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RESUMEN

El cdncer es un grupo de enfermedades que causan preocupaciéon a nivel mundial
debido a su incidencia en alza y alta mortalidad. Entre ellos, el cancer espino celular
oral es de gran relevancia ya que suele ser diagnosticado en etapas tardias, los
tratamientos convencionales son de dificil tolerancia, puede causar graves secuelas
en los pacientes y tiene alta mortalidad en etapas avanzadas, lo que hace necesario
buscar nuevas aproximaciones para su tratamiento. Los aceites esenciales (AES)
podrian ser una buena alternativa para nuevos tratamientos 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 los de Thymus vulgaris (tomillo) y Schinus areira (pimiento).

En este estudio fueron extraidos, mediante arrastre por vapor de agua, AEs de
Thymus vulgaris y Schinus areira provenientes de plantas cultivadas en la Region
Metropolitana de Chile. Los mismos fueron caracterizados por GC-MS y evaluado
su efecto citotoxico contra lineas de cancer espino celular oral CAL-27 en tiempos

de 48 y 72 horas mediante ensayo de viabilidad celular MTT.

Los componentes de T. vulgaris fueron principalmente monoterpenos, destacando
el timol (43,43%) como compuesto principal. En el caso de S. areira, los compuestos
mas abundantes fueron a-felandreno (15,49%), pseudolimoneno (11,31%),
biciclogermacreno (8,55%) y cadineno (7,95%). Ambos AEs presentaron efectividad
citotoxica en las lineas CAL-27 con un ICso de 23,47 pg/mL y 26,95 ug/mL para
Schinus areiray 67,5 pg/mLy 70,32 ug/mL para Thymus vulgaris a las 48 y 72 horas

respectivamente.

Esta capacidad citotoxica demostrada en las lineas celulares CAL-27, indica que los
AEs de T. vulgaris y S. areira podrian ser buenos candidatos para futuros

tratamientos contra cancer espino celular oral.



INTRODUCCION

Cancer Oral

Cancer es una denominacién genérica para un gran grupo de enfermedades que se
caracterizan por un crecimiento celular anémalo que supera los limites fisiologicos
y suelen invadir el tejido circundante, ademas de provocar metastasis en puntos
distantes al tumor primario. Segun los datos publicados por la Organizacién Mundial
de la Salud (2021), el cancer es una de las principales causas de muerte a nivel
mundial. En 2020 se le atribuyeron 9,9 millones de muertes y se prevé que los
nuevos casos aumentaran a 30 millones en las proximas dos décadas (International

Agency for Research on Cancer, 2020).

El cancer es capaz de afectar a casi cualquier 6rgano o tejido y a distintos tipos de
células. Cuando la proliferacién se observa en las células epiteliales, recibe el

nombre de carcinoma.

El Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos (2021) considera que las
estructuras anatémicas que son afectadas por el cancer oral son: los labios, los dos
tercios de la parte anterior de la lengua, encias, mucosa bucal, piso de la boca,
paladar duro y trigono retromolar. El mas comun de los canceres en esta zona es el
carcinoma escamoso o también llamado carcinoma espinocelular, que afecta a las
células del estrato espinoso del epitelio y representa el 90% de los casos (Garcia-
Garcia y Bascones, 2009). A su vez, el cancer puede ser clasificado en cuatro
etapas o estadios propuestos por el “American Joint Committee on Cancer” (AJCC),
gue considera como criterios las caracteristicas del tumor (T), propagacion a nodos
linfaticos (N) y metastasis (M) (Egner y cols., 2010). Los detalles de esta

clasificacion son presentados en el Anexos 1.

A nivel mundial, la incidencia es de 4 casos nuevos cada 100.000 habitantes y su
mortalidad de 2 cada 100.000 habitantes, que corresponde a 177.000 personas
aproximadamente, siendo incidencia y mortalidad mayor en hombres. La
distribucion geografica es desigual, la mayor incidencia y mortalidad se presenta en
Melanesia y Asia central del sur, para ambos géneros (International Agency for

Research on Cancer 2020).
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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 100.0000 en mujeres. Este es el Unico registro
nacional publicado por el Ministerio de Salud y tiene grandes limitaciones ya que
recopila informacion 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. Existen
también los 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; y 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
aumento6 desde 1955 hasta 1980, sin embargo, para el periodo 1981 a 2002, la tasa
se estabiliz6 manteniéndose relativamente constante, existiendo incluso una leve
disminucién”. 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
periodo y sin presentar mayores cambios respecto a lo reportado por Riera et al
(2005).”

A pesar de no contar con registros nacionales actualizados y detallados, los estudios
coinciden en que la incidencia y mortalidad son mayores en los hombres. Los
factores de riesgo mas importantes son el consumo de tabaco y alcohol, ademas de
la edad, ya que la mayor cantidad de muertes se producen sobre los 45 afios.
También, se ha encontrado efecto oncogénico en infecciones por papiloma virus
(HPV), principalmente asociados a HPV16, siendo un importante factor de riesgo en

el cancer orofaringeo (Pezzuto y cols., 2015).
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Respecto a la sobrevida, la investigacion de Borquez y cols. del Instituto nacional
del cancer (2011), nos muestra que la sobrevida global a los 5 afios fue de 57% y
46,3% a los 10 afos. El desglose por etapas que se puede observar en la Tabla 1
implica que, mientras mas avanzada esté la enfermedad la sobrevida es menor, por
lo que el diagndéstico temprano es fundamental, tomando el odontdlogo general un rol
clave en la deteccion temprana. 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 nimero de casos son diagnosticados en estadios Il 0
IV que, a pesar de los avances técnicos y los descubrimientos de nuevos tratamientos,
tienen un muy mal prondstico (Yao y cols., 2007).

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
5 afos 85.7% 67% 52% 50.6%
10 afios 85.7% 55.8% 34.7% 42%

Tabla 1. Sobrevida global en pacientes con cancer intraoral por estadio. Estudio realizado

en 137 pacientes, en el Instituto Nacional del Cancer, afio 2011.

Las estrategias terapéuticas se basan principalmente en la reseccion quirdrgica que
busca la eliminacion completa de la lesién y los nodos linfaticos afectados, ademas de
terapias coadyuvantes como radioterapia (de rayo externo o braquiterapia) y/o
guimioterapia (incluyendo agentes como cisplatino, carboplatino, 5-fluorouracilo) que
son indicadas principalmente en pacientes en estadio 1l y IV. Estos tratamientos son
de alto costo econdmico y con efectos adversos importantes, por lo que al momento
de decidir el plan terapéutico no so6lo se tomara en cuenta las caracteristicas de las
lesiones, sino también la capacidad del paciente de tolerar la terapia (Rivera 2015).
Lamentablemente, muchos pacientes que logran la cura sufren secuelas secundarias
al tratamiento como mucositis, xerostomia, disfagia, pérdida de funciones orales,
trismus y deformidades (Yao y cols., 2007). Ademas, existe entre un 25% y 48% de
recurrencia luego de resecciones quirdrgicas locales aparentemente exitosas, siendo
una de las causas principales la persistencia de células tumorales en los margenes de
la reseccion (Kademani 2007). La localizacion mas habitual es la lengua y también es
el sitio anatomico asociado a mayor mortalidad (De la Fuente y cols., 2016), es por

ello que para este estudio se utilizaron células CAL-27 que son derivadas de
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carcinoma de lengua. Ademas estas células son particularmente interesante para
estudiar nuevos farmacos citotoxicos ya que son resistentes a cisplatino, sulfato de
vindesina y actinomicina D (Gioanni y cols., 1988). Por lo tanto, encontrar
alternativas terapéuticas efectivas en esta linea podria ayudar al manejo de

pacientes con baja respuesta al tratamiento convencional y/o recurrencia.

