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Resumen

Palabras clave: Carcinoma oral de células escamosas, emulsion pickering,
origanum vulgare, liberacion controlada, aceite esencial, microcapsula de

alginato.

El carcinoma oral de células escamosas es una de las neoplasias mas
frecuentes en el mundo y con mal pronéstico. Hasta el momento las terapias
convencionales presentan falta de eficacia debido a la multi-resistencia a
farmacos, ademas de una serie de efectos adversos que afectan la calidad de
vida del paciente. Es por esto que una alternativa es el uso de productos
naturales como los aceites esenciales como tratamiento coadyuvante, ya que
el esencial Origanum vulgare (AEO) ha demostrado tener actividad citotoxica
en diversos modelos celulares. Una forma de mejorar su eficiencia y controlar
la liberacién es micro encapsularlo a través de una emulsion de alginato, y
utilizar como precursor una emulsién Pickering, cuya caracteristica es estar
estabilizada por particulas sélidas. El objetivo de este estudio es sintetizar,
caracterizar y evaluar el efecto farmacol6gico de una microcdpsula de alginato
con un precursor de emulsion Pickering de AEO en células tumorales de
carcinoma oral de células escamosas. Para esto, se realizé la sintesis y la
caracterizacion de las microcapsulas de alginato y emulsién Pickering a través
de dispersion de luz dinamica, microscopia electrénica de transmision y
barrido, posteriormente se evalué su efecto sobre la viabilidad celular, la

selectividad y el tipo de muerte celular inducida.

Las microcapsulas de alginato cargadas con AEO presentaron tamafos

promedio de 1900 nm, potencial Z de -63 y PDI de 0,6. Estas demostraron ser
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estables en el tiempo, ademas, su eficiencia de encapsulaciéon de un 80%,
adicionalmente el AEO logré liberarse en un 96% a las 24 h. Se obtuvieron
valores de I1Cso0 de 2,7 pg/mL (AEO) y de 1,7 pug/mL (AEO encapsulado) en
SCC-25. Por otra parte, se obtuvo valores de 1Cso de 0,97 ug/mL (AEO) y 1,92
pg/mL (AEO encapsulado) en Cal -27 a las 48 h, observandose diferencias
significativas entre ambos valores de ICso. En ambas lineas celulares
tumorales el tratamiento de AEO encapsulado indujo la muerte celular por

apoptosis y necrosis.

El AEO, a pesar de no tener un aumento de la potencia farmacoldgica, no es
toxico en la linea no tumoral estudiada en esta investigacion. Finalmente, este
tipo de formulacion es una forma promisoria de administracion de sustancias
lipofilicas como AE, por lo que podria ser una posible alternativa coadyuvante

en el tratamiento de cancer de cabeza y cuello.
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Abstract

Key words: Oral squamous cell carcinoma, pickering emulsion, origanum

vulgare, controlled release, essential oil, alginate microcapsule.

Oral squamous cell carcinoma is one of the most frequent neoplasms in the
world and has a poor prognosis. So far, conventional therapies have been
ineffective due to multi-drug resistance, in addition to a series of adverse effects
that affect the patient's quality of life. This is why an alternative is the use of
natural products such as essential oils as an adjuvant treatment, as the
essential Origanum vulgare (AEO) has been shown to have cytotoxic activity in
various cellular models. One way to improve its efficiency and control its release
is to microencapsulate it through an alginate emulsion, and to use as a
precursor a Pickering emulsion, whose characteristic is to be stabilized by solid
particles. The aim of this study is to synthesize, characterize and evaluate the
pharmacological effect of an alginate microcapsule with an AEO Pickering

emulsion precursor on oral squamous cell carcinoma tumor cells.

For this purpose, alginate and Pickering emulsion microcapsules were
synthesized and characterized by dynamic light scattering, transmission and
scanning electron microscopy, and their effect on cell viability, selectivity and

the type of cell death induced was evaluated.

The AEO-loaded alginate microcapsules presented average sizes of 1900 nm,
Z-potential of -63 and PDI of 0.6. They proved to be stable over time, with an
encapsulation efficiency of 80%, and the AEO was released 96% after 24 h.
ICs0 values of 2.7 pg/mL (AEO) and 1.7 pg/mL (encapsulated AEO) were

obtained in SCC-25. On the other hand, 1Cso values of 0.97 pg/mL (AEO) and
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1.92 pg/mL (encapsulated AEO) were obtained in Cal-27 at 48 h, showing
statistically significant differences between the two ICso values. In both tumor
cell lines, encapsulated AEO treatment induced cell death by apoptosis and

necrosis.

AEO, despite not having an increase in pharmacological potency, is not toxic in
the non-tumor line studied in this research. Finally, this type of formulation is a
promising way of administering lipophilic substances such as AEO, which could

be a possible coadjuvant alternative in the treatment of head and neck cancer.
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2. Introduccidén

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) representa el 90% de todos
los casos de cancer oral (CO) @, esta patologia junto al cancer orofaringeo es
la sexta neoplasia maligna mas frecuente en todo el mundo @ ®. Dentro de las
terapias convencionales, se incluye la reseccion quirargica, combinada con
quimioterapia y/o radioterapia * %, pero estas pueden llegar a ser refractarias.
Ademds, asociado al tratamiento farmacoldgico, se pueden observar
consecuencias fisiologicas y deterioro funcional, lo cual impacta de manera
importante la calidad de vida del afectado ®. Ademas, en la administracion de
farmacos se ha reportado resistencia a éstos, siendo un problema clinico
comun en el tratamiento de varios carcinomas . Se ha descrito la resistencia
a los fArmacos quimioterapéuticos, lo cual esta dado por la farmacorresistencia
gue puede estar presente en las células cancerosas, o que pueden adquirir
durante el tratamiento quimioterapéutico. Por lo tanto, existe la necesidad de

desarrollar nuevas alternativas para tratar esta patologia mortal.

La medicina herbaria ha sido utilizada exitosamente, a lo largo de la historia
humana en la practica de la medicina tradicional ®. Un ejemplo es lo que ha
reportado Arulmozhi et al., quien obtuvo eficacia terapéutica en una linea
celular humana derivada del CO al encapsular en escala nanométrica

compuestos de origen vegetal.

En el ultimo tiempo, la literatura ha puesto atencion en el uso de Aceites
Esenciales (AE), estos presentan efecto farmacoldgico en varias patologias,
debido a sus diversas actividades biolégicas ©) 19.11.4214) debido a un ndmero

de compuestos fendlicos y terpenos presentes @, siendo una fuente
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prometedora en farmacologia para el manejo y la prevencion de patologias

orales.

Uno de los A.E que ha suscitado mayor interés cientifico es el A.E de orégano
(Origanum vulgare) (A.E.O), pues entre sus componentes principales se
encuentran, el carvacrol ¥, el timol ®9y el 4-terpineol *”, que han sido foco en
investigaciones para probar su capacidad antitumoral en diversas lineas
celulares de cancer @3 (1819, 20 " asi como en el cancer oral de células
escamosas (COCE) @b (2, Sj bien, las propiedades biolégicas de los A.E no
son cuestionadas, su uso practico esta limitado debido a su volatilidad, corta
vida media, la susceptibilidad a sufrir reacciones de oxidacién, isomerizacion,
y polimerizacién @; por lo tanto, una alternativa para optimizar su actividad es
incorporarlas en vehiculos tales como las emulsiones (E), ya que son
ampliamente usadas en la administracion de farmacos, debido a su tamafo
subcelular, biocompatibilidad, su relativa estabilidad, y su habilidad de
solubilizar compuestos hidrofébicos @Y. Las E estdn compensadas por la
incorporacion de surfactantes, que cumple la funcion de disminuir la tensién
superficial entre las dos fases inmiscibles y asi mejorar la estabilidad @, pero
estas moléculas activas podrian estar limitando la actividad de los AE @9 @7,
Ademas, los surfactantes causan irritacion de la mucosa, dafiando membranas

celulares y produciendo otras complicaciones @9,

Para evitar el uso de surfactantes, y favorecer la eficacia de los AE, surgen las
emulsiones Pickering (EP), las cuales utilizan particulas sélidas @9 en

reemplazo de los tensoactivos. Este sistema tiene la ventaja de que posee una
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alta resistencia a la deformacién comparado a las emulsiones convencionales,
debido a la adsorcion de las particulas sélidas en la interfase entre los dos
liguidos inmiscibles ©%, Las particulas soélidas, otorgan algunas caracteristicas,
tales como; reducir la posibilidad de coalescencia y aportan mayor estabilidad
a las emulsiones. Si bien fueron descubiertas hace mas de un siglo por
Ramsden Gy Pickering @ no recibian atencion por las limitadas opciones de
disponibilidad de materiales, pero hoy los avances han permitido el desarrollo
de nuevos materiales como nano particulas magnéticas ©?, ciclodextrina @2,
quitosano ©4, entre otros, los cuales son utilizados en esta nueva tecnologia.
Dentro de ellos, el carbonato de calcio (CaCO3) ha sido descrito como
emulsionante de Pickering, especialmente en la industria farmacéutica y
alimentaria, ya que ha sido utilizado en aplicaciones de ingenieria de tejidos y
en la administracion de medicamentos contra el cancer ., La razén de su uso
es debido a su bajo costo y su gran disponibilidad, estas particulas pueden
conferir propiedades funcionales como neutralizacion, por lo tanto, son
candidatos potenciales para la administracion de farmacos debido a su

naturaleza porosa ©,

En este contexto, los sistemas de suministro basados en emulsiones se utilizan
cada vez mas para encapsular polimeros y ©® compuestos bioactivos
lipofilicos, por lo que investigadores han puesto atencion en la sintesis y
aplicacion de las EP para el desarrollo de nuevas tecnologias, donde han
examinado el andlisis fisico-quimico de las emulsiones y su potencial
antimicrobiano ©@"- @7y ~ademas se ha evaluado la liberacién de componentes
bioactivos a través de este tipo de emulsiones sobre la actividad antitumoral

en diversas lineas celulares ©8): (39). (40).
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3. Marco tedrico.

3.1Céancer Oral de cabezay cuello.

