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DESCRIPCIÓN

Tratamiento de cáncer de mamíferos utilizando productos naturales o aceites esenciales o componentes de las
especies de pistacia.

La presente invención hace referencia, en general, a productos naturales terapéuticamente efectivos y compuestos
farmacéuticos que contienen aceite esencial vegetal de la especie Pistacia, o componentes, para la prevención o el
tratamiento de cáncer en mamíferos, incluyendo humanos, tales como por ejemplo cáncer de mama.

Es conocido que la naturaleza representa una gran fuente de medicamentos terapéuticamente activos (Buffoni
1996). En efecto, el uso de plantas u otros productos naturales para objetivos terapéuticos se remonta básicamente al
comienzo de la humanidad (Farnsworth 1985; Cragg 1997).

Las plantas, como todo lo demás, pueden considerarse una mezcla de diferentes sustancias que a pesar de un
destino metabólico diversificado se mantienen en un equilibrio perfecto. Varios medicamentos contienen principios
activos con diversas actividades farmacológicas, algunas de las cuales son fundamentales para algún uso terapéutico
específico. De este modo, la fitoterapia no debería considerarse una cura alternativa, sino más bien un sector importante
de la farmacoterapia.

De hecho, los remedios fitoterapéuticos a menudo se asocian a los medicamentos de síntesis que, en varios casos,
son sólo para completar terapias “naturales”.

Los productos naturales representaron durante tiempo una excelente fuente de medicinales para el tratamiento del
cáncer. Los antitumorales de origen natural que se utilizan con éxito en la práctica clínica son por lo tanto varios y
algunos de ellos son muy bien conocidos tales como por ejemplo el taxol, aislado de Taxus brevifolia; la vinicristina y
la viniblastina, aisladas de Vinca rosea; etopósido y tenipósido, derivados semisintéticos de podofilotoxina, aislados de
Podophyllum peltatum. Los productos naturales, además, dada su variedad estructural, continúan atrayendo el interés
en el campo antitumoral (Farnsworth 1990; Cragg 1999).

Entre los productos naturales vegetales que tienen una potencial actividad farmacológica, los aceites esenciales,
mezclas puras de sustancias orgánicas, juegan un papel central. Incluso en la misma especie la composición de un
aceite esencial es muy variable debido a la elevada sensibilidad vegetal a diferentes condiciones climáticas. Los aceites
esenciales generalmente se obtienen mediante compresión o hidrodestilación. La destilación en corriente de vapor es
el método de extracción utilizado más ampliamente. Dada la composición muy compleja de los aceites esenciales y
los muchos cambios cuantitativos que ocurren durante el ciclo vegetativo de la planta, su caracterización es bastante
difícil.

El género Pistacia (Anacardaceae) incluye varias especies y está constituida por matorrales o pequeños árboles,
arbustos con corteza resinosa.

Las especies encontradas en el área mediterránea son:

- P. vera

- P. terebinthus

- P. lentiscus.

El aceite obtenido por los frutos secos de Pistacia vera se usa poco y está presente sólo en un número limitado
de preparados farmacéuticos, mientras que el aceite esencial extraído de la resina del Pistacia terebinthus ha demos-
trado ejercer una actividad antiinflamatoria significativa en un modelo experimental de inflamación auricular en ratas
(Giner-Larza 2000). Desde luego mucho más utilizado en su lugar es el medicamento llamado caucho o mastique
de lentiscus extraída del Pistacia lentiscus. Este se utiliza en píldoras como expectorante, mientras que su actividad
tónica y astringente es explotada para el tratamiento de diarreas infantiles. El mastique también es masticado por su
ligera actividad antiséptica oral y a veces es asociado también al alcanfor, la sandáraca y el bálsamo de Perú para
eliminar el mal aliento. El hallazgo de la resina lentiscus en momias que datan hasta el siglo VII a.C. muestra que
los egipcios utilizaron esta sustancia para embalsamar los muertos explotando su actividad antiséptica (Colombini
2000).

También es sabido que:

3 el extracto de agua de Pistacia lentiscus, rico en potasio, sodio y magnesio, induce una actividad hipotenso-
ra en las ratas (Sanz 1987, 1988), probablemente debido a la presencia de n-butanólico y etilo en el extrac-
to;

3 el aceite esencial obtenido de la hidrodestilación de la resina de lentiscus ejerce una actividad antibacteriana
in vitro más marcada hacia la bacteria gram+, respecto a la gram-. Identificar en el aceite esencial, una acción
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antibacteriana “natural” es de interés también porque podría reemplazar las sustancias conservantes, a menudo
sospechosas de toxicidad, cancerogenicidad y teratogenicidad (Magiatis 1999);

3 entre los varios extractos obtenidos por hojas de P. lentiscus criodesecadas, la decocción es el único que tiene
in vitro, una buena actividad antibacteriana en cultivos de Staphylococcus aureus, Sarcina lutea y Escherichia
coli y tiene una actividad antimicótica modesta, probada en cultivos celulares de Torulapsis glabrata y Candida
parapsilosis;

3 la resina del lentiscus, incluso cuando se usa en dosis bajas, actúa rápidamente contra la úlcera péptica gracias
a su efectividad contra Helicobacter pylori (Huwez 1998, Marone 2001);

3 el córtex y las hojas de Pistacia lentiscus se utilizan contra la diarrea y la gonorrea.

