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Resumen

Objetivo: Evaluar la actividad antiinflamatoria de una formulacién semisélida que contiene Aceite de Arbol de Té
(AAT), a dos concentraciones (2 %y 2,5 %), para futuro tratamiento de enfermedad periodontal.

Método: Prueba preclinica de edema auricular por aceite de crotén, con una muestra de 30 ratones, para ser com-
parados con Indometacina y Diclofenaco.

Resultados: La concentracidn al 2 % mostrd un 51,21 % de inhibicién de la actividad inflamatoria, mientras que
para la concentracién del 2,5 %, fue de 54,74 %. Las pruebas estadisticas para conocer la eficacia de los tratamien-
tos demostraron que no existen diferencias significativas entre las combinaciones de tratamientos, indicando que
todos tratamientos son similares (p>0,05).

Conclusiones: Los resultados de este estudio demuestran que la forma semi solida de AAT, en los estudios preclini-
cos en la fase de ensayos in vivo con animales no humanos demostrd poseer una actividad antiinflamatoria.

Palabras clave: Agente antinflamatorio; enfermedad periodontal; fitoterapia; aceite de arbol de té; evaluacion pre-
clinica de farmacos.

Abstract
Objective: To evaluate the anti-inflammatory activity of a semi-solid Tea Tree Qil (TTO) form at 2 % and 2,5% con-
centrations for treating periodontal disease.

Method: A preclinical test in a sample of 30 mice with ear edema induced by croton oil was divided into two groups
to compare treatment with Indomethacin and Diclofenac.

Results: TTO at 2,5 % concentration showed a higher inhibition activity of inflammation (54,74 %) than TTO at 2 %
(51,21 %). Statistical analysis showed no significative differences between treatment combinations (p>0,05).
Conclusions: The tea tree oil in semi-solid form, applied in 2 - 2,5 % concentration in this preclinical study, showed
consistent anti-inflammatory activity.

Keywords: Anti-inflammatory agents; periodontal disease; phytotherapy; tea tree oil; preclinical drug evaluation.
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Puntos clave

El aceite del arbol de té tiene distintas propiedades entre las que destacan la actividad antinflamato-
ria, lo que lo convierte en un agente con amplio potencial para su uso como alternativa a los farmacos
sintéticos en el tratamiento de las enfermedades periodontales.

Se evallio la actividad antinflamatoria del aceite del arbol de té contenido en una pre-formulacion
en gely se comparé con indometacina y diclofenaco obteniendo resultados similares en la actividad.

Se demostré en el modelo de edema auricular inducido por aceite de crotén la actividad antinflamato-
ria por via topica del aceite del arbol de té contenido en un gel, esto permite el empleo de este aceite
en el desarrollo de formas farmacéuticas semisélidas que puedan ser destinadas para esta via de ad-
ministracion.

Introduccion

Las Enfermedades Periodontales (EP) se pueden iniciar por la disbiosis que ocasionan las bacterias en
la biopelicula de la placa dental, provocando una respuesta inmune por lo cual el proceso inflamatorio
es un mecanismo de defensa del organismo que se produce por diferentes estimulos, la cronicidad de
la inflamacion puede conducir a la destruccidn de los tejidos periodontales, debido al incremento de
mediadores inflamatorios y alteraciones en la resolucién de la inflamacién®2?, Actualmente existen
dos tipos de antibioterapia con fairmacos sintéticos ya sea de forma sistémica o de forma local, los cua-
les presentan desventajas como son: uso limitado de 7 a 14 dias, reacciones adversas (vomito, dolor de
cabeza, nauseas), tincion de dientes, disgeusia, formacion de calculos supragingivales, entre otros®.
Por lo cual se esta en la busqueda constante de principios activos que sean eficaces y seguros para su
uso por periodos prolongados, siendo una alternativa el uso de fitoterapia®.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), recomienda el uso de la fitoterapia® la cual se define
como: “la ciencia que estudia el uso de los productos de origen vegetal con finalidad terapéutica”®”,
como una alternativa al uso de farmacos sintéticos. Se estima que alrededor del 80 % de la poblacién
mundial recurre a este tipo de terapia, mientras que en México se considera que el 60 % de la poblacidn
la utiliza®®. En México existe la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos, publicada en
el afio 2001, que incluye monografias de plantas que se usan en los medicamentos herbolarios, pero
Unicamente incluyen a las de mayor uso en el pais, por lo cual hacen falta estudios para corroborar la
eficacia del AAT en México. Los estudios preclinicos en aceites se realizan para demostrar eficacia y
seguridad, asi como para conocer sus posibles efectos adversos antes de ser utilizados en humanos,
estos estudios se realizan en animales o modelos fisioldgicos, en los cuales se analizan las propiedades
fisicoquimicas y fisioldgicas del principio activo in vitro o in vivo, basados en los resultados obtenidos
en esta primera etapa, se puede proponer o desechar estudios mas extensos®.

