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RESUMEN

Introduccion: El carcinoma oral de células escamosas es el tipo mas coman de
cancer oral. Existen quimioterapicos disponibles para el tratamiento, sin embargo,
las células tumorales adquieren resistencia farmacoldgica. Por tanto, es necesario
desarrollar nuevos tratamientos. En este contexto, nace la posibilidad de utilizar
aceites esenciales, que han mostrado efectos citotoxicos. Estos son volatiles e
inestables, por esto requieren de un vehiculo que permita su encapsulamiento y
posterior liberacion. Uno de los vehiculos que han sido estudiados son los
denominados hidrogeles. Los hidrogeles presenta la ventaja de tener la capacidad
de realizar una liberacién controlada del aceite esencial, reduciendo el riesgo de
concentraciones potencialmente toxicas que generen un efecto citotdxico

inespecifico afectando incluso a células que no son el blanco terapéutico.

Materiales y métodos: Se elaboraron hidrogeles con gelatina de piel bovina 4%
m/v. Se afiadi6 TWEENS8O® 0,005% v/v y aceite esencial de Origanum vulgare
(AEO) en la concentracion deseada. Se elaboraron hidrogeles con 0% v/v de AEO
y 0,5% v/v de AEO. Estos hidrogeles fueron deshidratados y cortados en discos de
0,6 mm de didmetro. Ensayos celulares se efectuaron en cultivos planos de CAL-
27. Se evalud el efecto citotdéxico de los hidrogeles con AEO mediante tincion de
cristal violeta 0,5%, midiendo la absorbancia a 590 nm. Las caracteristicas
estructurales del hidrogel se evaluaron a través de microscopia electronica de

barrido (SEM) y su transparencia a través de espectrofotometria (UV-VIS).

Resultados: Los hidrogeles generaron una liberacion controlada del AEO, cada
disco 0,5% v/v de AEO libero al medio 9,22 ppm de AEO. De esta manera, el
encapsulamiento del aceite en el hidrogel se consider6 efectivo, lo que se condice
con lo observado por SEM y la transparencia del hidrogel. Sobre lineas celulares
los hidrogeles evidenciaron efecto citotoxico en CAL-27, disminuyendo de la
viabilidad celular, el hidrogel 0% v/v de AEO disminuyo la viabilidad a un promedio
de 83,5% * 14,3% vs el control y el hidrogel 0,5% v/v de AEO disminuyo la viabilidad

celular a un promedio del 4,3% + 5,3% vs el control.
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Conclusion: La incorporacion del AEO en el hidrogel mantuvo sus efectos
citotoxicos y ademas permitié una liberacién controlada en el medio evaluado. Esto
nos permite plantear que los hidrogeles generados son un método efectivo y eficaz

para el transporte de AEO.



Il. INTRODUCCION

1. Epidemiologia del cancer

El cancer es una enfermedad no transmisible potencialmente mortal, la cual ocurre
por una alteracion genética, especificamente en los genes que codifican la forma,
funcionalidad y proceso replicativo de las células. ElI cancer puede iniciar en
cualquier célula del cuerpo, sumado a esto existe el potencial invasivo de estas

células a otros tejidos, estableciéndose asi una metastasis (Hausman, 2019).

Estudios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) proyectan un aumento
sostenido en el tiempo de la prevalencia y mortalidad por enfermedades no
transmisibles como lo es el cancer y una disminucion continua de las enfermedades
transmisibles, siendo asi esperable al afio 2040, 30.2 millones de habitantes tengan
diagnaostico de cancer, lo cual se estima represente cerca del 70% de las muertes a

nivel mundial (International Agency for Research on Cancer, 2023).

En Chile la informacién mas actualizada que se dispone corresponde al afio 2016
en el cual los diversos tipos de cancer cobraron la vida de 25.128 chilenos,
representando un 23.6% de la mortalidad total anual, siendo de este modo la
segunda causa de muerte mas prevalente en Chile segun indica el Departamento
de Estadistica e Informacién de Salud (DEIS) del Ministerio de Salud (MINSAL)
(Anuario de defunciones DEIS, 2021). Ademas, el cancer es el primer responsable
de Afos de Vida Saludable Perdidos (AVISA) en la poblacién Chilena segun sefiala
el MINSAL (Ministerio de Salud, 2016).

En Chile los canceres mas frecuentes tanto desde el punto de vista de la mortalidad
como de la carga de enfermedad son el cancer de estbmago, pulmoén, vesicula y
vias biliares, colon, mama, préstata y cervicouterino, respectivamente. Con
excepcion del cancer de pulmén, Chile tiene mayor carga de enfermedad en todos
los canceres en comparacion con la carga a nivel mundial (Estrategia Nacional de
Céancer, 2016).
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Es sabido que el cancer estd ampliamente asociado a los determinantes sociales
de la salud, entre ellos podemos destacar el nivel educacional, condiciones
laborales, calidad de los recursos basicos como agua, servicios sanitarios, factores
de riesgo como mal nutricién, estilos de vida no saludables; destacan también
condiciones estructurales como lo son las politicas publicas, socioeconémicas,
culturales y medioambientales. En suma a todo lo anterior es que se evidencia que
existe multiples inequidades que van a determinar la distribucién del cancer en la
sociedad (Coughlin, 2019; Coughlin, 2020). Se considera que cerca de un 40% de
los canceres estan relacionados con estilos de vida no saludables y factores de
riesgo modificables como lo son el consumo y exposicién al cigarrillo, consumo de
alcohol, exposicion a sustancias toxicas y carcinogénicas y la obesidad (Rock, 2020;

Rumgay, 2021; Li, 2022) disminuyendo asi los pacientes sus AVISA.

El cancer oral es la lesidbn maligna mas prevalente a nivel mundial en el territorio
maxilofacial (Montero y Patel, 2015), el cual se puede presentar en la zona
anatémica comprendida entre la base de craneo hacia caudal y las claviculas hacia
cefélico, pudiendo comprometer la cavidad nasal, senos paranasales, labios,
cavidad oral, faringe, glandulas salivales y laringe (Syrjanen y cols., 2019). Es un
serio problema de salud publica dado el impacto y las consecuencias que este
causa en la vida tanto de los afectados como de sus familiares (Gupta y Kumar,
2016). El diagndstico de cancer oral a nivel mundial representa el 2% de los nuevos
diagnésticos de cancer y se considera como la decimoquinta causa mas comun de
muerte a nivel mundial, existe una tasa de mayor incidencia en el sexo masculino al
compararlo con el sexo femenino, con un 2,7 y 1,2 respectivamente (Global Cancer
Observatory, 2021).

La neoplasia maligna mas frecuente de la cavidad oral es el carcinoma oral de
células escamosas (COCE), el cual deriva del epitelio escamoso estratificado de la
mucosa oral, con una prevalencia de 95%, correspondiendo a 9 de cada 10
neoplasias malignas orales (Riera y Martinez, 2005; Warnakulasuriya, 2009); los
pacientes diagnosticados con cancer de células escamosas oral (CCEO) tienen una

supervivencia global a los dos afios de un 48,3% y a los cinco afios de un 33,9%
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segun se muestra en la estimacion de Kaplan-Meier de la Figura 1 (Maraboli-

Contreras y cols. 2018).

Estimacion Kaplan-Meier

Funcion de sobrevida

Mujer
O Hombre

0 50 100 150

Tiempo (meses)

Figura 1. Probabilidad de sobrevida en pacientes diagnosticados con carcinoma oral de
células escamosas entre los afios 2000-2012, segln sexo. Extraido de “Sobrevida de carcinoma
oral de células escamosas: reporte de la Universidad de Chile” (Maraboli-Contreras y cols. 2018).

Un estudio chileno determiné las localizaciones mas frecuentes de céncer oral,
siendo el sitio mas frecuentemente diagnosticado la lengua, seguido de la glandula
parétida y en tercer lugar el piso de boca, sin tener una diferencia significativa al

hacer el andlisis diferenciado por sexo (Candiay cols., 2018).

Clinicamente el CCEO es variado, presentdndose como cambios de coloracién en
la mucosa, que se ven como manchas blancas o leucoplasias, también de color
rojizas o eritroplasias, sumado a cambios de textura y elasticidad de la mucosa oral,
gue pueden manifestarse como lesiones de tipo induradas, ulceras que no remiten
en mas de 14 dias, lesiones de tipo nodulares, perdida de sensibilidad y perdida

dentaria, como se muestra en la Figura 2 (Araya,2018).



Figura 2. Fotografias clinicas de carcinoma de células escamosas oral. A) Carcinoma escamoso
de crecimiento endofitico en borde de lengua. B) Carcinoma escamoso en borde de lengua en
relacion a leucoplasia. Extraido de “Diagndstico precoz y prevencion en cancer de cavidad oral”
(Araya, 2018).

En Chile, el Programa Nacional del Cancer no cuenta con un programa especifico
para el cancer oral y tampoco es parte de las Garantias Explicitas en Salud (GES)
del MINSAL, lo que reduce las posibilidades de acceso al diagndstico y tratamiento

oportuno en la gran mayoria de los pacientes (Candia y cols., 2018).

2. Tratamiento del Cancer Oral

Para el tratamiento del cancer oral existen diversas opciones como son la cirugia,
la radioterapia, la inmunoterapia y la quimioterapia, segun sea el caso de cada

paciente se pueden realizar multiples combinaciones de estas.