El Cancer oral es catalogado como un problema de salud publica, esta
patologia es la sexta neoplasia maligna a nivel mundial ©“Y, la cual se han
reportado en su mayoria en el Asia del Este y sur “?, presentdndose con mayor
frecuencia en los hombres con una incidencia de 4.8 por cada 100.000
habitantes para el afio 2020; estimandose un aumento del 40% en la incidencia
en el afo 2040. En cuanto a la mortalidad, en hombres es de 3.2 por cada
100.000 hombres y en mujeres de 1.4 por cada 100.000 mujeres @3, En Chile,
se ha documentado que en el afio 2012 hubo una tasa de incidencia de 1,1 por

cada 100.000 habitantes, en donde hubo una mayor frecuencia en hombres “4

3.2El carcinoma oral de células escamosas (COCE).

El COCE representa el 90% de todos los tipos de cancer oral *®, el cual puede
ubicarse en labios, encia, 2/3 anteriores de la lengua, mucosa bucal, piso de
la boca, paladar duro y trigono retromolar “®, siendo mas comun en 2/3
anteriores de la lengua y el piso de boca “". A nivel nacional la tasa de
mortalidad reportada por el Departamento de Estadisticas e Informacién de
Salud (DEIS) para el cancer oral y orofaringeo para ambos sexos para el afio
2015 fue de 1 por 1000 habitantes, siendo Aysén, Arica y Parinacota y
Antofagasta las que presentaron mayores tasas de mortalidad (2.3, 1,58y 1.45

por 1000 habitantes respectivamente) “®,

La etapa clinica y patolégica al momento del diagnéstico es uno de los factores

mas importantes para el desarrollo de su pronostico. Esta enfermedad mortal
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puede originarse debido a numerosos factores de riesgo, como el habito
tabaquico, dieta inadecuada, y alcoholismo ©®. Debido a un diagndstico tardio
el 50% (estadio Il y IV) de los pacientes logra sobrevivir luego de 5 afios y en
muchos casos son refractarios a los tratamientos convencionales “3- En Chile
los diagnésticos se encuentran en estadios avanzados (lll y V) con
compromiso local, regional y sistémico, la tasa de mortalidad en el periodo
2002 -2010 de 1,1 y 1,25 por cada 100.000 habitantes “9, a pesar de las
terapias utilizadas, la sobrevida se estima en un 56% a 46% a los 5 -10 afios

respectivamente una vez diagnosticado ©9.

3.3 Tratamiento convencional en Cancer de cabeza y cuello.
Uno de los tratamientos de primera eleccion y catalogado como gold estandar
es la reseccion quirargica “®, en donde se elimina cierta parte anatémica de la
region afectada por la patologia, esta decision va determinada por el estadio
de la enfermedad. Cuando el diagndéstico esta en las primeras etapas se
intervienen con cirugia, mientras que en una etapa avanzada se recomienda
el tratamiento multidisciplinario, el cual incluye cirugia, radioterapia o
radioterapia y quimioterapia combinadas ©V. En el cancer de cabeza y cuello
los tratamientos con quimioterapéuticos no se ha evidenciado un beneficio
como monoterapia ®2 63, sin embargo, existe evidencia de su eficacia como
adyuvante posterior a la cirugia “®. En el caso del tratamiento quirdrgico hay
consecuencias permanentes y alteraciones fisiologicas debilitantes, mientras
gue en la radio y quimioterapia producen efectos que comprometen el
bienestar y la calidad de vida de los pacientes, en el caso del cisplatino se ha
documentado que produce nauseas, vomitos, ototoxicidad e incluso toxicidad

renal 59, Ademas, su utilizacién ha generado que las células tumorales tengan

20



resistencia a los efectos citotoxicos del farmaco y puedan seguir con la
proliferacion y desarrollando metastasis.
La evidencia de resistencia a los farmacos junto a la severidad de los efectos
adversos hace necesario la busqueda de nuevos tratamientos coadyuvantes
gue disminuyan estos factores. Es por esta razén que se han evaluado nuevas
alternativas basados en productos naturales como los Aceites Esenciales
(AE)® 9 en donde se ha estudiado su efecto en canceres de colon, mama

13 melanoma @2 y cancer oral @2,

3.1 Aceites Esenciales

Los productos naturales como los A.E son liquidos oleosos aromaticos y
volatiles obtenidos de plantas . Han sido reconocidos como sustancias
seguras (G R AS -Generalmente reconocidas como seguras) por la FDA
(Administracion de drogas y comidas americana (US) y EPA (agencia de
proteccién del medio ambiente)®). En los ultimos afios ha habido un gran
interés en el estudio de los A.E, ya que han sido utilizados en extenso en la
medicina tradicional llegando a tener aplicacion en la biomedicina. Los AE son
mezclas complejas que pueden contener entre 20 y 60 compuestos de
diferentes estructuras quimicas en concentraciones muy diferentes.
Normalmente, sus propiedades son atribuidas a dos o tres componentes
mayoritarios, los cuales determinan su actividad  biologica.
Estos cubren un amplio rango de propiedades, tales como antioxidantes,
antimicrobianas, antitumorales, antiinflamatorios y antivirales, debido a un
numero de compuestos fendlicos y terpenos, entre ellos monoterpenos (timol

y carvacrol) y sesquiterpenos @b,
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La mayoria de los A.E son seguros ¥ y ademas no se ha descrito desarrollo
de resistencia microbiana ©". Por su parte, el aceite esencial de Orégano
(A.E.O) también conocido como Origanum Vulgare se ha estudiado con
respecto a sus propiedades, las cuales se establecen con relacion a su
composicion de monoterpenos y monoterpenoides, si bien depende de la
extraccion, origen y tipo de planta ©®; estas especies de orégano son ricos en
carvacrol (47.9%) y timol @, y se ha reportado su potencial en contra células

cancerosas de melanoma, mama, higado y colon @2 @7, (18 (19). (20),

Debido a sus caracteristicas fisicas y quimicas, estos presentan reacciones de
conversion o degradaciébn quimica, como la oxidacién, isomerizacion,
polimerizacion, lo cual hace que sean volatiles, dependiendo principalmente de
parametros ambientales como la temperatura, la luz y oxigeno atmosférico ©7,
Ademas, los AE al ser compuestos lipofilicos y volatiles, lo que hace que los
éstos sean dificiles de manejar y utilizar ©®. En esta direccion, las tecnologias
de encapsulaciéon y nano encapsulacion, entre otras, representan uno de los
mayores desafios, para transportar los AE; esto mejoraria bioactividad de los
OE ya que permiten la preservacion de la actividad, una penetracion mas
profunda en los tejidos y una més fécil absorcion, obteniendo control y la

modulacion de la liberacién de los ingredientes activos en el sitio objetivo ©9.

3.2Aceite esencial de Orégano (AEO)

La especie de orégano conocido como O. vulgare pertenece a la familia de las
Lamiaceae. Es una planta perenne y nativa de la region euro-asiatica y
mediterranea. Los componentes abundantes en el AE extraido por arrastre de
vapor son monoterpenoides y monoterpenos, como carvacrol y timol
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(dependiendo de la localizacion geografica). Los polifenoles y taninos varian
considerablemente dependiendo del tipo y origen de la planta ®. Este alto
contenido de &cidos fendlicos y flavonoides @3 @9 es la razon del potencial
antimicrobiano, fungicida, insecticida y antioxidante de este aceite esencial y
del extracto del orégano, lo cual ha suscitado un gran interés farmacéutico e
industrial 9, La literatura ha demostrado que los componentes de los AE del
orégano, como el carvacrol y el timol poseen propiedades antioxidantes y
pueden actuar como potentes compuestos antitumorales y antimelanogénicos
18 Los antioxidantes naturales pueden proteger el cuerpo humano de los
radicales libres y podrian retrasar el progreso de muchas enfermedades
cronicas ©9, La oxidacion de los lipidos se asocia con el dafio en la membrana
celular, el envejecimiento, las enfermedades cardiacas y el cancer en los
organismos vivos @8,  La modulacion de los efectos carcinégenos y
mutagénicos por inhibidores de origen vegetal ha sido de crucial importancia

para el resultado final de algunos efectos bioldgicos, en especial para el cancer

a7,

Dentro de las lineas de cancer oral, se destaca el carvacrol, pues este induce
citotoxicidad y apoptosis a través de la via de caspasa-3 y especies reactivas
al oxigeno (ROS) en concentraciones dependientes. En lineas como Tca 8113,
SCC-25 se reportd que se inhibe la proliferacion a través de la regulacion
negativa de expresion de CDK4 vy la regulacion positiva de expresion de p21
resultando en una disminucion significativa de las células en fase S @2, En el
caso del timol, otro de los componentes principales de los aceites esenciales,

demostro ser citotoxico en lineas celulares como Cal-27, SCC-4, en donde se
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evidenci6 que el mecanismo anti cancerigeno involucra disfuncién

mitocondrial, y generacion de ROS, culminando en la apoptosis®.

Sin embargo, el uso de estos aceites, al igual que otros, el AEO podria
evaporarse o descomponerse facilmente durante el procesamiento de
alimentos, formulacion de medicamentos y la preparacion de peliculas
antimicrobianas, debido a su volatilidad, exposicion directa al calor, presion,
luz u oxigeno. Con el fin de superar la susceptibilidad y mejorar estabilidad de
AEO durante el procesamiento y almacenamiento, se han desarrollado
diversos métodos para su vehiculizacién o encapsulacién, uno de ellos son las

emulsiones.

3.3Emulsiones.

Una forma de vehiculizar los A.E, es a través de las emulsiones, éstas son un
ejemplo de coloides metaestables, que consisten en dos liquidos inmiscibles
entre si ®9, en donde uno es dispersado en el otro, en presencia de agentes
activos en la interfase aceite-agua. Las emulsiones son utilizadas ampliamente
debido a su capacidad para transportar activos inestables en agua, otra de sus
ventajas es que mejora la biodisponibilidad de aceites y puede lograr liberacién

controlada del principio activo deseado.

Las emulsiones suelen estabilizarse con tensoactivos sintéticos, que deben
afiadirse a una concentracion minima, ya que se pueden alterar la funcion de
la barrera epitelial y en consecuencia causar irritacion ©9, dafando las
membranas celulares y con un uso prolongado de estos pueden introducirse

en el torrente sanguineo y causar otros efectos adversos . Algunos
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tensoactivos pueden ser intrinsecamente toxicos o alterar la farmacocinética

de los farmacos coadministrados.

