL), con un IC50 de 236 ug/uL.
Al usar los componentes aislados especificamente timol y carvacrol, tienen
resultados prometedores contra HepG2 con IC50 de 289 y 48 mg/uL
respectivamente. Sobre cancer de mama, Makrane y cols. informo el 2018 que las
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células de la linea celular mamaria MDA-MB-231 BC eran mas susceptibles al
efecto citotdxico de AEO en comparacion HT-29, ya que se observo que la viabilidad
celular disminuyo drasticamente en las células BC a medida que aumentaba la dosis
de AEO, encontrandose IC50 a una dosis de 87,09 pg/mL. (Rojo-Ruvalcaba,y cols,
2020)

De acuerdo con lo observado en nuestra experimentacion (véase seccion
resultados) y expresado en las curvas de dosis-respuesta, el AEO utilizado no
provoca cambios en la sobrevida de las lineas DOK con las primeras diluciones.
Luego de ello, se produce un rapido descenso en la viabilidad y, por tanto, un efecto
citotoxico dosis-dependiente, hasta inhibir completamente la viabilidad celular de
esta linea celular, encontrandose un IC50 de 1,237 pg/ml, que es mayor al

observado en las células tumorales Cal-27.

En la bibliografia no hay estudios MTT usando AEO en DOK, pero un trabajo
similar realizado por Rojo-Ruvalcaba,y cols en el afio 2020, que utilizé
queratinocitos humanos transformados e inmortalizados (HaCaT), expuestos a dos
dosis ascendentes de O. vulgare (20 pL y 40 pL) encontré que los indices de
proliferacion disminuyeron al 18,62% + 1,43 con la primera dosis y al 12,75% + 1,41
con la segunda dosis. También en esta linea celular se realizé una curva dosis
respuesta en que se aplicaron cuatro dosis ascendentes de Carvacrol al 2% (20 pL,
40 uL, 60 yL y 80 yL) para estandarizar el IC50. Los resultados mostraron que los
indices de proliferacion disminuyeron de manera dosis dependiente, con
reducciones en los valores del indice de proliferacion a partir de la segunda dosis,
que tenia una concentracion de 0,028 M (33,06% * 5,35), y se potencié aun mas en
la tercera (10,28% + 1,29) y cuarta dosis (9,95% + 2.06) con concentraciones de
0.042 My 0.056 M, respectivamente (Rojo-Ruvalcaba,y cols, 2020).

En nuestro estudio la efectividad del AEO sobre las lineas celulares CAL-27
y DOK puede deberse por la presencia de hidrato de cis-sabineno o por la presencia
de timol que ha demostrado (este ultimo), en estudios anteriores, actividad citotoxica
en numerosas lineas tumorales. Sin embargo, la variacion entre los distintos

genotipos de orégano es tan amplia, que requiere mayor investigacion sobre la
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actividad de cada uno de sus componentes y qué factores determinan su mayor o

menor expresion.

El mecanismo por el cual el AEO logra su efecto citotoxico, es por inhibicion
del crecimiento celular, contraccion celular, condensacion nuclear, formacion de
vesiculas en la membrana, y fragmentacidn en cuerpos apoptoticos. Los
mecanismos que conducen a la apoptosis son por modificacidon de diversas vias de
sefalizacion, dafos en el material genético y cambios en los niveles de proteinas
intracelulares; especificamente la relacion de expresion de Bax/Bcl2 que es uno de
los principales indicadores de apoptosis. Se ha descrito en la literatura que el
tratamiento con 10 pg/ml de AEO gradualmente disminuyé la expresion de BCL2
(proteina anti-apoptética) y alcanzé su maxima disminucion con 50 pg/mL de AEO.
Por otro lado, la expresion de BAX (proteina pro-apoptética) aumentd gradualmente
y alcanzé la expresion mas alta cuando se traté 50 pg/mL de AEO. (Balusamy vy
Perumalsamy, 2018; Paez-Hernandez y cols, 2019). También el AEO actua sobre la
lipogénesis y la biosintesis de colesterol, tras el tratamiento con este aceite las
células AGS mostraron una disminucion del patron de expresion de HMGCR
(biosintesis de coleesterol), ACC, FASN (lipogénesis) y SREPB1 (regulador de
colesterol y metabolismo de los acidos grasos) inhibiendo su crecimiento (Balusamy

y Perumalsamy, 2018).