Para el CCEO el farmaco de primera eleccibn es el cisplatino (cis-
diaminodicloroplatino, CIS) el cual es un derivado del platino que fue aprobado en
1978 por la FDA para el tratamiento del cancer (Dasari y Tchounwou, 2014). Desde
entonces, se utiliza como quimioterapéutico para varios tipos tumorales, entre los
gue destaca el CCEO. Se ha planteado que su mecanismo de accion se divide en
dos etapas. En la primera, CIS entra a la célula y se activa al ser hidrolizado. En la
segunda, el producto hidrolizado que es un potente electrofilo, es capaz de
reaccionar con cualquier nucledfilo, incluidos los grupos sulfidrilos disponibles en
proteinas y atomos donadores de nitrégeno en acidos nucleicos, por lo que
cisplatino tiene alta afinidad por el ADN. Principalmente se une al nitrdgeno de la
posicion 7 (N7) en las bases puricas, provocando el colapso del ADN en las células
cancerosas, bloqueando la divisién celular y dando como resultado la muerte celular
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por apoptosis (Browning y cols., 2017). Ademas, en el citoplasma, es capaz de
interactuar con el ADN mitocondrial y multiples proteinas, lo que estimula estrés

oxidativo y reticular (Dasari y Tchounwou, 2014; Obrist y cols., 2018).

El cisplatino tiene poca selectividad por las células tumorales, por lo que es capaz
de causar citotoxicidad en células normales, es por esto que puede inducir diversos
efectos secundarios como por ejemplo el cansancio, caida del cabello, mayor
susceptibilidad a infecciones, nduseas y vomitos, multiples afecciones a nivel oral
como Ulceras y disfagia, cambios en el apetito, estrefiimiento, cambios en el estado
animico, afectarse el deseo y funcion sexual, problemas de fertilidad,
hepatotoxicidad y nefrotoxicidad (Oun y cols., 2018). En consecuencia se afecta
tanto el aspecto psicoemocional, fisiolégico y fisico de los pacientes sometidos a
estos, a pesar de lo anterior por largos afios se ha demostrado la efectividad

terapéutica de estos tratamientos.

En casos de pacientes sometidos a cirugia es necesaria la posterior rehabilitacion
multidisciplinaria, dado el gran compromiso de tejidos que producen este tipo de
cirugias, con respecto a los pacientes que son sometidos a radioterapia en el
territorio maxilofacial al largo plazo existen efectos adversos como lo son la
osteoradionecrosis de los huesos maxilares y el compromiso de las glandulas
salivales, estableciéndose la hiposialia, mientras que en el caso de la quimioterapia,
son multiples los farmacos y blancos terapéuticos que son susceptibles de ser
utilizados, destacandose el uso de agentes alquilantes, nitrosoureas,
antimetabolitos, antraciclinas, inhibidores de la topoisomerasa, inhibidores de la
mitosis, corticoesteroides, inmunomoduladores y terapias hormonales

(Chronopoulos y cols., 2018; American Cancer Society, 2021).

Sefialados los puntos anteriores y teniendo en claro las multiples reacciones
adversas y complicaciones que existen sobre los farmacos y tratamientos actuales,
sumado a la resistencia que existe ante el cisplatino (Ghosh, 2019), es que surge la
necesidad de generar nuevos tratamientos, es en la busqueda de nuevas opciones

terapéuticas es que surge como opcion el uso de aceites esenciales, los cuales son
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productos naturales y han demostrado en el tiempo excelentes resultados (Chang y
cols., 2017; Tubtimsri y cols., 2018).

3. Aceites Esenciales

Los aceites esenciales son definidos por la séptima edicion de la Farmacopea
Europea como “productos odorantes, que tienen una composicién compleja, y se
obtienen a partir de extracto vegetal crudo, ya sea extraido por vapor de agua,
destilacion en seco o un método mecanico adecuado sin calentar. Generalmente,
se utiliza un método fisico para la separacion del aceite esencial de la fase acuosa”
(Asbahani y cols., 2015).

La aplicaciéon en la odontologia de los aceites esenciales es extensa y desde
muchos siglos atras. Existe un producto que se utiliza ampliamente en la practica
clinica diaria conocido como Eugenol, cuya composicién en gran parte es aceite
esencial de Syzygium aromaticum o mas conocido como clavo de olor, asi también
en casa los utilizamos frecuentemente en colutorios, jabones, productos cosméticos

entre muchos otros (Gonzalez-Escobar, 2002).

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios de las plantas, que poseen
funciones desde la reproduccion hasta la defensa frente a factores estresores tanto
abidticos como bidticos, constituyendo asi parte importante de su sistema
inmunoldgico. Las singularidades del aceite esencial producido por cada planta
dependeran de las caracteristicas geograficas, climaticas, hidricas, estacionales e
incluso la susceptibilidad de ser depredadas, en tanto, se puede inferir que el aceite
esencial producido por una misma especie de planta en una region tendra
caracteristicas distintas al aceite producido por su homologa de otra region (Llorens-
Molina,2021). Ademas de ello, no existen protocolos definidos para el tiempo de
extraccion del aceite, ya que este dependera del objetivo de cada estudio a realizar,
obteniendo asi distintas cantidades y cualidades del aceite esencial extraido
(Bozovi¢ y cols., 2017; Olayemi, 2017). Diversas son las acciones que poseen los
aceites esenciales, destacando actividad antibacteriana, antiviral, antifingica,

antiparasitaria, insecticida, anticancerigena, antioxidantes y muchas otras
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caracteristicas que le permiten su aplicacion en la industria en general (Bayala y
cols., 2014).

Dentro de la composicién de los aceites esenciales se encuentran distintos
hidrocarburos, por lo general mas de 20 tipos distintos, dentro de estos destacan
los terpenos, tales como monoterpenos y sesquiterpenos. En su composicion
encontraremos otros elementos como alcoholes, fenoles, aldehidos, cetonas y
esteres que se conocen como terpenoides. La composicion de cada aceite
determinara las caracteristicas fisicas y propiedades biolégicas que este posea
(Moghaddam y Mehdizadeh, 2017). Respecto a su composicion quimica, tanto los
terpenos como terpenoides se conforman por una unidad molecular llamada
isopreno (Figura 3), siendo el numero de unidades y la adicion de grupos
funcionales los que determinan el nombre de los compuestos. Dentro de los
monoterpenos (2 unidades de isopreno) mas frecuentes encontramos a limoneno,
cimeno, pineno, camfeno, entre otros, mientras que los sesquiterpenos (3 unidades
de isopreno) son aromadendreno, isaboleno, cedreno y zingibereno. Los
terpenoides mas destacados por su actividad biol6gica son aquellos pertenecientes
al grupo de los fenoles, como eugenol, timol y carvacrol (Figura 4) (Moghaddam y
Mehdizadeh, 2017).

CH,

N

C ===CH

/

CH, CH,
Figura 3. Unidad de isopreno
OH

(0] OH

N

CH,4

OH

/

A) B) C)
Figura 4. Terpenoides del grupo fenol. A) Eugenol; B) Timol; C) Carvacrol.
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4. Aceites Esenciales y Cancer

Expuesto lo anterior, surge la duda de que efecto tienen estos aceites sobre lineas
celulares de cancer oral. Un estudio Chileno demostré que el Kaempferol genera
induccidon a la apoptosis en canceres de cabeza y cuello, este compuesto es
encontrado en multiples plantas y alimentos (Catalan y cols., 2020), otro estudio
utilizé aceite esencial de Cinnamomun cassia, el cual es un arbol de la misma familia
gue el Canelo encontrado en Chile, se constat6 arresto del ciclo celular y apoptosis
de las células de carcinoma escamoso humano al ser expuestas a este aceite
esencial (Chang y cols., 2017), en concomitancia a lo anterior, otro estudio utilizo
una nano emulsion de aceite esencial de menta verde (Mentha spicata), el cual
demostré efecto citotdéxico sobre lineas celulares de carcinoma oral (Tubtimsri y
cols., 2018).

Multiples estudios han buscado determinar las vias por la cuales se logra el efecto
citotoxico y de inhibicion proliferativa. Autores reportan que existe sefializacion por
interferones, biosintesis de n-glicano, sefializacion extracelular regulada por ERK5
y activacion de las caspasas dependiente de ROS, siendo estas las vias mas
destacadas. Lo anterior resulta en una acumulacién de compuestos lip6filicos en las
membranas celulares de las células cancerigenas, lo cual produce un aumento de
la permeabilidad de estas, asi es como ocurre la fuga de mdltiples enzimas y
metabolitos propios de la célula en cuestién, sumado al efecto transcripcional que
estos producen en los genes involucrados en el ciclo celular (Jo y cols., 2012; Sertel
y cols., 2011).

Estudios con Timol el cual quimicamente corresponde a un fenol alcohélico, han
buscado demostrar cuales son las vias por la cual este genera un efecto
antineoplasico, destacando asi la inhibicion del crecimiento celular, induccion a la
apoptosis, produccién de especies reactiva de oxigeno, despolarizacion de la
membrana mitocondrial, activacion de la proteina BAX, interaccion de ADP ribosa
polimerasa, disminucién de proteina BCL-2 e incremento de células en fase Sub0

G1 como marcador de apoptosis (Islam y cols., 2019).
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Es fundamental determinar las concentraciones de aceite esencial efectivas para
lograr el efecto inhibitorio o citotéxico deseado de los diversos aceites que se
deseen utilizar, ya que concentraciones subtoxicas celulares estimulan y
promueven el crecimiento celular, por el contrario, concentraciones muy elevadas
generan un efecto tdéxico masivo, afectando incluso células normales, las cuales no
son el blanco terapéutico, por lo cual es de suma importancia determinar la ventana
terapéutica. Sumado a lo anterior se ha determinado que el efecto citotoxico ademas
de ser dosis dependiente también es tiempo dependiente, por lo cual tenemos dos
variables claves para lograr el éxito terapéutico (Cha y Kim, 2012; Sertel y cols.,
2011).