Para evitar el uso de surfactantes y evaluar la viabilidad de los A.E, una
alternativa son las emulsiones de Pickering @9, las cuales son estabilizadas por
particulas solidas por medio de un mecanismo de adsorcion en la interfase
Aceite -Agua, causando una disminucion significativa de la tensién en la
superficie interfacial ??, siendo la alta resistencia a la coalescencia ? el mayor

beneficio en la estabilizacion por medio de estar particulas.

3.4Emulsiones Pickering.

Las emulsiones Pickering son emulsiones estabilizadas por particulas sélidas
en lugar de emulsionantes clasicos. Se han considerado una estrategia
interesante para incorporar farmacos en formulaciones farmacéuticas. Estas
emulsiones recibieron el nombre, debido a quien las describié en 1907 @9 G,
sin embargo, los origenes de la estabilizacion se exploraron mas alla de los
trabajos citados. En 1860 y 1877 William Haynes y los hermanos Bessel

publicaron una patente informando el fenébmeno de estabilizacién ©9,

Dado lo anterior, es que algunas particulas biolégicamente inertes y no toxicas,
como las de celulosa, quitosano @9, silica ©”, carbonato de calcio ©2, entre
otras, pueden ser usadas para desarrollar nuevas posibilidades de emulsiones

de Pickering de base biologica.

3.5Carbonato de calcio.

Dentro de los materiales inorganicos, el carbonato de calcio (CaCOs3) ha sido
ampliamente investigado y se ha descrito su utilidad en la estabilizacion de las
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emulsiones Pickering, particularmente en la industria alimentaria, médica y
farmacéutica ©¥; debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, bajo costo,
y SuU respuesta activa frente a cambios de pH, ya que en virtud de su naturaleza
es soluble en ambiente &cidos, por lo que puede afiadir propiedades
funcionales a la emulsién Pickering, tras convertir las particulas de CaCOs en
iones calcio [5, 6]. EI CaCOs se encuentra en tres formas, aragonita, calcita y
vaterita, dentro de estas, calcita es la mas estable termodinamicamente en
condiciones estandares, cada una de ellas presenta una morfologia
caracteristica, donde la aragonita es de forma alargada, la vaterita esférica y

calcita romboédrica ©4.

3.6Alginato de Sodio.

El alginato de sodio (ALG) es un polimero biodegradable que ha sido utilizado
ampliamente como un candidato para la construccion de varios sistemas de
liberacion de farmacos. Este se puede entrecruzar con cationes multivalentes
como el Zn*2, AI*3 y Ca*? en una solucién acuosa ©. Se ha observado que el
hidrogel Ca-ALG posee buenas propiedades, al no ser toxico, es biocompatible
y biodegradable. Ademas, segun varias publicaciones reportan que el ALG al
ser agregado estabiliza la emulsion, debido a las propiedades de carga, y
gelificacion ©®. Sin embargo, aquellos que solo estan formados por alginato
presentan inestabilidad fisica y una estructura porosa, por lo que liberaria

rapidamente los compuestos biolégicamente activos ©7.

En este trabajo se combinan los conceptos de gelificacion ionotropica mediante
la reticulacion ionica de biopolimeros polianidnicos, alginato, en la interfase de

una emulsion Pickering estabilizada con CaCOs, la cual fue utilizada como
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tratamiento en dos lineas celulares de carcinoma oral de células escamosas.
Ademas, este proceso en primera instancia cuenta con la emulsion de una fase
oleosa con una dispersibn de CaCOs, luego una vez incorporadas las
nanoparticulas de CaCOs en la interfaz aceite/agua, se agrega un biopolimero
polianionico (alginato) a la emulsién (figura 1). Posteriormente se reduce el pH
de la emulsion para disolver las nanoparticulas de CaCOs, en donde seran
liberados los iones Ca*? lo cual desencadenard que las cadenas del
biopolimero se entrecrucen en la periferia formando una interfase continda

envolviendo el aceite.

Figura 1: Esquema de emulsion pickering con alginato. Modificado de ilustracion de Leong et

al, 2015.

En vista de lo anterior es que actualmente no existen estudios con respecto a
las emulsiones Pickering aplicadas al territorio buco maxilo facial en donde se
vea potenciado el uso de A.E junto a particulas que tienen accion similar a
estos aceites. Ademas, esto podria traer un beneficio con una amplia
aplicacién siendo un medio sostenible, seguro (no toxico) y accesible al

tratamiento coadyuvante de esta patologia.

Considerando todos los antecedentes anteriormente expuestos es que este

trabajo de investigacion respondera a la siguiente pregunta de investigacion.

Pregunta de investigacion:
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¢ Las emulsiones Pickering podran potenciar el efecto farmacolégico del aceite
esencial de Origanum vulgare en células tumorales de carcinoma oral de

células escamosas?

4. Hipotesis

‘Las microcapsulas de alginato potencian el efecto citotoxico del aceite
esencial de Origanum vulgare en células tumorales de carcinoma oral de

células escamosas’.

5. Objetivo general y objetivos especificos.

5.1 Obijetivo General.

Evaluar el efecto sobre la viabilidad celular de las microcapsulas de alginato
de aceite esencial de Origanum vulgare en células tumorales de carcinoma oral

de células escamosas.

5.2 Objetivos Especificos.

5.2.1 Estudiar la sintesis y caracterizacion de las microcapsulas de alginato

cargadas con Aceite esencial de Origanum vulgare.

5.2.2 Evaluar el efecto citotoxico de las emulsiones de Pickering cargadas con
Aceite esencial de Origanum vulgare, estabilizadas con particulas de

carbonato de calcio sobre lineas celulares de COCE.

5.2.3 Evaluar el tipo de muerte celular por el cual las emulsiones de Pickering

inducen el efecto citotoxico en las lineas celulares de COCE.
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6. Materiales y métodos.

6.1 Recoleccién vegetal y extraccion del aceite esencial:

Origanum vulgare fue colectado durante la floracion primaveral en Chicauma,
Lampa, Region Metropolitana, Chile (33°14'23"S, 70°54'27"W). El espécimen
fue identificado por la taxbnoma Alicia Marticorena (MSc) en el Herbario
CONC, Universidad de Concepcion, Chile (numero de registro del herbario
CONC 191040) (68). El aceite esencial se extrajo de 300 g de hojas frescas
por arrastre de vapor durante 3 h, con un rendimiento promedio de 2,5 mL por
ciclo de extraccién. La densidad del aceite esencial fue de 0,920 g/mL,
calculada como la relacion entre la masa de 1 mL de aceite esencial y la masa
de 1 mL de agua destilada a 20 °C. El aceite esencial recogido se almacen¢ a

- 20 °C hasta su utilizacion.

6.2 Reactivos:

Carbonato de sodio, (Na2COs, Merck)), hidroxido de sodio (NaOH), nitrato de
sodio (NaNOs), nitrato de calcio (Ca(NOs)2, timol (#090M0156V- Sigma-
Aldrich®), alginato (#051M0054V- Sigma-Aldrich®), &cido acético
(CH3COOH). medio de cultivo eagle modificado de Dulbecco alto en glucosa
(DMEM high glucose #D7777 Sigma-Aldrich®), Suero fetal Bovino (FBS del
inglés Fetal Bovine Serum, #04-127-12, Biological Industries®), solucién de
penicilina-estreptomicina (#03-031-1B, Biological Industries®), bicarbonato de
sodio (#S5761, Sigma-Aldrich®), dimetilsulfoxido (DMSO,#276855, Sigma-
Aldrich®), acido clorhidrico (HCI, #AC0065, Winkler®), Tampon fosfato (PBS

al 10X, #16505, Merck®), tripsina EDTA solucion A (#03-050-1B, Biological
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Industries®), kit de ensayo MTT (#M6494, Thermo Fisher Scientific®), solucién
azul de tripdn (#25-900-Cl, Corning®), kit de ensayo caspasa -3 (ab39401,
ABCAM), kit de ensayo de citotoxicidad de LDH CyQUANT™ (#16270972,

Invitrogen™ C20301).

6.3 Sintesis de particulas Carbonato de Calcio:

Para la sintesis de CaCOs, se realizan dos soluciones, en donde la solucién 1
(60 mL de agua millig) comprende una mezcla de Na2COs 0,1 M, NaOH 0,2M,
y NaNOs3 0,18M, y la solucién 2 (60 mL de agua milliq) se agreg6é Ca(NO3)2 0,1
M. La solucién 2 se depositd en una jeringa de 60 mL y a una velocidad de 0,5
mL /min se agregd a la solucion 1, en agitacion a 600 rpm a una temperatura
constante de 25° - Una vez finalizada la reaccion, se filtr6 con papel filtro

(didmetro de poro 11 um) al vacio y se mantuvo en una estufa por 24 h a 60°C.

6.4 Analisis del aceite esencial por cromatografia de gases-espectrometria

de masas (GC-MS).

El AEO se diluy6 con diclorometano y se analizé 1 yL de la muestra utilizando
un GC-MS/MS, Thermo Scientific (GC: modelo Trace 1300 y MS: modelo
TSQ8000Evo) que funcionaba en modo El a 70 eV, equipado con un inyector
sin divisiéon (250 °C). La temperatura de la linea de transferencia era de 250
°C. Se utiliz6 helio como gas portador a una velocidad de 1,2 mL/min, y la
columna capilar empleada fue una Rtx-5 ms (60 m x 0,25 mm i.d., espesor de
pelicula 0,25 um). El programa de temperatura fue de 40 °C (5 min) a 300 °C
(5 min) a una velocidad de 5 °C/min. La composicion quimica del aceite se

identificO comparando sus espectros con una biblioteca del NIST14 y se
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confirmd contrastando los indices de retencién con datos publicados en otros

estudios.

