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GLOSARIO

ACEITE ESENCIAL (AE): Son mezclas homogéneas de compuestos quimicos
organicos, provenientes de una misma familia quimica, terpenoides. Tienen la
propiedad en comun, de generar diversos aromas agradables y perceptibles al ser
humano. En condiciones ambientales, son liquidos menos densos que el agua, pero
mas viscosos que ella. Poseen un color en la gama del amarillo, hasta ser
transparentes en algunos casos.

ANTIMICOTICO: sustancia que tiene la capacidad de evitar el crecimiento de
algunos tipos de hongos o provocar su muerte.

ANTIMICROBIANO: Sustancia que elimina o inhibe el crecimiento de
microorganismos, tales como bacterias, hongos o parasitos. Basado en ello, los
siguientes pueden referirse a agentes microbianos.

CANCER (CA): neoplasia caracterizada por el crecimiento incontrolado de células
anaplasicas que tienden a invadir el tejido circundante y metastatizar a puntos
distantes del organismo.

CITOTOXICO: sustancia que tiene un efecto toxico sobre determinadas células.

CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS
(CG-EM): técnica que combina la capacidad de separaciébn que presenta la
cromatografia de gases con la sensibilidad y capacidad selectiva del detector de
masas. Esta combinacién permite analizar y cuantificar compuestos trazas en
mezclas complejas con un alto grado de efectividad.

ENSAYO MTT PARA VIABILIDAD Y PROLIFERACION CELULAR: técnica utilizada
para medir la actividad metabdlica celular como indicador de la viabilidad,
proliferacion y citotoxicidad celular. Este ensayo colorimétrico se basa en la
reduccion de una sal amarilla de tetrazolio (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio o MTT) a cristales de formazan purpura por células metabdélicamente
activas. Las células viables contienen enzimas oxidorreductasa dependientes de
NAD(P)H que reducen el MTT a formazan.

EXTRACCION MEDIANTE CO2 SUPERCRITICO (FSC): Los fluidos supercriticos
son particularmente buenos disolventes debido a su capacidad para disolver
sustancias de forma similar a los disolventes organicos, y debido a que su
viscosidad y coeficiente de difusion son proximos a los de los gases, facilitando asi
las propiedades de transporte de estos fluidos. Ademas, puesto que la tension
superficial de los FSCs es igual a cero, estos fluidos son particularmente adecuados



para la extraccion de sustancias contenidas en matrices solidas. Otra ventaja en el
uso de los FSCs es la posibilidad de cambiar su poder de solvatacion por
variaciones de la presion y / o temperatura del fluido, permitiendo asi la extraccion
fraccionada de los solutos, y la recuperacion completa del disolvente mediante
simples ajustes de la presion.

EXTRACTO: Sustancia muy concentrada que se obtiene de una planta, semilla u
otra cosa por diversos procedimientos.

FLAVONOIDES: metabolito secundario de las plantas de naturaleza fendlica que se
caracterizan por poseer dos anillos aromaticos bencénicos unidos por un puente de
tres a&tomos de carbono, con la estructura general C6-C3-C6, los cuales pueden
formar o no un tercer anillo. De los tres anillos, el A se biosintetiza a través de la
ruta de los policétidos y el B y la unidad C3 proceden de la ruta del acido shikimico.
Actuan protegiendo al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como
los rayos ultravioletas, la polucién ambiental, sustancias quimicas presentes en los
alimentos, etc.

FLUIDO SUPERCRITICO (FS): sustancia que se encuentra en condiciones de
presion y temperatura superiores a su punto critico. El punto critico representa la
temperatura y la presion mas elevadas a las que una sustancia puede existir como
gas y como liquido en equilibrio.

HIDRODESTILACION: método de extraccion de aceites esenciales en el cual el
material esta sumergido en agua en ebullicion, la caracteristica principal de este
proceso es el contacto directo del agua y el material del cual se extraera el aceite
esencial.

MCF-7: Linea celular de carcinoma ductal de mama, no invasiva, tiene receptores
funcionales de estrogeno y EGF.

MDA-MB-231: Linea celular de cancer de mama triple negativo (TNBC) altamente
agresiva, invasiva y pobremente diferenciada, carece de la expresion del receptor
de estrégeno (ER) y del receptor de progesterona (PR), asi como de HER2 (receptor
2 del factor de crecimiento epidérmico humano).

METODO SOXHLET: técnica de separacion solido-liquido cominmente usada en
la industria alimentaria y no alimentaria para la determinacion del contenido graso
en muestras de diferente naturaleza. De igual modo, puede ser usada como técnica
preparativa de muestra como paso previo al analisis mediante otra técnica
instrumental.

Origanum vulgare (O. vulgare): mas conocido como orégano, es una planta cuyo
nombre deriva del griego oros y ganos que significan “adorno” o “alegria de la
montafia”, haciendo referencia a su bonito aspecto y agradable aroma. Por su parte,



vulgare se refiere a la facilidad con la que puede ser encontrada. Esta planta
pertenece al género Origanum, familia Lamiaceae.

PC3: Linea celular de cancer de prostata



RESUMEN

Origanum vulgare, es una planta procedente de la regibn mediterranea
predominantemente de Turquia, la cual es cultivada en nuestro pais en la Region
Andina. Es rica en metabolitos secundarios en especial terpenoides, predominando
carvacrol y timol como los principales responsables de su potencial efecto citotoxico
y antimicrobiano; lo anterior referenciado de estudios realizados en los ultimos afios
en especial a partir de los aceites esenciales obtenidos principalmente de sus hojas,
tallos y flores.

Entre los desafios a los que nos enfrentamos en la actualidad y que se constituyen
en un problema de salud publica, encontramos la resistencia a los antimicrobianos,
la proliferacion de patdégenos emergentes para los cuales no se cuenta con
protocolos de manejo definidos, la resistencia y fallo terapéutico a los tratamientos
antitumorales convencionales.

Se puede observar que un amplio numero de agentes antitumorales (74%), derivan
de productos naturales; por otra parte, aproximadamente el 80% de la poblacion
mundial ha llegado a utilizar plantas para el tratamiento de diversas patologias. Por
esto, se hace necesario explorar nuevas alternativas que permitan dar respuesta
efectiva a estas necesidades en salud, para lo cual la farmacologia vegetal se
constituye en una herramienta terapéutica de gran interés y valor cientifico, dado
las grandes potencialidades existentes en los metabolitos secundarios de las
plantas.

En este contexto, el objetivo de este trabajo es evaluar la actividad antifangica y
citotoxica de los extractos de diferentes polaridades, aceite esencial y extracto por
fluido supercritico obtenidos de las hojas de Origanum vulgare. Se realiz6 un estudio
experimental en el que luego de adquirir el material vegetal, se obtienen los
extractos etanolico total (EET), éter de petroleo (EP), de diclorometano (ED), y
metandlico (EM), ademéas del aceite esencial (AE) y el extracto por fluido
supercritico (FS). Se evaluo la accion antifingica de los anteriores extractos a
concentraciones de 500, 250, 100, 50 y 10 pg/mL mediante el método de Kirby-
Bauer de difusion en PDA con posterior medicion del halo de crecimiento micelial
de Botrytis cinerea; y para Fusarium oxysporum se utilizé6 el ensayo de medio
modificado a microescala. Se tuvo como control positivo el itraconazol y como
blanco PDA con Tween 20 al 5%.



En paralelo se realizé la prueba de citotoxicidad en tres lineas celulares de cancer:
MDA-MB-231: Cancer de mama, PC3: Cancer de prostata y MCF-7: Cancer de
mama, a través del método del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT).

Como resultados se encontré que los extractos de diferentes polaridades, el aceite
esencial y el extracto por fluido supercritico no presentan actividad antifungica a las
concentraciones evaluadas.

En cuanto al ensayo de citotoxicidad, solamente se pueden realizar comparaciones
del AE y FS dado que estos extractos fueron realizados en las tres lineas celulares
tumorales; los andlisis para las lineas de cancer de mama con relacion a EP, DMy
ET no se realizaron en este estudio. Se evidenci6 que el AE y FS presentan mayor
especificidad para la linea celular PC3 al comparar con las lineas MDA-MB-231 y
MCF-7. Este efecto citotdxico puede asociarse a la presencia de metabolitos
secundarios encontrados en el andlisis por CG-EM los cuales mostraron que el
compuesto mayoritario presente en AE, FS, EP y DM corresponde a carvacrol, y en
menor proporcion otros compuestos como timol, eucaliptol y cariofileno.

Palabras clave: Origanum vulgare, actividad antifungica, actividad -citotdxica,
Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea.



INTRODUCCION

La farmacologia vegetal a través de la historia de la humanidad, se ha constituido
en una herramienta terapéutica que le ha permitido al hombre afrontar los problemas
de salud, a partir de un conocimiento que, en la mayoria de las veces, se ha
transmitido de generacion en generacion a traves de la tradicién oral; fendmeno
particularmente observado en los pueblos indigenas de Latinoamérica, donde se
conjugan la cosmovision del mundo con los saberes médicos propios, la herbolaria,
las condiciones climéticas y pisos térmicos que determinan procesos de atencién a
la morbilidad sentida por las comunidades en su interior. Conocimiento que ha
trascendido desde los pueblos indigenas, a comunidades campesinas,
comunidades urbanas y hoy en dia a las grandes multinacionales farmacéuticas,
gue cada vez exploran mas en estos saberes ancestrales, nuevas formas y
moléculas farmacoldgicas con diferentes fines.

Es asi como la comunidad académica y cientifica desde el area de la medicina, se
interesa por entender las acciones terapéuticas de diferentes productos obtenidos
de plantas medicinales, realizando experimentacion pura y clinica, con el objetivo
de dar respuesta a las condiciones de enfermedad de la sociedad moderna que se
ve afectada por diferentes factores de riesgo como el estrés, el sedentarismo,
obesidad, exposicion a diferentes fuentes de radiaciones, sustancias quimicas, los
propios alimentos, la resistencia de los microorganismos a los antimicrobianos, y el
incremento progresivo de enfermedades como el cancer en la poblacion en general,
hacen necesario que se estudien nuevas formas de abordar esta problematica.

Origanum vulgare a pesar de corresponder a una especie vegetal procedente de
Turquia, esta siendo cultivada en Colombia en especial en la region Andina, siendo
empleada como condimento, pero también es una de las principales hierbas
aromaticas de exportacion. Se encuentran en el mercado productos carminativos
para el manejo de afecciones gastrointestinales; su aceite esencial es
comercializado en el pais por su efecto antioxidante.

Dado que esta especie vegetal ha sido ampliamente estudiada entre otros por su
potencial antimicrobiano y citotoxico, se constituye en una posibilidad fitoterapéutica
considerando los efectos derivados de sus metabolitos secundarios.



Teniendo en cuenta los antecedentes anteriormente mencionados, éste estudio
busca evaluar la actividad antifingica y citotoxica de extractos, aceite esencial y
fluido supercritico obtenidos a partir de las hojas de Origanum vulgare.



1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antifungica y citotéxica de extractos, fracciones y el aceite
esencial obtenidos a partir de las hojas de Origanum vulgare.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.2.1 Obtener extractos de diferentes polaridades, aceite esencial y fluido
supercritico de las hojas de la especie Origanum vulgare.

1.2.2 Evaluar la actividad antifingica de extractos, aceite esencial y fluido
supercritico sobre los fitopatdgenos Fusarium oxysporum y Botrytis cinérea.

1.2.3 Evaluar la actividad citotoxica de extractos, fracciones y el aceite esencial
sobre diferentes lineas celulares tumorales.

1.2.4 Determinar la composicién quimica por Cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM) a los extractos que presentaron mayor actividad
biologica.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 DEFINICION DEL PROBLEMA

Uno de los componentes que determinan la salud esta dado por la seguridad
alimentaria y la nutricion, la cual puede verse afectada en cuanto a la disponibilidad
de alimentos, en lo referente a la produccion agricola, que a su vez puede
perjudicarse de diversos patdgenos entre los cuales encontramos a los hongos que
ocasionan patologias que afectan la salud humana, haciendo necesario explorar y
descubrir nuevos antimicéticos que controlen su reproduccién y crecimiento. (1)

Estos hongos ademas de causar pérdidas econdémicas en la produccion agricola,
afectan de forma directa la salud humana ocasionando enfermedades con
compromiso local y sistémico, desde onicomicosis e infecciones de la piel hasta
enfermedades invasivas multisistémicas. El incremento progresivo de la resistencia
a los antifungicos por parte de los hongos, se constituye en un riesgo para la salud
humana, considerandose uno de los grandes desafios para la atencion en salud.(2)

En la actualidad las investigaciones se han enfocado en el desarrollo y
descubrimiento de antifangicos, contribuyendo significativamente a la reduccién de
la morbilidad y mortalidad asociadas a infecciones multirresistentes en la poblacion
mundial (3). Se estima que para el afilo 2050 como consecuencia de la resistencia
antimicrobiana, se causaran alrededor de 300 millones de muertes prematuras y
una pérdida de $100 billones para la economia mundial.(4)

Otro de los problemas actuales de salud publica es el cancer. Se considera que una
de cada cinco personas en el mundo se enfrentara al diagnoéstico de alguna
neoplasia maligna a lo largo de su vida, y se prevé que el nimero de personas con
cancer se duplique para el afio 2040 (Organizacion Mundial de la Salud, 2020).
Siendo el cancer una de las primeras cuatro causas principales de muerte
prematura antes de los 70 afios de edad en la mayoria de los paises, se investiga
en nuevas moléculas antitumorales mas efectivas, con menos efectos secundarios
que los tratamientos actuales.