Muchas son las investigaciones que estan buscando mejores aproximaciones
terapéuticas para lograr mayor efectividad, menor toxicidad, aumentar la sobrevida y
mejorar la calidad de vida de los pacientes. Pero aun existe gran discusion acerca de
las nuevas técnicas quirargicas (Bulsara y cols., 2018), y las nuevas aproximaciones

terapéuticas (Yao y cols., 2007; Chan y cols., 2015; Lau y cols., 2015).

Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AEs) son un fluido hidréfobo que contiene moléculas
complejas de bajo peso molecular (usualmente <500 Da), volatiles, que son
sintetizadas por plantas aromaticas. Se encuentran en vesiculas que pueden estar
ubicadas en varias partes de la planta como hojas, flores, frutos, semillas, cortezas
y raices (Bayala y cols., 2014).

Los componentes de los AEs son metabolitos secundarios, propios de cada familia
de planta. Estos no son parte de los procesos metabdlicos vitales de la planta, si no
que permiten que la planta interactlie con microorganismos, insectos y otros seres
vivos. Ademas, estan involucrados en procesos de proteccion frente a factores
ambientales como temperatura, humedad, tipo de suelo, radiacion UV, etc. Por lo
tanto, los aceites esenciales 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 estudiara sus efectos farmacologicos.

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

los siguientes grupos (Schoonhoven y cols., 2005):
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e Terpenosy terpenoides: son un vasto grupo de compuestos que tienen como
base unidades de isopreno (CsHsg) unidas entre si de diferentes maneras, que
varian en nivel de saturacion y grupos funcionales. Pueden ser clasificados
segun el numero de unidades de isopreno que los conforman: monoterpenos
(C10H16), sesquiterpernos (CisH24), etc.

e Componentes fendlicos: Poseen un anillo aromatico con uno o mas grupos
hidroxilo (OH) ademas de otros constituyentes. Se clasifican segun el

namero de carbonos en su esqueleto.

Los AEs poseen numerosos efectos farmacolégicos que han sido aprovechados
desde los inicios de la humanidad para remediar enfermedades. Cada region del
mundo desarroll6 el uso de plantas medicinales de manera Unica, utilizando las
especies endémicas de cada lugar. Con el tiempo estas terapias locales pasaron a
recibir el nombre de medicina tradicional y han sido preservadas hasta el dia de hoy

en el saber colectivo.

Esta amplia utilizacion de las hierbas y plantas ha incentivado la investigacion de
los principios activos que hacen posible sus efectos terapéuticos, desarrollandose
asi la farmacéutica tradicional que ha aislado, sintetizado y mejorado dichos
compuestos desarrollando los farmacos que hoy conocemos (Avello y Cisternas,
2010).

Sin embargo, aun existe un gran terreno inexplorado del potencial terapéutico de
las plantas, por lo que en los dltimos 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). Debido a que han demostrado actividad antibiética (Owen y Laird, 2018),
antiviral (Schnitzler y cols., 2019), antitumoral (Russo y cols., 2015), analgésica (De
Céassia y cols., 2017), antioxidante (De Lavor y cols., 2018), en la industria
farmacéutica son utilizados en diferentes presentaciones (capsulas, cremas,
espray, unguentos, etc.). En particular, los beneficios que han demostrado los AEs
como tratamiento o complemento a farmacos tradicionales son, su eficacia de

accion, bajo costo y pocos efectos secundarios (Edris, 2007).
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Extraccion de aceites esenciales

Para lograr la extraccion de los AEs pueden utilizarse diversas técnicas, pero todas
se basan en romper la pared de las células vegetales para liberar las gotas de aceite

gue se encuentran en el citoplasma y luego colectarlas.

Existen dos vias principales para la extraccion de los AEs. Una es conocida como
extraccion por solventes, en la que se mezclan solventes organicos con las
muestras de plantas y luego de un proceso para la remocion de dicho solvente
podemos obtener el AE. La utilizacion de estas técnicas, si bien pueden ser
eficientes, no necesariamente son seguras, ya que en aplicaciones de caracter
biomédico pueden quedar residuos a nivel de trazas que podrian generar efectos
toxicos. Por otro lado, estan las vias de extraccion con agua, siendo la més utilizada
mediante vapor. Estas no requieren de una instalacion muy sofisticada y el producto
obtenido no presenta problemas de toxicidad por solventes organicos, por esa
razén, es la metodologia mas recomendada para uso biomédico a diferencia del

método anterior.

Extraccion por solventes

Esta técnica ha sido utilizada principalmente para realizar extracciones de flores que
no resisten altas temperaturas. Son utilizados solventes comunes como acetona,
éter de petréleo, hexano, metanol o etanol. Consiste en mezclar las plantas con el
solvente, seguido de filtracion y evaporacion del solvente, cuyo resultado es una
mezcla de cera, fragancia y aceite esencial. Se combina alcohol con la mezcla para
que los aceites esenciales se disuelvan en él y luego se destila a baja temperatura.
Este proceso es mas complejo, demoroso y costoso que las técnicas con agua,
ademas, es muy dificil obtener un resultado libre de solvente (Moghaddam vy
Mehdizadeh, 2017).

Extraccion con agua

e Hidrodestilacion: Es el método mas antiguo y simple para la extraccion. Las

plantas son inmersas en agua dentro de un alambique y la mezcla es hervida,

el vapor es condensado y decantado para separar el aceite del agua.
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e Hidrodifusion: Este método es realizado a baja presion o al vacio, por lo que
la temperatura del vapor puede ser menor a 100°C. Esta técnica puede ser
utilizada en plantas secas que puedan ser dafiadas a temperatura de
ebullicion (Abdul y cols.,2018).

e Destilacién por arrastre de vapor: Es la técnica mas usada y permite extraer

el 93% del aceite esencial (Aziz y cols., 2018). Esta técnica consiste en
calentar las plantas con vapor proveniente de un generador; producto del
calor, el contenido de las células se expande y rompe las paredes celulares
liberando las gotas de aceite. El vapor que pasa a través de las plantas forma
un flujo portador del aceite esencial que es colectado y condensado, para
luego ser decantado y asi separar el aceite del agua (Baser, 2010). Este sera
el método a utilizar en este trabajo por las ventajas de extraccién en su

rendimiento y la obtencion de un producto inocuo.

Entrada de vapor Termoémetro

Manta calefactora Vaso colector

Esquema 1. Equipo de extraccion por arrastre de vapor
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Métodos innovadores

Los métodos innovadores buscan mejorar algunas de las desventajas de los
métodos tradicionales como alteraciones quimicas que se producen en estas
técnicas (hidrélisis, isomerizacion y oxidacion), ademas de bajar la temperatura de
trabajo y disminuir la cantidad de tiempo, agua y energia utilizada para la extraccion.
La utilizacion de microondas ha permitido mejorar las técnicas convencionales,
ademas de nuevos métodos como extraccion por fluidos supercriticos con CO,,
extraccion por liquido subcritico, extraccion por microondas libre de solvente, etc.
Dichos métodos han logrado muy buenos resultados, sin embargo, requieren
equipamiento de alta tecnologia mas costosos (Moghaddam y Mehdizadeh 2017;
Aziz y cols., 2018).