6.5 Sintesis de emulsion Pickering:

Se utiliz6 el método descrito por Leong et al . Se agregan 3 mL de A.E.O, el
cual fue emulsificado en la dispersion de nanoparticulas de CaCOs (5%p/v),
mediante un homogeneizador Omni "Tissue Master 125" a 6390 rpm por 30
min. La emulsion Pickering (EP) resultante se mantuvo reposando a
temperatura ambiente, sin luz por 24 horas para que las fases se separen.
Luego de 24 h, se tomaron 50 pL de la fase separada de la emulsién de
Pickering O/W, dispersada en 1 mL de una solucion polianionica biopolimérica
de alginato 2.5% p/v bajo agitacibn mecanica por 15 minutos. Luego, se
adiciona acido acético 1M gota a gota (~ 25 pL) sobre la EP hasta un pH 4,
para disolver las particulas de CaCOs e iniciar la gelacion ionotropica en la
periferia de las gotas de aceite. El proceso de gelificacion ionotropica continud
por 60 min antes de diluir la dispersion en 20 mL de agua desionizada. Se

almacenaron en agua ultrapura para la posterior caracterizacion de EP+ALG.
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Figura 2. Esquema representativo del protocolo metodolégico de EP+ALG.

6.6 Caracterizacion EP y EP+ALG; Potencial Z (pZ), indice de poli

dispersion y microscopia.

El tamafio medio y pZ de las particulas y emulsién formadas se midieron
mediante dispersion de luz dinamica (DLS) utilizando Zetasizer Nano ZS
ZEN3600 (Malvern instruments, UK). La muestra se diluyé hasta 100 veces

con agua desionizada, los resultados se presentaran como la media de tres

lecturas consecutivas. Se realiz6 ademas

nanoparticulas a través de electrénica de barrido y de las emulsiones EP y

andalisis de

EP+ALG a través de microscopia electronica de transmision.
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6.7 Ensayo de liberacién y eficiencia de encapsulacion

El perfil de liberacion de A.E.O se realiz6 en una solucion salina tamponada
con fosfato (PBS) y Medio de Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco alto en
glucosa (DMEM), que se utiliz6 como medio de liberacion del farmaco para
simular el entorno de crecimiento celular. En primer lugar, se introdujeron 5 ml
de suspensién de EP+ALG en una bolsa de dialisis (34 kDa). A continuacion,
esta bolsa de didlisis (en duplicado) se sumergié en 60 mL de tampdén PBS
(pH=7,4) y DMEM (pH= 7,2) se coloc6 en un bafio de agitacion (37 °C, 200
rom), realizado en tres ensayos de forma independiente. A intervalos
predeterminados, se retir6 1 ml de tampdn PBS del medio y se sustituy6 por
una cantidad igual de PBS o DMEM fresco. Finalmente, se utiliz6 un
espectrofotometro UV-vis para medir la absorbancia de la solucién liberada a

275 nm y determinar la cantidad de AEO liberada.

Para determinar la eficiencia de encapsulacion (EE%) se tom6 como referencia

la siguiente formula?;

Aceite total — Aceite superficie
Aceite total

Eficiencia de encapsulacion (%) = ( >x100%

6.8Lineas y cultivos celulares.

Las lineas celulares Cal 27 (ATCC® CRL-2095™), SCC-25 (ATCC® CRL-
1628™), son células de carcinoma escamoso de lengua humana y la linea
celular no tumoral, queratinocitos orales (donados por Prof. Dr. Wilfredo
Gonzalez -Arriaga, Universidad de Valparaiso- Universidad de los Andes).

Fueron mantenidas en DMEM alto en glucosa (Gibco, Carlsbad, CA, USA).
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Todos los medios fueron suplementados con 1% de solucién penicilina-
estreptomicinay FBS al 10% y 5% respectivamente. Todas las lineas celulares

fueron mantenidas en ambiente de 37° C y 5% CO..

6.9Ensayo de viabilidad celular MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-ilo) -2,5-

bromuro de difeniltetrazolio).

La citotoxicidad de EP+ALG se midi6 a través de la determinacion de la
viabilidad celular, lo que permiti6 determinar la potencia, efectividad y
selectividad de estos. El efecto en la viabilidad celular se evalué mediante
método colorimétrico basado en la reduccion de sal tetrazolio (MTT) 2. Fueron
cultivadas 20.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos y luego incubadas
durante 24 horas. Se realizaron tres ensayos de forma independiente en
triplicado, tanto con el A.E.O y EP+ALG. Cada pocillo fue incubado con
concentraciones crecientes de con las respectivas concentraciones crecientes
durante 48 h. Luego se descart6 el sobrenadante y se incubaron con 100 pL
por pocillo de MTT 0,5 pg/ml durante 2 h. Los cristales de formazan formados
fueron disueltos con 40 pL de DMSO e incubando durante 15 min a 37°C con
agitacion. La absorbancia fue medida mediante un lector ELISA (BioRad,
Hércules, CA) a 570 nm. Bajo estas condiciones, la absorbancia es

directamente proporcional al numero de células viables en cada pocillo.

6.10 Ensayo Caspasa -3.

Se sembraron 4x10° células en placas de 60 mm las cuales fueron tratadas
con las concentraciones maximas, IC50, minimas del tratamiento, mas el

control positivo y negativo. Posteriormente se realiza lisis celular con buffer de
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lisis celular y se incuban las células por 10 min en hielo, se centrifugaron a
10.000 g por 1 minuto, se transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo. Para el
procedimiento de deteccion se utilizé una placa de 96 pocillos, en donde se
agregan 50 pL de cada muestra a un pocillo, se adicionan 50 pL de la mezcla
de los reactivos de reaccién de buffer 2x y DTT a las muestras y finalmente se
agregan 5 uL de DEVD-p-NA, se deja a 37°C por 120 min y se realizé la lectura

a 405 nm en un lector de placas.

6.11 Ensayo de citotoxicidad lactacto deshidrogenasa (LDH)

Se sembraron 1x105 células en una placa de 12 pocillos, se adiciona el
tratamiento y se esperan 48 horas. Luego, se toman 50 pL del medio
(sobrenadante) y se deja en una placa de 96 pocillos. Las células pegadas se
lavan con PBS y se adiciona tritbn 0,01%, luego del lisado se toman 50 L para
dejarlo en la placa de 96 pocillos. Se agregan 50 uL de la mezcla de sustrato
a las muestras sobrenadantes y lisadas. En oscuridad se incuba y se agita por
15 min, y se mide en el lector de placas a 490 nm ® en Invitrogen™ Ensayo

de citotoxicidad de LDH CyQUANT ™.

6.12 Anédlisis Estadistico.

Para todos los experimentos, la significancia estadistica se establecié con un
valor de p < 0,05. Los resultados se representan con Ssus respectivos
promedios y desviacion estandar (x DE) de al menos tres experimentos
independientes, cada uno realizado por triplicado. Todos los analisis
estadisticos se determinaron a través del software GraphPad Prism (V6.0). Los

datos se evaluaron a través de un analisis de varianza unidireccional (ANOVA)
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(con la prueba posterior de Tukey post-test) la cual se realiz6 para comparar

los grupos experimentales y con sus controles cuando correspondia.

7. Resultados

7.1Sintesis de nanoparticulas de Carbonato de Calcio.

Una vez realizada la sintesis de nanoparticulas, se realizo el analisis en el
equipo de dispersion de la luz dinamica (DLS) Zetasizer Nano ZS ZEN3600
(Malvern instruments, UK). En primera instancia se realiz6 un screening, para
evaluar el tiempo necesario de utilizacion del ultrasonicador, con el objetivo
deobtener el menor valor en relacion con su tamafio. Para lo cual, se masaron
0,02 g de CaCOs en 1 mL de agua Milli-Q (agua ultrapura), luego se realizaron
diluciones en 1/10, 1/50 y 1/100, a diferentes tiempos de ultrasonicacion (30,

60, 120, 180 segundos) (ver tabla 1).
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CaCOs3 Tamafo Potencial Z PDI

1/10 (n=3) (promedio/uym) (promedio)/mV (prom)

180 seg 2,9 £0,29 -10,5 +0,32 0,235+0,12
120 seg 0,67 +0,15 -15,6 +0,11 0,59+0,08
60 seg 1,05+0,14 -15,7 +0,503 0,54+0,06
30 seg 2,3+x1,6 -11,9 +2,39 0,86+0,17

Tabla 1. Screening de CaCOs a diferentes tiempos de ultrasonicacion. Analisis en DLS,

tamafo, potencial Z y PDI. Medias y DE%.

CaCOs Tamano PotencialZ PDI

(120s) (promedio)/ym  (promedio)/mV  (prom)
1/100 0,32 +2,88 -29 +0,57 0,329+0,05
1/50 0,37 +0,07 -41,6 + 2,5 0,352+0,04
1/10 0,71 +0,05 -24,2 + 0,6 0,545+0,04

Tabla 2: CaCOs a diferentes diluciones en DLS, tamafio, potencial Z, PDI. Medias + y DE.

Posteriormente se realizaron mediciones a diferentes disoluciones para

evaluar diferencias, obteniéndose menores tamafos (ver tabla 2). Para
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determinar su estabilidad de la sintesis de estas nanoparticulas se determiné
el indice de polidispersion (PDI), el cual indica la heterogeneidad del tamafio
en el medio (74). En estos resultados se refleja la heterogeneidad de la
distribucién del tamafio (tabla 2), observandose una forma que coincide con el
polimorfo de Calcita corroborado por FTIR, en donde marca a la sefial de 713
cm™, la cual es caracteristica del enlace C-O en el cristal de calcita. Cabe
mencionar que la banda de 1410 cm™ corresponde a la vibracion de
estiramiento asimétrico entre C-O y el peak 873 cm™ se atribuye a la vibracién

de flexion fuera del plano del enlace C-O (Figura 3).
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Figura 3: (a y b). SEM Carbonato de Calcio (CaCOs). Escala dentro de la imagen SEM (c).

FTIR CaCOs

7.2 Caracterizar las propiedades fisicas y quimicas del AE de Origanum

vulgare.

El andlisis de A.E.O fue realizado por cromatografia de Gases-Espectrometria
de Masas (GC-MS) a través del equipo de GC-MS, Thermo Scientifics (modelo
Trace 1300 y modelo TSQ8000 Evo), operando el modo El a 70 eV. La
temperatura de la linea de transferencia fue de 250 °C. Se utilizé helio como
gas portador a una velocidad de 1,2 ml/min y la columna capilar utilizada fue
una Rtx-5ms (60m x 0,25 mm y espesor de pelicula 0,25um). El programa de
temperatura fue de 40°C (5 min) a 300°C (5 min) a una velocidad de 5°C/min.
Los principales componentes detectados fueron timol (14,2%), carvacrol

(2,64%), cis- sabineno (16,7%) y 4-terpineol (13,6%).