Es aqui donde las plantas medicinales juegan un papel importante como alternativa
para el manejo de enfermedades infecciosas causadas por diferentes agentes
patdgenos por su potencial efecto antimicrobiano, asi como también se exploran
sus propiedades antitumorales para el manejo de diferentes tipos de cancer dado el
aumento de casos de resistencia frente a los tratamientos actuales. Dentro de las
plantas medicinales objeto de investigacion se encuentra Origanum vulgare dado
su potencial efecto antineoplasico, dado la presencia de metabolitos secundarios
como carvacrol y timol. (2)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8293693/#B195

El O.vulgare ha demostrado tener efecto antifingico, por lo que se podria constituir
en una alternativa tanto para el control de hongos que afectan los cultivos como
para el manejo de patologias ocasionados por estos en el ser humano. (1)

A partir de lo anteriormente mencionado, se plantea la siguiente pregunta de
investigacion:

¢ Los extractos, aceite esencial y fluido supercritico obtenidos a partir de las hojas
de Origanum vulgare tienen efecto antifingico y citotéxico?
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3. JUSTIFICACION

El incremento progresivo de resistencia por parte de hongos, bacterias y virus a los
tratamientos actuales, como producto del manejo indiscriminado de antifungicos y
antibioticos por la poblacion en general, asi como por los profesionales de la salud,
hace que de manera continua se exploren nuevas moléculas que permitan realizar
tratamientos efectivos, superando las barreras establecidas por los diferentes
gérmenes patdgenos.

De otro lado, los alimentos cada vez mas se encuentran expuestos a sufrir
contaminacion desde que son cultivados, procesados, manufacturados vy
elaborados para el consumo humano por parte de diferentes microorganismos.
Igualmente, el uso indiscriminado de herbicidas, fungicidas, plaguicidas hace que
se presenten mecanismos de resistencia a los mismos dificultando el control de las
plagas y permitiendo que microorganismos como los hongos, ademas de causar
enormes pérdidas economicas en los cultivos, estén generando enfermedades
emergentes en el ser humano de dificil manejo dado la ausencia de protocolos y la
resistencia a los antifingicos convencionales. Tal es el caso de la fusariosis
enfermedad con compromiso local y multisistémico, y de las enfermedades
causadas por Botrytis cinérea, las cuales estaban siendo generadoras de patologias
de tipo alérgico, pero ya encontramos reporte de casos de otro tipo de afecciones a
nivel pulmonar, constituyéndose en un desafio para el tratamiento médico.

Por otra parte, en los ultimos afios se ha hecho presente el incremento progresivo
en los casos de cancer a nivel mundial, evidenciando que a pesar del manejo
realizado con herramientas como quimioterapia, radioterapia, cirugia, los casos en
cuanto a fallas terapéuticas vienen en incremento, constituyéndose en una las
primeras causas de muerte a nivel mundial. Para el aifio 2020, se atribuyeron a esta
enfermedad casi 10 millones de defunciones, es decir, casi una de cada seis de las
defunciones que se registran de acuerdo a lo informado por la Organizacion Mundial
de la salud en su informe del 22 de febrero de 2022, es como consecuencia de una
lesion neoplasica, siendo los tipos de cancer mas comunes los de mama, pulmon,
colon y recto, y préstata. Segun el informe de la base de datos en linea de
GLOBOCAN de 2020, se prevé que el nimero anual de casos de cancer en el
mundo aumente de 19,3 millones en 2020 a 28,4 millones en 2025 (un aumento del
47% en comparacion con 2020), de acuerdo a su distribucion mundial en ambos
sexos. Los primeros lugares de mortalidad a nivel mundial obedecen a cancer de
seno, de pulmodn, colorrectal y de préstata.

Esta situacion se ve reflejada en Colombia, donde para el afio 2020 los primeros

lugares de casos nuevos de cancer estan ocupados por el cancer de mama,
prostata, colorrectal y gastrico.
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Es asi como el Origanum vulgare, dado sus beneficios evidenciados en estudios
realizados en diversos paises, muestra un potencial efecto antifingico y citotoxico,
y dado que en nuestro pais se estan evidenciando zonas de cultivo de esta planta,
se requiere explorar si las especies cultivadas en nuestro pais cuentan con
metabolitos secundarios que posean estas actividades, y se convierta en una
alternativa para el manejo de las infecciones fungicas y neoplasias.
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4. MARCO TEORICO

El Origanum vulgare, mas conocido como orégano, es una planta cuyo nombre
deriva del griego oros y ganos que significan “adorno” o “alegria de la montana”,
haciendo referencia a su bonito aspecto y agradable aroma. Por su parte, vulgare
se refiere a la facilidad con la que puede ser encontrada. Esta planta pertenece al
género Origanum, familia Lamiaceae, y es procedente de la region mediterranea
predominantemente en Turquia, y en la region Eurasia occidental y suroeste (3).
También se ha introducido en América del Norte, donde crece en varios estados a
lo largo de la costa este y oeste. (5)

Tanto los aceites esenciales de la planta como diferentes extractos presentan
actividad antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, citotéxica e hipolipemiante.

(6)

Diferentes metabolitos han sido los responsables de los efectos antes descritos de
O. vulgare. La composicion y calidad de los metabolitos puede verse afectada por
las condiciones de crecimiento, etapa de madurez al momento de la recoleccion,
factores ambientales, condiciones de estrés, tiempo de cosecha, métodos de
secado, método de aislamiento del aceite esencial o incluso los solventes utilizados
para el analisis. (6)

Los principales compuestos bioactivos responsables del efecto terapéutico del
aceite esencial de O. vulgare en lo que tiene que ver con su actividad antibacteriana,
antimicética, antiviral e incluso antiparasitaria y citotoxica, corresponden a los
terpenos en especial compuestos como timol, carvacrol, p- cimeno, y- terpineno y
linalol (7). Estos metabolitos han sido encontrados en tallos, flores y hojas de la
planta. No obstante lo anterior, se puede evidenciar accién sinérgica anti-
inflamatoria y antioxidante con flavonoides, taninos y glucésidos fendlicos. (8)

4.1 GENERALIDADES DEL OREGANO

4.1.1 PARTE UTILIZADA: Sumidades floridas (los extremos de las ramas que
contienen flores y hojas) y los tallos.

4.1.2 NOMBRE CIENTIFICO: Origanum vulgare

4.1.3 NOMBRES COMUNES: Orégano, Orégano Europeo, Orégano de Espana,
mejorana silvestre, orégano silvestre.

4.1.4 CLASIFICACION TAXONOMICA:

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
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Clase: Magnoliopsida

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Subfamilia: Nepetoideae

Tribu: Mentheae

Género: Origanum

Especie: Origanum vulgare L. 1753 (Figura 1)

cSemctmer Tom.

Figura 1. Clasificacion taxonémica Origanum vulgare.
https://es.wikipedia.org/wiki/Origanum_vulgare

O. vulgare es una planta perenne con base lefiosa, tallos herbaceos, altura
promedio de 20 a 80 cm, con hojas opuestas en forma de “huevo” de tamafio
variable entre 1 a4 cm de largo y 0,5 a 2,5 cm de ancho, borde liso, variacion en su
punta que puede ser redonda o puntiaguda. Sus flores son de tamafio pequefio
agrupadas en inflorescencias paniculadas, de color blanco o purpura, y su corola
consta de 5 pétalos unidos, con sépalos unidos, también fusionados (Figura 2). Se
reconocen seis subespecies: Origanum vulgare subsp. glandulosum, subsp. gracile,
subsp. hirtum, subsp. virens, subsp. viridulum y subsp. vulgare. Las tres primeras
subespecies son tipicas de la zona de distribucién meridional de la especie y se
consideran de alta calidad y ricas en aceites volatiles, a diferencia de las tres ultimas
subespecies que vegetan en regiones mas septentrionales y son mas pobres en
aceites esenciales. (5)
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Figura 2. Partes aéreas de O. vulgare. (9)

4.2 DISTRIBUCION EN COLOMBIA

Los cultivos de O. vulgare se encuentran principalmente en el area Andina,
principalmente en los departamentos de Valle, Cundinamarca, Antioquia y Norte de
Santander (figura 3).

Venezuela

Colombia Suriname OUMN

Ecuador

= Mapbox © OpenStreetMap Improve this n

Figura 3. Distribucion del O. vulgare en Colombia (SIB Colombia)

Por su biodiversidad, Colombia se ha convertido en exportador de diferentes plantas
aromaticas (figura 4), principalmente se exporta a Canada, Estados Unidos, Reino
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Unido y Alemania. De los afios 2012 - 2016 Colombia exporté 672 Toneladas. El
orégano representa el 8% de las especies aromaticas objeto de exportacion.

Las principales especies que exporta Colombia son en fresco y estan
priorizadas en el portafolio de exportacion las siguientes:

Colombia tiene una participaciéon inferior

PLANTAS AROMATICAS al 1% en las exportaciones mundiales de

plantas aromaticas.

®m Albahaca Colombia tiene acuerdos comerciales con
= Menta Estados Unidos, Canada y Union Europea.
: Mercados demandante de estas especias.
® Cebollin

= Oregano Colombia exporta 75% principalmente a
® Romero EEUU, Canada el 10%, Inglaterra el 10% y 5
% otros destinos. EEUU es un pais que
estadisticamente se tiene identificado
como el mayor importador de estas
especies, hace compras de plantas
aromaticas por mas de 188 millones de
ddlares con un crecimiento anual del 9%

® Tomillo
= Laurel

Figura 4. Exportacion de O. vulgare en Colombia

4.3 USOS TRADICIONALES

El uso de O. vulgare ha sido referenciado desde la antigiedad de forma tradicional
en el arte culinario, incluso mencionado en preservacion de alimentos, sin embargo
se reporta evidencia cientifica que incluye el manejo médico a mdultiples patologias,
lo que trae un interés especial por explorar las multiples cualidades fitoquimicas y
establecer los mecanismos de accibn que puede tener frente a ciertas
enfermedades, como gastrointestinales, respiratorias, ademas de su efecto
antioxidante, antiinflamatorio, citotdxico, neuroprotector y el efecto antimicrobiano.
(10,11)

4.4 COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD BIOLOGICA

4.4.1 COMPUESTOS VOLATILES

Dentro de estos encontramos los aceites esenciales (AE), los cuales son
caracteristicos en la planta, ya que conforman un método de proteccion contra las
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plagas y microorganismos, asi como también son de utilidad para atraer insectos de
polinizacion y para el tratamiento de multiples enfermedades. (12)

Mediante cromatografia de gases masas se ha logrado identificar la presencia
desde cincuenta hasta ciento cincuenta y tres compuestos en el aceite esencial de
O. vulgare, dependiendo de la zona de cultivo, representando el 99.2% de su
composicion total, dividiéendose en su mayoria en hidrocarburos monoterpenos
(38.7%), seguidos por monoterpenos oxigenados (38%) y por ultimo, pero sin ser
menos importantes monoterpenos fendlicos (19%). (13). Como otros compuestos
identificados se encuentran los sesquiterpenos. (14). Existe variacion en la cantidad
de los compuestos en los aceites esenciales, dependiendo del lugar de origen,
condiciones ambientales de cultivo y la etapa de recoleccion de la planta. (5)

Los mas representativos son los monoterpenos oxigenados entre ellos el carvacrol
isdmero del timol también presente en el aceite esencial, g -terpineno, p — cimeno 'y
b — cariofileno (5,12). EIl carvacrol y el timol (figura 5) son los dos metabolitos
secundarios protagdnicos que constituyen casi el 78-85% del aceite esencial de
orégano y son responsables de las propiedades antimicrobianas de la planta en
distintas especies de bacterias, hongos, parasitos e incluso virus. (7)

0
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MW M2 MW 150.2 MW 144,249 MW 1202
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Figura 5. Principales componentes de aceite esencial de O. vulgare
(monoterpenos hidrocarbonos (p-cymene and c-terpinene), monoterpenos
oxigenados (thymol, 4-terpineol, carvacrol and trans-sabinene hydrate),
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sesquiterpenos  hidrocarbonos  (bcaryophyllene) 'y sesquiterpenos
oxigenados (b-caryophyllene oxide)) (9).

La actividad antimicrobiana de estos monoterpenoides radica en su capacidad de
ingresar a las moléculas grasas que forman la membrana celular; es asi como el
timol se une a las proteinas de la membrana de la célula bacteriana y aumenta su
permeabilidad, y de la misma forma, el carvacrol actia sobre las células microbianas
provocando dafios estructurales y funcionales. (6,15). Igualmente se ha encontrado
que el extracto de O. vulgare y sus componentes activos carvacrol y timol, interfieren
con el gradiente de pH y la permeabilidad de la membrana de las bacterias. (15). El
carvacrol ademas, interfiere en la expresion de citocinas proinflamatorias y de genes
inflamatorios, logrando un importante efecto en el proceso de resolucion de la
infeccion (figura 6)

Antiparasitic activity
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Antifungal activity

Figura 6. Efectos del aceite esencial de O. vulgare.

La actividad antifungica de O.vulgare esté relacionada con la presencia de timol y
carvacrol. Estos compuestos alteran la integridad de la pared celular fungica e
interfieren con la sintesis de ergosterol.

Los extractos polares, asi como el aceite esencial de O.vulgare tienen efecto contra
cepas fungicas para el humano, tales como Candida albicans, Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus flavus, Malassezia furfur, Penicillinum
funiculosum, y Penicillium ochrochloron.

Se ha evidenciado que las asociaciones del aceite de orégano con distintos
farmacos de sintesis quimica como antibacterianos, antimicoticos, antiparasitarios
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y antivirales, pueden lograr una mejor resolucion de las infecciones, en calidad de
tiempo, reduciendo costos por hospitalizacién, complicaciones y disminucién de los
efectos adversos. (16). En diversos estudios (tabla 1), se relacionan los
microorganismos y patologias en las cuales el AE tiene efecto terapéutico.

Tabla 1: Actividad del aceite de orégano frente a principales patologias y
microorganismos causantes.

PATOLOGIA ‘ MICROORGANISMO MECANISMO DE ACCION DEL AE REFERENCIA
Celulitis, Abscesos, | Staphylococcus aureus | EI Carvacrol y el timol afectan la | (15,17-19)
neumonia permeabilidad de la pared bacteriana.

Faringitis, otitis, | Streptococcus pyogenes | El carvacrol actia como un potente | (20)
impétigo, agente anti-biofilm de la bacteria con
glomerulonefritis doble accion, previniendo y

erradicandolo.

Acné Propionibacterium acnes | La nano emulsion de AE rica en timol | (6,21,22)
tiene un efecto antimicrobiano (7).

Staphylococcus Metabolitos como el acido rosmarinico,
epidermidis la quercetina, la apigenina y el
carvacrol  tienen fuerte  efecto
antioxidante y antiinflamatorio frente a
lesiones de acné. (8) (2)

Infeccion urinaria Escherichia coli El carvacrol puede estar involucrado | (6,15,23,24)
en lainhibicién de la flagelina de E. coli.