5. Biopolimeros y Aceites Esenciales

Uno de los aspectos a considerar para proponer a los aceites esenciales como una
posible alternativa terapéutica, es su baja estabilidad en el tiempo. Ademas, son
volatiles y altamente liposolubles, lo que dificulta la eleccion de un medio de entrega
adecuado de estos preparados.

En la literatura encontramos mdltiples formas de administracion de los aceites
esenciales, donde se destaca la aplicacidon topica, la ingesta en infusiones, la
inhalacion, la difusién de discos, la inclusién en nano particulas, el uso de geles,
entre otros (Bialon y cols., 2019; Farrar y Farrar, 2020; Zhong y cols., 2019; Boruga
y cols.,2014; Saporito y cols., 2017; Matulyte y cols., 2021).

Por ello es fundamental utilizar un vehiculo que logre mantener la estabilidad en el
tiempo de los aceites esenciales, en esta busqueda es que surge la opciéon de
utilizar biopolimeros los cuales son biomoléculas naturales que son sintetizadas por
multiples organismos como microbios, plantas y animales, teniendo por ello un alto
grado de biocompatibilidad. Dentro de los biopolimeros mas conocidos
encontramos la celulosa, el alginato, el acido hialuronico, el colageno, y el

guitosano, entre otros (Sahana y Rekha, 2018).

Los hidrogeles corresponden a la mezcla de un biopolimero con agua, por lo cual

es hidrofilo; dentro de sus caracteristicas destacan que son blandos, flexibles y en
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presencia de agua se pueden hinchar manteniendo su forma, mientras que en
estado deshidratado mantienen una estructura laminar (Kumar, 2022). Los
hidrogeles han sido ampliamente utilizados en las ciencias médicas para la creacion
de andamios en reparacion tisular, la ingenieria de tejidos, administracion de
sustancias como farmacos entre otros (Gao y cols., 2016; Huang Q y cols., 2017;

Oltarzhevskaya y cols., 2018; Liang y cols., 2021).

La mezcla de hidrogeles y aceites esenciales pueden ser sintetizados gracias al uso
de algun surfactante y ultrasonido u homogeneizadores de alta presion, logrando
asi gotas de aceite esencial a nivel nanométrico (Scartazzini y cols., 2019). De este
modo se logra sortear la dificultad de lograr la estabilidad en el tiempo de los aceites
esenciales, ya que estos se encuentran incluidos al interior del hidrogel, no obstante,
debemos someter a las células tumorales a concentraciones y tiempo suficientes
para lograr el efecto terapéutico deseado, por lo que para mejorar este efecto es
necesario realizar un control de liberacién. Tal caracteristica, es propia de los
hidrogeles, siendo asi estos una opcion econémica y de facil manipulacién al ser
utilizados como vehiculos, de este modo se logran incluso mejores niveles de
permeabilidad del aceite esencial a la célula y se reduce el riesgo de

concentraciones potencialmente toxicas (Kodadova y cols., 2015, 2017).

El control de la liberacién esta definido como una forma de dosificacion que va a
permitir la liberacidon de un farmaco a una velocidad y/o localizacion determinada,
consiguiendo de este modo valores adecuados de biodisponibilidad a niveles
plasméticos y garantizar a la vez el correcto efecto farmacoterapéutico de forma

eficaz y segura (Mufioz y Ferrero, 2020).

En suma, a todo lo anterior es que los hidrogeles cargados con aceites esenciales
podrian ser una buena opcion para el tratamiento de lesiones de cancer oral como

coadyuvantes para la cirugia, radioterapia y quimioterapia (Kimy Li, 2019).
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[l HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Hipotesis:

La formulacién del hidrogel de gelatina que contiene aceite esencial de
Origanum vulgare permite su liberacion controlada y tiene un efecto citotoxico

sobre células tumorales de cancer oral.

2. Objetivo Principal:

Formular el hidrogel de gelatina cargado con aceite esencial de Origanum vulgare

y evaluar su efecto citotoxico en lineas celulares de cancer oral.
3. Objetivos Especificos:

1. Formulary estudiar las propiedades de encapsulacion y liberacién del aceite
esencial de Origanum vulgare desde el hidrogel de gelatina.
2. Evaluar la actividad citotéxica del hidrogel de gelatina con aceite esencial de

Origanum vulgare sobre lineas celulares de cancer oral.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos e Insumos

Medio de Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM, cédigo #D7777 Sigma-
Aldrich®), Anfotericina B (cédigo #03-028-1B, Biological Industries®),
Hidrocortisona (cédigo #H0888 Sigma-Aldrich®), Piruvato de sodio (cdodigo
#11360070, Gibco®), L-glutamina (cédigo #25030-081 Gibco®), Suero fetal Bovino
(FBS del inglés Fetal Bovine Serum, cédigo #04-127-1A Biological Industries®),
Solucién Penicilina-Estreptomicina (cddigo #03-031-1B Biological Industries®),
Bicarbonato de sodio (cédigo #S5761 Sigma-Aldrich®), DMSO (cddigo #276855
Sigma-Aldrich®), HCI (codigo #AC-0065 Winkler®) , NaCl (cédigo #793566 Sigma-
Aldrich®), PBS al 10X (tampén fosfato salino pH 7,4) (codigo #16505 Merck®),
Tripsina EDTA solucion A (codigo #03-050-1B Biological Industries®), Solucion azul
de tripan (cédigo #25-900-Cl Corning®), Cristal Violeta (cédigo #0528-100G
Amresco®) , Acido acético (codigo #27225-2.5L-R Sigma-Aldrich®), Gelatina de piel
bovina (cédigo #G9031-100G Sigma-Aldrich®), Tween® 80 (cédigo #P4780-100ML
Sigma-Aldrich®), Timol (c6digo #T0501-100G Sigma-Aldrich®).

2. Muestra vegetal

Se utilizaron hojas y tallos de Origanum vulgare recolectado durante la floracién
primaveral del afio 2021 en Chicauma, Lampa, Region Metropolitana, Chile
(33°14°237°S,70°54°27°0).

3. Extraccion de aceites esenciales por arrastre de vapor de agua

Se realizaron diversas cargas con aproximadamente 500 g de hojas y tallos de
orégano en un balon para destilacion de 2 litros, conectado a este, se situé un
segundo baldn de iguales caracteristicas con agua destilada, el cual estaba
sustentado en una manta calefactora, logrando llevar a ebullicion el agua generando
asi vapor de agua que fue traspasado mediante conectores de silicona y tubo de
vidrio conector al balén cargado con el producto vegetal; en este ultimo el vapor

realizo el arrastre de los compuestos volatiles, el cual luego paso por un
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condensador de Liebig conectado a una fuente de agua fria constante para asi
lograr la condensacion de la muestra, llevandola a estado liquido, posteriormente
esta muestra obtenida fue almacenada en un vaso precipitado. Todo el proceso
anteriormente sefialado se mantuvo durante 90 minutos desde el inicio de la
ebullicion del agua. La temperatura del sistema fue controlada mediante un
termometro en el balon cargado con el producto vegetal, la cual se mantuvo

constantemente a 98°C aproximadamente para el proceso (Figura 5).

La muestra liquida obtenida fue luego traspasada a un embudo de decantacion,
hasta lograr la separacién de las fases, separando asi el hidrolato del aceite
esencial. El aceite esencial obtenido fue almacenado a -20 °C en frascos de vidrio
color ambar herméticos, previamente rotulados con fecha de obtencién y el producto

vegetal utilizado.

:%: -20°C

Figura 5. Esquema equipo de extraccidon por arrastre de vapor y sistema de decantacion.
Elaboracion propia con software BioRender.
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4. Lineas celulares

Los ensayos se realizaron utilizando la linea celular CAL-27 (ATCC® CRL-2095™),
células de carcinoma de células escamosas de lengua humana resistentes a
cisplatino, adquiridas en American Type Culture Collection (ATCC). La linea celular
CAL-27 se cultivo en Medio de Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM),
suplementado con Anfotericina B al 1%, penicilina-estreptomicina al 2% y FBS al
10%. Las células se incubaron en placas de Petri de 100 mm a 37 °C, en 5% de
CO2.

5. Caracterizacién del aceite esencial mediante cromatografia de gases

El aceite esencial obtenido de la muestra vegetal para este estudio, fue previamente
caracterizado mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS/MS), obteniendo asi que los principales elementos constituyentes
de este aceite fueron monoterpenos oxigenados, representando el 64,13% del
aceite (cis-sabieno hidrato 16,72%, timol 14,2% y 4-terpineol 13,57%), seguido de
hidrocarburos monoterpenicos con un 26,59% del aceite (y- terpineno 11,66%) y
sesquiterpenos en un 5,12% del aceite; en suma se identificaron el 98,66% de las
moléculas que componen el aceite esencial de O.vulgare (Cid-Chevecich, C.y cols.,
2022).

6. Realizacién de curva estandar de timol

Se prepar6 una solucién madre de timol en agua, segun su solubilidad maxima en
agua 0,98 g/L (Sigma-Aldrich, 2022). Para ello se masé 0,98 g de timol que se
traspasaron a un vaso precipitado de 1000 mL en el cual se agrego
aproximadamente 800 mL de agua destilada y mediante agitacion magnética a 300
rpm se solubilizé el timol parcialmente, luego esta solucion fue traspasada a un
matraz de aforo de 1000 mL para ser aforado con agua destilada y completar la
solubilizacion total del timol.