N° | Compuesto Rla % area Identificacion
1 sabineno 991,2 2,84 MS, RIb

2 a-terpinoleno 1037,5 5,02 MS, Rlc

3 p-imene 1045,8 2,20 MS, RIb

4 y-terpineno 1080,3 11,66 MS, RIb

5 4-tiujanol 1089,2 3,01 MS, RIb,
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6 hidrato de cis-sabineno 1124,0 16,72 MS, RIb
7 4-terpineol 1205,5 13,57 MS, RIb, Co-I
8 a-terpineol 1218,3 3,13 MS, RIb, Co-I
9 metil carvacrol 1269,9 3,17 MS, RIb
10 | acetato de linalilo 1277,1 3,99 MS, RIb
11 | timol 1314,5 14,20 MS, RIb
12 | carvacrol 1324,0 2,64 MS, RIb
13 | cariofileno 1465,2 3,56 MS, RIb

Tabla 3: Compuestos principales detectados en aceite esencial de Origanum Vulgare. (Rla:

indice de retencién, MS: detector de masas, RI: infarrojo, Co-l: columna).

Cada vez que fue extraido, se midi6 su densidad, la cual en promedio se obtuvo

900 + 0,461 pg/pL.

7.3 Sintetizar y caracterizar las EP y EP+ALG.

Una vez realizada las emulsiones, se realizo el analisis por dispersion de la luz
dindmica (DLS), de las emulsiones Pickering, obteniendo los resultados
descritos en la tabla 4 en donde se realizaron mediciones en diferentes

tiempos, alas 24 hy a los 7 dias.
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Emulsion Tamano Potencial Z PDI

Pickering (promedio/um) (promedio)/mV (prom)
EP1d 1,9 0,11 -48,8 £6,2 1+0,01
EP7d 6,8 £0,26 * -35,9+1,2 0,316+0,29

Tabla 4: Caracterizacion de emulsiéon Pickering (EP) en DLS, promz /DE y tamafio, potencial

ZyPDI

Figura 4: Emulsion Pickering (EP). (a) y (b) EP 5% AEO, (c) y (d) Caracterizacion en SEM de EP.

Escalas dentro de la imagen.

Posterior a la sintesis de la EP, ésta es agregada a una solucién de alginato.
Las abundantes particulas de CaCO3 de la E.P se convierten en el reservorio
de iones calcio para posteriormente llevar a cabo el entrecruzamiento con las
cadenas de alginato de sodio (EP+ALG) (70). Una vez completada esta etapa
se analizaron en DLS a diferentes tiempos (ver tabla 5); dentro de los
resultados se puede evidenciar que los valores cambian a lo largo del tiempo.
Se realizaron mediciones al dia 1, alos 7, 14 y 30 dias de realizada la sintesis.

Los valores del dia 1 corresponden a un tamafo de 2,6 ym, pZ de -63mV y un

41



PDI de 1. Alos 7 dias resultaron con un tamano de 3 um, pZ de -36 y PDI de
0,69, a los 14 dias el tamafio varia a 690 nm, pZ -39y PDI 0,94 y a los 30 dias
se observo un tamafio de 607 nm, pZ de -44 y PDI de 0,65. Con respecto a
estos resultados, se puede decir que existen diferencias significativas entre el
dia 1 y los dias 14 y 30. En cuanto a los otros parametros, el pZ y PDI no

presentan diferencias.

En las imagenes obtenidas en TEM se pueden observar diferentes mediciones
con relacion a los diametros de las gotas de las emulsiones, lo que coincide

con la tabla 5.

Tamano E.P+Alg

5- a
4-
B
= 31 T
-
2-
14 = *
N A > o
Tiempo (dias)

Figura 5: Tamafio de Emulsion EP+ALG. Resultados en media, + DE, *p<0,05 vs tiempo 1h. a

y B; p<0,05 vs tiempo 7 h (n=3).
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EP+ALG Potencial Z (prom)/mV  PDI(prom)

1d -63,93 +2,14 1+0,001

7d -36,7 +2,46 0,696+0,33
14 d -39,9 15, 37 0,94+0,05
30d -44 +7 0,6525+0,01

Tabla 5: Caracterizacion de EP+ALG en DLS en diferentes tiempos, tamario, potencial Z,

PDI(n=3).
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Figura 6: Analisis de EP+ALG. (a) y (b) Emulsiones EP + Alg en Pickering en TEM. (x7.500),
(c) Mapeo elemental EDX de EP+ALG, (d) y (e) Microscopia 6ptica de Contraste de campo

oscuro de EP+ALG (10x) y campo claro (40x)
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7.4 Perfil de liberacion in vitro de A.E.O de EP+ALG.

En primera instancia, con el objetivo de estandarizar la cantidad de aceite de
orégano a encapsular, se realizdé una curva de calibracion de timol (figura 7),
ya que se tomdé como referencia para realizar las mediciones del AEO.
Posteriormente se realizé un barrido del AEO en el equipo de espectro UV/VIS
a través de un espectrofotémetro (Jasco V-550 UV/VIS) en donde se identifico
un pico en la longitud de onda de 275 nm, correspondiente a timol. En relacion
con este resultado se realiza curva de calibracion de A.E.O con soluciones de
PBS y DMEM; la cual se toma como referencia para realizar experimento de

liberacion.

Curva de calibracion de Timol.

16 1,461
1.4
1,2
1 y= 27 428x + 01,0997
023 R2 = 0,9972

0,6 0502
0,341 .
0.4 !
0,169
oz

o 0,01 0z 0,03 0,04 0,05 0,08
]

Figura 7: Curva de calibracion de Timol realizado UV-vis a concentraciones ascendentes.
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Medio 0,25h(a) 0,5 h(b) 1 h(c) 3 h(d) 8h(e) 10 h(f) 24 h(g)

0,95+0,27
PBS 0,07+0,03f 0,17+ 0,05f 0,29+0,07 0,42+0,11 0,52+0,16 a 0,70+ 0,19
abcde

DMEM 0,10+0,01 0,39+ 0,29f 0,65+0,37 0,96+0,45 1,29+0,52a 1,640,552 1,91+0,54 abc

Tabla 6: Liberacion de A.E.O (ug/pL) en medio PBS(n=3) y DMEM (n=3) a diferentes tiempos.

Resultados representados en medias + DE letras p<0,05

En la tabla 6 se puede observar el valor de A.E.O (ug/pL) liberado en ambos
medios a diferentes tiempos en un rango de 0,25-24 h, se realizé en medio de
tampoén fosfato pH=7,4 (PBS) como en el medio de cultivo celular (DMEM),
este ultimo utilizado en las lineas celulares. En el caso de la liberacion en el
medio de PBS se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) entre las 24 h con todos los tiempos, excepto a las 10 h. A diferencia
de la liberacion en DMEM, solo se encontraron diferencias significativas entre
las 24 h 'y a los 15, 30 y 60 min de la liberacion, ademas se observé una

diferencia significativa entre los 30 miny las 10 h.

Entre ambos perfiles no hay diferencias significativas (p>0,05) (ver grafico 5),
como se puede observar en ambos casos presentan un aumento de liberacion
maximo entre las 8 y 10 horas, siendo significativo, el cual permanece

constante entre las 24 h'y 48 h.
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a Perfil de liberacion A.E.O
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Figura 8: (a) Liberacion (%) de A.E.O en medio PBS y DMEM. (n=3), (b) PBS

y (c) DMEM. A diferentes tiempos en un rango de (0,25 a 24 h)

7.5Eficiencia de encapsulacién (EE%)

La eficiencia de encapsulacién fue definida como el contenido de AEO

encapsulado en el Ca/ALG y se calcul6 segun la siguiente formula 2:

Aceite total — Aceite superficie
Aceite total

100

Eficiencia de encapsulacion (%) =

Para el AEO libre, se calcul6 a partir del sobrenadante después de centrifugar

a 2800 rpm durante 3 min la cual fue analizada por espectrofotometria a 275
47



nm. Se realiz6 un promedio de las muestras (n=6) y se obtuvo una EE% de
80% + 5,5. Esto fue verificado al momento del término de la dialisis, en donde
se tomé lo restante de la bolsa de dialisis, y se midi6 de forma antes
mencionada. Luego de evaluar diferencias en los tiempos en que se midi6 el
perfil de liberacion se determin6 que en las mediciones de 15 y 30 min se

estaba midiendo el aceite superficial.

7.6 Viabilidad celular

Se evalud la citotoxicidad de AEO y EP+ALG en 8 concentraciones, en el caso
del AEO en un rango de 0,5 - 4ug/mL y de EP+ALG en un rango de 0,75-2,5
pg/mL durante 24 y 48 h mediante curvas dosis-respuesta semilogaritmicas en

las tres lineas celulares representadas en las figuras 5,6y 7.

Las figuras 8a, 8b, 8c, 8d representan la disminucion de la viabilidad de la linea
celular Scc-25 tras la incubacion con AEO y EP+ALG por 24 y 48h, a medida
que aumentaba la concentracion de la emulsiébn administrada se producia
disminucion de la viabilidad. Al estimar la concentracion inhibitoria del 50% de
la viabilidad (ICso) no se distinguié un aumento de la potencia a medida que se
aumentaba el tiempo de exposicién de las células a los tratamientos, sin
embargo, se puede destacar que a las 48 h la potencia farmacol6gica de

EP+ALG es mayor que el AEO.

Las figuras 9a, 9b, 9c y 9d representan la disminucion de la viabilidad celular
en la linea celular Cal-27 tratada con AEO y EP+ALG. En ambos tratamientos
se observo una reduccion de la viabilidad celular conforme al aumento de las
concentraciones estudiadas. Ademas, se reportdé un aumento de la potencia

en la medida en que se aumentaba el tiempo de exposicion.
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La figura 7 representa la viabilidad celular en la linea celular tuija,
queratinocitos orales, tratada con AEO y EP+ALG con un tiempo de exposicion
de 48 h. En relacion, a estos resultados podemos inferir que al ser tratadas con
AEO solo existe un 20% de células vivas, en cambio con EP+ALG existe una
disminucién de la viabilidad celular en forma gradual a medida que aumenta la

concentracion.