Infecciones Helicobacter pylori El Carvacrol y el timol afectan la | (25,26)
gastrointestinales permeabilidad de la pared bacteriana

Disbiosis Salmonella enteritidis

Vaginitis Candida albicans El carvacrol y el timol alteran la | (8,27-30)

integridad de la pared celular de los
hongos y con la interferencia de la
sintesis de ergosterol.

Estomatitis

VIH/SIDA VIH El carvacrol y su analogo el timol | (31)
inhiben la fusién de células diana del
VIH independientemente del tropismo
viral. Los resultados de este estudio
sugieren que estos fenoles alteran el
contenido de colesterol de Ila
membrana viral, bloqueando la entrada
del VIH-1 en la célula diana.
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4.4.2 COMPUESTOS FENOLICOS

De forma tradicional se ha atribuido al orégano propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias y antioxidantes, derivadas de los compuestos fendlicos. Este
efecto se mantiene en maceraciones de metanol y etanol, extracto hidroalcohdlico,
incluso en la infusion y decoccidn de la planta. (32)

Los principales compuestos fendlicos identificados corresponden a los acidos b -
protocatechico, cafeico, acido gentisico, clorogénico, p — cumarinico, rosmarinico y
litospérmico.(13) Ademas de la identificacion de flavonoides como hiperosido,
isoquercitrina, rutina, quercitrina y luteolina.(11)

Se ha identificado al &cido rosmarinico como el principal metabolito implicado en los
multiples beneficios antimicrobianos y antiinflamatorios de la planta. (11-13,32,33)

A partir de extractos etandlicos de O. vulgare, se han identificado flavonoides con
propiedades redox, que le confieren actividad antimicrobiana, siendo los gram
positivos los que mostraron mayor sensibilidad en comparacion con los gram
negativos.(34)

4.5 TOXICOLOGIA

Se ha logrado establecer mediante evaluacion de la funcion renal y hepatica, que la
toxicidad de O. vulgare se presenta a dosis de 200 mg/kg y 400 mg/kg, produciendo
un aumento de transaminasas.(35)

4.6 MICROORGANISMOS DE INTERES

La disponibilidad de los alimentos e inocuidad puede verse afectada por la
contaminacion de los mismos con diferentes tipos de gérmenes entre estos los
hongos, los cuales pueden afectar la salud humana ocasionando diversas
patologias. Lo anterior dado que los hongos contaminantes de productos agricolas
de consumo humano, pueden producir una diversa gama de metabolitos
secundarios toxicos (micotoxinas), como tricotecenos y fumonisinas, haciéndolos
inadecuados para la alimentacion. Los tricotecenos pueden actuar como factores
de virulencia en las enfermedades de las plantas. Entre los hongos oportunistas
podemos encontrar el Fusarium, agente patdégeno causal de la fusariosis humana,
la cual suele mostrar una amplia resistencia a los farmacos antimicaticos, (36) y
Botrytis cinerea, otro fitopatdgeno contaminante de los alimentos que ocasiona
diversas patologias en el ser humano. Es asi que la contaminacion de los productos
alimentarios de origen vegetal con estos patdgenos afecta la seguridad alimentaria
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y nutricional de la poblacion, constituyéndose en un riesgo para la salud, generando
ademas importantes pérdidas econémicas.

4.6.1 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum (FOx) es un hongo facultativo que pertenece al phylum
Ascomycota. FOx generalmente afecta a plantas causando la marchitez vascular y
la pudricién cortical en mas de un centenar de cultivos de interés comercial (37).
Este patdgeno genera grandes pérdidas econdmicas en el sector agricola, debido
a que emplea diferentes estrategias de infeccion, dependiendo de la especificidad
del hospedero (38). El dafio causado por este patdégeno esta soportado en cifras,
las cuales tienen una alta relevancia y que histéricamente para Ameérica Latina y el
Caribe se registran desde mediados del siglo XX. En esta época FOx destruyo
aproximadamente 80.000 hectareas de cultivos del principal banano de exportacion
(39). En Colombia, muchos cultivos han sido afectados por este patégeno, entre
ellos la uchuva (Physalis peruviana L.), fruta nativa de la region andina, segundo
producto de exportacion mas importante. También afecta otros cultivos como el
pepino (Cucumis sativus L.), tomate (Solanum lycopersicum L.) y patata (Solanum
tuberosum L.). Es un hongo de dificil control, puesto que ha desarrollado resistencia
a muchos de los fungicidas utilizados para su control. Adicionalmente es persistente
en el suelo, debido a su versatilidad fisiolégica y su capacidad de producir
clamidosporas (estructuras de resistencia) (40).

Las especies de Fusarium tienen distribucion global, y se cree que
aproximadamente diez complejos estan relacionados con patégenos humanos,
entre los cuales se encuentran F. solani, F. oxysporum, F. fujikuroi, F. incarnatum-
equiseti, F. clamydosporum, F. dimerum, F. sambucinum, F. concolor y F. lateritium.
Entre estos, F. solani son los mas comunes Yy virulentos, comprenden
aproximadamente el 40-60% de las infecciones, seguidos por F. oxysporum (20%),
F. Fujikuroi y F. moniliforme (10%).

La fusariosis es una infeccion que afecta a plantas, animales y humanos (41). Las
especies de Fusarium causan un amplio espectro de infecciones en humanos, que
van desde superficiales y localmente invasivas hasta diseminadas, siendo las
infecciones mas prevalentes la onicomicosis, las infecciones de la piel y la queratitis.
Las infecciones invasivas pueden ser generalizadas y afectan a la piel, el cerebro,
el torrente sanguineo, los pulmones, los ojos y los huesos. Los pacientes con
neutropenia grave Yy prolongada, especialmente aquellos con neoplasias
hematologicas malignas, son los mas susceptibles a las infecciones prevalentes
(42). Las infecciones cutaneas son resultado de la diseminacion del hongo
principalmente en pacientes inmunocomprometidos. El patron mas comun de
enfermedad diseminada es la combinacibn de multiples papulas o ndédulos
eritematosos dolorosos, comunmente con necrosis central. Tales ocurrencias se
propagan por todo el cuerpo y liberan continuamente células fangicas, lo que resulta
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en un hemocultivo positivo y, a menudo, afectacion pulmonar, con o sin afectacion
en otros sitios (Figura 7). Las vias respiratorias representan la principal puerta de
entrada a la infeccion, seguidas por la piel en el sitio del tejido u onicomicosis, el
uso de lentes de contacto y posiblemente las membranas mucosas. Antes de iniciar
la terapia inmunosupresora, dada la gravedad asociada con la fusariosis
diseminada, los signos de la presencia de infecciones de la piel o las uiias deben
investigarse cuidadosamente, ya que constituyen el foco de la diseminacion de
hongos y a menudo se descuidan en los examenes fisicos iniciales (43).

o
o

Figura 7. Fusaridsis humana (nih.gov) a. Compromiso cutaneo b. Onicomicosis

Se ha encontrado que las regiones endémicas de fusaridsis son de naturaleza
tropical y subtropical. Aunque la fusariosis se asocia con condiciones climaticas
especificas, se ha informado que los aislamientos ambientales y clinicos causan
infecciones fuera de las fronteras previamente establecidas. Este hongo tiene
mecanismos eficientes de dispersién, y sus conidios alcanzan distancias
considerables. Las infecciones son dificiles de tratar debido a la falta de consenso
con respecto a los protocolos de tratamiento para la fusariésis en humanos causada
por aislados multirresistentes. Ademas, es posible que los aislados ambientales de
Fusarium spp. adquieran resistencia debido a la exposicion previa a fungicidas que
se utilizaron en los campos agricolas, y estos aislados pueden diseminarse y, en
consecuencia, infectar a los seres humanos. Quizas este proceso de infeccién
pueda evitarse mediante la implementacién de politicas publicas de control respecto
a la venta y uso de fungicidas (44).
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4.6.2 Botrytis cinerea:

El género de hongos Botrytis pertenece a la familia Sclerotiniaceae, Orden
Helotiales. Esta formado por una gran cantidad de especies de las cuales, algunas
amenazan cultivos de importancia agricola causando grandes pérdidas durante la
produccion y la postcosecha. Botrytis spp. es un grupo de hongos con un amplio
rango de huéspedes y distribucion geografica. También tienen un gran impacto
econdmico en las industrias horticolas, causando enfermedades como el moho gris,
el tizén de las hojas, el tizon de las flores y la podredumbre del tallo ( Elad et al.,

2016 )

Entre los cultivos que ataca estan fresa, tomate, cebolla, pimiento, ajo, brécoli,
lechuga, melén, mango, zanahoria, maracuya, uva, entre muchos otros. En flores
como rosa y begonia también causa graves dafios. Los sintomas de la enfermedad
incluyen manchas de color grisaceo en las hojas, tallos, flores y frutos. Las manchas
pueden cubrirse con una capa de esporas de color gris, especialmente si la
humedad es alta. Las plantas y frutas se marchitan y se pudren pudiendo desarrollar
esclerocios negros similares a pequefias piedras. Botrytis spp es un hongo muy
comun en los campos agricolas y se clasifica como necrotrofo, es decir, que ataca
tejido daflado o senescente (en proceso de envejecimiento). De esta forma, el
hongo entra al tejido a través de heridas o aberturas naturales. Las infecciones a
tejidos no senescentes generalmente terminan en lesiones limitadas (45).

El control de B. cinerea se basa principalmente en fungicidas quimicos, ya que las
variedades resistentes no estan disponibles para la mayoria de los cultivos. Sin
embargo, el abuso de fungicidas puede provocar la generacion de resistencia a
fungicidas y contaminacién ambiental ( Phillips y McDougall, 2012 ). Por lo tanto, se
necesitan algunas medidas de control alternativas y mas respetuosas con el medio
ambiente, como el control biologico, para el control de B. cinerea. Hasta la fecha,
se han desarrollado muchos tipos de agentes de control bioldgico, incluyendo
bacterias, hongos y extractos de plantas, para su control (45).

Las especies de Botrytis son patdégenos flungicos conocidos de varias plantas. En
humanos se habian informado efectos en la salud como precipitantes alergénicos
del asma y la neumonitis por hipersensibilidad (46). No obstante lo anterior, se
evidencia el reporte de casos con compromiso pulmonar en paciente
inmunocompetente (47). Botrytis cinerea se constituye en un fitopatégeno con
impacto econdmico y social de alto alcance, responsable de la pérdida y desperdicio
de alimentos, ocasionando pérdidas que ascienden entre USD 10 a 100 mil millones
en todo el mundo, que ademas de amenazar la seguridad alimentaria mundial,
también genera impacto en la salud (48).

Algunos estudios han evidenciado que el aceite esencial de O. vulgare mostro
actividad antibacteriana, antifUngica y antiviral prometedora contra varios
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fitopatdgenos, tales como Botrytis cinerea Pers., Penicilium expansum Link,
Phytophthora citrophthora (R.E. Sm. y E.H. Sm.) Leonian, Rhizopus stolonifera
Vuillemin, Aspergillus niger van Tieghem, Fusarium oxysporum von Schlechtendal,
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, Staphylococus aureus Rosenbach,
Clavibacter michiganensis corrig. (Smith), y Xanthomonas vesicatoria (Doidge)
Dowson (30,49,49,50).

4.7 CANCER

El cAncer se considera a un grupo de enfermedades, conformado por mas de cien
tipos de neoplasias malignas de diferente etiologia y con capacidad de afectar
distintos 6rganos y sistemas del cuerpo humano que comparten caracteristicas
similares (51).

Dentro de los factores determinantes en la aparicion del cancer se encuentran
cambios que pueden ser causados por mecanismos intrinsecos como son la
mutaciones generadas por errores en la reparacion y replicacion del ADN o cambios
extrinsecos generados por agentes carcinogénicos como el humo del cigarrillo, el
VPH, el Virus de la Hepatitis B, la obesidad, las dietas ricas en carbohidratos y
pobres en frutas y verduras, las carnes rojas procesadas, la luz ultravioleta,
sustancias quimicas, sedentarismo, los nitratos, los altos niveles de estrés, la
herencia, los alimentos contaminados por sustancias quimicas como herbicidas,
fungicidas, organofosforados, sustancias radioactivas, radiaciones ionizantes, entre
otros factores producto de la sociedad moderna (52).

4.7.1 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER A NIVEL MUNDIAL

El comportamiento epidemioldgico establece que el cancer afecta cada vez un
mayor numero de individuos, constituyéndose en una las primeras causas de
muerte a nivel mundial. Para el afio 2020, se atribuyeron a esta enfermedad casi 10
millones de defunciones, es decir, casi una de cada seis de las defunciones que se
registran de acuerdo a lo informado por la Organizacién Mundial de la salud en su
informe del 22 de febrero de 2022 es como consecuencia de una lesién neoplasica,
siendo los tipos de cancer mas comunes los de mama, pulmén, colon y recto, y
préstata.

Alrededor de un tercio de las muertes por cancer se deben al consumo de tabaco,
a un elevado indice de masa corporal, al consumo de alcohol, a una baja ingesta de
frutas y verduras y a la falta de actividad fisica, ademas, las infecciones
oncogeénicas, entre ellas las causadas por los virus de las hepatitis o el papiloma
humanos, ocasionan aproximadamente el 30% de los casos de cancer en los paises
de ingresos bajos y medianos, como se observa en las siguientes graficas
estadisticas de la OMS.
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Segun el informe de la base de datos en linea de GLOBOCAN de 2020 (figura 8),
se prevé que el numero anual de casos de cancer en el mundo aumente de 19,3
millones en 2020 a 28,4 millones en 2025 (un aumento del 47 % en comparacion
con 2020), de acuerdo a su distribucidn mundial en ambos sexos, ocupando Asia el
primer lugar con un 49.3% seguido de Europa con el 22.8% y Oceania en el dltimo
lugar el 1.3%

Numero estimado de casos nuevos en 2020, todos los canceres, ambos sexos, todas las edades

Oceania
254 291 (1.3%)

Africa
1109 209 (5.7%)

Latin America and the Caribbean
1470 274 (7.6%)

Northern America
2556 862 (13.3%) .
Asia

9503 710 (49.3%)

Europe
4398 443 (22.8%)

Total : 19 292 789

Figura 8. Numero estimado de casos nuevos de cancer para el 2020 ambos sexos
a nivel mundial (53).