Los aceites esenciales del género Pistacia son ricos en monoterpenos, que de hecho representan la mayor parte de
los componentes. Los monoterpenos son compuestos dietéticos no nutritivos que se encuentran también en los aceites
esenciales de muchas plantas comestibles tales como cítricos, cerezas, menta verde, eneldo, alcaravea, y otros. Sus
funciones naturales pueden ser como quimiotácticos o quimiorepelentes, ya que son responsables en gran parte de la
fragancia agradable de la planta. Estos simples carbono isoprenoides 10 son derivados de la vía mevalonato en plantas
pero no son producidos en mamíferos. Por ejemplo, en la menta verde y otras plantas, el d-limoneno es formado por la
ciclización de geranilpirofosfato por la enzima limoneno sintasa (Croteau 1987). El limoneno entonces sirve como un
precursor para otros monoterpenos monocíclicos vegetales tales como la carvona, el carveol y el perilil alcohol (Elson
1994).

Los efectos antitumorales de los monoterpenos dietéticos se consiguen con poca o ninguna toxicidad del huésped
(Elson 1994, Crowell 1994 a, b, Evans 1995). Un número de monoterpenos dietéticos tiene actividad antitumoral,
exhibiendo no sólo la capacidad de prevenir la formación o el progreso del cáncer, sino de remitir tumores malignos
existentes. El limoneno y el perilil alcohol tienen una actividad quimiopreventiva bien establecida contra muchos ti-
pos de cáncer. De hecho, el d-limoneno tiene una amplia gama de actividades antitumorales (Elson 1994, Crowell
1994). El limoneno dietético reduce la incidencia de linfomas espontáneos en ratones p53−/− (Hursting 1995). Ade-
más, el limoneno tiene una actividad quimiopreventiva contra cánceres espontáneos y químicamente inducidos de
mama, piel, hígado, pulmón, y preestómago en roedores, así como cáncer de mama oncogen ras inducido en ratas
(Gould 1994). Además, cuando se administra bien en forma pura, bien como aceite de cáscara de naranja (95% d-
limoneno), el limoneno inhibe el desarrollo de cánceres químicamente inducidos de mama (Elegbede 1984, Elson
1988, Maltzman 1989, Wattenberg 1983), de piel (Elegbede 1986 a), de hígado (Dietrich 1991), de pulmón y pre-
estómago (Wattenberg 1989, 1991) en roedores (revisado en Crowell y Gould 1994, Elson y Yu 1994, Elson 1995).
En modelos de carcinogénesis mamaria en ratas, los efectos quimiopreventivos del limoneno son evidentes durante
la fase de iniciación de 7-12 dimetilbenz(a)antraceno (DMBA)2 - cáncer inducido (Elson 1988) y durante la fase de
promoción de cánceres inducidos por DMBA y nitrosometilurea (NMU), (Elson 1988, Matzman 1989). Kawamori
et al. (1996) informaron de que el desarrollo de focos de cripta aberrante inducidos por azoximetano en el colon de
ratas se redujo significativamente cuando se les administró 0,5% de limoneno en el agua para beber. Un ensayo clíni-
co de fase I comprobando la actividad quimioterapéutica del limoneno contra el cáncer está en progreso (McNamee
1993).

El aceite de semilla de alcaravea, y su principal monoterpeno, carvona, previenen el desarrollo del carcinoma
químicamente inducido de pulmón y preestómago cuando se administra antes del carcinógeno (Wattenberg 1989).
Además, el carveol (Crowell 1992) y el mentol (Russin 1989) tienen actividad quimiopreventiva contra el cáncer de
mama inducido por DMBA en ratas cuando se suministran como el 1% de la dieta sólo durante la fase de iniciación. El
geraniol, un monoterpeno dietético acíclico, tiene actividad antitumoral in vivo contra la leucemia murina, hepatoma
y células melanoma (Shoff 1991, Yu 1995) cuando se administra antes y después del trasplante de célula tumoral.

Además, muchos estudios animales han mostrado que el perilil alcohol es un agente quimioterapéutico muy po-
tente contra varios tipos de cáncer, incluyendo el pancreático, el de mama y el de hígado (Crowell 1999) y que tiene
actividad quimiopreventiva de fase de promoción contra el cáncer de hígado inducido en ratas (Mills 1995) y que es
muy efectivo para prevenir recurrencias tumorales o tumores secundarios en animales tratados con un régimen de qui-
mioterapia (Haag 1994). El perilil alcohol tiene actividad quimioterapéutica contra el cáncer pancreático en dosis que
causan poca toxicidad para el huésped (Stark 1995). El perilil alcohol redujo el crecimiento de tumores pancreáticos
trasplantados en hámsteres a menos de la mitad que el de los controles. Además, una porción significativa de tumores
pancreáticos tratados con perilil alcohol fueron completamente remitidos, mientras que ninguno de los tumores de
control regresionaron (Stark 1995). La quimioterapia con perilil alcohol también reduce la tasa de crecimiento de car-
cinomas prostáticos trasplantados en ratas desnudas (Jeffers 1995). De esta forma, los monoterpenos tienen actividad
quimitoerapéutica contra un número de tipos sólidos, incluyendo el cáncer pancreático, uno de los más refractarios de
todos los cánceres humanos a terapias de cáncer disponibles. La eficacia de la quimioterapia con perilil alcohol contra
el cáncer humano se probará en los próximos ensayos clínicos de fase 1 (Phillips 1995).