Los resultados demuestran que EP+ALG genera un efecto citotdéxico en ambas
lineas celulares tumorales dosis dependientes; la viabilidad celular disminuyé
conforme al aumento de la concentracién de EP+ALG, sin embargo, hubo
aumento de la potencia s6lo en Cal-27 entre ambos tiempos. Por otro lado, se
encontrd una eficacia del 100% en la linea celular Scc-25 a las 48 h con el

tratamiento de EP+ALG, a diferencia de la linea celular Cal-27 con un 84%.

Los valores ICso obtenidos de las curvas dosis-respuesta, son resumidos en la
tabla 7. Se puede observar en estos resultados que existen diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05), en el caso de la linea celular Scc-25,
entre el ICso del tratamiento de AEO y EP+ALG a las 48 h, por lo que se
evidencia un aumento de la potencia farmacoldgica del AEO encapsulado. En
la linea celular Cal-27 existen diferencias significativas (p<0,05) entre ICso del
tratamiento de AEO a las 48 h con el tratamiento de EP+ALG en ambos
tiempos estudiados, es decir a las 24 y 48 h, sin embargo, no existe una

potencia farmacologica de AEO en este resultado.

En cuanto a la linea celular tuija, se puede mencionar que hubo diferencias
significativas entre los tratamientos (p<0,05), lo cual evidencia que el AEO al

estar en el sistema EP+ALG demuestra ser menos citotoxico (Figura 10), ya
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que hay solo un 20% de viabilidad celular al tratarlas con AEO. No se
demostraron diferencias significativas (p>0,05) entre los valores de ICso0 de las
lineas celulares tumorales y la no tumoral a las 48 h. Para comparar los 1Cs0
entre las lineas celulares tumorales y la no tumoral se realiz6 a través del indice
de selectividad, calculado a partir del cociente de los ICso de la linea celular no
tumoral y célula tumoral. En relacion a este resultado se puede mencionar que
el AEO presenta baja selectividad, ya que el indice de selectividad en linea
celular Scc-25 fue de 1,15y en Cal-27 fue de 1,06, los cuales no fueron

significativos.
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Figura 9: Curvas de concentracion del efecto en la viabilidad celular en linea celular Scc-25
tratadas con concentraciones crecientes de AEO (a) y (c) control negativo de DMSO, y
EP+ALG (b) y (d) control negativo de EP+ALG sin AEO, durante 24 y 48 h. Los valores
representan las medias y DE + de al menos tres experimentos independientes. Cada ensayo

se realizo por triplicado.
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Figura 10: Curvas de concentracién del efecto en la viabilidad celular en linea celular Cal-27
tratadas con concentraciones crecientes de AEO (a) y (c) con control negativo de DMSO, y
EP+ALG (b) y (d) con control negativo de EP+ALG sin AEO, durante 24 y 48 h. Los valores
representan las medias y DE + de al menos tres experimentos independientes. Cada ensayo

se realizo por triplicado.
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Figura 21: Curvas de concentracion del efecto en la viabilidad celular en linea celular
gueratinocitos (Tuija) tratadas con concentraciones crecientes de AEO (a), y EP+ALG (b),
durante 48 h. Los valores representan las medias y DE + de al menos tres experimentos

independientes. Cada ensayo se realiz6 por triplicado.

Tratamiento 24h 48h

Scc-25 Cal 27 Scc-25 Cal 27 Tuija

AE.O (ug)  1,03#0,09a 1,49:0,05 270,16 0,97+0,33 <0,75

EP+ALG (ug) 1,12+0,06a 2,07+0,02b 1,7+0,53a 1,92+0,51b 2,21+0,45

Tabla 7: Citotoxicidad de los tratamientos de A.E.O y EP+ALG sobre lineas celulares Scc-25,
Cal 27 y Tuija. ICso= Concentracion que resulta en la citotoxicidad del 50% después de las 24
y 48 h. Los valores representan los valores promedios + desviacion estandar de al menos tres
experimentos independientes. Cada experimento fue realizado en triplicado. p<0,05 a:

Diferencias entre linea celular scc-25 b: Diferencias entre linea celular cal-27
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7.7 Actividad Caspasa 3

Luego de evaluar la actividad citotdxica, se determiné si esta inhibicion celular
implica activacién de mediadores apoptoticos. Para ello, realizamos un ensayo
colorimétrico que determind el nivel de activacion de caspasa 3 con el kit de
Caspasa -3 (ab39401) ABCAM, un efector de la apoptosis, en las células
tratadas con EP+ALG. Utilizamos 3 concentraciones, la maxima (2,5 pg/mL),
el IC50 determinado por cada linea celular, en el caso de Cal-27 1,9 pg/mL y
1,7 ug/mL en Scc-25, y la minima (0,75 pg/mL), mas dos controles, un control
negativo, el sistema de emulsion sin AEO y un control positivo, estaurosporina

10 uM.

En la figura 11a y 11b, se pueden observar los resultados de las lineas
celulares Scc-25 y Cal-27 respectivamente, de acuerdo a éstos se encontraron
diferencias en la actividad de caspasa 3 en la linea celular Scc-25 entre el
control negativo (sistema sin AEO) y las tres concentraciones evaluadas
(p<0,05). En relacién a la linea celular Cal-27 se presentaron diferencias entre
el control negativo y los tratamientos de 1,9 (p<0,05) y 2,5 ug/mL (p<0,001).
Ademas, al realizar la prueba post hoc, se reportaron diferencias significativas
(p<0,05) entre los tratamientos, especificamente entre la concentracién menor

(0,75 pg/mL), y los dos tratamientos de mayor concentracion (1,9 ug/mLy 2,5
pg/mL).

Se puede inferir que existe actividad apoptética en ambas lineas celulares,

siendo esta mayor en la linea celular Cal-27.
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Figura 12: Actividad de caspasa-3. Medicion de actividad de caspasa-3 en linea celular Scc25
y Cal-27 a las 48 h con EP+ALG en tres concentraciones (2,5 pg/mL, 1,9 pg/mL y 0,75 pg/mL)
las cuales se compararon con el grupo control. Todos los experimentos fueron repetidos al

menos tres veces. * p<0.05 en relacion con el control negativo. ** p<0,001, C positivo:

estaurosporina 10 uM C negativo: emulsion sin AEO.
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7.8 Actividad lactato deshidrogenasa

Dado que se evalu6 la actividad apoptética previamente, se determiné estudiar
si el efecto de EP+ALG presentaba actividad LDH, a través de un ensayo
colorimétrico. Este ensayo consiste en medir la actividad enzimética de la
liberacion de LDH; la cual se traduce en la liberacién al medio de cultivo celular
de las células muertas. Un analisis cuantitativo de la actividad de LDH

determina el porcentaje de células muertas.

Se realiz6 tratamiento a las mismas concentraciones sefialadas en el ensayo
anterior; concentracion maxima (2,5 pug/mL), el IC50 determinado por cada
linea celular, en el caso de Cal-27 1,9 pg/mL y 1,7 ug/mL en Scc-25, y la
minima (0,75 pg/mL). En la figura 12a y 12b muestran que en ambas lineas
celulares hay actividad de LDH, por lo tanto, hay necrosis celular. En el caso
de la linea celular Scc-25 existen diferencias significativas (p<0,05) entre el
control negativo y las tres concentraciones evaluadas (Figura 12). En cambio,
en la linea celular Cal 27, se observan diferencias significativas entre el control
negativo y los tratamientos da mayor concentracion e 1Cso. Ademas, podemos
decir que la actividad de LDH fue discretamente mayor en Cal-27 que en Scc-

25.
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Figura 33: Actividad Lactato Deshidrogenasa Scc-25 y Cal-27. Las células fueron tratadas con
EP+ALG en tres concentraciones (2,5 pg/mL, 1,9 pug/mL y 0,75 pg/mL) por 48 h. La actividad
de LDH basal y total fueron determinadas en células sin tratar con triton X-100 al 0,01%. La
liberacion se calcul6 como [(LDH sobrenadante/ LDH total)]x100 (%). Todos los datos son
presentados como medias D.E. Los valores fueron obtenidos por tres experimentos por

separado. p<0,05 ** diferencias en comparacién a control negativo (emulsién sin AEQO).
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8. Discusion

En el presente estudio, se evalud la citotoxicidad del aceite esencial O. vulgare
en una microcapsula de Alginato, utilizando la emulsion Pickering con
particulas de CaCOs como precursor, en dos lineas celulares de cancer oral

de células escamosas.

En la literatura se ha descrito el uso de los AEO en diferentes aspectos
farmacoldgicos, lo que incluyen efectos antimicrobiano, antioxidantes y
antitumorales . Debido a que el AEO presenta caracteristicas que limitan sus
usos terapéuticos, tales como elevada volatilidad, escasa estabilidad,
solubilidad en agua y biodisponilidad, es que hemos estudiado la formulacién
de emulsiones Pickering como un precursor para la sintesis de microcapsulas
para potenciar las propiedades antes mencionadas, ademas de mejorar la

eficacia y estabilidad del AEO.

En este estudio determin6 que el AEO tiene una composicién particular a lo
publicado anteriormente ®. () debido a que nuestra materia prima fue
cosechada durante la temporada de primavera en la region de Chicauma,
Lampa, Region Metropolitana, Chile, esto hace que este sea un aceite Unico
en su composicién, lo cual esta dado por las diferentes condiciones
ambientales y/o geograficas, tales como composicion de la tierra del cultivo, el
tipo de cultivo agricola, exposicion solar, momento de la cosecha, entre otras
variables ® (9 (0 De acuerdo a nuestros resultados, el AEO presenta una

mayor cantidad de 4-terpineol (13,5%), timol (14,2%) y cis-sabineno (16%).
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Ademas, coincidentemente con lo descrito previamente con nuestros
resultados, otros autores han obtenido que el timol est4 presente en un mayor

porcentaje en comparacion al carvacrol @ €2,

La estabilizacién del precursor Pickering se basa en reemplazar el tensoactivo
por particulas solidas, ya que se ha descrito que este surfactante puede causar
irritacion por contacto, y se han considerado que podrian alterar la
farmacocinética del farmaco coadministrado. Estas particulas solidas se
adsorben de forma irreversible en al interfase de los liquidos inmiscibles,
logrando la estabilidad de las emulsiones. En este estudio se utilizaron
particulas de CaCOs, en el precursor Pickering, éstas presentan diferentes
propiedades, una de ellas es que son de facil adquisicién, baja toxicidad,
biodegradables y, ademas, son biocompatibles, se caracterizan por poseer una
estructura con una elevada area superficial, 1o cual permite ser eficaz para
administracion de farmacos. En nuestros resultados, al realizar el analisis por
DLS, obtuvimos particulas de CaCOs un tamafio promedio de 328 nm, siendo
similar a reportes previos 9 ©9  Por otro lado, el analisis con TEM y SEM
arrojaron tamafios entre 75 y 300 nm con morfologia cubica, esta diferencia es
debido a las condiciones de estos métodos, lo cual estd dado por el equilibrio
hidrostatico en el caso del método por DLS. El polimorfo observado es
caracteristico de calcita, lo cual fue corroborado por FTIR, con las sefiales de
1401 cm?, 873 cmty 713 cm™. Esta Ultima sefial da cuenta de la vibracion de

deformacion en el plano de enlace de C-O del cristal de calcita ©2.