En cuanto a la distribucion mundial de casos nuevos de cancer segun Grgano
afectado en ambos sexos, se evidencia que el primer lugar lo ocupa el cancer de
seno con un 11.7%, seguido del cancer de pulmon con el 11,4%, colorrectal con un
10% y de prostata en el cuarto lugar con el 7.3% (figura 9)
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Numero estimado de casos nuevos en 2020, en todo el mundo, ambos sexos, todas las edades

Breast
2261419(11.7%)

»

604 127 (3.1%) 905 677 47%)
Total : 19 292 789

Lung
2206771 (11.4%)

Other cancers
8879 843 (46%)
Colorectum
1931 590 (10%)

Prostate
1414 259 (7.3%)

Stomach
1089 103 (5.6%)

Data Source: GLOBOCAN st Aoy b R
Graph production: Glol)ul (ar cer Observator y(nup //g(o larc.fr/) 7 T
© Inter: rm onal Agency for Research on Cancer 2 @5Ens

Figura 9. Distribucion mundial de casos nuevos de cancer en ambos sexos para
el 2020 segun érgano afectado (53).

Para el afio 2020 en Colombia, el nUmero de casos nuevos de cancer para todas
las edades y ambos sexos (figura 10), esta ocupado en primer lugar por cancer de
mama (13.7%) seguido de cancer de préstata (12.8%), colorrectal (9.5%) y
estomago (7.3%).

Number of new cases in 2020, both sexes, all ages

Breast
15509 (13.7%)

Prostate
14 460 (12.8%)

Colorectum
10 783 (9.5%)

Other cancers
57 379 (50.7%)

Stomach
8214 (7.3%)

Lung
6 876 (6.1%)

Total: 113 221

Figura 10. Numero de casos nuevos de cancer en hombres y mujeres de todas
las edades para el 2020 en Colombia (53).
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En cuanto a los casos nuevos en mujeres (figura 11), el cancer de mama se
encuentra ocupando el primer lugar (25.7%) seguido de cancer colorrectal (9.6%) y
de cérvix (7.9%).

Number of new cases in 2020, females, all ages

Breast
15 509 (25.7%)

Other cancers
26 614 (44.1%)
Colorectum
5 823 (9.6%)

Cervix uteri
4742 (7.9%)

Stomach Thyroid
3 225 (5.3%) 4 442 (7.4%)

Total: 60 355

Figura 11. Numero de casos nuevos de cancer en mujeres de todas las edades
para el 2020 en Colombia (53).

La distribucién de casos nuevos de cancer para los hombres (figura 12) esta
representado en primer lugar por el cancer de préstata (27.4%) seguido de cancer
gastrico (9.4%) y colorrectal (9.4%).

Number of new cases in 2020, males, all ages

Prostate
14 460 (27.4%)

Other cancers
22203 (42%)

Stomach
4989 (9.4%)

Colorectum
4960 (9.4%)

Non-Hodgkin lymphoma Lung
2344 (4.4%) 3910 (7.4%)

Total: 52 866

Figura 12. Numero de casos nuevos de cancer en hombres de todas las edades
para el 2020 en Colombia (53).

Teniendo en cuenta que el cancer de mama y de préstata tanto a nivel mundial
como en Colombia se encuentran dentro de las primeras causas de morbilidad como
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patologias de alto costo, se hace necesario buscar alternativas para su manejo,
constituyéndose el O. vulgare por su potencial efecto citotoxico como una fuente
alternativa de manejo para estas patologias.

4.7.2 BIOLOGIA DEL CANCER

El cancer es producto de cambios que afectan el crecimiento y metabolismo celular,
a partir de mdultiples mutaciones en diferentes genes involucrados en el control
celular, dentro de un microambiente tumoral que facilita y acelera la lesidon
cancerosa (54). Ocurren multiples eventos dentro de una célula cancerosa que
determinan su capacidad carcinogénica a partir de mutaciones que se expresan en
cambios de los oncogenes inmunomoduladores (genes que impulsan el crecimiento
celular y genes supresores que retardan el crecimiento celular) y alteran la
estructura del ADN, haciendo que se pierda el patron de replicacién celular y se
incremente de forma desbordada el numero de células (55).

El proceso de apoptosis o muerte celular programada se altera y se dan cambios
epigenéticos que contribuyen a perpetuar la existencia de las células neoplasicas.
Esto conlleva a que la célula escape a los mecanismos de control de crecimiento,
muerte celular programada, supere los mecanismos de vigilancia inmunologica,
remodele el microambiente en el que se encuentra, ataque a sus propias células y
realice metastasis hacia otros érganos (56).

El crecimiento de la célula tumoral se da en un microambiente tumoral caracterizado
por formacion de neovasos, areas de hipoxia celular, revascularizacion episédica
irregular y rapida, liberaciones de radicales libres, Ph extracelular acido, sistema
inmune alterado por macréfagos, neutrdfilos e incluso algun tipo de linfocitos T y B,
gue han perdido su patrén fisiologico normal. Cambios celulares y de microambiente
que determinan adaptacion y resistencia a los diferentes tratamientos realizados
como quimioterapia, radioterapia, etc., haciendo muy complejo el tratamiento (56).

Sumado a todo lo anterior, las células madres tumorales acttan dentro del tumor
como células totipotenciales, con capacidad de generar lineas celulares neoplasicas
destructivas que contribuyen a que el tumor se perpetie de forma heterogénea,
asegurando una ventaja de supervivencia selectiva sobre las demas células; todo
esto facilitado por cambios en el ADN de la célula madre en cuanto a procesos de
reparacion de si misma, cambios en los receptores de membrana, en su citoplasma
asi como en el microambiente propio para las células madre generado a partir de
un mayor metabolismo glucolitico, derivado de una mayor expresion de la enzimas
glucoliticas como el GLUT-1 (transportador de glucosa 1) y HK-1 (hexoquinasa 1)
y PDK-1 (piruvato deshidrogenasa quinasa-1) que genera un mayor consumo de
glucosa, garantizando perpetuidad con alta capacidad destructiva de forma local y
a distancia a través de metastasis realizada por migracion celular neoplasica a
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través de contiglidad, via hematogena y/o linfatica, determinando destruccion y
muerte celular de érganos y sistemas (51,57).

Entre los principales tipos de cancer que afectan a hombres y mujeres se
encuentran el cancer de seno y de prostata, siendo el de prostata el que con
deteccion temprana puede tener un mejor prondstico; tiene como factores
determinantes la edad del individuo, teniendo una alta incidencia y prevalencia en
hombres mayores de 40 afos, antecedentes familiares, alta ingesta de grasas de
origen animal, obesidad con localizacion de adipocitos en region abdominal
principalmente, la raza siendo mayor su incidencia en afroamericanos, mutaciones
en genes (58).

4.7.3 CANCER DE PROSTATA

En su gran mayoria el 95% de los canceres de prostata son adenocarcinomas
acinares, el 5% restante son carcinomas de células neuroendocrinas, carcinomas
de células transicionales o sarcomas originAndose en un 70% en la zona periférica
de la prostata, 20% en la zona de transicion y 10% en la zona central de la prostata.
Los tumores de bajo grado tienen una escasa diseminacion, pero los de alto grado
realizan metastasis a través de vias nerviosas, linfaticas y hematégena, siendo los
principales érganos los huesos, vértebras lumbares, dorsales, cerebro, higado y
pulmén (59).

En sus fases iniciales el paciente afectado se encuentra asintomatico; en fases
avanzadas produce obstruccién de vias urinarias, irritacidn vesical, edema de
miembros inferiores y dolor 6seo en las areas afectadas (60).

4.7.4 CANCER DE MAMA

El cancer de mama en la poblacién femenina se incrementa cada vez mas
especialmente en los paises en vias de desarrollo, afecta a mas de 1,6 millones de
mujeres cada afio, y se prevé que aumente a 2,2 millones de casos anuales para
2025, siendo la segunda causa de muerte dentro de las mujeres, por lo que se hace
necesario su deteccioén temprana y tratamiento oportuno (61).

El cancer de mama es una patologia compleja que presenta un alto grado de
heterogeneidad inter e intratumoral, a partir de defectos genéticos en la linea
germinal siendo las mutaciones en los genes BRCA-1, BRCA-2, CHEK-2, RAD-51
y PALB-2. Ademas, se encuentran otros factores desencadenantes como
exposicién a estrogenos enddgenos, tratamiento hormonal sustitutivo en la
menopausia, haciendo necesario realizar su enfoque personalizado con el objetivo
de obtener las mejores respuestas durante el tratamiento. Por esta razén se han
utilizado diferentes técnicas de estratificacion histoldgica de los canceres de mama
basadas principalmente en la expresién del receptor de estrégeno (ER), el receptor
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de progesterona (PR) y el receptor ERBB2 (HER2), este ultimo ha sido util y sento
las bases para la clasificacién de los canceres de mama (62).

Adicionalmente entre otros factores se encuentran la edad, observandose un
incremento en su incidencia después de la menopausia, sedentarismo, radiacion
ionizante, y consumo de alcohol (63).

Histologicamente se ha clasificado como: adenoma ductal siendo el mas frecuente,
con comportamiento clinico variable; carcinoma lobulillar que puede producir
metastasis; carcinoma papilar, carcinoma tubular, carcinoma mucinoso, y medular
puro. También se realiza clasificacion molecular teniendo en cuenta el numero de
copias de genes como el RE, el RP y HER2, Ki67. Esta sumatoria establece una
clasificacion prondstica definiéndose el cancer Luminal A con expresion del gen RE
y mala respuesta a la quimioterapia; luminal B con altos indices de proliferacion y
pronéstico negativo con amplificacion del HER2 teniendo buena respuesta al
tratamiento (64).

El proceso de metéstasis mas frecuente se da a nivel de ganglios linfaticos locales,
higado, hueso, pulmén y cerebro, lo que determina su evolucién clinica, la cual es
altamente heterogénea y depende de la deteccion temprana e inicio oportuno del
tratamiento. Cuando se detecta de forma temprana lleva a curacién del mismo o
recidivas 10 o 20 afios después con metastasis a distancia (63).

Como opciones terapéuticas se han planteado quimioterapia, cirugia, radioterapia
posterior a la cirugia, tratamiento endocrino con modificadores selectivos del RE,
inhibidores de la aromatasa, denosumab y bifosfonatos, y ablacion ovarica. Dentro
de todas las estrategias se han explorado también posibilidades desde la
farmacologia vegetal principalmente a partir de metabolitos secundarios, siendo el
carvacrol el mas estudiado, como potencial anticancerigeno a partir de regular el
ciclo celular mediado por TRMPM?7 (inhibidor de canales similar a la melastatina),
siendo este un canal que se expresa ampliamente en los tejidos mamarios, proceso
de inhibicién que se realiza de acuerdo a la dosis y concentracion (a mayor dosis y
mayor concentracion, mejores resultados) (65).

También se ha establecido que el carvacrol redujo significativamente la viabilidad
celular neoplasica en la fase GO /G1, asi como disminucion en las expresiones
proteicas de P-RB, ciclina D1, CDK4 y CDK®6, PI3K/p-AKT, lo que condujo a la
induccién de la apoptosis mediada por la disminucion de BCL2 y el aumento de las
expresiones de la proteina Bax, ademas induce la apoptosis a través de la via de
sefializacion PISK/AKT (66,67).

4.7.5 TRATAMIENTO DEL CANCER Y Origanum vulgare

En cuanto a tratamiento del cancer, lo que lo hace particularmente dificil, es la gran
cantidad de metabolitos que puede tener una lesién neoplasica, su alta capacidad
de adaptacion a los tratamientos, resistencia, proliferacion y agresividad celular
especialmente cuando esta en fase avanzada, debido a su naturaleza heterogénea
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general. Es decir, aunque generalmente se supone que cada tumor se origina a
partir de una Unica célula transformada malignamente, con cada division celular, las
células tumorales progresan formando una masa neoplasica de células mutuamente
heterogéneas con un potencial mutagénico cada vez mayor. En dltima instancia,
dan origen a células cancerosas con un fenotipo metastasico devastador y cambios
metabdlicos complejos que pueden diferir entre las células malignas del mismo
tumor (60).

Tradicionalmente se han empleado diferentes estrategias para tratar el cancer como
qguimioterapia, radioterapia, cirugia y se proponen nuevas estrategias desde la
inmunoterapia como desbloqueo de linfocitos efectores, anticuerpos recombinantes,
inmunoterapia fundamentada en células T modificadas genéticamente, virus
oncoliticos, siendo un tipo de inmunoterapia que ataca y mata selectivamente las
células cancerosas y mejora la inmunidad celular; vacunas contra el cancer que
estimulan la respuesta inmunitaria de la células; antigenos asociados al estroma
tumoral; inhibidores que conduzcan a la pérdida de las caracteristicas de células
madre neoplésicas; cambios en el microambiente celular neoplasico caracterizado
por una vascularizacion deficiente y una baja concentracion de oxigeno;
profarmacos enziméaticos, y para el cancer de prostata siendo su tratamiento con
radioterapia, hormonoterapia y cirugia entre otros métodos que tienen una
posibilidad terapéutica de éxito variable dependiendo de la heterogeneidad celular
(68).

Considerando la agresividad de las lesiones tumorales y su rapido crecimiento, se
plantea la busqueda de nuevos esquemas de tratamiento basados en una terapia
personalizada y combinada. Por lo que se explora en la farmacologia vegetal
nuevas posibilidades, siendo los metabolitos secundarios de O. vulgare una
posibilidad terapéutica por su potencial actividad citotéxica (69).
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5. METODOLOGIA

5.1 MATERIALES

Los materiales empleados fueron los siguientes:

MATERIALES:
Orégano en polvo x 500g Ffab: 1/12/2021 F Venc: 31/12/2023 LOTE:
034121# O.E: 21121434.