Mediante el uso de espectrofotometro Thermos® Genesys 150, se realiz6 una

lectura un barrido en el espectro ultravioleta (190 nm - 400 nm) utilizando cubetas
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de cuarzo para espectrofotometro SCC® de 2000 pL, considerando como blanco
1500 pL de agua destilada. Se identifico en el espectro los picos de en las diversas
longitudes de onda UV, identificando entre las sefiales, la sefial para timol

corresponde a los 274 nm.

Figura 6. Barrido en el espectro ultravioleta para solucién madre de timol, se identifica linea en
color verde correspondiente a longitud 274 nm como sefial para timol. Linea color azul sefial
inespecifica.

Posteriormente se realizo las diversas diluciones de la soluciébn madre a fin de
generar una curva estandar para timol, obteniendo asi una curva de absorbancia en
funcion de la concentracién de timol, segun las siguientes diluciones seriadas a
partir de la solucién madre, en donde 0,98 g de timol es la solubilidad maxima por
litro de agua: 0,98 g/1000 ml (980 ppm); 0,4 g/1000 ml (400 ppm); 0,2 g/1000 ml
(200 ppm); 0,1 g/1000 ml (100 ppm); 0,05 g/1000 ml (50 ppm); 0,025 g/1000 ml (25
ppm) y 0,0125 g/1000 ml (12 ppm).

Mediante el uso de espectrofotometro Thermos® Genesys 150, a una alicuota de
1500 pL de cada una de las soluciones anteriores se les realizdé un barrido en el
espectro Ultravioleta (190 nm - 400 nm) utilizando como blanco 1500 pL de agua
destilada. Los datos anteriormente obtenidos fueron traspasados al software
GraphPad Prism version 10, para realizar analisis de datos, para esto se realiz6 una
regresion lineal de absorbancia medida en funcion de las concentraciones
estipuladas, interpolando una curva estandar lineal y obteniendo el r?, se consider6
como estadisticamente significativo un r>> 0,9.

Para la realizacion de esta curva estandar, el ensayo se realizo 3 veces en triplicado.
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7. Preparacion de hidrogeles en base a aceite esencial de O. vulgare e
hidrocoloide natural

Se prepararon 250 mL de solucién madre 4% m/v de gelatina de piel bovina en un

vaso precipitado de 400 mL.

Esta soluciébn madre se dividio en 2 muestras iguales de 100 mL cada una, el
excedente de volumen fue descartado. A una de estas soluciones se le agregé
500uL de aceite esencial de O. vulgare para obtener el hidrogel experimental,
mientras que la otra solucién no se cargé con aceite a fin de generar el hidrogel

control. Todo lo anterior segun se detalla a continuacion:

Se dispuso de un vaso precipitado de 400 mL ,10 g de gelatina de piel bovina, sobre
placa de agitacion magnética Heidolph® MR3001K con agitador magnético a 400
rpm a temperatura ambiente, luego se afiadieron 100 mL de agua destilada a 90°C,
una vez parcialmente disuelta la gelatina, se afiadieron 150 mL de agua destilada a
temperatura ambiente. Se mantuvo la agitacion por 20 minutos, logrando asi una
solucién homogénea; transcurridos los 20 minutos se agregaron 139 pL de Tween

80®, manteniendo la agitacién magnética a 400 rpm.

Se llevo la solucion anterior en bafio maria a 80°C mediante el uso de la placa
calefactora, durante 10 minutos y manteniendo la agitacion magnética a 400 rpm,
luego se enfrio la solucion anterior hasta los 25°C mediante bafio maria inverso,
luego se tomaron 100 mL de la solucién anterior en un vaso precipitado de 250 mL
el cual fue reservado, se repitio lo anterior para tomar 100 mL de la solucién en un
vaso precipitado de 250 mL y posteriormente agregar los 500 pL aceite esencial de
O. vulgare (AEO), inmediatamente luego de agregar el aceite se homogenizo la

solucion con instrumento de dispersion Ultra-Turrax® a 14.500 rpm por 3 minutos.

Se traspasaron 40 mL de solucion obtenida a una placa de silicona antiadherente
de 10 cm de diametro, logrando una altura de solucién en la placa de 1 cm, se repitio

con la solucioén sin carga de aceite, disponiendo de 40 mL en cada placa de silicona,
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sin pasar esta por el proceso de dispersién con Ultra-Turrax®, ya que este ultimo

no tiene carga de aceite.

En cada ciclo de elaboracion se obtuvieron dos discos sin deshidratar de 10 cm de
diametro del hidrogel 0% v/v y 2 discos sin deshidratar de 10 cm de diametro del

hidrogel 0,5% v/v, segun se indica en la Figura 7, el sobrante de cada solucién fue

descartado.
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Figura 7. Diagrama elaboracion hidrogeles, se identifica el paso a paso, el hidrogel 0,5% v/v al
ser cargado el AEO es tratado con Ultra-Turrax®, luego cada solucion es dividida en dos placas
antiadherente, tal procedimiento no se realiza para el hidrogel 0% v/v y solo es dividido en dos placas
antiadherente. Elaboracién propia con software BioRender.

Finalmente se llevaron las placas de silicona previamente cargadas con los
respectivos hidrogeles a 4°C en refrigerador para conseguir la gelificacion de la

solucién.
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8. Cuantificacion de perdida de humedad en funcion del tiempo y seleccion
del momento 6ptimo para la utilizacion del hidrogel.

Se registré la masa de la placa de silicona previamente identificada y rotulada con

la concentracién del hidrogel a elaborarse en balanza analitica Precisa® 125A, de

igual forma se maso la placa de silicona con los 40 mL de hidrogel en los tiempos 0

h, 96 h, 120 h, 168 h'y 216 h. A fin de cuantificar la perdida de humedad en funcién

del tiempo en base a la pérdida de masa.

Se identifico el tiempo en que se detiene la perdida de humedad y se obtiene una
lamina en forma de disco deshidratada, encontrandose esta en éptimas condiciones
para ser seccionada en discos uniformes mediante el uso de un perforador de
alicate manual de 6 mm de diametro ADIX®. Una vez cortados los discos estos
fueron almacenados en placas de Petri de 100 mm previamente rotuladas,
identificando el nUmero de partida de elaboracién, fechay la concentracién de aceite

cargado en el disco.

Las placas con los discos seccionados fueron llevadas a una campana de
proteccion biolégica tipo Il y esterilizadas bajo luz UV durante 15 minutos,
posteriormente fueron selladas con lamina de parafina y almacenadas las placas de
Petri alejadas de la luz, quedando los discos almacenados para ser utilizados

posteriormente.

9. Analisis de morfologia de hidrogeles mediante microscopia electrénica
de barrido (SEM)

La morfologia de la pelicula de hidrogeles 0% v/v y 0,5% v/v se analiz6 mediante
microscopia electronica de barrido para el estudio de la superficie del material. Se
realizd6 una seccion de 3 mm de ancho por 5 mm de largo de cada hidrogel ya
deshidratado y este se plegd sobre si mismo hasta obtener pequefios rectangulos.
Se ubicaron los hidrogeles en la superficie del porta muestras de aluminio, con la
ayuda de una cinta conductora adhesiva de carbono. Las muestras fueron
metalizadas con Sputter Coater® SCG 050 y visualizadas en microscopio

electronico de barrido Jeol® JSM IT300LV a 20Kv, equipado con espectroscopia de
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dispersion de rayos X (EDX) PentaFET Precision®, Oxford Instruments con
software Aztec®, para el analisis elemental de las muestras. Se obtuvieron

imagenes representativas en un rango de 20-9000X.

10.Ensayo de transparencia de los hidrogeles (%T)

Para este ensayo se seccionaron peliculas del hidrogel ya deshidratado de 1 cm de
ancho por 4 cm de largo y se adaptaron al interior de una cubeta de vidrio SCC®
para espectrofotometro de 10 mm x 10 mm. La transparencia se midi6 por
transmitancia (%T) a 500 nm utilizando un espectrofotometro Thermos® Genesys
150. La transmitancia total (100% T) se determiné utilizando la misma cubeta sin

ninguna pelicula al interior.

Para cada concentracion de aceite cargado en el hidrogel se realiz6 la medicion de
tres hidrogeles distintos, los datos obtenidos fueron analizados en software
GraphPad Prism version 10, mediante T-test, se determiné un valor de p <0,05 como

estadisticamente significativo.

11. Ensayo deliberacion controlada del aceite esencial cargado en el hidrogel

Se dispuso de 10 discos de 6 mm de didmetro del hidrogel ya deshidratado de cada
muestra (0% v/iv y 0,5% v/v) en un vaso precipitado de 20 ml con 10 ml de agua
destilada sobre placa de agitacion magnética con agitador magnético a 500 rpm a
temperatura ambiente.

Se tomé una alicuota de 2000 pL de la solucién anterior mediante el uso de pipeta
Bioevopeak® 1000-5000 pL desde el centro de la solucién y fue traspasado a un
tubo Eppendorf® de 2cc en el rango de tiempo de 15 a 255 minutos, con intervalos
de 15 minutos cada toma.