Plantas con potencia de extraccion

Chile es un pais de gran longitud que posee amplia variedad climética, lo que
permite la existencia de gran biodiversidad, en donde podemos encontrar cuatro
macrobioclimas principales: tropical, mediterraneo, templado y antiboreal. Esto hace
gue se pueda cultivar en él numerosas y diversas especies vegetales (Moreira-
Mufioz y cols., 2017).

Para esta investigacion, nos hemos centrado principalmente en dos especies de
plantas presentes en la zona central. Schinus areira es un arbol comunmente
presente en la zona norte y centro de nuestro pais, tiene gran distribucion tanto en
zonas urbanas como rurales y tiene bajas exigencias de cultivo, por lo que es de
facil acceso para su estudio y futuras aplicaciones (Ruiz y cols., 2009). La segunda
especie de este estudio es Thymus vulgaris, tiene su origen en Europa y también
es tolerante a diversas condiciones de cultivo, lo que favorece su posible
disponibilidad (Stahl-Biskup y Venskutonis 2012). Ambas especies han mostrado
diversos usos farmacologicos, entre los cuales se encuentra su poder antitumoral

gue sera desarrollado a continuacion.
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Schinus areira

Schinus areira L. sinénimo de Schinus molle L. var. areira (L.) D.C. es comUnmente
llamado pimiento, molle, aguaribay, terebinto, entre otros. Es un arbol perenne de
la familia Anacardiaceae nativa de Sudamérica que se puede encontrar desde
México hasta el norte de Argentina y Chile (Ruiz y cols., 2009). La taxonomia del
género S. areira ha sido estudiada por diferentes autores, siendo clasificado por
algunos como una subespecie de Schinus molle, sin embargo, Martinez-Crovetto
(1963) evidencié mediante un andlisis biométrico que Schinus molle y Schinus areira
son especies diferentes. Dentro de este marco, en los estudios actuales no existe
gran rigurosidad en la identificacion y diferenciacion de ambas especies, por lo
tanto, a continuacion, se presentan evidencias de estudios tanto de S. areira como

de S. molle.

Los componentes del aceite esencial de S. areira tienen amplia variacién quimica,
incluso cuando proviene de arboles en zonas geograficas cercanas, que puede ser
atribuida a factores genéticos y/o medioambientales (Gomes y cols., 2013; Cutro y
cols., 2019), ademas es necesario tomar en cuenta de qué parte de la planta esta
siendo extraida la muestra, ya que AEs de hojas y frutos han mostrado
composiciones diferentes (Descamps y cols., 2011; Sanchez y cols., 2012;
Sampietro y cols., 2014). Estudios que han analizado aceites de S. areira extraidos
de hojas y ramas, mediante extraccién con agua, muestran como componentes
principales: limoneno, a-felandreno, sabineno, a-pineno, canfeno y cariofileno. Esta
informacion se ha detallado en la Tabla 2.

Esta amplia variabilidad podria implicar efectos bioldgicos diversos dependiendo
gué compuestos quimicos estén presentes y en qué proporcion, por lo que se hace

pertinente estudiarlo con mayor detalle.
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Estudio Pais Muestra Componentes principales
(Murray vy cols., 2005) Argentina Hojas, frutos y | Limoneno (28,6%)
ramas a-felandreno (10,1%)

Sabineno (9,2%)

(Murray y cols., 2009) Argentina Hojas B-felandreno (17,2%)
a-felandreno (16,2%)
Canfeno (6,3%)

(Descamps y cols., 2011) | Argentina Hojas a-felandreno (28,5 %)
3-careno (20,8%)
Canfeno (10,9%)

(Bigliani y cols., 2012) Argentina Hojas y flores | a-pineno (13,8%)
Limoneno (12,8%)
Canfeno (12,6%)

(Sampietro y cols., 2014) | Argentina Hojas Sabineno (26%)
Biciclogermacreno (14,5%)
E-citral (6,7%)

(Solis-Quispe 'y cols., | Peru Hojas a-felandreno (18,2%)

2016) Limoneno (9,4%)
Canfeno (8,4%)

(Cutro y cols., 2019) Argentina Hojas 1-epi-cadinol (34,6%)

O-cadineno (15,5%)
Aloaromadendreno (6,9%)

Tabla 2. Principales componentes de AEs de hojas de Schinus areira en estudios previos

£ 8¢

a-felandreno

B-felandreno

3-careno

limoneno

RS

a-pineno

B-pineno

sabineno

camfeno

Figura 1. Principales monoterpenos descritos en aceites esenciales de S. areira
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d-cadineno 1-epi-cadinol
biciclogermacreno B-cariofileno germacreno D
OH HO
allo-aromadendreno globulol guaiol

Figura 2. Principales sesquiterpenos descritos en aceites esenciales de S. areira

En la medicina tradicional, S. molle y S. areira han sido utilizados de diferentes
maneras para multiples usos medicinales (Celaya y cols., 2014; Steider y cols.,
2015). Aunque la evidencia cientifica de sus usos farmacologicos no es muy
abundante, se ha demostrado una fuerte accién antibacterial (Cutro y cols. 2019),
antioxidante (Murray y cols., 2009; Salazar-Aranda y cols., 2011) y antifangica
(Martins y cols., 2014).

La evidencia de la capacidad antitumoral en ambas especies es escasa, ademas
las metodologias y los componentes de los AEs son variados. En el caso de Schinus
Molle, Ruffa y cols. (2002) estudiaron el efecto citotoxico del aceite de S. molle en
lineas celulares de carcinoma hepatocelular (HB 8065—Hep G2) mostrando que es

efectivo y dosis dependiente. Diaz y cols. (2008) estudiaron la actividad citotoxica
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del AE de hojas de Schinus molle en diferentes lineas celulares tumorales, el
extracto con el que trabajaron tenia como principal componente (B-pineno y a-
pineno. Descubrieron que las lineas celulares de cancer de mama (EMT6) y
leucemia humana (K562) son altamente sensibles a la accion citotoxica del AE,
proponen la apoptosis como principal mecanismo de accion y la necrosis como
mecanismo secundario. Otro estudio es el de Bendaoud y cols. (2010) donde
estudiaron la actividad anticancerigena de Schinus molle y Schinus terebinthifolius
en cancer de mama (MCF-7). El aceite utilizado fue de frutos de ambas plantas y
su componente principal fue a-felandreno. Ambos aceites presentaron eficacia, pero

la accién de Schinus terebinthifolius fue mayor.