Sensidiscos estériles Marca HIMEDIA (R)

Cajas de Petri plasticas y estériles
Toallas de papel absorbente
Pipetas

Micropipetas

Frascos de vidrio

Placas de 96 pozos

REACTIVOS

Eter de petrdleo
Diclorometano

Metanol

Etanol

CO2

Cloroformo

PDA (Papa Dextrosa Agar)
Tween 20

Acetato de etilo

Metanol

Medio RPMI

Suero fetal bovino al 10%
Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)
Dimetilsulfoxido (DMSO)
Taxol

LINEAS CELULARES TUMORALES

PC3 linea celular de adenocarcinoma de Préstata humano

MCEF-7: Linea celular de carcinoma ductal de mama

MDA-MB-231: Linea celular de cancer de mama hormono - independiente

FITOPATOGENOS
e Fusarium oxysporum
e Botrytis cinerea
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5.2 METODOLOGIA

El presente es un estudio experimental primario observacional sobre el potencial
efecto antifungico y citotoxico del Origanum vulgare.

Se desarroll6 teniendo en cuenta dos aspectos fundamentales: quimico y bioldgico.
El aspecto quimico involucré procesos de extraccion a partir de las hojas de O.
vulgare, asi como la identificacion de los metabolitos secundarios presentes en las
fracciones de baja a media polaridad, aceite esencial y fluido supercritico por
CG/EM.

En el aspecto bioldgico a los extractos, AE y FS se les evalué la actividad antifangica
frente a dos hongos fitopatégenos y la actividad citotoxica (Método MTT) sobre tres
lineas celulares tumorales.
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6. DESARROLLO DEL PROYECTO

6.1 OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL

Se adquiere la materia prima conformada por tres bolsas de orégano en polvo x 500
mg, lote 034121# procedente del proveedor Mesa Hermanos & Cia. con su
respectivo certificado de andlisis (COAS) (Figura 13).

a. b. C.
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Figura 13. Material vegetal de O. vulgare. a'y b. Certificado de andlisis (COAS)
c. Material vegetal

6.2 EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO

6.2.1 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE DIFERENTES POLARIDADES

Se tomaron 128 g del material vegetal en polvo de Origanum vulgare, los cuales
fueron introducidos en el equipo de extraccion tipo Soxhlet. Las extracciones se
realizaron con 500 mL de disolventes en orden creciente de polaridad: éter de
petréleo (EP), diclorometano (ED) y metanol (EM). Ademas de ello se realiza
extracto etandlico total (EET) con 500 mL de etanol (Figura 14).
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Figura 14. Obtencién de extractos en equipo tipo Soxhlet. a. EP y EET; b. ED; c.
EM.

Posteriormente, se concentraron a presion reducida en un rotaevaporador a 80 rpm
y temperatura de 40°C obteniendo: 2,92 g de EP; 1,43 g de ED; 13,30 gde EM y
20,55 g de EET. (Figura 15).

Figura 15. Obtencion de extractos en rotaevaporador. a.
Concentracién en rotaevaporador. b. Extractos EP, ED, EM y EET.

6.2.2 OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL (AE)

La extraccion del AE se realiz6 mediante el método de hidrodestilacién. Para ello se
tomaron 500 g de materia prima de O. vulgare en polvo, se agregd agua hasta cubrir
en su totalidad y se llevé hasta temperatura de ebullicién por 5 horas. Se obtuvieron
5 mL de aceite esencial (Figura 16).
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Figura 16. Obtencién del AE por hidrodestilacion. a. Material vegetal. b. Equipo
de Hidrodestilacién c. AE

6.2.3 OBTENCION DEL EXTRACTO POR FLUIDO SUPERCRITICO (FS)

Por otra parte, 174,3 g de materia prima de O. vulgare se emplearon para la
obtencién del extracto con COz, en un equipo de extraccion de fluidos supercriticos,
a una presion de 5.000 PSI, temperatura de 40°C y un flujo entre 11 a 13 mL/min.

Se realizaron 5 ciclos de 5 minutos cada uno. Se obtuvieron 2,43 g de extracto FS
(Figura 17).

a. b.

= -

Figura 17. Obtencion del extracto por FS. a. Equipo fluido supercritico.
b. Extracto FS
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6.2.4 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA SOBRE EL CRECIMIENTO MICELIAL DE
Fusarium oxysporum

La evaluacion de la actividad antifungica de extractos obtenidos de O. vulgare se
realizé por medio de la medicidn del halo de crecimiento micelial del fitopatogeno
Fusarium oxysporum. El medio PDA (Papa Dextrosa Agar) se prepar6 al 1.5% en
frascos y se esterilizé. Los extractos se solubilizaron en una mezcla PDA al 1,5% y
Tween 20 (5%). Se evaluaron 5 concentraciones (500, 250, 100, 50 y 10 pg/mL).
Los tratamientos (180 pL por pozo) se dispusieron en placas excavadas (figura 18);
posteriormente se inocularon plugs de micelio de 2 mm de diametro en el centro de
cada pozo. Las placas inoculadas fueron dispuestas en camaras humedas por 72
horas a temperatura ambiente (25°C). El PDA al 1.5% y el Tween 20 al 5% se
emplearon como blanco y como control positivo el itraconazol. Se realizaron tres
réplicas para cada tratamiento.

Con ayuda del software ImageJ? se obtuvieron las areas de crecimiento micelial y
se calcularon los porcentajes de inhibicion mediante la siguiente férmula: % de
inhibicion = (B-T) * (100/B), donde B representa el diametro del crecimiento micelial
para el blanco y T representa el didmetro del crecimiento micelial de los
tratamientos. Los datos de inhibicibn (%) se emplearon para construir las
correspondientes curvas dosis respuesta, con el fin de calcular la concentraciéon
inhibitoria 50 (Clso expresada en pg/mL) para cada extracto, usando una regresion
no lineal en el programa GraphPad Prism version 9.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EE.UU.) para Windows.?°

Figura 18. Distribucion de los tratamientos para Fusarium oxysporum
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6.2.5 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA SOBRE Botrytis cinérea

La evaluacion sobre el crecimiento micelial de B. cinerea se evalu6 mediante el
meétodo de difusion en disco en agar de Kirby-Bauer. Se utilizaron las referencias de
sensidiscos estériles (Himedia) impregnadas con 30ul de los extractos, AEYy FS a4
concentraciones (500, 250, 100, 50 y 10 pg/mL). Para determinar la actividad
antifangica se inocularon plugs de micelio de 5 mm de diametro en el centro de cada
caja de Petri. A continuacion, se colocaron 3 sensidiscos impregnados a las
diferentes concentraciones. Las cajas de Petri se incubaron a temperatura ambiente
(25°C) por 8 dias. Como control positivo se utilizaron los sensi-discos empapados
con el disolvente de la extraccién (70).

Los datos de inhibicién (%) se emplearon para construir las correspondientes curvas
dosis respuesta, con el fin de calcular la concentracion inhibitoria 50 (Clso expresada
en pg/mL) para cada extracto, usando una regresion no lineal en el programa
GraphPad Prism version 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.UU.) para
Windows.29.

7. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC-MS)

Las fracciones EP, ED, AE y el extracto por FS se analizaron por cromatografia de
gases para determinar las diferencias en su composicion, para lo cual se tomaron 5
mg de EP y DM, 10 uL del AE y de FS y se disolvieron en hexano. Se utiliz6 un
equipo Shimadzu® Nexis GC 2020 acoplado a un automuestreador Shimadzu®
AOC20iPlus, un detector de Masas Shimadzu® GCMS QP 2020NX y una columna
SH-Rxi-5ms (30 m x 0.25 mm ID, 0.25 um df) (figura 19).

Se us6 como gas de arrastre helio grado 5.0 con flujo constante a 1 mL/min, inyector
en modo Split (1:5) a 290°C, temperatura inicial del horno 50°C (3 min), se
incrementd la temperatura 5°C/min hasta 100°C (4 min), una segunda rampa
incrementando a razon de 8°C/min hasta 150°C (5 min) y una rampa final de
10°C/min hasta 300°C (5 min) para un tiempo total de analisis de 48 min. La
temperatura de la fuente de iones fue de 230°C y de la interfase de 300°C.
Espectros de masas obtenidos por impacto electrénico a 70eV y el detector operd
en modo SCAN 50 a 800 m/z.
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Figura 19. Equipo de GC-MS a. Extractos b. Equipo Shimadzu® Nexis GC 2020
c. Cromatograma.

8. ANALISIS DEL DESARROLLO DEL PROYECTO

8.1 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

La evaluacion de la actividad citotdxica se realiz6 por medio del método MTT
(Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol); éste colorante mide la
capacidad metabdlica de las células; el colorante amarillo es reducido en las células
viables por los componentes de la cadena respiratoria (enzima succinato-
deshidrogenasa), produciendo un compuesto azul (formazan), el cual es téxico en
la respiracion celular. La cantidad de formazan que se produzca, es proporcional a
las células sobrevivientes.

8.2 CULTIVO Y TRATAMIENTO DE LAS CELULAS

Las células se cultivaron en medio RPMI suplementado con suero fetal bovino al
10%, alrededor de 7000 células por pozo en placas de 96 pozos bajo las siguientes
condiciones: 5% CO2y 37°C por un tiempo de 24 horas o hasta que alcanzaron el
60% de confluencia en el pozo. En este punto se trataron con diferentes
concentraciones del EP, DM, EET y el AE y FS (200, 100, 50, 25, 12,5 ug/mL). Se
incubaron las células tratadas y controles por 48 horas, tiempo en el que se agrego
el reactivo MTT; posteriormente, se incubaron por 4 horas a 37°C para permitir la
formacion de cristales de formazan. Se eliminé el sobrenadante y se adicion6 DMSO
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(0,01% v/v), incubando a temperatura ambiente hasta que los cristales de formazan
se disolvieron (5 min). Se determind la absorbancia en un lector de microplacas
Biorad a 570 nm. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de
formazan producida. De esta manera se obtuvieron los datos necesarios para
realizar el calculo de la concentracion inhibitoria 50 (Clso) requerida para disminuir
el 50% de la viabilidad celular. Se utiliz6 como control positivo de citotoxicidad el
anticancerigeno comercial Taxol a la Clsp establecida para cada linea celular: PC3:
0,05 pg/mL; MDA-MB-231:0,020 pg/mL; y MCF-7: 0.025 pg/mL.

8.3 METODOLOGIA ANALISIS ESTADISTICO

El calculo de la viabilidad celular se obtuvo a partir de las absorbancias 570 nm,
tomando como 100% los valores de absorbancia del control negativo. Cada ensayo
se realizo por triplicado.

Para calcular las concentraciones inhibitorias 50 (IC50) se utiliz6 un modelo de
regresion no lineal a partir de la viabilidad celular para cada una de las
concentraciones evaluadas mediante el software GraphPad Prims 9.0. Los datos
fueron analizados mediante un ANOVA de dos vias y las diferencias entre grupo
control y los grupos tratados se determinaron a través de la prueba de
comparaciones multiples de Dunnett, siendo consideradas diferencias significativas
para p<0,05.

8.4 RESULTADOS Y DISCUSION

8.4.1 ANALISIS DE GC-MS

La figura 20 muestra el cromatograma de EP y DM, asi como del AE y FS de forma
comparativa. Se evidencia la presencia de un compuesto en comun con un
porcentaje alto de coincidencia en todos los extractos objeto de andlisis, el cual
corresponde al carvacrol.

El extracto EP (OvuPet) muestra una menor concentracion de compuestos en

comparacion con los restantes. En DM (Ovu DM) se observan unas sefiales a los
35 minutos de andlisis que no se encuentran en los demas extractos analizados.
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Figura 20. Resultado analisis GC-MS de O. vulgare

8.4.1.1 ANALISIS GC-MS DEL EXTRACTO EP DE O. vulgare

El analisis de este extracto evidencia la presencia de 35 compuestos, de los cuales
los méas representativos corresponden a carvacrol (terpeno), fenol,2-methyl-5-(1-
methylethyl) (terpeno), tetrapentacontano (alcano), tetradecano (alcano) vy
cariofileno (terpeno), los cuales corresponden al 67,44% del area total del EP. El
carvacrol representa el 37,88% del area total. El porcentaje de similaridad para
estos compuestos supera el 90% excepto el trapentacontano (tabla 2).

Tabla 2. Componentes extracto de petréleo de O.vulgare obtenidos por GC-MS

EXTRACTO DE PETROLEO

Ret Time \ %Area ID \ Similaridad
21.312 37.88 Carvacrol 499-75-2 93
21.048 11.25 Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- 499-75-2 93
47.653 6.76 Tetrapentacontane 5856-66-6 84
26.249 5.89 Tetradecane 629-59-4 94
24.262 5.66 Caryophyllene 87-44-5 94
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29.516 3.58 1,2-Benzenedicarboxylic acid, diethyl ester 84-66-2 95
45.378 3.44 Tetrapentacontane 5856-66-6 79
43.698 3.01 Tetrapentacontane 5856-66-6 83
29.326 2.95 g:%ﬁgfgggﬁFi‘f&oé'gg{d,‘l’ggf‘”e’ 4,12, 12-trimethyl- | 1139 30.6 93
19.303 2.18 1-Isopropyl-2-methoxy-4-methylbenzene 1076-56-8 93
43266 172 Zé?c,jl3,17-Tetramethyl 4,8,12,16-octadecatetraenoic 0-0-0 79
34.168 1.42 Neophytadiene 504-96-1 91
24.685 1.34 0-Methoxy-.alpha.,.alpha.-dimethylbenzyl alcohol 21022-73-1 82
27.192 1.23 cis-muurola-3,5-diene 0-0-0 78
17.596 0.91 (1S)-1,3,3-trimethylnorbornan-2-ol 470-8-6 93
13.743 0.84 Zif:;/l;Iﬁgé’.zll.t?lt;:ﬁgglé}]o;)?-methyl-5-(1-methylethyl)-, 15537-55-0 89
1H-Cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7-
29.131 0.83 trimethyl-4-methylene-, [1ar- [ 6750-60-3 87
(1a.alpha.,4a.alpha.,7.beta.,7a.beta.,7b.alpha.)]-
25.141 0.74 .alpha.-Caryophyllene 6753-98-6 90
26.643 0.72 .beta.-Bisabolene 495-61-4 89
42271 0.68 gg:;ﬁ;gé?(@%’;ﬂ:tﬁgg_ 2-(34-dimethoxyphenyl)- | 658 g0, 70
44.483 0.67 d-Mannitol, 1-decylsulfonyl- 0-0-0 65
34.26 0.62 1-Dodecanol, 3,7,11-trimethyl- 6750-34-1 84
42.988 0.54 ggﬁ.ﬁig@@y;a;;ﬁgfy 2-(34-dimethoxyphenyl)- | 658 g0 68
38.179 0.51 Octadecane, 3-ethyl-5-(2-ethylbutyl)- 55282-12-7 83
34.746 0.5 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol 102608-53-7 88
35.112 0.48 Bicyclo[6.1.0]nonane, 9-(1-methylethylidene)- 56666-90-1 77
39.938 0.44 1-Octadecanesulphonyl chloride 0-0-0 77
1H-Cycloprop[e]azulen-4-ol, decahydro-1,1,4,7-
31.101 043 |tetramethyl, [1aR-1 555 5.3 81

