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1. RESUMEN

Introduccion. Las infecciones por Candida albicans tienen una importante carga
para el sector de la salud, cuyo grupo de riesgo comprende principalmente a la
tercera edad. El tratamiento farmacoldgico actual para candidiasis oral es limitado,
presenta resistencia y toxicidad. Se propone un dispositivo de entrega de aceite
esencial de Origanum vulgare en forma de hidrogel (hidrogel/AEO) que permita el
control de dosificacién para ser evaluado sobre C. albicans ATCC 90029 in vitro.
Materiales y métodos. Se estudio el efecto antifungico del hidrogel/AEO sobre C.
albicans ATCC 90029 mediante ensayos de difusion por disco y adhesion en
superficie abidtica. Se preparo el hidrogel en base a gelatina bovina y se determiné
la formulacion 6ptima de hidrogel/AEO cualitativamente. La liberacion de AEO se
cuantific6 mediante su dilucion en agua destilada y medicion de la absorbancia con
espectrofotometria, extrapolando los valores a una curva de estandar de Timol.
Resultados. La formulacion oOptima de hidrogel/AEO fue gelatina 4 % mlyv;
concentraciones de AEO de 0,5y 1 % v/v; Tween-80 0,6 % v/v y tiempo de secado
de 7 dias. Los hidrogeles/AEQ tienen control de liberacion de forma no lineal con punto
maximo de liberacion en ~ 210 — 255 min. Los discos de hidrogel/AEO demostraron
inhibir cualitativamente el crecimiento de C. albicans y tuvieron disminucién de un 70
% de adhesién en superficie abidtica.

Conclusiones. Los discos de hidrogel permiten la liberacion sostenida y controlada
de bajas concentraciones de AEO, inhibiendo el crecimiento y la adhesion de C.
albicans in vitro. Proponemos a este dispositivo de entrega como una opcion a futuro
para el tratamiento de infecciones localizadas de C. albicans; sin embargo, se
requieren mas estudios de la formulacion sobre escenarios mas complejos para

evaluar su toxicidad, seguridad y determinar concentraciones terapéuticas.



2. MARCO TEORICO
2.1 Los trastornos bucodentales y su relevancia

Los trastornos bucodentales afectan a las personas durante toda su vida,
constituyendo una importante carga para el sector de la salud. Entre ellos se
encuentran la caries dental, enfermedad periodontal, cancer oral, infecciones
causadas por hongos, entre otros (OMS, 2022). Estos trastornos, con el curso de
los afos incrementan su severidad y prevalencia afectando especialmente a la
poblacion de la tercera edad, teniendo como desenlace en muchos casos la pérdida
de dientes, cuya alternativa de rehabilitacion mas frecuente es el uso de prétesis
removible acrilica por ser la solucibn mas econdmica, cuya consecuencia es
transformarse en factor etiologico para instalacion de microorganismos, tales como
bacterias y hongos. Asi, se ha reportado una prevalencia de Candida albicans (C.
albicans) entre un 60 a 100 % de los portadores de proétesis removible (Gleiznys, A.
y cols., 2015).

En este sentido, las infecciones orales causadas por especies del género
Candida son un trastorno bucodental, donde se reportan anualmente alrededor de
400.000 infecciones causadas por C. albicans en el mundo, con una tasa de
mortalidad del 46 - 75 % en sus manifestaciones mas graves como candidemia (Pal,
M., 2018).

2.2 Candidiasis oral

Los hongos del género Candida son microorganismos con desarrollo
predominantemente unicelular y son conocidos como levaduras. Comprende mas
de 150 especies, de las cuales solo 12 poseen la facultad de adaptarse a una
temperatura de 37 °C y ocasionalmente ser patdogenas para los humanos,
destacando C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, entre otras (Pardi, G. y Cardozo, E.,
2002). Asi, C. albicans, una especie comensal de la mucosa oral, es responsable
de aproximadamente un 50 % de los casos de candidiasis humana, siendo ademas
la especie mas virulenta (Lopes, J. y Lionakis M., 2022; Mba, I. y Nweze, E., 2020).

Estos microorganismos son oportunistas, causando desde enfermedad

mucocutanea hasta diseminacion hematologica, mediante el crecimiento de
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colonias y la penetracion de éstas en los tejidos orales cuando existe una disbiosis
inducida por antibioterapia, inmunosupresion o intervenciones médico-
odontoldgicas que dafien la integridad de la barrera mucocutanea o perturben los
mecanismos de defensa del hospedero (Lopes, J. y Lionakis, M., 2022; Otero, R. y
cols., 2015). Dentro de los factores de riesgo destacan el uso de protesis
mucosoportadas, consumo de tabaco, radioterapia/quimioterapia, desordenes
hormonales, uso de inhaladores orales y alteraciones salivales cualitativas y
cuantitativas (Muzyka, B. y Epifanio, R., 2013).

Una vez inducida la disbiosis, comienza el sobrecrecimiento de colonias de C.
albicans, cuyo ciclo de vida de formacion de biopeliculas esta comprendido por
cuatro etapas en un periodo de 24 horas (Nobile, C. y Johnson, A., 2015). La primera
etapa es la adhesion de células en estado plancténico a una superficie bidtica o
abidtica. Luego, ocurre un cambio en la morfologia celular desde el estado
planctonico a formas filamentosas, denominadas pseudohifas e hifas verdaderas
que proliferan activamente. En paralelo, para la formacion de la biopelicula debe
producirse abundante matriz extracelular. Finalmente, cuando ya se tiene una
biopelicula madura se liberan del medio levaduras para diseminar y formar nuevas
biopeliculas, permitiendo un equilibrio entre las colonias perdidas debido al
recambio de células epiteliales y su persistencia en la superficie (Figura 1) (Lohse,
M. y cols., 2018). De esta manera, la destruccion de los tejidos de los afectados
ocurre por el efecto fisico de los filamentos creciendo dentro de los tejidos y
liberacion de enzimas hidroliticas extracelulares al ambiente local en el caso de
Candidiasis invasora (Lewis, M. y Williams, D., 2017).

La capacidad de C. albicans de cambiar de morfologia, desde levadura
propiamente tal a pseudohifas e hifas verdaderas, se ha relacionado con su
patogenicidad, permitiéndole atravesar barreras mucosas, establecer la
enfermedad en tejidos profundos y al mismo tiempo asegurar su persistencia en la
cavidad oral, constituyendo un factor de virulencia clave (Figura 2). Esto se
correlaciona con la formacién de biopeliculas, las cuales se definen como una
comunidad microbiana organizada tridimensionalmente, adherida a una superficie
bidtica o abidtica, que otorga patogenicidad a las levaduras brindandoles mayor
resistencia a farmacos y a perturbaciones fisicas (Blankenship, J. y Mitchell, A.,
20086).
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Figura 1. Esquema de ciclo de vida de formacién de biopeliculas de C.
albicans: Se describen cuatro etapas: Adherencia de células en forma de
levaduras planctonicas a la superficie; Iniciacion o fase proliferativa de la
formaciéon de la biopelicula, donde coexisten las células en forma de levadura,
pseudohifa e hifas adheridas a la capa basal; Maduracién de la biopelicula donde
se produce abundante matriz extracelular; y Dispersion de células en su forma de
levadura desde la biopelicula hacia otros sitios. (Figura de elaboracion propia
mediante software Biorender®).

Figura 2. Morfologias de C. albicans: a) Levadura; b) Pseudohifa, se observan
constricciones caracteristicas en cuello de la yema; ¢) Hifa verdadera, se observa
que no poseen constricciones ni ramas. (Fotografias extraidas y adaptadas de
Sudbery, P. y cols., 2004).



2.3 Manifestaciones clinicas de candidiasis oral

La clasificacion actual de Candidiasis oral comprende cuatro formas primarias cuyo
diagnostico es eminentemente clinico, entre ellas se encuentran la candidiasis
pseudomembranosa, candidiasis eritematosa aguda, candidiasis eritematosa
cronica y candidiasis hiperplasica cronica, donde ademas cualquiera de ellas puede
estar asociada concomitantemente con la presencia de queilitis angular, una forma
secundaria de candidiasis oral (Figura 3). Dentro de ellas destaca la candidiasis
eritematosa cronica, comunmente asociada con el uso de prétesis removibles
desajustadas, higiene oral y protésica deficientes y se conoce comunmente como
“‘estomatitis subprotésica”, desarrollada principalmente en la mucosa palatina
subyacente a un aparato protésico acrilico removible en un 75 % de los pacientes
portadores (Figura 3C) (Lewis, M. y Williams, D., 2017).

Las infecciones por C. albicans, vienen de la mano con signos y sintomas que
van en desmedro de la calidad de vida de los afectados, presentandose en zonas
superficiales con picazon, ardor, sangrado, secrecion, dolor, erupcién y en zonas
mas profundas con inestabilidad hemodinamica, shock, hemocultivos positivos,
fiebre, taquicardia e incluso en hospederos comprometidos el diagnostico tardio
puede conducir a la muerte (Telles, D. y cols., 2017).

2.4 Manejo clinico de infecciones orales por C. albicans: tratamiento

farmacolégico, mecanismo de accion y sus limitaciones

Una vez diagnosticada la infeccion oral por Candida, el manejo clinico en Chile,
segun la guia clinica del MINSAL, 2010, considera: para casos leves, el manejo de
factores irritativos, medidas de higiene oral y protésico, el uso opcional de
antisépticos o desinfectantes y adicionalmente prescripcion de antifungicos topicos;
en el caso de infecciones resistentes y graves en pacientes inmunocomprometidos
se prescriben antifungicos sistémicos. De esta manera, actualmente se utilizan
principalmente tres familias de farmacos antifungicos en el tratamiento para
infecciones por C. albicans (Tabla 1). Adicionalmente, la lista de farmacos para el
tratamiento antifungico de Candidiasis oral y sus observaciones, proporcionada por
MINSAL, 2010 se muestra en la Tabla 2.



Figura 3. Fotografias de manifestaciones clinicas de Candidiasis oral. A)
Candidiasis pseudomembranosa, B) Candidiasis eritematosa aguda, C) Candidiasis
eritematosa cronica, D) Candidiasis hiperplasica crénica, E) Queilitis angular
(Fotografias Extraidas y adaptadas desde Lewis, M. y Williams, D., 2017).
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Tabla 1. Familias de farmacos antifungicos. (Shapiro, R. y cols., 2011; Lewis, M.
y Williams, D., 2017).

Estructura en

Familia Tipo . Blanco terapéutico y efecto
P donde actian P y
En su Enzima 14a- esterol-demetilasa, bloquea la
, sintesis de ergosterol (analogo funcional del
Azoles mayoria se .
- Membrana colesterol de los humanos), causando estrés
(imidazoles/ comportan - .
) celular en la membrana. También se ha descrito que
triazoles) como

e causan la acumulacién de 14a-metil-3,6-diol,

fungistaticos . o
un intermediario toxico en la membrana.