Tanto el limoneno (Elegbede 1986 b, Haag 1992) y el perilil alcohol (Haag 1994) tienen actividad quimioterapéu-
tica contra tumores mamarios en ratas, provocando la completa regresión de >80% de tumores mamarios inducidos
por DMBA o NMU establecidos con limoneno y el aromatasa inhibidor 4-hidroxiandrostenodiona fue más efectivo
que cualquiera de los medicamentos por sí sola.
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Varios mecanismos de acción pueden explicar las actividades quimioterapéuticas de los monoterpenos. Los efectos
quimiopreventivos bloqueadores del limoneno y otros monoterpenos durante la fase de iniciación de la carcinogénesis
mamaria probablemente son debidos a la inducción de enzimas carcinogen-metabolizantes de fase II, resultando en
la desintoxicación carcinogénica. La actividad quimiopreventiva supresora de tumores de la fase post iniciación de
los monoterpenos puede ser debida en parte a la inhibición de la isoprenilación de pequeñas proteínas G asociadas
al crecimiento celular tales como p21 ras por limoneno, perilil alcohol, y sus metabolitos (Crowell 1991, 1994). Esta
inhibición ocurre al nivel de las proteínas prenil transferasas. Además, el perilil alcohol afecta la vía mevalonato in-
hibiendo la biosíntesis ubiquinona así como la conversión de latosterol en colesterol (Ren 1994). La quimioterapia de
tumores mamarios químicamente inducidos con monoterpenos resulta en la rediferenciación del tumor (Haag 1992).
En los tumores mamarios tratados con limoneno la expresión del receptor del factor de crecimiento II de tipo manosa-
6-fosfato-insulina y el factor de crecimiento transformador β1 se aumentan en los tumores regresivos diferenciados es,
pero no en el pequeño número de tumores que no responden al limoneno (Jirtle 1993). Además, los efectos antitumora-
les de monoterpenos dietéticos se consiguen con poca o ninguna toxicidad del huésped (Elson 1994, Crowell 1994, a,
b, Evans 1995). En resumen, una variedad de monoterpenos dietéticos han demostrado ser efectivos en la quimiopre-
vención y quimioterapia del cáncer. Ahora la investigación de monoterpenos progresa hacia ensayos clínicos humanos
para la actividad quimioterapéutica. Los monoterpenos poseen también muchas características de agentes quimiopre-
ventivos ideales, a saber, eficaz actividad antitumoral, disponibilidad comercial, bajo coste, biodisponibilidad oral,
baja toxicidad y nuevos mecanismos de acción diferentes a los de los medicamentos quimioterapéuticas convencio-
nales contra el cáncer, haciendo que sea factible empezar a considerarlos para las pruebas de quimioprevención en el
cáncer humano (Crowell 1996).

Varios estudios se han realizado con el objetivo de identificar la composición química del aceite obtenido de las
hojas de P. lentiscus. Concluyendo que según el área geográfica de origen los diversos aceites están caracterizados
por un monoterpeno inusual, el mirceno está presente en particular en 19-25% en el aceite que viene de España y
Sicilia (Calabro 1974, Boelens 1991) a partir del análisis de los estudios realizados en la literatura; el α-pineno está
presente en el 16% en los que vienen de Francia (Buil 1975); el terpeno-4-ol está presente en el 22% del aceite que
viene de Cerdeña (Castola 2000) y δ-3-careno en el aceite de Egipto 65% (De Pooter 1991). Los miembros presentes
en menor cantidad son unos pocos sesquiterpenos, lo que: D-germacreno (9%) (Boelens 1991), β-cariofileno (3,5-9%)
(Buil 1975, Boelens 1991), δ-cadineno y α-cadinolo (6% de todos) (Buil 1975), el β-bisaboleno, β-burboneno y óxido
de cariofileno (alrededor del 3-4% de todos) (De Pooter 1991). Las concentraciones de los monoterpenos, además,
cambian significativamente si el aceite es obtenido de la fruta. En particular, comparando dos aceites, uno viniendo
de España (Boelens 1991) y uno de Australia (Wyllie 1990), se obtiene, que componente hay más, respectivamente
mirceno (72 y 39%), α-pineno (10 y 28%) y el limoneno (87 y 11%).

Los aceites obtenidos para hidrodestilación por el mastique que viene de España y Grecia en su lugar están ca-
racterizados por un elevado contenido de α-pineno (65-86%) y un bajo contenido de mirceno (3-25%) (Scurbis 1975,
Papageorgiou 1981; Katsiotis 1984; (Boelens 1991).

De interés particular es el trabajo de Magiatis y coll. (1999) quienes, utilizando cromatografía de gas y espectrosco-
pia de masas, identificaron 69 miembros de treoles esenciales de P. lentiscus, variedad chia, obtenidos respectivamente
a partir de las hojas, las ramas y el mastique.

GR 1 003 868 muestra el uso de un producto que deriva de la planta Pistacia lentiscus variedad chia de la familia
Anacardiaceae como un antioxidante, como inductor cicatrizante y como citostático.

WO 03/092712, que es citada como técnica anterior según el artículo 54 (3) EPC, muestra la actividad citostática
o citotóxica del Pistacia lentiscus variedad chia.

Karpozilos A et al., “El tratamiento de cáncer en la antigüedad griega”, European Journal of Cancer, Pergamon
Press, Oxford, GB, volumen 40, nº 14, Septiembre 2004, páginas 2033-2040, que es citado como técnica anterior
según el artículo 54 (3) EPC, que muestra que Archígenes de Apameia, Galeno de Pergamo y Oribasio de Pérgamo
informaron del uso de P. terebinthus en el tratamiento del cáncer.

La presente invención trata del uso de productos naturales de Pistacia o aceites esenciales y/o componentes, natura-
les o sintéticos o mezclas o derivados, y posiblemente otros productos naturales suyos relacionados para la prevención
y el tratamiento del cáncer. En particular la presente invención hace referencia al uso de lo mencionado anteriormente,
bien mediante administración oral o parenteral, también como adyuvante en combinación con otras curas, en régi-
menes preventivos o terapéuticos dirigidos hacia la inhibición del crecimiento celular o a matar células tumorales en
humanos y otras especies animales.