(1a.alpha.,4.beta.,4a.beta.,7.alpha.,7a.beta., 7b.alpha
I
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36.147 0.43 2-Methylhexacosane 1561-2-0 86
39.868 0.43 Cholest-5-en-3-yl (9Z)-9-octadecenoate 303-43-5 65
44.273 0.43 d-Mannitol, 1-decylsulfonyl- 0-0-0 63
41523 0.42 ggglﬁigrf)‘;@y;a;gtﬁgfy 2-(34-dimethoxyphenyl)- | g5 g0 72
33.585 0.39 Nonadecane 629-92-5 84
40.658 0.37 8,11,14-Eicosatrienoic acid, (Z,Z,2)- 1783-84-2 74
35.458 0.31 Bicyclo[6.1.0]nonane, 9-(1-methylethylidene)- 56666-90-1 76

8.4.1.2 ANALISIS GC-MS DEL DM DE O. vulgare

Respecto a los metabolitos encontrados en el DM (tabla 3) se encontraron 24
compuestos, evidenciandose que los cinco principales corresponden a carvacrol,
neophytadieno, timol, 1-Isopropyl-2-methoxy-4-methylbenzene y cariofileno, para
un total del 65.07% del area total del extracto. El carvacrol corresponde al 29,82%.
La similaridad se encuentra por encima del 90%.

Tabla 3. Componentes extracto diclorometano de O.vulgare obtenidos por GC-MS

EXTRACTO DICLOROMETANO

Ret Time  %Area ID CAS \ Similaridad
21.312 29.82 Carvacrol 499-75-2 93
34.172 14.87 | Neophytadiene 504-96-1 96

21.05 8.06 Thymol 89-83-8 92
19.304 6.49 1-Isopropyl-2-methoxy-4-methylbenzene 1076-56-8 94
24.264 5.83 Caryophyllene 87-44-5 94

34.75 5.04 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol 102608-53-7 94
11.648 3.94 Eucalyptol 470-82-6 96

29.52 3.54 1,2-Benzenedicarboxylic acid, diethyl ester 84-66-2 94
11.423 2.99 p-Cymene 99-87-6 94
24.688 2.79 0-Methoxy-.alpha.,.alpha.-dimethylbenzyl alcohol 21022-73-1 84
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34.264 231 (Zél)-;]e_xadecene, 3,7,11,15-tetramethyl-, [R-[R* R*- 14237-73-1 91
34.509 2.28 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol 102608-53-7 93
12.497 2.17 .gamma.-Terpinene 99-85-4 95
o | am (BOpRlLOReanzl o e wssarsso | e
7.736 1.09 Ethanol, 2-butoxy- 111-76-2 93
37.378 1.08 Phytol 150-86-7 86
45.854 0.97 Silane, trimethyl[[(3.beta.)-stigmast-5-en-3-yl]loxy]- | 2625-46-9 69
22.039 0.86 Cyclohexasiloxane, dodecamethyl- 540-97-6 83
38.181 0.83 2-Methylhexacosane 1561-2-0 84
36.15 0.73 2-Methylhexacosane 1561-2-0 87
39.941 0.69 Sulfurous acid, octadecyl 2-propyl ester 0-0-0 78
34.1 06 (Zél)—i]e_xadecene, 3,7,11,15-tetramethyl-, [R-[R*R*- 14237-73-1 88
41528 057 gghﬁ;‘;‘a@y;a;:tﬁgfy 2-(3,4-dimethoxyphenyl)- | 566 0.0 70
33.589 0.56 Nonadecane 629-92-5 87

8.4.1.3 ANALISIS GC-MS DEL AE DE O. vulgare

Para el AE se encontraron 55 metabolitos secundarios en el analisis de GC-MS. El
principal metabolito encontrado corresponde a carvacrol (17,43%), seguido de 1-
Isopropyl-2-methoxy-4-methylbenzene. Sin embargo, el porcentaje de similaridad
para estos dos compuestos se encuentra por debajo de 90% (tabla 4).

Otros metabolitos encontrados con porcentaje de similaridad superior a 90%
corresponden a benzene,1-methyl-4-(1-methylethyl), eucaliptol, cariofileno, timol y
gamma.-terpineno, para un total de 73,07%.

Tabla 4. Componentes del aceite esencial de O.vulgare obtenidos por GC-MS

ACEITE ESENCIAL

Ret Time %Area 1D CAS Similaridad

21.313 17,43 | Carvacrol 0-0-0 85
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19.298 13,37 | 1-Isopropyl-2-methoxy-4-methylbenzene 1076-56-8 89
11.407 9,66 Benzene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- 99-87-6 92
11.621 9,08 Eucalyptol 470-82-6 97
24.255 8,78 Caryophyllene 87-44-5 96
21.043 7,49 | Thymol 89-83-8 91
12.48 7.26 .gamma.-Terpinene 99-85-4 98
16.96 5.42 | Terpinen-4-ol 562-74-3 96
26.235 2.36 Tetradecane 629-59-4 94
17.571 2.24 (1S)-1,3,3-trimethylnorbornan-2-ol 470-8-6 95
11.165 1.77 | (+)-4-Carene 39050'33' 94
25.129 1.38 .alpha.-Humulene 6753-98-6 96
13.727 1.18 Cyclohexanol, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)-, cis- 7299-41-4 93
27.18 0.95 cis-muurola-3,5-diene 0-0-0 81
29.311 0.87 ?nlaotﬁsfgg)éclcz[18R24%051R6]1%cgecane 4,12,12-trimethyl-9- 1139-30-6 93
10.355 0.7 .beta.-Myrcene 123-35-3 95
11.549 0.63 D-Limonene 5989-27-5 90
26.631 0.62 .beta.-Bisabolene 495-61-4 90
29.506 0.58 1,2-Benzenedicarboxylic acid, diethyl ester 84-66-2 92
24.584 0.56 |trans-.alpha.-Bergamotene ‘113474'59' 93
8.394 0.55 Bicyclo[3.1.0]hex-2-ene, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- 5/02/2867 94
23.206 0.53 Copaene 3856-25-5 94
14.548 0.46 | 2-Cyclohexen-1-ol, 1-methyl-4-(1-methylethyl)-, cis- 29803'82' 92
25.898 0.43 | (-)-Germacrene D 53986'74' 91
13.41 0.42 Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethylidene)- 586-62-9 92
9.829 0.41 4(10)-Thujene 3387-41-5 94
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17699-16-

12.733 0.41 5-Isopropyl-2-methylbicyclo[3.1.0]hexan-2-ol 0 94
20.87 0.36 Carvacrol 499-75-2 86
25.053 0.36 | cis-.beta.-Farnesene ;8973'97' 92

15.248 0.31 | 2-Cyclohexen-1-ol, 1-methyl-4-(1-methylethyl)-, cis- 59803'82' 90

21.14 0.31 Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- 499-75-2 88

19.608 0.26 1,3-Cyclohexadiene, 1,3,5,5,6,6-hexamethyl- 0-0-0 78

8.608 0.25 1R-.alpha.-Pinene 7785-70-8 94
1H-Cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7-trimethyl-4-

29.116 0.24 methylene-, [1ar- | 6750-60-3 88
(1a.alpha.,4a.alpha.,7.beta.,7a.beta., 7b.alpha.)]-

22.714 0.2 Phenol, 2-methoxy-4-(2-propenyl)- 97-53-0 85

26.902 0.2 |Cedrene 11028-42- 82

25.733 0.19 |Cedrene é1028'42' 86

19.978 0.15 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- 78-70-6 85

9.934 0.14 Butanoic acid, 3,7-dimethyl-2,6-octadienyl ester, (E)- 106-29-6 88
1H-Cycloprop[e]azulene, decahydro-1,1,7-trimethyl-4- | 25246-27-

25.337 0.14 methylene-, (1aR,4aS,7R,7aR,7bS)-(-)- 9 86
(4S,4aR,6R)-4,4a-Dimethyl-6-(prop-1-en-2-yl)- 54868-40-

26.43 0.14 1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydronaphthalene 5 84

18.291 0.13 | 2-Cyclohexen-1-ol, 3-methyl-6-(1-methylethyl)-, cis- é6721_38_ 87

29.593 0.13 1,2-Benzenedicarboxylic acid, diundecyl ester 3648-20-2 72

10.781 0.12 .alpha.-phellandrene (only name in Wiley6) 1529-99-3 87

24.746 0.1 Aromandendrene 489-39-4 85
1H-Cycloprop[e]azulen-4-ol, decahydro-1,1,4,7-

31.087 0.1 tetramethyl-, [1aR-|552-2-3 77
(1a.alpha.,4.beta.,4a.beta.,7.alpha.,7a.beta., 7b.alpha.)]-
(1R,4aR,7R,8aR)-7-(2-Hydroxypropan-2-yl)-1,4a- an

31.013 0.09 dimethyldecahydronaphthalen-1-ol 4666-84-6 m

36.139 0.08 Sulfurous acid, 2-propyl tetradecy! ester 0-0-0 83
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38.173 0.08 Docosane 629-97-0 81

39.932 0.08 Sulfurous acid, octadecyl 2-propyl ester 0-0-0 75

33.577 0.07 Sulfurous acid, 2-propyl tetradecy! ester 0-0-0 83

4H-1-Benzopyran-4-one, 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-3,5-

41.519 0.07 dihydroxy-7-methoxy- 6068-80-0 70
22.583 0.06 Copaene 3856-25-5 79
23.627 0.06 Sulfurous acid, dodecyl 2-propyl ester 0-0-0 82
35.105 0.05 Spiro[androst-5-ene-17,1'-cyclobutan]-2'-one, 3-hydroxy-, | 60534-16- 72

(3.beta.,17.beta.)- 9

8.4.1.4 ANALISIS GC-MS DEL EXTRACTO POR FS DE O. vulgare

En el analisis GC-MS del FS al igual que en los demas extractos analizados, se
evidencia la presencia predominante de carvacrol (23,51%); ademas de
compuestos encontrados en los otros extractos como cariofileno, 1-Isopropyl-2-
methoxy-4-methylbenzene, phenol,2-methyl-5-(1-methylethyl) y tetradecano,
constituyendo estos seis compuestos en el 58,45% del total del area (tabla 5), con
una similaridad mayor al 90%. Se identificaron 41 compuestos en el FS.

Tabla 5. Componentes del extracto por FS de O.vulgare obtenidos por GC-MS

FLUIDO SUPER CRITICO

Ret Time  %Area ID STECED)
21.297 23.51 Carvacrol 499-75-2 93
24.252 11.65 Caryophyllene 87-44-5 95
19.284 10.41 1-Isopropyl-2-methoxy-4-methylbenzene 1076-56-8 97
21.033 6.77 Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- 499-75-2 93
26.236 6.11 Tetradecane 629-59-4 94
11.405 5.16 Benzene, 1-methyl-2-(1-methylethyl)- 527-84-4 96
11.626 4.15 Eucalyptol 470-82-6 97
41.109 4.04 Dronabinol 8/03/1972 90
12.478 3.2 .gamma.-Terpinene 99-85-4 97
16.961 2.24 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)- 562-74-3 95
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5-Oxatricyclo[8.2.0.04,6]dodecane, 4,12,12-

29.313 172 trimethyl-9-methylene-, (1R,4R,6R,10S)- 1139-30-6 92
25.131 1.71 Humulene 6753-98-6 94
13.722 1.6 5-Isopropyl-2-methylbicyclo[3.1.0]hexan-2-ol 546-79-2 93
29.507 1.58 1,2-Benzenedicarboxylic acid, diethyl ester 84-66-2 94
17.57 1.36 (19)-1,3,3-trimethylnorbornan-2-ol 470-8-6 94
27.183 1.34 cis-muurola-3,5-diene 0-0-0 80
2
43.693 1.24 eotﬁt:r?:c?i%%is(oxy)]bis- LA-[A-methyl-1.2- | 35045518 75
26.633 0.96 .beta.-Bisabolene 495-61-4 91
41.64 0.8 6H-Dibenzo[b,d]pyran-1-ol, 6,6,9-trimethyl-3-pentyl- | 521-35-7 75
24.583 0.76 trans-.alpha.-Bergamotene 13474-59-4 93
23.204 0.72 Copaene 3856-25-5 91
((3aS,6S,6aR,9aS,9bR)-6a-hydroxy-6-methyl-3-
41.51 0.67 methylene-2,9-dioxodecahydroazuleno[4,5-bJfuran- | 0-0-0 66
9a(4H)-yl)methyl 2-methylpropanoate
12.735 0.65 5-Isopropyl-2-methylbicyclo[3.1.0]hexan-2-ol # 546-79-2 91
25.899 0.61 (-)-Germacrene D 23986-74-5 89
29.121 0.61 (-)-Spathulenol 77171-55-2 87
11.166 0.5 Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethylidene)- 586-62-9 90
42.267 0.44 ggﬁlﬁig@@y;a;:tﬁgfy 2-(3A-dimethoxyphenyl)- | 5465 500 70
25.053 0.43 cis-.beta.-Farnesene 28973-97-9 90
45.372 0.4 d-Mannitol, 1-decylsulfonyl- 0-0-0 65
24.675 0.39 0-Methoxy-.alpha.,.alpha.-dimethylbenzyl alcohol 21022-73-1 77
31.09 0.37 Cubenol 21284-22-0 81
35.108 0.36 Bicyclo[6.1.0]nonane, 9-(1-methylethylidene)- 56666-90-1 78
31.017 031 (1R,4aR,7R,8aR)-7-(2-Hydroxypropan-2-yl)-1,4a- 4666-84-6 79

dimethyldecahydronaphthalen-1-ol
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38.175 0.31 2-Methylhexacosane 1561-2-0 82
22.709 0.3 Phenol, 2-methoxy-4-(2-propenyl)-, acetate 93-28-7 77
42.985 0.3 d-Mannitol, 1-decylsulfonyl- 0-0-0 66
39.932 0.28 Sulfurous acid, 2-propyl tetradecyl ester 0-0-0 76
36.144 0.27 Sulfurous acid, 2-propyl tetradecyl ester 0-0-0 85
33.581 0.26 Dodecane, 2,6,10-trimethyl- 3891-98-3 85
35.456 0.23 Bicyclo[6.1.0]nonane, 9-(1-methylethylidene)- 56666-90-1 77

8.4.2 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA CONTRA Fusarium oxysporum y Botrytis

cinerea

Las mediciones de las areas se usaron para determinar el porcentaje del
crecimiento de la cepa con el objetivo de determinar cuél de los tratamientos ejercia
un mayor efecto sobre F. oxysporum. Los resultados en este estudio no mostraron
porcentajes de inhibicion para la cepa analizada, observandose un efecto contrario
al esperado, ya que los tratamientos evaluados promovieron el crecimiento micelial

de este fitopatdgeno (figuras 21, 22, 23, 24, 25y 26).

a.