Actualmente se conocen unos 3,000 aceites esenciales"?, los cuales se clasifican por su uso seguroy
poseen aprobacion por diferentes organismos a nivel mundial, dentro de éstos se encuentra el Aceite
de Arbol de Té (AAT), del cual en las Gltimas tres décadas se han descrito sus diferentes propiedades
terapéuticas como son: antimicrobiana, antiviral, antiinflamatoria, analgésica y antimicética. Su apli-
cacién en estomatologia esta siendo validado por la investigacion cientifica, con datos in vitro e in vivo,
los cuales estan respaldando las propiedades terapéuticas.

El Arbol del Té (Melaleuca alternifolia), es una planta de origen australiano, con crecimiento rapido (6
meses), cuyo aceite se obtiene de las hojas, se ha demostrado que posee mas de 100 componentes,
entre los que destacan dos: el terpinen-4 y el 1,8-cineol, los cuales son los implicados en poseer las
actividades terapéuticas. Data su utilizacién en las tribus aborigenes australianas de la Costa Norte de
Nueva Gales del Sur, definido como “el sanador mas versatil de la naturaleza”, utilizaban las hojas de la
planta para aliviar cortaduras, quemaduras, picaduras de insectos e infecciones de la piel, su reconoci-
miento oficial es a partir del afio 1949, por el departamento de Sanidad Australiano®"1112),

Se han realizado algunos estudios para verificar la accidn antiinflamatoria del AAT como: Hart et al.,
en el afio 2000, evalua las propiedades antiinflamatorias in vitro del AAT, mediante la reduccién de in-
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terleucinas (IL) TNF-a IL-1B, IL-8 y IL-10 y prostaglandina E2 (PGE2), por monocitos humanos activados
por lipopolisacaridos (LPS), reportando que existié una supresion de LPS de TNF-a, IL-1B e IL-10 en
un 50 %y de PGE2 en un 30 % después de 40 horas, indicando que el componente terpinen-4-ol fue el
responsable de esta accion®?.

Nogueira et al., en 2014, utilizo macréfagos estimulados por lipopolisacaridos bacterianos, reportando
una reduccién en la produccion de IL-1B, IL-6 e IL-10, mientras que en el TNF-a no hubo cambios sig-
nificativos, por lo cual concluye que el terpinen-4-ol y alfa-terpinol, componentes principales del AAT,
pueden suprimir la produccién de mediadores inflamatorios en macréfagos humanos estimulados con
lipopolisacéridos, ademas informa que esta inhibicién estuvo mediada por la interferencia con las ru-
tas NF-kB, p38 0 ERK MAPK!%,

No obstante, el AAT puede no solo actuar como un mediador inflamatorio a través de su actividad
antioxidante, también puede proteger eficientemente el organismo al reducir la proliferacion de célu-
las inflamatorias sin afectar su capacidad de secretar citosinas antiinflamatorias®®. Estas respuestas
inmunoinflamatorias se reducen por una cascada de diferentes reacciones producidas por el organis-
mo. Aunque poco explicado, estas propiedades podrian considerablemente cambiar la reaccidn del
huésped contra bacterias periodontopatdgenas®.