Objetos adicionales y ventajas esperadas de la presente invención se establecerán en parte en la descripción que
sigue, o pueden aprenderse practicando o utilizando la presente invención.

Los objetos y las ventajas pueden ser realizados o conseguidos mediante las características y combinaciones parti-
cularmente citadas en las reivindicaciones anexadas.

Debe entenderse que en la descripción general anterior y la siguiente descripción detallada proveen la base experi-
mental para la invención, son ejemplares y explicativas sólo y no han de verse como restrictivas de la invención tal y
como se reivindica.
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La figura 1 muestra el efecto citotóxico del aceite de Lentiscus de Portugal.

Las figuras 2a, 2b, y 2c muestran el efecto citotóxico de componentes de aceite único.

La figura 3 muestra el efecto citotóxico de DM1C en células MCF-7.

La figura 4 muestra el efecto citotóxico de DM2A1 en células 2008 y LoVo.

La figura 5 muestra el efecto citotóxico de DM3Z en células MCF-7, 2008 y LoVo.

La figura 6 muestra el efecto citotóxico de DMF1 en células MCF-7, 2008 y LoVo.

La figura 7 muestra el efecto citotóxico de DMP en células 2008.

La figura 8 muestra el efecto citotóxico de DMG2 en células LoVo.

La figura 9 muestra el efecto citotóxico de DM3P en células LoVo

La figura 10 muestra el efecto citotóxico de DM72 en células MCF-7, 2008 y LoVo.

La figura 11 muestra el efecto citotóxico de DM2Z en células 2008.

La figura 12 muestra el efecto citotóxico de DM1Z en células 2008 y LoVo.

La figura 13 muestra el efecto citotóxico de DMF3 en células MCF-7, 2008 y LoVo.

La figura 14 muestra el efecto citotóxico de DMV2X en células LoVo.

La figura 15 muestra el efecto citotóxico de DMV5X en células MCF-7, 2008 y LoVo.

La figura 16 muestra el efecto citotóxico de DM4a en células LoVo.

La figura 17 muestra el efecto citotóxico de DM4p en células 2008 y LoVo.

La figura 18 muestra el efecto citotóxico de DM5a en células 2008.

La figura 19 muestra el efecto citotóxico de DM4C en células MCF-7, 2008 y LoVo.

La figura 20 muestra el efecto citotóxico de DMK en células 2008.

La figura 21 muestra el efecto citotóxico de DMF2 en células MCF-7, 2008 y LoVo.

La figura 22 muestra el efecto citotóxico de DM1P en células MCF-7.

La figura 23 muestra el efecto citotóxico de DMG1 en células MCF-7 y 2008.

La figura 24 muestra el efecto citotóxico de DM2C en células LoVo.

La figura 25 muestra el efecto citotóxico de DM3C en células LoVo.

La figura 26 muestra el efecto citotóxico de DM2P en células LoVo.

La figura 27 muestra el efecto citotóxico de DM1S en células MCF-7.

La figura 28 muestra el efecto citotóxico de DMNP en células 2008 y LoVo.

La figura 29 muestra resultados del análisis citofiuorimétrico.

La figura 30 muestra una evaluación de la concentración de nitrito.

La presente invención hace referencia al uso para fabricar un medicamento para tratar o prevenir cáncer en mamí-
feros, incluyendo humanos, que comprende la administración de una cantidad efectiva de un aceite esencial obtenido
de una planta del género Pistacia seleccionada de P. vera y P. integerrima.

La presente invención también hace referencia al uso de acetato de bornilo para fabricar un medicamento para
tratar el adenocarcinoma de colon y ovarios.
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“Productos obtenidos de una planta del género Pistacia” tal y como se usa en la presente especificación y reivindi-
caciones, significa cualquier parte de una planta del género Pistacia, tal como hojas, ramitas, semillas, raíces, frutos,
agallas, bayas, ramas, flores, y cualquier producto natural de una planta del género Pistacia, tales como resinas, pro-
ductos obtenidos de una planta del género Pistacia por cualquier técnica, por ejemplo pero no limitado a la extracción,
el molido, o tratamientos químicos, físicos o físico-químicos.

“Planta del género Pistacia” tal y como se utiliza en la presente especificación y reivindicaciones significa una de
la especia P. vera y P. integerrima. En un ejemplo de realización de la presente invención, la planta del género Pistacia
es de origen europeo y asiático.

En particular la presente invención hace referencia al uso de los aceites esenciales mencionados anteriormente,
mediante administración oral o parenteral, también como adyuvante en combinación con otras curas en regímenes
preventivos y terapéuticos dirigidos hacia la inhibición del crecimiento celular o para matar células tumorales en
humanos y otras especies animales.

Las características y ventajas de la presente invención resultarán aparentes de forma más clara apreciadas a partir de
la siguiente descripción de datos experimentales que indican la actividad antitumoral in vitro de los aceites esenciales
extraídos de varias especies de Pistacia.

Métodos

Recolección de plantas

Las partes aéreas (hojas y ramitas, ramas, frutos, frutos secos, semillas, flores y agallas) de las plantas se reco-
lectaron en diferentes estaciones y a varias horas del día en tres regiones italianas diferentes: Veneto (P. terebinthus);
la Toscana (P. lentiscus); Sicilia (P. vera). Otras muestras se recolectaron fuera de Italia: una de las muestras de P.
lentiscus se recogió en Portugal, mientras que las plantas de P. integerrima se recolectaron en Nepal.