En el caso de Schinus areira, estudios sobre su capacidad antioxidante lo han
propuesto como un buen candidato para estudios de sus efectos antitumorales
(Murray y cols., 2005; Rodriguez y cols., 2019). Su efecto citotdxico en lineas de
cancer de mama fue evaluado por Solis-Quispe y cols. en el 2016, demostrando su
citotoxicidad en periodos de incubacion de 24 horas (ICso = 104.6 ug/ mL). El aceite
esencial extraido para dicho estudio tenia como componentes principales
monoterpenos (58%), sin embargo, proponen que su efecto citotdxico podria estar
relacionado a sesquiterpenos presentes en menor concentracion, esto debido a que
otros sesquiterpenos como cariofileno y a-cadinol han presentado resultados

efectivos en estudios previos contra lineas celulares de cancer de colon y mamas.
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Thymus vulgaris

Mas conocido como tomillo, es una hierba perenne de la familia Lamiaceae con
origen en el sur de Europa y comunmente cultivada en climas templados y
subtropicales, aunque es posible cultivarlo en cualquier clima mientras la
temperatura media esté entre 7-20° C. Tolera suelos pobres y sequias una vez
establecido (Stahl-Biskup y Venskutonis 2012). La composicion quimica del aceite
esencial de T. vulgaris puede variar debido a diferentes factores que pueden ser
propios de la planta, por la metodologia de extraccion del aceite esencial y también
puede variar la identificacion de sus componentes segun la metodologia y equipos
utilizados. Sin embargo, en general se ha descrito que contiene como compuestos
principales monoterpenos (Do Nascimento y cols., 2020). Estudios que han
analizado la composicion de AEs obtenidos por extraccion de agua, han descrito
gue sus principales componentes son monoterpenos oxigenados, entre ellos el timol
es el méas frecuente, representando desde un 33% (Sertel y cols.,2011) hasta un
72% (Lee y cols., 2005) de la composicion de los aceites estudiados. Otros
monoterpenos frecuentemente descritos son el carvacrol, cimeno y y-terpineno, que
son parte de la misma ruta biosintética que el timol, segun lo expuesto por Taherian
y cols.(2009). Ademas de los ya nombrados, otros compuestos encontrados
comunmente son el eucaliptol, linalool y cariofileno. Como se ha mencionado antes,
la composicion de un AE puede ser diverso, incluso dentro de una misma especie,
debido a diferentes factores que pueden afectar a cada planta, por lo que la
actividad biolégica de cada uno puede variar dependiendo de los componentes

guimicos presentes y su proporcion.
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timol carvacrol
g g |
p-cimeno y-terpineno eucaliptol

Figura 3. Principales monoterpenos que componen los aceites esenciales de Thymus
vulgaris

El tomillo ha sido utilizado por siglos como agente saborizante, hierba culinaria y
hierba medicinal. Existe registro desde el siglo | d.C. en el Mediterraneo, en el
trabajo de Dioscérides, de su uso terapéutico (Stahl-Biskup y Venskutonis, 2012).
Su uso farmacoldgico ha sido ampliamente estudiado, teniendo mdultiples acciones:
bacteriostatico (Hosseinzadeh y cols., 2015), antioxidante (Lee y cols., 2005),
cicatrizante (Costa y cols., 2019), antifingico (Salehi y cols., 2018), expectorante
(Stahl-Biskup y Venskutonis, 2012), antiviral (Nolkemper y cols., 2006), entre otros.
Respecto a su accion antitumoral es menor la evidencia disponible. En el afio 2010,
Zuy cols. analizaron los efectos citotoxicos de diez aceites esenciales en células de
carcinoma de pulmén (A549), carcinoma de prostata (PC-3) y cancer mamario
(MCF-7), el aceite esencial de tomillo fue el que tuvo mayor efecto en estas lineas
celulares. Posteriormente, Sertel y cols. (2011) evidenciaron que el aceite esencial
de tomillo, en concentraciones sub toxicas, estimula la proliferacion y viabilidad en
células de carcinoma espinocelular oral (UMSCC1), sin embargo, en mayores

concentraciones se encontré efecto citotoxico dosis-dependiente.
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Las lineas celulares relacionadas al cancer espino celular oral son variadas y
muestran diferentes mutaciones en su genoma, esto genera que tengan diferentes
mecanismos de oncogénesis y su respuesta a los tratamientos también sea variable
(Martin y cols., 2014). A pesar de que ya se ha visto la efectivad del AE de tomillo
en lineas UMSCCL1, la linea celular CAL-27 proviene de una ubicacion anatémica
diferente y su resistencia a agentes quimioterapéuticos las hace realmente
relevantes a la hora investigar tomando en cuenta la alta mortalidad y recurrencia

de la enfermedad.
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HIPOTESIS

Los aceites esenciales de Schinus areira y Thymus vulgaris tienen efecto citotoxico

en lineas celulares de carcinoma espino celular oral.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad citotoxica en células de carcinoma espinocelular de los aceites

esenciales de Schinus areira y Thymus vulgaris.

Objetivos especificos

Extraccion de los aceites esenciales de Schinus areira y Thymus vulgaris.

2. Caracterizaciéon de los aceites esenciales de Schinus areira y Thymus
vulgaris.

3. Determinacién de la actividad citotoxica de los aceites esenciales de Schinus

areira 'y Thymus vulgaris en células de carcinoma espinocelular oral.
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MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio

Estudio experimental in vitro.

Metodologia:

1. Recoleccion de muestras:

A. Se recolectaron hojas de Schinus areira de individuos ubicados en la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (33°25'22.5"S
70°39'08.0"W) comuna de Independencia, region Metropolitana, Santiago,
Chile, durante la primavera 2019 y verano del afio 2019-2020. La
identificacion de los individuos fue realizada por Alicia Marticorena, bidloga y
botanica de la Universidad de Concepcién, curadora del herbario de dicha
universidad y participante del Comité de Clasificacion de Especies Silvestres
de la Comision Nacional del Medio Ambiente, Gobierno de Chile.

B. Se recolectaron hojas y ramas de Thymus vulgaris de individuos cosechados
en la localidad de Chicauma (33°14'06.5"S 70°55'22.1"W) Lampa, region
Metropolitana, Chile, durante la primavera 2019 y verano del afio 2019-2020.

2. Obtencion de aceites esenciales

A. Se extrajo aceite esencial de hojas de Schinus areira y de hojas y ramas de
Thymus vulgaris, utilizando el método de extraccién 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 (méaxima capacidad del
matraz). Para la produccion de vapor se utilizd un segundo matraz esférico
con agua destilada, que fue llevada a ebullicibn 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.



25

3. Caracterizacion quimica de los aceites esenciales
A. Se realiz6 andlisis 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
60mx0,25mmx0,25um acoplado a espectrometro de masas Thermos® TSQ
8000 Evo con analizador de triple cuadruplo.

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

Modo Splitless T° de fuente de iones | 200°C
Temperatura del | 250°C Modo de ionizacién IE
inyector
Tiempo de splitless | 5 min Tiempo de inicio 11 min
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 ym

Tabla 3. Pardmetros utilizados en el andlisis de los AEs

Cromatografia

Andlisis por software Xcalibur —
— Anadlisis por NIST14

Resultados sin filtrar

Eliminacion de sangrado de columna —] I )
g — Eliminacion de picos menores a 0,1%

[ |

IK experimental IK bibliografico 3 mejores coincidencias de

identificacion por NIST14
I

Compuestos identificados

IK= indice de Kovats

Esquema 2. Procedimiento seguido para el analisis de los resultados obtenidos para cada
uno de los AEs



26

4. Evaluacion del efecto citotéxico en células de carcinoma espino
celular

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).
Cultivadas en placas de 90mm, en medio DMEM alto en glucosa (Biological
Industries SKU11-055-1N), con piruvato (Gibco SKU11360-070), solucién
antibiética 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 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 (3x10° células/mL)
con 100 pL de medio DMEM alto en glucosa.