En cuanto al pZ, el valor obtenido es de -29 mV en promedio, lo cual concuerda

con reportes anteriores ®¥, Este parametro esta relacionado con la prediccion
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de la estabilidad electrostatica y carga eléctrica de la superficie de las
particulas ©®. Esto se confirma con evidencia publicada anteriormente, en
donde se afirma que son estables debido a una mayor carga negativa de las
particulas (-25 a -60), lo que conlleva repelerse entre si con mayor intensidad

permitiendo que permanezcan en suspension durante mas tiempo @9 @7,

Los resultados del precursor Pickering, entre particulas de CaCOs y el AEO,
muestran que el tamafio promedio inicial es de 1900 nm, pZ de -48mV y un
valor de PDI 1 a un dia de la sintesis. A los 7 dias estos valores cambian a un
tamafno de 6867 nm, pZ de -35,9 mV y con un PDI de 0,3, esto conlleva que
después de 7 dias este precursor ha incrementado su tamafio promedio, se
vuelve mas estable y hay una disminucion de la dispersion del tamafo,
logrando ser homogénea, por lo tanto, hay una reorganizacion de éste por un

fenédmeno de fluoculacion.

Estos valores cambian al momento de incorporar Alg, ya que al analizarlos a
las 24 h de su sintesis presenta un tamafio de 2,6 ym, pZ de -63mV y un PDI
de 1. Ademas, estos valores varian a lo largo del tiempo, al ser analizados a
los 30 dias el tamafio disminuye a 0,6 ym, Pz disminuye a -44 (30 dias) y el
valor de PDI varia a 0,6. Esto concuerda, con lo reportado previamente en
donde se ha documentado que disminuye el tamafio a medida que se agrega
ALG, lo cual puede ser explicado por la interaccion electrostéatica entre el ALG
y el bioactivo ©®, lo cual se refleja con estos resultados al comparar el tamafio
de EP con EP+ALG. Ademas reportes previos®® 9 obtienen diametros de 85
a 280 um, mucho mayores en comparacion a los obtenidos en este estudio. El

cambio del valor del pZ se debe principalmente a que el ALG es un polisacarido
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aniénioco electronegativo, por lo tanto, el sistema se vuelve mas negativo en
presencia de Alg. Esto se correlacioné en nuestro estudio, ya que en las
mediciones de EP el pZ (-48 mV) demostro ser inferior en comparacion al pZ
de EP+ALG (-63 mV). En el caso del PDI, cambia desde 1 a 0,6, lo que significa
gue el sistema tiene una dispersion mas homogénea @, de esta forma lo que
obtenemos es que sea de forma uniforme, con una diminucion de la
variabilidad del tamafio dado por el valor de PDI. Estos resultados se explican
por un fendmeno que esta relacionado con un fendmeno que presenta el Alg,
el ovillo estadistico, ya que las cadenas poliméricas se reordenan soluciones

concentradas a diluidas®?.

El perfil de liberacién de EP+ALG, se realiz6 en dos medios, DMEM y PBS,
debido a que uno de ellos es el medio de cultivo para las células tumorales, de
esta forma para simular las condiciones de los ensayos celulares y el otro es
un medio tampdn con un pH neutro. En ambos medios, el perfil de liberacion

fue de forma gradual, lo cual se condice con estudios previos (©- €0,

En ambos perfiles de liberacion hubo una liberacion continua entre las 8 y 10
horas, que llega a su maximo a las 24 h y esta se mantiene constante hasta
las 48 h. Existe evidencia de que al utilizar de forma individual el Alg el farmaco
se libera de forma expedita, por lo que se concluye que al utilizar el CaCOs
aporta mayor estabilidad y de esta forma el bioactivo se liberaria de forma
controlada ©V ©®2, No se ha reportado la liberacion del AEO en una micro
encapsulacion con CaCOsy Alg, por lo tanto, estos resultados demuestran una
posible formulacién en que el AEO pueda ser un potencial coadyuvante a la

terapia del COCE.
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La EE% fue de un 80%, diferente a lo logrado en estudios previos ©3, en los
cuales este valor fue de un 35 a 45% de EE% de otros componentes bioactivos
con CaCOgsy Alginato ®®. Por lo tanto, este método podria presentar una mayor
eficiencia respecto a reportes previos. Se ha evaluado la encapsulacién del
AEO en otros métodos de encapsulacion ©9©% en donde utilizaron quitosano
y CaCOs, en donde lograron obtener valores de EE% similares (84% y 69%) a
los nuestros. En vista de estos datos, podemos concluir que este método es

una formulacion eficiente para encapsular bioactivos.

Anteriormente no se ha evaluado la actividad citotoxica del AEO encapsulado
en lineas celulares de cancer oral de células escamosas. Segun nuestros
resultados, el efecto citotdxico de EP+ALG se pudo evidenciar en ambas lineas
celulares tumorales y esto se puede atribuir a los principales constituyentes
(timol, carvacrol, 4-terpineol), asi como también a sus componentes
minoritarios. Ademas, a partir de los valores de ICso se puede concluir que en
ambas lineas estudiadas se necesitd de una menor concentracion del AEO
encapsulado que del AEO. En comparacion a otros reportes en la literatura en
donde solo demostraban tener efecto con componentes individuales del aceite;
Dai et al 2016 ©®, demostré que al tratar células Scc-25 con timol, obtuvo un
ICs0de 60 uM, en nuestro estudio utilizamos el aceite esencial encapsulado en
la EP+ALG, por lo que, si lo comparamos con respecto a la cantidad de timol
en nuestra emulsion, obtenemos 1,73x10¢ uM, siendo mas potente. Por ende,
podemos concluir que al encapsular el AEO total, presenta una mayor potencia
farmacoldgica en comparacion a los componentes de forma individual. Por su

parte De la Chapa et al 2018 @, reporta un ICso de 350 uM al evaluar la

62



citotoxicidad de timol en células Cal-27, al contrario de nuestros resultados

demuestran que este efecto se logra a 1,8x10°uM.

Con respecto a los ICsp se evidencio que solo en la linea celular de Scc-25 se
obtuvo una mayor potencia (a las 48 h) del AEO al estar encapsulado
(EP+ALG), a diferencia del AEO solo. Este resultado se corroboré con la
medicion de muestras del medio celular, en donde el cultivo celular se trat6 con
el AEO, y se pudo observar una disminucion de la absorbancia a las 48 h (Abs=
0.1). Ademas, como factores que influyen en como incide el efecto del AEO,
se puede mencionar las condiciones ambientales como la temperatura, lo cual
podria verse afectado la actividad citotoxica. Sin embargo, se evidencié un
perfil de eficacia claramente distinto entre el AEO y el AEO encapsulado sobre
las células no tumorales, indicandonos un efecto menos citotdxico sobre este

tipo de células.

En términos del tipo de muerte celular a evaluar, observada como efecto de
AE, el mecanismo de apoptosis consiste parte en la liberacién de factores de
iniciacion de apoptosis mitocondrial al citosol, activando proteinas tales como
caspasa 9y 3, entre otras ©". Para confirmar este mecanismo, en este estudio
se selecciond la medicion de la actividad de caspasa 3 como mediador, ésta
es una las responsables de la escision de proteinas de citoesqueleto y
proteinas nucleares, lo que conduce a cambios morfolégicos y bioquimicos de

las células apoptoticas, en esta investigacion se evidencié actividad apoptética.

Se ha reportado previamente que extractos de AEO encapsulado indujeron un
aumento de la expresion caspasa-3 del,41 veces en comparacion a su control

%9 en otros tipos de canceres ©®, asi como el timol ©9 1% de forma individual

63



ha demostrado inhibir la proliferaciéon celular e inducir la apoptosis en varios
tipos de neoplasias malignas @ .En el caso del COCE no existe literatura en
que se haya evaluado el AEO y su potencial apoptético, sin embargo, se ha
demostrado que el timol tiene un rol en la activacién de la apoptosis y se

confirmado que es inducido a través de la via apoptotica intrinseca 0.

Entre las lineas celulares, se observé una mayor actividad de la caspasa-3 en
la linea celular Cal-27 a diferencia de Scc-25, al compararlo con otras lineas
celulares de otros carcinomas se puede dilucidar que el mecanismo de accion
de este aceite esencial no ha sido estudiado de forma extensa, a diferencia de

sus principales componentes como el timol o el carvacrol.

A diferencia de la apoptosis, la necrosis consiste en una forma de muerte
celular rapida que es inducida por una noxa que dafa la membrana celular %2,
Generando respuestas inflamatorias locales, y lisis celular, en consecuencia,
esto se puede medir por la presencia del contenido citoplasmatico en el medio
extracelular, por ejemplo, midiendo la actividad de enzimas como la LDH. Por
lo tanto, se evalud el efecto de la EP+ALG a través de un ensayo de actividad
de LDH en las lineas celulares tumorales estudiadas. Los resultados obtenidos
mostraron que en ambas lineas celulares hay actividad de LDH, siendo mayor
en la linea celular Cal-27. En la literatura no se encuentran estudios similares
en donde se haya evaluado el efecto del AEO en estas lineas celulares, pero
si podemos realizar una comparaciéon con respecto al efecto del timol en otras

neoplasias @,
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Proyecciones y limitaciones.
Proyecciones.