Las partes de planta en la mayoría de los casos se recolectaron y luego se enjuagaron, secaron y congelaron a -21ºC
dentro de las tres horas a partir de su recolección. El material fue entonces hidrodestilado a los pocos meses. El material
vegetal expuesto a la hidrodestilación consistió en hojas, flores, frutos, ramas, agallas y frutos secos de P. terebinthus, P.
lentiscus, P. vera y/o P. integerrima. Las muestras se lavaron y secaron con cuidado y se preservaron a baja temperatura
(-21º) para mantener su composición fitoquímica inalterada hasta el momento de la destilación. Todas las muestras,
antes a de ser expuestas a destilación, fueron picadas para obtener el máximo rendimiento de extracción y hacer
el proceso de difusión de la esencia más fácil (Boelens 1991, De Pooter 1991, Magiatis 1999, Papageorgiu 1981).

Extracción del aceite esencial

El equipo utilizado para la extracción de los aceites esenciales consistió en un contenedor de acero inoxidable (10
l), en el que se añadió 1750 ml de agua destilada, separada del medicamento picado por una rejilla de acero, para
evitar el contacto directo del medicamento con el agua de extracción. La muestra es compactada por otra rejilla para
evitar el manejo del medicamento durante el procedimiento de extracción y al mismo tiempo dejar que el vapor de
agua fluya libremente hacia abajo. Hasta este punto el contenedor de acero está cerrado. La caldera está equipada con
un termómetro, para poder comprobar en todo momento de la destilación la temperatura en la caldera, y también está
conectado a una columna de destilación en acero, que lleva un refrigerante a la extremidad superior, siempre en acero,
con agua corriente refrigerante. El agua en el contenedor de gama a la ebullición desarrolla vapor que yendo más allá
de la rejilla, solapa el medicamento y extrae las esencias contenidas, yendo más allá de la rejilla, el vapor es dirigido
a lo largo de la columna de destilación y condensado en el refrigerante; la mezcla de agua-esencias a este punto es
recogida en un cilindro graduado que contiene algún éter etílico para disolver el aceite esencial extraído por el vapor,
que por su naturaleza liofílica, presenta una mayor afinidad para el solvente. La fase orgánica es entonces tratada con
natrium sulfato anhidro, filtrada y evaporada (Boelens 1991, De Pooter 1991, Magiatis 1999, Papageorgiou 1981).
La destilación normalmente duró hasta cuatro horas con calentamiento constante; el peso inicial medio de la muestra
fue: hojas (450 g), ramas (250 g), bayas (100 g), flores (270 g). El rendimiento para las diversas partes de la planta,
expresada como porcentaje del peso inicial mojado fue: hojas (0,05%), ramas (0,06%), bayas (0,11%), flores (0,08%),
agallas (0,40%).

Determinación de la composición química del aceite

La composición química de los aceites esenciales obtenidos por P. lentiscus, P. terebinthus, P. vera y P. integerrima
fue determinada mediante análisis gascromatográfico acoplado a un especio fotómetro de masa detector (GC/MS)
utilizando un sistema operativo Hewlett-Packard 6890-5973 en modalidad provista El (ionización electrónica con
potencial 70 eV), equipado con columna capilar HP-5 MS (30 m x 0,25 mm), con grosor de la película igual a 0,25
m, fase estacionaria de polidimetil siloxano al 95%. Se operó aplicando un programa de temperatura empezando de
60ºC para los primeros tres minutos subiendo hasta 280º con una velocidad de 3ºC/min. durante 5 minutos; el Injector
se mantuvo a 200ºC. El espectro obtenido se comparó con los espectros de masa de Wiley (Boelens 1991, De Pooter
1991, Magiatis 1999, Papageorgiou 1981).
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Ensayos biológicos

Preparación de muestras: la solución madre de aceites esenciales (9%) se preparó en DMSO (1%) y en medio
de cultivo (90%). Todos los procedimientos se realizaron bajo condiciones estériles. Antes de cada experimento las
soluciones madre se diluyeron con medio de crecimiento y se usaron inmediatamente.

Líneas celulares: la toxicidad se evaluó en tres líneas celulares de adenocarcinoma humano: ovárico (2008), mama
(MCF-7), colon (LoVo).

La línea celular de adenocarcinoma ovárico humano 2008, amablemente suministrado por el profesor G. Marveti
(Departamento de Ciencias Biomédicas, Universidad de Modena) y fue mantenido en RPMI 1640 medio suplementado
con 10% FCS (suero fetal de ternera) inactivado por calor, 1% antibióticos (todos lo productos de Biochrom KG
Seromed, Berlín) y 1% 2 mM glutamina (Merck).

Las líneas celulares de adenocarcinoma de mama humano MCF-7, suministradas por el instituto de Zooprofilaxis
experimental de Lombardía y Emilia (Brescia, Italia), fueron cultivados en MEM con sales de Eagle, más diez 10%
de suero fetal de ternera inactivado por calor, 1% antibióticos y piruvato sódico (todos productos de Biochrom KG
Seromed), 1% 200 mM glutamina (Merck).

La línea celular de adenocarcinoma de colon humano LoVo, amablemente suministrado por el Dr. G. Toffoli,
Centro de Referencia Oncológico, Aviano, Italia. La línea celular fue cultivada en Ham’s F12 con la adición de 10%
de suero fetal de ternera inactivado por calor, 1% glutamina 200 mM (Merk), y 1% piruvato sódico (Seromed Biochrom
KG, Berlín).

Citotoxicidad: las células (1x105 células/ml) fueron sembradas en placas de tejido de 96 pocillos (Falcon) y tratadas
24 horas después con cada aceite esencial a diferentes concentraciones. Después de tres horas de exposición, el medio
fue descartado, las placas fueron lavadas con PBS estéril y luego añadidas con medio de crecimiento.