Luego, se centrifugd la muestra obtenida previamente en tubo Eppendorf® de 2cc
a 10000 rpm con aceleracion y desaceleracion en nivel 9 durante 90 segundos a
20°C en equipo Hermle® Z216MK, para luego tomar una alicuota de 1500 uL desde
el tubo Eppendorf® previamente centrifugado y esta fue traspasada a cubeta de

cuarzo para espectrofotometro SCC® de 2000 pL; midiendo la absorbancia de la
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muestra en espectrofotometro Thermos® Genesys 150 a 274 nm, se considero
como referencia blanco una alicuota de 1500 pL de solucion de 10 discos sin carga

de aceite completamente disueltas en 10 mL de agua destilada.

Una vez medida la absorbancia, se reintegro la alicuota ya analizada tanto desde el
tubo Eppendorf® como también el volumen de la cubeta de cuarzo para
espectrofotometro SCC® de 2000 pL a la solucion en estudio para una vez
cumplidos los 15 minutos desde la toma de alicuota anterior repetir todo el proceso
descrito en este protocolo hasta el tiempo de 255 minutos.

Todos los pasos se realizaron en paralelo para ambos hidrogeles de 0% v/vy 0,5%

v/v ya deshidratados en estudio.

Se registraron los datos obtenidos de absorbancia en funcion del tiempo y
concentracion de aceite esencial de los discos utilizados para ser analizados
mediante el software GraphPad Prism version 10 y realizar modelamiento de la

curva de liberacion en funcién de timol.

Para la realizacion de este estudio, se realizaron 3 experimentos manera

independiente.

12. Determinacion de la cantidad de AEO contenido en cada disco de hidrogel
0,5% viv

Primero se masaron 10 discos de 6mm de didmetro del hidrogel 0,5% v/v en
triplicado y se determind su promedio y DE, del mismo modo se masoé 1 disco de
6mm de diametro del hidrogel 0,5% v/v en triplicado y se determind su promedio y
DE.

Con el dato de absorbancia obtenido del ensayo de liberacion del hidrogel 0,5% v/v
en el tiempo 255 minutos, este se llevo a la curva estandar de timol mediante el
despeje de X en la ecuacion de la recta obtenida de la curva estandar de timol (Y=
0,007x + 0,1074), el valor obtenido se determin6 como la cantidad en ppm de timol

contenido en 10 discos de 6mm 0,5% v/v.
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Luego, para conocer la cantidad de timol contenido en 1 disco se utilizo la masa de
1 disco, la masa de los 10 discos obtenidos anteriormente y la concentracion de
timol contenido en 10 discos obtenido del despeje de X en la ecuacion de la recta

de la curva estandar de timol, segun se indica en la siguiente formula.

masa de 1 disco x [timol en 10 discos]

) 1 di _
[timol en 1 disco] masa de 10 discos

Conocido que el AEO contiene un 14,2% de su composicion de timol, se tomé el
valor obtenido del paso anterior para obtener la cantidad de AEO contenido en 1
disco, segun se indica en la siguiente formula.

100% x [timol 1 disco]
14,2%

[AEO] =

13.Ensayo cualitativo de citotoxicidad del hidrogel-aceite esencial sobre
lineas celulares de CAL-27

Las células se incubaron a 37°C y 5% COz2, el medio fue cambiado cada 2-3 dias
hasta alcanzar la confluencia de las células en las placas de cultivo de 100 mm. Las
células fueron soltadas de las placas con Tripsina-EDTA 0.05% por 5 min, contadas
en camara de Neubauer por exclusion de azul de tripan, y sembradas en placas de
24 pocillos, sembrando 3x10* células/pocillo en un volumen final de 400 yL de medio
DMEM alto en glucosa en cada pocillo. Luego de 24 horas desde la siembra, las
células fueron tratadas con dos hidrogeles de manera independiente uno 0% v/v de
AEO y otro 0,5 % v/v de AEO, disponiendo en cada pocillo de 1 disco de hidrogel-
aceite esencial y utilizando las cuatro filas de la placa de cultivo, siendo incubada la

placa tratada con los discos durante 24 h, segun se indica a continuacion.

Columna 1 - Blanco (400 pL de medio DMEM alto en glucosa).

Columna 2 = Control (3x10* células/pocillo con 400 puL de medio DMEM alto en
glucosa).

Columna 3 = Test disco 0% v/v de AEO (3x10*células/pocillo con 400 pL de
medio DMEM alto en glucosa + 1 disco por pocillo de 0% v/v de AEO).

Columna 4 = Test disco 0,5% v/v de AEO (3x10* células/pocillo con 400 pL de
medio DMEM alto en glucosa + 1 disco por pocillo de 0,5% v/v de AEO).
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Posterior al tiempo de incubacion, se removié el medio de cultivo de las placas y se
lavé cada pocillo con 400 pL de PBS 1%, luego este fue descartado para agregar
en cada pocillo 150 pyL de cristal violeta 0,2% para ser incubado a temperatura
ambiente durante 10 minutos, transcurrido el tiempo el cristal violeta fue descartado
y se procedio a lavar cada pocillo 3 veces con 400 pL de PBS 1%. Posteriormente
la placa se llevd a microscopio invertido Lieder® para observar con aumento de 25X
cualitativamente las células y fotografiando estas mismas utilizando camara
Optika® C-B3 con software LiteView®.

Para la cuantificacion de la adhesién a superficie abiotica, se aplicaron 300 pL de
acido acético 10% y se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos, para
remover la tincion no adherida a las células, posterior a esto, se tomo de cada pocillo
200 pL de la solucién obtenida y se llevo a una placa de 96 pocillos de fondo plano
para ser leida la absorbancia a A= 590 nm segun protocolo para ensayo de cristal
violeta en lector de placas Infinite F50 Tecan®. Los resultados se expresaron como
porcentaje de adhesion respecto al control. El ensayo se realizd6 en 5 pasajes

celulares por cuadriplicado.

El analisis estadistico fue realizado en el software GraphPad Prism version 10,
mediante test de D Agostino & Pearson y Shapiro-Wilks se determinoé si existia una
distribucién Normal de los datos y luego estos fueron analizados mediante test de

ANOVA de una via, se determiné estadisticamente significativo un valor de p <0,05.
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V. RESULTADOS

1. Preparacion optima del hidrogel-aceite esencial de O. vulgare

Se obtuvieron las soluciones homogéneas para las concentraciones estipuladas de
0% vivy 0,5% v/v. En la solucién de 0,5% v/v se logro la integracion total de las
fases. Posteriormente los hidrogeles ya dispuestos en los moldes antiadherentes
fueron almacenados a 4 °C, logrando asi la gelificacion y realizar el monitoreo de
pérdida de masa en los tiempos O h, 96 h, 120 h, 168 h y 216 h (Tabla 1),
determinando de este modo cual es el tiempo de secado Optimo para la

manipulacion y uso de los hidrogeles.

Se obtuvo que a las 72 h los hidrogeles se encontraban gelificados, pero su
manipulacion era muy compleja, disgregandose al manipularlos, en este tiempo
habian perdido aproximadamente el 50% de su masa inicial (Figura 8A), por lo
anterior se decidi6 mantener las condiciones de almacenamiento de 4 °C a fin de

esperar el momento 6ptimo para la manipulacién de estos.

Figura 8. Fotografias de hidrogeles en distintos tiempos ya almacenados. A) Hidrogel 0,5% v/v
con 72 h. ya cortados y almacenados. B) Hidrogel 0,5% v/v con 210 h. ya cortados y almacenados.

Se constaté que los hidrogeles van perdiendo su masa en el tiempo de manera
lineal, de esta forma disminuyen en aproximadamente un 15% de su masa cada 24
h, est4 perdida de masa se estabiliza a las 168 h (7 dias), tiempo tal en que los
hidrogeles ya han perdido aproximadamente el 90% de su masa inicial, no obstante

se esperd hasta las 210 h, confirmando que no existe una pérdida de masa
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significativa (Tabla 1, Figura 9); ya en este punto los hidrogeles se presentan como
una lamina de consistencia firme y parcialmente rigida, con un grosor aproximado
de 0,4 mm, lo cual permite su optima manipulacion, siendo de este modo luego
cortados uno a uno los discos uniformes mediante el uso de un perforador de tipo

alicate manual marca ADIX® de 6 mm de diametro (Figura 8B).

Tabla 1. Masa promedio de los hidrogeles seglin su concentracién de aceite esencial en
funcion del tiempo. Los valores representan el promedio de 3 experimentos distintos + DE.

Tiempo (h) 0% viv () 0,5% viv ()
0 39,87 £ 0,30 36,83 £ 0,31
96 20,79 £ 0,29 18,47 + 0,15
120 14,17 + 2,60 12,56 + 0,33
168 3,68 £0,38 1,32+0,34
216 3,67 £ 0,39 1,31+0,35
45—
—— Hidrogel 0 % viv
40+ =— Hidrogel 0,5 % viv

Masa (gramos)

0 I |

T T T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tiempo (horas)

Figura 9. Grafica pérdida de masa en el tiempo de los hidrogeles. Los valores representan el
promedio de 3 experimentos distintos + DE.
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Para el analisis de la superficie del hidrogel se utiliz6 la microscopia electrénica de
barrido como se muestra en la Figura 10, en donde se constata que tanto el hidrogel
0% v/v como el hidrogel 0,5% v/v mantienen una estructura laminar, sumado a ello
gue en el hidrogel 0,5% v/v evidencia porosidades, las que corresponde a los
espacios en el cual se incorporaria el AEO cargado en el hidrogel como se muestra
en la Figura 10D, el tamafio de estos espacios en que esta contenido el AEO oscila

entre los 10 y 15 puM.