Ergosterol, forma complejo farmaco-

Membrana ergosterol en forma de canal que atraviesa la

celular membrana celular y causa la fuga de iones

desde el interior de la célula.

Polienos Fungicida

Enzima (1,3)-B-d-glucano sintasa, bloquea
Equinocandidas  Fungicida Pared celular  sintesis de (1,3)-B-d-glucano, que causa la
pérdida de integridad de la pared celular.

Tabla 2. Agentes antimicéticos utilizados en el tratamiento de Candidiasis oral
(MINSAL, 2010).

Droga/Familia Presentaciones Observaciones

Actualmente solo cuenta con registro del ISP para formulacion

Anfotericina B/ Pastilla . ) - . .
intravenosa, por lo que so6lo se utiliza en infecciones

Polieno Suspension oral o . .
P sistémicas diseminadas. (ISP., 2006).
— Crema , . . .
Nistatina/ Pastillas Absorcion desde el tracto gastrointestinal despreciable. Puede
Polieno . causar nausea y vomitos a altas dosis.
Suspension oral
Clotrimazol/ Crema . . ,
. ., Efectos locales leves. Presenta actividad anti-estafilococo.
Imidazol Solucién
Miconazol/ Gel oral Ocasionalmente produce reacciones locales leves. Interactua
Imidazol Crema con anticoagulantes. Evitar porfirina.
Ketoconazol/ Tabletas Puede causar nausea, vomitos, prurito y dafio hepético.
Imidazol Interactua con anticoagulantes, cisaprida y astemizol.
Interactia con anticoagulantes, terfenadina, cisaprida y
Fluconazol/ . . - ) . -
Triazol Capsulas astemizol, vomitos, diarrea, dolor de cabeza y disfuncion
hepética.
Itraconazol/ Capsulas Interactua con terfenadina, cisaprida y atemizol. Puede causar
Triazol nausea, neuropatia y rash.
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Existen diversas limitaciones para estos farmacos, destacando: la naturaleza
fungistatica de algunos azoles y polienos impone una seleccion natural sobre las
células supervivientes que permite desarrollar resistencia al farmaco por su
incapacidad de erradicar biopeliculas; los farmacos polienos tienen poca absorcion
intestinal y limitacion de eficacia por la dificultad de mantener niveles suficientes del
farmaco en el entorno de C. albicans y significativa toxicidad debido a la interaccion
con el colesterol de las células humanas por su similitud estructural con ergosterol;
las equinocandidas tienen muy buen perfil de seguridad, pero no tienen un rol en
tratamiento ambulatorio para Candidiasis oral debido a tener una minima absorcion
via intestinal (Shapiro, R. y cols., 2011; Lewis, M. y Williams, D., 2017).

De esta manera, de la lista proporcionada por MINSAL. (2010), en la practica
clinica solo se utilizan nistatina, miconazol y fluconazol, donde nistatina y miconazol
tienen buena respuesta y tolerabilidad pero deben ser administrados 4 veces al dia
(MINSAL., 2010), dificultando el cumplimiento terapéutico. Fluconazol solamente se
utiliza en casos de infecciones recurrentes y/o alteracion del sistema inmune, donde
ademas existe alta tasa de recurrencia al no poseer actividad anti biopelicula.

De esta manera, de la lista proporcionada por MINSAL. (2010), en la practica
clinica solo se utilizan nistatina, miconazol y fluconazol, donde nistatina y miconazol
tienen buena respuesta y tolerancia, pero deben ser administrados 4 veces al dia
(MINSAL., 2010), dificultando el cumplimiento terapéutico. Fluconazol solamente se
utiliza en casos de infecciones recurrentes y/o alteracion del sistema inmune, donde
ademas existe alta tasa de recurrencia al no poseer actividad anti-biopelicula.
Finalmente, en casos donde las alternativas anteriores no son efectivas, se utilizan
antifungicos de accidén sistémica, con mayor espectro de accion tales como
itraconazol o posaconazol, pero tienen mayores efectos adversos, mayor costo
asociado en el caso de posaconazol y de igual manera existe alta tasa de resistencia
a estos farmacos (Nett, J. y Andes, D., 2016; Arnold, T. y cols., 2010).

Como problemas asociados al control de infecciones causadas por C. albicans,
se han descrito: el numero limitado de agentes antifungicos efectivos, la alta
citotoxicidad y costo, la recurrencia de infecciones, el aumento en la resistencia y
alta variabilidad de eficacia. En este contexto, los productos naturales han sido de
interés en los ultimos afios, principalmente debido a que presentan baja toxicidad y
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propiedades antimicrobianas demostradas, como es el caso de los aceites

esenciales.

2.5 Aceites esenciales: origen, propiedades terapéuticas y su potencial uso
como terapia antifungica para el control de crecimiento de C. albicans

Las plantas generan aceites esenciales (AE) en forma de metabolitos
secundarios, los que poseen un potencial quimico para diversas funciones
bioldgicas, tales como: actuan como sistema inmunoldgico que brinda proteccion
frente a microorganismos, insectos y herbivoros; sirven como mecanismo de
supervivencia frente a diversos tipos de estrés bidticos y abidticos para adaptarse a
diferentes condiciones climaticas tales como proteccion UV; favorecen la
reproduccion de tipo sexual como agente atractivo para su polinizacion, entre otras
(Olayemi, R., 2017).

Los AE han sido ampliamente utilizados por la medicina tradicional para
diferentes afecciones, y sus aplicaciones biolégicas estan dadas en gran parte por
la presencia de estructuras quimicas caracteristicas que constituyen una fraccion
relativamente volatil de los metabolitos secundarios de las plantas.

Cada aceite esencial puede estar constituido de 20 a 100 metabolitos
secundarios de diverso origen quimico; sin embargo, para todas las plantas
productoras de aceite esencial los metabolitos secundarios predominantes son los
terpenos, los cuales son compuestos organicos volatiles con propiedades
aromaticas sintetizados por las plantas como resultado de polimerizacion
enzimatica de una unidad basica llamada isopreno (Figura 4A).

Los terpenos se clasifican en base a dos factores: el numero de unidades de
isoprenos polimerizadas, encontrando los hemiterpenos, monoterpenos,
sesquiterpenos (conformados por 1, 2 y 3 unidades de isopreno, respectivamente),
y su modificacién quimica por grupos funcionales, encontrando a los terpenoides, a
los cuales se le afiaden atomos de oxigeno, destacando por sus propiedades los
fenoles, los cuales son terpenoides con un grupo hidroxilo (-OH) unido a un anillo
aromatico y una cola de tres atomos de carbono, siendo los mas comunes timol,

eugenol y carvacrol (Figura 4B) (Moghaddam, M. y Mehdizadeh, L., 2017).
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OH

CHs OH
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Figura 4. Estructuras quimicas. A. Unidad de isopreno. B. Eugenol, timol y
carvacrol. (Figuras extraidas y adaptadas desde Moghaddam, M. y Mehdizadeh, L.,

2017).
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Cada AE es unico en composicidn, aunque provenga de una misma especie,
pues cada planta produce diferentes metabolitos en funcién de su localizacion
geografica y de la estacion del afio, donde las estaciones de primavera, verano y
otoflo son las estaciones en las que los aceites exhiben similares y potentes
actividades antifungicas (Bozovic, M. y cols., 2017; Arcilla-Lozano, C. y cols., 2004).

Existen diversos métodos de extraccion de los AE, tales como extraccion con
solventes organicos, destilacion asistida por microondas, entre otros; sin embargo,
los AE se obtienen en la mayoria de los casos a través de un método conocido como
arrastre de vapor de agua del material vegetal, que permite adquirir un extracto puro
sin subproductos toxicos para su utilizacion con aparatologia mas sencilla y menos
costosa en comparacion a otros métodos. Cabe destacar que para este método no
existe regla sobre un tiempo de extraccion apropiada, diferentes plantas necesitan
distintos periodos de extraccidon para que el aceite esencial tenga las caracteristicas
y calidad deseada (Moghaddam, M. y Mehdizadeh, L., 2017; Bozovic, M. y cols.,
2017).

En cuanto a las diferentes propiedades que poseen los AE, éstas se asocian con
distintos componentes. En este sentido, el efecto antifungico de los terpenos
dependeria de la cantidad de fenoles alcohdlicos que existan en su composicion,
destacando como agentes antifungicos efectivos los monoterpenos, sesquiterpenos
con anillos aromaticos, grupos hidroxilos fendlicos y otros terpenos activos como
alcoholes, aldehidos y ésteres que pueden contribuir al efecto global antimicrobiano
(Santos, A. y cols., 2019).

Se han estudiado distintas especies vegetales, entre ellas Thymus vulgatris,
Lavandula hybrida y Origanum vulgare, mostrando resultados prometedores en el
control de crecimiento de colonias de C. albicans, y un hallazgo comun es que los
componentes mayoritarios identificados para los aceites fueron terpenoides, tales
como carvacrol, timol, eugenol, linalool, entre otros (Juniatik, M. y cols., 2017;
Giordani, R. y cols., 2004; Guandalini, C. y cols., 2020; Santos, A. y cols., 2019; Cid-
Chevecich, C. y cols., 2022). De esta manera, el mecanismo de accion antifungico
de los AE parece depender de su composicién y concentracion, pudiendo tener
efectos antifungicos por diferentes vias, tanto las concentraciones inhibitorias como

las subinhibitorias.
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Pauli, A. y cols., 2009, describieron que los componentes aislados de los AE
pueden tener diferentes efectos segun su concentracion. A altas dosis destruyen a
las células por vias comunes; sin embargo, a bajas dosis, distintos terpenoides
afectan la fluidez de membrana de manera diferente, disminuyéndola en el caso de
o-terpineol y aumentandola en el caso de terpineno-4-ol. Componentes como
carvacrol y timol son potentes inhibidores de la cadena respiratoria y también se ha
observado que timol evita la formacién de filamentos de C. albicans en
concentraciones subinhibitorias (Pauli, A., 2006).

En esta misma linea, Palmeira-de-Oliveira, A. y cols., 2009, sugieren que los
aceites son capaces de atravesar la pared celular y ubicarse entre las capas de la
membrana, pudiendo alterar su fluidez, causar dafnos a proteinas y enzimas de la
membrana, con la consecuente disrupcién y degradacion de la pared celular. Esto
resultaria en la fuga del contenido celular, coagulacion del citoplasma, agotamiento
de protones y eventual lisis celular, teniendo relacion directa con la viabilidad celular
y formacion de hifas. Los monoterpenos, como timol y carvacrol, han demostrado
efectos significativos debido a su propiedad anfipatica y capacidad de reaccionar
guimicamente con proteinas de membrana. Esto respaldaria la idea de utilizar
aceites esenciales en su totalidad, para aprovechar el sinergismo entre sus

componentes (Palmeira-de-Oliveira, A. y cols., 2009).