El efecto citotóxico fue evaluado mediante sales de tetrazolio ensayo de reducción (MTT) después de 21 horas de
incubación. Una cantidad de 20 µL de solución MTT (5 mg/ mL en PBS) se añadió a cada pocillo, y placas fueron
incubadas durante 4 horas a 37ºC. Se añadió DMSO (150 µL) a todos los pocillos y se mezcló concienzudamente para
disolver los cristales azul oscuro. La absorbancia se midió en un lector de placa de microcultivo (Titertek Multiscan)
utilizando una longitud de onda de ensayo de 570 nm y una longitud de onda de referencia de 630 nm.

Análisis estadístico: el IC50 se determinó mediante análisis de regresión lineal, después de transformación logit
(Rodbard 1975) y la curva de respuesta-dosis más adecuada fue elaborada por Software “GraphPad Prism Version
3.0”. Para cada ensayo los experimentos se realizaron por triplicado y cada aceite esencial fue probado por triplicado
en tres líneas celulares diferentes.

Ensayo nitrito: la concentración de nitrito en el medio de cultivo se midió como un indicador de producción de
óxido nítrico utilizando reacción Griess. Cien microlitros de cada sobrenadante se mezclaron con el mismo volumen
de reactivo Griess A (1% sulfanilamida en 5% de ácido fosfórico) y después de diez minutos, se añadió 100 ml de
reactivo Griess B (0,1% diclorhidrato de naftiletilendiamina en agua). Después de 15 minutos la absorbancia de la
mezcla se determinó en 543 nm.

Citofluorimetría: las células se recogieron y enjuagaron dos veces con PBS frío y luego se resuspendieron en
tampón de unión 1X a una concentración de 1 x 106 células/ml. Transferencia de 100 µl de la solución (1 x 105
células) a un tubo de cultivo de 5 ml. 5 µl de Annexin V-FITC y 5 µl de PI fueron añadidos. Las células son agitadas
suavemente en un vórtex e incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente (25ºC) en la oscuridad. 400 µl de
tampón de unión 1X fueron entonces añadidos a cada tubo y muestras analizadas por citometría de flujo al cabo de una
hora. Annexin V es una proteína de unión de fosfolípidos dependiente 35-36 kDa Ca2+ que tiene una elevada afinidad
para el PS, y se enlaza con células con PS expuesto. Anexin V puede ser conjugado a fluorocromos tales como Yoduro
de Propidio (PI). Este formato retiene su elevada afinidad para el PS y de este modo sirve como una sonda sensible
para el análisis de flujo citométrico de células que están experimentando apoptosis. Puesto que la externalización del
PS ocurre en las fases tempranas de apoptosis, la coloración Annexin V-FITC puede identificar la apoptosis en una
fase más temprana que los ensayos basados en cambios nucleares tales como fragmentación de ADN. La coloración
Annexin V-FITC precede la pérdida de integridad de membrana que acompaña a las últimas etapas de la muerte celular
que resulta de los procesos apoptóticos o necróticos. Por lo tanto, la coloración con Annexin V-FITC es utilizada
típicamente junto con un colorante vital tal como Yoduro de Propidio para permitir al investigador identificar células
apoptóticas tempranamente (Annexin V-FITC positivo, PI negativo). Por ejemplo, células que son viables son Annexin
V-FITC y PI negativo; células que están en apoptosis temprana son Annexin V-FITC positivo y PI negativo; y células
que están en apoptosis tardía o ya muertas son tanto Annexin V-FITC como PI positivo. Este ensayo no distingue per
se entre células que ya han sufrido muerte apoptótica y las que han muerto como resultado de una vía necrótica porque
en cada caso, las células muertas colorearán tanto con Annexin FITC como con PI. Sin embargo, cuando la apoptosis
es medida con el tiempo, las células pueden a menudo ser rastreadas de Annexin V-FITC y PI negativo (viable, o
apoptosis no medible), a Annexin V-FITC positivo y PI negativo (apoptosis temprana, la integridad de membrana está
presente) y finalmente a Annexin V-FITC y PI positivo (apoptosis de etapa final y muerte). El movimiento de células
a través de estas tres etapas sugiere la apoptosis. En contraste, una única observación indicando que las células son
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tanto Annexin V-FITC como PI positivas por sí misma revela menos información acerca del proceso mediante el cual
las células sufrieron la muerte.

Reactivos

1. Annexin V-FITC

2. Yoduro de Propidio

3. 10X Annexin V tampón de unión

Coloración

1. Lavar las células dos veces con PBS frío y luego resuspender las células en tampón de unión 1X a una
concentración de 1 x 106 células/ml.

2. Transferir 100 µl de la solución (1 x 105 células) a un tubo de cultivo de 5 ml.

3. Añadir 5 µl de Annexin V-FITC y 5 µl de PI.

4. Mezclar suavemente las células e incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente (25ºC) en la oscuri-
dad.

5. Añadir 400 µl de tampón de unión 1X a cada tubo. Analizar mediante citometría de flujo al cabo de una
hora.

Los resultados se muestran en la tabla 1a, Tabla 1b y Tabla 1c.

Los resultados mostrados en la tabla 1a y tabla 1b no hacen referencia a la invención reivindicada.