B. Tratamiento: 24 horas después de la siembra, las células fueron tratadas con
concentraciones crecientes de aceites esenciales diluidos en 1 pL de DMSO
(Sigma-Aldrich SKU D4540-1L). Se utilizaron concentraciones desde 18.08
pug/mL a 33.9 ug/mL de aceite esencial de S. areira en las placas incubadas
por 48 y 72 horas. En el caso del aceite esencial de T. vulgaris, se utilizaron
concentraciones desde 45 pg/mL a 97.5 pg/mL en las placas incubadas por
48hr y concentraciones desde 37.5 pg/mL a 90 pg/mL en las placas
incubadas por 72 horas. Dichas concentraciones fueron determinadas por
experimentaciones previas para encontrar el rango de dosificacion que son
efectivas para nuestras condiciones experimentales.

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

incubacion, se removié el medio de las placas y se agregd 100uL de MTT
(Molecular Probes™ M6494) 0.5 mg/mL y se incubaron durante 2 horas a
37°C. Despueés, se removio el MTT y se agregaron 40 puL/pocillo de solucion

de disolucion (DMSO), se mantuvieron las placas en agitacién por 15 min a
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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, permitiendo
determinar la funcionalidad mitocondrial. 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 pL 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

comparacion con las células no tratadas (control) segun la siguiente formula:
Viabilidad celular (%) = Absorbancia de células tratadas / absorbancia de células control x100

Se realizaron 7 experimentos independientes y en triplicado.

. Andlisis de datos: El andlisis estadistico fue realizado en el software

Graphpad Prism mediante regresién no linear ajustada a ensayo de dosis
respuesta, y de aqui se obtuvo el valor de ICso (concentracion del farmaco

necesaria para lograr un 50% de la viabilidad celular).
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RESULTADOS

Caracterizacion del aceite esencial de Thymus vulgaris (tomillo)

La composicion del aceite esencial obtenido de hojas y ramas frescas de Thymus
vulgaris se presenta en la Tabla 4. Los componentes principales fueron: timol
(43,43%), y-terpineno (20,09%), p-cimeno (12,50%), cariofileno (4.51%), carvacrol
(3,78%), linalool (2.21%), a-terpineno (2,14%), B-mirceno (1,34%), carvacrol de
metilo (1,29%) y 4-terpienol (1,27%).

0 0

timol r-terpineno p—-cimeno
43 43% 20,09% 12,50%

OH

HO 0O

carvacrol a—terpineno carvacrol 4-terpineol
3,78% 2,14% de metilo 1,27%

1,29%
/
\
/ OH / /

linalool B-mirceno
2.21% 1,34%

Figura 4. Principales monoterpenos del aceite esencial de hojas y ramas de Thymus
vulgaris
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Compuesto
S/
S/
B-mirceno
a-terpineno
p-cimeno
eucaliptol
y-terpineno
4-tujanol
linalool
endo-borneol
4-terpineol
a-terpineol
carvacrol de metilo
timol
carvacrol
B-bourboneno
cariofileno
S/
y-muuroleno
germacreno-D
a-muuroleno
y-cadineno
cadineno
spatulenol

oOxido de cariofileno
dehidroxi-
isocalamendiol

a-cadinol

2,6-diisopropilnaftaleno

Cas #

123-35-3
99-86-5
99-87-6
470-82-6
99-85-4
546-79-2
78-70-6
507-70-0
562-74-3
98-55-5
6379-73-3
89-83-8
499-75-2
5208-59-3
87-44-5

30021-74-0
23986-74-5
31983-22-9
39029-41-9
523-47-7
6750-60-3
1139-30-6

1005276-30-1

481-34-5
24157-81-1

RT
16,42
18,29
18,67
19,66
19,94
20,23
21,10
21,41
22,34
24,68
24,98
25,37
26,81
28,21
28,45
31,04
32,00
32,87
33,33
33,54
33,90
34,30
34,45
35,95
36,14

37,22
37,66
39,20

IK exp
941,64
992,79
1003,29
1034,97
1043,64
1052,49
1078,31
1087,25
1116,53
1192,33
1201,85
1216,16
1267,17
1316,68
1325,88
1423,73
1462,05
1495,80
1515,15
1524,16
1539,49
1556,32
1562,58
1627,91
1636,80

1686,46
1706,42
1775,54

%
0,63
0,51
1,34
2,14

12,50
0,38
20,09
0,85
2,21
0,80

1,27
0,28
1,29

43,43

3,78
0,13
4,51
0,57
0,16
1,14
0,25
0,26
0,53
0,19
0,29

0,09
0,27
0,11

Identificacion
RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS, Co-l
RI, MS, Co-I
RI, MS, Co-l
RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS, Co-I
RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS
RI, MS
RI, MS

29

S/I: sin identificar. RT=tiempo de retencion, IK exp= indice de Kovats experimental,

IR= indice de retencion, MS= Espectro de masa, Co-I= Co-inyeccion de estandar.

Tabla 4. Composicion del aceite esencial de hojas y ramas de Thymus vulgaris



Caracterizacion del aceite esencial de Schinus areira

La composicion del aceite esencial obtenido de hojas de Schinus areira se presenta
la Tabla 5. Los componentes principales fueron: a-felandreno (15,49%),
pseudolimoneno (11,31%), biciclogermacreno (8,55), cadineno (7,95%), elemol
(6,07%), a-cadinol (5,71%), cariofileno (2,9%), isomero de elemeno (2,84%),

dehidroxi-isocalamendiol (2,63%) y r-muurolol (2,63%).

G

a-felandreno pseudolimoneno
15,47% 11,31%

Figura 5. Principales monoterpenos del aceite esencial de Schinus areira

g2 B

biciclogermacreno cadineno elemol a~cadinol

8,55% 7,95% 6 07% 571%
H
H
OH H H
. OH

cariofileno iIsémero de elemeno dehidroxi-isocalamendiol T-muurolol

2.90% 2,84 2.74% 2.63%

Figura 6: Principales sesquiterpenos del aceite esencial de Schinus areira
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S/l:

Compuesto
a-pineno
B-mirceno
a-felandreno
p-cimeno
pseudolimoneno

isbmero de elemeno

a-copaeno
B-elemeno
a-gurjuneno
cariofileno
aromandendreno
a-humuleno

S/

y-muuroleno
germacreno-D

S/
biciclogermacreno
y-cadineno
cadineno
a-cadineno

elemol

S

palustrol
germacreno D-4-ol
spatulenol

globulol

viridiflorol
eudesmol

S
di-epi-1,10-cubenol
y-eudesmol

dehidroxi-isocalamendiol

T-muurolol
6-cadinol
a-cadinol

S/l

cadaleno
isocalamenediol

Cas #
80-56-8
123-35-3
99-83-2
99-87-6
499-97-8
3242-08-8
3856-25-5
515-13-9
489-40-7
87-44-5
489-39-4
6753-98-6

30021-74-0
23986-74-5

24703-35-3
39029-41-9
523-47-7
24406-05-1
639-99-6

5986-49-2

198991-79-6

6750-60-3
51371-47-2
552-02-3
473-15-4

73365-77-2
1209-71-8

1005276-30-1

19912-62-0
19435-97-3
481-34-5

483-78-3
25330-21-6

RT
16,70
18,67
19,25
19,93
20,13
29,61
30,73
31,09
31,69
31,99
32,49
32,87
33,07
33,33
33,53
33,76
33,94
34,30
34,46
34,85
35,10
35,39
35,75
35,85
35,95
36,13
36,33
36,52
36,63
37,07
37,17
37,22
37,36
37,44
37,67
37,93
38,13
39,80

IK exp
949,66
1003,29
1022,05
1043,33
1049,45
1369,27
1411,10
1425,76
1449,80
1461,66
1481,17
1495,80
1503,91
1515,15
1523,74
1533,55
1541,18
1556,32
1563,00
1579,15
1589,41
1601,43
1618,50
1623,21
1627,91
1636,33
1645,64
1654,44
1659,51
1679,65
1684,19
1686,46
1692,79
1696,40
1706,88
1718,74
1727,81
1802,01

%
1,08
1,22
15,47
2,17
11,31
2,84
0,20
2,38
1,56
2,90
0,70
1,34
0,79
1,16
0,25
0,85
8,55
1,95
7,95
0,58
6,07
0,58
0,65
0,52
1,97
0,62
1,11
0,02
6,63
0,21
1,79
2,74
2,63
0,41
5,71
0,80
0,28
2,00

31

Identificacion
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS

sin identificar. RT=tiempo de retencion, IK exp= indice de Kovats experimental,

RI= indice de retencion, MS= Espectro de masa, Co-I= Co-inyeccién de estandar.