2.6 Formulaciones actuales para utilizar aceites esenciales como farmacos

Debido al origen vegetal de los AE, éstos tienen la caracteristica de ser
hidrofébicos, volatiles y tener sensibilidad a la oxidacion (Moghaddam, M. y
Mehdizadeh, L., 2017).

En esta linea, se requiere de una encapsulacion para el uso de los AE,
existiendo diferentes formulaciones que ofrecen diversas propiedades en términos
de estabilidad y eficacia, tales como emulsiones, encapsulacion mediante
ciclodextrinas, liposomas, nanoparticulas poliméricas, sprays, entre otras (Juniatik,
M. y cols., 2017; Oliveira-Filho, R. y cols., 2018; Lelis, C. y cols., 2021; Altay, O. y
cols., 2022). Estas formulaciones permiten encapsular los aceites, mejorar su
solubilidad y protegerlos de su degradacion; sin embargo, tienen en comun que no

crean un dispositivo que sirva como vehiculo para su liberacién sostenida.
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Por este motivo surge la necesidad de desarrollar un dispositivo que permita
la aplicacion y control de liberacion del AE en el contexto del uso oral para
infecciones por C. albicans, donde la mucosa oral es una superficie con constante
flujo salival que dificulta la permanencia de los farmacos sobre el sitio a tratar. En
este sentido, en la busqueda de dispositivos que permitan la liberacién controlada
de farmacos surgen como alternativa los hidrogeles con inclusiones de AE, los
cuales son una red tridimensional conformada por cadenas flexibles de polimeros
que absorben cantidades considerables de agua, que tienen caracteristicas de ser
hidrofilos, blandos, elasticos, insolubles en agua y ademas de hincharse en
presencia de agua aumentando su volumen, lo que les aporta la propiedad de
absorber, retener y liberar bajo condiciones controladas algunas soluciones
organicas (Arredondo, A. y Londofio, M., 2009).

De esta manera, se han desarrollado mezclas de biopolimeros tales como
hidrogeles e hidrocoloides con AE, a fin de emplear estos productos en el
tratamiento de heridas, utilizando extracciones de lavandula, eucaliptus, pino,
orégano, entre otros. Estos productos, en distintos ensayos demostraron efectividad
en la formulacion usando hidrogeles como andamio para reparacién de heridas y
con el efecto coadyuvante de aceites esenciales para favorecer la cicatrizacion y
otorgar efecto antioxidante, antibacteriano y antiinflamatorio (Pérez-Recalde, M. y
cols., 2017). En este contexto, se ha reportado que la formulacion de hidrogel en
base a mezcla de gelatina con AE tuvo resultados prometedores en el control de
crecimiento de las especies fungicas B. cinerea y R. stolonifer, mostrando actividad

inhibitoria in vitro (Scartazzini, L. y cols., 2019).

2.7 Aceite esencial de orégano: un efectivo agente antifungico contra C. albicans

Para el estudio de muestras vegetales, surge la necesidad de seleccionar
una especie que sea factible de obtener en grandes cantidades, debido a que la
cantidad de AE que se obtiene es reducida en comparacioén a la cantidad de muestra
requerida para su extraccion. En Chile se puede obtener Origanum vulgare (O.
vulgare), una hierba mediterranea que actualmente se cultiva en diversas regiones

del pais, la cual es factible de cultivar en grandes cantidades a partir de una misma
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planta en condiciones conocidas y realizar una seleccion de la muestra para su
utilizacion.

Recientemente se ha descrito que el aceite esencial de orégano (AEO) posee
potente actividad antifungica, disminuyendo la viabilidad en biofilms formados por
diferentes especies de Candida, inhibiendo la morfogénesis, adhesion vy
proliferacion en al menos un 50 %, ademas, tiene interaccion sinérgica con
fluconazol y nistatina (Cid-Chevecich, C. y cols., 2022).

En base a lo anterior, considerando la actividad antibiopelicula del AEO sobre
aislados clinicos orales de C. albicans, es de interés evaluar una forma de entrega
controlada a la cavidad oral, lo cual podria lograrse a través de su encapsulacion en
un hidrogel. Por este motivo, en este trabajo planteamos desarrollar un hidrogel para
la liberacion sostenida de AEO y evaluamos su efecto sobre C. albicans in vitro.
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3. HIPOTESIS

La incorporacion de aceite esencial de Origanum vulgare a un hidrogel de
gelatina, permite su liberacion controlada en un medio acuoso, inhibiendo el

crecimiento celular y la adhesion de Candida albicans in vitro.

4. OBIJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la incorporacién del aceite esencial de Origanum vulgare en un
hidrogel de gelatina y su perfil de liberacion, junto con su efecto sobre el crecimiento

celular y adhesion de C. albicans in vitro.

4.2 Objetivos especificos

e Generar y caracterizar una formulacién de hidrogel/AEO que al solubilizarse
permita la liberacidon controlada del aceite en un medio liquido.

e Determinar el efecto in vitro del hidrogel/AEO sobre el crecimiento de C.
albicans (ATCC 90029).

e Determinar el efecto in vitro del hidrogel/AEO sobre la adhesion de C.
albicans (ATCC 90029) a una superficie abiotica.
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5. METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudio

Estudio experimental in vitro.

5.2 Obtencion del aceite esencial de Origanum vulgare (AEO)

5.2.1 Obtencion de muestra vegetal. Se utilizaron 2 kg de hojas y tallos frescos

de O. vulgare, los que fueron recolectados durante la floracién primaveral del afio
2021 en Chicauma, Lampa, Region Metropolitana, Chile (33°14°23"S,70°54°2770)
y almacenados en lugar fresco y seco.

5.2.2 Extraccion de aceites esenciales por arrastre de vapor de agua. Se

realizaron diferentes cargas por separado en bal6n para destilacion de 2 litros con
aproximadamente 500 gramos de hojas y tallos de O. vulgare (maxima capacidad
del baldn). En paralelo, se dispuso un segundo balon de destilaciéon cargado con
agua destilada sobre un manto calefactor para llevar el agua a punto de ebullicién.
La temperatura del sistema fue controlada mediante un termémetro situado en el
balén con el producto vegetal, el cual se mantuvo a 98 °C para el proceso.

Ambos balones se conectaron mediante conectores de silicona para permitir
el paso de vapor desde el balon con agua hacia el balén con las muestras de
producto vegetal, realizando el arrastre por vapor de los compuestos volatiles,
proceso que tuvo una duracion de 90 min. Luego, el vapor cargado con compuestos
volatiles pasé desde el balébn con muestra vegetal, por un condensador Liebig, hasta
un vaso precipitado para finalmente obtener una muestra en estado liquido.

Finalmente, la muestra liquida que se obtuvo esta compuesta por una fase
acuosa y el aceite propiamente tal, por lo que se filtr6 mediante un embudo de
decantacion hasta lograr la separacion de las fases y obtener el aceite esencial. El
aceite esencial obtenido se almaceno en congelador a - 18 °C, en frascos opacos
rotulados con la fecha de obtencion y tipo de producto vegetal utilizado (Figura 5).
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Figura 5. Esquema del sistema de extracciéon de aceite esencial por arrastre
de vapor de agua. A)Se lleva a ebullicién agua destilada y vapores pasan a balén
cargado con material vegetal. B) El refrigerante condensa los vapores que contienen
los compuestos volatiles del aceite esencial. C) Mediante un embudo de
decantacion se separa la fase oleosa de la fase acuosa (Figura de elaboracion
propia mediante software Biorender ®).
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El aceite esencial obtenido de la muestra vegetal utilizada en este estudio fue
caracterizado previamente por Cid-Chevecich, C. y cols. (2022) por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), obteniendo que para este
aceite los constituyentes mas abundantes fueron monoterpenos oxigenados,
representando el 64,13 % de la muestra (cis-sabineno hidrato 16,72 %, 4-terpineol
13,57 % y timol 14,20 %), seguido de hidrocarburos monoterpénicos en un 26,59 %
(y-terpineno 11,66 %) y sesquiterpenos en un 5,12 % (Cid-Chevecich, C. y cols.,
2022).

5.3 Obtencion del hidrogel/aceite esencial de O. vulgare

5.3.1 Formulacion y preparacion del hidrogel. Para la formulacion del hidrogel se

realizd esencialmente el protocolo de Scartazzini, L. y cols. (2019). con algunas
modificaciones:

Preparacion _del hidrogel: Para la preparaciéon de la mezcla, se afadieron los

materiales a disolver en porcentaje en masa por volumen total de agua destilada,
de esta manera, en 250 ml de agua destilada a 80 °C, se disolvieron 10 g de gelatina
de piel bovina (Sigma-Aldrich) (gelatina al 4 % m/v de agua destilada) sobre una
placa con agitacion magnética a 500 rpm por 20 min. Luego, a la mezcla obtenida
se le adicionaron 139 ul de Tween-80 (Sigma-Aldrich) (Tween-80 al 0,06 % v/v de
agua destilada). Posteriormente, se mantuvo esta solucion a 80 °C en bafio maria
mediante el uso de una placa calefactora (Heidolph, MR3001K) por 10 min con
agitacion. Una vez que la solucién se enfrio (25 °C), se separ6 en 3 muestras de 50
ml cada una en vasos de precipitado, descartando los 100 ml sobrantes.

Encapsulacién de AEO dentro del hidrogel. Para esto se prepararon 3 muestras:

1. Hidrogel/0 > 50 ml de solucién sin AEO (AEO al 0 % v/v solucion).

2. Hidrogel/AEO 0,5 % - 250 uyl de AEO en 50 ml de solucién (AEO al 0,5 % v/v
solucion).

3. Hidrogel/AEO 1 % - 500 uyl de AEO en 50 ml de solucion (AEO al 1 % viv

solucion).

Cada mezcla se homogeneiz6 por método de dispersion mediante Ultra-

Turrax® a 14.500 rpm (nivel 5) por 3 min y se adicionaron sobre placas de silicona
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antiadherentes de 10 cm de diametro, obteniendo un espesor de 10 mm de mezcla
por cada placa (Figura 6). Se refrigeraron las placas a 4 °C para obtener la
gelificacion del hidrogel/AEO formulado. Luego de 7 dias se seccionaron los
hidrogeles en discos uniformes mediante un perforador de alicate manual de 6 mm
de diametro (ADIX) de acuerdo con el método 5.3.2.