(Tabla pasa a página siguiente)
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TABLA 1a

Composición P. Lentiscus
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TABLA 1c

Composición de P. Vera (DM1S) y P. Intergerrima (DMNP)
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Resultados de los test biológicos

A continuación hay algunos ejemplos de resultados obtenidos evaluando la citotoxicidad de diversos aceites esen-
ciales contra las líneas celulares tumorales seleccionadas (MCF-7, LoVo y 2008) y mostraron que el aceite de las hojas
del P. lentiscus portugués (véase tabla 1 a para la composición) fue activo para inducir un efecto citotóxico (Figura 1)
con IC50 de 248 (242,3-255,7) µg/ml en células MCF-7, 181,5 (166,5-197,7) µg/ml en células 2008 y 181,4 (163,7-
201,3) µg/ml en células LoVo. El efecto citotóxico también fue ensayado utilizando algunos de los componentes úni-
cos del aceite y el único componente testado activo, en nuestras condiciones experimentales, fue acetato de bornilo
(figura 2), pero cuando este compuesto se utilizó a la concentración equivalente del aceite, resultó inactivo (figura 2).
Entre los componentes únicos testados, el limoneno, que ha sido informado en la literatura como que tiene efectos
antitumorales, no demostró ser activo en nuestras condiciones experimentales.

Otros resultados mostraron que los aceites esenciales de Pistacia fueron capaces de reducir el crecimiento celular.
En particular, DM1C (aceite extraído de una muestra de hojas de P. lentiscus) resultó activo para inducir la citotoxi-
cidad en líneas celulares MCF-7 con IC50 de 239,8 (137,5-418,3) µg/ml (figura 3). DM2A1 (aceite extraído de una
muestra de hojas de P. lentiscus) resultó activo para inducir la citotoxicidad tanto en líneas celulares 2008 como LoVo
con IC50 de 220,4 (107,0-454,2) µg/ml y 398,8 (368,3-431,8) µg/ml, respectivamente (Fig. 4) DM3Z (aceite extraído
de una muestra de hojas de P. lentiscus) resultó activo para inducir la citotoxicidad tanto en líneas celulares MCF-
7, 2008 y LoVo con IC50 de 707,5 (613,1-816,4) µg/ml, 412,1 (330,4-514,0) µg/ml y 460,2 (350,1-604,7) µg/ml, res-
pectivamente (Fig. 5). DMF1 (aceite extraído de una muestra de hojas de P. lentiscus) resultó activo para inducir la
citotoxicidad tanto en líneas celulares MCF-7, 2008 y LoVo con IC50 de 499,4 (447,9-556,9) µg/ml, 667,2 (494,3-
900,7) µg/ml y 452,0 (403,1-506,9) µg/ml, respectivamente (Fig. 6). DMP (aceite extraído de de una muestra de bayas
de P. lentiscus) resultó activo para inducir la citotoxicidad en líneas celulares 2008 con IC50 de 519,4 (439,3-614,1)
µg/ml (Fig 7). DMG2 (aceite extraído de una muestra de bayas de P. lentiscus) resultó activo para inducir la citotoxi-
cidad en líneas celulares LoVo con IC50 de 407,5 (371,3-447,1) µg/ml (Fig 8). DM3P (aceite extraído de una muestra
de bayas de P. lentiscus) resultó activo para inducir la citotoxicidad en líneas celulares LoVo con IC50 de 539,3 (475,0-
621,3) µg/ml (Fig. 9). DM72 (aceite extraído de una muestra de ramas de P. lentiscus) resultó activo para inducir la
citotoxicidad en líneas celulares MCF-7, 2008 y LoVo con IC50 de 356,1 (295,1-429,7) µg/ml, 388,0 (334,6-450,0)
µg/ml y 369,1 (334,1-407,7) µg/ml, respectivamente (Fig. 10). DM2Z (aceite extraído de una muestra de ramas de P.
lentiscus) resultó activo para inducir la citotoxicidad en líneas celulares 2008 con IC50 de 375,7 (201,1-702,0) µg/ml
(Fig. 11).