Acerca de la seguridad de usar AEO es importante destacar el grado de
toxicidad del orégano, en estudios toxicolégicos agudos, con extracto acuoso
liofilizado de orégano francés, demuestran que este no es téxico por via oral
(Menéndez Castillo y Pavon Gonzalez, 1999). Ensayos en ratas durante 90 dias de
administracién de carvacrol/timol (10:1) a dosis de 5, 100 y 200 mg/kg pc/dia, ningun
animal muri6 ni mostré desviaciones del grupo control. Los parametros
monitoreados fueron estado de salud general, peso, consumo de alimento,
hemograma y hallazgos histopatolégicos. Solo se redujeron los niveles de glucosa

y las hembras tenian ovarios agrandados en el grupo tratado.

En este sentido, el AEO esta categorizado como generalmente reconocido
como seguro (GRAS) por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (Sokolik

y Lellouche, 2018) y esta clasificado como aditivo alimentario por la Unién Europea
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(Muriel-Galet y cols, 2015). Por tanto, si se utiliza el orégano a la dosis recomendada
presenta muy poca toxicidad. Los estudios de genotoxicidad del AEO y sus
componentes son muy escasos (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria,
2008). Los resultados obtenidos en laboratorio han indicado ausencia de efectos
genotdxicos de este AEO en ratas expuestas hasta 200 mg/kg de peso corporal
(Llana-Ruiz-Cabello y cols., 2016). Sin embargo, aun hace falta continuar con la
experimentacion ya que la respuesta en animales y humanos no es idéntica y la

variacion en la composicion del AEO podria modificar su efecto

Otro aspecto a considerar es la forma farmacéutica de los extractos de plantas
medicinales. El uso de capsulas via oral puede proteger fisicamente los
componentes del proceso de digestion, favoreciendo el mantenimiento de su
actividad antioxidante, aunque no existe en la literatura una guia que relacione vias

de administracion con dosis terapéuticas.

También es necesario continuar con mas estudios de los componentes del
AEO, en este estudio se vio que el porcentaje de carvacrol fue muy bajo, en
contraste con el timol que fue uno de los componentes mayoritarios. Por lo tanto,
puede que otros componentes tengan igual o mayor efecto antineoplasico que los
que se senala en la literatura (carvacrol y timol). En nuestro estudio se vio que el
componente que esta en mayor porcentaje fue el hidrato de cis-sabineno y no hay

en la literatura evidencia de su efecto directo antineoplasico.

Se nos hace relevante recalcar la importancia de continuar con investigaciones en
lineas celulares provenientes de lengua, ya que los carcinomas espinocelulares en
esta localizacion son los que presentan mayor incidencia y mortalidad en Chile (De
La Fuente y cols, 2016). Lo mismo ocurre con DOK donde no hay en la literatura
mucha informacién del efecto de aceites esenciales y de los mecanismos que estan

involucrados en evitar la proliferacion de estos queratinocitos displasicos.
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CONCLUSION

El AEO extraido para este estudio tiene como principal componente
monoterpenos y entre ellos el mas abundante fue hidrato de cis-sabineno (16,72%),
le siguen timol (14,20%), 4-terpineol (13,57%), y-terpineno (11,66%), a-terpinoleno
(5,02%), entre lo mas relevantes. Este tipo de composicion es distinta a la descrita
en otros estudios, donde mayoritariamente se ve que los mayores porcentajes
corresponden a carvacrol y timol. En la literatura hay pocos estudios donde

aparezca el hidrato de cis-sabineno como componente mayoritario del AEO.

ElI AEO logro efectos citotdxicos en las lineas celulares CAL-27 y DOK a las 48
horas, mostrando un IC50 muy similar entre ambos cultivos (1,001 pg/mL vy
1,237ug/mL respectivamente). Por o que no se observé un grado de selectividad
importante. Sin embargo, como ha sido descrito previamente, la seguridad del AEO
ha sido ampliamente demostrada. La efectividad de este aceite fue total ya que llego

a tener 0% viabilidad.

El efecto del AEO se ha estudiado en distintos tipos de cancer in vitro (hepatico,
de mama, préstata, colon, estomago), tanto de lineas humanas y animales donde
mayoritariamente tiene efecto dosis dependiente. Por lo visto en este trabajo su
efecto in vitro en carcinoma oral de células escamosas y de queratinocitos orales
displasicos, es bien prometedor, sin embargo, queda mas por investigar y ver de
qué manera puede utilizarse en el tratamiento de neoplasias como terapia unica o
como coadyuvante con tratamientos ya existentes, por lo que se debe continuar

investigando sus efectos.
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