Tabla 5. Componentes del aceite esencial de hojas de Schinus areira
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Citotoxicidad celular en lineas celulares CAL-27 del aceite de Thymus vulgaris
(tomillo)

La citotoxicidad del aceite esencial de Thymus vulgaris en lineas celulares de cancer
espino celular oral CAL-27, que fue determinada mediante ensayo MTT, es
mostrada en los gréaficos 1y 2. El experimento se realizé en siete pasajes distintos
de lineas CAL-27, en triplicado cada vez. Las curvas de dosis-respuesta muestran
un leve aumento en la viabilidad en comparacién con el control en las dosis sub
toxicas, con un peak a la concentracion de 52,5 ug/mL de AE tanto a las 48 h (140%)
como a las 72 h (135%). Luego muestran un descenso de la viabilidad logrando un
efecto méximo cercano al 10% de viabilidad celular a las 48 h'y al 45% a las 72 h.

El ICso para estas curvas fue de 67,5 pg/mL alas 48 hy 70,32 pg/mL alas 72 h.

Efecto del AE de T. vulgaris (tomillo) sobre celulas CAL-27
200 -

150 4

100 -

n
=
1

=
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1

h

L=
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Grafico 1. Efecto del AE de Thymus vulgaris en la viabilidad de células CAL-27 tratadas
con concentraciones desde 45 ug/mL a 97.5 yg/mL por 48 h mediante ensayo MTT.
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Efecto del AE de T. vulgaris (tomillo) sobre celulas CAL-27
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Grafico 2. Efecto del AE de Thymus vulgaris en la viabilidad de células CAL-27 tratadas
con concentraciones desde 37,5 ug/mL a 90 pg/mL por 72 h mediante ensayo MTT.

Citotoxicidad celular en lineas CAL-27 del aceite de Schinus areira (pimiento)

La citotoxicidad del aceite esencial de Schinus areira en lineas celulares de cancer
espino celular oral CAL-27, que fue determinada mediante ensayo MTT, es
mostrada en los gréaficos 3 y 4. El experimento se realizé en siete pasajes distintos
de lineas CAL-27, en triplicado cada vez. Las curvas de dosis-respuesta muestran
un leve aumento en la viabilidad (135%) en comparacion con el control (100%) en
las dosis sub téxicas y luego un rapido descenso de la viabilidad celular logrando
un efecto maximo cercano al 65% de viabilidad en ambos tiempos. El ICso para

estas curvas fue de 23,47 pg/mL a las 48 h'y 26,95 pg/mL a las 72 h.
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Efecto del AE de S. areira (pimiento) sobre celulas CAL-27
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Gréafico 3. Efecto del AE de Schinus areira en la viabilidad de células CAL-27 tratadas con
concentraciones desde 18,08 ug/mL a 33,09 ug/mL por 48 h mediante ensayo MTT.

Efecto del AE de S. areira (pimiento) sobre celulas CAL-27
200 -
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Grafico 4. Efecto del AE de Schinus areira en la viabilidad de células CAL-27 tratadas con
concentraciones desde 18,08 ug/mL a 33,09 ug/mL por 72 h mediante ensayo MTT.
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DISCUSION

Las muestras de plantas utilizadas en este estudio fueron recolectadas en las
temporadas de primavera 2019 y verano 2019-2020 en la region Metropolitana de
Santiago de Chile (el tomillo en la comuna de Lampa y el pimiento en la comuna de
Independencia). El tomillo fue recolectado antes de su etapa de floracion y los
individuos de pimiento poseian pocos frutos (por ello los frutos no fueron incluidos
dentro de las muestras para este estudio). En la zona centro de Chile se ha
experimentado una fuerte sequia desde el afio 2010, en la que han disminuido las
precipitaciones en un 30%, lo que puede generar cambios en la vegetacion que
requiere adaptarse a estas nuevas condiciones climaticas y al estrés generado por
déficit de humedad. Las respuestas de la vegetacion ante una baja disponibilidad
hidrica suelen estar relacionadas a sus regulaciones estomaticas, ajuste osmético
y defensas antioxidantes (Orrego, 2021). Corell y cols. (2009) demostraron que la
composicién de AEs obtenidos de Salvia officinalis y S. lavandulifolia subsp. vellerea
sufrieron alteraciones al ser expuestas a déficit hidrico, ademas de variar su
composicion dependiendo de la estacion del afio en que fueron recolectadas. Por lo
tanto, esto podria explicar diferencias en la composicion de nuestros AEs en
relacion a estudios anteriores similares, seria interesante estudiar de qué manera
afecta la baja disponibilidad hidrica a las especies Schinus areira y Thymus vulgaris,
evaluar otros factores que podrian generar una diferencia en sus componentes y si

aquello modifica su actividad citotéxica.

El vehiculo utilizado para este estudio fue DMSO, fue aplicado como control a la
misma concentracion que la utilizada en las células tratadas con AEs (1% v/v), 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 citotoxicidad en diferentes grados en distintas lineas celulares, por lo que

se recomienda usar a bajas concentraciones (Nguyeny cols., 2020).

Respecto a la caracterizacion de los AEs, en el aceite extraido de T. vulgaris se
lograron identificar 25 compuestos que corresponden al 98,29% del aceite. De la

composicion total, 90,36% corresponden a monoterpenos (36,07% monoterpenos
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oxigenados) y 7,93% corresponden a sesquiterpenos (véase Tabla 6). El timol fue
el compuesto més abundante del aceite esencial de tomillo utilizado, ocupando el
43,43% del total. Este tipo de composicion también se ha visto en otros aceites
esenciales de tomillo, segun lo presentado por Do Nascimento y cols. (2020) en los
estudios internacionales analizados, el timol fluctda entre un 18,11% a un 55,44%
del total de los aceites. Es comln que se presente un componente principal y le
sigan porcentualmente otros componentes de la misma via biosintética como son el
carvacrol, p-cimeno y y-terpineno (Taherian y cols., 2009). Lemos y cols. (2017)
encontraron una composicién similar en AEs de plantas cosechadas en Brasil,
donde el timol, p-cimeno y y-terpineno componen mas del 70% de los AEs
estudiados. Segun sus analisis, el AE de tomillo tiene mayor efectividad antioxidante
y antibacteriana cuando la concentracion de timol es mayor y varia en las diferentes
estaciones del afio, teniendo un peak en octubre (primavera). Y si bien el timol y
carvacrol fueron los Unicos componentes con actividad antioxidante, es mas efectivo
el aceite en su totalidad comparado con los compuestos testeados por separado, lo

gue sugiere una actividad sinérgica entre sus componentes.