Figura 10. SEM hidrogeles 0% v/v y 0,5% v/v. A) hidrogel 0% v/v de AEO 300x. B) hidrogel 0% v/v
de AEO 4300x. C) hidrogel 0,5% v/v de AEO 330x. D) hidrogel 0,5% v/v de AEO 3500x. Se indica
con flecha color blanco espacio correspondiente al espacio en donde se incorporaria el AEO en el
hidrogel 0,5% v/v.

La transparencia de los hidrogeles fue determinada mediante la transmitancia de
luz en estos a 500 nm, teniendo como 100% de transmitancia la cubeta sin ningun
hidrogel, para el hidrogel 0% v/v se obtuvo un promedio de transparencia del

87,26% y un 84,36% de transparencia para el hidrogel 0,5% v/v, como se indica en
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la Tabla 2. Al realizar el analisis mediante T-test se obtuvo que entre los geles 0%
vivy 0,5% v/v existi6 una diferencia significativa al comprar la transparencia entre

estos, con un valor de P de 0,0279.

Tabla 2. Promedio de transparencia de los hidrogeles. Los valores representan el promedio de 3
experimentos distintos + DE. Se considero como diferencia significativa valor de p<0,05(*)

Hidrogel Promedio Transparencia (%)
0% v/v ‘ 87,26 + 1,01

0,5% v/v ‘ 84,36 + 1,11*

2. Cuantificacion de aceite esencial que se libera al medio desde el hidrogel-
aceite esencial en base a un periodo de tiempo especifico

Para este ensayo se realizaron 3 experimentos independiente. Se dispuso de 10
discos del hidrogel 0% v/v en un volumen de 10 mL de agua destilada y 10 discos
del hidrogel 0,5% v/v en 10 mL de agua destilada, para realizar la medicion de
absorbancia a 274 nm, longitud de onda que corresponde al punto de absorcion del
timol (Figura 6), se utilizo timol como sonda de seguimiento ya que este es soluble
en agua y representa el 14,2% de la composicion del aceite esencial de O. vulgare.
Como blanco se utilizé una alicuota de 1500 pL de 10 discos del hidrogel 0% v/v en

10 mL de agua destilada ya completamente disueltos.

Con respecto al hidrogel 0% v/v se obtuvo una curva de liberacibn que comienza
con una absorbancia promedio de 0 a 274 nm en el tiempo 0 minutos y que se
modela de manera lineal en 0 hasta los tiempos 195 y 210 minutos momento en el
cual el gel se disuelve en el medio y la absorbancia asciende hasta 0,0196, en el
tiempo 225 minutos existe una absorbancia de 0,0256, la cual se mantiene
constante en el tiempo modelandose como una meseta estable. Segun se muestra
en la Figura 11.

Con respecto al hidrogel 0,5% v/v se obtuvo una curva de liberacién que comienza
con una absorbancia promedio de 0 a 274 nm en el tiempo 0 minutos y que se
modela de manera lineal en 0 hasta el tiempo 135 minutos momento en el cual
existe absorbancia positiva ya que el AEO liberado al medio es suficiente para ser

detectado por el espectrofotometro, ascendiendo la absorbancia a 0,01; entre los
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tiempos 135 y 210 minutos existe un ascenso de absorbancia, llegando esta a
0,2083, momento en el cual el gel se termina por disolver y liberar el resto de AEO
cargado en este, manteniéndose luego la absorbancia constante, modelandose asi

como una meseta estable, lo anterior se ve reflejado en la Figura 11.

Liberacion hidrogeles

0.30+
—— Hidrogel 0 % viv

= Hidrogel 0,5 % viv
0.25

0.20+
0.15-

0.10 /

0.05 /

Absorbancia (274 nm)

A e

0.00 T T T T T T T T ! T T T T T T I ]
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255
Tiempo (minutos)

Figura 11. Curvas de liberacion para hidrogeles 0% v/v y 0,5% v/v. Los valores representan el
promedio de 3 experimentos distintos + DE.

Para determinar la cantidad de aceite esencial contenido en el hidrogel 0,5% v/v se
utilizé la curva estandar de timol realizada en funcion de la absorbancia a 274 nm
de distintas soluciones con una concentracion expresada en ppm previamente
conocida, los datos obtenidos se expresan en la Tabla 3 y la curva estandar de timol

obtenida en la Figura 12, en la cual se obtuvo un valor de r20,9795.
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Tabla 3. Promedio de absorbancia a 274 nm de las distintas soluciones para larealizacion de
la curva estéandar de timol. Los valores representan el promedio de 3 experimentos distintos + DE.

Concentracioéon Promedio de absorbancia a 274 nm
(ppm) de timol
12,5 \ 0,114 + 0,0087
25 \ 0,24 + 0,0035
50 \ 0,462 + 0,0058
100 \ 0,919 + 0,0021
200 \ 1,762 + 0,0061
400 | 2,735 + 0,0095

Curva estandar de timol
4.0

3.54

E 3.0 Y=0,007x +0,1074
=

& 259 R?=0,9795

3 2.0

c

8 154

o

-210
s

0.5+

0.0 T 1 T T I 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Concentracion de timol en ppm

Figura 12. Curva estandar de timol. Se realiz6 a partir de 7 concentraciones conocidas de timol en
agua destilada. La ecuacion de la recta de la forma Y=0,007X+0,1074 permiti6 calcular la
concentracion de las muestras de interés. Se reemplazo en “Y” el valor de absorbancia de cada
muestra y se despejo la incégnita “X” que corresponde a la concentracion.

Para determinar la cantidad de AEO se masaron en triplicado y de manera
independiente 10 discos del hidrogel 0,5% v/v, de igual manera en triplicado se
maso 1 disco de hidrogel 0,5% v/v, se determiné promedio y DE segun se indica en

la Tabla 4.

Tabla 4. Promedio de masas para 10 discos de hidrogel 0% v/vy 0,5% v/vy 1 disco de hidrogel
0% viv y 0,5% v/v respectivamente. Los valores representan el promedio de 3 experimentos
distintos + DE.

Masa (g) 10 discos de hidrogel/AEO Masa (g) de 1 disco de hidrogel/AEO

0% vliv 0,071 + 0,006 0,007 + 0,001

0,5% viv 0,066 + 0,004 0,006 + 0,001
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Con el valor de absorbancia obtenido para el ensayo de liberacion de los 10 discos
de hidrogel 0,5% v/v a los 255 minutos (0,2083), se interpolo en la curva estandar
de timol mediante el despeje en la ecuacién de la recta Y=0,007x +0,1074, segun
se indica a continuacién
0,2083 = 0,007x + 0,1074

©0,20833 - 0,1074
X = 0,007

x = 14,41 ppm de timol en 10 discos 0,5% v/v

Para conocer la cantidad de timol promedio contenido en 1 disco se utilizé el
promedio de masa de 1 disco, el promedio de masa de 10 discos y la concentracion
de timol contenido en 10 discos previamente obtenida, segun la formula

masa de 1 disco x [timol en 10 discos]

[timol en 1 disco] = masa de 10 discos

0,006 x [14,41]
0,066

[timol en 1 disco] = 1,31 ppm de timol en 1 disco 0,5% v/v

[timol en 1 disco] =

Conocida la concentracién de timol promedio existente en 1 disco 0,5% v/v se
determind la cantidad total de AEO contenido en un disco 0,5% v/v, conociendo
qgue el 14,2% del AEO esta representado por timol, se calculé segun la siguiente
formula

100% x [timol 1 disco]
14,2%

100% x [1,31]
14,2%

[AEO] = 9,22 ppm de AEO por disco 0,5% v/v

[AEO] =

[AEO] =

Se obtuvo asi que cada disco 0,5% v/v contiene 9,22 ppm de AEO.
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3. Estudio cualitativo la citotoxicidad generada por el hidrogel-aceite
esencial sobre lineas celulares de CAL-27

Para determinar la citotoxicidad de los hidrogeles en estudio sobre cultivos celulares
de CAL-27, se realiz6 un analisis de la citotoxicidad mediante aplicacion de los
hidrogeles 0% v/v y 0,5% v/v y posterior tincidbn con cristal violeta de las células

viables adheridas a los pocillos.

pocillo control con tincién de cristal violeta, aumento 25x. B)fotografia pocillo tratado con hidrogel 0%
v/v con tincion de cristal violeta, aumento 25x, C)fotografia pocillo tratado con hidrogel 0,5% v/v con
tincion de cristal violeta, aumento 25x, D)fotografia pocillo control con tincidon de cristal violeta,
E)fotografia pocillo tratado con hidrogel 0% v/v con tincién de cristal violeta, F)fotografia pocillo
tratado con hidrogel 0,5% v/v con tincién de cristal violeta, G)fotografia pocillo tratado con hidrogel
0% vl/v sin tincion de cristal violeta, se observan trazas del hidrogel.
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Ensayo de viabilidad celular
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Figura 14. Porcentaje viabilidad celular luego de 24 h. de tratamiento con los hidrogeles. La
grafica representa el promedio = DE de 5 experimentos independientes. **** P <0,0001 vs Control.