5.3.2 Cuantificacion de pérdida de humedad en funcién del tiempo y seleccion

del momento optimo para la utilizacion y seccion del hidrogel. Se masaron las

placas de silicona antiadherente en donde se dosificaron los hidrogeles formulados
previo a adicionar la mezcla en una balanza analitica (Precisa 125A). Luego se
masaron las placas de silicona con los hidrogeles obtenidos en los tiempos 0; 24;
96; 168; y 240 h, para cuantificar la pérdida de masa en funcion del tiempo y su
expresion en porcentaje de humedad, tomando como el 100 % de humedad la
preparacion recién gelificada. Finalmente se identifico en que tiempo se detiene la
pérdida de humedad y se obtiene una lamina deshidratada que sea Optima para

seccionarla en discos uniformes de 6 mm de diametro.

5.3.3 Analisis de morfologia de hidrogeles mediante microscopia electronica

de barrido. La morfologia de la pelicula de hidrogeles/O e hidrogeles/AEO 0,5 y 1
% se analiz6 mediante microscopia electronica de barrido (Scanning electron
microscopy, SEM) para el estudio de la seccion transversal de la pelicula. Se realizé
una seccion longitudinal de 0,5 mm de ancho de cada hidrogel y se plegd sobre si
misma 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 electréonico de barrido (Jeol JSM IT300LV),
equipado con espectroscopia de 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 300 - 4300x.
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Figura 6. Esquema de obtencion del hidrogel/aceite esencial de O. vulgare. A)
Se adiciona gelatina al agua destilada bajo agitacion. B) Se adiciona Tween-80 a la
solucidn bajo agitacion. C) Solucion se lleva a bafio maria. D) Solucion se deja
enfriar bajo agitacion. E) Se fracciona la solucion en 3 muestras y se adiciona AEO.
F) Se homogenizan las soluciones por método de dispersion con Ultra-Turrax. G)
Se dosifican las soluciones en placas de silicona antiadherentes y se refrigeran a 4
°C para obtener los hidrogeles/O e hidrogeles/AEO 0,5 y 1 % v/v. AEO Aceite
esencial de O. vulgare (Figura de elaboracion propia mediante software Biorender
®).
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5.3.4 Analisis de transparencia de hidrogeles mediante transmitancia en

espectrofotémetro. Para este ensayo se realizo el protocolo de Scartazzini, L. y

cols. (2019). Para esto se cortaron peliculas del hidrogel a 7 dias desde su
gelificacion de 1,0 cm x 4 cm y se adaptaron al interior de una cubeta de vidrio (SCC)
de 10 mm x 10 mm para espectrofotometro. La transparencia se midié por
transmitancia (%) a 500 nm utilizando espectrofotometro (Thermos, Genesys 150).
La transmitancia total (100 % T) se determind utilizando la misma cubeta vacia. Los
datos obtenidos fueron analizados mediante software GraphPad Prism V 10.0.

5.3.5 Curva estandar de timol. Debido a que timol es uno de los componentes

mayoritarios obtenidos en la caracterizacion del AEQO utilizado en este estudio (Cid-
Chevecich, C. y cols., 2022), se utilizO como marcador para realizar una curva
estandar.

Tomando en cuenta la solubilidad reportada de timol en agua a 25 °C, se
preparé una solucion madre de 0,8 g/L. Luego, se realizé un barrido de absorbancia
en el rango UV (190 - 400 nm) en un espectrofotometro (Thermos, Genesys 150)
(Figura 7). El pico de referencia de timol utilizado para este estudio es el de 274
nm.

Para realizar la curva de calibracion, se prepararon disoluciones seriadas desde
la solucion madre y se midio la absorbancia de las distintas soluciones tomando

como referencia 274 nm:

Solucion madre 0,98 g/1000 ml = 980 ppm (1 g/l)

81,63 ml de la solucién madre en 200 ml de solucién - 400 ppm (0,4 g/l)
20,41 ml de la solucién madre en 200 ml de solucién - 200 ppm (0,2 g/l)
10,2 ml de la solucion madre en 200 ml de solucion - 100 ppm (0,1 g/l)

5,1 ml de la solucion madre en 200 ml de solucién = 50 ppm (0,05 g/l)

2,55 ml de la solucién madre en 200 ml de solucién = 25 ppm (0,02 g/l)
1,27 ml de la solucion madre en 200 ml de solucion - 12,5 ppm (0,0125 g/l)

N o a ks~ D=2 o

0 ml de la solucion madre en 200 ml de solucién = 0 ppm (0 g/l)
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Figura 7. Barrido de absorbancia en espectro de luz UV para solucion madre
de timol 0,8 g/l. Se grafica absorbancia (ABS) en funcion de la longitud de onda.
Linea verde indica senal de absorbancia para timol con longitud de onda en 274 nm,
linea azul indica sefal inespecifica detectada.



23

5.3.6 Ensayo de control de liberacion del hidrogel/AEO en agua destilada. Para

medir la liberacion de AEO al medio, se utilizé como marcador de absorbancia el
timol (274 nm) debido a que es uno de los componentes mayoritarios dentro la
muestra vegetal utilizada. Asi, se realizé una curva de absorbancia en el tiempo de
la siguiente manera:

Para cada concentracion de hidrogel/AEO preparada (0; 0,5 y 1 %), se
adicionaron 10 discos uniformes de 6 mm de diametro en un vaso precipitado con
10 ml de agua destilada sobre una placa con agitacion magnética a 500 rpm a
temperatura ambiente. Luego se tomaron alicuotas de 2000 pl cada 15 min durante
255 min desde el centro de la dilucidén y se traspasaron a un tubo eppendorf de 2
ml. Las muestras se centrifugaron a 10.000 rpm por 90 s en una centrifuga (Hermle,
Z216MK). De las muestras centrifugadas se alicuotaron 1500 pl desde el
sobrenadante y se traspasd a una cubeta de cuarzo para medir la absorbancia a
274 nm en un espectrofotometro (Thermos, Genesys 150). Se utiliz6 como blanco
una muestra de 10 discos de hidrogel sin AEO completamente disueltas en 10 ml
de agua destilada. Se registraron los datos obtenidos de absorbancia en funcién del
tiempo y concentracion de AEO en los discos utilizados.

5.3.7 Cuantificacion de la cantidad total de AEO contenida en los discos de

hidrogel/AEO utilizados. Una vez que se obtuvieron los valores de absorbancia

en el tiempo para los geles con distintas concentraciones de AEO (0; 0,5y 1 %) se
procedié a expresar los resultados en funcién de la curva de calibracién realizada
previamente para timol (Seccion 5.3.5). De esta manera, se reemplazaron los
valores maximos de absorbancia obtenidas en la meseta de cada curva de
liberacion de hidrogeles/AEO (punto maximo de liberacion de AEO) en la ecuacion
de la curva obtenida para timol, obteniendo las concentraciones de timol que

contienen 10 discos de hidrogel.

Luego, se maso en triplicado (n = 3) para obtener el promedio + DE, de las
siguientes muestras:
a) 10 discos de hidrogel con concentraciones de AEO de 0; 0,5y 1 %.
b) 1 disco de hidrogel con concentraciones de AEO de 0; 0,5y 1 %.
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Conociendo las masas (g) de 1y 10 discos de hidrogel/AEQ utilizados, se calculd
cuanto timol contiene 1 disco de hidrogel mediante una regla de tres, usando la

siguiente ecuacion:

Promedio masa 1 disco (g) x [Timol 10 discos (ppm)]

[Timol en 1 Disco (ppm)l = Promedio masa 10 discos (g)

Para expresar la concentracion de timol segun el sistema internacional de
unidades, se calculara la equivalencia de la concentracion en ppm calculadas
anteriormente en milimoles por litro (mM), conociendo la masa molar reportada de

timol (150,22) mediante la siguiente ecuacion:

Concentraciéon de timol (ppm)
150,22

1L

Concentracion de timol (mM) =

Una vez calculada la concentracion de timol contenida en 1 disco de hidrogel
y conociendo el % de timol que contiene el AEO utilizado (14,2 %) segun su
caracterizacion (Cid-Chevecich, C. y cols., 2022), se calcul6 la concentracion de

AEO contenida en 1 Disco de hidrogel mediante la siguiente ecuacion:

[Timol 1 Disco (ppm)] x 100

[AEO 1 Disco (ppm)] = 14,2

5.4 Actividad antifungica del hidrogel/Aceite esencial de O. vulgare

5.4.1 Cepas y condiciones de cultivo a utilizar. Se utilizé la cepa de referencia de

C. albicans ATCC 90029 (susceptible a fluconazol) para evaluar el efecto de los
hidrogeles/AEOQ. La cepa fue sembrada en placas de agar Sabouraud Cloranfenicol
(Biokar), incubadas a 37 °C por 24 - 48 h para obtener colonias de 1 -2 mm de

diametro y fueron mantenidas a 4 °C hasta el momento de su utilizacion.
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5.4.2. Ensayo de difusién por disco. Para determinar el efecto antifungico del aceite

esencial y los hidrogeles, se realizé un ensayo de difusidon por disco de acuerdo con
el protocolo del CLSI (Sheehan, D. y cols., 2004) con minimas modificaciones:

En primer lugar, a partir de una colonia de C. albicans de 1 - 2 mm de diametro,
se preparo una suspension en buffer fosfato salino (PBS) ajustada a un patrén de
turbidez de 0,5 McFarland. Luego, se realizé en triplicado una siembra en césped con
la suspension de trabajo en placas de agar Sabouraud cloranfenicol. Luego se
adicionaron sobre el agar los discos de hidrogel conteniendo las distintas
concentraciones de aceite esencial (0; 0,5y 1%) o el control (fluconazol, 25 pg). Para
las diferentes condiciones experimentales que se realizaron con hidrogeles, se
utilizaron discos de hidrogel de 7 dias de antigiedad desde su preparacion.

Las placas fueron incubadas a 37 °C y se midi6 el diametro de los halos de
inhibicion a las 24 h. Para el control de fluconazol, se determiné la susceptibilidad,
susceptibilidad dosis-dependiente o0 resistencia respecto a los intervalos
proporcionados por el CLSI, documento M44-4 (Tabla 3), midiendo el halo de
inhibicién de crecimiento con una regla milimetrada para determinar el efecto sobre
colonias sembradas. Mientras que para los hidrogeles no existe una estandarizacion
de halo de inhibicidn, por lo que se considerd cualitativamente la presencia de un

efecto como la existencia de un halo de inhibicion (Espinel-Ingroff, A., 2007).

5.4.3 Ensayo de adhesion de C. albicans en superficie abiotica con método

colorimétrico de cristal violeta. Previo al ensayo, se realizé un preindculo. Para

ello, se tomd una colonia aislada de 1 - 2 mm de diametro y se resuspendi6 en un
tubo de 5 ml con medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich). Se agit6 la muestra mediante
vortex durante 3 segundos para la disgregacion de las colonias y posteriormente fue
incubada por 24 h a 28 °C para obtener una suspensién levaduras en estado
plancténico. Luego de este periodo, la suspension fue ajustada a 1x108 UFC/ml
utilizando una camara de conteo de Neubauer utilizando RPMI-1640 suplementado
con suero fetal bovino (SFB 10 %) (Biological) para favorecer la filamentacion del
cultivo de C. albicans. Luego se adicionaron 1000 pl de la suspension estandarizada

en cada pocillo de una placa de 12 pocillos con fondo plano (Falcon).
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Tabla 3. Intervalos de halo de inhibiciéon para clasificar susceptibilidad a
fluconazol de C. albicans ATCC 90029 (Extraido y adaptado desde CLSI M44 4.,

2009.)