Figura 21. Cajas excavadas con Fusarium oxysporum y extracto etandlico total.
a.CajaAb.CaaB

b.
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Figura 22. Cajas excavadas con F. oxysporum y EP. Caja A. b. Caja B

Figura 23. Cajas excavadas con F. oxysporum y extracto por FS. Caja A b. Caja
B
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Figura 24. Cajas excavadas con F. oxysporum y extracto ED. Caja A b. Caja B

Figura 25. Cajas excavadas con F. oxysporum y AE. Caja A b. Caja B
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Figura 26. Cajas excavadas con F. oxysporum y
control positivo itraconazol

En nuestro estudio el efecto de los tratamientos sobre el crecimiento de F.
oxysporum fue muy semejante en las cinco concentraciones evaluadas a lo largo
del tiempo de experimentacion, dado que promovieron el crecimiento micelial
presentando valores de ICso >500 pg/mL (Tabla 6).

Tabla 6. Valores de I1Cso (ug/mL) de fungicidas sobre F. oxysporum

Tratamiento IC50 (nug/mL)
EP >500
ED >500
EM >500
AE >500
FS >500

En nuestro estudio se observé una promocion del crecimiento micelial >80% para
F. oxysporum. Estos resultados fueron similares a los obtenidos en estudios previos
realizados por Cid-Lucero y colaboradores (2020), donde los extractos acuosos de
Cylindropuntia imbricata promovieron el crecimiento micelial de F. oxysporum (71).
No obstante, nuestros resultados no concuerdan con los obtenidos por Deleanu y
colaboradores (2018), en donde evaluaron el AE de orégano sobre F. oxysporum y
1uL de aceite de orégano fue suficiente para casi un 75% de inhibicion del
crecimiento micelial (72).

52



En los ensayos realizados en Botrytis cinerea no se observo inhibicion del
crecimiento a ninguna de las concentraciones evaluadas (Figuras 27 y 28). Al igual
que lo observado con F. oxysporum se evidencia que no hubo inhibicion del
crecimiento micelial, por el contrario, el hongo cubrié por completo los sensidiscos
en algunas de las concentraciones evaluadas. En otras no se evidencio de forma
concluyente su efecto sobre el crecimiento del hongo.

a. b. C.

Figura 28. Cajas de Petri con B. cinerea a. ED. b. Extracto por FS. c. AE.

Estos resultados difieren de los obtenidos por Yun Zhao y cols (2021) donde
evidencian que el AE de O. vulgare a concentraciones de 250 mg/L inhibio el
crecimiento micelial y la germinacion de esporas de B. cinerea in vitro en un 96,39%.
Cabe aclarar que las concentraciones usadas por este grupo son superiores a las
evaluadas en el presente estudio (10 a 500 pg/mL) (73).
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Resultados similares a los antes mencionados fueron observados por Huiyu Hou y
cols (2020) donde determinan que el AE de O.vulgare inhibié completamente el
crecimiento micelial de B. cinerea a la concentracion de 0,5 mg/mL. A este respecto
se podria plantear la posibilidad de que el efecto antifungico de O. vulgare se
presenta a partir de concentraciones que superan los 500 pg/mL (74).

8.4.3 ACTIVIDAD CITOTOXICA

Para determinar la actividad citotéxica, las células tumorales PC3, MDA-MB-231 y
MCF-7 fueron tratadas con los extractos obtenidos de O. vulgare, con un rango de
concentraciones de 200, 100, 50, 25y 12,5 pg/mL.

La figura 29 muestra los resultados obtenidos al realizar la prueba MTT con las
diferentes lineas celulares, en los que se puede observar que las células viables
metabolizan el formazan tomando una coloracion violacea.
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Figura 29. Resultados MTT en las diferentes lineas celulares tumorales. a.
MCF-7 b. MDA-MB-231 c. PC3 d. DMSO

En la Tabla 7, se muestran las ICso para los extractos AE y FS de O. vulgare sobre
las diferentes lineas celulares tumorales.

Tabla 7. ICso de extractos de O. vulgare sobre lineas celulares tumorales PC3, MDA-

MB-231 y MCF7.

ICso (Hg/mL) Tratamientos Lineas celulares tumorales
PC3 MDA-MB-231 MCF7
EP 108.1
ED 29.8
ET 104.3
AE 2541 84,81 106,5
FS 22.9 460 >200

8.4.3.1 LINEA CELULAR MDA-MB-231

Sobre la linea celular MDA-MB-231 se observa que el AE a las diferentes
concentraciones evaluadas (200, 100, 50, 25y 12,5 ug/Ml) disminuye la viabilidad
celular en mayor proporcion que el extracto obtenido por FS (figura 30 a). Lo anterior
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se corrobora con los valores calculados de ICso y del area bajo la curva calculados
a partir de la figura 30 b. (IC50: 84,81; 460,00, AUC=76,18; 101,0 respectivamente).

Adicionalmente, el efecto citotéxico del AE sobre esta linea celular tumoral es
concentracion dependiente, y estadisticamente significativo en comparacion con el
grupo de células no tratadas (control negativo) (p<0,05; ANOVA a dos vias; post
hoc de Dunnett)
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Figura 30. Evaluacion citotoxica de los extractos AE y FS de O. vulgare frente
a la linea celular MDA-MB-231. a. Porcentaje de viabilidad celular. b. ICso

En estudio realizado en 2013 por Grbovi¢ y cols, se evidencian resultados similares
a los encontrados en este estudio en los cuales el O. vulgare muestra efecto
citotoxico sobre la linea tumoral MDA-MB-231, el cual es dosis dependiente.
Después de 24 horas de tratamiento a las concentraciones de 250 y 500 pg/mL
inhibi6 al 50% de las células. En este estudio se observa que en las concentraciones
de 200 y 100 pg/mL la mortalidad celular fue del 80 y 60% respectivamente,
evidenciandose el potencial efecto citotdéxico del O. vulgare sobre esta linea celular

tumoral. Los resultados fueron estadisticamente significativos (p < 0,05) (75).

En el mismo sentido, en estudio realizado por Makrane y cols en 2018 sobre la
especie O. majorana muestra que todos los extractos (acuoso, éter de petrdleo,
diclorometano, acetato de etilo, metandlico y extractos acuosos empobrecidos) a
diferentes concentraciones mostraron efecto citotoxico; para ello utilizaron la
medicion de indices de viabilidad celular mediante la prueba WST-1; el efecto
observado fue dosis-dependiente a las 72 horas de tratamiento (rango estudiado
15,6 a 500 pg/mL). La viabilidad celular disminuyé drasticamente a las
concentraciones mas altas. Los resultados fueron estadisticamente significativos

(p < 0,05), y son similares a los obtenidos en nuestro estudio (76).

En revision de literatura sobre los mecanismos de accion del carvacrol y el timol
realizada por Alves Sampaio y cols (2021) con datos obtenidos entre 2003 y 2021,
informan que su efecto se relaciona con la induccion de la apoptosis, citotoxicidad,
detencion de los ciclos celulares, actividad anti metastasica, y también muestran
diferentes efectos sobre las vias de sefializacion (MAPKs y PISK/AKT/mTOR). El
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timol en células de cancer de mama lineas celulares MDA-MB-231 Y MCF-7 inhibe
la proliferacion celular y apoptosis a través de la via mitocondrial, ocasionando dafio
oxidativo al ADN mediante la modulacion Bax/BCL-2, disminuye los niveles de
procaspasa 8, 9y 3, y los niveles de caspasa 3, y detiene el ciclo celular en la fase
S mediante la sobreexpresion de la proteina P21.

En estudio realizado sobre cuatro lineas celulares de cancer de mama, Mboge y
cols (2019) indican que el cariofileno ocasiona un dafio en la membrana celular al
mejorar la biosintesis de los acidos grasos y colesterol provocando la muerte celular;
ademas de ello activa los procesos inflamatorios a través de la sefializaciéon de la
interleucina 10 y 1, induciendo estrés celular mediado por ROS.

En cuanto al eucaliptol, otro de los metabolitos secundarios encontrados en el AE y
FS, Mohd Izham vy cols (2021) en estudio sobre la linea tumoral de cancer de mama
MDA-MB-231 indican que este muestra actividad citotdéxica relacionada con
induccion de apoptosis sin describir los mecanismos por lo que se requiere de
mayores estudios a este respecto (77).

8.4.3.2 LINEA CELULAR PC3

Para la linea celular PC3 se evidencia que los tratamientos de DM, AE y FS
muestran los menores porcentajes de viabilidad celular en comparacion con las
células tratadas con los extractos de EP y ET (figura 31 a).

Esto corroborado con los valores de IC50 de FS, AE y DM los cuales se encuentran
en un rango de 22 a 30 ug/mL en comparacion con EP y ET que se encuentran por
encima de 100 pg/mL. Adicionalmente, las menores areas bajo la curva fueron
observadas para DM, AE y FS (figura 31 b). (ICso: 22.9; 25.41; 29.8; 108.1; 104.3;
AUC= EP: 85,99; DM: 42,50; ET: 87,18; AE: 52,80; FS: 53,68 respectivamente).

Al igual que en la linea celular MDA-MB-231 el efecto citotoxico de FS, AE y DM
sobre la linea celular tumoral PC3 es concentracién dependiente, estableciéndose
gue, a mayor concentracion, mayor efecto. Los resultados son estadisticamente
significativos en comparacion con el grupo control negativo, excepto para los
extractos EP y ET a concentracién de 50 ug/mL, y para el extracto etandlico total a
concentracion de 25 pg/mL. (p<0,05; ANOVA a dos vias; post hoc de Dunnett).
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Figura 31. Evaluacion citotoxica de los extractos EP, DM, ET, AE y FS de O.
vulgare frente a la linea celular PC3. a. Porcentaje de viabilidad celular b. ICso

En 2019 Heidarian y cols evaltan el efecto citotoxico del carvacrol en la linea celular
tumoral PC3 evidenciando disminucion tanto la proliferacion celular como la
viabilidad de manera dependiente de la dosis a diferentes concentraciones (0-800
MM). Los resultados obtenidos fueron estadisticamente significativos (P < 0,05). En
comparacion con este estudio, se evidencia que el metabolito secundario carvacrol
fue el principal componente de los diferentes extractos de O. vulgare evaluados, con
posible efecto citotoxico sobre la linea celular PC3. En nuestro estudio la viabilidad
celular con los diferentes extractos mostro efecto citotoxico concentracion
dependiente, mostrando mayor efecto en los extractos FS, AE y DM, con
significancia estadistica (p<0,05) (58).

En otro estudio realizado por Yun Luo y cols en 2016 en la linea celular tumoral PC3
con relacion al carvacrol, evidenciaron que se redujo la viabilidad de las células de
manera dependiente de la concentracién (250, 500 y 750 uM de carvacrol),
disminuyendo la tasa de proliferacion celular significativamente (p<0,05, n =6).
Resultados similares a los evidenciados en el presente estudio (78).

Respecto al metabolito secundario carvacrol, Tridade y cols (2019) evidencian el
potente efecto antiproliferativo y citotoxico sobre la linea celular PC3 al unirse con
el compuesto B-ciclodextrina, generando complejos estables que aumentan la
solubilidad y biodisponibilidad del carvacrol.

Otros estudios realizados sobre la linea celular PC3 por Heidariany y cols (2019)
muestran que el carvacrol reduce la proliferacion celular y la viabilidad con efecto
concentracion dependiente, inhibiendo la expresién del gen IL-6 y por consiguiente
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disminuyendo la sintesis de proteina IL-6; ademas reduce los niveles de PSTAT3Y
PAKt.

Por otra parte, Delgado y cols (2021) evidencian que en células de cancer de
prostata PC3 el cariofileno actia a nivel de la mitocondria induciendo la
despolarizacion de la membrana y liberando la proteina proapoptética Bax de Bcl-
xL y BIMBCL-2, proceso mediado por la activacion de las caspasas 3y 7 de la
mitocondria (79).

8.5.3.3 LINEA CELULAR MCF-7

En la figura 32 a. se evidencia que para la linea celular MCF-7 el menor porcentaje
de viabilidad celular se presenta con el AE. Para la fraccion obtenida por FS, el
porcentaje de viabilidad celular para la mayor concentracion evaluada fue de
58,25%.

Observando el comportamiento de las células tratadas con el AE, Unicamente las
concentraciones de 200 y 100 pg/mL alteraron la viabilidad celular. Las
concentraciones mas bajas no mostraron efecto citotéxico.

Al comparar los valores de ICso (figura 32 b), se evidencia que el AE tiene un
menor valor (mayor efecto citotdxico) en comparacion con el FS (>200 pg/mL).
(ICs0: 106,5; >200; AUC=AE: 77,86; FS: 89,60 respectivamente).