Es asi como el hidrogel 0% v/v genera un efecto en la viabilidad celular
disminuyéndola en un 16,5% * 14,3% y el hidrogel 0,5% v/v genera un marcado

efecto en la viabilidad celular disminuyéndola en mas de un 95% * 5,3%.
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VI.  DISCUSION

La obtencién del aceite esencial de O. vulgare mediante arrastre por vapor es uno
de los métodos éptimos para la obtencion del aceite esencial en especial de O.
vulgare, mas aun cuando la muestra vegetal utilizada esté seca (Aziz y cols., 2018).
En nuestro estudio, utilizando este método se obtuvo un rendimiento de
aproximadamente 2 ml de AEO, con un tiempo de extraccion de 90 minutos desde
la ebullicion del agua, lo cual se condice con otro estudio en el cual se utilizé el
mismo método y obtuvo un rendimiento de aproximadamente 2,5 ml de AEO con un
tiempo de extraccion de 180 minutos el cual incluye el tiempo previo a la ebullicion
del agua (Cid-Chevecich y cols., 2022).

Como indica la evidencia, la composicion de los aceites esenciales de cada planta
van a estar condicionados por multiples factores tanto bioticos como abioticos, es
por ello se decidio obtener la muestra vegetal en la temporada de primavera, época
en la cual ocurre la floracion, en consecuencia, se espera una mayor concentracion
de sustancias en el aceite producido por las plantas (Bozovic y cols., 2017; Olayemi,
2017).

Al analizar la composicion del aceite obtenido este es muy similar a lo reportado en
la literatura. Simirgiotis y cols. (2020), caracterizaron AEO obtenido de las zonas
altiplanicas aridas del norte de Chile, identificando que timol era el mayor
componente de su aceite esencial con un 15,9%, concordante con el AEO utilizado
en este estudio, en el cual timol representa el 14,2%. Con respecto al cis-sabieno
hidrato se identific6 como segundo componente mayoritario con un 13,4%, mientras
gue nuestro AEO tiene como componente mayoritario a cis-sabieno hidrato con un
16,2%.

Plati y cols. 2021, caracterizaron de igual manera AEO proveniente de un laboratorio
de Aleman, identificaron como componente mayoritario al carvacrol, seguido de
timol, de este modo al igual que en nuestro AEO timol fue el segundo componente
con mayor presencia. Bora y cols. 2022, al caracterizar su aceite obtuvieron que

timol y carvacrol eran los componentes con mayor presencia.
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Se ha reportado que el aceite esencial de O. vulgare posee multiples propiedades
antioxidantes, antifingicas, antiparasitarias, antibacterianas y citotoxicas (Sakkas y
Papadopoulou 2017; Aziz y cols. 2018; Donato y cols. 2020; Aebisher y cols. 2021),
es por esta razon que se planted en este trabajo estudiar su actividad citotéxica
sobre una linea celular de cancer oral. Anteriormente en estudios publicados ha
sido evaluado el aceite esencial de O. majorana, especie originaria de la costa
oriental del Mediterraneo, planta de la misma familia de O. vulgare sobre lineas
celulares de cancer de pulmon, probando tanto in vitro como in vivo que este aceite
disminuye el crecimiento y la metastasis tumoral (Arafat y cols. 2022). Athamneh y
cols. (2020) probaron O. majorana sobre cancer colorrectal evidenciando in vitro la
induccion de la apoptosis, en concomitancia un estudio probé una nanoemulsion de
O. vulgare in vitro sobre lineas celulares de cancer de prostata, obteniendo como
resultado, la induccion de apoptosis celular (Perumalsamy y cols., 2022). No
obstante lo anterior, hasta la fecha no se encontraron estudios publicados sobre el
uso de aceite esencial de O. vulgare y cancer oral, lo cual justifica el estudio sobre

este aceite esencial y su efecto sobre el cancer oral.

1. Preparacion optima del hidrogel-aceite esencial de O. vulgare

Para la elaboraciéon del hidrogel se utiliz6 como base el protocolo publicado por
Scartazzini y cols. 2019, con modificaciones, dentro de estas podemos mencionar
gue para este estudio la disolucién de la gelatina fue a 90 °C y no a 20 °C como
indica el autor anteriormente sefialado; esto porque asi se logré6 una mejor
homogeneidad en la solucion, integrandose de mejor manera la gelatina, evitando

asi la formacién de un precipitado de gelatina sin integrarse.

Tampoco se agrego plastificante como por ejemplo glicerol, para de esta forma tener
menos componentes en el hidrogel, reducir pasos criticos para su elaboraciéon y
reducir costos. No obstante, el no tener plastificante en la formulacion supone una
dificultad en su manipulacion, ya que, esta se torna mas compleja, porque lograda
la gelificacion estamos frente a un hidrogel que se rompe y disgrega al manipularlo.

Esto hace sumamente dificil de cortar en tamafios pequefios, quedando bordes
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irregulares y su almacenamiento es muy complejo, ademas de ser labil a la
temperatura, ya que al exponerlo a temperaturas mayores a la temperatura
ambiente este se comienza a disgregar. Por esta razon, se tomo la decision de
dejarlo secar a 4°C través de la perdida de humedad en el tiempo, logrando
determinar asi que a los 7 dias se lograba una la lamina de hidrogel la cual fue facil
de trabajar, manipular y almacenar. La pérdida de humedad fue constante en el
tiempo hasta el dia 7. Se concluyé asi que no hay una pérdida de masa significativa
gue hiciera pensar que es necesario un tiempo mayor a los 7 dias en las condiciones
indicadas para la manipulacion y posterior uso de los hidrogeles, por ello todos los
hidrogeles utilizados para este estudio fueron utilizados luego de 7 dias de

elaborados.

Para el estudio morfolégico del hidrogel se utiliz6 SEM, en donde al observar las
imagenes se constata que los hidrogeles mantienen una estructura laminar al ver
en un aumento de entre los 3000x y 4000x, lo cual se condice con la literatura en la
cual un autor estudié los hidrogeles indicando que estos mantienen una estructura
laminar al encontrarse deshidratados (Kumar, 2020). Con respecto al tamafio de los
poros o espacios del AEO incluido en el hidrogel se obtuvo tamafios que variaban
entre los 10 um y 15 um, los cuales se distribuian de manera uniforme en toda la
extension del hidrogel. Al compararlo con la literatura se constato que otros autores
reportan tamafio de poros entre los 5 uM y 18 pM, los cuales también se
distribuyeron de manera homogénea en todo el hidrogel (Martucci y cols., 2015;
Scartazzini y cols., 2019). Por otro lado el porcentaje de transmitancia obtenido en
el hidrogel 0,5% v/v fue menor respecto del hidrogel 0% v/v, lo cual nos indica que
el aceite esta presente en el hidrogel. Al comparar nuestros datos con la literatura
estos se condicen ya que Tongnuachan y cols. (2014, 2015) al probar aceite
esencial de citronella y aceite de palma, obtuvieron que a mayor concentracion de
aceite menor fue la transmitancia, situacion que ocurre de igual manera en nuestro

estudio.
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2. Cuantificacion de aceite esencial que se libera al medio desde el hidrogel-
aceite esencial en base a un periodo de tiempo especifico

Si bien el mayor componente del aceite esencial de O. vulgare obtenido fue cis-
sabieno hidrato con un 16,2%, en segundo lugar, con mayor presencia encontramos
el timol con un 14,2%; se decidi6 utilizar al timol como molécula de seguimiento o
marcador en todos los ensayos realizados, esto ya que es soluble en agua destilada,
el cual es un medio de facil acceso y se disponia de timol puro en el laboratorio para
realizar los ensayos respectivos. Se decidio realizar los ensayos con 10 discos de
6 mm en un volumen de 10 mL de agua destilada, ya que creemos 1 disco no seria
representativo y la cantidad de AEO cargado en este y por ello de timol seria dificil
de seguir. Para este ensayo descubrimos que el hidrogel formulado en un inicio
sufre un proceso de rehidratacion, en el cual mantiene su forma de disco, pero este
se hincha, para luego comenzar a disgregarse y disolverse en el medio. Esto hizo
necesario el uso de la centrifuga, ya que al realizar las lecturas en espectrofotdmetro
antes de utilizar la centrifuga se obtenian valores muy disimiles y sin ninguna
tendencia, esto porque al observar la cubeta de cuarzo cargada con la solucion en
estudio veiamos mudltiples fragmentos del hidrogel en proceso de disgregarse y
antes de solubilizarse completamente, por lo cual al pasar el haz de luz del
espectrofotometro arrojaba valores alterados, por ello mediante el centrifugado y
posterior medicion solo del sobrenadante logramos sortear este problema,

obteniendo asi valores que si indicaban una tendencia esperada.

Al observar el grafico para la curva de liberacion del disco 0% v/v de AEO y como
indica su nombre sin carga de AEO podemos constatar que en un inicio los valores
de absorbancia a 274 nm son 0, hasta los 210 minutos en el cual el gel se encuentra
disuelto y hay una absorbancia de 0,01966, ya a los 255 minutos la absorbancia fue
de 0,02566. Si bien era esperable que la absorbancia fuera 0, ya que, el blanco fue
una alicuota de 1500 pL de 10 discos 0% v/v en un volumen de 10 mL de agua
destilada completamente disuelto, esta fue muy cercana a cero y se tomé como una

diferencia tolerable.
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Con respecto a los discos 0,5% v/v en su curva de liberacion constatamos que de
igual manera, los valores de absorbancia comienzan a aumentar luego de 135
minutos, donde la cantidad de AEO es suficiente para ser detectada por el
espectrofotometro. Cabe destacar que en el tiempo entre los 195 y 210 minutos
existe un ascenso brusco en la curva, esto dado que en este transcurso del tiempo
termina de solubilizarse completamente el hidrogel y asi liberandose todo el AEO al
medid. Todo lo anterior se condice con lo reportado en la literatura en el cual autores
de igual manera obtienen un régimen de ascenso lineal en la concentracion del
farmaco en estudio y luego una meseta que representa la concentracibn maxima
alcanzada, lo cual nos habla de la capacidad de liberacién controlada del hidrogel

(Gao y cols,2016; Puiggali-Jou y cols. 2020; Yan y cols. 2023).