Farmaco

Resistente

Dosis dependiente

Susceptible

Fluconazol

<14 mm

15-18 mm

=219 mm
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Posteriormente la placa fue incubada durante 4 horas a 37 °C (periodo de adhesion)
sin agitacion en ausencia y en presencia de los distintos tratamientos sefialados:
o Disco de hidrogel/AEO 0,5 %.
o Disco de hidrogel/AEO 1 %.
o Disco de hidrogel/0 como control negativo.

Se contdé con pocillos en ausencia de tratamiento que solo contuvieron la
suspension estandarizada en medio de cultivo, correspondiendo al control positivo de
adhesion con el cual fueron comparadas las otras condiciones. Una vez finalizada la
incubacion, se extrajo el sobrenadante para descartar las células no adheridas y se
lavo tres veces con 500 pl de solucion de tampon fosfato salino (PBS) (Merk). A
continuacion, se anadieron 135 pl de solucién de cristal violeta 0,1 % (Amresco) y se
incubé por 5 min a temperatura ambiente para permitir la tincion de las células
adheridas. Posteriormente se lavo cuidadosamente 3 - 4 veces con PBS. Los pocillos
fueron fotografiados para evaluar visualmente el efecto de los tratamientos sobre el
proceso de adhesidn, utilizando una camara digital (Optika) acoplada a un microscopio
invertido (LIEDER) y usando el software Optika Optikaproview. Luego, para cuantificar
la adhesion, se procedio a solubilizar el cristal violeta con 500 ul de solucién de acido
acético 10 % (Sigma-Aldrich) y se incub6 por 15 min a temperatura ambiente.
Finalmente se traslado el sobrenadante coloreado a una nueva placa y se midio la
absorbancia a A = 570 nm en un lector de placas Infinite F50 (Tecan). Los resultados
fueron expresados como porcentaje de adhesion respecto al control.

5.5 Analisis estadistico

Todos los experimentos fueron realizados en ftriplicado y de forma
independiente al menos tres veces (n = 3). Los valores estan expresados como
promedio y desviacion estandar. Los datos fueron analizados a través del software
GraphPad Prism version 10.0.

Para la curva estandar de los ensayos de liberacion controlada de los
hidrogeles se realizé una regresion lineal de absorbancia medida en funcién de las
concentraciones estipuladas (n = 3), interpolando una curva estandar lineal y
obteniendo el r2. Se consideré como estadisticamente significativas un r2 mayor a
0,9.
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Para los ensayos de difusion por disco y de adhesion en superficie abidtica,

para determinar si las variaciones en los resultados entre los diferentes grupos son

estadisticamente significativas se determind si la distribucion de los datos corresponde

a una distribucién Gaussiana mediante test de Shapiro Wilk, posteriormente se realiz6

un analisis de ANOVA de una via. Se consideraron como estadisticamente
significativas las diferencias que tengan un valor de p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Formulacion del hidrogel. Como se mencioné en métodos, se realizé la
formulacion de hidrogel con AEO, siguiendo el protocolo de Scartazzini, L. y cols.
2019, con algunas modificaciones.

Se obtuvieron soluciones homogéneas para las concentraciones estipuladas
de AEO en los hidrogeles; se dosificaron los hidrogeles en placas de silicona
antiadherentes de 10 cm de diametro y luego se almacenaron a 4 °C para su
gelificacion y posteriormente cuantificar su pérdida de masa en el tiempo y asi
determinar cual es la concentracion y tiempo de secado 6ptimos para poder
seccionarlos (Figura 8).

6.2 Pérdida de humedad en funcién del tiempo y seleccion del momento
optimo para la utilizacién del hidrogel. Se obtuvo que los hidrogeles perdieron
masa de forma lineal, disminuyendo en aproximadamente un 15 % su masa cada
24 h, estabilizandose esta pérdida de masa a los 7 dias (168 h, Tabla 4; Figura 9).
Se constatdé que los hidrogeles a 72 h de su gelificacion perdieron ~ 50 % de su
masa, volviéndose fragiles y se disgregaban facilmente al manipularlos (Figura
10A). Atiempos de incubacion mayores fue posible observar que la maxima pérdida
de masa se obtuvo a las 168 horas (90 %). En este tiempo, se obtuvieron laminas
deshidratadas transparentes y de consistencia plastica, firme y manipulable que no
se disgregd ni fracturd a la manipulacion. No hubo cambios significativos entre 168
y 216 h, por lo que se determin6 que el tiempo 6ptimo de deshidratacion de los
hidrogeles es de 168 h para poder manipularlos y seccionarlos en discos uniformes
de 6 mm de diametro (Figura 10B).
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Figura 8. Registro fotografico de hidrogeles dosificados en placas de silicona
de 10 cm de diametro y su proceso de secado. A. Mezcla de hidrogel lista para
dosificar en placas de silicona antiadherente. B. Hidrogel gelificado a 24 h de su
preparacion. C. Hidrogel a 72 h de su preparacion. D. Hidrogel a 216 h de su
preparacion. E. hidrogeles desmoldados listos para su posterior seccion en discos;
E1) Hidrogel/0, E2) Hidrogel/AEO 0,5 %, E3) Hidrogel/AEO 1%.
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Tabla 4. Masa promedio (g) de hidrogeles en placa de silicona 10 cm de
diametro segun su concentracion en funcién del tiempo y su porcentaje (%)
de humedad.

Masa (g) hidrogel/0 / % de Masa (g) hidrogel/AEO 0,5 Masa (g) hidrogel/AEO 1 %

humedad % | % de humedad ! % de humedad
0h 39,87 g+0,30/100 % 36,83 g+0,31/100 % 36,21 g+ 0,26/ 100 %
72 h 20,799 +0,29/52,1 % 18,47 g+ 0,15/50,1 % 18,739+ 0,11/51,7 %
120 h 14,17 g +2,60/35,5 % 12,56 g + 0,33 /34,1 % 11,229 +1,67/30,9 %
168 h 3,689+0,38/9,2% 1,329+0,34/3,5% 1,999+0,51/54 %
216 h 3,679+0,39/9,2% 1,319%20,35/3,5% 1,989+0,53/54 %

Los valores de masa de todas las columnas representan el promedio de 3
experimentos independientes (n = 3) + DE.

45+
Hidrogel/O

40— =— Hidrogel/AEO 0,5 %
Hidrogel/AEO 1 %

35
30

25

20

Masa (gramos)

15
10+

0 T T T T T T T T T ]
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Tiempo (horas)

N o

Figura 9. Pérdida de masa (g) en el tiempo para hidrogeles/0 e hidrogeles/AEO
0,5y 1 %. Los valores representan el promedio de 3 experimentos independientes
(n=3)+DE.
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Figura 10. Hidrogeles a diferentes horas desde su gelificacion. A. Hidrogel a 72
h de su gelificacion. B. Hidrogel a 168 h desde su gelificacién, seccionado a 6 mm
de diametro.
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6.3. Morfologia de los hidrogeles visualizada con microscopia electronica de
barrido. Se estudié la microestructura de la seccién transversal de pelicula de
hidrogeles 0; 0,5 y 1 % de AEO mediante microscopia electronica de barrido
presentadas en las micrografias de la figura 11. Se observd que las secciones
transversales de los hidrogeles muestran una estructura de disposicion laminar
(Figura 11A1 - B1 - C1); sin embargo, en hidrogeles/AEO 0,5y 1 % se observaron
espacios dentro de la estructura, los cuales fueron observados con mayor aumento
y determinar si estos espacios se presentaban dentro de toda la estructura. Se
constata que los hidrogeles/AEO 0,5 y 1 % presentaron espacios que se
encontraron a lo largo de la estructura de los hidrogeles que oscilaron entre 10 - 15
pum de diametro y que corresponderian los sitios en donde se encuentra el AEO, en
cambio los hidrogeles/0 tuvieron una disposicion homogénea y compacta sin dichos
espacios (Figura 11A2 - B2 - C2).

6.4 Transparencia de hidrogeles mediante transmitancia en
espectrofotometro. Al analizar la transparencia de los hidrogeles 0; 0,5y 1 % de
AEO mediante transmitancia de luz a 500 nm, se obtuvo que la transparencia de los
hidrogeles/AEO 0,5y 1 % disminuyd en comparacion con el hidrogel/0. Obteniendo
que el hidrogel sin aceite esencial tuvo una transparencia de ~ 87 %, disminuyendo
en un 2,9 % para el hidrogel/AEO 0,5 %; sin embargo, esta disminucion fue mayor
para el hidrogel/AEO 1 %, disminuyendo en un 11 % aproximadamente (Tabla 5).
Los valores fueron estadisticamente significativos (p < 0,05).

6.5 Determinacion de la liberacion de aceite esencial desde el hidrogel. Debido
a que el aceite esencial utilizado en este estudio cuenta con mas de 30 moléculas
como parte de su composicion, la cuantificacion de la liberacion del AEO desde el
hidrogel debid ser normalizada respecto a uno de sus componentes principales, en
este caso timol (Cid-Chevecich, C. y cols., 2022). Se escogi6 este compuesto
debido a que presenta solubilidad en medio acuoso, por lo tanto, es posible ir
midiendo en el tiempo la concentracion de timol a medida que se va liberando desde
el hidrogel a traveés de la medicion de su absorbancia. Al saber ademas el porcentaje
de timol presente en el aceite esencial podemos hacer una relacién con la cantidad

de AEO liberado en funcién del tiempo.



A1 Hidrogel/O A2 Hidrogel/0

-

-

B1 Hidrogel/AEO 0,5 % B2 HidrogeI/AEO 0'5.%
—— e

C2 Hidrogel/AEO 1 %

Figura 11. Microscopia electronica de barrido de seccion transversal de
hidrogeles/0 e hidrogeles/AEO 0,5 y 1 % a distintos aumentos (300 - 4300x).
A1. 300x. A2. 4300x. B1. 330x. B2. 3500x. C1. 400x. C2. 1000x. Flechas sefalan
espacios en estructura de hidrogeles de 10 — 15 ym de diametro.
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Tabla 5. Transparencia de hidrogel/AEO a diferentes concentraciones.