AE de S. areira AE de T. vulgaris
Monoterpenos hidrocarburos 31,25% 36,07%
Monoterpenos oxigenados 0% 54,29%
Monoterpenos totales 31,25% 90,36%
Sesquiterpenos hidrocarburos 32,60% 7,09%
Sesquiterpenos oxigenados 26,50 % 0,84%
Sesquiterpenos totales 59,10% 7,93%
Total de compuestos identificados 90,35% 98,29%

Tabla 6. Resumen de tipo de compuestos agrupados por familia en AE de Schinus areira'y
Thymus vulgaris

Segun lo visto en nuestra experimentacion (véase seccion Resultados) y expresado
en las curvas de dosis-respuesta, el AE de tomillo recolectado provoca un aumento
en la proliferacion de las lineas CAL-27 a concentraciones subtéxica y luego un
efecto citotéxico dosis-dependiente, corroborando lo observado en el estudio de
Sertel y cols. (2011) que también obtuvieron este tipo de comportamiento de las
lineas UMSCC1. Esto se podria explicar debido a que el timol tiene efecto
antioxidante/pro-oxidante, es decir, su efecto puede ser protector o lesivo

dependiendo de su concentracion, el tipo de célula y el tiempo aplicado (Ozkan y
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Erdogan, 2012). El efecto citotdéxico de nuestro aceite muestra un ICso mucho menor
que el observado en el estudio de Sertel y cols. , 67,5 pg/mL versus 369,55 pug/mL,
respectivamente, esto podria deberse a la mayor proporcion de timol que se
encuentra en nuestro aceite, similar a lo observado por Lemos y cols. (2017)
respecto al efecto antioxidante; puede deberse también al efecto de componentes
que se encuentran en menor proporcion como B-cariofileno (4.51%) que ha
demostrado anteriormente efectividad citotoxica en lineas tumorales (Dahham y
cols., 2015).

La mayor eficacia en nuestras experimentaciones fue obtenida por el AE de tomillo
a las 48 h, logrando reducir la viabilidad celular a un 10% aproximado, en
comparacion al 65 % logrado con el aceite de S areira. Sin embargo, el efecto
maximo de nuestro AE es menor que el observado en las lineas UMSCCL1 del
estudio de Sertel y cols., esto podria responder a susceptibilidades propias de cada
linea celular. Las células UMSCC1 también pertenecen a carcinoma espinocelular
oral, pero provienen de piso de boca y son sensibles a tratamientos de quimioterapia
convencionales; en cambio CAL-27 proviene de un tumor de lengua y son
resistentes a sulfato de vindesina, cisplatino y actinomicina D, lo que demuestra que
posee mecanismos para resistir estos efectos citotoxicos (Gioani y cols., 1988;
Gosepath y cols., 2008) . 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).

El timol, particularmente, ha sido estudiado y demostrado su efecto citotoxico al
reducir la viabilidad en células de cancer de pulmén, cancer hepatico, cancer de
colon, cancer de mama, cancer cervico uterino, cancer de vejiga, carcinoma de
laringe (Hep), carcinoma espino celular oral (CAL27, SCC4, SCC9), cancer de
préstata, melanoma, glioma, mastocitomas, osteosarcoma y leucemia (Alves
Sampaio y cols., 2021). De La Chapa y cols. (2018) proponen que en lineas
celulares CAL-27 el efecto citotoxico ocurre por apoptosis mediada por disfuncion
mitocondrial, ya que altera los potenciales de membrana mitocondriales (lo mismo
demostraron en células Hela), aumenta la liberacion de radicales libres y

posteriormente se produce apoptosis.
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En cuanto a la seguridad del AE de tomillo, Rojas-Armas y cols., 2019 realizaron un
estudio in vivo en ratas albinas Holtzman con AE de tomillo extraido de plantas
ubicadas en Lima, Perd. Dicho AE contenia principalmente timol (46,47%), y-
terpineno (20,27%) y p-cimeno (15,8%), composicion muy similar a nuestro aceite
estudiado. Determinaron que, administrado por via oral, es moderadamente toxico
en test agudos (2000 mg/kg) y en los test de 28 dias no existen efectos secundarios
a concentraciones menores de 250 mg/kg/dia. En el estudio in vivo de De la Chapa
y cols. (2018), aplicaron timol a concentraciones de 640 pg/mL mediante
inyecciones a lesiones tumorales y demostraron que no tiene efectos adversos en
tejidos no tumorales adyacentes a las lesiones. Lo que indicaria que es seguro
trabajar con las dosis citotoxicas encontradas para CAL-27 (<100 pg/mL).

Por otra parte, podemos analizar la caracterizacion del AE extraido de S. areira. Se
lograron identificar 33 compuestos que corresponden al 90,35% del aceite. A
diferencia del AE de tomillo, encontramos principalmente presencia de
sesquiterpenos (Véase Tabla 6). De la composicion total, 28 de los 33 compuestos
fueron identificados como sesquiterpernos, lo que corresponde al 59,1% del aceite,
la mitad de ellos son oxigenados (26,5% del total) y 31,25% del total corresponden
a monoterpenos no oxigenados. a-felandreno fue el compuesto mas abundante del
aceite esencial de pimiento utilizado, representando el 15,47% del total, los
compuestos que le siguen son pseudolimoneno (11,31%) y biciclogermacreno
(8,55%). Este tipo de composicion no se observo en otros estudios previos. Otras
investigaciones que han trabajado con aceites con proporciones similares de a-
felandreno y que también ha sido su componente principal, es la de Solis-Quispe y
cols. (2016) de Peru y la de Cutro y cols. (2019) de Argentina, sin embargo, en
ambos casos dichos aceites estaban compuestos principalmente por
monoterpenos. Esta mayor variabilidad en la composicion del AE de S. areira,
podria hablar de una mayor susceptibilidad a los factores medioambientales a los

gue se ve expuesto cada individuo.

De acuerdo a lo observado en nuestra experimentacion (véase seccion resultados)
y expresado en las curvas de dosis-respuesta, el AE de pimiento recolectado
provoca un leve aumento en la proliferacién de las lineas CAL-27 a concentraciones

subtoxicas llegando al 135%, este fendmeno no ha sido documentado, pero podria
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tener relacion con su efecto antioxidante como ocurre con el AE de T. vulgaris.
Luego de ello, produce un rapido descenso en la viabilidad y, por tanto, un efecto
citotdéxico dosis-dependiente, similar a lo ocurrido en el estudio de Solis-Quispe y
cols. (2015) quienes también observaron un efecto citotoxico en células de cancer
de mamas. Bendaoud y cols. (2010) asimismo analizaron el efecto citotéxico en
lineas de cancer de mama de AEs de S. molle y S Terebinthiphlious, lo interesante
de su investigacién es que sugieren que existe una relacion entre la capacidad
antitumoral con el contenido de sesquiterpenos del AE, ya que en su investigacion
el aceite mas efectivo fue el que contenia mayor proporcion de sesquiterpenos,
aunque no fueran estos su componente principal, ademas que el efecto citotoxico
de algunos sesquiterpenos ha sido descrito en otros modelos celulares por lo que
seria de interés investigar cual es la susceptibilidad de células de cancer oral a estos
componentes. En cuanto a la eficacia de los esquemas propuestos por las
investigaciones citadas, no queda claro el efecto maximo logrado. En el caso de
nuestro aceite, hubo una disminucion de la viabilidad maxima del 65%, aunque no
presenta una buena efectividad en este aspecto, seria relevante investigar sobre
otros mecanismos que puedan tener efecto sinérgico en la accién antitumoral como
pueden ser: impedir la proliferaciéon, migracion e invasioén celular, sensibilizacion a

otros farmacos o efectos sistémicos como potenciador del sistema inmune.