3. Estudio cualitativo de la citotoxicidad generada por el hidrogel-aceite
esencial sobre lineas celulares de CAL-27

En este estudio experimental in vitro se utilizaron cultivos celulares de carcinoma
escamoso de lengua humano CAL-27 resistentes a Cisplatino, farmaco que
representa la quimioterapia clasica para el tratamiento del cancer de cabezay cuello
(Head y cols., 2015; Shi y cols., 2017). Como indica la literatura durante la muerte
celular las células adherentes en cultivo se desprenden del fondo de la placa de
cultivo. Esta caracteristica se puede usar para la cuantificacion indirecta de la
muerte celular y para determinar las diferencias en la proliferacion tras la
estimulacion con agentes que inducen la muerte celular. Un método simple para
detectar la adherencia mantenida de las células es la tincion con colorante cristal
violeta, el cual interactla con las proteinas y el ADN celular. Por lo tanto, las células
gue sufren muerte celular pierden su adherencia y posteriormente en el proceso de
tincion se pierden esta poblacion de células, reduciendo asi la cantidad de tincion
gue sera cuantificada. Esta tincion es entonces un método de deteccion rapido y
confiable que es adecuado para el estudio del impacto de los agentes
guimioterapéuticos y otros compuestos que pretenden interferir sobre la

supervivencia celular y la inhibicién del crecimiento, en suma, la tinciéon con cristal
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violeta es un ensayo rapido para evaluar la viabilidad celular bajo diversas

condiciones de estimulacién (Geserick y cols. 2009; Checa 2018).

Asi es como al obtener en un pocillo una mayor coloracion se entiende que existia
una directa proporcion en la cantidad de células viables, por lo que al observar de
manera cualitativa los pocillos el pocillo control (Figura 13A) tiene mayor coloracion
que el pocillo tratado con hidrogel 0% v/v (Figura 13B) y este Ultimo mayor
coloracion que el pocillo tratado con hidrogel 0,5% (Figura 13C). Del mismo modo
ocurre al hacer el analisis en las fotografias a nivel microscopico en que en la Figura
13D se constata una gran densidad celular, mientras que en la Figura 13E
correspondiente al hidrogel 0% v/v la densidad celular es un poco menor que la
anterior. Por ultimo, al observar la Figura 13F vemos una minima densidad celular
respecto a las anteriores. Morfolégicamente las células de la Figura 13C
correspondientes al pocillo tratado con hidrogel 0,5% v/v se ven mas pequefias, de
limites menos definidos y menos agrupadas que las células de los pocillos control y

pocillo tratado con el hidrogel 0% v/v.

Respecto del efecto del hidrogel sin AEO sobre la viabilidad, no se encontro
evidencia alguna que la gelatina genere algun efecto citotoxico. De hecho, la
etiqueta de seguridad del producto indica una DL50 mayor a los 5000 mg/kg para
ratas (Sigma-Aldrich. 2022) y en el caso del Tween®80, la etiqueta de seguridad del
producto en la cual se indica una DL50 mayor a los 34500 mg/kg para ratas (Sigma-
Aldrich. 2022). Todo lo anterior nos hace pensar que el efecto observado, responde
a un fenémeno fisico en el cual el disco de hidrogel afecta la cantidad de espacio
disponible para fijarse las células o interfiere en la union de estas, ya que al analizar
las placas al microscopio previo al lavado y a la aplicacién de la tincién con cristal

violeta encontramos trazas del gel en el pocillo (Figura 13G).

En la literatura publicada no existen datos sobre dosis de AEO necesaria para
generar el efecto citotdxico, pero si hay publicaciones que indican la dosis de timol
gue genero algun efecto sobre las lineas celulares que aquellos autores estudiaron.
Al respecto, sobre una linea celular de cancer géastrico 50 uM de timol generan un

efecto proapoptético, mientras que concentraciones entre 20uM y 100 uM inducen
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un dafo directo al ADN (Kowalczyk y cols., 2020). Otros autores indican que en
lineas celulares de CAL-27 se obtuvo una ICso de 300 uM de timol (De La Chapay
cols. 2018); nuestro hidrogel esta cargado con 196 uM de timol en cada disco 0,5%
v/v, si bien en este trabajo no se determind ICso, es posible que al utilizar el hidrogel
como vehiculo se requiere de una menor concentracion de timol y por ello del AEO
para conseguir el efecto terapéutico deseado. Ademas, cabe recordar que los
aceites esenciales tienen variados componentes, los cuales pueden tener efecto
sinérgico, explicando por qué se obtuvo un efecto a concentraciones menores

cuando normalizamos respecto a timol.

En resumen, los datos presentados en este trabajo indican que el hidrogel
preparado puede ser una opcion para la entrega de aceites esenciales, de manera
sostenida en el tiempo y con efecto citotoxico sobre células de cancer oral. Estos
resultados son la punta de lanza para seguir evaluando y probando estos hidrogeles
cargados con aceite esencial en diversas situaciones como podria ser la prueba
sobre cultivos tridimensionales, prueba sobre cultivos sometidos a hipoxia y asi
lograr determinar concentraciones inhibitorias y también conocer a futuro las vias

por las cuales este AEO esta actuando sobre las células.

Es relevante buscar dia a dia nuevas herramientas y formas de enfrentar el cancer,
dado que su incidencia y prevalencia va en aumento a nivel mundial y a pesar de
esto no es de conocimiento entre la poblacion y en consecuencia su diagnéstico es
escaso Yy tardio, mas aun en el cancer oral. No debemos olvidar que como futuros
odont6logos tenemos una tarea pendiente en lo que respecta a educacion,
diagndstico y tratamiento de esta patologia. Nuestro rol como cirujanos dentistas es
estar atento ante cualquier indicio o lesion potencialmente maligna, informar y
educar a nuestros pacientes sobre los factores de riesgo y detecciones de lesiones
sospechosas, que nos permitan realizar un diagnostico temprano y prevenir asi las

terribles consecuencias de esta enfermedad.
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VIl.  CONCLUSION

El vehiculo generado correspondiente al hidrogel demostrd6 ser un método
efectivo y eficaz para el transporte de AEO y su posterior liberacién controlada
en el tiempo, ademés siguiendo los protocolos su produccién no es compleja 'y
es susceptible de recibir modificaciones como el farmaco a utilizar o la
concentracion de este que se desea probar, por lo cual podemos indicar que son
facilmente modificables.

En este trabajo se establecié que la aplicacion de hidrogeles cargados con AEO
evidencian un efecto citotoxico sobre el cultivo plano de CAL-27, esto mediante
la disminucién de la viabilidad celular, por ello podemos decir que estos
resultados son preliminares, pero prometedores y nos entregan los lineamientos
para poder realizar mas pruebas a futuro, ya sea en cultivos sometidos a hipoxia,
cultivos tridimensionales, en combinatoria con otros farmacos, de esta forma ir
probando estos hidrogeles para lograr en algdn momento si se sortean de
manera favorable todas las fases previas realizar pruebas en modelos in vivo

sobre el desemperio de estos hidrogeles.

Si bien es cierto se necesitan realizar mas estudios, este es el primero en utilizar
este tipo de hidrogeles como vehiculo para el aceite esencial, por lo tanto, se
abre la puerta a muchas posibilidades en la busqueda de farmacos y/o uso de
otros aceites esenciales que mejoren la calidad de vida y supervivencia de los

pacientes diagnosticados con cancer oral.
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Vill.  LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Para este estudio se utilizé agua destilada en los ensayos de liberacion del hidrogel,
no obstante, creemos seria interesante realizar estas pruebas en saliva artificial, ya
gue a futuro esperamos estos hidrogeles puedan ser usados en el territorio oral, de
esta manera asi conocer si existe alguna influencia de la composicion de este medio

versus el agua para la liberacion del AEO contenido en los hidrogeles.

Con respecto a los hidrogeles utilizados estos no tenian mas de dos semanas de
elaborados, pero desconocemos que comportamiento tienen estos al utilizarlos con
mas tiempo de almacenados, a fin de determinar si con el paso del tiempo el AEO
se mantiene estable en el tiempo al interior del hidrogel o este se va perdiendo en

el tiempo y por ello su efectividad.

Respecto de los ensayos de viabilidad celular, la concentracién inhibitoria
semimaxima (ICso) es la medida mas ampliamente utilizada e informativa de la
potencia de un farmaco, ella nos indica la concentracion del medicamento necesaria
para inhibir un proceso biolégico en un 50%, entregando asi la medida de la
potencia de un medicamento antagonista en la investigacion farmacolégica (Aykul
y Martinez-Hackert, 2016). No obstante, este ensayo es del tipo cualitativo y seria
de suma importancia en una segunda fase de este estudio poder realizar los
ensayos cuantitativos respectivos para continuar con el proceso de investigacion

sobre el uso del AEO cargado los hidrogeles.

Es importante destacar también la necesidad de realizar la prueba de estos
hidrogeles en lineas celulares normales, a fin de determinar si los hidrogeles de
igual manera como ocurre con la linea celular de CAL-27 producen o no un efecto
citotéxico, asi también probar en otras lineas celulares de céancer oral cual es el

comportamiento que estas evidencian al ser expuestas a los hidrogeles formulados.
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