Este estudio preclinico tiene como finalidad la aplicacidén de una forma semi solida con principio activo
de AAT, para ser utilizada en la enfermedad periodontal, debido a que es una patologia que ocasiona
una respuesta inflamatoria, por lo cual se necesitan pruebas preclinicas para determinar si la prefor-
mulacion semisélida conteniendo AAT, presenta actividad antiinflamatoria, por esta razon se eligi6 el
modelo in vivo de “edema auricular inducido por aceite de crotén” que ocasiona un edema de forma
localizada por via tdpica, este método es el mas utilizado para evaluar la actividad antiinflamatoria en
extractos, aceites esenciales, de farmacos esteroideos y no esteroideos"'’*¥), Esta prueba desencadena
todos los eventos propios del proceso inflamatorio: vasodilatacion, eritema, extravasacion y edema,
a nivel histoldgico se produce agregacion plaquetaria y adherencia a compuestos polimorfonuclea-
res (neutrdfilos y eosindfilos)'”. Esta respuesta inflamatoria se cuantifica midiendo la diferencia de
peso de ambas orejas (discos de 6 mm), en un intervalo de tiempo (4 a 8 h), en este lapso de tiempo
se demuestra que existe infiltracion de granulocitos y se puede aplicar el tratamiento para reducir la
inflamacidn(&),

Métodos

Los estudios de preformulacion para el disefio del gel con AAT y el estudio preclinico antinflamatorio
se llevé a cabo en los laboratorios de: Farmacia Molecular y Liberacién Controlada y el Laboratorio de
Sintesis de Polimeros, de la Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco. Se disefié un
estudio experimental, transversal, comparativo y prospectivo, el cual se llevo a cabo de noviembre del
2019 a abril del 2020.

Preparacién de Soluciones

Se realizaron ocho formulaciones preliminares de AAT (Farmacia Paris. Lote 1901730, certificado de ca-
lidad no. GPC058) en gel a partir de la informacion farmacotecnia y farmacopeica de las cuales se eligid
una para realizar la formulacion con las dos concentraciones de AAT (tabla 1). Las pruebas de control
que permitieron seleccionar el gel dptimo fueron: pruebas organolépticas, pH (6,9), viscosidad (25,754
cP) y la cuantificacion del AAT (terpinen-4-ol) por método espectrofotométrico a una longitud de onda
de 240 nm con un intervalo de recobro de 97 - 103 %. Una vez seleccionada la formulacién a las con-
centraciones adecuadas se elaboraron las formulaciones con ambas concentraciones de AAT (2'y 2,5
%) y se sometieron a prueba de estabilidad en refrigeracion por tres meses y al termino de esta se ob-
servé que conserva sus caracteristicas organolépticas, pH, viscosidad y el contenido de AAT (98,045 %).
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Tabla 1. Componentes de la formulacion semisélida que contiene AAT

Componente Concentracion
%
AAT 2y2,5
Mentol 0,40
Carboximetilcelulosa 3-6
Sacarina 0,12-3
Propilenglicol 10 25
Sorbitol 20-60
Grenetina 0,2-1
Agua destilada c.b.p. 100
c.b.p.= cantidad bastante para

Se realiz6 una dilucion de aceite de crotdn (Sigma-Aldrich) al 5 % en acetona RA (JT Baker), asi como
soluciones de principios activos indometacina y diclofenaco a concentraciones de 0,5 g/mL en acetona
RA.