DM1Z (aceite extraído de una muestra de hojas de P. terebinthus) resultó activo para inducir la citotoxicidad tanto
en líneas celulares 2008 como LoVo con IC50 de 411,7 (336,4-462,5) µg/ml y 439,9 (311,5-621,2) µg/ml, respecti-
vamente (Fig. 12). DMF3 (aceite extraído de una muestra de hojas de P. terebinthus) resultó activo para inducir la
citotoxicidad en líneas celulares MCF-7, 2008 y LoVo con IC50 de 501,2 (429,6-584,7) µg/ml, 464,1 (384,0-560,9)
µg/ml y 464,4 (421,9-511,3) µg/ml, respectivamente (Fig. 13). DMV2X (aceite extraído de una muestra de hojas de
P. terebinthus) resultó activo para inducir la citotoxicidad en líneas celulares LoVo con IC50 de 427,6 (411,7-444,2)
µg/ml (Fig. 14). DMV5X (aceite extraído de una muestra de hojas de P. terebinthus) resultó activo para inducir la
citotoxicidad en líneas celulares MCF-7, 2008 y LoVo con IC50 de 392,0 (357,1-430,4) µg/ml, 325,0 (238,9-442,1)
µg/ml y 410,1 (383,4-438,6) µg/ml, respectivamente (Fig. 15). DM4a (aceite extraído de una muestra de hojas de P.
terebinthus) resultó activo para inducir la citotoxicidad en líneas celulares LoVo con IC50 de 406,7 (367,2-450,4) µg/ml
(Fig. 16). DM4p (aceite extraído de una muestra de hojas de P. terebinthus) resultó activo para inducir la citotoxicidad
tanto en líneas celulares 2008 como LoVo con IC50 de 398,0 (367,0-431,5) µg/ml y 400,4 (270,0-593,6) µg/ml, res-
pectivamente (Fig. 17). DM5a (aceite extraído de una muestra de hojas de P. terebinthus) resultó activo para inducir la
citotoxicidad en líneas celulares 2008 con IC50 de 371,5 (292,0-472,8) µg/ml (Fig. 18). DM4C (aceite extraído de una
muestra de hojas de P. terebinthus) resultó activo para inducir la citotoxicidad en líneas celulares MCF-7, 2008 y LoVo
con IC50 de 572,6 (424,8-771,8) µg/ml, 509,2 (428,9-604,4) µg/ml y 394,2 (275,7-563,7) µg/ml, respectivamente (Fig.
19). DMK (aceite extraído de una muestra de bayas de P. terebinthus) resultó activo para inducir la citotoxicidad en
líneas celulares 2008 con IC50 de 557,8 (487,8-637,8) µg/ml (Fig. 20). DMF2 (aceite extraído de una muestra de bayas
de P. terebinthus) resultó activo para inducir la citotoxicidad en líneas celulares MCF-7, 2008 y LoVo con IC50 de
512,9 (323,6-812,9) µg/ml, 453,2 (403,7-508,7) µg/ml y 411,8 (276,4-613,6) µg/ml, respectivamente (Fig. 21). DM1P
(aceite extraído de una muestra de agallas de P. terebinthus) resultó activo para inducir la citotoxicidad en líneas ce-
lulares MCF-7 con IC50 de 254,9 (243,3-267,1) µg/ml (Fig. 22). DMG1 (aceite extraído de una muestra de agallas de
P. terebinthus) resultó activo para inducir la citotoxicidad en líneas celulares MCF-7 y 2008 con IC50 de 503,3 (470,9-
537,9) µg/ml y 591,9 (509,2-688,0) µg/ml, respectivamente (Fig. 23). DM2C (aceite extraído de una muestra de flo-
res de P. terebinthus) resultó activo para inducir la citotoxicidad en líneas celulares LoVo con IC50 de 441,0 (404,4-
481,0) µg/ml (Fig. 24). DM3C (aceite extraído de una muestra de flores de P. terebinthus) resultó activo para inducir
la citotoxicidad en líneas celulares LoVo con IC50 de 345,2 (297,8-400,1) µg/ml (Fig. 25). DM2P (aceite extraído de
una muestra de ramas de P. terebinthus) resultó activo para inducir la citotoxicidad en líneas celulares LoVo con IC50
de 405,6 (355,5-462,7) µg/ml (Fig. 26).

DM1S (aceite extraído de una muestra de frutos secos de P. vera) resultó activo para inducir la citotoxicidad en
líneas celulares MCF-7 con IC50 de 280,8 (252,4-312,3) µg/ml (Fig. 27).

DMNP (aceite extraído de una muestra de agallas de P. integerrima) resultó activo para inducir la citotoxicidad
tanto en líneas celulares 2008 como LoVo con IC50 de 359,0 (328,1-392,9) µg/ml y 444,7 (418,3-472,8) µg/ml, res-
pectivamente (Fig. 28).
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Sólo DM1S y DMNP son aceites utilizados en la invención reivindicada.

Las actividades de DM2A1, DM1Z, DM3Z, así como la del aceite de Portugal también fueron testadas con dos
ensayos citofluorimétricos para analizar la naturaleza de la muerte celular (Annexin V más Yoduro de Propidio; pro-
ducción NO), que resultaron mayoritariamente en muerte apoptótica para todos los aceites.

Los ensayos citofluométricos indicaron un efecto citotóxico con los mismos aceites fig. 29-30.

Los resultados obtenidos evaluando la concentración de nitrito en el medio de cultivo de células 2008 tratado para
1,5 y 3 h con DM2A1, DM1Z y DM3Z indicaron la activación de mecanismos apoptóticos. Debería señalarse que
estos resultados estuvieron de acuerdo también con los estudios citotóxicos, de hecho aumentando el NO detectado en
medio, aumentando el efecto citotóxico: DM2A1 fue el aceite más citotóxico en células 2008 y fue capaz de inducir
la mayor producción de NO.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un aceite esencial obtenido de una planta del género Pistacia seleccionada de P. vera y P. integerrima
para fabricar un medicamento para tratar o prevenir el cáncer en mamíferos, incluyendo a los humanos, mediante la
administración de una cantidad efectiva.

2. Uso de la reivindicación 1, en el que las plantas del género Pistacia seleccionadas de P. vera y P. integerrima
son de origen europeo y asiático.

3. Uso de la reivindicación 1, en el que el aceite esencial es un aceite esencial obtenido a partir de semillas de P.
vera de origen italiano.

4. Uso de la reivindicación 3, en el que el aceite esencial es un aceite esencial obtenido a partir de semillas de P.
vera de Sicilia.

5. Método de la reivindicación 1 en el que el aceite esencial es un aceite esencial de las agallas de P. integerrima
de origen asiático.

6. Método de la reivindicación 5 en el que el aceite esencial es un aceite esencial obtenido a partir de las agallas de
P. integerrima de Nepal.

7. Uso de la reivindicación 1 en el que el cáncer es adenocarcinoma de mama y el aceite esencial es seleccionado
del grupo consistente en aceites esenciales obtenidos de los frutos secos de P. vera de Italia.

8. Uso de la reivindicación 1 en el que el cáncer es adenocarcinoma ovárico y el aceite esencial es un aceite esencial
obtenido a partir de las agallas de P. integerrima de Nepal.

9. Uso de la reivindicación 1 en el que el cáncer es adenocarcinoma de colon y el aceite esencial es obtenido a
partir de agallas de P. integerrima de Nepal.

10. Uso de (-)-acetato de bornilo para fabricar un medicamento para tratar o prevenir un cáncer seleccionado del
grupo consistente en adenocarcinoma de colon y adenocarcinoma ovárico.
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