Transmitancia (%)

Hidrogel/0 87,2+1,0
Hidrogel/AEO 0,5 % 84,3+1,1*
Hidrogel/AEO 1 % 76,2 +0,8"

Los valores de transparencia representan el promedio de 3 experimentos
independientes (n = 3) + DE. * p < 0,05 respecto al control, ANOVA.
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Para esto, en primer lugar se realizé un barrido entre 190 - 400 nm obteniendo que
el pico de absorbancia de timol se encontré en 274 nm. Con esta informacion, se
construy6 una curva estandar de timol usando 7 concentraciones de timol disuelto

en agua destilada (Figura 12).

6.6 Ensayo de control de liberacion del hidrogel/AEO en agua destilada. Se
procedio a determinar la liberacion del AEO desde el hidrogel en agua destilada, en
funcién del timol cuantificado en el tiempo.

Para los Hidrogeles/O (control), se obtuvo que la absorbancia de la muestra
tuvo valores positivos desde los 210 min con una absorbancia de 0,01; sin embargo,
no hubo aumento de los valores en el tiempo. Solo fue posible observar una
pequefia meseta de absorbancia de 0,02 entre los 225 y 255 minutos. Por el
contrario, en el caso de los Hidrogeles/AEO 0,5 % se observdé un aumento de
absorbancia de manera no lineal comenzando a los 135 min con valores de
absorbancia cercanos a 0,01 hasta aproximadamente los 195 min. A partir de ese
punto, se observd un aumento abrupto de absorbancia que coincidié con el
momento en que los hidrogeles se solubilizaron completamente. Luego de 210 min
aproximadamente se obtuvo una meseta con una absorbancia de 0,208.
Finalmente, para los Hidrogeles/AEO 1 %, se obtuvo que la curva tuvo un
crecimiento de absorbancia no lineal comenzando a los 75 min con absorbancia de
0,01 hasta aproximadamente los 195 min. Entre los 195 y 225 min tuvo un
crecimiento exponencial abrupto que coincidié con la solubilizacién completa de los
hidrogeles en el medio. Luego de 225 min aproximadamente se obtuvo una meseta
con una absorbancia de 0,929 (Figura 13).

6.7 Cuantificacion de la cantidad total de AEO contenida en los hidrogeles
utilizados. La cantidad aproximada de AEO contenida en los hidrogeles, se
interpold en la curva estandar de timol y asi se obtuvo la cantidad de timol contenida
en 10 discos de hidrogel, luego se utilizo la ecuacion del método 5.3.7 para obtener
la cantidad de timol contenida en 1 disco de hidrogel y finalmente, conociendo el %
de timol de la muestra, se calculd la concentracién de AEO contenida en 1 disco de
hidrogel. Asi se obtuvo que los discos de hidrogel/AEO 0,5y 1 % contienen 9,28 y
70,86 ppm de AEO aproximadamente (Tabla 6).



37

Absorbancia (274 nm)

0.0 -¢+———————— ————
0 100 200 300 400

Concentracion (ppm)

Figura 12. Curva estandar de Timol. Los valores representan el promedio de 3
experimentos independientes (n = 3) £ DE. DE de orden muy bajo no mostradas en
el grafico (< 0,01 para cada dato). Ecuacion de la recta y = 0,0068x + 0,1403. r? =
0,97.
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Figura 13. Curva de ensayo de control de liberacion para hidrogeles/0 e
hidrogeles/AEO 0,5 y 1 %. Los valores representan el promedio + DE para cada
medicion (n = 3).
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Tabla 6. Tabla resumen de valores obtenidos para masas de discos de
hidrogel y calculo de concentraciéon de timol (ppm y mM) y AEO (ppm).

Hidrogel/0 Hidrogel/AEO 0,5 % Hidrogel/AEO 1 %

Masa (g) 10 discos 0,071 + 0,006 0,066 + 0,004 0,100 + 0,008

timol m) 10

[ 1{ppm) 0 14,5 111,81

discos

Masa (g) 1 disco 0,007 + 0,001 0,006 + 0,001 0,009 + 0,001
[timol] (ppm) 1 disco 0 1,31 10,06
[timol] (mM) 1 disco 0 8.77 67.01
[AEO] (ppm) 1 disco 0 9,28 70,86

Los valores de masa de todas las columnas representan el promedio de 3
experimentos independientes + DE.
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6.8 Efecto in vitro del hidrogel/AEO sobre el crecimiento de C. albicans (ATCC
90029). Una vez que determinamos la liberacion de aceite esencial desde los
hidrogeles, procedimos a evaluar el efecto antifungico del hidrogel/AEO sobre C.
albicans a través del ensayo de difusion en placas de agar segun lo descrito en el
método 5.4.2.

En un primer ensayo, luego de sembrar la cepa de C. albicans, se dispusieron
de forma equidistante 3 discos de difusion en placas de agar Sabureaud cloranfenicol,
conteniendo fluconazol (25 ug, control positivo), hidrogel/0 (control negativo) y
finalmente hidrogel/AEO 0,5 % (Figura 14E). La figura 14A muestra que en una placa
de agar sembrada sélo en presencia del disco estandar de fluconazol, se obtuvo un
halo de inhibicion para la cepa utilizada (Figura 14A). En el caso de los discos de
hidrogel/O e hidrogel/AEO 0,5 % no hubo un halo de inhibicién (Figura 14B y 14C).
Finalmente, utilizando un disco de hidrogel/AEO 1 %, se obtuvo una inhibicién
completa del crecimiento de C. albicans en la placa (Figura 14D).

Debido a que las placas que contenian hidrogel/AEO 0,5 %, fluconazol e
hidrogel/O (Figura 14E) y la placa con hidrogel/AEO 1 % (Figura 14D) generaron una
inhibicidon completa en la placa, para expresar su efecto al ser una prueba cualitativa,
se considero el diametro de la placa (88 mm) como el halo de inhibicidn obtenido
(Tabla 7).

6.9 Efecto in vitro del hidrogel/AEO sobre la adhesion de C. albicans (ATCC
90029) a una superficie abiética.

La adhesion de C. albicans corresponde a un factor de virulencia critico que
le permiten invadir tejidos y formar biopeliculas. Por este motivo, se determino el
efecto de la formulacion del hidrogel/AEO sobre la adhesion de C. albicans ATTCC
20029 sobre una superficie abibtica, a través del método de cristal violeta, como se
sefiala en la seccion 5.4.3 en métodos.
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Fluconazol 25 g Hidrogel/0 Hidrogel/AEO 0,5 %

Hidrogel/0 Hidrogel/AEO 0,5 %

ATCC 90029

Figura 14. Efecto del hidrogel/AEO, en diferentes concentraciones, sobre el
crecimiento de C. albicans ATCC 90029 in vitro. A. Control positivo; halo de
inhibicién de fluconazol mayor a 19 mm, clasificado como susceptible. B. Control
negativo; no hubo halo de inhibicién en presencia de hidrogel/0. C . No hubo halo
de inhibicién en presencia de hidrogel/AEO 0,5 %. D. No hubo crecimiento de C.
albicans en presencia de hidrogel/AEO 1 %. E. No hubo crecimiento de C. albicans
en presencia de fluconazol junto a hidrogel/O e hidrogel/AEO 0,5 %.

Tabla 7. Halo de inhibicion promedio de C. albicans ATCC 90029 para
hidrogel/AEO a diferentes concentraciones.

Muestra Halo de inhibicion (mm)
Fluconazol + hidrogel/AEO 0,5 % + hidrogel/0 880
Fluconazol 31+1,2
Hidrogel/0O 00
Hidrogel/AEO 0,5 % 00
Hidrogel/AEO 1 % 8810

Los datos representan el promedio 3 experimentos (n = 3) + DE.
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La figura 15 muestra las imagenes obtenidas de las placas luego del periodo
de adhesion en presencia y ausencia de los tratamientos, ademas de su
cuantificacion. Se puede observar que en el control sin tratamiento, se formé una capa
de células con una alta densidad ademas de una alta presencia de células
filamentosas (Figura 15A). Al tratar la muestra con hidrogel sin AEO, se obtuvo una
adhesion de similares caracteristicas al control (Figura 15B). Sin embargo, tanto en
las muestras tratadas con hidrogel conteniendo 0,5 % AEO y 1 % AEOQO se identifico
una menor densidad celular adherida a la placa, ademas de una ausencia evidente de
células filamentosas. Otra observacion importante es que las células adheridas
estaban encapsuladas en gotas de aceite de ~ 10 ym de diametro con ausencia de
células entre las gotas (Figura 15C - D).

En cuanto a la cuantificacion del porcentaje de adhesion de las muestras
tratadas con hidrogeles con respecto al control, se obtuvo que C. albicans en
presencia de los hidrogeles que contienen 0,5 % AEO y 1 % AEO tuvieron una
significativa disminucion del porcentaje de adhesion en un 70 % y 72 %
respectivamente al control (p < 0,0001), sin diferencias estadisticamente significativas
entre ambas. En cambio el hidrogel sin AEO promovio un incremento en el porcentaje
de adhesion de un 16 % sin diferencias estadisticamente significativas respecto del
control (Figura 15E).
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Figura 15. Efecto del hidrogel/AEO, en diferentes concentraciones, sobre la
adhesion de C. albicans (ATCC 90029) in vitro. A. Control positivo sin hidrogel B.
Efecto de hidrogel/0. C. Efecto de hidrogel/AEO 0,5 %. D. Efecto de hidrogel/AEO
1 %. E. Cuantificacion del porcentaje de adhesion. Barras representan el promedio
+ DE del porcentaje de adhesion (n = 3). ns = no significativo; ****p < 0,0001 con
respecto al control (ANOVA de una via, post test Tukey).
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7. DISCUSION

7.1 Obtencion del hidrogel/aceite esencial de O. vulgare

En la busqueda de alternativas terapéuticas para el control de crecimiento de
especies fungicas, se han estudiado los aceites esenciales de numerosas plantas.
Como ya fue expuesto, los componentes de los aceites esenciales difieren aun entre
una misma especie, segun la ubicacion geografica, condiciones climaticas, estacion
del afio en que se obtenga la muestra para realizar la extraccion, entre otros
(Bozovic, M. y cols., 2017). Se han identificado diversos componentes con
propiedades antifungicas de los aceites esenciales de los cuales destacan los
terpenoides con grupos alcohol (-OH) en su formula quimica tales como timol y
carvacrol (Santos, A. y cols., 2019).

En cuanto a la seleccion de la muestra vegetal, se decidi6 utilizar O. vulgare,
del cual ya se han estudiado las propiedades antifungicas de su aceite esencial,
arrojando resultados prometedores debido que ademas presenta un potente efecto
antibiopelicula sobre C. albicans. Asi, al caracterizar la muestra vegetal utilizada
para este estudio, se obtuvo que un 64 % de los componentes fueron terpenos
oxigenados, cuyo componente en mayor porcentaje fue cis-sabineno hidrato (16,72
%), seguido de timol (14,2 %) (Cid-Chevecich, C. y cols., 2022). Estos resultados
difieren de la caracterizacion de O. vulgare reportada por Giordani, R. y cols. (2004),
donde obtuvieron para la misma especie un 81 % de la muestra corresponde a
carvacrol y un 9,4 % a timol. La explicacion de estos resultados esta en
concordancia con lo anteriormente expuesto, donde para ambas muestras sus
componentes mayoritarios fueron terpenoides con fenoles alcohdlicos; sin embargo,
debido a que las muestras vegetales provienen de origenes diferentes, es esperable
qgue la composicion también sea distinta.