No se encontraron estudios que analizaran la capacidad antitumoral de a-felandreno
0 pseudolimoneno de manera aislada. En el caso del biciclogermacreno, existe un
estudio que habla de su actividad antitumoral. Grecco y cols. (2015) estudiaron el
efecto del AE de Nectandra neucantha que tenia como componente principal
biciclogermacreno y determinaron que existia actividad citotéxica en 6 lineas
tumorales y que biciclogermacreno podria ser responsable, al menos en parte, de

esa accion.

El mecanismo por el cual el AE de pimiento logra su efecto citotoxico no se ha
determinado. El estudio de Diaz y cols. (2008) propone la apoptosis como
mecanismo principal y la necrosis como mecanismo secundario, sin embargo el
aceite empleado para este estudio dista en composicién al nuestro, ya que contenia

principalmente a-pineno y B-pineno, por lo que se requieren MAas investigaciones
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para determinar si aceites con una composicion mayor de a-felandreno y

sesquiterpenos compartirian los mismo mecanismos de accion propuestos.

Acerca de la seguridad del AE de S. areira, Rodriguez y cols. (2019) comprobaron
que el AE extraido en Argentina, con componente principal a-felandreno, es anti
mutagénico y antioxidante y proponen como principal compuesto activo en estas
acciones al globulol debido a su accién protectora del ADN frente a factores lesivos.
En su estudio in vivo del 2014, Rossetti observo que el AE de S. areira extraido de
plantas ubicadas en Argentina (componente mas abundante a-pineno), podria
participar en los mecanismos moduladores de la inflamacion, poseer efectos
alérgenos inespecificos e inducir hipotension en conejos in vivo normotensos Yy
ejercer un efecto inotrépico negativo en ratones ex vivo tratados con el AE de S.
areira (300 mg/kg intravenoso). A nivel dérmico, Bras y cols. (2011) observaron sélo
eritema local, de leve a moderado, al aplicar extracto hexanico de S. areira en ratas,
que se resolvieron dentro de 48 h. Por todo lo anterior, las dosis requeridas de AE
de S. areira para producir un efecto antitumoral se encuentran en un rango seguro.
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 podria

también modificar las consecuencias de su utilizacion.

En relacién a los tiempos de aplicacion de los tratamientos, podemos observar en
ambos AEs que la eficiencia de los aceites no mostré mejoria al dejarlos actuar por
mayor tiempo. Ambos ICso fueron mayores a las 72 h en comparacién con los
tratamientos de 48 h, esto indica que su efecto no es dependiente del tiempo de
aplicacion, por lo que se sugiere investigar la reaccion de las células CAL-27 a
tratamientos de menor duracion y determinar asi cual es el esquema terapéutico

mas efectivo.
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CONCLUSION

El aceite esencial de Thymus vulgaris extraido para este estudio tiene como
principal componente monoterpenos y entre ellos, el mas abundante fue timol
(43,43%), le siguen y-terpineno (20,09%), p-cimeno (12,5%) y cariofileno (4,51%).
Este tipo de composicion es similar a la descrita anteriormente en otros estudios.
El aceite esencial de Schinus areira extraido para este estudio contiene
principalmente sesquiterpenos (59,10%) y los compuestos mas abundantes fueron
a-felandreno (15,47%), pseudolimoneno (11,31%) y biciclogermacreno (8,55%). No
se habia descrito con anterioridad un AE con una proporcion de sesquiterpenos tan
alta.

Las diferencias en la composicion de los aceites estudiados con los descritos en
otras investigaciones pueden deberse a cambios en las condiciones
medioambientales en las que se desarrolla cada planta, en este sentido cobra
relevancia evaluar los efectos de la sequia que afecta a la zona centro de Chile.
Ambos aceites esenciales lograron efectos citotdxicos en lineas celulares CAL-27,
el mas eficaz fue el AE de Thymus vulgaris a las 48 h que logré una disminucién de
la viabilidad celular cercana al 10% y el menor ICso (67.5 pg/mL). La mayor
efectividad del aceite de T vulgaris, puede deberse a su alta proporcién de timol que
ha demostrado, en estudios anteriores, actividad citotoxica en numerosas lineas
tumorales. Se requiere aun mayor investigacion sobre la actividad de cada uno de
los compuestos y qué factores determinan su mayor o menor expresion.

A dosis sub toxicas, ambos aceites aumentaron levemente la viabilidad celular. Este
fenbmeno requiere de mayor investigacion, pero podria estar relacionado a la
capacidad antioxidante de cada aceite.

El AE de Thymus vulgaris puede ser un buen candidato para futuros tratamientos
contra cancer espinocelular oral, por lo que se debe continuar estudiando sus

efectos.
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ANEXOS

Sistema de estadificacion tumor, nodo, metastasis (TNM) del American Joint

Committee on Cancer (AJCC) para céancer oral. (72 edicién, 2010)

Definicion de tumor primario (T)

X
TO
Tis
T1
T2

T3

T4

T4a

T4b

Tumor primario no puede ser evaluado

No hay evidencia de tumor primario

Carcinoma in situ

Tumor < 2cm y profundidad de invasion < 5mm

Tumor < 2cm y profundidad de invasion > 5mm y < 10mm o

Tumor > 2cm y < 4cm y profundidad de invasion < 10mm

Tumor > 4cm o cualquier tumor con profundidad de invasion >
10mm

El tumor invade solo las estructuras adyacentes (p. Ej., A través del
hueso cortical de la mandibula o el maxilar, o involucra el seno
maxilar o la piel de la cara)

El tumor invade el espacio masticatorio, las placas pterigoideas o la
base del craneo y / o recubre la arteria carétida interna

Actualizado a los cambios realizados para cancer oral en la 8va edicién (Zanoni y cols., 2019)

Nodos linfaticos regionales

NX
NO
N1

N2

N3

N2a

N2b

N2c

nodos linfaticos no pueden sr evaluados

Sin metastasis en nodos linfaticos regionales

Metastasis en un unico nodo linfatico ipsilateral, < 3cm en su
maxima extension

Metastasis en un Unico nodo linfatico ipsilateral, > 3cm < 6cm en su
maxima extension o

Metastasis en multiples nodos linfaticos ipsilaterales, <6 cm en su
maxima extension

Metastasis en nodos linfaticos bilaterales o contralaterales, < 6cm
en su maxima extension

Metéastasis en un nodo linfatico >6¢cm en su maxima extension



Metastasis distante (M)

MO
M1

Etapa anatdbmica / grupos de prognosis

Sin metastasis distante
Con metastasis distante

Etapa 0
Etapa |

Etapa Il
Etapa lll

Etapa IVA

Etapa IVB

Etapa IVC

Tis

T1

T2

T3

T1

T2

T3

T4a

T4a

T1

T2

T3

T4a
cualquier T
T4b
cualquier T

NO
NO
NO
NO
N1
N1
N1
NO
N1
N2
N2
N2
N2
N3
cualquier N
cualquier N

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
M1
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