Evaluacion del efecto antiinflamatorio

Para la evaluacion de la actividad antinflamatoria se utilizé una solucién de aceite de crotén al 5 % (v/v)
en acetona debido a su ausencia de efecto antiinflamatorio en el modelo. Asi mismo, de acuerdo con lo
reportado® las concentraciones de AAT en la preformulacién no deben presentar riesgo de toxicidad
por contacto con la piel.

Se emplearon 30 ratones macho de la cepa CD-1 con un peso promedio de 25 g proporcionados por la
Unidad de Produccién y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL-Bioterio) de la Universi-
dad Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco, los cuales se mantuvieron en el laboratorio durante
24 horas para adaptarse a las condiciones con cama de viruta limpia y alimento y agua ad-libitum.

Se formaron 5 grupos de 6 ratones cada uno a los cuales se les administré 20 pL de la solucion de aceite
de crotdn Gnicamente en la oreja derecha (10 uL en la parte interior y 10 UL en la parte exterior) para
ocasionar el edema. Después de 30 minutos se aplicaron 20 pL de cada uno de los tratamientos (tabla
2) en la oreja derecha y se dejé actuar durante 4 horas, al cabo de las cuales se sacrificaron los ratones
mediante dislocacion cervical y se extrajeron discos de 6 mm de didmetro de cada oreja empleando
una pinza sacabocado y se pesaron en una balanza analitica.

Tabla 2. Grupos de tratamiento

Grupo Tratamiento

Grupo 1 AAT 2%

Grupo 2 AAT 2,5 %

Grupo 3 Indometacina en acetona 0,5 mg/mL (control positivo)
Grupo 4 Diclofenaco en acetona 0,5 mg/mL (control positivo)
Grupo 5 Acetona (control negativo)

La actividad antiinflamatoria se calculé como porcentaje de reduccion del edema en los ratones trata-
dos respecto al grupo control negativo. La magnitud del edema se cuantificd por la diferencia de peso.
El porcentaje de inhibicion se calculd segln la siguiente formula:

% de Inhibicion del edema = [(APc - APt) / APc] x 100
Donde:
APc= Media aritmética de la variacidn de peso en el grupo control negativo

APt= Media aritmética de la variacién de peso en el grupo tratado

Ars Pharm. 2024;65(1):36-44 40



Diaz-Basurto DD, et al.

Analisis de datos

Los datos obtenidos de la prueba de edema auricular inducido por aceite de crotdn se analizaron em-
pleando el software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc.) realizando un analisis de varianza (AN-
DEVA) para comparar los grupos de AAT con cada control positivo.

Consideraciones éticas

Este protocolo se realizd bajo los principios de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 de es-
pecificaciones técnicas para la produccion cuidado y uso de los animales de laboratorio, para evitar
el sufrimiento de los animales, asi como la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, de protecciéon ambiental,
salud ambiental, residuos peligrosos bioldgico-infecciosos, clasificacion y especificaciones de manejo.

Resultados

El AAT en ambas concentraciones (2 %y 2,5 %) fue capaz de reducir la inflamacién inducida mediante
la prueba de edema auricular inducido por aceite de crotdn, obteniendo valores de % de inhibicion
(promedio + DE) de 51,21 + 12,6 %y 54,74 + 12,8 %, respectivamente; mientras que los controles posi-
tivos de indometacina y diclofenaco obtuvieron valores de 41,3 + 3,65 % y 45,51+ 2,43 %, respectiva-
mente, ver Figura 1.
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Figura 1. Resultados de la evaluacién de efecto antiinflamatorio (promedio + DE). a) Comparacion del peso del
edema de los dos grupos de AAT con el control positivo de indometacina. b) Comparacion del peso del
edema de los dos grupos de AAT con el control positivo de diclofenaco. c) Comparacién del porcentaje de
inhibicidn de los dos grupos de AAT con el control positivo de indometacina. d) Comparacién del porcen-
taje de inhibicidn de los dos grupos de AAT con el control positivo de diclofenaco.