Los dos tratamientos evaluados sobre la linea celular MCF-7, muestran diferencias
significativas con respecto al grupo control negativo, excepto para las
concentraciones de 50 y 25 pg/mL. (p<0,05; ANOVA a dos vias; post hoc de
Dunnett).
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la linea celular MCF-7. a. Porcentaje de viabilidad celular b. ICso



Estudios anteriores realizados por Ashok mari y cols (2021) sobre la linea celular
tumoral MCF-7 expuesta a diferentes concentraciones de carvacrol, informan una
reduccion estadisticamente significativa de la viabilidad celular con la mitad del valor
de concentracion inhibitoria maxima de 200 umol/L (P<0,05). Resultados similares
a los obtenidos en nuestro estudio donde el AE evidencia efecto citotoxico a
concentraciones de 200 y 100 pg/mL (66).

Por otra parte, Leilei Liy cols en 2021 evidencian que el carvacrol inhibia de manera
concentracion dependiente la viabilidad de las células de cancer de mama MCF-7.
Se evaluaron concentraciones de 10, 50, 100, 200, 300, 400 y 500 uM mediante
ensayo CCK-8 para medir el efecto del tratamiento sobre la viabilidad celular,
evidenciando que el carvacrol a 50-500 uM inhibia de forma dependiente de la dosis
la viabilidad celular, resultados concordantes con los encontrados en esta
investigacion (65).

Respecto a los metabolitos encontrados en el andlisis CG-MS, Kamran y cols (2022)
con relacion al mecanismo de acciéon del timol, indican que este detiene el ciclo
celular en la fase GO/G1 y actian deteriorando la membrana mitocondrial mediante
la produccién de especias reactivas de oxigeno (ROS); ademas aumentan la
expresion de la proteina Bax y reduce la proteina BCL-2 activando las caspasas y
la apoptosis. En cuanto al carvacrol, este ejerce su efecto bloqueando MMP-2 y
MMP-9, bloqueando la expresion de ciclinas B1 y la progresion de la fase G2/M,
ademas estimula la apoptosis mediante la fosforilacion de Bax y JNK; suprime la
proliferacion celular al inhibir la via de sefializacion MAPK y PI3K/Akt. En cancer de
mama MCF-7 activa la apoptosis mediante la modulacion de la expresion de las
proteinas P53, BCL-2 y Bax; activa las caspasas 9 y 3, y fragmenta el ADN. Los
terpenoides tienen efecto sinérgico al ser administrados de forma concomitante con
medicamentos como doxorrubicina, cisplatino, placitaxel y 5-fluoruracilo
especialmente en células cancerosas multirresistentes.
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9. CRONOGRAMA

Tabla 8. Cronograma

Actividades / Meses

Sept Oct Nov | Dic Enero Feb Marzo ‘ Abril ‘ VEW

Planificacion de la investigacion

Problema

Pregunta

Revision de literatura

Trabajo de campo

Adquisicién materia prima

Elaboracién de extractos

Realizacion de CG/EM

Montaje de cultivos de hongos

Montaje de cultivos de lineas celulares
neoplasicas

Procesamiento, tabulacion, interpretacion

Recoleccién de datos

Analisis de datos

Resultados

Comunicacién de resultados
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10. CONCLUSIONES

En los resultados obtenidos respecto a la evaluacion de la actividad antifingica en
Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea no se evidencio inhibicion de crecimiento a
las concentraciones evaluadas, por el contrario promueve su crecimiento.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el ensayo de citotoxicidad para la linea
celular tumoral MDA-MB-231, se evidencia que el AE a las concentraciones de 200
y 100 pg/mL disminuye la viabilidad celular entre el 20 y 40%, observandose un
mayor efecto en comparacion con el FS (>60%).

Para la linea celular tumoral PC3 los tratamientos de DM, AE y FS presentaron
mayor citotoxicidad que la observada con EP y ET, concentracion dependiente, es
decir para 200, 100 y 50 pg/mL es mayor el efecto citotoxico en comparacion con
las otras concentraciones.

En la linea celular MCF-7 para el tratamiento con AE se observa alteracién de la
viabilidad celular para las concentraciones de 200 y 100 pg/mL, con porcentajes de
viabilidad entre el 28 y 58%; en las concentraciones restantes no se evidencio efecto
citotéxico, asi como tampoco en el FS.

Los extractos obtenidos (EP, ED, AE y FS) fueron analizados con GC-MS
encontrando que el metabolito secundario con mayor concentracion corresponde al
carvacrol con un porcentaje de similitud mayor al 90%. Este hallazgo confirma lo
descrito en la literatura respecto a la composicién quimica del O. vulgare, y su
potencial actividad citotoxica.

Los metabolitos secundarios encontrados en los extractos analizados, actian
mediante diferentes mecanismos para ejercer su efecto citotoxico. Los principales
mecanismos de accién estan dados por la induccién de la apoptosis, supresion en
la expresién de diversos oncogenes y proteinas, proteccion del ADN, y destruccion
de la membrana mitocondrial segun lo descrito en la literatura.
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11. RECOMENDACIONES

En cuanto a la actividad antifangica de Origanum vulgare contra Fusarium
oxysporum y Botrytis cinerea, es importante continuar la investigacion dado que en
otros estudios revisados se encontré actividad antifungica a mayores
concentraciones que las evaluadas.

Respecto a la actividad citotoxica, consideramos importante completar los estudios
de citotoxicidad en las lineas celulares tumorales MDA-MB-231 y MCF-7 para el EP,
ED Y EET con el objetivo de establecer comparaciones con la linea celular PC3.
Ademas, dado que se demostré la presencia de efecto citotoxico para el AE y FS,
se recomienda continuar con estudios que permitan establecer el tipo de muerte
celular inducida por los extractos (apoptosis vs necrosis) y los efectos a largo plazo
sobre cultivos de lineas celulares (ensayo de clonogenicidad), y de acuerdo a estos
resultados plantear la posibilidad de realizar experimentos en animales para
determinar la actividad antitumoral.
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13. ANEXOS

Anexo A. ICsode AE y FS de O. vulgare sobre linea celular tumoral MDA-MB-231.

EXTRACTOS / IC50 ACEITE ESCENCIAL FLUIDO SUPERCRITICO

log(inhibitor) vs. normalized response -- Variable slope

Best-fit values

LogIC50 1,928 2,663
HillSlope -1,459 -0,8139
IC50 84,81 460

95% CI (profile likelihood)
LogIC50 1,831 to 2,029 2,425 to 3,236
HillSlope -2,267 to -0,9701 -1,356 to -0,4547
IC50 67,74 t0 106,8 266,2 to 1723

Goodness of Fit

Degrees of Freedom 13 13

R squared 0,8644 0,7014

Sum of Squares 1398 579,9

Sy.x 10,37 6,679
Number of points

# of X values 15 15

# Y values analyzed 15 15
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Anexo B. Anadlisis estadistico de AE y FS de O. vulgare sobre linea celular tumoral
MDA-MB-231

Below
[0)
Dunnett's multiple comparisons test M_ean 9.5’00/0 cll i threshold S P Value
Diff diff 5 y
200
CONTROL NEGATIVO vs. ACEITE 58,63 to
ESCENCIAL 66,31 73,98 Yes - 0,0004
CONTROL NEGATIVO vs. FLUIDO 4,193 to
SUPERCRITICO 23,08 41,96 Yes : 0,0313
100
CONTROL NEGATIVO vs. ACEITE 35,46 to
ESCENCIAL 57,2 78.93 Yes ** 0,004
CONTROL NEGATIVO vs. FLUIDO 3,787 to
SUPERCRITICO 16,44 29,10 Yes i 0,0225
50
CONTROL NEGATIVO vs. ACEITE -1,840 to
ESCENCIAL 6,774 1539 No ns 0,0976
CONTROL NEGATIVO vs. FLUIDO 14,380
SUPERCRITICO 6,035 2,311 No ns 0.1214
25
CONTROL NEGATIVO vs. ACEITE 3,133 t0
ESCENCIAL 12,66 2218 Yes : 0,0234
CONTROL NEGATIVO vs. FLUIDO 1,781 to
SUPERCRITICO 11,64 21,50 Yes i 0,0333
12,5
CONTROL NEGATIVO vs. ACEITE -0,4152 to
ESCENCIAL 16,88 34,17 No ns 0,0533
CONTROL NEGATIVO vs. FLUIDO 9,676 to
SUPERCRITICO 4,36 18,40 No ns 0.5084
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Anexo C. ICsode EP, DM, AE y FS de O. vulgare sobre linea celular tumoral PC3.

EXTRACTOS /
IC50

ETER DE
PETROLEO

DICLOROMET
ANO

EtOH

log(inhibitor) vs. normalized response -- Variable slope

Best-fit values

ACEITE
ESCENCIAL

FLUIDO
SUPERCRITICO

LogIC50 2,034 1,474 2,018 1,405 1,36
HillSlope 2,588 1,768 -2,058 -0,4327 -0,3806
IC50 108,1 29,8 104,3 25,41 22,9
95% CI (profile likelihood)
LogIC50 1,074102,089 | 1,443 10 1,505 1’2?8150 1,207t01,546 | 0,5284 to 1,654
HillSlope -4,042 10 -1,796 -2,3%;0 - '2’12;16;0 - '0’372%%;0 " | -0,6549 to -0,1249
IC50 943010 122,8 | 27,76 to 31,98 9?6297,;0 16,12t035,15 | 3,376 to 45,08
Goodness of Fit
Eree%gg;"f 13 13 13 13 13
R squared 0,9393 0,9862 0,9927 0,7907 0,4463
Sum of Squares 863,7 173,7 99,45 419,8 1577
Sy.x 8,151 3,656 2,766 5,683 11,01
Number of points
# of X values 15 15 15 15 15
’zn\;l‘;gt‘gs 15 15 15 15 15
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Anexo D. Andlisis estadistico de EP, DM, AE y FS de O. vulgare sobre linea
celular tumoral PC3.

Dunnett's multiple comparisons test 3i5f'f00% il t?ﬁleos\,l;lmld SCllis P Value
200

gglI}IRTCF;LOELO NEGATIVO vs. ETER DE 75.81 62,27’;;0 Yes . <0,0001

CONTROL NEGATIVO vs. EtOH 66,98 53’23;0 Yes Fokokk <0,0001

Egé\gﬁgll;“_ NEGATIVO  vs.  ACEITE| ¢, 5;,11,4211to Ves . <0.0001

gLCJ)PNI':_I'S(C:)IélTICIEI)EGATIVO vs.  FLUIDO| o7 6%)’%0 Ves . <0.0001
100

I(D:g\lF;rgl%o NEGATIVO vs. ETER DE 35,72 22,26,%0 Ves . <0,0001

CONTROL NEGATIVO vs. EtOH 42,61 32295,;;0 Yes s | 20,0001

EchgﬁglAL NEGATIVO  vs.  ACEITE| gc, 4250,?;0 Ves . <0,0001

gSl;lggg;lTlcgEGATIVO VS. FLUIDO 51,56 4451235’2(;0 Yes . <0,0001
50

gg_:}lggl?ELo NEGATIVO vs. ETER DE 1.896 -58,:}.33?;0 No ns 0.9334
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CONTROL NEGATIVO vs. EtOH 6,686 0133%72 to No ns 0,068

CONTROL ~ NEGATIVO s, ACEITE | g5 56 3111,5215 o ves e | <00001
CONTROL _ NEGATIVO  vs.  FLUIDO | g.17 22,74:2 0 ves wee | <0,0001

25

CONTROL ' NEGATIVO . ETER DE| 401 1,196713;0 Ves . 0.0071
CONTROL NEGATIVO vs. EtOH 1,426 'Sé‘%;o No ns 0,0789
CONTROL ~ NEGATIVO s, ACEITE | g g 4%’6?87“) ves wee | <0.0001
CONTROL _ NEGATVO 5. FLUIDO| g, 5 42,125 o ves e | <0.0001

Anexo E. ICsode AE y FS de O. vulgare sobre linea celular tumoral MCF-7.

EXTRACTOS / IC50 ACEITE ESCENCIAL FLUIDO SUPERCRITICO

log(inhibitor) vs. normalized response -- Variable
slope

Best-fit values

LogIC50 2,027 3,061
HillSlope -0,8509 -0,3257
IC50 106,5 >200

95% CI (profile likelihood)

LogIC50 1,917 to 2,167 2,54810 5,173
HillSlope -1,155 to -0,6003 -0,5453 to -0,1246
IC50 82,56 to 146,7 353,2 to 149074

Goodness of Fit

79



Degrees of Freedom 13 13

R squared 0,843 0,4902
Sum of Squares 832 544.6
Sy.x 8 6,472
RMSE 7,709 6,237

Number of points

# of X values 15 15

#Y values analyzed 15 15

Anexo F. Andlisis estadistico de AE y FS de O. vulgare sobre linea celular tumoral
MCF-7.

Below
0,
Dunnett's multiple comparisons test M.ean 9.5’00/0 il e threshold Summar | P
Diff diff >

200
CONTROL NEGATIVO VS. ACEITE
ESCENCIAL 57,72 45,06 to 70,38 Yes Fxx 0,0006
CONTROL NEGATIVO VS. FLUIDO -
SUPERCRITICO 28,43 19,10 to 37,77 Yes 0,0013

100
CONTROL NEGATIVO VS. ACEITE
ESCENCIAL 38,08 22,10 to 54,07 Yes b 0,0038
CONTROL NEGATIVO VS. FLUIDO
SUPERCRITICO 22,71 12,96 to 32,47 Yes *x 0,0054

50
CONTROL NEGATIVO VS. ACEITE
ESCENCIAL 15,17 -5,226 to 35,56 No ns 0,0953
CONTROL NEGATIVO vs. FLUIDO
SUPERCRITICO 8,207 |-0,2911to0 16,71 No ns 0,0554

25
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Conarol  NEGATVO - ve.  ACEITE | 9285 | 12,351032,75 | Yes = | 0,0075
SR QO GATIVO  vs. - FLUIDO | 1818 | 1451103781 | No ns | 0,0605
12,5
Conarol  NEGATVO ve.  ACEITE | 4507 | 6085102575 | Yes * 0,0148
o e CATVO vs. - FLUIDO T 5061 | 9664103155 | ves » 10,0059
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