Actualmente, las alternativas para formular un producto que utilice los aceites
esenciales como farmaco para el tratamiento de infecciones orales causadas por C.
albicans son limitadas. En este sentido los productos farmacéuticos para uso oral
utilizados actualmente son principalmente emulsiones, encapsulacion mediante
ciclodextrinas, liposomas, nanoparticulas poliméricas, sprays, entre otras (Juniatik,
M. y cols., 2017; Oliveira-Filho, R. y cols., 2018; Lelis, C. y cols., 2021; Altay, O. y
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cols., 2022). Sin embargo, surge la necesidad de desarrollar formulaciones que
sinteticen un dispositivo fisico cuyo objetivo sea como tratamiento o coadyuvante
local para infecciones por C. albicans que sea de facil administracion y permita un
efecto sostenido en el tiempo. De esta manera, existen estudios que guardan
relacion con el uso de formulaciones que integran hidrogeles con aceites esenciales
como dispositivo para su utilizacion (Kavoosi, G. y cols., 2013; Scartazzini, L. y cols.,
2019; Ahmad, M. y cols., 2012; Liakos, |. y cols., 2014; Tongnuanchan, P. y cols.,
2014).

En esta linea, Kavoosi, G. y cols. 2013, evaluaron las propiedades
mecanicas, fisicas y antimicrobianas de hidrogeles de gelatina que contenian timol
incorporado en forma de laminas. Estas laminas tenian la finalidad de ser utilizadas
como andamio para el proceso de cicatrizacion de heridas. Para este propésito las
laminas fueron preparadas con soluciones de gelatina al 10 % m/v con
concentraciones de timol al 1; 2; 4 y 8 % m/v. Ademas se incorporo glicerol (25 %
m/v) como plastificante y glutaraldehido (2 % m/m) como agente entrecruzador.
Como resultado obtuvieron que las laminas tuvieron alta resistencia tensil y
elongacion, baja solubilidad en agua, baja hinchazon, baja adsorcion de agua y baja
permeabilidad al vapor de agua, pero al afadir timol estos valores disminuyeron
significativamente; sin embargo, obtuvieron tuvieron excelentes propiedades
antioxidantes y antibacterianas (Kavoosi, G. y cols., 2013). Asi mismo Scartazzini,
L. y cols. (2019), formularon y caracterizaron hidrogeles con gelatina 4 % m/v y
aceite esencial de Mentha Arvensis en concentraciones de 0; 0,06; 0,13; 0,25; 0,38
y 0,5 % m/m de gelatina. Ademas se incorporo glicerol (0,13 % m/m gelatina) como
plastificante y Tween-80 (0,06 % m/m gelatina) como agente entrecruzador,
obteniendo resultados similares al estudio previamente descrito, donde los
hidrogeles al adicionar el aceite esencial tuvieron menores propiedades mecanicas
y Opticas, entre ellas menor resistencia tensil, mayor elongacién, mayor opacidad y
menor transparencia (Scartazzini, L. y cols., 2019).

Un aspecto innovador de este trabajo fue utilizar los hidrogeles
deshidratados, sin adicion de plastificante, lo que se tradujo en mejorar sus
propiedades mecanicas cualitativamente ya que los hidrogeles recién hechos sin
plastificante no fueron manipulables; sin embargo, a lo largo del tiempo se observé
que los hidrogeles pierden masa de forma lineal, disminuyendo en
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aproximadamente un 15 % su masa cada 24 h hasta 168 h (7 dias). De esta manera,
se obtuvieron laminas firmes y secas con espesor inferior a 1 mm y que de igual
manera se hidratan y liberan el AEO al medio. Esto podria ser una posible ventaja
en la formulacién, ya que disminuye la cantidad de componentes, asociado a un
menor costo, simplicidad en la preparacion, menor probabilidad de reacciones
adversas y mejores propiedades organolépticas, una caracteristica importante si el
objetivo de esta preparacion es ser estudiada a futuro en la cavidad oral.

En cuanto al estudio de propiedades fisicas y estructurales de los hidrogeles,
un analisis de relevancia es el estudio de la microestructura de la seccion
transversal de pelicula de los hidrogeles. Esto es, debido a que nos permite estudiar
si luego de la formulacion del hidrogel, existe una encapsulacion del aceite dentro
de la matriz y si es asi, observar de qué forma se realizé. De esta manera, en este
trabajo se estudid la microestructura de los hidrogeles/O e hidrogeles/AEO 0,5 y 1
% mediante microscopia electronica de barrido.

Asi, se observo que los hidrogeles muestran una estructura de disposicion
laminar; sin embargo, los hidrogeles en los cuales se encapsuldé AEO, presentaron
espacios que oscilaron entre 10 - 15 ym de didmetro dentro de su estructura, en
comparacion a los hidrogeles sin AEO que muestran una estructura ordenada y
compacta. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos por
Scartazzini, L. y cols. (2019) donde prepararon hidrogeles en base a gelatina con
inclusiones de aceite esencial de M. arvensis y realizaron el estudio de su seccion
transversal mediante microscopia electrénica de barrido. De esta manera,
observaron espacios dentro de la estructura de los hidrogeles entre 5 - 18 ym que
interpretaron como aglomerados de aceite en forma de gotas, confirmando esto
mediante microscopia laser de barrido confocal. De esta manera, postulan que a
menor concentracion de aceite esencial se obtienen estructuras menos rugosas y mas
compactas, sugiriendo que a menor concentracion del aceite existe una mejor
incorporacion de este a la matriz de hidrogel (Scartazzini, L. y cols, 2019).

Por otro lado, el estudio de la transparencia del hidrogel se utiliz6 como método
adicional para estudiar cualitativamente si luego de gelificar los hidrogeles hubo una
incorporacion del aceite a la preparacion. Asi, se obtuvo que la transparencia de los
hidrogeles disminuye a medida que aumenta la concentracion de AEO, por lo que se
constata cualitativamente que existe una mayor carga de aceite en los hidrogeles
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preparados con mayores concentraciones durante la formulacion. Estos resultados
estan en concordancia con los obtenidos por Scartazzini, L. y cols. (2019) y Ahmad,
M. y cols. (2012), donde obtuvieron que al incorporar mayores concentraciones de
aceites esenciales dentro de un hidrogel de gelatina, se redujo la transparencia. De
esta manera, constatan que la transmisiéon de luz probablemente dependia de la
distribucion del aceite esencial en la matriz del hidrogel asi como la interaccion entre
aceite esencial y gelatina, llevando a diferencias en la transmision de la luz
(Scartazzini, L. y cols., 2019; Ahmad, M. y cols., 2012).

El objetivo principal de utilizar los hidrogeles como una formulacién que
contenga aceites esenciales es permitir que estos puedan liberarse de manera
sostenida y controlada en el tiempo a bajas concentraciones. Esto es una
caracteristica propia de hidrogeles que en presencia de agua se hinchan y
aumentan su volumen, lo que les aporta la propiedad de absorber, retener y liberar
bajo condiciones controladas algunas soluciones organicas a una velocidad
determinada (Arredondo, A. y Londofio, M., 2009; Chopra, H. y cols., 2022). De esta
manera, se puede obtener un efecto prolongado y con minima toxicidad sobre el
tejido de la mucosa oral. Existen limitados métodos para poder medir la liberacion
de aceites esenciales a partir de un hidrogel. Por ejemplo, Liakos, I. y cols. (2014)
evaluaron a través de la disolucién de un hidrogel de alginato en agua destilada y
determinaron cualitativamente en base a la tincidn de la solucion la liberacién de
aceite esencial de Matricaria chamomilla linnaeus debido a su color caracteristico
obteniendo que existe una liberacion inicial a los primeros segundos y que luego de
10 min existe una liberacion total con la solubilizacién completa del hidrogel (Liakos,
l. y cols., 2014).

En cuanto al estudio de control de liberacion, en este trabajo se propuso
como método la medicidn de la absorbancia del medio en el cual el hidrogel se
solubiliza (agua destilada) en intervalos de tiempo seriados para conocer si existe
una liberacion controlada de AEO en el tiempo y de ser asi cuantificar la cantidad
de aceite entregada para cada disco. Se utilizo la longitud de onda de absorbancia
de timol como marcador de referencia para medir la absorbancia de las muestras
en este ensayo. Se selecciond timol ya que es una molécula soluble en agua, siendo
factible de preparar en solucién y que ademas fue un componente mayoritario

detectado para el O. vulgare utilizado en este estudio (14,2 %) (Cid-Chevecich, C.
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y cols., 2022). Por otro lado, este compuesto es un fenol alcohdlico con reconocidas
propiedades antifungicas y se encuentra contenido dentro de aceites esenciales de
diferentes especies vegetales (Giordani, R. y cols., 2004).

El ensayo de control de liberacion se realizé mediante la dilucion de 10 discos
de hidrogel de 6 mm de diametro, ya que las concentraciones de timol que contienen
los discos de hidrogel/AEO 0,5y 1 % son muy bajas (8,7 y 67 mM respectivamente),
por lo que la liberacion de AEO desde 1 disco para las mediciones iniciales fue muy
baja, siendo improbable que el equipo logre distinguirlo. Por otro lado, se decidié
utilizar agua destilada para el ensayo debido a que esta no presenta una
absorbancia detectable por el equipo en el rango de luz UV que altere las
mediciones. Un inconveniente para este método fue que al utilizar como blanco
unicamente agua destilada las absorbancias de las muestras sin AEO tuvieron
valores positivos, siendo contrario a lo esperable. Ante esto se realizé un barrido al
hidrogel sin AEQO disuelto en agua destilada, arrojando absorbancia a 274 nm por lo
que se asumid que existe un componente en el hidrogel que absorbe la luz a la
misma longitud de onda que timol. Por este motivo se decidio utilizar hidrogel/O
completamente solubilizado en agua destilada como blanco para corregir la
medicion.