Se realizaron pruebas estadisticas para conocer la eficacia de los tratamientos. Se realizaron los ana-
lisis de varianza (ANDEVA) comparando los resultados del peso del edema auricular y el porcentaje de
inhibicion de la inflamacidn de los dos grupos de AAT con cada control positivo y en todos los casos se
obtuvo un valor de p>0,05, lo cual indica que estadisticamente no hay diferencia entre los tratamientos
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con AAT y los controles de indometacina y diclofenaco en la actividad antiinflamatoria determinada
mediante el modelo de enema auricular inducido con aceite de crotén.

. o #

Discusion

En los Ultimos afios se han incrementado las investigaciones en fitoterapia, no obstante, ain no se
cuentan con suficientes estudios que avalen la eficacia terapéutica de las plantas empleadas para el
tratamiento de padecimientos de origen oral pero actualmente se estan haciendo esfuerzos para ofre-
cer otras alternativas que muestren alguna ventaja sobre tratamientos con farmacos sintéticos, que
en algunos casos no se recomienda su uso prolongado®®®®, Con base en lo anterior se seleccioné al
AAT que ha mostrado eficacia antinflamatoria para proponer el desarrollo de un dentifrico en gel que
permita su aplicacion(1:1321.2223.24)

Se han realizado diferentes estudios para evaluar la respuesta inflamatoria, sin embargo, no existe si-
militud de los estudios ya que cada uno es diferente en cuanto a metodologia y técnicas utilizadas, no
obstante, concluyen que el AAT, presenta una accién antiinflamatoria. Nogueira et al., en 2014 indica-
ron que la accién antiinflamatoria es a través de la supresidn de las citocinas: IL-1B, IL-6 y la IL-10%%.
Por otra parte, Ninomiya et al., en 2013 indicaron que la accién del AAT, disminuye la produccién de
citoquinas, que conduce a una supresion de las reacciones inflamatorias®.

Maruyama et al., en el 2005, realizaron un estudio induciendo inflamacién en la cavidad peritoneal
de ratones, por inyeccién de curdldn por via cutanea, el AAT se utilizé para suprimir la inflamacion
celular (neutrdfilos) ocasionada por el curdldn obteniendo una disminucién de la actividad de MPO
(mieloperoxidasa) en un 68 + 32 %%, este estudio comparte ciertas similitudes con el realizado en esta
investigacion, aunque se presenta una diferencia en cuanto al porcentaje de inhibicién inflamatoria
obtenido que fue de 51 % para la concentracién del 2 % y del 54 % para la concentracion del 2,5 %, en
ambos estudios se podrian considerar con una actividad antiinflamatoria significativa.

Saxer et al., en 2003, demostraron mediante un estudio clinico que el AAT, reduce la inflamacion me-
diante el empleo de un enjuague, atribuyéndolo a la presencia de 1,8-cineol y terpinen-4-ol®?. En tanto
que Brand et al., en 2002, indicaron mediante citometria de flujo, la supresion de E-selectina inducida
por TNF-a en células humanas, reportando que el AAT, puede regular el edema® y en otro estudio
realizado por el mismo autor reporta que mediante un modelo animal con edema auricular en ratones
inducido por histamina el AAT es eficaz para controlar el edema®”.

Conclusion

El uso de la fitoterapia puede ser una ventaja en la practica estomatoldgica, sin embargo, se deben
realizar mayores estudios para comprobar su eficacia y ser validada. Los resultados de este estudio
demuestran que el AAT, en los estudios preclinicos en la fase de ensayos in vivo con animales no hu-
manos demostré poseer una actividad antiinflamatoria. Con base en los resultados obtenidos en esta
investigacion pudiera considerarse como una alternativa terapéutica en el tratamiento de la enferme-
dad periodontal y podria emplearse por periodos largos de tiempo, aunque se requiere completar con
estudios clinicos para evaluar su eficacia y posibles eventos adversos.

. . ’
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