Es primera vez que se conceptualiza, sintetiza y se realizan evaluaciones
biologicas en lineas celulares de carcinoma oral de emulsiones de AEO
encapsuladas mediante microparticulas de alginato utilizando emulsiones de
pickering estabilizadas con particulas de CaCOs, lo cual representa el inicio de
una nueva forma de administracién de los AEO. Este tipo de encapsulacion ha
tenido un incremento en la utilizacién con diferentes bioactivos en la ultima
década, y tal como el presente estudio se ha demostrado que es eficiente tanto
la encapsulacion como en la liberacidon prolongada, obteniendo un mayor

tiempo de liberacién del bioactivo.

Respecto a las limitaciones de este estudio, para evaluar con mayor precision
la estabilidad de las emulsiones, se deben realizar pruebas con otras
condiciones, tales como cambios de temperatura, cambios de pH vy
concentracion de CaCOsy ALG. Como también ensayos que den luces de las

propiedades antitumorales y mecanismos moleculares de implicados.

9. Conclusioén

El presente trabajo demuestra que es posible sintetizar EP+ALG utilizando
CaCOsy AEO. Ademas, son estables en funcion del tiempo, presentan una
liberacion controlada, obteniendo la liberacién total del AEO entre las 8 y 10 h,

con una eficiencia de encapsulacion del 80%.

65



LA EP+ALG evidencio tener efecto citotdxico en lineas celulares tumorales de
COCE, a pesar de no tener un aumento de la potencia farmacoldgica, no es
toxico en la linea no tumoral estudiada en esta investigacion. Finalmente
presentd actividad apoptética y necrosis en lineas celulares de carcinoma oral

de células escamosas.

Se puede concluir que este tipo de formulacién es una forma promisoria de
administracion de sustancias lipofilicas como AE, por lo que podria ser una
posible alternativa de coadyuvante en el tratamiento de cancer oral de células
escamosas. Sin embargo, se requiere del estudio de otros parametros, tales
como ambientes con cambios de pH, y/o temperatura, asi como otras

metodologias para evidenciar el rol del AEO en el proceso de muerte celular.

Con la proteccion intelectual y el desarrollo necesario se podria obtener un
producto coadyuvante con una gran eficiencia de encapsulacién aportando
positivamente en los tratamientos de los CA de cabeza y cuello, lo cual tiene

una gran significancia social.

10. ResUmenes presentados en Congresos

10.1 Resumen para | Congreso Virtual de la Universidad de Chile 2020.

“Aceites esenciales para el manejo de enfermedades orales, una revisién de la

literatura”.
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Introduccion: Los productos naturales de origen vegetal se han utilizado a lo
largo de la historia de la humanidad en la medicina tradicional, por lo que hoy
nuevos productos farmaceéuticos basados en productos naturales bioactivos
estan tomando protagonismo en los cuidados médicos y dentales. Estos
componentes oleosos volatiles, llamados aceites esenciales presentan
diversas actividades como antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorio,

antiviral, antifngica y anticancerigena.

Obijetivo: Analizar la literatura en relacién con la actividad de aceites esenciales

de lavanda y orégano frente a lesiones de mucosa oral.

Metodologia: Se realizé busqueda en Pubmed, Scopus y Science Direct,
usando términos “lavandula”, “lavender oil”, “origanum vulgare”, “oregano”.
“‘mouth diseases”, “oral candidiasis”, “oral cancer”. Filtros: 10 afios de
antigiiedad. Se incluyeron trabajos originales, estudios clinicos, revisiones de

literatura, casos y controles

Resultados: De 50 articulos, se excluyeron 39 articulos, ya que utilizaban 1
componente activo del aceite esencial, estudiaban otro tipo de cancer o no
cumplian con los criterios de inclusion. De los 11 articulos 9 son estudios
experimentales in vitro y dos son experimentales in vitro e in vivo. Todos
concuerdan que estos aceites esenciales presentan actividad antifingica y
anticancerigena, dos de los estudios utilizaron estos aceites como

coadyuvantes para mejorar el desarrollo del farmaco frente a Candidiasis oral.

Discusion: Si bien los autores sefialan el potencial de estos aceites esenciales,

se debe poner énfasis en el método de extraccion, ya que puede variar si se
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realiza con solventes acuosos o alcohélicos. Ademas, la variacién geografica

es un factor a considerar cuando se precisa evaluar un extracto vegetal.

Conclusion (es): La aplicacion de aceites esenciales ha ganado popularidad
durante el Ultimo decenio. Muchos investigadores en el campo de la
odontologia y la farmacologia han dedicado tiempo y recursos a la evaluacion
de productos naturales, descubriendo sus compuestos bioactivos Yy

aplicandolos en diversos aspectos del mantenimiento de la salud bucal.

10.2 Resumen para Congreso Internacional de Sociedad de Patologia

bucomaxilofacial de Chile 2021.

Introduccion: El carcinoma oral de células escamosas es una de las neoplasias
mas frecuentes en el mundo. Hoy las terapias convencionales presentan falta
de eficacia debido a la multi-resistencia a farmacos, ademas de una serie de
efectos adversos que afectan la calidad de vida del paciente. Es por esto que
se propone el uso de productos naturales como los aceites esenciales como
tratamiento coadyuvante. El aceite esencial Origanum vulgare (A.E.O) ha

demostrado tener actividad citotdxica en diversos modelos celulares.

Objetivo: Evaluar in vitro el efecto citotoxico de aceite esencial de Origanum
vulgare en células tumorales de carcinoma oral de células escamosas (Scc-

25).

Metodologia: El A.E.O se obtuvo a través de arrastre de vapor, el cual fue
analizado por espectrofotometria UV-Visible. Se realizo viabilidad celular de
SCC-25 y queratinocitos orales, a traves de MTT, en donde las células fueron

tratadas en concentraciones crecientes durante 24, 48 y 72 horas.
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Resultados: Uno de los mayores componentes del A.E.O es el carvacrol e
induce una alta citotoxicidad en las células SCC-25, a diferencia en las células

de queratinocitos orales, donde no se observé dicho efecto.

Conclusion: ElI A.E.O tiene propiedades potenciales citotoxicas vy
antiproliferativas en las células de SCC-25 y se podria utilizar como una

alternativa farmacéutica en el futuro en tratamientos de cancer oral.

10.3 Resumen para 3er Congreso Anual ICOD 2022.

“Sintesis, caracterizacion y efecto citotoxico de nanoemulsion Pickering de

Origanum vulgare en lineas celulares de carcinoma oral de células escamosas”

Introduccion: El carcinoma oral de células escamosas es una de las neoplasias
mas frecuentes en el mundo. Las terapias convencionales presentan falta de
eficacia debido a la multirresistencia, ademas presentan diversos efectos
adversos que afectan la calidad de vida del paciente. Se ha propuesto usar
productos naturales derivado de aceites esenciales (AE) como tratamiento
coadyuvante. El aceite esencial de Origanum vulgare (AEO) ha demostrado
actividad citotoxica en modelos celulares. Una de las formas de mejorar la
actividad biolégica es a través de la formulacion de emulsiones Pickering (EP)

con AE, cuya caracteristica es estar estabilizada por particulas sélidas.

Obijetivo general: Evaluar el efecto farmacoldgico de nEP de aceite esencial de
Origanum vulgare en células tumorales de carcinoma oral de células

escamosas.

Metodologia: Se realiz6 obtencion de AEO por arrastre de vapor, caracterizado

por cromatografia de gases. La caracterizacion de EP fue realizada a través de
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dispersion dindmica de luz. Se evaluo viabilidad celular de la linea celular SCC-
25 a las 48 hrs, a través de ensayo de reduccion de MTT. Los resultados se

analizaron con software Graphpad prism 6.0.

Resultados: Se obtuvieron nanoparticulas de CaCO3 de tamafio de 305+2,88
nm en promedio, potencial Z -29 £0,57mV y PDI 0.3. La EP presenta tamafios
de 1900 £112 pm, potencial Z de -48,8 +6,2 mV y PDI =1. Los componentes
mayoritarios del AEO: timol, carvacrol, y cis-sabineno. EI IC50 con AEO fue de

2,7 pg, y en la Ep fue de 4,6 pg

Discusion: La nEP se ha descrito como una forma liberacion controlada de AE
en el tiempo. Se observa que los parametros estudiados de nuestra
nanoemulsion son estables. Inhibe el crecimiento de células cancerosas

manteniendo el efecto del AEO.

Conclusion: Las nEP de AEO presentan actividad citotdxica en células de SCC-
25. Podria ser una nueva estrategia en el tratamiento a largo plazo de células

cancerosas.

10.4 Resumen para XXXIV Reunién Anual IADR 2022, divisién Chile.
"Cytotoxic effect of Pickering emulsion on oral squamous cell carcinoma.”

Introduction: Oral squamous cell carcinoma is one of the most frequent
neoplasms in the world. Conventional therapies have lack efficacy due to
multidrug resistance, and also present various adverse effects that affect the
patient's quality of life. The use of natural products derived from essential oils
(EO) has been proposed as an adjuvant treatment. Origanum vulgare essential

oil (OEO) has demonstrated cytotoxic activity in cellular models. One of the
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ways to improve the biological activity is through the formulation of Pickering
emulsions (PE) with AE, whose characteristic is to be stabilized by solid
particles. General objective: To evaluate the pharmacological effect of EP of

Origanum vulgare essential oil on oral squamous cell carcinoma tumor cells.

Methodology: OEO was obtained by vapor entrainment, characterized by gas
chromatography. Characterization of EP was performed by dynamic light
scattering and scanning electron microscopy (SEM). Cell viability of two cell
lines, SCC-25 and CAL-27 was evaluated at 48 hr, through MTT reduction

assay. The results were analyzed with Graphpad prism 6.0 software.

Results: The PE presents sizes of 1900 £112 um, Z potential of -48.8 £6.2 mV
and PDI =1. The major components of OEO: thymol, carvacrol, and cis-
sabinene. The IC50 for SCC-25 with OEO was 2.7 ug, and in PE it was 1.5 ug.

In the case of CAL-27 the IC50 with PE was 1.44 ug (p<0,05.)

Conclusion: PE has been described as a controlled release form of OEO over
time. It is observed that the studied parameters of our emulsion are stable. It
inhibits the growth of cancer cells while maintaining the effect of OEO.

Therefore, OEO present cytotoxic activity in SCC-25 and CAL-27 cells
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