De esta manera, se obtuvieron curvas de liberacion en el tiempo para los
hidrogeles/0O e hidrogeles/AEO 0,5 y 1 %, donde los hidrogeles/O tuvieron un
comportamiento esperable al detectarse absorbancia < 0,1 que coinciden con la
ausencia de AEO para esta muestra y los hidrogeles/AEO 0,5 y 1% tuvieron un
crecimiento no lineal constante con punto maximo de liberacién entre 210 - 255 min.
De esta manera se sugiere que dado el crecimiento constante no lineal de las curvas
de dilucion de hidrogeles/AEQ, existe una liberacion controlada de AEO al medio,
que luego tiene un crecimiento exponencial debido a la disolucion total del hidrogel,
y finalmente se estabiliza. Un hallazgo fue que las curvas graficamente fueron
desplazadas a la izquierda a mayor concentracion de AEO, se presume que este
efecto es debido a que los hidrogeles a mayor concentracién de AEO, comienzan a
liberarlo antes en el tiempo. Dado esto, fue posible interpolar la concentracion
aproximada de AEO que contiene cada hidrogel en su momento de maxima

liberacion, obteniendo asi que los hidrogeles/AEO en concentraciones 0,5y 1 %
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contienen aproximadamente 8,77 y 67,01 mM de timol respectivamente en 1 disco
de 6 mm de diametro.

7.2 Actividad antifungica del hidrogel/AEO

En cuanto a la evidencia existente sobre la incorporacion de aceites
esenciales en armazones biopoliméricos como terapia antimicrobiana, Pérez, M. y
cols. (2017) realizaron una revision sistematica sobre la utilizacion de hidrogeles
como andamio para reparacion de heridas y con el efecto coadyuvante de aceites
esenciales para favorecer la cicatrizacion y otorgar efecto antioxidante,
antibacteriano y antiinflamatorio, encontrando resultados prometedores,
especialmente en heridas cronicas, donde autores en esta revision reportaban
reparacion de heridas mediada por efecto anti-candidiasis (Pérez, M. y cols., 2017).
Por este motivo, como una manera de validar la potencial utilidad de un aceite
esencial incorporado al hidrogel preparado en este estudio, es que evaluamos su
actividad antifungica sobre C. albicans. Ademas, resultados previos del laboratorio
muestran que el aceite esencial de orégano posee efectos antifungicos por lo que
era esperable poder obtener resultados similares (Cid-Chevecich, C. y cols., 2022).

Debido a que no existe un método de referencia para evaluar la
susceptibilidad a aceites esenciales, en este estudio realizamos un analisis
cualitativo de la presencia de actividad antifungica a través del ensayo de difusion
de disco.

Al evaluar la actividad antifungica de los hidrogeles por separado, solo el
hidrogel/AEO 1 % con 67 mM de timol incorporado mostr6é actividad antifungica,
inhibiendo el crecimiento de C. albicans en toda la placa de agar, mientras que el
hidrogel/AEO 0,5 % con 8,77 mM de timol incorporado no mostro actividad antifungica.
Sin embargo, cuando se realiz6 el ensayo en una placa en presencia de un disco de
fluconazol, se logré una inhibicidn casi completa de la placa. Esto sugiere que el aceite
esencial podria estar actuando de manera sinérgica potenciando el efecto del
fluconazol, ya que por si solo no fue capaz de inhibir. Este resultado es similar a lo
observado previamente en el laboratorio utilizando el aceite esencial directamente
sobre discos de difusién de papel (Tesis de pregrado, Barragan, F., 2023, datos no
publicados).



49

Respecto a los hidrogeles con 0,5y 1 % de AEO utilizados, estos tuvieron un
3,55 y 5,46 % de humedad respectivamente, donde al aplicarlos sobre el agar se
hidrataron y solubilizaron sin generar un halo de inhibicion propiamente tal. En este
sentido, este fendmeno al utilizar hidrogeles con aceites esenciales crearia una
atmosfera de compuestos volatiles con efecto antifungico sobre la placa, por lo que
posiblemente el ensayo de difusion por disco no seria el éptimo para determinar el
efecto antifungico de la formulacion.

Estos resultados difieren con los obtenidos por Scartazzini, L. y cols. (2019)
donde para un ensayo de difusion por disco sobre especies R. stolonifer y B. cinerea,
utilizaron discos de hidrogel en base a gelatina de 2 cm de diametro obteniendo halos
de inhibicion de aproximadamente 2 cm para concentraciones de aceite esencial de
M. arvensis de 0,38 y 0,5 % (Scartazzini, L. y cols., 2019). Estos resultados pueden
estar dados por diferencias en la metodologia, en primer lugar en cuanto a la
formulacién de los hidrogeles, ya que difiere en su composicidon, donde para este
estudio no se incorporé plastificante y ademas se utilizd aceite esencial proveniente
de una especie vegetal diferente. En segundo lugar, los hongos utilizados para los
ensayos fueron de diferentes géneros, donde para este ensayo se utilizé Candida, por
lo que los resultados no son comparables en cuanto a magnitud del efecto.

En esta misma linea, Liakos, |. y cols. (2014) realizaron ensayos de difusién por
disco sobre C. albicans, utilizando discos de hidrogel en base a alginato de 1,5 cm de
diametro con aceites esenciales de Matricaria chamomilla linnaeus, Cannella
corteccia, Cymbopogon citratus, entre otras, en concentraciones de 16; 50 y 66 % de
aceite esencial. Obteniendo efectos variables, desde ausencia de efecto para todas
las concentraciones en el caso de Matricaria chamomilla linnaeus, halos de inhibicion
de 18 mm en el caso de Cannella corteccia (66 % de aceite esencial) y una inhibicion
total de la placa en el caso de Cymbopogon citratus (66 % de aceite esencial) (Liakos,
l. y cols., 2014).

De esta manera, en base a los resultados obtenidos por el ensayo de difusion
por disco y los obtenidos por los autores ya mencionados, se puede constatar que
existe un efecto antifungico cuando se incorporan aceites esenciales en un armazon
biopolimérico en forma de hidrogel, el cual varia segun la formulacién propiamente tal

y las concentraciones cargadas de aceite esencial.
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Asi este ensayo demostré cualitativamente que: hidrogel/AEO 0,5 % es
insuficiente para inhibir el crecimiento de colonias de C. albicans; sin embargo, cuando
se administra en conjunto con fluconazol potencia su efecto logrando la inhibicion
completa de crecimiento en la placa. En cambio, el hidrogel/AEO 1 % inhibe
completamente el crecimiento de Candida. En consecuencia, la concentracion de 0,5
% seria una concentracion subterapéutica segun este ensayo, pero que aumentaria
la susceptibilidad de C. albicans frente a fluconazol, lo cual estaria en linea con los
antecedentes que muestran que el AEO potencia el efecto de otros antifungicos (Cid-
Chevecich, C. y cols., 2022). De todas maneras, se requieren estudios adicionales con
los hidrogeles para poder corroborar si existe una sinergia a las concentraciones de
AEO incorporadas.

En cuanto a la efectividad del hidrogel sobre la adhesion de C. albicans, se
pueden comparar los resultados obtenidos por Cid-Chevecich, C. y cols. (2022), que
estudiaron el efecto del AEO en un ensayo de adhesidn en superficie abiotica. Los
autores obtuvieron que el AEO inhibié la adhesion en la cepa ATCC 90029
aproximadamente en un 60 %. Estos resultados estan en concordancia con los
obtenidos en este estudio, donde los hidrogeles en ambas concentraciones lograron
inhibir la adhesion en un 70 % aproximadamente, lo que nos indica que la
incorporacion del aceite esencial en el hidrogel no afecta su actividad biologica.

Al observar al microscopio las diferentes condiciones experimentales del
ensayo de adhesion, se observd que las muestras a las que se adicionaron
hidrogeles/AEO 0,5 y 1 % no habia presencia de hifas verdaderas, en su mayoria
fueron células no filamentosas con escasa presencia de pseudohifas. Ademas se
observo que las levaduras estaban encapsuladas en gotas de aceite de 10 ym de
diametro aproximadamente, en cambio en el control con hidrogel/0 no tuvo diferencias
significativas respecto del control sin hidrogel. En base a estas observaciones, se
puede interpretar que los hidrogeles/AEO tienen un efecto en la morfogénesis,
inhibiendo la filamentacién de las células, que como se describié anteriormente tiene
un rol clave en la adhesion a superficies bioticas/abidticas y en la formacion de
biopeliculas. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos por Cid-
Chevecich, C. y cols. (2022). donde obtuvieron que C.albicans ATCC 90029 en
presencia de AEO disminuyeron en tamafio y en un 35 % su numero de células con

un efecto significativamente mayor que fluconazol o nistatina. Asi mismo estudiaron
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el efecto del AEO sobre la viabilidad de biofilms ya formados, obteniendo que tuvo
un menor IC50 que nistatina (p < 0,05), donde ademas un hallazgo fue que esta
cepa no fue susceptible a fluconazol cuando el biofilm ya esta formado. En base a
estos resultados es necesario estudiar el efecto de los hidrogeles/AEO sobre la
morfogénesis y formacion de biopeliculas, para determinar si esta formulacion
potenciaria el efecto en estos ensayos. Como se expuso en este estudio, es esperable
que haya al menos, una concordancia con los resultados de estos autores.

Con el analisis de los resultados obtenidos, se determina que se acepta la
hipdtesis planteada, ya que se demostré que la mezcla de gelatina con aceite
esencial de O. vulgare en forma de hidrogel es un agente antifungico efectivo frente
a C. albicans in vitro.

Esta investigacion sienta la base para continuar el estudio de los
hidrogeles/AEO sobre el control de infecciones causadas por Candida, siendo
necesaria la futura investigacion sobre sus efectos debido a las limitaciones de las
metodologias empleadas. El ensayo sobre cepas de referencia de laboratorio de
una sola especie, la limitacion de las metodologias in vitro y ausencia de ensayos
sobre células no patogénicas son ejemplos a considerar para futuros estudios.

Por dltimo, cabe destacar la utilidad de contar con un hidrogel con
encapsulacion de aceites esenciales como un dispositivo que tiene potencial
aplicacion para tratamientos de infecciones por C. albicans en pacientes portadores
de protesis removibles acrilicas, como es el caso de la estomatitis subprotésica,
donde este dispositivo seria de facil administracion con efecto sostenido en el
tiempo. Esto permitiria aplicar el dispositivo como terapia y que no interferiria con el
uso de las prétesis, lo que lo diferenciaria de las estrategias actuales como lo son
los geles de administracion tépica.
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8. CONCLUSIONES

8.1 El momento 6ptimo de utilizacion de los hidrogeles/AEO es de 7 dias desde su
gelificacion, lo que permite obtener discos deshidratados, resistentes vy

manipulables para su uso.

8.2 La formulacién de hidrogeles/AEO en concentraciones de 0,5 y 1 % permite la
liberacion sostenida y controlada de 9,28 y 70,86 ppm de AEO respectivamente

durante 255 minutos aproximadamente.

8.3 Los hidrogeles/AEO 1 % tienen actividad antifungica sobre el crecimiento C.
albicans ATCC 90029, inhibiendo completamente su crecimiento in vitro.

8.4 Los hidrogeles/AEO 0,5 y 1 % inhiben la adhesion en un 70 y 72 %

respectivamente de C. albicans ATCC 90029 in vitro.
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